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新药评价中彗星试验方法学研究及发展趋势 
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摘  要  彗星试验是一项检测单细胞损伤的试验方法，近年来在毒理学研究中发展很快。对彗星试验的原理和方法，及其在

新药评价遗传毒性研究、生殖毒性研究和靶器官毒理学研究中的应用进行了分析和介绍，并提出了彗星试验技术的

发展趋势。 
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彗星试验（comet assay）又称单细胞凝胶电泳

（single-cell gel electrophoresis, SCGE），是一项检测

单细胞损伤的试验方法。近年来，实验技术经过不

断的改进，已成为一种快速、灵敏、简便的检测单

细胞 DNA 损伤的方法，广泛地应用于 DNA 损伤和

交联的检测、药物的毒性评价、细胞凋亡鉴定和致

癌机制的研究等工作中[1-5]。越来越多的毒理研究者

应用此方法，在体内、体外对有核细胞进行彗星试

验，以探讨药物对 DNA 损伤作用和毒性机制。 
1  试验原理 

SCGE 是一种能在单个细胞水平上检测遗传物

质 DNA 损伤的实验技术。实验中细胞经过裂解、

DNA 解旋等过程后，在电泳条件下损伤的 DNA 从

核中溢出，朝阳极方向泳动，产生一个尾状带，未

损伤的 DNA 部分保持球形，二者共同形成“彗星”。

DNA 片断越多，片断长度越小，彗星尾就越长。在

一定范围内，“彗星”的长度（代表 DNA 迁移距离）

和经荧光染色后“彗星”荧光强度（代表 DNA 的

量）与 DNA 损伤程度相关，这样就可以定量检测

单个细胞中的 DNA 损伤[6]。 
2  研究方法[7] 
2.1  常用的彗星试验方法  
2.1.1  碱性单细胞凝胶电泳 

为了把 DNA 断裂暴露出来，用碱变性来把

DNA 双链同 DNA 断链区分开来，使彗星尾巴更显

著，在不影响其灵敏度的情况下提高检测 DNA 断

裂的检出率。 

2.1.2  中性单细胞凝胶电泳 
在一段时间的碱性处理后，恢复条件至中性后

再电泳，中性条件下溶解、解链、电泳，则可检测

DNA 双链断裂。 
2.1.3  对损伤特异酶类的使用 

一些损伤剂可能直接引起 DNA 断裂，但通常

它们会很快重新连接起来。为了在提高灵敏度的同

时提高特异度，应用产生特定损伤或断裂的酶来消

化。 
2.2  不太常用的彗星试验形式 

5-溴-2脱氧尿苷标记检测复制DNA、检测DNA
修复的中间物、荧光原位杂交彗星试验。 
3  SCGE 技术在新药评价遗传毒性研究中的应用 

近年来，以 DNA 损伤和修复为检测终点的单

细胞凝胶电泳试验，由于其快速、简便、敏感等优

点，越来越受到遗传毒理工作者重视。此方法作为

一种检测 DNA 损伤的方法，日益广泛地应用于各

类化学诱变剂的检测，在国外遗传毒理学核心期刊

上出现频率很高。ICH 和 OECD 正在制定相关的指

导原则，准备将彗星试验引入到遗传毒性组合试验

中[8]。 
我国新药评价中遗传毒性试验组合由微生物回

复突变试验、哺乳动物培养细胞染色体畸变试验和

啮齿动物微核试验组成。由于没有一个单一试验能

检测所有遗传毒性终点，因此通常采用一组遗传毒

性体内和体外试验，这些试验相互补充[7]。但是，

当受试物的标准三项组合试验结果不一致时，则需 
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则中，单细胞凝胶电泳试验已作为遗传毒性试验组

合外的备选试验项目[9]。目前，国内从事药物评价

要引入新的试验进一步评价可疑药物是否会引起遗

传毒性。在新颁布的药物遗传毒性研究技术指导原

的 GLP 实验室密切注视此项技术的研究与发展，在

科技部“支撑计划”和“重大新药创制”等基金项

目中，均将此项技术作为主要的研究内容。 
4  SCGE 技术在新药评价生殖毒性研究中的应用 

新药评价中生殖毒性试验研究主要集中在整体

动物水平，尚没有针对生殖细胞损伤的研究方法，

SCGE 技术弥补了这方面的不足，可以检测各种生

殖细胞的 DNA 损伤水平，从而更加全面地对药物

的生殖毒性进行评价，并为毒性机制的研究提供参

考依据。 
4.1  SCGE 技术在雄性生殖细胞中的应用[10] 
4.1.1  睾丸细胞 

张遵真等建立了睾丸细胞的 SCGE 技术。将剪

碎的睾丸生精小管用 110/200 目不锈钢网过滤后离

心，得到睾丸细胞，再进行常规电泳实验。由于原

代睾丸细胞具有一定的代谢活化作用，可用于体内

和体外诱变剂的毒性实验。 
4.1.2  精子 

精原细胞经过精母细胞、初级精母细胞、次级

精母细胞、精细胞到精子成熟，在染毒后不同时期

利用彗星试验检测受试物对精子DNA损伤及修复，

可以反应出损伤发生在减数分裂的哪个阶段，通过

彗尾长度和彗尾荧光强度判定受试物的损伤程度。 
4.1.3  支持细胞（sertoli cell）和生殖细胞共培养 

利用支持细胞和生殖细胞共培养进行 SCGE，
为精子生成毒效应提供了一个敏感的模型。当已知

睾丸毒物作用于睾丸生殖细胞时，共培养法发现了

与体内类似的生殖细胞脱落。 
4.2  SCGE 技术在雌性生殖细胞中的应用 
4.2.1  卵丘细胞 

卵丘细胞分泌必要的细胞外基质以促进排卵和

受精，在卵母细胞成熟与维持中扮演重要角色。因

此，卵丘细胞 SCGE 技术为雌性动物生殖细胞损伤

的检测提供了可能，更加丰富了生殖毒性的检测内

容。 
4.2.2  卵母细胞 

对卵母细胞 DNA 损伤的研究方法大多用体外

培养的卵母细胞（常用中国仓鼠卵巢）进行。新药

评价中可以与体外染色体畸变试验结合，可以进行

多个毒性终点检测。 
5  SCGE 技术在靶器官毒理学研究中的应用[11] 

靶器官毒理学发展迅速，目前已经成为毒理学

研究的重要组成部分。从机体的角度，研究各个特

定器官对外源化学物毒性效应、结局及其机制，是

靶器官毒理学研究的主要内容。SCGE 技术在每个

靶器官单细胞水平上的研究，将成为靶器官毒理学

研究的重要资料。 
5.1  造血系统作为靶器官 

动物取血后，用磷酸盐缓冲液（PBS）等量稀

释，淋巴细胞分离液吸取中间层淋巴细胞，SCGE
电泳 30 min，进行分析。淋巴细胞往返于循环系统

内，可增殖、分化，寿命数月，有的长达一年以上[12]。

直接应用分离的淋巴细胞进行体内和体外的彗星试

验分析在理论上讲可以尽可能地排除血液中其它可

能的干扰，是研究药物对造血系统细胞 DNA 影响

的主要方法。最近研究毒物对血液淋巴细胞 DNA
的损伤中，采用微量全血法用于彗星试验[13]，但是

采用微量全血法与分离淋巴细胞相比其可靠性与敏

感性相近。 
5.2  内脏器官作为靶器官 

肝、肾由于其特殊的解剖位置和生理功能，成

为新药评价研究中的主要靶器官。股动脉放血处死

动物，取出肝、肾放在滤纸上除去被膜后放小烧杯

内，加入少量预冷的 PBS 液清洗，用眼科剪剪碎，

用 110 目的不锈钢筛网过滤，收集细胞悬液，进行

彗星试验。将动物的肝／肾原代细胞应用于彗星试

验具有敏感性高、取材方便、细胞制备简单、不需

体外活化、实验周期短等优点，对药物评价中的遗

传毒性监测具有极其重要的意义，其应用前景十分

广阔[14]。 
6  SCGE 技术发展趋势 
6.1  标准化实验室的建立 

目前，SCGE 技术在国内实验室研究中试验条

件存在一定的差别，如电泳条件不同（电压、电流、

时间），图像采集和分析软件不同等，这些试验条件

差别对试验结果有一定的影响。目前我国已有自主

研发的适应彗星试验的分析系统，配有相应的试剂

盒，提高了该试验的规范性和准确度，避免了上述

缺陷，与国外公司相同设备相比，经济实惠[15]。随

着彗星试验在新药评价中的广泛应用，国内 GLP 实
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验室应建立相关的标准操作规程和标准化实验室，

建立规范的彗星试验分析平台（包括电泳设备、图

像采集和图像分析），减少试验的系统误差和人为误

差，降低试验的假阳性率，使 SCGE 技术在新药评

价中发挥更大的作用。 
6.2  SCGE 在药物高通量筛选中的应用 

彗星试验已经成为一项敏感的遗传毒性实验技

术，由于其快速、敏感、重复性好、可应用细胞范

围广等优点，在 96 孔板上进行彗星试验已成为有发

展潜力的高通量筛选方法之一。今后将彗星试验与

FISH 技术通过特异的 DNA 探针可联合用于检测选

择性序列、区段和染色体的 DNA 损伤，检测方法

将更加快捷、高效[12]。 
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