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摘  要：遗传毒性评价是药物安全性评价的重要组成部分。如何早期、快速地获得药物可能的毒性反应数据，是当前遗传毒

理学领域的研究热点之一。介绍几种目前应用比较广泛或有较好应用前景的早期、快速的遗传毒性评价方法，包括 Ames II
试验、Gadd45 GreenScreen 试验、高通量体外彗星试验和流式细胞术检测微核试验，主要围绕这些方法的基本原理、简要操
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Abstract: Genotoxicity assessment is an important component of drug safety evaluation. Recently, how to obtain the data of potential 
side effects rapidly in early phase of drug research is one of the hot points in genetic toxicology. This review summarized several 
prospective approaches including Ames II test, Gadd45 GreenScreen test, high-throughput in vitro comet test, and micronucleus test 
using flow cytometry, and their principles, brief procedure, validation, advantages, and potential problems. Additionally, this review 
gave a brief introduction of computer-assisted toxicity prediction model and application of microarray in genotoxicity evaluation. 
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保证药物的安全性是新药研发的重要任务。遗

传毒性评价因其可以预测药物的致突变性或致癌性

而越来越受重视。目前人用药品注册技术要求国际

协调会（International Conference on Harmonization 
of Technical Requirements for Registration of 
Pharmaceuticals for Human Use，ICH）发布的用于

药物非临床安全性评价的标准遗传毒性组合试验包

括细菌致突变试验（如 Ames 试验）、体外哺乳动物

细胞试验（可选，如小鼠淋巴瘤 Tk 基因突变试验或

体外染色体畸变试验等）和哺乳动物体内试验（如

体内微核试验、彗星试验等），但这些传统遗传毒性

试验并不适用于早期快速筛选。在药物研发阶段及

早并快速地获得药物的毒性反应数据，可以降低药

物的研发成本，缩短研发周期。因此，研究者采用

各种新技术，致力于开发可以早期、快速评价药物

遗传毒性的新方法。 
1  Ames II 试验（Ames 波动试验） 

Ames 试验是遗传毒性评价的经典方法之一。

但传统 Ames 试验需要 5～6 种菌株（TA97、TA98、
TA100、TA102、TA1535、TA1537），实验过程涉

及到培养大量的琼脂平板以及繁复的平板菌落计数

等，耗费实验材料多，费时费力，且受试化合物用

量大。这些问题使传统的 Ames 试验无法成为一种

可高通量地用于早期筛选的评价方法。基于此，Gee
等[1]通过开发新的菌株，并改进传统 Ames 试验方

法，开发出新的 Ames 试验，即 Ames II 试验，又

称 Ames 波动试验。 
1.1  基本原理 
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菌株方面，Gee 等[1]开发的 6 种沙门氏菌株

（TA7001～TA7006）在组氨酸合成操纵子上各有一

个独特的点突变，这 6 种点突变（T∶A→C∶G、T∶

A→A∶T、T∶A→G∶C、C∶G→T∶A、C∶G→ 
A∶T、C∶G→G∶C）包含了所有点突变的可能性，

将 6 种菌株混合在一起（TAmix），即能够检测出所

有可以诱发点突变的化合物。再配合一种传统Ames
试验中采用的菌株 TA98（该菌株用于检测移码突

变），Ames II 试验只要采用 TAmix 和 TA98 就可以

检测出可以诱发点突变和移码突变的化合物。 
实验方法方面[2]，Ames II 试验摒弃了传统试验

所用的固态琼脂平板培养方法，而采用液态微孔板

培养方法。即在微孔板中进行受试物和菌株的孵育，

利用培养基中的特殊指示剂溴甲酚紫，当孔中有回

复突变的菌株生长，使培养基 pH 值降低时，该指

示剂由紫色变为黄色。利用酶标仪在特定波长进行

扫描，可记录培养基为黄色孔的数量，也即反应出

受试物的致突变性。全过程可以全自动由机器完成，

真正实现了高通量化。 
1.2  简要操作流程 

将受试物和 TAmix 或 TA98 菌株在 24 孔板中

进行孵育，37 ℃振荡 90 min 后，每孔的混合物平

均分到 384 孔板中的 48 个孔中，37 ℃继续孵育 48 
h。酶标仪读取 A462，计算每个样本 48 孔中黄色孔

的数量，与阴性对照的自发突变相比后，得出每个

样本的突变频率。 
1.3  方法确证 

Gee 等[2]首先对该方法进行了确证，测试了 30
种已知化合物，与美国国家毒理学计划（National 
Toxicology Program，NTP）数据库中已有的传统

Ames 试验结果对比，发现两种方法得到的结果一

致性达到 88%。 
另外，来自多家制药企业和政府组织的研究人

员进行了国际多实验室的 Ames II 确证[3]。两种方

法得到的结果不仅具有高度一致性（84.2%），且不

同实验室之间的结果可重复性也达到了 89.5%。 
近，Kamber 等[4]利用 Ames II 试验测试了更

多化合物（71 种），以 NTP 数据库中传统 Ames 试
验结构为参照，在 4 个方面将 Ames II 试验与传统

Ames 试验进行了更全面的对比，包括试验结果的

一致性、诱导突变谱的一致性、阳性结果是否需要

S9 以及在预测啮齿类致癌性方面的相关性。与之前

的对比结果相类似，两种方法在上述 4 个方面也基

本保持一致。 
1.4  优点 

Ames II 试验由于上述在菌株以及实验方法上

的改进，具有自发突变率低、受试物消耗少以及可

以高通量化等优点，见表 1。 

表 1  Ames II 试验的优点 
Table 1  Advantages of Ames II experiment test 

项  目 传统 Ames 试验 Ames II 试验 Ames II 优点 

菌株 TA97，TA98，TA100 TAmix，TA98 菌株自发突变率低 

培养方法 培养皿 微孔板 受试物消耗少 

突变鉴定方法 人工计数克隆 pH 指示剂 能够实验高通量 
 
1.5  问题和展望 

目前Ames II试验中所用菌株只有TA98是 ICH
指导原则中的指定菌株，而 TA7001～TA7006 菌株

并不在 ICH 指导原则范围内。这使得 Ames II 试验

在常规遗传毒性检测上受到了限制。不过 近已有

人将 TA100、TA1535、TA1537 菌株和大肠杆菌的

2 个菌株（wp2 uvrA 和 wp2 [pKM101]）纳入了 Ames 
II 试验[4]，这使得 Ames II 试验能够符合 ICH 指导

原则，有望应用于常规遗传毒性评价。 
2  GreenScreen HC Gadd45a-GFP 遗传毒性检测

试验 
目前已建立的体外哺乳动物细胞试验，如小鼠

淋巴瘤 Tk 基因突变试验、体外染色体畸变试验等，

在预测受试物的致癌性方面，虽然具有很高的敏感

性，但特异性却很低[5-7]。这种高频率的假阳性事件

一方面迫使人们花费大量的时间和精力对此结果做

出合理的科学解释，另一方面使得很多可能很有前

景的候选新药无辜被否定。于是研究人员致力于开

发特异性更高的体外哺乳动物遗传毒性试验，

Hastwell 等[8]开发的 GreenScreen HC Gadd45a-GFP
试验正是此类方法的一种。 
2.1  基本原理 

Gadd45 基因（Growth arrest and DNA damage 
inducible genes）是生长抑制和 DNA 损伤诱导家族
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的一员，是一种细胞增殖的负调控因子。它通过与

增殖细胞核抗原（PCNA）、细胞周期蛋白抑制因子

p21WAF1/Cip1、细胞周期蛋白激酶 Cdc2 和组蛋白等结

合而发挥 DNA 修复、细胞周期检查点调控和诱导

细胞凋亡等功能[9]。许多研究表明，多种遗传毒性

物质，包括苯并芘、依托泊苷、丝裂霉素 C、顺铂、

紫杉醇和过氧化氢等，都可以诱导 Gadd45 基因的

表达上调。Hastwell 等[8]利用这一特点，将 Gadd45
基因的启动子与绿色荧光蛋白（GFP）基因融合，

构建了一个报告基因表达载体。将此载体转入人淋

巴瘤 Tk6 细胞中，用受试物处理细胞，通过检测细

胞中的绿色荧光强度，间接反映受试物的遗传毒性。 
2.2  简要操作流程 

将受试物与稳定转染报告基因载体的 Tk6 细胞

在 96 孔板中孵育。孵育 24 和 48 h 后，利用酶标仪

在激发波长 485 nm 处读取荧光值，620 nm 处读取

吸光度值。吸光度值用来指示受试物处理后的细胞

生长和存活状况，将荧光值除以吸光度值，即得到

每个细胞的平均荧光值。若受试物在某个浓度范围

内能够使细胞产生大于对照组 1.5 倍的平均荧光强

度，且同时细胞毒性不超过 70%，则认为该受试物

的遗传毒性结果为阳性。 
2.3  方法确证 

Hastwell 等[8]利用 Gadd45a-GFP 试验测试了 75
种已知的遗传毒性和非遗传毒性化合物，并将试验

结果与这些化合物的其他遗传毒性试验结果相比

较，包括 Ames 试验、小鼠淋巴瘤试验、染色体畸

变试验、啮齿动物体内微核试验和致癌试验。结果

表明，绝大部分遗传毒性化合物都可以诱导 GFP 荧

光强度的增加，且具有良好的剂量反应关系。与标

准遗传毒性组合试验结果相比，Gadd45a-GFP 试验

有 100%的特异性和 63%的敏感性。由于体外哺乳

动物试验具有较高的假阳性率，故 63%的敏感性并

不能说明 Gadd45a-GFP 试验敏感性不高。在预测致

癌性方面，Gadd45a-GFP 试验的特异性和敏感性分

别高达 100%和 95%。此外，来自于 4 个实验室的

研究人员对 Gadd45a-GFP 试验进行了不同实验室

之间的可重复性验证[10]，可重复性高达 92%。 
2.4  优点 

与其他体外哺乳动物细胞遗传毒性试验相比，

Gadd45a-GFP 试验具有更高的特异性，同时其敏感

性也与现有试验方法相当，弥补了 Ames 试验特异

性高但敏感性低的弱点。同时，Gadd45a-GFP 试验

方法可以高通量化，更适合在药物研发的早期筛选

中应用。 
2.5  问题和展望 

Gadd45a-GFP 试验方法测试的大多是不需要代

谢活化的遗传毒性物质。由于 S9 成分本身具有荧

光，这使得利用 Gadd45a-GFP 试验来评价需要代谢

活化的受试物遗传毒性时受到一些限制。不过，

近 Jagger 等 [11]开发出一种基于流式细胞技术的

Gadd45a-GFP 试验。该试验利用流式细胞技术独特

的设门方法可将药物自发荧光或 S9 荧光与 GFP 荧

光区分开来，同时在流式细胞仪上连接一个 96 孔板

适配器，可以直接在 96 孔板中吸取样品进行检测，

该方法使得利用 Gadd45a-GFP 试验在 S9 存在情况

下快速评价受试物的遗传毒性成为可能。 
3  高通量彗星试验 

彗星试验（comet assay，即单细胞凝胶电泳试

验，single cell gel electrophoresis assay）是近几年遗

传毒性领域比较热门的方法，因其可以敏感地评价

化合物致 DNA 损伤的作用而逐渐受到关注。同时

体内彗星试验的开发还可以使研究者研究化合物在

不同组织中的 DNA 损伤作用，使之在评价化合物

作用的靶器官与非靶器官方面具有明显的优势。 
虽然已有商业软件应用于彗星试验中，也有研

究者开发出图像自动分析系统，可自动采集各种

DNA 损伤参数，但彗星试验前期的细胞处理、制胶、

电泳等过程依然比较繁琐，无法满足高通量的需求。

近，Stang 等[12]利用一种特制的 96 孔板，改进了

传统的彗星试验方法，使高通量检测成为可能。 
3.1  基本原理 

Stang 等[12]利用了一种特制的 96 孔板（multi 
chamber plate，MCP），该 96 孔板的底板可以和每

个孔周围的分隔分离开，使得 96 个样本可以同时进

行电泳、裂解、染色等步骤，不需要每个样本单独

处理。同时利用人成纤维细胞 NHDF-p，通过摸索

贴壁时间，找到一个 佳时间点，保证细胞在该时

间范围内（种板后 2～4 h）既能够贴壁又可以保持

基本的圆形细胞形态，这样贴壁细胞不再需要消化，

可以直接在单层细胞表面制备凝胶。另外，采用荧

光素二乙酸酯（fluorescein diacetate，FDA）试验方

法，利用细胞内酯酶可以将 FDA 转化为荧光素的

特点，通过检测荧光产物的强度来反映细胞存活情

况，该试验可以整合到彗星试验之前进行，即保证

了细胞存活率和彗星试验二者检测的是相同的细胞
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样本。 
3.2  简要操作流程 

NHDF-p 细胞接种到 96 孔板中，4 h 后加入受

试物处理。处理完毕，先进行细胞存活率的检测。

每孔加入 FDA，37 ℃孵育 10 min 后，去掉 FDA，

酶标仪读取绿色荧光值。细胞存活率检测之后进行

彗星试验。将 96 孔板的底板与每个孔周围的分隔分

离开，在贴有细胞的底板上铺一层 0.5%低熔点琼脂

糖凝胶，置于 4 ℃冰箱使之凝固。之后的步骤与传

统彗星试验相同，每个样本重复 3～6 个复孔，每孔

选取 25 个细胞进行统计。 
3.3  方法确证 

Stang 等[12]首先对将细胞存活率试验整合到彗

星试验中是否会影响后者的结果进行了分析。对比

并没有发现有显著影响，表明 FDA 试验可以整合

到彗星试验中。然后研究者通过测试两种遗传毒性

物质（甲基磺酸甲酯和过氧化氢），将改进的高通量

彗星试验与传统彗星试验的结果进行了比较后发

现，两种方法得到的结果基本一致，没有统计学差

异。此外高通量彗星试验中不同复孔间的差异很小，

说明该试验的可重复性较高。 
3.4  优点 

省时省力，可高通量化。传统彗星试验涉及到

消化细胞、铺胶等步骤，需要逐个样本单独处理，

当样本较多时，这些步骤比较繁琐，且费时费力。

改进的彗星试验免去了这些繁琐的步骤，再结合专

业分析软件，一天 多可以分析多达 400 个样本。

另外，将细胞存活率检测与彗星试验整合，可以节

省试验材料、细胞、受试物等，更重要的是在同一

批细胞中获得的数据比较起来相关性更高。 
3.5  问题和展望 

由于不同细胞的贴壁时间不完全相同，若采用

其他细胞系进行高通量彗星试验，需要再重新摸索

种板和开始彗星试验之间的间隔时间，以保证细胞

既能够贴壁，又可以维持圆形的细胞形态。 
高通量彗星试验由于其简便、快速、易操作性

有可能成为新药研发早期进行遗传毒性筛选的模

型。但值得注意的是，目前在这个模型上验证过的

已知化合物的数目还比较少，进行更多的不同作用

机制的遗传毒性化合物的验证将使该试验结果的可

靠性增强。 
4  微核流式细胞术 

哺乳动物体内微核试验能够检测染色体断裂剂

和非整倍体剂，是一种广泛应用的遗传毒性检测方

法。然而镜检费时费力，且由于微核形成是一种频

率较低的事件，导致一些弱的染色体断裂剂和非整

倍体剂被漏检。这些因素促使研究者开发可以更快、

更敏感检测微核的方法，其中就包括利用流式细胞

仪进行微核检测的方法。 
4.1  基本原理 

利用流式细胞仪检测微核的方法 早于 1982
年就有报道[13]。该法由 Dertinger 等[14]于 1996 年开

发，在经历了研究者多年的开发和不断改进后，是

目前采用较多也进行过 多验证的方法。利用红细

胞在成熟过程中主核被排出，而微核仍滞留在胞内

这一特点，用碘化丙锭（PI）染色微核 DNA，即可

将含微核的红细胞和不含微核的红细胞分开。同时

利用网织红细胞（reticulocyte，RET）细胞膜表面

表达 CD71 分子（即 transferrin receptor，转铁蛋白

受体），而成熟红细胞（normal chromatic erythrocyte，
NCE）表面不表达 CD71 这一特点，利用 FITC 标

记的 CD71 抗体进行染色，即可区分网织红细胞和

成熟红细胞。使用单一激光器 488 nm 激发，FITC
发绿色荧光，而 PI 发红色荧光，通过双通道检测，

即可得到 4 种细胞群，不含微核的成熟红细胞

（NCE）、不含微核的网织红细胞（RET）、含微核的

成熟红细胞（MN-NCE）和含微核的网织红细胞

（MN-RET）。另外利用具有分选功能的流式细胞仪，

还可以将含微核的红细胞分选出来，进一步在显微

镜下镜检以确认。 
由于微核生成频率比较低且组成不均一，给流

式细胞仪分析的仪器参数设置带来了困难，同时也

使不同实验室或同一样本不同时间的检测结果不具

有可比性。为解决这一问题，Tometsko 等[15]于 1993
年开发了小鼠伯氏疟原虫（Plasmodium berghei）感

染红细胞的生物模型作为流式细胞仪微核检测中的

标准品。疟原虫寄生于红细胞中，具有均一量的

DNA，数目多，感染率可高达 10%。利用这一模型，

可以有效地进行流式细胞仪器的参数调整、荧光补

偿以及分析窗口的选定等。一项在 14 个实验室开展

的国际合作研究表明[16]，以这一模型作为标准进行

流式细胞仪的校正，不同实验室和同一实验室不同

时间检测的结果之间差异非常小。 
4.2  简要操作流程 

样本处理方法：采外周血抗凝处理后，加入−70 
℃甲醇固定细胞，经 anti-CD71-FITC 染色，RNA
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酶处理，PI 染色后，上流式细胞仪分析。 
疟原虫感染红细胞模型的建立：小鼠经 ip 注射

疟原虫病原体后，每隔一段时间尾静脉采血，涂在

有吖啶橙的载玻片上，镜下观察疟原虫的感染率。

当感染率超过 10%，且动物还没有出现贫血症时，

认为感染成功。此时，处死小鼠，采用心脏穿刺法

采外周血，抗凝处理，甲醇固定。后面步骤同上。 
4.3  方法确证 

流式细胞术微核检测方法建立以来，已有多项

研究将该方法与传统的显微镜检方法相比较[17-19]，

两种方法得到的结果具有高度一致性。 近 Witt  
等[20]进行了一项更全面的比较研究，在 B6C3F1 小

鼠和 Fisher 344 大鼠中，利用流式细胞术和显微镜

检两种方法，检测了 4 种遗传毒性化合物和 5 种非

遗传毒性化合物诱发的骨髓和外周血的微核生成。

比较发现，在大鼠和小鼠中两种方法得到的结果之

间都没有显著差异。 
4.4  优点 

分析速度快。与传统显微镜检相比，用流式细

胞仪进行微核检测的速度可以快 40～100 倍。这大

大节省了时间和人力。 
敏感性高。传统镜检一般只计数 2 000 个细胞，

而由于流式细胞仪检测快速，每个样本可以分析高

达 20 000 个细胞，这使得一些弱的染色体断裂剂或

非整倍体剂可以被检测出来，敏感性提高。 
更加客观，重现性好。流式细胞仪检测微核得

到的结果更加客观，减少了传统镜检的主观因素，

因此重现性更高。 
4.5  问题和展望 

尽管 anti-CD71-FITC/PI 双染检测红细胞微核

的方法已经被很多研究者进行过验证，但仍存在一

些问题，比如含有微核的网织红细胞与血小板细胞

群有重叠。Dertinger 等[21]发明了一种三色染色方

法，引入了一种新染料 anti-platelet-PE，以区分血

小板和含微核的网织红细胞。 
Anti-CD71-FITC/PI 双染方法主要适用于骨髓

或外周血中红细胞微核的检测，因为红细胞本身没

有主核。对于有核细胞微核的流式细胞术检测，目

前应用比较多的方法是裂解细胞，制备主核和微核

的混悬液，经 EB 或 PI 等染色 DNA 后，用流式细

胞仪进行检测[22]。Avlasevich 等[23]利用一种可嵌入

DNA 且光照后与 DNA 发生共价结合的染料 EMA
（ethidium monoazide），可将凋亡小体和坏死染色体

断片与微核区分开来，使得该方法具有更高的可信

度。已有多项研究利用该方法在体外检测了多种遗

传毒性化合物诱导的微核生成，与镜检相比，两种

方法得到的结果具有高度一致性[23-26]。 
尽管利用流式细胞仪检测微核速度有了很大提

高，但由于检测成本仍然较高（如流式细胞仪的普

及问题，anti-CD71-FITC 抗体价格较高等），真正将

该方法实现高通量化仍存在一定差距。若能通过改

进方法等而降低检测成本，该项技术将能得到更广

泛的应用。 
5  遗传毒性计算机预测模型 

随着计算机技术以及组合化学的快速发展，越

来越多的基于定量构效关系（quantitative structure- 
activity relationship，QSAR）的计算机毒性预测模

型被开发和建立。对于制药企业而言，计算机毒性

预测模型已成为一种非常重要的工具，用于研发早

期候选化合物的毒性快速评价。目前已经商业化的可

用于遗传毒性预测的模型主要有 DEREK (deductive 
estimation of risk from existing knowledge)、MCASE 
(multiple computer automated structure evaluation)、
TOPKAT (toxicity prediction by komputer assisted 
technology)、MDL-QSAR、COMPACT、CSGenotox
等[27-31]。 

虽然计算机毒性预测模型在药物研发早期毒性

筛选和评价中发挥了积极作用，但仍存在很多问题。

目前现有的预测模型敏感性和特异性都较低[29]，尽

管将几种模型联合起来应用可以提高预测的敏感

性，但由于每种模型的评判标准不完全相同，导致

可以被多种模型同时预测的化合物数量明显较少。

上面提到的大部分预测模型都是依据 Ames 试验的

结果建立的，将哺乳动物遗传毒性试验的结果也纳

入预测模型中，可能会有助于提高预测的敏感性和

特异性。 
6  基因芯片技术在遗传毒性评价中的应用 

近年来，毒理基因组学（toxicogenomics）概念

的提出为药物安全性评价带来了新的思路[32]。毒理

基因组学主要是利用芯片技术检测动物或体外细胞

在接受化合物刺激后基因表达谱的改变，其理论基

础是具有相似作用机制的化合物诱导相似的基因表

达谱的改变。通过对已知作用机制的化合物的基因

表达谱进行聚类分析，或将待评价化合物的基因表

达谱与已知作用机制的化合物进行比较，毒理基因

组学可用于寻找毒性相关的生物标志物、评价药物
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安全性和了解药物的毒性作用机制。在遗传毒性方

面，已有多个研究表明遗传毒性化合物和非遗传毒

性化合物诱导细胞产生不同的基因表达谱，而利用

这些差异表达的基因作为可能的遗传毒性生物标志

物，可用于评价未知化合物的遗传毒性[33-37]。相比

传统的遗传毒性试验，这种方法更为快速，且获得

的信息量多，并且有助于对化合物的毒性作用机制

进行深入分析。但全基因表达谱芯片成本较高，因

此利用定制的低密度芯片（只选择感兴趣的基因，

如差异表达的基因）进行基因表达分析在不影响结

果的前提下，将大大降低芯片成本。另外，建立并

完善含有多种作用机制不同的遗传毒性化合物与非

遗传毒性化合物基因表达谱信息的数据库，也是毒

理基因组学目前亟需解决的关键问题[38]。 
7  结语 

虽然上述方法还存在一定的不足，需要改进和

完善。但随着科技的快速发展，尤其是分子生物学

领域的突飞猛进，相信人们在不断改进现有方法的

同时，还会建立更多的遗传毒性早期快速评价方法。

利用这些方法在药物研发早期对候选药物进行遗传

毒性筛选，对降低新药研发成本和缩短研发周期具

有重要意义。 
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