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毛蚶提取物的遗传毒性试验研究 

高  梅，曹  冲，汤连升，马  会，张  森，朱春花 
山东省药学科学院，山东省化学药物重点实验室，山东 济南 250101 

摘  要：目的  评价毛蚶提取物的遗传毒性，为评价其安全性提供毒理学依据。方法  选用体外细菌回复突变（Ames）试

验、中国仓鼠肺细胞（CHL）体外染色体畸变试验、小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验，进行毛蚶提取物的遗传毒性研究。

Ames 试验设 5 000.0、2 500.0、1 250.0、625.0、312.5 μg/皿 5 个剂量；体外 CHL 细胞染色体畸变试验，设立 5.00、2.50、
1.25 mg/mL 3 个剂量，毛蚶提取物与 CHL 细胞分别接触 6、24 h；小鼠骨髓微核试验，设立 5 000、2 500、1 250 mg/kg 3 个

剂量，给药 1 次。结果  Ames 试验，毛蚶提取物在加与不加 S9 时各剂量组回变菌落数均未超过自发回变菌落数的 2 倍，

亦无剂量相关性，结果为阴性；CHL 染色体畸变试验，毛蚶提取物代谢活化组和非代谢活化组的染色体畸变率均低于 5%，

染色体畸变试验结果为阴性。小鼠骨髓微核试验，各剂量组的微核率与阴性对照组比较，差异不显著，结果为阴性。结论  在
本试验条件下，毛蚶提取物未见潜在的遗传毒性。 
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Genotoxicity of extract from Arca subcrenata  

GAO Mei, CAO Chong, TANG Lian-sheng, MA Hui, ZHANG Sen, ZHU Chun-hua 
Shandong Academy of Pharmaceutical Sciences, Shandong Provincial Key Laboratory of Chemical Drug, Jinan 250101, China 

Abstract: Objective  To assess the genotoxicity of extract from Arca subcrenata, in order to provide toxicological basis for 
evaluating its safety. Methods  Ames test, CHL chromosome aberration assay, and bone marrow micronucleus assay in mice were 
used. In Ames test, there were five dose groups respectively at follows: 5000.0, 2500.0, 1250.0, 625.0, and 312.5 mg/plate. In CHL 
chromosome aberration assay, the doses were 5.00, 2.50, and 1.25 mg/mL, exposure time were 6 and 24 h. In vivo micronucleus assay, 
there were 3 dose groups: 5000, 2500, 1250 mg/kg, for just once. Results  In Ames test, in the presence of S9 mixture or not, the 
number of revertant colonies in five dose groups did not exceed 2-fold of the spontaneous revertant colony number, nor was there a 
dose-response relationship, the result of Ames test was negative. At the concentration of 1.25—5.00 mg/mL, the extract from A. 
subcrenata achieved a chromosome aberration of less than 5% with or without S9 mixture, negative response was found. In bone marrow 
micronucleus assay, compared with negative control group, micronucleus rate of each dose group showed no significant difference, and the 
result was negative. Conclusion  Under this conditions, no genotoxicity was observed in the extract from A. subcrenata. 
Key words: extract from Arca subcrenata ; genotoxicity; Ames test; CHL chromosome aberration assay; micronucleus assay 
 

毛蚶 Arca subcrenata Lischke 是沿海地区常见

的经济贝类，肉味鲜美，具补血、健脾等功效，同

时还具有一定的药用价值。研究表明，毛蚶提取物

中含有丰富的蛋白质、糖类、氨基酸及微量元素铁

等物质[1]，具有广泛的药理活性，提取物中的蛋白

类具有抗炎、抗肿瘤活性和清除自由基等作用，多

糖类具有免疫调节作用等[2-6]，但对其遗传毒理研究

报道较少。为了解毛蚶提取物的致突变性，根据药

物遗传毒性研究技术指导原则规定[7]，本研究选用

体外细菌回复突变（Ames）试验、中国仓鼠肺细胞

（Chinese hamster lung cells，CHL）体外染色体畸变

试验、小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验进行毛蚶提

取物的遗传毒性研究，为安全用药提供试验依据。 
1  材料 
1.1  菌株 

组氨酸缺陷型鼠伤寒沙门菌 TA97a、TA98、
TA100、TA102、TA1535，购自美国 MOLTOX 公司，

经生物学鉴定符合试验要求。 
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1.2  细胞 
CHL 细胞，购自中国科学院上海生命科学研究

院，检测无支原体污染。 
1.3  动物 

昆明小鼠，SPF 级，体质量 20～24 g，雌雄各

半，北京维通利华实验动物技术有限公司提供，生

产许可证号 SCXK（京）2012-0001。试验在本单位

药物安全性评价中心屏障环境动物实验设施进行，

实验动物使用许可证号 SYXK（鲁）2012-0004。 
1.4  主要试剂 

毛蚶提取物，由山东省医药工业研究所提供，

批号 121108，每克提取物相当于 7 克生药，给药剂

量均以提取物量计算；敌克松，美国 Supelco 公司，

批号 408-98A；叠氮钠，美国 Amresco 公司，批号

416A052；2-氨基芴、1，8-二羟基蒽醌，美国 Sigma
公司，批号分别为 S90850V、STBC1841V；RPMI 
1640，北京赛默飞世尔生物化学制品有限公司，批

号 NYB0806；胎牛血清，杭州四季青公司，批号

130105；注射用丝裂霉素，浙江海正药业股份有限

公司，批号 120801；环磷酰胺，江苏恒瑞医药股份

有限公司，批号 12032725；肝微粒体酶（S9），美

国 MOLTOX 公司。 
1.5  主要仪器 

YXQ-LS-50A 全自动立式压力蒸汽灭菌器、

SPX-250B-Z 生化培养箱、BC-J160S CO2 细胞培养

箱，上海博迅实业有限公司医疗设备厂；AUW120D
电子分析天平，中国岛津企业管理有限公司；

ZHWY-100B 恒温培养振荡器，上海智城分析仪器

制造有限公司；BDS200 倒置生物显微镜，重庆奥

特光学仪器有限责任公司；E100 生物显微镜，日本

尼康公司。 
2  方法[8-11] 
2.1  Ames 试验 

选用 TA97a、TA98、TA100、TA102 和 TA1535 
5 种菌株，试验在加 S9 和不加 S9 平行条件下测试，

参照指导原则[7]，每一菌株分别设毛蚶提取物 5 个

浓度组，分别为 5 000.0、2 500.0、1 250.0、625.0、
312.5 μg/皿；阴性对照组加入 0.9%氯化钠注射液；

阳性对照组，不加 S9混合液时，TA97、TA98、TA102
加入 500 μg/mL 的敌克松；TA100、TA1535 加入

15 μg/mL 叠氮钠；加 S9 混合液时，TA97、TA98、
TA100 加入 2-氨基芴，TA102 加入 1，8-二羟基蒽

醌，浓度均为 500 μg/mL；TA1535 加入 2 mg/mL

的注射用环磷酰胺。采用平皿掺入法，每组均设 3
个平行皿，37 ℃培养 48 h 后，计数每皿的回变菌

落数。试验重复 1 次。结果表示为每皿的回复突变

菌落数。 
2.2  染色体畸变试验 

取生长良好的 CHL 细胞，以 105/mL 浓度接种

于 25 cm2 细胞培养瓶（5 mL/瓶），置 37 ℃、5% CO2

培养箱中过夜。培养 24 h 后，吸取培养瓶中的培养

液，加入毛蚶提取物，使其终浓度分别为 5.00、2.50、
1.25 mg/mL，分别培养 6、24 h，6 h 设立代谢活化

组，S9 终浓度为 1%；阴性对照组加入 0.9%氯化钠

注射液；阳性对照组在不加 S9 混合液时为丝裂霉

素，浓度为 0.15 μg/mL（6 h 组）和 0.05 μg/mL（24 h
组），加 S9 混合液时为环磷酰胺，浓度为 20 μg/mL。
分别于培养结束前 4 h 加入秋水仙素，使染色体停

滞在分裂中期，然后收细胞、制片、Giemsa 染色，

显微镜下观察 200 个中期分裂相细胞，计数每组细

胞的染色体结构畸变。试验重复 1 次。 
细胞畸变率≤5%为阴性（－）；5%≤细胞畸变

率≤10%为可疑（±）；10%≤细胞畸变率≤20%为

阳性（＋）；20%≤细胞畸变率≤50%为阳性（＋＋）；

细胞畸变率＞50%为阳性（＋＋＋）。 
2.3  小鼠骨髓微核试验 

取健康昆明小鼠 60 只，按体质量随机分为 5
组，分别为毛蚶提取物 5 000、2 500、1 250 mg/kg
剂量组、阴性对照组、阳性对照组，每组 12 只。阴

性对照为 0.9%氯化钠注射液，阳性对照为 50 mg/kg
注射用环磷酰胺溶液。毛蚶提取物、氯化钠注射液

ig 给予动物，环磷酰胺溶液 ip 给予动物，给药体积

为 0.2 mL/10 g，每天给药 1 次。给药后 24～48 h
制备胸骨骨髓涂片，所有骨髓涂片经 Giemsa 染色

后读片，每只动物计数 2 000 个嗜多染红细胞的微

核发生率（MPNCE），同时计数 200 个红细胞，计

算 PCE/（PCE＋NCE）的比值（PCE：嗜多染红细

胞；NCE：正染红细胞）。 
2.4  统计学分析 

数据均以 ±x s 表示，采用 DAS 1.0 软件进行分

析，供试品各剂量组与对照组采用 t 检验，进行方

差统计学分析。 
3  结果 
3.1  Ames 试验 

在有和无 S9 活化系统的条件下，5 株菌株的阳

性对照组均高于相应的阴性对照菌落数 2 倍以上，
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差异显著（P＜0.01），说明试验系统可靠。毛蚶提

取物在 312.5～5 000.0 μg/皿范围内回变菌落数均未

高于相应菌株自发回变菌落数的 2 倍，与阴性对照

组比较，差异不显著（P＞0.05），且无剂量相关性，

结果见表 1。表明毛蚶提取物无诱导组氨酸缺陷型

鼠伤寒沙门菌基因突变作用。

表 1  毛蚶提取物 Ames 试验结果 ( x ±s, n = 3) 
Table 1  Results of extract from A. subcrenata in Ames test ( x ±s, n = 3) 

回变菌落数 
组别 

剂量/ 
(μg·皿−1) 

S9 
TA97a TA98 TA100 TA102 TA1535 

阴性对照 — － 104.33±9.07 23.33±3.51 110.00±7.94 275.33±15.63 20.00±4.36 
  ＋ 111.33±8.96 26.00±4.58 112.33±9.50 289.33±7.09 22.67±3.51 
阳性对照 — － 1528.00±120.00* 1480.00±153.26* 1386.67±109.20* 2034.67±140.02* 1408.00±105.83*

  ＋ 1424.00±116.21* 1456.00±76.32* 1448.00±115.38* 1178.67±95.44* 393.00±46.68* 
毛蚶提取物 312.5 － 109.33±6.51 23.00±5.00 109.33±8.74 285.67±11.72 20.00±3.00 

  ＋ 115.33±11.59 23.00±2.65 114.33±11.06 295.00±9.85 20.67±4.51 
 625.0 － 110.33±7.09 25.33±3.21 110.33±8.50 284.67±5.51 20.67±1.53 
  ＋ 105.67±9.29 25.00±3.00 115.00±7.21 293.67±8.33 22.33±3.79 
 1 250.0 － 105.33±4.16 26.67±4.51 109.33±5.51 288.33±9.45 22.00±1.73 
  ＋ 110.33±7.51 23.67±1.53 115.00±10.00 291.00±8.72 20.33±2.08 
 2 500.0 － 109.33±7.51 22.33±4.04 110.33±10.12 287.67±10.02 21.00±3.61 
  ＋ 113.00±11.36 23.67±3.51 112.33±9.29 291.67±13.32 20.33±2.52 
 5 000.0 － 109.33±10.12 24.67±3.51 111.33±9.50 288.00±4.58 19.67±2.08 
  ＋ 109.00±11.14 26.33±6.11 115.33±11.50 298.67±11.15 21.67±4.04 

与阴性对照组比较：*P＜0.01 
*P < 0.01 vs negative control group 

3.2  染色体畸变试验 
阳性对照中直接诱变剂丝裂霉素在 0.15 μg/mL

浓度下，CHL 细胞染色体畸变率显著增高至 35.5%；

在 0.05 μg/mL 浓度下，CHL 细胞染色体畸变率显著

增高至 27%；间接诱变剂环磷酰胺在 20 μg/mL 浓

度下，经 S9 活化，染色体畸变率升高至 28%；结

果判断为阳性。而阴性对照组在有 S9 和无 S9 两种

测试条件下，染色体结构畸变率均小于 5%，结果

判断为阴性，说明试验系统可靠。毛蚶提取物在

1.25～5.00 mg/mL 剂量范围内，在活化系统和非活

化系统两种测试条件下，6 和 24 h 收获 CHL 细胞进

行染色体畸变分析，各剂量组的染色体畸变率均小

于 5%，未诱发明显的染色体畸变，且未呈现剂量-
效应关系，结果判定为阴性。结果见表 2。 
3.3  小鼠骨髓微核试验 

结果显示，阴性对照组与阳性对照组的 PCE/
（PCE＋NCE）比值差异不显著（P＞0.05），MPNCE
差异显著（P＜0.01），说明试验系统可靠。统计学

分析，毛蚶提取物各剂量组给药 24～48 h 后取材，

PCE/（PCE＋NCE）比值与阴性对照组比较，差异

不显著（P＞0.05），表明对骨髓细胞的造血功能没

有产生抑制作用，各剂量组微核率与阴性对照组比

较，差异不显著（P＞0.05）。说明毛蚶提取物各剂

量组对小鼠骨髓细胞无致微核作用。 
4  讨论 

药物遗传毒性，是指药物诱发的遗传物质在染

色体水平、分子水平和碱基水平上的各种损伤而造

成的毒性作用，主要包括药物致染色体畸变、药物

致 DNA 损伤和药物致基因突变 3 类。对药物进行遗

传毒性研究是药物非临床安全性评价的重要内容，

是药物进入临床试验及上市的重要环节，在降低临

床试验受试者和药品上市后使用人群的用药风险方

面发挥重要作用。根据受试物的化学结构、理化性

质及对遗传物质作用终点的不同，我国药物遗传毒

性研究技术指导原则推荐遗传毒性试验组合由以下

几个试验：体外细菌基因突变试验、染色体损伤细

胞遗传试验（体外中期染色体畸变试验或微核试验）、

体内遗传毒性试验（啮齿类动物造血细胞染色体损伤

试验或体内中期细胞微核或染色体畸变试验）。 
毛蚶提取物是从鲜毛蚶软体部分提取而来，对

它的研究主要集中在其抗肿瘤、抗氧化、清除自由

基等药理活性方面[12-15]，但对其毒理研究报道甚少， 
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表 2  毛蚶提取物对 CHL 细胞染色体畸变试验结果 
Table 2  Results of chromosomal aberration assay in CHL cells induced by extract from A. subcrenata  

畸变类型 
组别 

剂量/ 
(μg·mL−1) 

S9 
作用

时间/ 
h 

观察

细胞

数 
多倍

体 
染色单

体断裂
断片

双着

丝点

环状染

色体

染色单

体交换
裂隙 粉碎 

畸变

细胞

数 

畸变

率/%
结果

判断

阴性对照 — － 6 200 0 0 1 0 0 1 0 0 2 1.0 － 
丝裂霉素 0.15 － 6 200 0 10 3 2 1 48 0 0 61 35.5 ＋＋

毛蚶提取物 1 250 － 6 200 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0.5 － 
 2 500 － 6 200 0 1 0 0 0 1 0 0 2 1.0 － 
 5 000 － 6 200 0 2 1 0 0 0 0 0 3 1.5 － 
阴性对照 — － 24 200 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0.5 － 
丝裂霉素 0.05 － 24 200 0 21 0 1 1 40 2 0 54 27.0 ＋＋

毛蚶提取物 1 250 － 24 200 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0.5 － 
 2 500 － 24 200 0 1 0 0 0 1 0 0 2 1.0 － 
 5 000 － 24 200 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0.5 － 
阴性对照 — ＋ 6 200 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0.5 － 
环磷酰胺 20 ＋ 6 200 0 13 1 2 0 41 0 0 56 28.0 ＋＋

毛蚶提取物 1 250 ＋ 6 200 0 1 1 0 0 0 0 0 2 1.0 － 
 2 500 ＋ 6 200 0 1 0 0 0 1 0 0 2 1.0 － 
 5 000 ＋ 6 200 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0.5 － 

 

表 3  毛蚶提取物对小鼠骨髓微核率形成的影响 ( x ±s, n = 6） 

Table 3  Results of bone marrow micronucleus assay for extract from A. subcrenata ( x ±s, n = 6) 

微核率/‰ PCE/（NCE+PCE）
组别 剂量/ 

(mg·kg−1) 
观察细胞数

24 h 48 h 24 h 48 h
阴性对照 — 2 000 1.17±0.52 1.33±0.41 0.68±0.03 0.68±0.03
阳性对照 50 2 000 24.42±3.81* 24.50±3.29* 0.67±0.02 0.68±0.02 

1 250 2 000 1.25±0.42 1.17±0.26 0.67±0.03 0.68±0.02 
2 500 2 000 1.08±0.20 1.33±0.41 0.59±0.22 0.68±0.03 

毛蚶提取物 

5 000 2 000 1.08±0.38 1.08±0.49 0.68±0.03 0.68±0.02 
与阴性对照组比较：*P＜0.01 
*P < 0.01 vs negative control group 

尤其是遗传毒性的问题。因此，本试验对毛蚶提取

物进行了体外致突变作用的评价，采用 Ames 试验、

CHL 细胞体外染色体畸变试验、小鼠骨髓嗜多染红

细胞微核试验，从基因水平、染色体水平、动物水

平，采用体内、体外试验相结合，研究了毛蚶提取

物的遗传毒性。3 个试验剂量的设计，都是指导原

则所要求的 大剂量，使得药物暴露量得到了保证，

同时均设立阴性、阳性对照，保证了试验系统的可

靠性。其中，小鼠骨髓微核试验，指导原则规定骨

髓采样时间，如果采用单次给药，至少应采样 2 次，

骨髓采样时间应在给药后 24～48 h 内，如果采用重

复给药，可只采样 1 次，骨髓采样时间应在末次给

药后 18～24 h。本实验采取第 1 种方案，即毛蚶提

取物染毒 1 次，药后 24～48 采样 2 次，以便取样点

能覆盖微核形成高峰期。研究结果表明，在本试验

条件下，毛蚶提取物在 312.5～5 000 μg/皿剂量范围

内，无诱发鼠伤寒沙门氏菌基因突变作用，结果显

示为阴性；在 1.25～5.0 mg/mL 浓度范围内，未见

诱发 CHL 细胞染色体畸变作用；在所测 1 250～   
5 000 mg/kg 剂量范围内无诱发嗜多染红细胞微核

率增高的作用，小鼠骨髓微核试验呈阴性。表明在

本实验条件下，毛蚶提取物未见潜在的遗传毒性。

但是，对于毛蚶提取物的其它毒性，如长期毒性等，

还需进一步的动物体内试验研究。 
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