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Ames波动试验和 GADD45a-GFP GreenScreen两种快速筛选方法评价大
黄素和芫花素的遗传毒性

文海若，宋  捷，刘  倩，王亚楠，耿兴超，李  波，王  雪*，胡燕平* 
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摘  要：目的  使用 Ames波动试验和 GADD45a-GFP GreenScreen两种快速筛选方法，对有毒中药芫花和了哥王的主要单

体成分大黄素和芫花素的遗传毒性进行评价。方法  （1）Ames 波动试验：在非代谢活化（-S9）和代谢活化（+S9）条件

下使用鼠伤寒沙门菌 TA100开展基于 96孔液态培养法的细菌回复性突变试验，大黄素和芫花素（终质量浓度范围均为 0.1～
10 μg/mL）与菌液充分混合后在 37℃下培养 72 h。（2）GADD45a GreenScreen高通量筛选试验：在非代谢活化（-S9）和代

谢活化条件下（+S9）将表达 GADD45a基因的 TK细胞（GenM-T01和 GenM-C01）与大黄素（0.13～32.0 μg/mL）和芫花

素（0.07～16.0 μg/mL）分别作用 48 h（-S9）和 3 h（+S9），之后通过酶标仪和流式细胞仪检测绿色荧光蛋白（enhanced green 
fluorescent protein, EGFP）的荧光强度。结果  有无代谢活化条件下，10 μg/mL大黄素均可诱导 TA100的回复性突变率显著

性升高（P＜0.05、P＜0.001）；代谢活化条件下，10 μg/mL芫花素可诱导 TA100的回复性突变率显著性升高（P＜0.001），
16.0 μg/mL芫花素诱导 TK6细胞表达的 GADD45a-EGFP荧光强度也超过了遗传毒性阈值（1.3倍）。结论  当前研究提示大

黄素和芫花素为可疑遗传毒性，需要开展深入研究明确其遗传毒性及机制。Ames波动试验和 GADD45a GreenScreen是良好

的高通量筛选备选试验，可极大优化浩繁的药物的毒性筛选工作，尤其适宜诸如中药等成分和配伍复杂的药物。
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Genotoxicity Evaluation of Chinese Herbal Medicinal Ingredients Emodin and 
Genkwanin Using Rapid Screening Assays 
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Abstract: Objective  To evaluate the genotoxicity of emodin and genkwanin, the mian monomer components of the poisonous 
traditional Chinese medicines Daphne genkwa and wikstroemia indica, using two rapid screening methods fluctuation Ames test and 
GADD45a GreenScreen assay. Methods (1) Fluctuation Ames test: A bacterial reversion test based on the 96-well liquid culture 
method was performed using Salmonella typhimurium TA100 under non-metabolic activation (-S9) and metabolic activation (+S9) 
conditions. Emodin and genkwanin (final concentrations ranged from 0.1 to 10 μg/mL) were well-mixed with the bacterial broth and 
incubated at 37 ℃ for 72 h. (2) GADD45a GreenScreen assay: TK cells expressing GADD45a gene (GenM-T01 and GenM-C01) 
were treated with emodin (0.13 to 32.0 μg/mL)  and genkwanin (0.07 to 16.0 μg/mL) for 48 h (-S9) and 3 h (+S9) respectively. The 
fluorescence intensity of enhanced green fluorescent protein (EGFP) was detected by microplate reader and flow cytometry. Results 
In the presence and absence of metabolic activation, the averaged mutated wells induced by 10 μg/mL emodin to TA100 were 
significantly increase than negative control groups (P < 0.05, P < 0.001); in the presence of metabolic activation, 10 μg/mL 
genkwanin also markedly elevated the averaged counts of wells with mutated bacteria (P < 0.001), 16.0 μg/mL of genkwanin 
triggered fluorescence intensity of GADD45a-EGFP expressed by TK6 cells also exceeded the genotoxicity threshold (1.3 folds).  
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Conclusion  Both emodin and genkwanin demonstrated as suspicious positive in current genotoxicity study, and investigations on 
determine their genotoxicity and underlying mechanisms should be followed. The fluctuation Ames test and GADD45a GreenScreen 
assay are valuable high throughput screening alternatives that could greatly optimize the heavy toxicity screening of drugs, especially 
for the drugs with complicated compositions and compatibilities, such as the traditional Chinese medicines.  
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药物遗传毒性评价的主要目的是检出存在潜在

致遗传物质断裂、致突变和 /或致癌作用的化合  
物[1]，从而对药物的潜在致癌性进行预测。西方医

学中使用的绝大多数化学药物成分明确，除抗肿瘤

药物外，具有潜在遗传毒性的药物种类并不多见。

而中药和天然药物的成分尚不明确，在我国常作为

调节机体状态的保健食品或治疗慢性疾病被人们长

期服用。近年来，中药的遗传毒性越来越受到人们

的重视。如含有马兜铃酸的马兜铃属植物（含马兜

铃、寻风骨、天仙藤和朱砂莲等）作为中药材曾广

泛用于关节炎、痛风和炎症的治疗[2]。而自 1983年
起，人们逐渐发现其具有强致突变性和致癌性：马

兜铃酸在 Ames实验[3]、果蝇显性致死试验[4]、染色

体畸变实验[5]、彗星实验[6]中的结果均为阳性，其

遗传毒理机制也在逐步探索中。现明确存在遗传毒

性的中药成分还包括槟榔、羌活、汉防己甲素、细

辛等，然而相当多中药成分和中药混合物是否有遗

传毒性尚不清楚。充分了解中药成分毒性，可有效

避免药物在上市后出现严重中毒事故。

在临床前安全性评价阶段充分评价中药的遗传

毒性是当前亟需加强的环节。中药处方组成复杂，

经过不同的中药炮制方法或配伍，其遗传毒性可出

现显著性差异。如有研究提示大黄经清蒸和醋蒸处

理后 Ames 实验和彗星实验结果均降为阴性，而清

炒和醋炒后对大黄的减毒效果不明显[7]。因此对中

药组方的具体成分进行确认以及对其配伍方式的筛

选十分重要。然而传统的遗传毒理学实验主要依靠

人工观察计数、消耗大量试剂和细胞或菌株且耗时

较久，开展如此大量的筛选工作较为困难，并不适

用于中药遗传毒性的早期快速筛选。结合微孔法、

分子生物和荧光成像等技术，应用高通量而便捷的

遗传毒性筛选方法对中药进行筛选，可以在保证结

果准确率的同时提高工作效率。

课题组前期发现芫花和了哥王均可能具有促癌

作 用 [8] 。 本 研 究 联 合 Ames 波 动 试 验 和

GADD45a-GFP GreenScreen两种高通量筛选方法，

对含黄酮类有毒中药芫花和了哥王的主要单体成分

大黄素和芫花素的遗传毒性进行评价。

1  材料 
1.1  药物及主要试剂 

大黄素标准品（批号 110756-200110，纯度 98%）

和芫花素标准品（批号 111899-201202，纯度 95%）
购自中国食品药品检定研究院；RPMI 1640培养基

和胎牛血清（FBS）生产厂家为 Gibco；大鼠肝 S9
混合液购自北京康瑞杰科技有限公司（由苯巴比妥

钠和 β-萘黄酮联合诱导大鼠肝脏制成）；其他试剂

DMSO、氨苄青霉素；葡萄糖；组氨酸；色氨酸；

生物素；MgSO4·(7H2O)；柠檬酸钠·(2H2O)、
K2HPO4·(3H2O)、KH2PO4、(NH4)2SO4、NADP、
G-6-P、KCl、MgCl2、PBS、溴麝香草酚蓝、遗传

毒性阳性剂 2-(2-呋喃基)-3-(5-硝基-2-呋喃基)丙烯

酰胺（2-2-Furyl-3-5-Nitro-2-Furylacrylamide, AF-2）、
2-氨基蒽（2-Aminoanthracene, 2-AA）和甲基磺酸

甲酯（Methyl methanesulfonate, MMS）等均购自

Sigma-Aldrich。 
1.2  菌株及细胞 

Ames 波动试验选用鼠伤寒沙门菌组氨酸营养

缺陷型（his-）菌株（S. typhimurium）TA100。试验

所用菌株引自日本（株）生物科学中心（JBS INC），
经本实验室筛选、扩增，特性鉴定（存在营养缺陷

型、脂多糖屏障缺陷、紫外线修复缺陷、抗氨苄青

霉素等特性）合格者置-80 ℃超低温保存。 
将 GADDA45a 基因的启动子与绿色荧光蛋白

（enhanced green fluorescent protein, EGFP）融合后，

利用电穿孔法转入 p53基因野生型人淋巴母细胞系

TK6（GenM-T01），同时构建一个含 EGFP 基因序

列缺失的GADDA45a基因的启动子与EGFP融合结

构，作为无法合成正常 EGFP 的阴性对照表达于

TK6细胞（GenM-C01）。之后分别利用潮霉素 B挑

选形成稳转细胞系[9]。GenM-T01和 GenM-C01（10
代以内）引自 Gentronix Limited（Cheshire,U.K.）。 
1.3  主要仪器 

5810R型离心机（Eppendorf）；NTS-1300水浴

摇床（EYELA）；IS600细菌培养箱（YAMATO）；
HERAcell 150i 细 胞 培 养 箱 （ Thermo ）；

SPECTRAmax-PLUS 型 酶 标 仪 （ Molecular 
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Devices）；FACSCalibur流式细胞仪检测（BD）。 
2  方法 
2.1  波动 Ames试验 
2.1.1  菌株扩增  在 10 mL营养肉汤培养基（含氨

苄青霉素 50 μg/mL）中加入 10 μL TA98/TA100菌
液或 30 μL WP2 uvrA菌液，37℃、120 r/min振摇

过夜培养。培养后经酶标仪检测菌液 OD600值约为

0.4～0.6。过夜菌液经 0.1 mol/L PBS（pH7.4）以 1:9
稀释，在 37℃条件下恒温 120 r/min振摇培养 3 h。 
2.1.2  非活化条件下的 Ames 波动试验  无菌条件

下 配 制 D-M half 盐 溶 液 （ 含 0.049 g/L 
MgSO4·(7H2O)、0.25 g/L 柠檬酸钠·(2H2O)、3.5 g/L 
K2HPO4·(3H2O)、1 g/L KH2PO4、1 g/L (NH4)2SO4）
和选择性生长培养基（每 524.2 mL选择性生长培养

基含 500 mL D-M half盐溶液、20 mL 20%葡萄糖、

0.1 mL 0.1%组氨酸、0.1 mL 0.1%色氨酸、4 mL 0.1%
生物素）。上述溶液高温灭菌后 4℃保存。在 50 mL
离心管内加入 20 mL选择性生长培养基、0.1 mL稀

释后培养的菌液和 0.2 mL受试物，充分混匀后使用

多通道移液器加入 96孔板，每孔 0.2 mL。确定受

试物浓度范围时，首先以受试物在 1%DMSO 中的

最高溶解度以及在培养基中不产生明显沉淀的浓度

来确定大黄素和芫花素的最高处理浓度，再以 1:3
倍比稀释设置 5个浓度组，终质量浓度分别为 0.1、
0.3、1、3、10 μg/mL，阳性剂 AF-2终浓度为 1 ng/mL，
阴性对照组 DMSO终体积浓度为 1%。每个受试物

每个浓度平行 3块板，置 37℃条件下培养 72 h。 
2.1.3  活化条件下的 Ames波动试验  D-M half盐
溶液配制同方法 1.2。无菌条件下配制 S9混合液（每

1 mL S9混合液含 0.2 mol/L PNa缓冲液（pH7.4）、
0.1 mol/L NADP、1 mol/L G-6-P、1.65 mol/L KCl、
0.4 mol/L MgCl2、10%S9）选择培养基（200 mL D-M 
half盐溶液中加入 8 mL 20%葡萄糖溶液）和选择性

生长培养基（每 81.64 mL选择性生长培养基含 60 
mL 0.1 mol/L PBS（pH7.4）、20 mL S9混合液、0.8 mL 
20%葡萄糖、0.02 mL 0.1%组氨酸、0.02 mL 0.1%色

氨酸、1.6 mL 0.1%生物素）。在 15 mL离心管内加

入 4 mL选择性生长培养基、0.02 mL稀释后培养的

菌液和 0.98 mL受试物，充分混匀后使用多通道移

液器加入 96孔板，每孔 0.05 mL。大黄素和芫花素

的终浓度同方法 1.2，阳性剂 2-AA终质量浓度为 2 
ng/mL，阴性对照组 DMSO 终体积浓度为 1%。每

个受试物每个浓度平行 3块板。置 37℃条件下培养

约 17 h后，每孔加入 0.15 mL选择培养基，继续在

37℃下培养至 72 h。 
2.1.4  结果观察及数据处理  96 孔培养板在 37℃
条件下培养 72 h后，每孔加入 20 μL溴麝香草酚蓝

（600 μg/mL）。黄色孔计为阳性，蓝色为阴性，介于

蓝黄之间的为阴性。阴性对照组每 96孔回复突变孔

数不超过 10 孔，阳性对照组回复突变孔数超过 50
孔认为试验体系成立。回复突变孔数均数表示为

±x s，各剂量组与阴性对照组的回复突变孔之间差

异使用单因素方差分析（One-Way ANOVA）对数据

显著性进行分析。

2.2  GADD45a GreenScreen高通量筛选试验 
2.2.1  细胞培养及给药处理  使用人类淋巴母细胞

TK6 作为检测细胞（GenM-T01）和无荧光的对照

细胞（GenM-C01）的表达系统。GenM-C01用来校

准 化 合 物 的 自 发 荧 光 ， 而 GenM-T01 表 达

GADD45-EGFP 融合基因。当后者暴露于遗传毒性

化合物时，GADD45a-EGFP表达水平增加，从而诱

导细胞内的荧光增加。

无菌操作条件下，用RPMI 1640+GlutaMAXTM
培养液（含 1.8 mmol/L丙酮酸钠、200 μg/mL潮霉

素 B、1%青链霉素混合液、10%马血清）分别培养

细胞。对照细胞系 GenM-C01 和测试细胞系

GenM-T01到达对数生长期后，经 PBS冲洗后使用

含 20%马血清的培养基调整细胞密度为 2×106个/ 
mL。使用黑色板壁的 96孔板，每孔加入 75 μL细

胞（终浓度 1×106个/mL）和 75 μL受试物溶液。

以受试物在 DMSO 中的最高溶解度确定大黄素和

芫花素的最高检测浓度，并设置 9个浓度梯度（大

黄素终质量浓度为 0.13、0.25、0.5、1.0、2.0、4.0、
8.0、16.0、32.0 μg/mL；芫花素终质量浓度为 0.07、
0.13、0.25、0.5、1.0、2.0、4.0、8.0、16.0 μg/mL），
同时设立MMS阳性对照孔（10、50 μg/mL）和 1% 
DMSO 阴性对照孔，分设添加或不添加 S9 代谢活

化组（S9的配制方法同方法 1.3），每个组每浓度平

行 3孔。GenM-C01和 GenM-T01平行给药处理。

将细胞与受试物溶液混合均匀后在 96 孔板上覆盖

塑料板盖，在 37℃、5%CO2、95%湿度条件下培养。 
2.2.2  检测方法  非代谢活化条件组培养48 h后采

用酶标仪检测（吸光度检测波长为 620 nm；荧光激

发波长为 485 nm, 发射波长为 535 nm）。代谢活化

条件组在 3 h后，每孔加入 60 μL的碘化丙啶（83 
μg/mL）混合均匀，使用流式细胞仪检测（激发波
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长为 488 nm，发射波长为 509 nm），每孔收集 1×
105个细胞。 
2.2.3  数据分析方法  96 孔板分别检测细胞吸光

度（反应细胞增殖水平，即细胞毒性）和荧光水平

（反应 DNA 修复活力，即遗传毒性），测试细胞系

的荧光读数需扣除对照细胞系的荧光读数。各浓度

组荧光读数均数表示为 ±x s。受试物给药组细胞毒

性检测值低于阴性对照组 80%时认为是阳性结果；

遗传毒性荧光检测值在非代谢活化条件下超过阴性

对照组数值的 1.5 倍时，代谢活化条件下超过阴性

对照组数值 1.3倍时，认为是阳性结果。 
3  结果 
3.1  Ames波动试验检测大黄素和芫花的致突变性 

在非代谢活化条件下 Ames 波动试验结果见图

1，2-AF 阳性对照组的回复性突变平均阳性孔数 
（67±9）与阴性对照组平均阳性孔数（8±2）比较，

存在统计学上的显著性升高（P＜0.001），提示试验

体系成立。大黄素给药质量浓度在 0.1～10 μg/mL
时，只有 3 μg/mL的回复性突变阳性孔数量（20±5）
与阴性对照组比较显著性升高（P＜0.05），其他浓

度组则未见统计学差异。芫花素给药质量浓度在

0.1～10 μg/mL范围内时，所有浓度组未见回复性突

变阳性孔数与对照组存在显著性升高。上述结果提

示大黄素在非代谢活化条件下只有 1 个浓度呈阳

性，对 TA100的致突变性作用为可疑阳性。当处理

浓度增加为 10 μg/mL时，可能由于药物毒性作用较

大，阳性孔数反而有所降低。芫花素在非代谢活化

条件下对 TA100无明显的致突变性作用。 

 
 

与阴性对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001 
*P < 0.05  ***P < 0.001 vs negative control group 

图 1  非 S9代谢活化条件下大黄素和芫花素 Ames波动试

验结果（ 3=± n , sx ） 
Fig. 1  Ames Fluctuation Test of Emodin and Genkwanin 

without S9 Metabolic Activation ( 3=± n , sx ) 

代谢活化条件下 Ames 波动试验结果见图 2，
2-AA 阳性对照组的回复性突变平均阳性孔数  

（70±6）与阴性对照组平均阳性孔数（8±2）比较，

存在统计学上的显著性升高（P＜0.001），提示试验

体系成立。大黄素给药浓度在 0.1～10 μg/mL范围

内时，只有 10 μg/mL 的回复性突变阳性孔数量  
（29±6）与阴性对照组比较显著性升高（P＜0.001），
其他浓度组则未见统计学差异。芫花素给药浓度在

0.1～10 μg/mL范围内时，同样仅最高浓度 10 μg/mL
的回复性突变阳性孔数量（25±5）与阴性对照组比

较显著性升高（P＜0.001）。上述结果提示大黄素和

芫花素在代谢活化条件下对 TA100 的致突变性作

用均为可疑阳性。

与阴性对照组比较：***P＜0.001 
***P < 0.001 vs negative control group 

图 2  S9代谢活化条件下大黄素和芫花素Ames波动试验结

果（ 3=± n , sx ） 
Fig. 2  Ames Fluctuation Test of Emodin and Genkwanin 

with S9 Metabolic Activation ( 3=± n , sx ) 

3.2  GADDA45a GreenScreen 高通量筛选试验检

测大黄素和芫花素对 DNA损伤的影响 
在非代谢活化条件下，细胞毒性及 GADDA45a

基因表达水平检测结果见图 3。大黄素处理质量浓

度高于 4.0 μg/mL时，细胞相对密度低于 80%，提

示上述浓度存在一定细胞毒性；而芫花素 9个浓度

梯度条件下处理的细胞相对密度不低于阈值，提示

芫花素在质量浓度为 0.07～16.0 μg/mL 无细胞毒

性。当前给药浓度范围内，2 种中药单体大黄素

（0.13～32.0 μg/mL）和芫花素（0.07～16.0 μg/mL）
所诱导 GADD45a-EGFP 荧光数值均未超过阈值。

提示在无 S9 代谢活化时，大黄素和芫花素在本研

究选择的浓度内无遗传毒性。
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图 3  非 S9代谢活化条件下大黄素和芫花素给药 48 h GreenScreen高通量筛选结果（ 3=± n , sx ） 
Fig. 3  GreenScreen HC Assay of Emodin and Genkwanin 48-hour Treatment without S9 Metabolic Activation ( 3=± n , sx ) 

在代谢活化条件下，细胞毒性实验结果及

GADDA45a基因表达水平检测结果见图 4。大黄素

质量浓度为 32.0 μg/mL 时细胞相对存活率低于

80%，提示存在一定细胞毒性；芫花素在 0.07～16.0 
μg/mL细胞相对存活率均高于 80%，未见明显细胞

毒性。大黄素在 0.13～32.0 μg/mL诱导 TK6细胞表

达的 EGFP荧光的强度均低于阈值，提示不具有遗

传毒性；而芫花素浓度为最高处理浓度 16.0 μg/mL
时细胞表达的GADD45a-EGFP荧光强度超过阈值，

提示可疑阳性遗传毒性结果。

4  讨论 
高通量遗传毒性评价方法对药物毒性筛选，尤

其是成分复杂的药物毒性成分筛选有重要意义。黄

酮类化合物是广泛存在的一类中药有效成分，根据

Toxtree毒理学预测软件分析结果，所有含黄酮类化

合物均为有遗传毒性结构预警或毒性较强的 III 类
化合物[10]。本课题组前期在 Bhas42 细胞转化试验

中发现含黄酮类中药芫花和了哥王（95%乙醇浸提

物）的促癌试验结果分别为可疑阳性和阳性[8]，提

示可能具有潜致癌性。大黄素和芫花素是两者的重

要单体成分。本研究联合检测致突变性的 Ames 波
动试验和针对遗传毒性生物标志物 GADD45a 基因

的 GreenScreen 筛选试验两种高通量方法检测两者

遗传毒性，结果发现大黄素和芫花素具有可疑遗传

毒性：即有无代谢活化条件下，10 μg/mL大黄素均

可诱导 TA100 的回复性突变率显著性升高（P＜
0.05, P＜0.001）；代谢活化条件下，10 μg/mL芫花

素可诱导 TA100 的回复性突变率显著性升高（P＜
0.001），16.0 μg/mL芫花素可诱导 TK6细胞表达的

GADD45a-EGFP荧光强度超过阈值。故需要开展深

入研究明确其遗传毒性及作用机制。

传统 Ames 试验是对致癌物预测性最好的遗传

毒性试验，是药物遗传毒性初筛的首选方法，也是

QSAR 构效关系建立的遗传毒性数据库的重要数据

基础[11]。然而开展传统的 Ames试验需制作大量琼

脂糖平板（评价一个化合物需约 200个平板）且菌 
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图 4  S9代谢活化条件下大黄素和芫花素给药 3 h GreenScreen高通量筛选结果（ 3=± n , sx ） 
Fig. 4  GreenScreen HC Assay of Emodin and Genkwanin 3-hour Treatment with S9 Metabolic Activation ( 3=± n , sx ) 

落计数繁复。相比传统的 Ames 试验方法，Ames
波动试验采用了液态多孔板培养的方法，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

指示剂溴甲酚紫显色。当孔中有回复突变的菌株生

长使培养基 pH值降低时，指示剂由紫色变为黄色。

试验通过计数黄色孔的数量来反映受试物的致突变

性，从而省去了平板制作和菌落计数等步骤，实现

高通量，具有节省耗材、节约药量、缩短试验周期、

结果客观、适宜大量药物筛选的优点。Gee等[12]于

1994年开发了商业化的基于 384孔板液态培养法的

Ames II试剂盒，该方法使用了 TA7001-TA7006共
6种混合菌株同时对受试物潜在诱导 T׃A和 C׃G点

突变能力进行检测。Kamber 等[13]比较传统 Ames
和 Ames II检测 71种化合物结果发现，2种方法对

突变剂和非突变剂的检测结果一致性达 84%，且对

啮齿类动物致癌性的预测度接近。Ames 波动试验

不依赖于试剂盒且实验成本低于 Ames II，但在实验

室间在菌株的选择、培养基的配方、显色剂的选择、

培养方式、计数和评价方法上都存在差异，缺乏规

范化的试验流程和评价方法。在确定规范化试验流

程的基础上，菌株的扩增和培养时使用浓度、阳性

剂的选择及浓度也决定了不同菌株的回复性突变孔

数背景值范围，从而影响结果了判定。

本研究利用检测G׃C碱基置换的TA100对大黄

素和芫花素的致突变性进行初步评价，发现当前给

药浓度下，个别浓度组结果为阳性。大黄素含有蒽

醌环结构，这一共平面稠环母体结构可嵌入 DNA
碱基对，影响 DNA 的复制与转录。文献报道传统

Ames试验中大黄素可诱导 TA98、TA1535、TA1537
在有无代谢活化条件下发生突变[14-15]，Ames 波动

试验显示大黄素可诱导 TA100产生可疑阳性结果、

TA1537 产生阳性结果[16-17]，与本研究数据基本相

符。文献报道中芫花酯甲、芫花酯乙和芫花萜的

Ames 试验结果均为阴性[18]，本研究首次对芫花素

开展 Ames 试验而结果提示为可疑阳性，该结果有

待在其他菌株的 Ames 试验和 MLA、Pig-a 基因突
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变试验等其他针对致突变性的进一步研究中得到

验证。

GADD45-GFP GreenScreen HC 试 验 以

GADD45 基因为生物标志物来评价受试物的遗传

毒性。GADD45基因（Growth arrest and DNA damage 
inducible genes）是第一个被发现的 p53调控的细胞

增殖负调控基因[19]，在控制细胞周期、DNA 的修

复损伤[20]、细胞凋亡[21]等方面发挥至关重要的作

用，可与多种细胞增殖和细胞周期调控因子联合发

挥 DNA 修复、细胞周期检查点调控和诱导和细胞

凋亡等功能。该方法将质粒中的 GADD45基因启动

子与 EGFP基因序列融合，再将质粒转入人淋巴瘤

TK6细胞表达，通过检测反应 GADD45a基因表达

水平的 EGFP的荧光强度来评价受试物的细胞毒性

和遗传毒性[22]。GreenScreen HC测定方法具有特异

性强、灵密度高、高通量筛选、简便快速等特点。

Birrell等[9]使用GreenScreen HC评价其对62种化合

物的检测结果，发现该方法对体外哺乳类动物细胞

遗传毒性检测方法显示具有致癌性的 20 种化合物

和体外遗传毒性检测方法显示不具有致癌性的 23
种化合物的检测结果文献符合率高达 93%，对体外

哺乳类动物细胞遗传毒性检测方法不具有致癌性但

是诱导小鼠淋巴瘤细胞染色体畸变或者 TK 基因突

变的 17种化合物的检测结果文献符合率为 76%。 
GADD45-GFP GreenScreen HC 试验结果提示

大黄素在有无代谢活化条件下均对 GADD45a 基因

无明显影响，但芫花素在代谢活化条件下存在可疑

阳性结果。本课题组前期在 Bhas42细胞转化试验中

发现黄芫花和了哥王具有潜在促癌作用，芫花具有

可疑促癌作用[8]，而芫花素是上述三者的主要单体

成分，而其致癌性评价结果未见文献报道。Asada
等[23]建立的 Bhas42 细胞转化实验包括启动和促癌

两阶段细胞转化实验两部分，该方法除检测遗传毒

性致癌物外，还可对非遗传毒性致癌物进行筛查。

然而，2013 年欧洲替代方法验证中心（ECVAM）

的报告指出[24]，Bhas42细胞高通量转化试验是一种

体外致癌性的检测方法，该试验方法并不用于明确

区分致癌物属于遗传毒性致癌物或非遗传毒性致癌

物。Bhas42 细胞高通量转化实验由于给药周期与

GreenScreen HC实验相比较长，而 S9本身具有一

定细胞毒性，长期给药可造成细胞大量死亡，因此

不适合在 Bhas42 细胞转化实验中添加 S9。
GreenScreen HC实验在添加 S9条件下发现芫花素

存在遗传毒性，是对 Bhas42细胞转化实验结果的重

要补充。因此不排除芫花素同时具有遗传毒性和非

遗传毒性致癌性的作用，当前结果提示有必要从多

种检测终点深入探究芫花素的毒性和作用机制，并

警惕含芫花素药物的潜在致癌性。

综上所述，Ames 波动试验和 GADD45a 
GreenScreen筛选试验不依赖于形态学分析，可利用

96孔板和特殊菌株、细胞模型实现高通量化，且在

国际上正处于改良和小规模实验室间验证阶段，是

良好的高通量筛选备选试验。两者可极大优化浩繁

的药物的毒性筛选工作，尤其适宜诸如中药等成分

和配伍复杂的药物。现阶段这两种方法在国内仍处

于探索阶段，亟需建立标准化方法和一套背景数据

来提高评价的可靠性并促进方法学的推广应用。
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