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摘  要：目的  探索小鼠淋巴瘤胸腺激酶（ík）位点基因突变试验中血清灭活对结果的影响。方法  取对数生长期的小鼠淋

巴瘤细胞（iRNTUvPKTKOcJíkHL−）设立阴性对照组和阳性对照组，阴性对照组加入 100 μL DMSO，阳性对照组加入 100 μL=NM=
μg/mL 4J硝基喹啉（QJknl）诱导突变，测定细胞悬浮增长率（pd）、相对悬浮增长率（opd）、平板效率（mb）、相对存活

率（op）和相对总生长率（oqd）等指标。根据血清灭活与否和选择突变剂三氟胸苷（qcq）的含量，在筛选突变集落过程

中，将阴性对照组和阳性对照组各分为：灭活组、未灭活HNKR 倍 qcq 组、未灭活组，测定突变频率（jc），对试验结果进

行评价。结果  阴性对照组 pd在 U～PO，细胞倍增速度符合试验要求；mb在 SRB～NOMB，符合试验成立条件。阳性对照

的灭活组、未灭活HNKR倍 qcq组、未灭活组中jc均比阴性对照组至少增加 PMM×NM−S且小克隆突变频率至少占 QMB，符合

试验要求。阴性对照灭活组的 jc数值在标准范围内，未灭活组的 jc数值明显高于灭活组，超过标准数值范围，且 VS孔
板中的大小克隆不易区分；阴性对照未灭活HNKR倍 qcq组使得 jc 数值在标准范围内，但远高于灭活组。结论  在小鼠淋

巴瘤试验中，测定jc的平板一定要用灭活的血清，未灭活血清可能通过抵消 qcq作用对结果产生很大影响。=
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=
小鼠淋巴瘤细胞胸腺激酶（ík）位点基因突变

试验（mouëe= lóméhom~= ík= gene= muí~íáon= ~ëë~ó，
jiA）是一种具有高敏感性的体外哺乳动物细胞遗

传毒性评价试验方法xNz。该方法可以检测基因突变

和染色体结构改变，是药品注册审批国际协调组织

（fCe）推荐评价遗传毒的标准试验组成部分xOz。=
小鼠淋巴瘤细胞（iRNTUvPKTKOcJíkHL−）常染色

体上的 ík 位点可以检测出以耐药性为指标的基因

突变（íkHL−→ík−L−），选用 ík位点代谢拮抗剂三氟胸

苷（qcq）作为选择培养基，观察细胞集落形成的

增加，检测受试物的致突变性xPz。世界经济合作与

发展组织（lbCa）关于评价遗传毒的指导原则中

提到，该试验在筛选突变集落过程中要用灭活的血

清xQz，但未阐述原因。本研究旨在探索血清灭活与

否对小鼠淋巴瘤试验结果的影响。=
N= =材料=
NKN= =细胞=

小鼠淋巴瘤细胞（iRNTUvPKTKOcJíkHL−），购自中

国科学院上海细胞库。=
NKO= =主要试剂=

omjfNSQM 培养基（货号 NNUTRJMVP）、马血清

（货号 OSMRMJMUU）和青链霉素混合液（双抗，货号

NMPTUJMNS），均购自于 dábco 公司；次黄嘌呤（货

号 eVSPS）、甘氨酸（货号 dTNOS）、氨甲蝶呤（货

号jUQMT）、胸腺嘧啶核苷（货号 qNUVR）、三氟胸

苷（qcq，货号 qOORR）、二甲基亚砜（ajpl，货

号 APQNN）、QJ硝基喹啉（QJknl，货号 jNPVM），
均购自 págm~公司。=
NKP= =主要试剂的配制=

受试物处理用培养基（含 RB马血清，cRé），常

规培养用培养基（含 NMB马血清，cNMé）和平板接

种用培养基（含 OMB马血清，cOMé），未特殊说明的，

所用的马血清均已灭活（RS=℃、PM= mán），并加入

NB双抗。配制 NMM×qejd（PMM=µgLmi胸腺嘧啶核

苷HRMM= µgLmi 次黄嘌呤HNM= µgLmi 氨甲喋呤HTRM=
µgLmi甘氨酸）和 NMM×qed（PMM=µgLmi胸腺嘧啶

核苷HRMM=µgLmi次黄嘌呤＋TRM=µgLmi甘氨酸）。=
NKQ= =主要仪器=

二氧化碳培养箱（pAkvl）；倒置显微镜

（llóméuë）；台式离心机（qhermo）；高压蒸汽灭菌

器（Aim）；电子天平（jeííler= qoledo）；超净工作

台（无锡易纯净化设备有限公司）。=
O= =方法=
OKN= =细胞培养=

从液氮中取出小鼠淋巴瘤细胞于 PT=℃水浴中

N= mán 内将细胞融化进行常规悬浮细胞培养，静置

于 PT=℃、RB= ClO 培养箱，每天控制细胞密度于

（O～Q）×NMRLmi。=
OKO= =自发突变细胞的清除=

取对数生长期的细胞，用 cNMé 调整细胞浓度

为 O×NMRLmi。在 QVKR=mi的 cNMé培养体系中加入

MKR=mi=qejd（NMM×），培养容器为 NOR=mi规格

的带盖锥形瓶，拧松锥形瓶盖，置于 PT=℃、RB=ClO
培养箱。OQ= h 后，计数细胞，用 cNMé 培养基调整

细胞浓度为 O×NMRLmi，体积为 QVKR=mi。在 QVKR=mi
的 cNMé培养体系中加入 MKR=mi=qed（NMM×），置

于 PT=℃、RB=ClO培养箱 OQ=h。用含 qed的培养

基调整细胞密度为 O×NMRLmi，置于 PT=℃、RB=ClO
培养箱，OQ= h后，调整细胞密度为 O×NMRLmi，培

养 N=d后冻存。=
OKP= =阴性对照组和阳性对照组的设立=

取对数生长期的细胞，用 cRé培养基调整密度

到 S×NMRLmi。设立阴性对照组和阳性对照组，每

组取 NM=mi细胞液，于 OR= cmO培养瓶中。阴性对

照组加入 100 μL DMSO，阳性对照组加入 100 μL=
10 μg/mL 4Jknl，于 PT=℃、RB=ClO培养箱中震荡

培养 Q=h。每组用 cNMé培养基离心 O次，计数细胞，

调整密度到 O×NMRLmi，体积为 NM=mi继续培养。=
OKQ= =表达培养=

“OKP”项细胞培养 OQ= h后计数，并用 cNMé培
养基调整细胞密度为 O×NMRLmi，体积为 NM=mi继

续培养，OQ=h后再计数细胞，计算相对悬浮生长率

（opd）。=
OKR= =平板接种效率（mb）的测定=

O=d表达培养结束后，每组用 cOMé稀释细胞浓度

为 NM=MMMLmi，再稀释为 RMMLmi，最终稀释为 ULmi。
每组铺 O块 VS孔板（每孔加 200 μL 细胞液），NN= d
后计算 mb、相对存活率（op）、相对总生长率（oqd）。=
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OKS= =突变频率（jc）的测定=
为了验证血清灭活与否对突变频率的影响，推

测未灭活血清是否可抵消 qcq 的作用，将阴性对

照组和阳性对照组各分为：灭活组、未灭活HNKR
倍 qcq组、未灭活组。每组细胞用 cOMé梯度稀释

为 N×NMQLmi。灭活组和未灭活组加入终质量浓度

为 3 μg/mL 的 qcq，未灭活HNKR倍 qcq组加入终

质量浓度为 4.5 μg/mL 的 qcq，每组铺 O块 VS孔
板（每孔加 200 μL 细胞液），NN=d后计算jc、小

克隆突变频率（pm~ll=jc）、大克隆突变频率（i~rge=
jc）。=
OKT= =结果计算与数据分析=
OKTKN= =悬浮生长率（pd）= = pd 可以衡量细胞在受

试物处理和表达培养期间的增长倍数，pdN＝N=d细
胞计数浓度L接种起始浓度，pdO＝O= d 细胞计数浓

度L接种起始浓度。O= d培养后阴性对照组细胞总悬

浮增长率（pd＝pdN×pdO）应在 U～POxQz，说明细

胞生长状态良好。=
OKTKO= = opd= = opd＝pd 阳性对照组Lpd 阴性对照组=
OKTKP= = mb= = mb＝x－ln（btLqt）zLNKS，公式中 bt
为无集落生长的孔数，qt为总孔数，NKS为每孔接

种细胞数。lbCa指导原则规定，阴性对照组的 mb
应在 SRB～NOMBxQz。=
OKTKQ= = op= = op＝mb 阳性对照组Lmb 阴性对照组=
OKTKR= = oqd= = oqd＝opd×op=

OKTKS= = jc= = jc（×NM−S）＝x－ln（btL= qt）zL=
O= MMMLmb，式中 bt 为无集落生长的孔数，qt 为

总孔数，O=MMM为每孔接种细胞数。lbCa指导原则

规定阴性对照组的突变频率范围应在 RM～NTM（×

NM−S）xQz。=
OKTKT= =小克隆突变频率百分比（pC）= = pC＝含有小

集落的孔数L（含有小集落的孔数＋含有大集落的孔

数）；小集落是大小占 VS孔板孔直径 NLQ以下，形

态块状且致密的集落；大集落是大小超过孔直径的

NLQ，呈薄层分布的集落。=
OKTKU= = pm~ll=jc= = pm~ll=jc＝jc×pC=
OKTKV= = i~rge=jc= = i~rge=jc＝jc－pm~ll=jc=
OKTKNM= =阳性对照组成立条件xRz= =阳性对照组的 jc
比阴性对照组至少增加 PMM×NM−S且 pm~ll=jc至少

占 QMB；或与阴性对照组比 pm~ll=jc至少增加 NRM
×NM−S。=
P= =结果=

在非活化条件下，用 QJknl作为阳性诱变剂短

期处理小鼠淋巴瘤 iRNTUv细胞 Q=h。阴性对照组和

阳性对照组经过 QU= h表达培养，测定 pd、opd；
将一部分细胞以 NKSL孔铺于 VS 孔板，NN= d 后测定

mb、op及 oqd。结果如表 N所示，阴性对照组 pd
指标在 U～PO细胞倍增速度符合试验要求。阴性对

照的 mb指标在 SRB～NOMB，平板效率符合实验成

立条件。=

表 N= =平板效率的测定=
qable=N= = aetermination=of=plating=efficiency=

组别= pdN= pdO= pd= opdLB= qt= bt= mbLB= opLB= oqdLB=

阴性对照= PKNS= RKTQ= NUKNQ= NMM= NVO= QM= VU= NMM= NMM=

阳性对照= OKPN= QKQP= NMKOP= RS= NVO= RV= TQ= TR= QO=
=
筛选突变集落过程中，将阴性和阳性对照组按

血清和 qcq含量各分组，以 O=MMML孔铺于 VS孔板，

NN=d后测定jc等指标。结果如表 O所示，阳性对

照的灭活组、未灭活HNKR 倍 qcq 组、未灭活组中

jc 数值均比阴性对照组至少增加 PMM×NM−S 且

pm~ll=jc至少占 QMB，阳性对照符合试验要求。阴

性对照灭活组的 jc数值在 RM～NTM（×NM−S），而

未灭活组的jc数值超过标准数值范围，且 VS孔板

中的大小克隆不易区分，说明使用未灭活的血清影

响试验结果；阴性对照未灭活HNKR倍 qcq组增加了

qcq含量，使得jc数值在 RM～NTM（×NM−S），但

远高于灭活组，说明通过增加 qcq含量可以大部分

抵消未灭活血清对实验结果的影响，但自发突变要

高于灭活组。通过单因素变量控制，说明未灭活的

血清对小鼠淋巴瘤试验结果有很大的影响，且推测

未灭活的血清是通过抵消 qcq 的作用而扰乱试验

结果的。=
Q= =讨论=

热灭火血清（RS=℃、PM=mán）是免疫学研究中

不可缺少的过程，因为血清的补体系统可参与平滑

肌收缩，淋巴细胞、巨噬细胞的趋化等反应从而干

扰实验xSz。而通常经过高温处理的血清品质会有所

下降，造成细胞生长速率降低，并且血清中沉淀物

增多，在显微镜下容易误导研究者认为细胞遭到污=
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表 O= =突变频率的测定=
qable=O= = aetermination=of=mutant=frequency=

组别= mbLB= qt= bt= 大克隆= 小克隆= jcLNM−S= pCB= pm~ll=jc= i~rge=jc=

阴性对照= 灭活= VU= NVO= NSN= NP= NU= UVKUN= RUKMS= ROKNR= PTKSS=

= 未灭活HNKR倍 qcq= VU= NVO= NPV= OM= PP= NSQKTQ= SOKOS= NMOKRU= SOKNT=

= 未灭活= VU= NVO= NPP= P= RS= NUTKOR= VQKVO= NTTKTO= VKRO=

阳性对照= 灭活= TQ= NVO= NMO= PN= RV= QOUKUQ= SRKRS= OUNKNP= NQTKTN=

= 未灭活HNKR倍 qcq= TQ= NVO= UR= OQ= UP= RROKQS= TTKRT= QOUKRQ= NOPKVO=

= 未灭活= TQ= NVO= QS= T= NPV= VSUKTR= VRKON= VOOKPM= QSKQR=

=

染xTz。所以对大多数细胞实验而言，若使用优质的

血清则不需要热灭活。但是 lbCa指导原则指出在

小鼠淋巴瘤试验突变选择过程中，需对血清进行热

灭活，所以本研究对是否需要灭火血清进行验证，

探讨未灭活血清对试验结果的影响。=
在灭活组，qcq 可以筛选出突变基因型 ík−L−和

íkML−的细胞形成克隆，而正常基因型 ík＋L−的细胞存活

不了，所以 qcq 作为选择突变剂筛选出发生突变的

细胞；在未灭活组，未灭活的血清有可能抵消了 qcq
的选择作用，导致部分正常细胞也形成克隆，由于

是多种基因型细胞同时克隆，生长速度不一致，克

隆大小不一，对试验结果有很大干扰；而未灭活＋

NKR倍 qcq 组的 jc数值虽然远高于灭活组，但增

加 qcq含量使得jc数值落在了标准范围内。推测

可能通过改变加入 qcq 的含量使得未灭活血清组

的 jc数值可以与灭活血清组相当，这样就可以省

去灭火血清的步骤，方便试验进行。然而究竟加入

多少倍 qcq 以及究竟血清中何成分干扰 qcq 发挥

作用有待进一步研究。=
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