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纳米氧化铁颗粒 tk及hprt基因突变试验比较研究

王亚楠#，郭雅娟#，宋 捷，胡燕平，汪 祺*，文海若*

中国食品药品检定研究院，北京 100050

摘 要： 目的 使用 L5178Y 细胞分别开展 tk 基因突变试验和 hprt 基因突变试验评价纳米氧化铁颗粒（iron oxide

nanoparticle， IONP）的潜在基因突变风险，比较两种方法的灵敏性。方法 不同质量浓度的 PEG-IONP（31.25、62.5、

125、250、500 µg/mL）分别与细胞作用 3 h，于给药后第 0、2、6天将细胞接种于 96孔板继续培养 9～10 d，用于计算平板

接种效率。分别在给药后第 2天或第 6天加入三氟胸苷（TFT）和 6-硫鸟嘌呤（6-TG）作为 tk基因和 hprt基因选择剂，继续

培养 14 d后分析基因突变频率。试验平行设置灭菌注射用水溶媒对照组和甲基甲烷磺酸酯（MMS，10 µg/mL）阳性对照

组。结果 溶媒对照组和阳性对照组的 hprt基因突变率均低于 tk基因突变率，且统计学结果提示 hprt基因突变试验数据获得

显著性差异的起始浓度（250 µg/mL）高于 tk基因突变试验（125 µg/mL）。但整体而言两种试验方法对PEG-IONP的评价结

果一致。结论 PEG-IONP可引起小鼠淋巴瘤L5178Y细胞 tk基因及 hprt基因突变率显著性升高。该研究结果可为纳米材料

基因突变风险评价的选择提供借鉴与参考。
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Comparative study on the tk and hprt gene mutation assays for nano-iron oxide
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Abstract: Objective To perform tk gene mutation assay and hprt gene mutation assay using L5178Y cells for evaluating the gene

mutation risk of IONP, and comparing the sensitivity of both assays. Methods Cells were treated with different concentrations of

PEG-IONP (31.25, 62.5, 125, 250, 500 µg/mL) for 3 h. Cells were seeded in 96-well plates on 0, 2 and 6 days after treatment and

cultured for 9 to 10 days for calculating the plating efficiency. TFT and 6-TG were adopt as the tk gene and hprt gene selection

agents on 2 or 6 days after treatment respectively, and the gene mutation frequencies were analyzed after a 14 days incubation.

Sterile water and MMS (10 µg/mL) were included in parallel as vehicle control and positive control groups. Results The mutation

rates of hprt gene in vehicle control group and the positive control group were lower than that of the tk gene, and the statsistical

results indicated that the initial concentration for positive result in the hprt gene mutation assay (250 μg/mL) was higher than the tk

gene mutation (125 μg/mL). However, the results for PEG-IONP are generally consistent in both assays. Conclusion PEG-IONP

could significantly increase the mutation rates of both tk gene and hprt gene in mouse lymphoma L5178Y cells. This data provided

reference for the methods selection on the gene mutation risk assessment of nanomaterials.
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纳米材料指在三维空间中至少有一维处于纳

米尺度范围（1～100 nm）或由其作为基本单元构成

的材料。以纳米氧化铁颗粒为代表的生物医用纳

米材料，具有体内脏器靶向性的特点，且对肿瘤组
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织亲和力高，故作为临床肿瘤组织造影剂和抗

肿瘤药物具有重要研发价值且已获得一定应用［1-3］。

如纳米氧化铁可作为基因载体用于肿瘤基因治

疗［4-5］。此外，人群在日常生活中也有可能接触到含

有纳米氧化铁颗粒的磁性材料、透明颜料和催化

剂等［ 6-7］。

随着大量纳米材料涌入人们的生活，其对人体

的潜在毒性成为监管部门关注的重点。从遗传毒

性的角度分析，纳米材料的小尺寸效应和高表面活

性等特点，使其易于透过细胞膜并与细胞的遗传物

质产生直接或间接的相互作用。尤其是携带金属

离子的纳米颗粒，进入细胞后可通过氧化应激或炎

症等作用机制诱发染色体或DNA断裂［8］。然而，经

典的遗传毒性评价方法细菌回复突变试验（即

Ames 试验）在评价纳米材料的致突变性方面存在

一定局限。如 2002—2010年发表的 17种纳米材料

遗传毒性评价结果中，15种纳米材料的 Ames试验

结果为阴性，但其中绝大多数却在体外染色体畸变

试验、体外微核试验、体外彗星试验，甚至体内研究

中呈阳性结果［9］。Ames试验数据与其他遗传毒性

评价结果存在的巨大出入，导致研究者难以确定究

竟因纳米材料自身不诱导碱基突变，抑或是方法学

的局限使我们无法有效检出纳米材料的潜在致突

变性［10］。Ames 试验以细菌为试验体系，而纳米材

料自身不易穿透菌壁与细菌的遗传物质相互作用，

部分纳米材料的抑菌性也对试验结果产生重要影

响。除 Ames试验外，基于哺乳动物细胞的 tk基因

突变试验和hprt基因突变试验也是以基因突变为检

测终点的常用遗传毒性评价方法，且试验方法均有

相关 OECD 指导原则可依［11-12］，可作为检测致突变

剂的体外备选方法。但因这两种哺乳动物细胞基

因突变试验方法常用于安评而非科研领域，用其对

纳米材料进行评价的文献资料很少，是否可有效检

出纳米材料的遗传毒性尚未得到充分验证。

tk基因突变试验和 hprt基因突变试验均可使用

小鼠淋巴瘤细胞 L5178Y 细胞开展 ，其中使用

L5178Y细胞开展 tk基因突变试验又称小鼠淋巴瘤

细胞试验（mouse lymphoma assay，MLA）。为便于

比较，本研究使用相同细胞系（L5178Y tk+/－-3.7.2C）

分别开展 tk基因突变试验和 hprt基因突变试验，对

聚乙二醇表面修饰的纳米氧化铁颗粒（polyethylene

glycol-modified iron oxide nanoparticles，PEG-IONP）

的潜在致突变性进行评价，并对两种评价方法进行

比较。

1 材料

1.1 细胞

小鼠淋巴瘤细胞 L5178Y tk+/－-3.7.2C，2C，引自

日本国立医药品食品卫生研究所，经自发突变体清

除和支原体检查后于液氮长期保存。研究所用细

胞为复苏传代后6～10代。

1.2 主要化学试剂

PEG-IONP 5 nm（批号 MKBR4497V）、甲基甲

烷磺酸酯（methanesulfonic acidmethyl，MMS，批号

126K3721）、NaHCO3、6-硫鸟嘌呤（6-thioguanine，6-

TG， 批 号 SLBH7699V） 和 三 氟 胸

苷（Trifluorothymidine，TFT，批号 BCBR3508V）购

自 Sigma-Aldrich，RPMI 1640（HyClone），马 血

清（HyClone），青链霉素混合液（Gibco），丙酮酸

钠（国药集团），灭菌注射用水（石家庄四药有限公

司）。试验中需配制马血清含量分别为 0%、10%和

20%的RPMI培养基（含 1%青链霉素混合液和 200

µg/mL丙酮酸钠），其中含 0%马血清的培养基（R0）

主要用于受试物处理时稀释或者处理后清洗细胞，

含 10%马血清的培养基（R10）主要用于细胞传代培

养，含 20%马血清的培养基（R20）主要用于 96孔板

细胞培养。

1.3 纳米颗粒的表征

PEG-IONP经RPMI 1640培养液稀释到一定浓

度后，使用动态光散射法（Dynamic Light Scattering，

DLS，所用仪器为 Zeta Sizer Nano ZS，Malvern 公

司）测定颗粒在细胞培养液中的颗粒分布和表面带

电性。经测定PEG-IONP在培养液中均匀分布且无

明显聚集，颗粒平均分布为（5.6±0.4）nm，表面带电

为−2 mV。

2 方法

2.1 细胞培养

L5178Y细胞解冻复苏后使用R10（含 10%马血

清 1% 青链霉素混合液的 RPMI 1640 培养基）在

37 ℃、5% CO2条件下培养，隔天更换培养基，待细

胞增殖至适宜密度后进行试验。所有培养基中均

需添加200 µg/mL丙酮酸钠及40 mg/mL NaHCO3。

2.2 给药处理

细胞达对数生长期后，更换R0（不含马血清、含

1%青链霉素混合液的RPMI 1640培养基），并添加

不同浓度的 PEG-IONP（31.25、62.5、125、250、500

µg/mL），PEG-IONP最大给药浓度根据其未浓缩的

最高浓度及前期细胞毒性试验结果确定，当处理浓

度为 500 µg/mL时对 L5178Y细胞的增殖无明显影
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响。试验平行设置灭菌注射用水溶媒对照组和

MMS（10 µg/mL）阳性对照组［13-14］。细胞与受试物

于 37℃气浴震荡 3 h，之后 1 000 r/min 室温离心 5

min 并弃上清。给药后（d0）进行细胞计数，使用

R10将培养瓶中细胞浓度调整为 2×105个/mL，使用

R20（含 20%马血清及 1%青链霉素混合液的RPMI

1640培养基）将剩余细胞调整为 8个/mL后接种于

96 孔板（即 PE0 板，每孔 0.2 mL，平均 1.6 个细胞/

孔），置 5% CO2、37 ºC培养 9～10 d后观察含克隆孔

数用于计算PE0接种效率。

2.3 tk基因突变试验

给药后第 1 天及第 2 天分别进行细胞计数，每

次计数后均使用 R10 将培养瓶内细胞密度调整为

2×105个/mL。给药后第 2天（d2）计数后用R20调整

细胞密度为 1×104 个/mL 制备突变频率（mutation

frequency，MF）平板：将细胞悬液与 TFT（终质量浓

度 3 µg/mL）混合后加入 96孔板（每孔 0.2 mL，平均

2×103个细胞/孔），平板于 37 ℃、5% CO2孵箱继续培

养 14 d，观察突变克隆形成率；剩余细胞用R20调整

为 8个/mL细胞悬液，并接种于 96孔板（即 PE2板，

每孔 0.2 mL，平均 1.6个细胞/孔），置 5% CO2、37 ºC

培养 9～10 d后观察含克隆孔数用于计算 PE2接种

效率（流程见图 1）。上述试验操作均遵守药物非临

床研究质量管理规范（Good Laboratory Practice，

GLP）要求执行。

2.4 hprt基因突变试验

给药后第 1天、第 2天、第 3天及第 6天分别进

行细胞计数，每次计数后均用R10将培养瓶内细胞

密度调整为 2×105个/mL。给药后第 2天（d2）和第 6

天（d6）分别用R20制作PE2及PE6平板用于计算接

种效率，步骤同“2.3”节。给药后第 6天细胞计数后

用 R20 调整细胞密度为 1×104个/mL 制备（mutation

frequency，MF）平板：将细胞悬液与 6-TG（终质量浓

度 0.5 µg/mL）混合后加入 96 孔板（每孔 0.2 mL，平

均 2×103个细胞/孔），平板于 37℃、5% CO2孵箱继续

培养 14 d，观察突变克隆形成率（流程见图 1）。上

述试验操作均在GLP体系下进行。

2.5 结果观察及数据处理

培养结束后，观察计数平板接种效率 PE0、

PE2、PE6 及 MF，计算细胞相对存活率（relative

survival rate，RS）、相 对 悬 浮 生 长 率（relative

suspension growth rate，RSG）及 相 对 总 生 长

率（relative total growth rate，RTG），相应计算公式如

下（a−f）所示。tk基因突变试验计数每个 96孔 MF

平板中含突变细胞形成的克隆孔数及小克隆（small

clone，SC）的孔数，计算总基因突变频率（MF）以及

小克隆的突变百分率（SC%）；hprt基因突变试验不

对大小克隆进行区分，需计数含有突变克隆的孔数

并计算 MF。所有数据使用 3 次试验结果，数据以

±x s     
     

 表示。

（a）平板接种效率：PE= -ln( EW
TW × N），N=1.6，EW 为阴

性孔数，TW为总孔数，N为接种于每孔的细胞数。

（b）细胞相对存活率：RS=（
PE处理组

PE溶媒对照组
）

（c）细胞增值率：DCG=
本次计测的细胞密度

前一次计测或调整后的细胞密度

（d）相对悬浮生长率：RSG=
( DCG1×DCG2 )处理组

( DCG1×DCG2 )溶媒对照组

（e）相对总生长率：RTG=RS×RSG

（f）总突变频率：MF= -ln ( EW
TW × N × PE），N=2 000，EW

为阴性孔数，TW为总孔数，N为接种于每孔的细胞数。

使用卡方检验将各组PEG-IONP处理组及阳性

对照组的突变率与溶媒对照组作比较。如一个或

多个 PEG-IONP 浓度组出现浓度相关性和/或可重

复性的突变率增加，且任意浓度组MF与溶媒对照

组MF相比超出 126×10-6，则判定为阳性结果；反之

为阴性。

tk 基因突变试验

hprt 基因突变试验 

tk基因突变试验 

hprt基因突变试验 

d-3  d0  d1 d2 d10  d12 d16 

d-3  d0  d1  d2  d3     d6 d10 d12  d15 d20 

细胞培养 

细胞计数 

加入 TFT 

计数 PE平板 

制备 PE平板 

计数MF平板 

加入 6-TG 

图1 tk与hprt基因突变试验流程示意图

Fig 1 Schematic diagram of tk and hprt gene mutation test procedure

··1977



Drug Evaluation Research 第42卷第10期 2019年10月

3 结果

3.1 PEG-IONP的 tk基因突变试验

3次 tk基因突变试验结果均值见表 1，溶媒对照

组的MF为 170.0×10-6，PE和MF均在本实验室的背

景数据范围内（PE：50%～160%；MF：110×10-6～

250×10-6）［13-14］。阳性对照 MMS 的 MF 为 1100.7×

10-6（P＜0.001），明显超出阳性结果判定阈值。

PEG-IONP的浓度为 125、250、500 µg/mL时，tk基因

突变率分别为 294.0×10-6、320.3×10-6 和 361.7×10-6，

均超出溶媒对照组的 126×10-6且呈浓度相关性增加

趋势（P＜0.05）。提示当 PEG-IONP浓度为 125 µg/

mL 及以上时，可诱导 L5178Y 细胞发生 tk 基因突

变。MLA实验可通过区分小克隆来大致区分受试

物的遗传毒性作用方式：小克隆数增加通常提示受

试物可诱导染色体断裂，而大克隆数量变化则与基

因点突变有关。本研究中 PEG-IONP 各浓度组中

SC%与溶媒对照组比较未见显著性差异，提示当前

试验条件下 PEG-IONP未导致 L5178Y细胞明显的

染色体断裂效应。

3.2 PEG-IONP的hprt基因突变试验

3次 hprt基因突变试验结果均值如表 2所示，溶

媒对照组的MF为 124.3×10-6，而阳性对照的 hprt基

因突变率为 971.0×10-6（P＜0.01）。当 PEG-IONP的

浓度 125 µg/mL、250 µg/mL及 500 µg/mL时，tk基因

突变率分别为 275.7×10-6、261.0×10-6 和 369.0×10-6，

均超出溶媒对照组的 126×10-6且呈浓度依赖性增加

趋势［13-14］。而使用卡方检验对上述数据进行显著性

分析发现，当浓度为 125 µg/mL 时 3 次试验数值与

溶媒对照组比较不存在显著性差异（P > 0.05）。提

示当 PEG-IONP 浓度为 250 µg/mL 及以上时，可诱

导L5178Y细胞发生hprt基因突变。

3.3 tk基因及hprt基因突变率比较

两种基因突变试验分别重复3次，其MF数值汇

总结果如图 2所示。3次试验不同浓度组的突变率

差异在 10%～40%，提示上述试验方法及试验结果

的复现性强。溶媒对照组和阳性对照组的hprt基因

表1 PEG-IONP对L5178Y细胞 tk基因突变的影响

Table 1 Effect of PEG-IONP on the tk gene mutation of L5178Y

组别

溶媒对照

PEG-IONP

MMS

浓度/（µg∙mL−1）

0

31.25

62.5

125

250

500

10

PE0/%

53

63

55

53

55

45

35

PE2/%

75

67

69

65

61

56

52

RS0/%

100

119

103

100

103

84

65

RSG/%

100

79

81

88

84

77

62

RTG/%

100

71

74

76

69

58

43

MF/（×10-6）

170.0

191.7

260.0

294.0*

320.3*

361.7*

1 100.7***

SC/%

18

18

19

29

29

18

67***

与溶媒对照组比较：*P < 0.05 ***P < 0.001
*P < 0.05 ***P < 0.001 vs solvent control group

表2 PEG-IONP对L5178Y细胞hprt基因突变的影响

Table 2 Effect of PEG-IONP on hprt gene mutation of L5178Y

组别

溶媒对照

PEG-IONP

MMS

浓度/（µg∙
mL−1）

0

31.25

62.5

125

250

500

10

PE0/

%

60

52

56

45

45

43

28

PE2/

%

67

58

55

47

53

47

34

PE6/%

71

61

60

55

58

46

33

RS0/%

100

87

94

75

75

73

48

RS2/%

100

87

82

71

80

71

50

RS6/%

100

87

84

77

82

65

46

RSG2/%

100

55

70

64

78

79

72

RSG6

/%

100

107

87

84

85

85

84

RTG2

/%

100

47

57

46

62

56

36

RTG6/%

100

92

74

65

70

55

39

MF/（×

10-6）

124.3

235.7

210.0

275.7

261.0*

369.0*

971.0***

与溶媒对照组比较：*P < 0.05，***P < 0.001
*P < 0.05，***P < 0.001 vs solvent control group
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突变率均值略低于 tk基因突变率，且统计学结果提

示hprt基因突变试验数据获得显著性差异的起始浓

度（250 µg/mL）高于 tk基因突变试验（125 µg/mL）。

但整体而言两种试验方法对PEG-IONP的评价结果

一致。

4 讨论

IONP 在磁共振成像造影方面和肿瘤靶向

药物载体等方面具有广泛的应用，而 PEG 是纳

米材料常见的表面修饰之一，经 FDA 批准用于

临床的用于核磁共振造影的纳米氧化铁颗粒

Ferumoxsil 和 Ferumoxide 均为 PEG 包被。有研

究［ 15］提示 IONP 表面经 PEG 修饰后可产生亲水

屏障层，从而有效减少肝脏和脾脏的网状内皮

吞噬系统对纳米颗粒的非特异性吞噬作用，延

长其在体内循环时间并促进其在肿瘤中的累

积。有文献报道 PEG-IONP 的遗传毒性结果可

为阳性。如粒径为 10 nm 的 PEG-IONP 在有和

无代谢活化条件下均可诱导 Ames 试验中全部

5 种 测 试 菌 株（TA97、TA98、TA100、TA102、

TA1535）呈阳性结果，但染色体畸变试验及微

核试验结果均为阴性［ 16］。本研究中当 PEG-

IONP（5 nm）处理质量浓度大于 125 μg/mL 时，

可引起小鼠淋巴瘤 L5178Y 细胞 tk 基因及 hprt

基因突变率显著性升高。该浓度范围内，两项

试验的 PE0、PE2 和 PE6（仅 hprt 基因突变试验）

数 值 均 未 明 显 超 出 本 实 验 室 的 背 景 数 据 范

围（50%～160%），可排除上述突变为处理浓度

过高、细胞毒性过大而引起的假阳性结果［ 13-14］。

Ames 试验的不适用性主要与试验使用碱

性的固态培养基 ，加之革兰阴性菌的菌壁较

厚，可导致纳米材料不易穿透胞壁从而无法与

细菌充分接触，以及一些纳米材料有抗菌作用

有关［ 17］。而使用哺乳动物细胞开展的 tk/hprt 基

因突变试验不存在上述问题，可成为纳米材料

基因突变风险评价的备选方案。当前研究结果

提示两者在评价本研究使用的 PEG-IONP 时，两

种方法的评价结果一致，且均可检出高浓度条

件下诱导的基因突变。然而，Kirkland 等［ 18］回

顾了文献中 MLA 的预测效果后，认为 Ames 试

验和体外微核试验已足够用于预测啮齿类动物

致癌性和体内遗传毒性；在两者的基础上增加

MLA 后，检出率仅增加了 1.5%（从 316/405 提高

至 322/405）。因此，MLA 试验结果对纳米材料

潜在诱导基因突变风险的评价结果的权重有待

考量。此外，也有文献报导使用啮齿类动物细

胞系开展的与人源细胞开展的 hprt 基因突变试

验检测纳米二氧化钛和碳纳米管的试验结果存

在一定矛盾 ，提示不同细胞系的敏感性及对

DNA 损伤的修复能力有所差异，从而对结果产

生影响［ 19-22］。本研究为两项评价方法在纳米材

料遗传毒性评价领域的应用的初步探索，其前

景仍有待大量研究数据支持。

tk基因突变试验和 hprt基因突变试验应用于安

评各有短长［23］。MLA较 hprt基因突变试验背景值

高，这与所突变的基因特性有关。hprt为X连锁基

因，该位点的突变可导致细胞死亡。在强致突变剂

作用下，hprt基因突变可导致大量细胞死亡无法形

成克隆。故hprt基因突变试验仅可检测到弱致突变

剂，如点突变、小插入、移码和小缺失等主要涉及基

因内突变事件等，对染色体断裂大型缺失等的检测

敏感度较差。而位于常染色体的 tk基因座对各类

突变均较为敏感，除 tk基因内突变外，也可受到与 tk

基因相关的染色体改变，如染色体缺失和由于有丝

分裂重组引起的重排等的影响［24-25］。尽管如此，

MLA可通过区分大小克隆数量对受试物诱导基因

突变和/或染色体断裂的风险进行判断，从而兼顾不

同的遗传毒性检测终点。两项基因突变试验的异

同参见表3。

综上所述，本研究分别使用MLA和 hprt基因突

变试验评价了 PEG-IONP的潜在致突变风险，两者

对PEG-IONP的预测结果一致。当前纳米材料缺乏

可靠的体外基因突变风险评价方法，该研究结果可

为相关方法的选择提供借鉴与参考。

溶媒对照 31.25  62.5  125  250  500  MMS组 

PEG-IONP/(µg·mL−1) 

2 000 
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hprt gene 

基
因
突
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率

 

图2 不同浓度PEG-IONP诱导的 tk基因和hprt基因突变

率比较（ ±x s      
     ，n=3）

Fig 2 Comparison on mutation rates between tk gene and

hprt gene induced by different concentrations of PEG-

IONP（ ±x s      
     ，n=3）
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表3 MLA和hprt基因突变试验对比
Table 3 The comparison of MLA and hprt gene mutation

适用细胞系

基因位置

突变类型

优点

缺点

MLA

L5178Y

常染色体

基因内的点突变、小缺失、小插入，较大范围内的基因组的改

变，如大突变、染色体重组以及非整倍体性等

灵敏性高，检测范围广

只限于L5178Y细胞

hprt基因突变试验

L5178Y、AHH-1、CHO、AS52、V79

X染色体

主要为基因内部的突变，如点突变、小缺

失和重排

适用范围广，可在细胞系，实验动物和人

类之间比较同一基因的突变

仅能检测到基因内部点突变、小缺失等

··1980




