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亚硝胺化合物对人源肝癌细胞HepG2的DNA损伤风险评价

文海若#，叶 倩#，于 敏，王 雪，汪 祺*，耿兴超*

中国食品药品检定研究院，北京 100050

摘 要：目的 使用人肝癌HepG2细胞筛选亚硝胺的体外彗星试验的S9 mix配方，并对 17种常见的亚硝胺化合物开展彗星

试验，研究其 DNA 亲和力和碱基嵌入风险。方法 在非 S9 活化和 S9 活化条件下对 HepG2 细胞进行 N-二甲基亚硝

胺（NDMA）、N-二乙基亚硝胺（NDEA）、N-亚硝基二丁胺（NDBA）、N-亚硝基二异丙胺（NDIPA）、N-亚硝基-N-甲基-4-氨基丁

酸（NMBA）、N-亚硝基甲乙胺（NMEA）、N-亚硝基-N-乙基异丙胺（NEIPA）、N-亚硝基二丙胺（NDPA）、N-甲基-N-亚硝基苯

胺（NMPA）、亚硝基二苯胺（NDPh）、二乙醇亚硝胺（NDELA）、亚硝基吗啉（NMOR）、亚硝基 -N-甲基 -N-（2-苯基）乙

胺（NMPEA）、亚硝基吡咯烷（NPYR）、亚硝基哌啶（NPIP）、4-甲基亚硝胺基 -1-3-吡啶基 -1-丁酮（NNK）、N-亚硝基降烟

碱（NNN）给药处理，2种条件均设置溶媒对照（0.5% DMSO）、3个浓度梯度的给药组和阳性对照组，在非S9活化条件下以

甲基磺酸甲酯（MMS）为阳性对照，S9活化条件下以环磷酰胺（CP）为阳性对照。以NDMA和NDEA为例比较 3种S9 mix

配方对亚硝胺化合物体外DNA亲和力和DNA损伤风险，选择效果最优者开展剩余化合物在S9条件下的彗星试验，计算各

组尾DNA含量百分率（%tail DNA）的平均值和中位数。结果 在非 S9代谢活化条件下 17种常见亚硝胺化合物均未导致

HepG2细胞核DNA明显损伤。S9 mix配方C中S9体积分数仅为 3.36%，但对亚硝胺化合物的代谢活化效果最佳。在该条件

下，除NDPh外，其余亚硝胺化合物均对HepG2细胞存在DNA的损伤作用。烷基类亚硝胺化合物对DNA损伤作用强弱顺

序依次为NDMA＞NEIPA＞NDPA＞NMEA＞NDEA＞NDBA＞NDIPA，与化合物 α氢的数目基本呈正相关。含苯基的亚硝

胺化合物对 DNA 损伤作用强弱顺序依次为 NMPEA＞NMPA＞NDPh，而环状亚硝胺化合物对 DNA 损伤作用强弱顺序为

NMOR＞NPIP≈NPYR。结论 提供最新的亚硝胺化合物体外DNA损伤风险数据，并提出适宜亚硝胺化合物的体外彗星试

验S9 mix配方，为亚硝胺化合物的毒性评价提供手段。
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Abstract: Objective The S9 mix formula of in vitro comet assay for nitrosamines was evaluated by human hepatoma HepG2 cells,

and 17 common nitrosamines were tested by comet assay to study their DNA affinity and base embedding risk. Method HepG2 cells

were treated with N-dimethylnitrosamine (NDMA), N-diethylnitrosamine (NDEA), N-nitrosodibutylamine (NDBA), N-

nitrosodiisopropylamine (NDIPA), N-nitroson-N-methyl-4-aminobutyric acid (NMBA), N-nitrosomethylethylamine (NMEA), N-

nitroson-ethylisopropylamine (NEIPA), N-nitrosodipropyleneamine (NDPA), N-methyl-n-nitroaniline (NMPA),

nitrosodiphenylamine (NDPh), diethanol nitrosamine (NDELA), nitrosomorpholine (NMOR), nitroso-N-methyl-N- (2-phenyl)

ethylamine (NMPEA), nitrosopyrrolidine (NPYR), nitroso piperidine (NPIP), 4-methylnitrosamine-1-3-pyridyl-1-butanone (NNK),

N-nitrosonornicotine (NNN) under non-S9-activated and S9-activated conditions, solvent control (0.5% DMSO), administration
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group with three concentration gradients and positive control group were set up, and methyl methylate (MMS) was used as the

positive control under non-S9-activated conditions meanwhile cyclophosphamide (CP) as the positive control under the S9-activated

conditions. Before the comet assay under S9-activated conditions, taking NDMA and NDEA as examples, the DNA affinity and

DNA damage risk of three S9 mix formulations to nitrosamines in vitro were compared, then the average and median of %tail DNA

in each group were calculated. Results Seventeen common nitrosamines didn't introduce significant nuclear DNA damage in HepG2

under the condition without S9 metabolic activation. The content of S9 in S9 mix formula C is only 3.36%, whereas demonstrated

the best metabolic activation effect on nitrosamines, and all nitrosamine compounds had DNA damage effect on HepG2 cells under

this condition except NDPh. The order of the strength of alkyl nitrosamines on DNA damage was as follows: NDMA > NEIPA >

NDPA > NDIPA > NMEA > NDEA > NDBA, which had a positive correlation with the number of α-hydrogen of compound. The

order of DNA damage caused by nitrosamines containing phenyl groups was as follows: NMPEA > NMPA > NDPh, and the order of

DNA damage caused by cyclic nitrosamines was as follows: NMOR > NPIP ≈ NPYR. Conclusion This study provides the latest

DNA damage risk data in vitro for nitrosamines, and a suitable comet assay S9 mix formula for nitrosamines in vitro was proposed,

which provides a powerful method for the toxicity evaluation of nitrosamines.

Key words: nitrosamines; DNA damage; in vitro comet assay; HepG2 cells; metabolic activation

亚硝胺类化合物简称亚硝胺，是一类以亚硝基

为母核的化合物［1］。国际癌症研究机构（IARC）于

1972 年将二甲基亚硝胺（NDMA）、N-二乙基亚硝

胺（NDEA）等亚硝胺类化合物列为 2A 类致癌物。

即对人类致癌证据有限，但在动物中获得充足的致

癌数据且具备致癌物特征的化合物［2］。近年来，缬

沙坦、雷尼替丁、二甲双胍等药物中亚硝胺类化合

物含量超过规定限量的事件引发社会对亚硝胺的

遗传毒理学评价及研究的关注。然而，亚硝胺类化

合物种类繁多，而相关致突变性研究数据十分陈旧

且可靠性有待考察。

彗星试验是评价化合物诱导DNA损伤风险的

常用遗传毒性评价方法，用于检测单链断裂、双链

断裂、氧化损伤和DNA交联等多种损伤［3］。试验原

理主要基于损伤的DNA与完整的DNA电泳时的迁

移速率不同，损伤的DNA经电泳后可形成“彗星”样

结构，从而可通过凝胶电泳来区分受试物是否导致

DNA链断裂［4］。通过测定DNA迁移部分的光密度

可考察单个细胞DNA损伤程度，从而确定受试物的

作用剂量与 DNA损伤效应的关系［5］。尽管彗星试

验的检测终点不是基因突变，但彗星试验结果为阳

性时可提示化合物具有一定DNA亲和力，其结果可

以作为细菌突变试验的补充。本研究使用人肝癌

HepG2 细胞比较了 3 种亚硝胺体外彗星试验的 S9

mix配方，并对 17种常见的亚硝胺化合物开展彗星

试验，研究其DNA亲和力和碱基嵌入风险。

1 材料

1.1 细胞

HepG2 细胞（10 代以内）来自中国医学科学院

细胞库，液氮保存。使用DMEM培养基（含 10%胎

牛血清、1%青霉素链霉素混合液）于 37 ℃、5% CO2

条件下培养传代。扩增至所需细胞量后，进行给药

及后续检测。

1.2 主要试剂

受试物：NDMA（批号 510166-201902，质量分

数 99.7%）、NDEA（批号 510168-101902，质量分数

99.7%）购自中国食品药品检定研究院；N-亚硝基二

丁 胺（NDBA，批 号 19-NNI-69-61，质 量 分 数

99.59%）、N-亚硝基二异丙胺（NDIPA，批号 19-NIT-

06-45，质量分数 99.42%）、N-亚硝基-N-甲基-4-氨基

丁 酸（NMBA，批 号 19-NIT-11-70，质 量 分 数

99.77%）、N-亚硝基甲乙胺（NMEA，批号 19-NIT-42-

70，质量分数 98.49%）、N- 亚硝基 -N- 乙基异丙

胺（NEIPA，批号 19-NIT-05-52，质量分数 96.31%）、

N-亚硝基二丙胺（NDPA，批号 20-NIT-27-31，质量分

数 99.23%）、N-甲基-N-亚硝基苯胺（NMPA，批号 19-

NIT-24-56，质 量 分 数 96.77%）、亚 硝 基 二 苯

胺（NDPh，批号 20-NIT-51-39，质量分数 99.34%）、二

乙醇亚硝胺（NDELA，批号 20-NIT-36-49，质量分数

99.22%）、亚硝基吗啉（NMOR，批号 20-NIT-40-52，

质量分数 99.32%）、亚硝基-N-甲基-N-（2-苯基）乙

胺（NMPEA，批号 20-NIT-46-20，质量分数 99.93%）、

亚硝基吡咯烷（NPYR，批号 20-NIT-09-61，质量分数

99.9%）、亚硝基哌啶（NPIP，批号 19-NNI-11-15，质

量分数 97.83%）、4-甲基亚硝胺基-1-3- 吡啶基-1-丁

酮（NNK，批号 20-MET-49-51，质量分数 99.93%）、

N-亚硝基降烟碱（NNN，批号 20-NIT-37-64，质量分

数 99.73%）购 自 美 国 Pharmaceutical Chemistry

Laboratory。DMEM 培养基（中国 Solarbio 公司）；

0.25%胰酶（北京全式金生物技术股份有限公司）；
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胎牛血清（以色列 Biological Industries 公司）；二甲

基 亚 砜（DMSO，中 国 Solarbio 公 司）；Trevigen

Comet Assay® Kit彗星检测试剂盒（美国Trevigen公

司 ）；SYBR Green I nuclei acid gel stain（ 美 国

Invitrogen 公司）。阳性对照甲基磺酸甲酯（MMS，

批号MKCG1346）和环磷酰胺（CP，批号WXBD028

9V）购自美国 Sigma Aldrich 公司。大鼠肝 S9 混合

液（由苯巴比妥钠和 β-萘黄酮联合诱导大鼠肝脏制

成）购自江苏齐氏生物科技有限公司。

1.3 主要仪器

5810R 型 离 心 机（ 德 国 Eppendorf 公 司 ）；

DYCP31F 型电泳仪（北京市六一仪器厂）；Eclipse

80i 荧光显微镜（日本 Nikon 公司）；Komet 6.0 图像

分析系统（英国Andor Technology公司）。

2 方法

2.1 细胞培养和给药处理

2.1.1 细胞培养 HepG2 细胞以 2×105·mL−1接种

到含 2 mL DMEM培养基（含 10%胎牛血清、1%青

霉素和链霉素混合液）的6孔板中，并于37 ℃、5% CO2

条件下培养24 h。使用PBS清洗2次后，进行给药处理。

2.1.2 非 S9条件下给药处理 试验平行设置溶媒

对照（0.5% DMSO）组、给药组（每种化合物 3 个浓

度，最高浓度产生的细胞毒性不超过 50%，NDMA：

15、30、70 μg·mL−1，NDEA：25、50、100 μg·mL−1，

NMBA、NMPA、NDIPA、NEIPA、NDELA、NDPA、

NMOR、NMEA、NPIP、NPYR：32.5、75.0、150.0 μg·mL−1，

NDBA、NDPh、NMPEA、NNN、NNK：50、100、

200 μg·mL−1）和MMS（阳性对照，25 μg·mL−1）组，每

孔添加 2 mL含 0.5% DMSO或药物的DMEM（不含

血清）。将 6孔板缓慢震荡混匀后，置于 37 ℃、5%

CO2条件下培养 24 h。使用胰酶消化细胞，并于室

温以 1 000 r·min−1离心 5 min，弃上清。使用培养基

将细胞密度稀释至2×105·mL−1。

2.1.3 S9条件下给药处理试验 开展 S9条件下的

正式试验前，本研究以NDMA和NDEA为例比较了

3种不同 S9 mix配方（配方A来自常用细菌回复突

变试验［6］、配方 B 来自体外染色体畸变试验［7］和配

方 C 来自文献中的体外彗星试验［8］，配方见表 1）。

之后选择效果最优者开展 17种亚硝胺化合物 S9条

件下的彗星试验。

平行设置溶媒对照（0.5% DMSO）组、给药

组（每种化合物 3个浓度，最高浓度产生的细胞毒性

不 超 过 50%，NDMA、NDEA、NMBA、NMPA、

NDIPA、NEIPA、NDPh、NDPA：250、500、1 000 μg·mL−1；

NMOR、NMEA、NDELA、NDBA、NMPEA、NPIP、

NPYR、NNN、NNK：125、250、500 μg·mL−1）和

CP（阳性对照，100 μg·mL−1）组。每孔添加 1.8 mL

含0.5% DMSO或药物的DMEM（不含血清）和 0.2 mL

S9 mix。将 6孔板缓慢震荡混匀后，置于 37 °C、5%

CO2条件下培养 4 h，弃上清，PBS 清洗 2 次，每

孔添加 2 mL DMEM（含血清），置于 37 ℃、5%

CO2 条件下培养 20 h。使用胰酶消化细胞，并于室

温以 1 000 r·min−1离心 5 min，弃上清。使用培养基

将细胞密度稀释至2×105·mL−1。

2.2 彗星试验

参照 Trevigen Comet Assay® Kit 彗星检测试剂

盒说明准备裂解液、LMAgarose 等试剂，放置适宜

温度保存。1.5 mL试管37 ℃水浴预热，每管预先加

入500 μL Comet LMAgarose。取单细胞悬液50 μL，用

移液头迅速混合均匀 1～2次后铺片，保证细胞均匀

表1 不同S9 mix配方组成

Table 1 Composition of different S9 mix formulations

配方A

组分

灭菌注射用水

0.2 mol·L−1 PNa缓冲液

0.1 mol·L−1 β-NADP Na2

1 mol·L−1 G-6-P-Na2

1.65 mol·L−1 KCl-0.4 mol·L−1 MgCl2

10% S9

S9 mix总量

体积/mL

3.35

5.00

0.40

0.05

0.20

1.00

10.00

配方B

组分

灭菌注射用水

20 mol·L−1 Hepes缓冲液（pH 7.2）

50 mmol·L−1 MgCl2

330 mmol·L−1 KCl

50 mmol·L−1 G-6-P

40 mmol·L−1 β-NADP Na2

30% S9

S9 mix总量

体积/mL

1

2

1

1

1

1

3

10

配方C

组分

12.5 mmol·L−1 MgCl2

37.5 mmol·L−1 KCl

12.5 mmol·L−1 CaCl2

7.5 mmol·L−1 β-NADP Na2

9.375 mmol·L−1 G-6-P

62.5 mmol·L−1 NaH2PO4

62.5 mmol·L−1 Na2HPO4

3.36% S9

S9 mix总量

体积/mL

1.6

1.6

1.6

1.6

1.6

1.6

1.6

0.4

10.0
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分布于每孔，每个样本平行 2孔。铺片结束后迅速

将玻片置于 4 ℃、避光冷却 30 min。将玻片置于

4 ℃预冷的裂解液中避光，4 ℃过夜，裂解液平面刚

好没过玻片表面。裂解后使用预冷的超纯水清洗 3

次，每次5 min。预先将电泳槽置于密闭冰盒内冷却

备用。将玻片平行码放在电泳槽内，缓缓添加预冷

的碱性解旋液（pH＞13）没过玻片。室温、避光解旋

20 min。电泳时设置电压为 32 V，此时电流约为

300 mA，电泳时间 20 min。电泳结束后，取出玻片，

轻轻擦拭，去除多余液体。在中和液中漂洗 5 min，

更换新的中和液漂洗 15 min。之后取出玻片，浸于

无水乙醇溶液脱水至少 15 min。将玻片放置通风

处，室温自然干燥。染色时用稀释过的 SYBR

Gold®（1∶10 000）染色 30 min，去除多余液体，室温、

避 光 晾 干 。 染 色 结 束 后 使 用 Comet Assay

IV（Istem）彗星图像分析软件进行分析，每个样品设

置 2个复孔，每个复孔至少计数 75个彗星细胞的尾

DNA含量百分率（%tail DNA），计算每组%tail DNA

的平均值及中位数。

2.3 数据处理

所有数据均以每组 2 个复孔的 x
—
±s表示，对 3

组及以上数据应用GraphPad Prism 7软件采用单因

素方差分析对结果进行统计分析。

3 结果

3.1 非S9条件下试验结果

在非 S9 代谢活化条件下（表 2），阳性对照

组（25 μg·mL−1 MMS）的%tail DNA 中位数和平均

值与溶媒对照组比较显著升高（P＜0.001），提示试

表2 非S9条件下亚硝胺化合物对%tail DNA中位数、平均值的影响

Table 2 Effects of nitrosamines compounds on %tail DNA median and average in non-S9 condition

组别

溶媒对照

MMS

NDMA

NDEA

NMBA

NMPA

NDIPA

NEIPA

NDELA

NDPA

质量浓度/

（μg·mL−1）

—

25

15

30

70

25

50

100

32.5

75.0

150.0

32.5

75.0

150.0

32.5

75.0

150.0

32.5

75.0

150.0

32.5

75.0

150.0

32.5

75.0

150.0

%tail DNA

中位数

2.46±0.47

14.38±1.20***

1.35±0.23

1.11±0.38

1.70±0.64

0.71±0.00

0.41±0.18

0.52±0.04

0.95±0.16

0.47±0.04

0.45±0.18

0.74±0.63

0.60±0.27

1.16±0.66

0.61±0.48

1.40±0.60

0.66±0.06

0.49±0.11

0.35±0.01

0.23±0.06

2.01±1.18

0.95±0.30

0.81±0.18

2.44±0.77

1.62±0.51

0.50±0.29

%tail DNA

平均值

4.35±0.68

14.93±0.35***

4.46±0.58

4.37±0.58

3.98±0.25

2.71±0.17

2.70±0.38

2.44±0.84

2.71±0.70

2.67±0.21

3.14±0.23

2.56±0.47

2.35±0.23

3.27±0.10

2.04±0.36

2.68±0.07

2.18±0.47

1.68±0.27

1.80±0.17

1.87±0.53

3.90±1.43

3.39±0.22

3.20±0.58

5.54±1.48

3.79±0.03

2.98±0.06

组别

NMOR

NMEA

NPIP

NPYR

NDBA

NDPh

NMPEA

NNN

NNK

质量浓度/

（μg·mL−1）

32.5

75.0

150.0

32.5

75.0

150.0

32.5

75.0

150.0

32.5

75.0

150.0

50

100

200

50

100

200

50

100

200

50

100

200

50

100

200

%tail DNA

中位数

0.70±0.12

0.98±0.12

0.72±0.25

1.74±0.08

0.94±0.06

1.28±0.07

0.50±0.05

0.35±0.02

0.89±0.19

0.42±0.01

0.32±0.10

0.39±0.06

1.92±1.17

1.16±0.03

0.69±0.20

1.11±0.25

0.26±0.11

0.37±0.34

1.20±0.69

0.31±0.01

1.61±1.15

1.74±0.36

3.55±0.45

1.42±0.10

2.50±0.66

2.57±0.04

2.26±0.36

%tail DNA

平均值

2.60±0.37

2.78±0.19

3.17±0.17

3.21±0.19

2.38±0.35

3.35±0.18

2.34±0.65

1.81±0.21

2.38±0.78

2.08±0.14

1.84±0.51

1.99±0.01

3.26±0.80

2.63±0.23

2.09±0.04

3.80±0.18

2.72±0.04

1.57±0.09

3.64±1.06

2.78±0.12

3.64±0.03

3.84±0.72

5.04±0.03

3.13±0.06

4.55±0.71

4.28±0.33

4.03±0.37

与溶媒对照组比较：***P＜0.001
***P < 0.001 vs solvent control group
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验体系成立。所有亚硝胺化合物的平均%tail DNA

中位数和平均值与溶媒对照组相比均未见显著性

差异。

3.2 体外彗星试验S9 mix配方比较

使 用 NDMA 和 NDEA 比 较 3 种 不 同 S9

mix（配方 A、B 和 C）对体外彗星试验结果的影

响（ 表 3、4）。 经 配 方 A 代 谢 活 化 处 理 后 ，

NDMA 1 200、2 400 μg·mL−1组%tail DNA 中位数与

溶媒对照组相比均显著升高（P＜0.05）；NDMA 和

NDEA各浓度组%tail DNA平均值与与溶媒对照组

相比均显著升高（P＜0.01、0.001）。

经配方 B 代谢活化处理后 ，NDMA 1 200、

2 400 μg·mL−1 组%tail DNA中位数与溶媒对照组

相比显著升高（P＜0.05），NDEA 各浓度组% tail

DNA 中位数与溶媒对照组相比显著升高（P＜

0.01）；NDEA各浓度组%tail DNA平均值与溶媒对

照组相比显著升高（P＜0.05、0.01）。

而经配方C代谢活化处理后，NDMA所有浓度

组%tail DNA中位数和平均值与溶媒对照组相比显

著升高（P＜0.001）；NDEA 500、1 000 μg·mL−1

组%tail DNA中位数与平均值与溶媒对照组比较显

著升高（P＜0.01、0.001）。

与配方A和B相比，配方C可在更低浓度下检

测出亚硝胺化合物的DNA损伤结果，更适于亚硝胺

化合物体外DNA亲和力和DNA损伤风险的筛选。

3.3 S9 mix条件下试验结果

本研究继续使用 S9 mix 配方 C 开展代谢活化

条件下的体外彗星试验（表 5）。除NDPh组的%tail

DNA中位数和平均值、NMPA组的%tail DNA中位

数外，所有亚硝胺化合物均可导致 HepG2 细胞

的%tail DNA中位数和平均值升高，且变化与溶媒

对照组相比存在显著性差异（P＜0.05、0.01、0.001）。

其中 ，NDMA、NEIPA 和 NMPEA 的作用明显 ；

NDEA、NMBA、NMPA、NDPA、NMOR、NMEA、

NPIP和NNN的作用稍弱；NDIPA、NDELA、NDBA、

NPYR和NNK也表现出对DNA的损伤作用但作用

表3 不同S9配方对%tail DNA中位数的影响

Table 3 Effects of different S9 formulations on %tail DNA median

组别

溶媒对照

NDMA

NDEA

质量浓度/

（μg·mL−1）

—

600

1 200

2 400

600

1 200

2 400

%tail DNA中位数

配方A

1.01±0.11

2.56±0.83

3.04±0.21*

3.06±0.18*

2.82±0.51

2.49±1.07

2.82±0.09

配方B

0.99±0.13

1.98±0.01

2.33±0.57*

2.54±0.65*

2.66±0.34**

3.34±0.06**

3.36±0.06**

组别

溶媒对照

NDMA

NDEA

浓度/

（μg·mL−1）

—

250

500

1 000

250

500

1 000

配方C

%tail DNA中位数

1.35±0.18

10.00±0.28***

11.77±0.63***

8.86±0.99***

2.96±0.23

4.45±0.27**

6.67±0.25***

与溶媒对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001
*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 vs solvent control group

表4 不同S9配方对%tail DNA平均值的影响

Table 4 Influence of different S9 formulations on %tail DNA average value

组别

溶媒对照

NDMA

NDEA

质量浓度/

（μg·mL−1）

—

600

1 200

2 400

600

1 200

2 400

%tail DNA平均值

配方A

2.43±0.31

4.84±0.08***

4.30±0.14**

4.80±0.19***

4.62±0.34***

4.46±0.53***

5.02±0.14***

配方B

2.85±0.09

4.43±0.95

3.78±0.54

4.29±0.17

4.58±0.00*

5.13±0.50**

5.05±0.34*

组别

溶媒对照

NDMA

NDEA

质量浓度/

（μg·mL−1）

—

250

500

1 000

250

500

1 000

配方C

%tail DNA平均值

4.47±0.21

11.67±0.79***

14.12±1.11***

10.67±0.01***

4.96±0.22

8.05±0.09**

8.98±1.06**

与溶媒对照组比较：**P＜0.01 ***P＜0.001
**P < 0.01 ***P < 0.001 vs solvent control group
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更弱；而 NDPh 的结果为阴性，即对 DNA 无损伤

作用。

4 讨论

彗星试验可用于检测单链断裂的 DNA 损伤、

DNA-DNA或DNA-蛋白质交联损伤和单链断裂的

不完全切除修复位点［9］。该方法仅需少量细胞即可

检测低水平的DNA损伤和损伤的修复能力，方法较

为简便。Tafazoli等［10］研究开展彗星试验检测 5种

氯化烷、烯类物质的DNA损伤作用，发现氯基数目

多寡和结构中是否存在双键是否影响其DNA损伤

的决定性因素，提示彗星试验可用于考察化合物结

构与DNA亲和力之间的关联。本研究使用HepG2

细胞在无和有大鼠 S9代谢活化条件下开展彗星试

验，结果提示，在非 S9代谢活化条件下 17种常见亚

硝胺化合物均未导致 HepG2 细胞核 DNA 明显损

伤，验证了亚硝胺化合物需经代谢活化后才能产生

DNA 反应活性，与文献报道一致［11］。经适宜的 S9

代谢活化条件处理后，除NDPh外所有亚硝胺化合

物均对HepG2细胞存在DNA的损伤作用。烷基亚

硝胺对 DNA 损伤作用强弱顺序依次为 NDMA＞

NEIPA＞NDPA＞NMEA＞NDEA＞NDBA＞NDIPA，

与化合物 α-氢的数目基本成正相关。含苯基的亚

硝胺化合物对 DNA 损伤作用强弱顺序依次为

NMPEA＞NMPA＞NDPh，而环状亚硝胺类化合物

表5 S9代谢活化条件下亚硝胺化合物对%tail DNA中位数的影响

Table 5 Effects of nitrosamines compounds on %tail DNA median and average under S9 metabolic activation

组别

溶媒对照

CP

NDMA

NDEA

NMBA

NMPA

NDIPA

NEIPA

NDPh

NDPA

质量浓度/

（μg·mL−1）

—

100

250

500

1 000

250

500

1 000

250

500

1 000

250

500

1 000

250

500

1 000

250

500

1 000

250

500

1 000

250

500

1 000

%tail DNA

中位数

1.35±0.18

7.14±0.10***

8.96±0.43***

11.77±0.63***

8.86±0.99***

2.96±0.23

4.45±0.27*

6.67±0.25***

4.01±0.20

4.81±1.17*

1.46±0.02

4.14±0.55

3.69±0.39

2.53±0.21

4.95±0.23**

3.24±0.66

0.97±0.48

9.52±0.52***

10.81±0.20***

7.36±0.23***

1.61±0.59

0.59±0.07

0.35±0.23

6.25±1.41***

5.79±0.20***

3.23±0.02

%tail DNA

平均值

4.47±0.21

11.34±0.59***

11.83±1.12***

14.12±1.11***

10.67±0.01***

4.96±0.22

8.05±0.09***

8.98±1.06***

7.55±0.29***

9.92±0.48***

4.41±0.23

7.40±0.19***

8.33±0.17***

8.01±0.37***

9.30±0.77***

6.08±0.23

4.23±0.25

11.21±0.96***

12.61±0.19***

9.96±0.41***

4.44±0.50

3.45±0.65

2.38±0.12

10.66±0.76***

8.57±1.01***

6.58±0.30*

组别

NMOR

NMEA

NDELA

NDBA

NMPEA

NPIP

NPYR

NNN

NNK

质量浓度/

（μg·mL−1）

125

250

500

125

250

500

125

250

500

125

250

500

125

250

500

125

250

500

125

250

500

125

250

500

125

250

500

%tail DNA

中位数

7.31±2.13***

6.14±0.17***

3.49±0.82

5.35±0.55**

5.89±0.13***

6.88±0.26***

5.45±0.22**

5.26±1.01**

3.80±0.72

5.51±0.56**

4.96±0.53**

4.96±0.42**

24.10±2.12***

26.21±2.64***

27.75±0.42***

6.83±1.35***

5.95±1.71***

4.26±1.15

4.05±0.51*

5.10±0.23**

5.60±0.94***

5.78±1.16***

8.01±2.10***

5.12±1.27*

4.56±1.33*

3.05±0.36

3.86±0.28

%tail DNA

平均值

8.96±1.35***

7.20±0.38**

5.39±0.04

7.57±0.19***

8.00±0.33***

9.28±0.01***

7.18±0.03**

6.96±0.93**

5.53±0.49

7.10±0.17**

7.39±0.06***

6.08±0.22

24.02±0.37***

26.38±1.43***

27.74±0.06***

8.66±0.76***

7.25±0.40**

6.39±0.69

6.88±0.40**

6.73±0.38*

7.91±0.91***

8.52±1.22***

9.56±1.25***

7.07±0.26**

6.34±0.48

6.74±0.53*

6.01±0.32

与溶媒对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001
*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 vs solvent control group
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对 DNA 损伤作用强弱顺序为 NMOR＞NPIP≈
NPYR。Wagner等［8］使用中国仓鼠卵巢细胞开展体

外彗星试验，所用 5种亚硝胺化合物其DNA损伤强

度的顺序依次为 NDMA＞NPIP＞NMOR＞NDPh，

且 NDPh 仅在 1 个浓度下具有 DNA 损伤作用，而

NPYR的结果为阴性。该研究结论与本研究大致相

符，但在强弱排序上存在一定差异，其原因可能与

体外彗星试验条件未达成统一，且所用的代谢活化

系统不同有关。

体外彗星试验常用细胞系包括人肝癌 HepG2

细胞、中国仓鼠卵细胞CHO和小鼠淋巴瘤 L5178Y

等。多数细胞不具备代谢活化能力，需在试验系统

中额外添加 S9代谢活化体系检测受试物的代谢产

物是否具有DNA损伤潜力。HepG2细胞含有多种

与遗传毒性致癌物代谢过程有关的 I相代谢酶［如

细 胞 色 素 P450（CYP）1A1、CYP1A2、CYP2B 和

CYP2E1］及 II相代谢酶（如谷胱甘肽-S-转移酶、磺

基转移酶、N-乙酰基转移酶和葡糖醛酸基转移酶

等）［12］，其对药物的代谢活化效果与 S9相当［13］。肝

脏是亚硝胺化合物的主要毒性作用靶器官，故肝细

胞来源的 HepG2细胞是适合评价亚硝胺化合物毒

性的体外细胞模型。然而，本研究结果提示在不额

外添加代谢活化体系条件下，HepG2细胞自身的代

谢酶无法将亚硝胺化合物充分代谢活化。这可能

与HepG2缺乏CYP2E1和CYP1A2等亚硝胺化合物

的主要代谢酶有关［14］。部分文献报道在无 S9的条

件下使用 HepG2 细胞开展体外彗星试验未检出

NDMA 存在 DNA 损伤作用 ，与本研究结果一

致［15-16］。当前体外彗星试验方法尚未达成标准化。

直接套用传统细菌回复突变试验的 S9 mix配方或

体外染色体畸变试验的S9 mix配方，无法使亚硝胺

化合物充分代谢。参考 Wagner等［8］制备的 S9 mix

配方中 S9体积分数仅为 3.36%，但对亚硝胺化合物

的代谢活化效果最佳。

综上所述，本研究提供了亚硝胺化合物体外

DNA 损伤风险数据，并针对亚硝胺化合物的特

点（代谢产物产生致突变性）对彗星试验条件进行

优化，为亚硝胺化合物的毒性评价提供有力手段。
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