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大鼠和小鼠Pig-a基因突变试验历史背景数据采集
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摘 要：目的　介绍大鼠及小鼠Pig-a基因突变试验方法，并汇总国家药物安全评价监测中心 2015—2022年开展的基于免

疫磁珠检测法的大鼠及小鼠 Pig-a 基因突变试验背景数据。方法　阴性物质包括超纯水和 0.5% 羧甲基纤维素钠（CMC-

Na），雄性C57BL/6J小鼠间隔 24 h ig 0.5% CMC-Na，连续 7 d；雄性 SD大鼠间隔 24 h ig 0.5% CMC-Na，连续 14 d；大鼠间隔

24 h ig超纯水，连续 3 d。阳性对照为已知致细菌突变化合物，包括 N-乙基-N-亚硝基脲（ENU，10、40 mg·kg−1）、盐酸丙卡巴

肼（PCZ，60、150 mg·kg−1）、乌拉坦（EC，300、800 mg·kg−1）、N- 亚硝基二甲胺（NDMA，1.5 mg·kg−1）、N- 亚硝基二乙

胺（NDEA，15 mg·kg−1）。小鼠间隔 24 h ig ENU 40 mg·kg−1，连续 3 d；间隔 24 h ig NDMA 1.5 mg·kg−1、NDEA 15 mg·kg−1，连

续 7 d。大鼠间隔 24 h ig PCZ 150 mg·kg−1、EC 800 mg·kg−1、ENU 40 mg·kg−1 ，连续 3 d；间隔 24 h ig PCZ 60 mg·kg−1、EC 

300 mg·kg−1、ENU 10 mg·kg−1，连续 28 d。分别于给予受试物前，首次给予后 14、28 d采集外周血，用流式细胞术检测大鼠

红细胞表面CD59蛋白的结合情况，结合免疫磁性计数微球技术计算网织红细胞（RETs）占总红细胞的百分率（%RET）（作为

外周血毒性考察指标）、总红细胞中CD59表达为阴性细胞（RBCCD59−，即突变的总红细胞）发生率和RETs中CD59表达为阴性

细胞（RETCD59-，即突变的RETs）发生率。结果　各试验%RET数值均无大幅增加。SD大鼠和C57BL/6J 小鼠的阴性对照组

RBCCD59-和 RETCD59-突变率均低于 5×10−6，小鼠的背景值相对不稳定。连续 3 d ig给予小鼠 40 mg·kg−1的ENU，RBCCD59−和
RETCD59−发生率自给药后 2周开始均大幅增加（P＜0.05），给药后 4周进一步增加（P＜0.01、0.001）；给予小鼠NDMA后 2、4周，

RBCCD59−发生率略有增加，但仍在阴性背景范围内，但RETCD59−发生率在给药后第 2周大幅增加（P＜0.001），给药后第 4周则大

幅回落；给予小鼠NDEA后 2周，RBCCD59−和RETCD59−发生率均有所增加（P＜0.05、0.001），给药后第 4 周则有所降低。连

续 3 d ig给予大鼠 40 mg·kg−1 ENU，或连续 28 d ig给予大鼠 10 mg·kg−1 ENU，RBCCD59−、RETCD59−发生率自给药后第 2周开始均大

幅增加（P＜0.001），给药后第 4 周进一步增加（P＜0.001）；连续 3、28 d ig 给予大鼠不同剂量的 PCZ 或 EC 后，RBCCD59−和
RETCD59−发生率的变化趋势与ENU类似，但EC诱发的突变细胞率低于ENU和 PCZ。结论　体内Pig-a基因突变试验可在首

次给药后4周内有效检出致细菌突变化合物ENU、PCZ、EC、NDMA、NDEA的致突变性。提供了大鼠和小鼠Pig-a基因突

变试验的背景值范围，为标准化试验方法的建立和研究结果的判定提供借鉴。
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Abstract: Objective The method of Pig-a gene mutation assay in rats and mice was introduced, and the background data based on 

immunomagnetic beads carried out by the National Center for Safety Evaluation of Drugs from 2015 to 2022 were summarized.

Methods The negative substances included ultrapure water and 0.5% carboxymethyl cellulose sodium (CMC-Na). Male C57BL/6J 

mice received 0.5% CMC-Na at an interval of 24 h for seven consecutive days. Male SD rats were given 0.5% CMC-Na at an 

interval of 24 h for 14 consecutive days. Rats were given ultrapure water at an interval of 24 hours for three consecutive days. 
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Positive controls were known bacterial mutagenic compounds, including N-ethyl-N-nitrosourea (ENU, 10 and 40 mg·kg−1), 

procarbazide hydrochloride (PCZ, 60 and 150 mg·kg−1), uratan (EC, 300 and 800 mg·kg−1), N-nitrosodimethylamine (NDMA, 

1.5 mg·kg−1), and N-nitrosodiethylamine (NDEA, 15 mg·kg−1). Mice were given ENU 40 mg·kg−1 at an interval of 24 h for three 

consecutive days, and given NDMA 1.5 mg·kg−1 and NDEA 15 mg·kg−1 at an interval of 24 h for seven consecutive days. Rats were 

given PCZ 150 mg·kg−1, EC 800 mg·kg−1, and ENU 40 mg·kg−1 at 24 hour intervals for three consecutive days, and given PCZ 

60 mg·kg−1, EC 300 mg·kg−1, and ENU 10 mg·kg−1 at 24 hour intervals for 28 consecutive days. Peripheral blood was collected 

before the administration of the test substance, 14 and 28 days after the first administration, and the binding of CD59 protein on the 

surface of rat red blood cells was detected by flow cytometry. The percentage of reticulocyte (RETs) in total red blood cells (%RET, 

as an indicator for peripheral blood toxicity), the incidence of CD59 expression in total red blood cells (RBCCD59−, i.e. mutated total 

red blood cells) and the incidence of CD59 expression in RETs (RETCD59- , i. e. mutated RETs) were calculated by using 

immunomagnetic counting microsphere technology. Results There was no significant increase in the % RET values for each 

experiment. The spontaneous RBCCD59- and RETCD59- mutation rates were lower than 5×10-6 in SD rats and C57BL/6J mice. The 

background values of mice are relatively unstable. After three consecutive days of ig administration of 40 mg·kg−1 of ENU to mice, 

the incidence of RBCCD59− and RETCD59− increased significantly from two weeks after administration (P < 0.05), and further increased 

at four weeks after administration (P < 0.01 and 0.001). After two and four weeks of administration of NDMA to mice, the incidence 

of RBCCD59− slightly increased, but remained within the negative background range. However, the incidence of RETCD59− increased 

significantly (P < 0.001) in the second week after administration and decreased significantly in the fourth week after administration. 

The incidence of RBCCD59− and RETCD59− increased two weeks after administration of NDEA to mice (P < 0.05 and 0.001), but decreased 

four weeks after administration. The incidence of RBCCD59− and RETCD59− increased significantly (P < 0.001) after three consecutive 

days of ig administration of 40 mg·kg−1 ENU to rats, or 28 consecutive days of ig administration of 10 mg·kg−1 ENU to rats, starting 

from the 2nd week after administration and further increasing at the 4th week after administration. After continuous administration 

of different doses of PCZ or EC to rats for 3 and 28 days, the trend of changes in the incidence of RBCCD59− and RETCD59− was similar 

to that of ENU, but the mutation cell rate induced by EC was lower than that of ENU and PCZ. Conclusion In vivo Pig-a gene 

mutation assay can effectively detect the mutagenicity of bacterial mutant compounds ENU, PCZ, EC, NDMA, NDEA within four 

weeks after the first administration. This study provides the background value range of Pig-a gene mutation assay in rats and 

mice, which provides reference for the establishment of standardized test methods and the determination of research results.

Key words: rat; mouse; Pig-a gene mutation assay; mutagenicity; historical background data

磷脂酰肌醇聚糖A类（Pig-a）基因突变试验是 1

种基于流式细胞术或有限稀释克隆法的检测方

法［1］。它通过检测细胞表面糖基磷脂酰肌醇（GPI）

锚定蛋白（如CD59和CD55等）的表达水平来考察

Pig-a基因突变频率，从而评价受试物对生物体的致

突变性。Pig-a基因位于X染色体上，其结构、功能

和位置在不同物种之间具有高度的保守性［2］。Pig-a

基因编码 N-乙酰氨基葡萄糖转移酶复合物，参与

GPI的早期生物合成。该基因的单一突变即可破坏

GPI的合成，导致细胞表面GPI锚定蛋白缺失［3］，因

此，可以以细胞膜表面GPI锚定蛋白的表达水平作

为考察致突变性的生物标志物。Bryce等［5］和Miura

等［4］于 2008年首次报道了大鼠外周血Pig-a基因突

变试验，作为 1种使用普通动物评估化合物体内致

突变性的方法。除大鼠外，该方法目前已应用于小

鼠［6］、猕猴［7］和人类［6］外周血样本中突变率的检测。

流式细胞术是最常用的Pig-a基因突变检测手

段。该方法利用荧光标记的单克隆抗体（如大鼠

CD59抗体、小鼠 CD24抗体等）标记目标细胞表面

GPI锚定蛋白的原理，对野生型细胞和突变型细胞

进行区分，并使用核酸染料区分正染红细胞和网织

红细胞（RETs）［8］。通过检测外周血中红细胞、RETs

的突变频率以及RETs占总红细胞的百分率（%RET），定

量分析 Pig-a 基因突变频率。因体内红细胞自发

Pig-a基因突变频率极低，为避免因大量突变频率为

0的样本而降低阳性样本检测能力，每个动物和每

个时间点应至少评估 1×106 个红细胞和 RETs［8］。

Dertinger等［9］为提高检测灵敏度，在原有试验方法

的基础上改进后开发了高通量免疫磁珠方法。免

疫磁珠法引入了Anti-PE微珠和LS柱以滤过去除野

生型细胞，引入抗血小板抗体（Anti-CD61-PE）以区

分红细胞与血小板，并加入计数珠估算总细胞的数

量。免疫磁珠法增加了分析样本中突变细胞的数

目，缩短了样本分析时间，提高了Pig-a基因突变试

验方法的特异性、灵敏性和检测效率。

随着近年来药物新靶点的开发和基于新型药
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效结构的药物设计的涌现，细菌回复突变试验结果

为阳性的化合物陆续出现。Pig-a基因突变试验作

为 1项不依赖特殊模型的体内致突变性评价试验，

可作为细菌回复突变试验为阳性的化合物的后续

评价方法。该方法可与重复给药毒性试验和其他

体内遗传毒性试验整合，并实现基因突变的动态监

测，符合人用药品技术要求国际协调理事会（ICH）

S2（R1）指导原则［10］的要求。ICH M7（R1）［11］中也指

出，当细菌回复突变试验结果为阳性时，Pig-a基因

突变试验可作为后续的方法选择。该方法已在

2020年完成国际实验室间联合验证工作，且经济合

作与发展组织（OECD）于 2022 年 6 月正式发布了

Pig-a基因突变试验指导原则［12］，极大地推进了该方

法的规范化。尽管目前大鼠Pig-a基因突变率相关

的背景数据积累较多，但小鼠及其他物种的 Pig-a

基因突变检测数据还有待丰富。

药品的临床前安全性评价强调试验系统的稳

定性和数据的可靠性，因此遗传毒性试验需积累背

景数据，作为试验结果判断的重要依据。国内目前

开展 Pig-a 基因突变试验的实验室较少，因此有必

要对试验方法进行标准化并建立相关背景数据。

本研究介绍大鼠及小鼠的 Pig-a 基因突变试验方

法，并汇总国家药物安全评价监测中心 2015—2022

年开展的基于免疫磁珠检测法的大鼠及小鼠Pig-a

基因突变试验数据，提供相关背景数据供相关研究

人员参考。

1　材料

1.1　实验动物

Pig-a基因突变试验通常用几种常用的实验室

大鼠品系进行，包括 SD、Wistar和 Fischer 344，对于

小鼠的研究相对较少。当前国内外大多数Pig-a基

因突变研究数据来自于雄性动物。如有证据提示

某种药物在代谢或生物利用度中存在性别差异，应

同时使用两性别动物进行研究。已有数据表明，就

Pig-a基因突变试验而言两性别大鼠对化合物的反

应相似［13-14］。国家药物安全评价中心汇总来自雄性

SD大鼠和雄性C57BL/6J小鼠的数据，动物 5～6周

龄。所有研究方案均通过国家药物安全评价监测

中心实验动物福利伦理委员会的伦理审查（伦理审

查 编 号 IACUC-2015-P014、 IACUC-2020-087、

IACUC-2021-072、IACUC-2022-065、IACUC-2022-

K005）。

1.2　主要仪器

FACSCalibur 流 式 细 胞 仪（BD bioscience 公

司）；Centrifuge5810R型高速冷冻离心机（Eppendof

公 司）；QuadroMACSTMSeparator 免 疫 磁 性 分 离

架（Miltenyi公司）。

1.3　主要试剂

超纯水（MilliQ-A10超纯水机自制）；羧甲基纤

维素钠（CMC-Na，质量分数 0.5%）、N-亚硝基二甲

胺（NDMA，批号 510166-201902，质量分数 99.7%）、

N-亚硝基二乙胺（NDEA，批号 510168-201902，质量

分数 99.7%），均购自中国食品药品检定研究院；盐

酸丙卡巴肼（PCZ，大连美仑生物技术有限公司，批

号 M0907A、J0506A，质量分数＞95%）；N-乙基-N-

亚硝基脲（ENU，批号 MKBR9522V、MKCD2123）、

乌拉坦（EC，批号 BCBL1422V、BCBP1319V，质

量 分 数 ≥99%），Sigma-Aldrich 公 司 ；PE-Anti-

CD24（批号1006113、0266611）、PE-Anti-CD61（批号

0321269、9070778）、Anti-CD59-PE（批号 3014963、

4308681、5061764、8298982）、Anti-CD61-PE（批号

4164574、8310876、8011602），BD Pharmingen公司。

2　方法

2.1　动物分组及给药

Pig-a基因突变细胞具有多剂量累积性与持久

性，因此OECD建议优先采用 28 d重复给药方案进

行Pig-a基因突变试验以进行监管安全性评估。对

于急性和 28 d给药研究，OECD建议至少在治疗开

始后 28～31 d进行突变分析，鼓励在更早的时间进

行采样以提供更多的信息［8］。如果试验设置恢复

期，则可以在较晚的时间点进行采样。鼓励在第一

次给药前进行 Pig-a 基因突变的分析，作为基线数

据，可以剔除自发突变频率异常高的动物，有利于

数据选择的准确性［15］。

平行设立阴性及阳性对照组，根据文献或前期

实验室工作确定各化合物给药剂量。阴性对照包

括超纯水和 0.5% CMC-Na，小鼠间隔 24 h 给予

0.5% CMC-Na，连续 7 d；大鼠间隔 24 h 给予 0.5% 

CMC-Na，连续 14 d；大鼠间隔 24 h 给予超纯水，连

续 3 d。阳性对照为已知致细菌突变化合物，包括

ENU（10、40 mg·kg−1）、PCZ（60、150 mg·kg−1）、

EC（300、800 mg·kg−1）、NDMA（1.5 mg·kg−1）、

NDEA（15 mg·kg−1），给药方案见图 1。均为 ig给药，

SD大鼠CMC-Na给药体积为 20 mL·kg−1，其余化合

物给药体积为 10 mL·kg−1。纳入统计的动物给药前

无异常临床症状和自发突变率（给药前检测值

不超过文献报道的溶媒 /阴性对照组背景数据

范围）。
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2.2　症状观察

给药期间每天上午和下午对所有动物进行隔

笼观察，内容包括动物是否死亡、濒死、活动状况、

外观及被毛、有无外伤、粪便情况等。

2.3　血样采集

于给药前和首次给药后 2、4周进行采血。动物

自尾静脉（大鼠）或眼内眦（小鼠）采血，每次每只动

物 100～200 μL，K2-EDTA 抗凝。采血时需使用异

氟烷吸入法麻醉，采血后棉球按压止血。末次采血

前无需禁食过夜，自由饮水。末次采血后以二氧化

碳吸入法实施安乐死。

血样暂时于 2～8 ℃条件下保存备用，5 d内用

于检测及复测。每次检测需取抗凝血约 80 μL。用

流式细胞术检测大鼠红细胞表面CD59蛋白的结合

情况，结合免疫磁性计数微球技术计算%RET（作为

外周血毒性考察指标）、总红细胞中CD59表达为阴

性细胞（RBCCD59− ，即突变的总红细胞）发生率和

RETs中 CD59表达为阴性细胞（RETCD59-，即突变的

RETs）发生率。

2.4　样品制备与检测

本研究收录数据均使用高通量免疫磁珠法检

测。吸取抗凝血 80 μL，加入 100 μL 1%的肝素钠溶

液，缓缓加入至 3 mL 淋巴细胞分离液液面上，

800×g室温离心 20 min；弃上清，加入 150 μL冰冷

PBS溶液（不含 FBS）重悬，将细胞悬液全部转移至

含 5 mL PBS溶液（含 2% FBS，使用前于冰上或 2～

8 ºC冰箱内保存）的15 mL离心管中，240×g室温离心

10 min；弃上清，加入 150 μL 冰冷 PBS 溶液（不含

FBS）重悬。转移 160 μL 样品至含 100 μL CD61/

CD59抗体工作液中，2～8 °C、避光孵育 30 min。取

1管来自溶媒对照组的细胞悬液不经抗体标记，2～

8 °C保存，此为 ICS Part A样品。孵育结束后，全部

转移至含 2% FBS的冰冷 PBS溶液的离心管中，以

340×g、4 °C离心 5 min。弃上清，加入 100 μL Anti-

PE偶联磁珠并吹匀，2～8 °C、避光孵育 30 min。孵

育完成后，向细胞悬液加入 10 mL 冰冷含 2% FBS

的 PBS 溶液，以 340×g、4 °C 离心 5 min。弃上清，

加入 1 mL 冰冷含 2% FBS 的 PBS 溶液重悬，吸

取 10 μL转移至含 990 μL核酸染料和计数微球混合

工作液的流式管中混匀，此为柱前样品。将 ICS 

Part A样品重悬，吸取 5 μL加入至含有 500 μL核酸

染料和计数微球混合工作液的流式管中混匀。同

时将柱前样品与 ICS Part A样品在 37 °C条件下，避

光孵育 15 min；孵育完成后置于 2～8 °C、避光保

存至少 5 min，在 3 h内上流式分析。取一溶媒对照

组的样品作为 ICS Part B样品。搭建免疫磁性分离

磁力架，洗涤工作液润洗，吸取 1 mL细胞悬液上柱

分离，收集滤出液。待细胞悬液全部进入分选柱

后，快速加入 5 mL含 2% FBS的 PBS溶液洗涤分选

柱，用同一离心管收集洗出液，800×g、4 °C 离

心 5 min。弃上清，向细胞悬液加入 300 μL 核酸染

料和计数微球混合工作液，全部转移至流式管中，

室温、避光孵育 15 min。孵育完成后于 2～8 °C、

避光保存至少 5 min，在 3 h内上流式分析，此为柱

后样品。取相等体积（各 200 μL）模板调试组分A、

B充分混合，吹打均匀，建立分析模板并进行柱前/

后样品检测，高速上样，每份柱前样品分析 1 000个

计数微球时停止。每份柱后样品尽可能分析全部

细胞悬液。

2.5　数据分析

计算各组%RET、RBCCD59−和 RETCD59−发生率的

x
—
±s。

阳性对照组的 RBCCD59−和 RETCD59−发生率与溶

媒对照组相比存在显著性差异（P＜0.05）则试验成

立。如果结果符合以下 3个标准，则认为阳性，否则

为阴性：①至少 1个给药组的RBCCD59−和RETCD59−发
生率与溶媒对照组相比存在统计学意义上的显著

性差异；②组间突变率存在剂量相关趋势，剂量相

关趋势使用二分类 Logistic 回归分析方法分析；③

给药组的 RBCCD59−和 RETCD59−发生率超过文献报道

的溶媒/阴性对照组背景数据范围（即二者均值超过

1×10−4）。

数据均以 x
—
±s表示，采用GraphPad Prism 8.0.2

进行统计学分析，相同条件下不同时间点的数据使

用Student’s t-test进行比较。

图1　阳性对照试验流程

Fig. 1　Positive control test process
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3　结果

3.1　已知不致突变化合物

C57BL/6J小鼠和SD大鼠给予已知不致突变化

合物后的Pig-a基因突变背景值见表 1。连续 7 d ig

给予 C57BL/6J 小鼠 0.5% CMC-Na，至给予后 4

周，%RET 和 RBCCD59−发生率数值无明显改变，但

RETCD59−发生率数值有所升高，可见小鼠的背景值相

对不稳定。连续 14 d ig 给予 SD 大鼠 0.5% CMC-

Na，或连续 3 d ig 给予 SD 大鼠超纯水，至给予后 4

周，%RET 和 RBCCD59−、RETCD59−发生率均无明显增

加，上述变化与文献报道的结果一致［16］。

3.2　已知致细菌突变化合物

C57BL/6J小鼠和SD大鼠给予已知致细菌突变

化合物后的Pig-a基因突变背景值见表 2。连续 3 d 

ig给予C57BL/6J小鼠 40 mg·kg−1的ENU，至给予后

4周，%RET数值无大幅增加，但RBCCD59−和RETCD59−

发生率自给药后 2周开始均大幅增加（P＜0.05），给

药后 4周进一步增加（P＜0.01、0.001），上述变化符

合预期。连续 7 d ig给予C57BL/6J小鼠1.5 mg·kg−1 

NDMA或15 mg·kg−1 NDEA后，至给予后4周，%RET

数值无大幅增加。给予 NDMA 后 2、4 周，RBCCD59−

发生率略有增加，但仍在阴性背景范围内，但

RETCD59−发生率在给药后第 2 周大幅增加［增加

至（40.32±19.27）×10−6，P＜0.001］，给药后第 4 周

则大幅回落［降低至（9.08±3.28）×10−6，P＜0.001］。

给予NDEA后 2周，RBCCD59−和RETCD59−发生率均有

所增加［分别增加至（7.63±3.91）×10−6和（89.50±

15.71）×10−6，P＜0.05、0.001］，给药后第 4周则有所

降低［降低至（1.37±0.90）×10−6 和（8.83±0.55）×

10−6］。上述变化可能与 N-亚硝胺化合物在小鼠体

内的代谢特征有关。

连续 3 d ig给予 SD 大鼠 40 mg·kg−1 ENU，或连

续 28 d ig给予 SD大鼠 10 mg·kg−1 ENU，至给予后 4

周，%RET未见大幅增加，但RBCCD59−、RETCD59−发生

率自给药后第 2 周开始均大幅增加（P＜0.001），给

药后第 4 周进一步增加（P＜0.001），变化趋势符合

预期。连续 3 d 及 28 d ig 给予 SD 大鼠不同剂量

的 PCZ 或 EC 后，%RET、RBCCD59−和RETCD59−发生率

的变化趋势与ENU类似，但EC诱发的突变细胞率

低于 ENU 和 PCZ。%RET 在给药前后无显著性变

化，但仍是药物骨髓遗传毒性的主要参考指标。

当%RET数值过大时，Pig-a基因突变试验结果如偏

高则可能与骨髓毒性过大有关，建议降低剂量

设置。

此外，ENU、PCZ 和 EC 剂量较高时，尽管给药

时间较短（仅 3 d）诱发的 RBCCD59−发生率与较低剂

量时 28 d给药相当或更高；然而长期重复给药的累

积效应则可通过RETCD59−发生率增加而体现。上述

现象与RBC和RET体内形成的生理过程有关。大

鼠外周血RET占红细胞总数的比例较低，且在数天

内即可完成代谢更新；而外周血中成熟红细胞非常

丰富，寿命约为 2个月［17］。因此，给药后通常可较早

地检出突变RET，随后数值可随RET体内代谢而降

低。相反，突变的RBC的增加趋势较为缓慢而持久。

4　讨论

本研究收集了 2015—2022 年国家药物安全评

价监测中心开展的雄性SD大鼠和雄性C57BL/6J小

鼠Pig-a基因突变试验背景数据，包括常用溶媒（阴

性）对照（0.5% CMC-Na、超纯水）、阳性对照（ENU）

以及致细菌突变化合物（NDMA、NDEA、PCZ、EC），

并根据不同动物品系、给予物质和浓度、给药时间

分别进行汇总和统计。结果表明，SD 大鼠和

C57BL/6J 小 鼠 的 自 发 RBCCD59− 和 RETCD59− 突 变

率（给药前）均低于 5×10−6。体内Pig-a基因突变试

验可在首次给药后 4周内有效检出致细菌突变化合

物ENU、PCZ、EC、NDMA、NDEA的致突变性。

目前国际Pig-a基因突变数据库收录了 60种化

合物的大鼠试验数据和 17种化合物的小鼠试验数

据，来自小鼠的相关数据严重不足。也有观点认为

小鼠 Pig-a基因突变试验方法不够稳定。OECD的

表1　已知不致突变化合物Pig-a基因突变试验背景数据（x
—

±s，n=5~11）

Table 1　Background data of Pig-a gene mutation assay of known non-mutagenic compounds (x
—

±s, n=5~11)

动物品

系

C57BL

/6J小鼠

SD大鼠

化合物

CMC-Na

CMC-Na

超纯水

浓度/

%

0.5

0.5

—

给药时间

（间隔24 h）

连续7 d

连续14 d

连续3 d

RBCCD59−发生率/（×10−6）

给药前

0.58±0.23

4.62±2.84

3.39±1.85

给药后2

周

0.90±0.30

4.02±3.90

1.68±0.81

给药后4

周

0.90±0.36

4.57±4.05

3.58±3.28

RETCD59−发生率/（×10−6）

给药前

2.06±1.94

2.08±0.83

2.08±1.07

给药后2周

6.01±11.53

2.67±4.79

3.88±3.04

给药后4

周

8.54±4.18

3.88±2.18

6.73±3.14

%RET/%

给药前

4.36±1.62

5.92±0.87

5.73±1.59

给药后2

周

2.70±0.68

3.82±0.37

5.62±0.73

给药后4

周

2.72±0.81

2.67±0.24

2.66±0.49
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Pig-a试验指导原则同样适用于小鼠，但在设计小鼠

研究时，应考虑到基于小鼠试验的几个特点，包括

小鼠相对于大鼠的低循环血量以及小鼠造血系统

稳态重新建立的时间［12］。Olsen等［6］研究发现，大鼠

和小鼠的突变动力学以及突变持久性存在差异。

小鼠给予 ENU 后，RBC 和 RET 中突变细胞出现的

峰值早于大鼠。小鼠RBC的突变率通常在达峰之

后缓慢下降，而在大鼠RBC突变率峰值可持续长达

6个月。因此，开展体内 Pig-a基因突变试验时，需

充分考虑到突变诱导的动力学以及突变细胞的选

择，从而确定适宜的给药方案及捕获突变率的最佳

时间点。

此外，动物种属也可影响检测背景值。哺乳动

物外周血 Pig-a基因自发突变背景值通常低于 5×

10−6。然而，因存在遗传背景差异，自发突变背景值

可能有所偏差。研究表明，基因组不稳定的动物的

Pig-a基因突变率较高［18］。故建议在检疫期对动物

进行 Pig-a 基因突变背景值筛选，根据检测结果确

定入组动物，从而得到更为准确、可靠的试验结果。

然而，Pig-a基因突变试验在基因突变检测方面

也有一定局限。该方法只限于检测暴露于骨髓红

系细胞的突变，但对仅在其他组织中具有强诱变作

用物质的敏感性不佳。化合物在骨髓中的暴露量、

暴露时间等因素均会影响 Pig-a 试验结果的敏感

性。已有研究表明，Pig-a 基因突变试验对依托泊

苷、羟脲、叠氮嘧啶等致断裂剂不敏感［19］，这可能与

表2　已知致细菌突变化合物Pig-a基因突变试验背景数据（x
—

±s，n=5~12）

Table 2　Background data of Pig-a gene mutation assay of known bacterial mutagenic compounds (x
—

±s, n=5~12)

动物品系

C57BL/6J
小鼠

SD大鼠

动物品系

C57BL/6J
小鼠

SD大鼠

动物品系

C57BL/6J
小鼠

SD大鼠

组别

ENU

NDMA

NDEA

ENU

PCZ

EC

组别

ENU

NDMA

NDEA

ENU

PCZ

EC

组别

ENU

NDMA

NDEA

ENU

PCZ

EC

剂量/（mg·kg−1）

  40

    1.5

  15

  40

  10

150

  60

800

300

剂量/（mg·kg−1）

  40

    1.5

  15

  40

  10

150

  60

800

300

剂量/（mg·kg−1）

  40

    1.5

  15

  40

  10

150

  60

800

300

给药时间

（间隔24 h）

  连续3 d

  连续7 d

  连续7 d

  连续3 d

连续28 d

  连续3 d

连续28 d

  连续3 d

连续28 d

给药时间/

（间隔24 h）

  连续3 d

  连续7 d

  连续7 d

  连续3 d

连续28 d

  连续3 d

连续28 d

  连续3 d

连续28 d

给药时间/

（间隔24 h）

  连续3 d

  连续7 d

  连续7 d

  连续3 d

连续28 d

  连续3 d

连续28 d

  连续3 d

连续28 d

RBCCD59−发生率/（×10−6）

给药前

1.98±1.06

0.94±0.47

2.30±1.30

0.25±0.08

0.40±0.33

1.92±0.97

0.50±0.45

0.88±0.84

0.32±0.18

RETCD59−发生率/（×10−6）

给药前

6.00±5.75

1.30±0.93

4.32±3.49

1.20±0.28

1.25±0.88

2.12±0.95

1.92±0.34

1.28±0.64

1.04±0.68

%RET/%

给药前

1.54±0.24

4.40±3.06

3.26±5.73

10.25±2.04

7.08±1.08

10.24±1.23

9.08±1.74

10.58±0.98

7.08±0.88

给药后2周

85.20±63.53*

  2.52±0.84**

  7.63±3.91*

94.45±11.83***

38.08±7.46***

58.00±26.40**

16.20±2.57***

  6.92±1.20***

  4.68±2.10**

给药后2周

105.01±61.73*

  40.32±19.27***

  89.50±15.71***

303.27±68.95***

224.85±52.52***

204.14±123.96**

120.86±13.49**

  24.46±7.41***

  19.32±9.55*

给药后2周

6.78±1.45***

1.72±0.28

3.87±0.68*

5.37±0.44***

5.23±1.08**

7.84±1.15*

4.86±0.69***

6.74±0.86***

4.86±1.00**

给药后4周

497.84±218.61***

    2.16±2.44

    1.37±0.90

136.50±11.42***

  93.80±6.92***

105.88±71.22**

143.06±32.64***

    9.48±0.90***

    8.30±2.59***

给药后4周

622.98±397.54**

    9.08±3.28***

    8.83±0.55*

235.21±29.98***

372.27±39.86***

140.84±184.22

313.10±93.13***

  13.74±9.50**

  35.26±12.12***

给药后4周

2.71±0.87

2.24±0.15

3.60±0.55*

3.05±0.23***

2.72±0.44***

4.90±1.54***

4.62±1.53***

2.94±0.49***

3.06±0.47***

与给药前比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs before administration
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Pig-a基因的失活主要是小的基因内突变，如移码突

变或碱基置换，对于导致基因组DNA大量缺失的化

合物不敏感。课题组前期研究发现，光泽汀和大黄

素均可在细菌回复突变试验中呈阳性，但小鼠Pig-a

因突变试验结果为阴性［20-21］，其原因可能由于体内

Pig-a基因突变试验对弱阳性致突变剂不够敏感［22］，

也与化合物在外周血中含量较低有关。此外，课题

组利用大鼠和小鼠对雷公藤甲素进行Pig-a基因突

变研究，结果均未见 Pig-a基因突变率的上升［23-24］。

因雷公藤甲素自身结构较大，其遗传毒性作用机制

主要是导致染色体损伤［25-26］，而非移码突变或碱基

置换等小的基因内突变有关。目前指导原则建议

Pig-a基因突变试验应尽量与重复给药毒性试验结

合，给药时长建议达到 14 d以上，以避免因短期暴

露不充分导致的假阴性结果。

综上所述，Pig-a基因突变试验作为一项体内基

因突变试验具有试验周期短，符合 3R原则等优势。

Pig-a基因突变试验使用内源性哺乳动物基因作为

体细胞基因突变的报告因子，而不是检测 DNA 损

伤、非遗传染色体变化或细菌转基因突变，在检测

与人体有关的致突变物质中具有较好的专属性。

Dobo 等［17］和 Gocke 等［27］研究发现，Pig-a 基因突变

试验可在较低作用剂量下检出突变的累积效应。

OECD专家强烈建议采用该检测方法作为现有体内

遗传毒理学检测方法的补充［8］。本研究提供了大鼠

和小鼠 Pig-a 基因突变试验的背景值范围，为标准

化试验方法的建立和研究结果的判定提供借鉴。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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