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小鼠脾脏与骨髓细胞在微核试验和染色体

畸变分析中的应用

殷学军刘德样黄世友，）王河川
（兰州军区乌鲁木齐总医院遗传室）

由于小鼠骨髓多染红细胞微核 (PCEMN)

试验法具有简便快速等优点，在遗传毒理学研

究中得到了广泛应用，但与中期细胞染色体畸

变 （CA）分析法相比，能检测的染色体畸变类

型较少〔11。虽然小鼠骨髓染色体畸变分析可弥

补其不足，但认为难以得到足够的分裂相C2)。自

Nowell发现植物血凝素 （PHA）在体外有刺

激细胞分裂的能力［19I; Moorhead等建立人外

周白细胞培养以来〔33, PHA已广泛用于血细胞

转化试验。作者受吴氏启发‘31，应用PHA直接
注射于小鼠背部皮下，刺激脾胜、骨髓淋巴细胞

转化，有效地提高了它们的分裂指数，观察到

PHA对脾脏、骨髓 PCEMN和 CA无任何影

响。经丝裂霉素 C (MMC)验证表明，此法可

同时完成细胞染色体畸变率和微核率两项指标

的观察，不仅有利于活体样本中微核 （MN）和

CA的相关性研究，而且脾脏和骨髓可以相互

替代，为评价被检物的毒理效应提供了方便。

材 料 和 方 法

（一）动物及试剂

动物选用津白I小鼠，体重19-22克。

PHA，广州制药厂生产（针剂)o MMC（日本）

药用粉剂。

（二）实验方法
1. PHA对小鼠脾脏、骨髓淋巴细胞有丝

分裂相的影响 动物分7组，每组10只，雌
雄各半，逐一称重。PHA以生理盐水稀释，按

50, 100, 200, 3,00, 400, 500mg/kg体重 6个

不同剂量组分别行背部皮下注射，对照组注射

生理盐水。 观察48小时内小鼠反应和体重情

况。待注射“小时，每10克体重腹腔注射0.1

ml秋水仙素 （100ag/ml), 4小时后处死小鼠，

先取出脾脏剪成3块，放在培皿中的输血滤网
上，以注射器蕊轻挤研使细胞通过滤网而悬于

3 ml无菌小牛血清内。剥离小鼠后肢两根股骨，

去股骨头，用无菌小牛血清冲出骨髓细胞于离

心管中。脾JA、骨髓细胞悬液先各涂两张玻片，

晾千，甲醇固定25分钟晾千，备 PCEMN观
察。其余细胞悬液1000rpm离心，分钟，去上

清液后加l Oml生理盐水再洗一次。加0.075M

KCl 10ml充分混匀37℃水浴中低渗25分钟，

甲醇：冰醋酸（3:1)固定4次，每次15分钟，气

千法制片。脾脏、骨髓 PCEMN标本均以叮咤

橙 (AO）染色〔”，染色体标本均为常规 Giemsa

染色。每只小鼠脾脏和骨髓的染色体标本分别

随机计数 10000个细胞中出现的分裂相，以分

裂指数均数（务）表示。染色体畸变类型的判断

以人类细胞遗传学命名的国际体制（1978）非显

带标本规定的定义为标准，以染色体细胞畸变

率（多）表示。 微核观察于荧光显微镜下进行，

以微核细胞率（/V）表示。

2. MMC诱发脾脏、骨髓 PCEMN和 CA

的观察 根据前述实验结果（表1)，小鼠皮
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下注射 PHA量取200mg/kg体重，MMC给

药量按标定的 LDso(i.v - 5mg/kg体重）的

1/2, 1/4,1/8,1/16取量，即2.5, 1.25, 0.625,

0.3125mg/kg体重。考虑到 MMC诱发 DNA

损伤通常是在S期的特点〔73，按 Heddle推荐的

一次染毒方案L，待 PHA注射46小时将生理
盐水稀释的上述不同剂量的MMC注人小鼠腹

腔，20小时后注射秋水仙素 （同上），4小时后

按方法1制备标本和观察。

结 果 与 讨 论

（一）不同剂盆 PHA 刺激小鼠脾脏、骨

髓细胞的分裂指数

如表1所示，PHA各剂量组脾脏和骨髓

细胞分裂指数均高于相应对照组，差异非常显

著 (P＜0.001)，表明 PHA能有效地提高脾

脏和骨髓细胞分裂指数，同 PHA肌注能使小

鼠体内淋巴细胞转化率增高的结论相吻合〔31C

PHA剂量与分裂指数呈曲线关系 （图1),

PHA 200mg/kg体重时脾脏细胞分裂指数是

对照组的9倍，骨髓细胞分裂指数是对照组的

9.3倍，此量是最佳有效剂量，小鼠亦无不良反

应（表2)0

（二）不同剂量PHA对小鼠脾脏和骨髓
PC EMN及 CA 的影响

表3,4所示，PHA各剂量组诱发脾脏和

骨髓 PCEMN 及 CA频率与相应对照组自发

频率比较均无差异 （P > 0.05)，故作者认为

FHA剂量在 50-200mg/kg体重范围内对小

鼠脾脏和骨髓细胞染色体无损伤，对脾脏、骨髓

MN试验和 CA分析无直接影响。

c ）不同荆最 1rimc对小鼠脾脏、骨髓
PCEMN和CA 的影响

为了验证注射 PHA小鼠对已知诱变剂检

测 MN 与 CA的有效性，我们选用MMC，观

察它对小鼠脾脏、骨髓 PCEMN和 CA的影

响（表5,6)。图2,3表明 PCEMN和 CA频
率随着 MMC 剂量的增加而增高，而且随着

CA频率的增高 MN频率亦增高（图4)，均呈

正相关，相关系数 r1, r2, r3, r4, r5, r。间比
较无差异 （P > 0.05), tr(H,:p二0）和 tbX

(Ho:月a0）是相同的，即 tr-tb，回归系数

间亦无显著差异 （P > 0,05)。 结果表明活体

小鼠遗传毒理学检测中，MMC诱发小鼠脾胜

和骨髓 PCEMN 与 CA 的剂量效应是一致

表1 不同剂皿 PHA 对小鼠脾脏、骨髓细胞分裂指数的影响

HA（-g/kg
体重） 动物（只） 分析细胞数

脾 脏 骨 髓

分裂相数
分裂指数
（％）

尸值（同对照
组比较） 分裂相数

分裂指数
（％）

P值（同对
照组比较）

0

50

100

200

30口

400

500

10

10

10

10

10

10

10

100000

100000

100000

100000

100000

100000

100000

200

630

758

1814

1607

1415

533

0.2

0.6

0.8

1.8

1.6

1.4

0.5

<0.001

<0.001

<0．001

<0.001

<0.001

<0.001

549

4093

5257

5612

3295

1490

847

0.6

4.1

5.3

5.6

3.3

1.5

0.9

<0.001

< 0.001

< 0.001

< 0.001

<0.001

<0.001
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田 1 PHA 对小鼠脾脏、骨髓细胞分裂指数的剂量效应曲线

．一． 脾脏； O一O 骨髓。
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的，而且 MN 和 CA具有良好的相关性，这种

相关性和其它离体试验结论相同阅。根据试验
结果，作者同意 Yasuhiro小鼠脾脏可用作骨

髓的替代物进行微核试验的看法uo1，本实验还

表明在CA分析上小鼠脾脏和骨髓亦可相互替

代（图5)0
综上所述，PHA皮下注射能有效地提高小

鼠脾脏和骨髓细胞分裂相，其剂量以200mgi hg
体重最佳，PHA本身对脾脏和骨髓细胞染色
体无损伤。MMC验证表明 PHA可成功地用

于小鼠脾脏、骨髓 PCEMN 和 CA分析。在

本法的常规检测中，每只小鼠脾脏、骨髓染色体

标本各分析200个核型是很容易的，故本法具

有实用价值。

裹2 PHA对小限的毒效应和体盆的影响

PHA

(mg/kg
体重）

动物（只）
毒效应 注射前体重 注射后体重 P值 （注射前后

休重比较）
表现 死亡 均数士标准差 均数士标准差

0

50

100

200

300

400

500

10

10

10

10

1O

10

10

无异常

无异常

无异常

无异常

轻微竖毛

竖毛，软便

活动明显减少，竖毛闭眼

无

一无
！无
’无

无

无

无

20.9+0.82

20.9-1-0.74

21.2土0.79

21.1士0.66

21.7十0.31

21.4土0.65

。 21.6士0.50

20.9士0.82

20.5土0.69

20.8+ 0.73

20.7士0.65

20.6土0.54

19.8+0.96

19.8土0.49

>0.05

> 0.05

> 0.05

> 0.05

<0.01

<0.001

<0.001

表3 PHA 对小鼠脾脏、骨璐多染红细胞徽核的影响

PHA

(mg/kg
体重）

动物（只） 分析
细胞数

脾 脏 骨 髓 P值（脾脏、
骨髓微核率
比较）微核

细胞数
微核细胞率
（％。）

尸值（同对照
组比较）

微核

｝细胞数
微核细胞率
（％。）

尸值〔同对照
组比较）

0

50

100

200

300

400

500

1O

10

10

10

10

10

1O

10000

10000

10000

10000

10000

10000

10000

18

18

15

18

14

20

19

1.8

1.8

1.5

1.8

1.4

2.0

1.9

>0.05

>0.05

>0.05

> 0.05

>0.05

>0.05

17

五2

13

16

17

14

15

1.7

1.2

1.3

互.6

1.7

1.4

1.5

>0.05

>0.05

>0.05

> 0.05

> 0.05

> 0.05

> 0.05

> 0.05

>0.05

> 0.05

> 0.05

> 0.05

> 0.05

农4 PHA 对小鼠脾脏、骨位细胞染色体璐变的影响

PHA

(mg/ kg
体重）

动物

（只）

分析
细胞数

脾 胶 骨 髓
尸值（脾
脏、骨髓
j细胞畸I
｝M,比较：
！ ＿＿

染色体畸变类型 细胞
畸变率
（％）

尸值（同对
照组比较）

染色体畸变类型 细胞畸
变率
（％）

P值（同
对照组比
较）ctg csg ctb f ctg csg ctb f

0

50

100

200

300

400

500

10

10

10

10

10

10

10

500

2000

2000

2000

2000

2000

2000

1

4

6

4

1

3

1

1

2

1

5

I

4

3

1

2

2

4

2

1

2

3

3

2

1

3

0.6

0.4

0.6

0.7

0.4

0.5

0.4

>0.05

> 0.05

> 0.05

> 0.05

> 0.05

> 0.05

1

2

2

3

2

4

3

2

5

2

1

2

5

1

4

2

2

a

斗

1

2

3

1

3

2

3

0.4

0。5

0.6

0.斗

0.峥

0.6

0.6

＞ 0.05

> 0.05

>0.05

> 0.05

>0.05

> 0.05

> 0.05

> 0.05

> 0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05
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AlF S MMC 诱发小a牌脏、骨做多染红细胞徽核绷率

M M C

(ms/kx
体重）

动物（只） 分析细胞数

脾 脏 骨 髓

微核细胞数 微核细胞率
t％0)

尸值〔同对照
组比较） 微核细胞数

微核细胞率
（％。）

·P值（同对照
组比较）

0

0.3125

0.625

1.25

2.5

10

10

10

10

10

100000

100000

100000

100000

100000

200

800

1516

4167

7543

2.0

8.0

15.2

41.7

75.4

＜0.001

00.001

<0.001

<0.001

ISO

560

1428

3969

7283

1.8

5.6

14.3

39.7

72.8

< 0.001

<0.001

<0.001

0 0.001

衰6 MMc 诱发小佩脾脏、骨位细胞染色体畸变率

样
本

M M c

(mg/kg
休重）

动物
（只、
分析细一
胞数

染色体畸变类型。
I

细胞
畸变率
（％）

P值（同对照
组比较）

ctg csg ct b csb f tr qr pvz 其它

脾

脏

骨

髓

｝

0

0.3125

0.625

1.25

2.5

0

0.3125

0.625

1.25

【2.5

几。－
10

10

10

10

10

10

10

10

10

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

4

58

176

107

235

2

57

43

83

198

2

46

60

99

265

I

47

93

200

265

1

55

32

43

94

3

30

79

94

77

3

I1

41

217

86

1

19

36

134

197

2

74

189

203

406

3

29

108

189

380

4

20

21

2

20

13

16

3

19

17

2

1

9

12

2

5

，4

179

200

95

205

2

6

7

3

2

5

8

10

0.6

12.4

25.8

38.5

65.3

0.5

9.4

29.3

41.3

68.0

< 0.001

.60.001

<0.001

< 0.001

< 0.001

<0.001

＜0.001

＜0.001

Dctg;单体裂隙；csg;染色体裂隙；ctb：单体断裂；csb;染色体断裂；七 断片三tr：三射体； 4r：四射体； pvs:
粉碎化．
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图2 MMC诱发小鼠脾脏、骨髓 PCEMN的
剂量效应曲线

．一．脾脏； O一0骨髓。
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图3 MMC诱发小鼠脾脏、骨髓细胞染色体畸变
的剂量效应曲线

．一．脾脏； O一。骨髓。
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图 ， 正常与畸变的小鼠核型
1.脾脏细胞正常染色体核型； 2．骨髓细胞正常染色体核
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