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应用胞质分裂阻滞法研究乙双吗琳对人
淋巴细胞微核形成与增殖动力学的效应

吴建中 薛开先 马国建
（江苏省肿瘤防治研究所 南京 210009)

摘 要 乙双吗琳为我国首先合成的抗癌药，长期服用可诱发白血病．为进一步研究其遗传毒性的机理，

本研究应用胞质分裂阻滞法（(CB法）研究了乙双吗琳对体外培养人淋巴细胞微核形成及细胞动力学的效

应。实验结果表明，乙双吗琳在胞质分裂阻滞的双核细胞及未阻滞的单核细胞中，均诱发微核形成并呈

剂量依赖性增加；同时乙双吗琳具有明显的细胞毒性，抑制细胞分裂，双核与多核细胞率呈现剂量依赖
性下降，可见，乙双吗琳是一个诱变与细胞毒因子。同时本文还讨论了CB-MNT实用价值的问题．
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乙双吗琳为我国研制的抗癌药，对多种实验肿瘤具有明显的抑制作用〔1,2)，临床洽疗银屑病
效果较好〔3，。但近年来不断有报告指出，长期服用乙双吗琳可诱发治疗相关性白血病，从而引起
对该药致癌作用与遗传毒性的关注‘4-6)．胞质分裂阻滞微核测试法（CB-MNT）可同时检测受试
药物的遗传毒性和细胞毒性，但检测遗传毒性的敏感性是否优于常规MNT，目前尚存在着不同看

法‘’，’2一，5〕，故在本研究中进一步用CB法观察乙双吗琳的遗传毒性和细胞周期动力学效应，同时

与常规法检测乙双吗琳遗传毒性敏感性进行了比较分析。

I材 料 和一方 法

实验用静脉血采自3例健康供血员，其中男性为1人，女性为2人，年龄为22-30岁．每份新

鲜血样按常规作微量全血培养 ‘7)，于37℃培养38小时，同时加人终浓度为。（对照）、5, 10,
20l.g / ml乙双吗琳（南京第三制药厂，890718)，以及5-6lig / ml松胞素B(Cyt-B, Sigma产品），继

续培养68小时，按本室常规制备完整淋巴细胞微核片〔8) , Giemsa染色（(1: 10, pH 6.8)，油镜下每
组观察 1000个转化淋巴细胞，分别记录各种核数的细胞及其微核，为在同一水平上比较不同阻

滞周期数细胞检测MNF的敏感性，在1000个单核细胞、500个双核细胞和250个4核细胞中计

数微核率（MNF %o)。平均MNF组间差异的比较，采用u检验；平均单核、双核和4核细胞率在

对照和各实验组间差异的比较，采用Dunett's检验；采用最小二乘法拟合剂量效应曲线‘9, 10, 12)。
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2实 验 结 果

2.1乙双吗琳对CB-MNF的影响

在人全血淋巴细胞培养物中，同时加人Cyt-B和乙双吗琳后，在不同阻滞周期数的淋巴细胞
中可观察到微核形成。表1显示，单核（未分裂）、双核（分裂1次）和4核（分裂2次）细胞的MNF,

均呈剂量依赖性增加，令Y一logMNF，则剂量效应关系可分别用下述方程描述：
Y单核＝0.460+0.049 X,；＝0.973, P<0.01;
Y双核＝0.733+0.032 X, r = 0.963, P < 0.01;

Y4核＝1.321+0.024 X,；＝0.995, P < 0.01。
从表1可见，随着细胞分裂阻滞周期数增加，背景MNF呈上升趋势，对照双核细胞MNF较

对照单核细胞明显增加（(0.05<P<0.10)，对照4核细胞MNF较对照单核与双核细胞，均有极显著
的增加(P < 0.01)。但单核、双核、4核细胞的MNF，与乙双吗琳处理剂量关系曲线的回归系数（

参见上述函数方程）呈下降趋势，这似乎提示，双核与4核细胞测试系统检测乙双吗琳遗传毒性的
敏感性，并不优于单核细胞测试系统。

表l乙双吗琳对胞质分裂阻滞人淋巴细胞MNF的影响

表2 乙双吗琳对人淋巴细胞周期动力学的影响
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2.2乙双吗琳的细胞周期动力学效应

从表2可见，乙双吗琳诱发双核与多核细胞比率呈剂量依赖性下降，以及单核细胞比率相应

提高。和对照组相比，当乙双吗琳剂量达20ug / m 1时，多核细胞率非常显著下降护＜0.01)，单核
细胞率非常显著地上升（(P < 0.01)。看来乙双吗琳具有明显的细胞毒性，阻滞细胞周期的进展，

减少分裂细胞．

比较表1、表2的结果，乙双吗琳诱发微核显著增加（(P<0.01)的浓度为loug / m1，而引起明

显细胞分裂抑制的剂量为20ug / m 1，可见微核指标检测乙双吗嘛的毒性效应，较细胞分裂抑制指
标更为敏感。
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3讨 论

长期服用乙双吗琳可诱发治疗相关性白血病〔4)，在5例服用乙双吗琳后发生的急性早幼粒
白血病患者骨髓细胞中，均发现特异性染色体易位t(15; 17)(q22; q2l)，其中3例还有额外的染色
体异常“”。体外实验亦证明，乙双吗琳可诱发人淋巴细胞各类染色体畸变与微核的形成〔6)．
本实验应用CB法、在单核、双核与4核细胞测试系统中均进一步证实，乙双吗琳具有明显的遗

传毒性。

CB-MNF是否较常规MNF更敏感，文献中有不同报道．为保证CB-MNF与单核细胞

MNF资料的可比性，应计数500个双核细胞（(8, 9, 13)．目前文献中仅在正常人淋巴细胞背景
MNF获得了一致的结果〔9, 13)；但用X一线诱发的1000个双核细胞的MNF，仅高于常规单核细
胞MNF的40-50% (14)．我们用CB法与常规法比较检测了MMC诱发的微核，发现
CB-MNF低于常规法，进一步研究发现，双核细胞的微核明显大于单核细胞的微核，这可能是微

核间相互融合的结果，导致了MNF的下降〔9)。同时本实验亦未能证实CB法检测乙双吗琳遗
传毒性的敏感性优于常规法。然而用CB法测得的Y-线与实验抗癌药AZQ诱发的MNF则高于

常规法，尤其在高剂量区(8,12)．这些实验结果的差异，可能主要与处理因子不同有关。因此从
方法学角度来看，不能一般地认为CB法检测MNF的敏感性优于常规法，但从实用角度考虑，在

1000个双核细胞中计数微核，这样除可保证在同一周期中计数微核外，还可使CB-MNF恒高于

常规法，提高实验的可复性和统计分析的可信性，有其应用价值．

Cyt-B阻滞胞质分裂，在增殖细胞群体中产生不同核数的细胞。单核细胞尚未进行分裂，双
核细胞已分裂1次，3核或4核细胞为l个或2个子核已分裂有2次，5-8核细胞亦可类推不同数

目的子核已分裂第3次。如用细胞毒因子处理细胞时，则可能引起分裂延迟或抑制细胞分裂，使

多核细胞比率减少，单核细胞比率增加〔12,15)．由于细胞核计数较姐妹单体区别染色鉴别细胞分

裂周期更为简便、易行〔’5〕，而且可同时作微核检测，因此用胞质分裂阻滞法研究受试因子的遗传
毒性和细胞动力学效应还是值得推广的．
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图版 工

1.单核细胞；2。双核细饱,"M#有一个徽核；3. 3核细胞，并有一个徽核；4. 4核细胞，并有一个徽核；S. 6核细胞，
并有一个橄核；6. 7核细胞，井有一个徽核；7. 8核中期细胞．


