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基因重组人碱性成纤维细胞生长因子( rh2bFGF)致突变研究
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摘要 　本文用 Ames 试验 ,体外染色体畸变试验和微核试验对 rh2bFGF 进行了致突变性研究。结果显示 ,rh2bFGF 的各剂量

组对 TA97 、TA98 、TA100 、TA102菌株在 ±S9mix条件下无致突变性 ;在 ±S9mix条件下的染色体畸变试验中 ,rh2bFGF 的 4 个剂量浓

度对 CHL 细胞染色体无畸变作用 ;以 0. 53mg/ KG·bw、2. 13mg/ KG·bw、8. 50mg/ KG·bw、34. 0mg/ KG·bw 的 rh2bFGF 对小鼠

骨髓多染红细胞无诱发微核增加作用。实验结果表明 ,rh2bFGF 无致突变作用。
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　　退潮水样的诱变率均未超过 2。虽然 1 号样的

SOS反应为阳性 ,它的化学污染综合评判的数值却是

最小的 (0. 0236375) 。5 号水样的综合评判的数值最大

(0. 038754) ,而其诱变性和 SOS反应却都是阴性的。

如果将退潮水和涨潮水一起进行比较 ,则具有细

菌遗传毒性的 6 号水样 (涨潮水) 与未达到阳性诱变

标准的 5 号水样 (退潮水) 的综合评判结果的数值非

常接近 (0. 038754 与 (01038232) 。这是生物学试验

与化学检测的不同之处。

本文的定量和定性分析结果表明 :细菌遗传毒性

试验与常规化学测试在揭示水体污染程度和性质方

面作用是互为补充的。模糊综合评判法的应用可作

为比较生物学试验和化学测试结果的一种方法。
(美国的 Ames 博士、法国 Philippe Quilardet 和 Maurice Hofnung

博士提供菌株 ;本系毕业生叶健儿、谭雪青、李胜兰、黄志勇、许德恒、

陈志青参加部分实验工作 ,在些表示感谢) 。
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Abstract 　This paper reported the research results of mutagenicity of rh2bF GF. The results showed that rh -

bF GF at 5 doses of 0. 1 - 500μg/ plate did not induce positive mutation of st rains TA97、TA98、TA100 and TA102

with or without S9mix in the Ames Test . The rates of CHL Chromosome aberrations of rh - bF GF at 4 doses

were negative range ( < 5 %) . The rates of micronuleus assay of polychromatic erythrocytes in mice of rh -

bF GF at doses of 0. 53μg/ KG·bw ,2. 13μg/ KG·bw , 85μg/ KG·bw ,34μg/ KG·bw would not be to induce in2
crease of its micronuclei. It is proved that rh - bF GF would not be any mutagenicity in this experiment .

Key Words 　rh - bF GF ; Ames test ; Chromosome abcrration ; Micronucleus ; Mutation

　　基因重组人碱性成纤维细胞生长因子 ( recombi2
nant human basic Fibroblast Growth Factor , rh -

bF GF)是广州微观生物工程公司、暨南大学生物工程

研究所研制的基因工程药物 ,有促进受损神经、血管、

肌肉、皮肤等的修复作用。为了确保用药的安全性 ,

进一步了解 rh - bF GF 是否有潜在的危险性 ,对该药

进行了致突变研究。

材料与方法

1 　测试物 　rh - bF GF 为白色粉末 ,易溶于水 ,纯度

93. 71 % ,批号 960312 ,由广州微观生物工程公司、暨

南大学生物工程研究所提供。

2 　Ames 试验 　TA97、TA98、TA100 、TA102组氨酸缺陷

型鼠伤寒沙门氏菌由美国 Ames 实验室提供 ,采用标

准平皿掺入法 (1) 在 ±S9mix 条件下进行实验。rh2
bF GF 剂量分别为 500μg/ 皿、250μg/ 皿、100μg/ 皿、

10μg/皿、1μg/ 皿、011μg/ 皿 ,同时设空白对照、辅料

对照、溶剂对照、S9mix对照和阳性对照 ,每一剂量组均

做 3 皿 ,重复实验 2 次。37 ℃培养 48h 后记录回变菌

落数 ,计算其均值及标准差 ( �x ±s) ,判断 rh2bF GF 是

否诱发回变菌落数增加。

3 　哺乳动物细胞染色体畸变试验 　实验选用中国仓

鼠肺成纤维细胞 (CHL) ,由华西医科大学公共卫生学

院提供。根据 Matsuoka (2) 和 Ishidate (3) 方法先测定

半数抑制浓度 ( IC50) ,结果为 53μg/ ml ,根据所测 IC50

值 ,分别设 rh2bF GF 53μg/ ml、26. 5μg/ ml、13. 25μg/

ml、6. 625μg/ ml4 个剂量组 ,同时设空白对照、辅料对

照、溶剂对照、阳性对照 ( - S9mix , MMC 0. 2μg/ ml ,

+ S9mix , CP 60μg/ ml) 。实验在 ±S9mix条件下进行。

直接法 :加药后 ( - S9mix) 分别于 24h 和 48h 收获细

胞 ,制备染色体。间接法 : 加药同时加 S9mix (0. 05ml/

ml) ,作用 6h 后换液 1 次 ,培养 24h 和 48h 收获细胞 ,

收获细胞前 4h 加秋水仙素 (0. 4μg/ ml) ,胰酶消化 ,

制片 ,每组观察 100 个中期细胞 ,记录出现的各类染

色体畸变类型 ,计算畸变率 ( %) 。判定标准为染色体

畸变率 < 5 %为阴性 ( - ) ,畸变率 > 5 %为可疑 ( ±) ,

畸变率 > 10 %为阳性 ( + ) ,畸变率 > 20 %为阳性

( 6 ) ,畸变率 > 50 %为阳性 ( 7 ) 。

4 　小鼠骨髓细胞微核试验 　选用 N IH 雄性小鼠 72

只 (动物由重庆医科大学实验动物中心提供 ,合格证

号 24301042) ,体重 2215 ±115g ,随机分组 ,每组 6

只。预试验设 rh2bF GF 34μg/ KG·bw 为最高剂量

(由于未测得 LD50 ,采用人临床拟用量 200 倍) ,一次

肌肉注射给药 ,于给药后 12h、24h、36h、48h、72h 取

材 ,制片 ,观察 5 个时间点的微核细胞率 (4) 。实验将

rh2bF GF 分 成 34μg/ KG ·bw、815μg/ KG ·bw、

2113μg/ KG·bw、0153μg/ KG·bw ,分别相当于临床拟

用量 200 倍、50 倍、1215 倍、31118 倍。同时设空白

对照、辅料对照、溶剂对照、阳性对照 ( CP 100mg/

KG) ,采用肌肉注射给药 ,在预试验 5 个时间点取材

的基础上 ,确定实验在给药 24h 后处死动物 ,制片 ,

Giemsa 染色 ,以双盲法每只动物计数 1 000 个嗜多染

红细胞 ( PCE) ,同时镜检正染红细胞 (N EC) 数 ,以千

分率表示。

结果与讨论

1 　Ames 试验 　rh2bF GF 各剂量组对鼠伤寒沙门氏

菌 TA97 、TA98、TA100、TA102诱发的回变菌落数见表

1 ,结果显示 ,在 ±S9mix条件下对 4 个菌株诱发的回变

菌落数均未超过对照 2 倍 ,为阴性结果。表明 rh2
bF GF 在 0. 1 - 500μg/ 皿时对沙门氏菌无致突变作

用。
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表 1 rh2bFGF的 Ames 试验结果 ( �x ±s) 3

剂 　量

μg/ ml

TA97

- S9 + S9

TA98

- S9 + S9

TA100

- S9 + S9

TA102

- S9 + S9

　500 145. 56 ±8. 04 145. 11 ±9. 06 47. 33 ±6. 57 52. 00 ±6. 67 182. 88 ±10. 00 200. 00 ±16. 65 254. 33 ±18. 90 255. 00 ±17. 54

250 146. 77 ±12. 01 163. 00 ±9. 80 50. 55 ±4. 03 51. 56 ±5. 72 176. 67 ±24. 64 198. 55 ±13. 90 260. 00 ±12. 68 257. 00 ±17. 04

100 149. 33 ±15. 42 141. 22 ±9. 41 47. 44 ±5. 72 47. 00 ±7. 46 168. 67 ±7. 51 186. 00 ±6. 68 247. 00 ±15. 45 247. 88 ±10. 82

10 196. 44 ±10. 22 143. 77 ±5. 47 47. 11 ±4. 70 52. 11 ±6. 97 173. 83 ±15. 79 212. 00 ±13. 07 257. 88 ±11. 11 251. 44 ±23. 60

1 144. 00 ±12. 50 142. 87 ±7. 41 41. 00 ±5. 45 43. 88 ±3. 76 172. 80 ±18. 08 205. 11 ±26. 60 233. 78 ±9. 13 261. 00 ±10. 78

0. 1 146. 67 ±9. 13 149. 88 ±5. 79 43. 11 ±5. 46 47. 00 ±7. 40 174. 33 ±16. 36 202. 77 ±24. 77 248. 67 ±14. 48 260. 88 ±12. 63

0 147. 11 ±11. 49 141. 67 ±9. 44 40. 22 ±2. 63 41. 88 ±5. 41 175. 00 ±14. 40 187. 44 ±22. 55 247. 88 ±10. 76 250. 77 ±12. 78

溶剂对照 135. 44 ±12. 78 153. 22 ±13. 59 41. 78 ±7. 13 44. 11 ±6. 25 166. 29 ±12. 59 165. 93 ±9. 51 247. 55 ±14. 31 251. 11 ±11. 99

辅料对照 142. 44 ±9. 81 140. 44 ±18. 54 43. 22 ±7. 60 40. 33 ±4. 66 178. 67 ±8. 87 160. 22 ±20. 56 240. 89 ±14. 33 245. 77 ±28. 41

S9mix对照 - 142. 67 ±10. 97 - 46. 78 ±5. 91 - 195. 36 ±24. 23 - 260. 24 ±11. 60

阳性对照 MMS0. 5μl 2 - AF10μg Dau10μg 2 - AF10μg MMS1μg 2 - AF10μg MMS1μl L8 - Dan60μg

1262. 56 ±285. 97 1051. 55 ±324. 72 824. 78 ±71. 17 786. 22 ±53. 14 1249. 11 ±140. 17 1849. 11 ±96. 91 1279. 00 ±168. 15 891. 7 ±197. 03

3 　N = 9 (每一剂量±S9 各 9 皿)

2 　染色体畸变试验 rh2bF GF 各剂量组的染色体畸

变分析见表 2 ,结果显示 ,在 ±S9mix条件下 , rh2bF GF

在 6. 625 - 53μg/ ml4 个剂量浓度范围对 CHL 细胞染

色体畸变率无影响 ,染色体畸变率均在正常范围内。

结果表明 , rh2bF GF 无诱发 CHL 细胞染色体损伤的

作用。

表 2 rh2bFGF的 CHL 细胞染色体畸变试验结果

受试物
剂量

(μg/ ml)

- S9 (24hr)

细胞

个

染色体畸变

% 类型 判定

- S9 (48hr)

细胞

个

染色体畸变

% 类型 判定

+ S9 (24hr)

细胞

个

染色体畸变

% 类型 判定

+ S9 (48hr)

细胞

个

染色体畸变

% 类型 判定

rh2bFGF

rh2bFGF

rh2bFGF

rh2bFGF

辅料对照

溶剂对照

空白对照

阳性对照

MMC

CP

6. 625

13. 25

26. 50

53. 00

1131. 55

0. 02 3 3

0

　

0. 20

60. 00

100

100

100

100

100

100

100

　

100

　

3

1

4

-

2

-

-

　

27

　

n. ab 3

n. ab

n. ab

-

n. ab

-

-

　

3 3 3

　

-

-

-

-

-

-

-

　

6

　

100

100

100

100

100

100

100

　

100

　

2

2

2

-

2

3

1

　

44

　

n. ab

n. ab

n. ab

-

n. ab

-

-

　

3 3 3

　

-

-

-

-

-

-

-

　

6

　

100

100

100

100

100

100

100

　

　

100

-

-

2

-

2

-

-

　

　

44

-

-

n. ab

-

n. ab

-

-

　

　

3 3 3

-

-

-

-

-

-

-

　

　

6

100

100

100

100

100

100

100

　

　

100

　

1

-

-

1

-

1

　

　

51

-

n. ab

-

-

b

-

del

　

　

3 3 3

-

-

-

-

-

-

-

　

　

6

3 数目畸变　3 3 ml/ ml 　3 3 3 主要畸变类型为 b、f、r、qr、t r、del、pvz

3 　小鼠骨髓微核试验 　rh2bF GF 34μg/ KG·bw 在

12 - 72h 微核试验结果见表 3 ,各时间点的微核细胞

率与空白对照比较 ,无显著差异 , P > 0. 05。其余各

剂量组的实验结果见表 4 ,结果显示 , rh2bF GF 随剂

量的增加 ,均未见微核细胞率增加 ,表明 rh2bF GF 对

小鼠骨髓 PCE 无诱发微核增加作用。

表 3 rh2bFGF不同时间的微核率( �x ±s) 3

时间

(hr)

PCE

(个)

MN

(个)

MNF

( ‰)
PCE

PCE + NCE
( %)

　0

12

24

36

48

72

6 000

6 000

6 000

6 000

6 000

6 000

21

19

23

19

18

18

3. 50 ±0. 55

3. 17 ±1. 17

3. 83 ±0. 75

3. 17 ±0. 75

3. 00 ±0. 63

3. 00 ±2. 19

72. 03

71. 36

74. 34

76. 15

74. 56

77. 79

3 　剂量 34μg/ KG
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用细胞转化实验检测 S 江有机污染致癌危险性
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摘要 　用 S江冬夏两季的江水有机提取物分别做 N IH3 T3 细胞转化试验。结果表明 :江水有机提取物各剂量组均能诱发该

细胞出现典型的细胞转化灶 ,其细胞转化率呈现剂量 —反应关系。转化细胞的恶性表现是生长失去接触性抑制并能在软琼

脂内生长。进一步提示了 S江有机污染有潜在的致癌危险性。

关键词 　有机污染 ;N IH3 T3 细胞转化 ;致癌性
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表 4 rh2bFGF不同时间的微核率( �x ±s)

组　别
剂量

(μg/ kg)

PCE

(个)

MN

(个)

MNF

( ‰)
PCE

PCE + NCE
( %)

rh2bFGF

rh2bFGF

rh2bFGF

rh2bFGF

辅料对照

溶剂对照

空白对照

阳性对照

0. 53

2. 13

8. 50

34. 00

690. 00

10. 00 3

0

100. 00 3 3

6 000

6 000

6 000

6 000

6 000

6 000

6 000

6 000

17

13

14

23

13

15

21

362

2. 83 ±0. 75

2. 17 ±0. 98

2. 33 ±0. 82

3. 83 ±0. 75

2. 17 ±0. 75

2. 50 ±0. 55

3. 50 ±0. 55

60. 33 ±20. 11

77. 90

76. 20

79. 31

74. 34

77. 26

79. 47

72. 03

97. 27

　3 ml/ kg 　　3 3 mg/ KG

本项研究采用的 Ames 试验、染色体畸变试验、

微核试验 ,分别从基因突变和染色体畸变、体外和体

内试验、真核细胞和原核细胞等方面对 rh2bF GF 的

致突变性进行了评价。在 Ames 试验中 ,得到 rh2
bF GF 的最大溶解度为 5000μg/ ml ,若再加大浓度测

溶解困难 ,因此 ,本试验的最高剂量为 500μg/ 皿 ,未

见诱发回变菌落数增加。结果表明 ,在本试验条件下

所研究的 rh2bF GF 无诱发鼠伤寒沙门氏菌突变作

用 ;对 CHL 细胞染色体无损伤作用 ; 对小鼠骨髓

PCE 微核细胞率无增加作用 ,即 rh2bF GF 无致突变

作用。
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