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茶蛋白液预防辐射引起的突变效应
①
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摘要 :目的 :研究茶叶中的茶蛋白抵抗电离辐射所引起的突变效应。方法 :Ames 试验、V79 细胞染色体畸变试验、小鼠嗜多染红

细胞 ( PCE)微核试验和显性致死试验。结果 :茶蛋白可抵抗60Co 辐射对沙门氏菌的诱变作用 ,降低中国仓鼠肺 V79 细胞的染

色体畸变数 ,使小鼠 PCE微核数明显减少 ,对60Co 辐射引起小鼠的显性致死损害有保护作用。结论 :茶蛋白液可防护60 CO 辐

照所致突变效应 ,可以认为茶蛋白对预防放射治疗时引起的致突变效应有保护作用 ,对茶蛋白用于临床治疗有参考意义。
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　　有关资料表明细胞发生突变后 ,有可能转变为癌

变或是畸变 1 。在可以引起体细胞突变的众多环境

因素中 :电离辐射可以引起 DNA 的损伤 ,进而使细

胞发生突变 ;体内物质代谢时所产生的过氧化物 ,也

可以引起细胞遗传物质的突变 2 ～6 。因此 ,如果能

消除辐射的不良影响 ,就可以防止细胞发生突变 , 进
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212 　同工酶异常改变 　本组癌症患者血清 LDH 同

工酶的改变 ,大部分呈 LDH1 、LDH2 ,减低和 LDH4 、

LDH5 增高趋势 ,并表现为 LDH3 明显增高 (15188 %

～54151 %)和高阳性率 (71143 %～93175 %)的特征。

详见表 1 ,2。

3 　讨 　论

肿瘤组织中糖酵解速度明显高于正常组织 ,故恶

性肿瘤组织的血清 LDH 总酶活力明显升高 ,最高可

达正常的 6 倍 4 。本组观察例数较多者 ,其 LDH 总

活力升高的阳性率为 14129 %～76192 % ,升高均值

为正常值的 3191 %～58126 % ,其中一例腮腺混合瘤

升高值为正常均值的 153186 % ,与文献报道相符。

提示各种组织细胞癌变时 ,其糖酵解作用增强。

文献报道 4 ,人类成年正常组织具有各自特异

的LDH 同工酶谱 ,当发生癌变时 ,其同工酶的特异图

谱消失 ,与恶性肿瘤在形态上的反分化趋同胚胎组织

的改变一样 ,它们的 LDH 同工酶也“反分化”而趋向

胚胎型酶谱 ,即细胞一旦癌变 ,则又重新变为 M 亚基

增加 ,H 亚基减少为特点。(人体组织在胚胎时期 M

亚基占优势 ,随着胚龄的增加 , H 亚基随之增加 ,而

M 亚基减少或消失) 。不同组织来源的各种肿瘤之

间酶谱却较接近 ,多以 LDH1 、LDH2 减少及 LDH4 、

LDH5 增加为特点。本组观察完全符合这一特点 ,说

明在恶性组织中胚胎型同工酶呈现增加趋势。

本组观察发现 ,不论正常人或癌症病人血清的

LDH 同工酶谱 ,均表现为 LDH2 > LDH1 > LDH3 >

LDH4 > LDH5 ,其原因系 M 亚基在血浆中的半衰期

比 H 亚基短的缘故 4 。癌症患者 LDH3 均值与正常

均值相比 ,均明显增高 ,其原因系细胞癌变后 ,同工酶

谱向胚胎型酶谱转化之故。
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而可以预防肿瘤的发生 7 。以往的研究证实茶叶含

有多种抗突变的成分 ,有抗突变的作用 8 ～13 。本文

主要是研究茶蛋白抗辐射引起的致突变效应 ,为开展

茶叶或是茶蛋白防癌和抗癌研究提供试验依据。

1 　材料与方法

按照文献 14 的方法进行试验。

111 　沙门氏菌回变试验 (Ames 试验)

1. 111 　试验菌株选择 　用组氨酸缺陷型鼠伤寒沙门

氏菌 TA100 为测试菌株 ,诱变菌落数为 3 000 个/ 皿

左右 ,自发回变数为 120～200 个/ 皿。

11112 　受试物和剂量设计 　茶蛋白制作是将浙江杭

州绿茶用水浸泡后得茶渣 ,将其烘干后粉碎 ,再用酶

水解成蛋白液 ,蛋白质含量为 4. 5 mg/ ml。试验剂量

为 50μl/ 皿、25μl/ 皿及 12. 5μl/ 皿 ,每个剂量做 3 个

平行样品。阳性对照用 22氨基芴 (22AF) ,剂量为 10

μg/ 皿。

11113 　试验步骤 　预试验确定60 Co 照射总剂量为

0. 75 Gy ,剂量率为 0. 89 Gy/ min。试验用标准平板

掺入法 ,在 2. 5 ml 上层培养基中加菌液 0. 1 ml ,不同

浓度茶蛋白液 0. 1 ml ,需代谢活化加 S9 0. 5 ml ,充分

混匀后倒在底层培养基上。除阴性对照外 ,其余的平

板均在密闭无菌操作箱中操作 ,先用60 Co 照射后于

37 ℃培养 48 h ,用自动菌落计数器进行计数。

1. 2 　中国仓鼠肺 V79 细胞染色体畸变 (CA)试验

1. 2. 1 　材料 　试验用中国仓鼠肺 V79 细胞株 ,所用

试剂有 1640 液、0. 25 %胰酶液、3 :1 甲醇冰醋酸液、

Gimesa染色液、丝裂霉素 C、0. 1 %秋水仙素液及

0. 45 %茶水解蛋白液。

112. 2 　半数抑制浓度 ( IC50) 确定 　培养的单层细胞

经酶消化制成细胞悬液 ,接种于培养瓶中 ,细胞数为

5 ×106 个/ 瓶。分为 6 组的细胞分别加入茶蛋白 ,浓

度为 0μl/ ml、12. 5μl/ ml、25μl/ ml、50μl/ ml、100μl/

ml 和 200μl/ ml ,4 h 后换液继续培养。第 2 d 观察细

胞生存情况 ,经试验确定半数抑制浓度为 25μl/ ml。

11213 　辐照剂量确定 　将 5 ×106 个/ 30 ml 细胞分

为 7 组 ,用 25μl/ ml 的茶蛋白接触 4 h 后换液 ,继续

培养 3 h 后 ,进行60Co 照射 ,照射剂量率为 0. 89 Gy/

min。其中阳性对照组只加丝裂霉素 C 015μg/ ml ,不

照射。阴性对照组不加茶蛋白只加培养液。另 5 组

辐射剂量分别为 0. 25 Gy、0. 5 Gy、0. 75 Gy、110 Gy

和 1125 Gy。辐照后继续培养 24 h ,收获细胞前 3 h

时 ,用秋水仙素阻断 ,制片 ,每张片观察 100 个中期相

细胞的突变数 ,计算畸变率。辐照剂量为 0. 75 Gy 时

可引起细胞突变。

1. 2. 4 　试验方法 　将生长期细胞分为 6 组 ,分别为

阴性和阳性对照组 ;1640 + 60 Co 照射组 ;另 3 组分别

加茶蛋白 1215μl/ ml、25μl/ ml、和 50μl/ ml、。用茶

蛋白干预 4 h 后再继续培养 3 h ,用60 Co 照射按 0175

Gy ,照射后继续培养 24 h ,此后步骤同 11213。

113 　小鼠微核 (MN)试验 　昆明种小鼠作为试验动

物 ,雄雌各半 ,体质量为 (3217 ±315) g ,按体质量随机

分为茶蛋白高、中、低剂量组 ,分别按 1 :2、1 :4、1 :8 稀

释茶蛋白 ,设阴性和阳性对照组 ,每组 10 只 ,阴性对

照组不接受辐照 ,阳性对照组接受60 Co 辐照 ,阴性组

和阳性组均给予生理盐水。对各组小鼠进行灌胃 ,预

试验确定60Co 剂量为 6 Gy ,除阴性对照组不辐照外 ,

其余各组小鼠都按 6 Gy 进行照射。照射后 24 h 处

死 ,取股骨骨髓涂片。每张玻片观察 1 000 个嗜多染

红细胞 ( PCE) ,计数含微核 PCE 数 ,计算微核率。

1. 4 　小鼠显性致死试验

11411 　试验动物 　用性成熟的雄性昆明种小鼠 50

只 ,体质量为 (3217 ±3. 5) g ,按体质量随机分为茶蛋

白高、中、低试验剂量组 ,分别按 1 : 2、1 : 4 和 1 : 8 稀

释 ,阴性和阳性对照组 ,共 5 组 ,每组 10 只。阴性对

照组不接受60 Co 辐照 ,阳性对照组接受60 Co 辐照 ,2

组均给予生理盐水。预试验确定60 Co 照射剂量为 6

Gy。雌性小鼠共 700 只 ,体质量为 (2414 ±215) g。

11412 　交配 　于60Co 照射第 2 d 开始交配 ,第 1 wk

每只雄鼠与 2 只雌鼠合笼 ,以后每 1 wk 另换 2 只未

交配过的雌鼠 ,每 1 wk 合笼时间为 5 d ,如此共连续

7 wk。

11413 　观察指标 　于妊娠第 14 d 处死雌鼠 ,剖腹取

出子宫 ,观察着床数、晚死胎数及活胎数 ,在解剖显微

镜下观察黄体数。

114. 4 　结果分析和评价 　将各组雌鼠全部数据按合

笼周次分别计算各项相关指标。

2 　结果与讨论

211 　沙门氏菌回变试验 (Ames 试验)的结果见表 1。
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表 11 茶蛋白抗60Co 辐射对 TA100 的影响

组别　　　
试验材料和剂量

(/ 皿)

诱变菌落数

( �x ±s , / 皿)

抑制率

( %)

正常对照组

试验对照组

阳性对照组

茶蛋白低剂量组

茶蛋白中剂量组

茶蛋白高剂量组

生理盐水 100μl

60　Co 0. 75 Gy

2 - 氨基芴 2μg

12. 5μl/ ml

25μl/ ml

50μl/ ml

126. 8 ±9. 6

279. 3 ±11. 3

296. 2 ±14. 2

221. 5 ±21. 8 3 3

196. 3 ±12. 6 3 3

145. 1 ±19. 3 3 3

-

-

-

20. 69

29. 72

48. 05

3 3 P < 0. 01 与试验对照组相比

　　Ames 试验是目前检测基因突变常用检测系统之

一 ,所用菌株为组氨酸缺陷型鼠伤寒沙门氏菌。由于

这些菌株不能合成组氨酸 ,故在缺乏组氨酸的培养基

上 ,除自发回变的少数细菌外 ,不能生长 ,而能诱发回

变的诱变物能使生长的细菌大为增多。本试验是在

基因水平上用原核生物进行抗辐射危害的研究 14 。

结果表明正常对照组 TA100 自发回变数在 120～

200 个/ 皿的范围内 ,阳性对照组诱变菌落数均大于

正常对照的 2 倍 ,表明试验菌株和试验条件均符合规

定要求。茶蛋白对沙门氏菌在辐射条件下 ,可降低诱

变率 ,减少诱变菌落数 ( P < 0. 01) ,在一定剂量范围

内呈剂量2效应关系 ,可以认为茶蛋白有抗辐射对沙

门氏菌的诱变作用。

212 　茶蛋白抗辐射对仓鼠肺 V79 细胞染色体畸变

作用结果见表 2。

表 21 茶蛋白抗辐射对仓鼠肺 V79 细胞染色体畸变作用

组别 试验用药及剂量 断裂 环状体 畸变率 ( %)

正常对照组

试验对照组

阳性对照组

茶蛋白低剂量组

茶蛋白中剂量组

茶蛋白高剂量组

1640 培养液

0. 75 Gy60Co + 1640

丝裂霉素 0. 5μg/ ml

12. 5μl/ ml

25μl/ ml

50μl/ ml

5

67

69

47

41

39

1

14

9

5

1

6

6

83 3 3

78 3 3

52 3

41 3

45 3

3 3 P < 0. 01 与正常对照组相比 , 3 P < 0. 05 与阳性和试验对照组相

比

生物细胞染色体有一定数目和特定的结构 ,而这

些特征相对稳定 ,如果机体受到致突变作用的影响 ,

染色体固有的数目、形态都可能发生改变 ,即染色体

畸变。通过观察染色体的形态、数目、结构的变化 ,可

检测茶蛋白对细胞抗辐射引起的突变作用 ,试验属于

体外、真核体细胞在染色体水平上的观察 14 。在接

受60Co 辐照后 ,中国仓鼠肺 V79 细胞染色体畸变率

明显升高 ( P < 0. 01) 。在使用茶蛋白后 ,辐射对中国

仓鼠肺 V79 细胞染色体畸变影响降低 ( P < 0. 05) 。

表明茶蛋白可以对抗60 Co 辐射对 V79 细胞的影响 ,

降低染色体畸变的发生。

213 　茶蛋白液抗辐射小鼠 PCE 微核试验 　结果见

表 3。

表 31 茶蛋白液抗辐射小鼠 PCE 微核试验

组别 　　动物数 (只) 检查 PCE 数 (个) 含微核 PCE 数 (个)

正常对照组

阳性对照组

茶蛋白低剂量组

茶蛋白中剂量组

茶蛋白高剂量组

10

10

10

10

10

20 000

20 000

20 000

20 000

20 000

6. 0 ±1

20. 0 ±3

6. 0 ±2 3 3

4. 0 ±1 3 3

2. 0 ±1 3 3

3 3 P < 0. 01 与正常对照组相比

红细胞发育 ,在 PCE 阶段前有细胞核 ,进入 PCE

阶段将细胞核排出 ,因此 ,成熟红细胞不含细胞核。

在某些因素作用下 ,特别是环境致突变物可以使细胞

核断裂 ,使 PCE 中含有残留的细胞核 ,通常称为微

核。接受放射线照射后 ,动物体内含微核的 PCE 数

明显升高 ,在一定范围内有剂量2效应关系。茶蛋白

可降低受辐照小鼠含微核的 PCE 数 ,提示对小鼠有

抗辐射作用 11 。结果表明各种浓度的茶蛋白液 ,均

有显著的抗60Co 辐射作用 ,可使小鼠 PCE 微核数明

显降低 ( P < 0. 01)可有效地减少辐射对机体的损害。

214 　茶蛋白液抗辐射对小鼠的显性致死作用

214. 1 　生殖能力 　雄鼠在受60 Co 辐照第 2 d 开始 ,

与 2 只雌鼠同笼 ,5 d 后取出雌鼠。根据雌鼠受孕情

况 ,计算生育率和受孕率 ,结果见表 4。
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表 4. 　茶蛋白液抗辐射对小鼠生育率和受孕率的影响

组别
生育率 ( %)

1 2 3 4 5 6 7

受孕率 ( %)

1 2 3 4 5 6 7

正常对照组

试验对照组

茶蛋白低剂量组

茶蛋白中剂量组

茶蛋白高剂量组

100

20

30

30

40

100

20

40

50 3

50 3

100

10

30

40 3

50 3

100

30

50

50

60 3

100

30

50

60 3

60 3

100

20

40

60 3 3

60 3 3

100

30

60 3

70 3 3

70 3 3

85

15

45 3

50 3

45 3

90

20

40 3

50 3

55 3

95

20

55 3

65 3 3

65 3 3

90

10

50 3

80 3 3

80 3 3

85

15

65 3 3

75 3 3

75 3 3

90

20

60 3

75 3 3

90 3 3

95

25

75 3 3

85 3 3

90 3 3

3 3 P < 0. 01 , 3 P < 0. 05 与试验对照组相比

　　结果表明各剂量组的茶蛋白均有抗60 Co 辐射对

雄性小鼠生殖细胞的损害作用 ,并有剂量2效应关系。

接受辐照后 ,雄性小鼠的生育率明显降低 ,母鼠的受

孕率也相应的减少 ,试验对照组生育率和受孕率均与

各试验组有显著性差异 ( P < 0. 01 , P < 0. 05) 。试验

组生育率与受孕率低于对照组 ,说明雄鼠受辐照后生

殖能力降低 ,并影响精子发育各阶段。

2. 4. 2 　着床数 　根据各组孕鼠着床数、晚死胎数、活

胎数计算着床数和平均着床数 ,结果见表 5。

表 51 　茶蛋白抗60Co 辐射对孕鼠着床数和平均着床数的影响

组别
着床数 (只) ( %)

1 2 3 4 5 6 7

平均着床率 ( %)

1 2 3 4 5 6 7

正常对照组

试验对照组

茶蛋白低剂量组

茶蛋白中剂量组

茶蛋白高剂量组

243

34

57

62

104 3

218

39

98

110 3

156 3 3

229

21

69

142 3 3

184 3 3

248

37

132 3

143 3 3

178 3 3

251

44

167 3 3

211 3 3

250 3 3

296

45

132 3 3

226 3 3

260 3 3

288

56

214 3 3

254 3 3

279 3 3

12. 3

4. 3

10. 0 3

13. 1 3

12. 2 3

11. 5

5. 4

12. 4 3

12. 5 3

14. 2 3

14. 6

4. 9

12. 1 3

13. 2 3

17. 4 3

16. 7

5. 6

12. 4 3

14. 3 3

15. 1 3

13. 6

7. 9

13. 1 3

13. 8 3

12. 9 3

15. 5

7. 2

12. 7 3

14. 4 3

13. 8 3

17. 2

6. 8

13. 4 3

15. 3 3

14. 0 3

3 3 P < 0. 01 , 3 P < 0. 05 与试验对照组相比

　　小鼠的生殖能力很强 ,最高的着床点可达 18 个

之多 14 。试验对照组着床数和平均着床数均显著低

于茶蛋白各剂量组 ( P < 0. 01 , P < 0. 05) 。

21413 　着床后死亡数 　根据死胎数、着床数、孕鼠

数 ,计算平均活胎数和死胎率。结果见表 6。

表 61 　茶蛋白抗60Co 辐射对平均活胎数和死胎率的影响

组别
平均活胎数 (只)

1 2 3 4 5 6 7

死胎率 ( %)

1 2 3 4 5 6 7

正常对照组

试验对照组

茶蛋白低剂量组

茶蛋白中剂量组

茶蛋白高剂量组

12. 3

4. 3

9. 0 3

11. 1 3

10. 8 3

11. 5

5. 4

10. 4 3

10. 6 3

12. 2 3

14. 6

4. 9

11. 3 3

12. 7 3

13. 4 3

16. 7

5. 6

11. 6 3

12. 8 3

13. 7 3

13. 6

7. 9

13. 1 3

13. 8 3

12. 9 3

15. 5

7. 2

12. 7 3

13. 4 3

14. 2 3

16. 8

6. 8

13. 4 3

15. 3 3

15. 1 3

0. 2

34. 6

4. 5 3 3

3. 0 3 3

1. 4 3 3

0. 0

42. 0

4. 0 3 3

2. 0 3 3

2. 5 3 3

0. 0

51. 2

2. 4 3 3

3. 7 3 3

2. 1 3 3

0. 0

47. 9

3. 8 3 3

3. 3 3 3

1. 5 3 3

0. 3

42. 4

3. 2 3 3

1. 5 3 3

1. 2 3 3

0. 4

35. 2

2. 1 3 3

2. 1 3 3

0. 9 3 3

0. 4

21. 4

1. 4 3 3

1. 2 3 3

0. 04 3 3

3 3 P < 0. 01 , 3 P < 0. 05 与试验对照组相比

　　按受放射线照射后 ,试验对照组小鼠死胎率明显

升高 ,使用茶蛋白后死胎率显著降低 ( P < 0. 01 , P <

0. 05) ,各剂量组之间有剂量 - 效应关系。试验对照

组死胎率升高 ,主要是由辐射引起的 ,而茶蛋白各剂

量组死胎率显著降低是茶蛋白的保护作用所致。显

性致死试验 (DLA)是体内诱变试验 ,其观察为显性致

死突变。所谓显性致死突变是指发生于配子 (精子或

卵子)的遗传结构改变 ,这种改变将导致由配子所产

生的合子 ,或由合子发育而成的胚胎或幼仔的死

亡 14 。本试验主要研究茶蛋白液抗60Co 辐射对雄性
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摘要 :目的 :研究偏二氯乙烯/ 氯乙烯 (VDC/ VC)共聚物成型品 - 火腿肠肠衣膜中化学物在常温下向模拟食品溶剂 (蒸馏水、4 %

乙酸和正己烷)中迁移的情况 ,及迁移物的致突变性。方法 :样品前处理方法采用了冻干法和常规法 ,并进行了比较研究 ;迁移

物的致突变性应用了 Ames 试验。结果 :冻干法所获得的迁移物量要比常规法大 6～27 倍。对此迁移物经诱变性测试 (Ames

试验)结果为阴性。结论 :这种共聚物在本试验条件下未发现诱变性。
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小鼠生殖细胞的影响。综上结果 ,可以认为茶蛋白对

辐射引起小鼠的显性致死损害有保护作用 ,表现在与

试验对照组相比 ,茶蛋白各组生育率、受孕率、每孕鼠

平均着床数、活胎数均与正常对照组相近 ;每孕鼠平

均死胎率均显著低于试验对照组。

本试验结果表明 ,用茶蛋白对预防接受放射治疗

引起的致突变效应有保护作用 15 ,对茶蛋白用于临

床治疗有参考意义。
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