
第一步。要获得能够普遍适用的BBDR 模

型,最主要的障碍在于如何将发育毒效应与

其作用机制加以联系。与一般毒理学终点 (例

如致癌)不同,对致畸化学物所引起的胚胎畸

形和发育毒性是否具有共同的效应途径,目

前尚没有一致的意见。但是,如果要发展出能

描述不同生物学效应过程的通用模型,就必

须获得更多的包括正常胚胎生理发育过程和

发育毒物体内代谢等方面的信息,如代谢动

力学和效应动力学、不同的暴露剂量和暴露

途径导致的效应差异、以及实验动物的种属

敏感性和受试化学物的性质等 (6)。已经有人

提出 (7) ,通过发现新的作用机制 (如氟衍生物

掺入胚胎组织核酸)或者某一效应机制的中

间步骤 (如测定核苷酸池)来进一步完善BB2
DR 模型。当然,在最终达到这一目标之前,

还有许多工作要做。
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DNA 诱发损伤的修复与染色体畸变的研究——咖啡因对人精
子染色体的影响

余云香1　黄天华2　黄建民2　刘鸿禧2　方小武2

1广东省妇幼保健医院生殖保健科　广州市　510010　2 汕头大学医学院生殖生物学研究室　汕头市　

515063

摘要　应用人精子去透明带卵异种体外受精技术,对第 1次卵裂中期相的染色体畸变进行分析。实验分为对

照、咖啡因后处理、丝裂霉素C (MM C)预处理、MM C 预处理同时加咖啡因后处理 4个组。咖啡因组、MM C 组

和MM C+ 咖啡因组染色体结构畸变精子率依次为 27. 0% , 23. 0%和 45. 0% ;断裂均数依次为 0. 72, 0. 60和

1. 65,各组上述参数均高于空白对照组 (8. 0% , 0. 14) ,差异非常显著 (P < 0. 01, P < 0. 01)。与MM C 组和咖啡

因组相比较,MM C+ 咖啡因组诱发的染色体型和染色单体型畸变均明显增加,以染色体型畸变增加更为明显

(P < 0. 01, P < 0. 01)。结果显示,咖啡因可诱发人精子染色体畸变并能通过抑制金黄地鼠卵母细胞的复制前

和复制后修复系统,有效地增强MM C 对人精子染色体的诱变效应。

关键词　咖啡因;丝裂霉素C;人精子;去透明带地鼠卵; DNA 修复系统
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REPA IR OF D NA IND UCED L ESIONS AND CHROMOSOM AL
ABERRAT IONS: THE EFFECTS OF CAFFE INE ON HUM AN
SPERM CHROMOSOM ES

Yu Yunx iang1, H uang T ianhua2, H uang jianm in2,L iu Hongx i2, Fang x iaow u2

1
Guang d ong P rov ince M a terna l and Ch ild H ea lth Ca re H osp ita l, Guang Z hou 510010, 2

M ed ica l

S chool of S hanT ou U n iversity , S hanT ou 515063

Abstract　Ch rom o som e aberra t ion s w ere ana lyzed a t the first cleavage m etaphase of zona-
free ham ster eggs fert illized in vit ro w ith hum an sperm. T he experim en t w as d ivided in to fou r
group s: con tro l, caffeine po st- t rea tm en t, m itom ycin C (MM C) p retrea tm en t and MM C p re
- t rea tm en t + caffeine po st- t rea tm en t. F requencies of ch rom o som e aberra t ion s in Caffeine,
MM C and MM C + Caffeine group s w ere 27% , 23% and 45% , and the m ean s of b reakages
w ere 0. 72, 0. 60 and 1. 65 sequen t ia lly. A ll of above param eters w ere sta t ist ica lly h igher than
tho se in con tro l (8. 0% , 0. 14) (P < 0. 01, P < 0. 01). Com pared w ith tho se in Caffeine and

MM C group s, the increases in the frequencies of ch rom atid - type and ch rom o som e - type
aberra t ion s w ere h igh ly sign if ican t in MM C + Caffeine group (P < 0. 01, P < 0. 01). A far
h igher frequency of ch rom o som e- type aberra t ion s than tha t of ch rom atid - type ones w as
found. T hese resu lts show ed tha t caffeine cou ld induce ch rom o som al aberra t ion s in hum an
sperm atozoa and po ten t ia te the effects of MM C induct ion by inh ib it ing the p re- and po st-
rep lica t ion repa ir system in ham ster oocytes.
Key words　Caffeine;M itom ycin C; H um an sperm ch rom o som e; Zona- free ham ster oocyte;
DNA repair system

　　人精、卵中DNA 损伤的诱发和修复长

期以来受到学者们的特别重视,因为精、卵中

发生任何事件都会给后代造成直接的遗传学

后果。在体细胞中,有关DNA 诱发损伤、修

复与染色体畸变的关系的研究,已有大量报

道 (1- 4) ,但在生殖细胞中的研究相对较少,尤

其是在人类生殖细胞中有关这方面的研究资

料更少。M atsuda 等 (5)的研究发现,小鼠受精

卵对UV 诱发的小鼠精子DNA 损伤具有修

复能力。Kam iguch i
(6)和黄天华等 (7, 8)通过分

析物理、化学诱变剂处理后的人精子核型,观

察到大量重接型畸变,从而推论物理、化学诱

变所致的人精子DNA 损伤能够在金黄地鼠

卵母细胞中得到修复。但他们未采用修复抑

制剂对受精卵中人精子DNA 诱发损伤的修

复抑制与染色体畸变的关系进行深入的研

究。本研究就有关咖啡因对人精子染色体是

否具有诱变作用及咖啡因作为一种修复抑制

剂对MM C 在人精子中诱变效应的影响进行

探讨。

材料和方法

1. 　实验材料

1. 1　人精液标本取自半年内无射线及致断

药物接触史的健康男性。

1. 2　鼠卵取自 6—8w k 龄雌性金黄地鼠。

2. 　化学试剂

2. 1　丝裂霉素C:依赖 S斯的拟紫外线致断

剂。

2. 2　咖啡因: DNA 损伤修复抑制剂。

3. 　实验分组

正常组、咖啡因组、MM C 组、MM C+ 咖啡因

组。

4. 　实验方法

地鼠卵超排、人精子与去透明带地鼠卵

样本准备、受精、受精后异体卵的培养及精子

染色体制片见参考文献 (10)。与其不同之处

是: MM C 是在受精前用终浓度为 15Λgöm l
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的MM C 预处理精样 1h, 洗涤后与卵受精;

咖啡因在受精 1h 后用终浓度 1mM 咖啡因

处理异合卵。

5. 　计数与数据处理

5. 1　计数标准

按人类细胞遗传学命名的国际体制,记

录每个精子中发生的结构畸变。

5. 1. 1 畸变精子计数: 1 个精子核型中不管

发生多少结构畸变均计为 1个畸变精子。

5. 1. 2 断裂计数: 将每个精子中发生的各种

畸变转换为断裂计数: 末端缺失 (包括断片、

断裂)计为 1 个断裂数; 双着丝粒体、相互易

位等计为 2 个断裂数,但伴随这种互换畸变

的断片是这种互换畸变的一部分,不另作独

立断片计数;染色单体互换根据其图像 (三射

体、四射体、复合射体)的构成计算断裂数。

5. 2　实验参数

5. 2. 1 畸变精子率 (% ) = 具有结构畸变的精

子数÷所分析的精子数×100%

5. 2. 2 断裂均数= 发生的断裂总数÷所分析

的精子数

5. 2. 3 畸变均数= 发生的畸变总数÷所分析

的精子数

5. 2. 4 增强系数 (Po ten t ia t ion Index, P I)

P I= Ecaf- EconöEcon 或 Emm c+ caf-

EcaföEmm c- Econ

E 表示畸变精子率或断裂均数, con 表

示正常对照组, caf 表示咖啡因组,MM C 表

示丝裂霉素C 组。

5. 3　数据处理

空白对照组、咖啡因组、MM C 组和

MM C+ 咖啡因组各分析 100个人精子核型。

将各组实验数据输入计算机进行统计学处

理。

5. 3. 1 各组畸变精子率的比较分析

用 ς 2 检验进行分析。

5. 3. 2 各组畸变均数的比较分析

将每个精子核型中发生的断裂数、染色

单体、染色体、断裂型和重接型畸变数经平方

根转换后,用 t检验进行分析。

5. 3. 3 人精子染色体畸变类型分析

在资料分析中,将记录的畸变按染色体

型和染色单体型、断裂型和重接型分类。断裂

型包括: 断裂、缺失、无着丝粒断片、粉碎化;

重接型包括三射体、四射体、复合射体、双着

丝粒体、相互易位、环状染色体。

结　果

1. 结构畸变精子率、断裂均数与增强系数分

析　本实验中,空白对照组、咖啡因组、MM C

组、MM C+ 咖啡因组精子染色体核型分析结

果见表 1。

Table 1. Frequenc ies of m etapha ses with chrom osoma l aberra tion s ( FM CA ) and m ean

breakages of chrom osom es (M BC) in human sperma tozoa exposed to caffe ine (CAF) ,

m itom yc in C (MM C) and MM C+ CAF and Poten tia tion Index of caffe ine

group s sperm sperm w ith FM CA To tal M BC po ten tiat ion

analyzed ch romo som e N o. of Index

aberration BC P I1　　　P I2

contro l 100 　　　　8 　　　8. 0 　　　14 　　0. 14

CA F 100 27 27. 0 72 0. 723 2. 38 4. 14

MM C 100 23 23. 0 60 0. 603

MM C+ CA F 100 45 45. 0 165 1. 653 1. 20 2. 02

　　　3 P < 0. 01.

2. 　人精子染色体畸变类型分析

2. 1　人精子染色体畸变类型分析 (表 2)
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Table 2. Types of chrom osoma l aberra tion s in human sperma tozoa exposed to CAF,

MM C and MM C+ CAF.

group s
sperm

analyzed

CTD abberrations

To tal ctb tr qr com

CS abberrations

To tal csb dic r pvz

contro l 100 　2 　0 　1 　1 　0 　　9 　9 　0 　0 　0

CA F 100 17 13 3 1 0 59 56 2 1 0

MM C 100 23 12 4 6 1 15 14 1 0 0

CA F+ MM C 100 54 40 7 4 3 84 67 12 5 0

　　　　　　3 CTD , ch rom atid- type aberrations. CS, ch romo som e- type aberrations.

2. 2　人精子染色体、染色单体、断裂和重接各型畸变均数分析 (表 3)

Table 3. M ean s of chrom osom e- , chroma tid- , breakage- and rejo in ing- aberra-

t ion s

Group s To tal N o. of Ch rom atid Ch romo som e B reakage rejo in ing

aberrations aberrations aberrations aberrations aberrations

Contro l 100 11 2 9 9 2

(0. 02) (0. 09) (0. 09) (0. 02)

CA F 100 76 17 59 69 7

(0. 17) (0. 59) (0. 69) (0. 07)

MM C 100 38 23 15 26 12

(0. 23) (0. 15) (0. 26) (0. 12)

MM C+ CA F 100 138 54 84 107 31

(0. 54) (0. 84) (1. 07) (0. 31)

讨　论

1. 　结构畸变精子率、断裂均数与咖啡因增

强系数分析

如表 1 所示,本研究中正常对照组畸变

精子率为 8. 0% ,属国内外文献报道的正常

男性自发畸变精子率 1. 4% - 13. 6%范

围 (10) ; 断裂均数为 0. 14,与黄天华等报道的

0. 12 相近 (7)。咖啡因组畸变精子率为 27.

0% ,断裂均数为 0. 72,与正常对照组间差异

均非常显著 (P < 0. 01, P < 0. 01) ,咖啡因增

强畸变精子系数 P I1= 2. 38, 增强断裂系数

P I2= 4. 14。表明咖啡因本身能够诱发人精子

染色体结构畸变。MM C 组畸变精子率为 23.

0% ,断裂均数为 0. 60, 与正常对照组相比,

两者间有非常显著差异 (P < 0. 01, P < 0.

01) ,这与黄天华等 (8)的实验结果一致。MM C

+ 咖啡因组畸变精子率为 45. 0% ,断裂均数

为 1. 65, 与空白对照组、咖啡因组和MM C

相比较, 有非常显著差异 (P < 0. 01, P < 0.

01)。咖啡因增强MM C 诱发精子系数 P I1为

1. 2,增强断裂系数 P I2= 2. 02。表明咖啡因

具有增强MM C 诱发人精子染色体畸变的效

应。

2. 　结构畸变类型分析

2. 1　咖啡因组和MM C 组诱发结构畸变类

型分析 (表 2、3)

咖啡因组中,诱发的畸变以染色体型畸

变为主,主要是无着丝粒断片, (图 1—6见封

二) , 诱发的重接型畸变甚少。已有研究证

实 (8) ,人精子染色质在受精前和进入地鼠卵

后的 3小时内处于 G1期,继后的 8小时为 S

期,再经过 G2期 (约 5小时) ,受精卵进入第

1次卵裂。导致本实验结果的可能机制是①

咖啡因是一种不依赖 S 期致断剂 (3)。在 G1
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期以诱发染色体型畸变为主; ②咖啡因是已

知的修复抑制剂,可抑制人精子自发或咖啡

因诱发DNA 损伤的修复,同时对这些DNA

断裂的错误修复也可能具有抑制作用,从而

使咖啡因诱发的重接型畸变甚少。

本研究中,MM C 组诱发畸变以单体型

为主, 包括单体断裂, 三射体, 四射体 (见图

2)和复合射体; 染色体型畸变主要是无着丝

粒断片。这个结果与黄天华等 (8)应用相同剂

量MM C 处理人精子时所得的结果一致。

2. 2　咖啡因+ MM C 组诱发结构畸变类型

分析 (见表 2、3)

与MM C 组和咖啡因组相比,咖啡因+

MM C 组诱发的染色体型和染色单体型畸变

均明显增高,以染色体型增加更为显著,包括

无着丝粒断片 (图 3、4) ,双着丝粒体 (图 4) ,

环 (图 5) ; 染色单体型畸变,以染色单体断裂

为主 (图 3) ,其次为三射体 (图 5) ,四射体,复

合射体 (图 5、6)。MM C+ 咖啡因组诱发的染

色体型、单体型、断裂型和重接型畸变均数与

MM C 组和咖啡因组相比,均明显增高 (P <

0. 01, P < 0. 01) , P < 0. 01, P < 0. 01)。

F igure 7. Effects of caffeine po st- treatm ent on the frequencies of rejo ined- and unrejo ined- type aberrations induced in hu2

m an sperm ch romo som es

　　MM C 组的染色体结构畸变中, 放射体

(三射体、四射体和复合射体)占 28. 95% ,放

射体是由错误重接引起的畸变,发生在受精

卵DNA 复制后期, 放射体的出现表明金黄

地鼠卵中存在复制后修复系统, 能对MM C

在人精子中诱发的DNA 损伤进行重接 (6)。

本实验中加入已知的修复抑制剂咖啡因处

理,如果DNA 损伤修复系统被完全抑制,即

重接步骤也将受到抑制,那么将不会出现放

射体型畸变, 但在MM C + 咖啡因组中仍观

察到放射体型畸变,表明在本实验条件下,咖

啡因不能完全抑制金黄地鼠卵母细胞对

MM C 诱发的人精子DNA 损伤的修复。这与

L ink 等研究结果一致 (11)。

　　MM C 的结构内含有氮丙啶与氨甲酰基

2个烷化基团,系双功能烷化剂,因此它可诱
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发DNA 交联性损伤。有人报道,处于细胞周

期 G1期的体细胞对MM C 诱发损伤的修复

分为 2 步: ①在DNA 交联部位进行半切割

(ha lf- excision) ; ②清除经半切割的或原有

的单加合物 (m ono- adducts) (2)。本实验中,

加入咖啡因处理后,MM C 诱发的染色体型

畸变明显提高,其可能原因是MM C 诱发的

交联性损伤在精子进入金黄地鼠卵后的 G1

期,经半切割修复发生单链断裂,咖啡因可以

抑制多聚腺苷二磷酸核糖合成酶 (11) ,该酶为

DNA 链断裂修复所必需,即咖啡因抑制单链

断裂的修复,造成单链断裂大量积累并增加

损伤间相互作用机会,结果一些单链断裂转

化为双链断裂,经 S、G2期,形成染色体型畸

变。加入咖啡因处理后,MM C 诱发的染色单

体型畸变增加,导致这一结果的原因可能是:

①咖啡因在 G2期干扰DNA 损伤的修复; ②

有人报道,MM C 的作用可引起细胞周期 G2

期延长 (12) ,咖啡因通过抑制MM C 的这种作

用使 G2 期相对缩短, 因而也就相应缩短了

修复时间,从而在 G2期有更多的DNA 损伤

未被修复或错误修复,结果在有丝分裂期形

成染色单体型畸变 (1)。

如图 2 所见,与正常对照组和MM C 组

相比,加入咖啡因处理后,诱发畸变的增加以

断裂型为主, 这提示DNA 链断裂的正常和

错误修复均受到了抑制,同时观察到重接型

畸变也有增高,这可能是由于修复暂时受到

了抑制,导致DNA 双链断裂的增加,继后发

生交换所致。

　　咖啡因增强染色体诱变效应的机理尚未

完全弄清。 Ish ii等 (4)发现,咖啡因可抑制切

除修复系统对MM C 诱发的人血淋巴细胞

DNA 损伤的修复。也有文献报道,咖啡因至

少作用于细胞周期的 2 个阶段,在 S 期咖啡

因可解除物理、化学诱变剂所诱发的DNA

损伤对复制叉启动的抑制作用 (13) ; 在 G2期,

咖啡因可以抑制DNA 损伤引起的 G2 期延

长,相对缩短修复DNA 损伤的时间 (1)。本实

验中,咖啡因增加了MM C 诱发的染色体型

和染色单体型畸变,这也表明咖啡因可以作

用受精卵的 G1期和 G2期,抑制金黄地鼠卵

母细胞的复制前和复制后修复系统对MM C

诱发人精子 DNA 损伤的修复, 从而增强

MM C 对人精子的诱变效应。加入咖啡因后

处理,MM C 诱发的畸变以染色体型为主,表

明咖啡因在 G1期对地鼠卵母细胞的修复系

统的抑制作用更明显,在体细胞研究中,大多

数报道,咖啡因在G2期作用显著。其原因尚

有待进一步研究。
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妊娠终止药在生殖毒性试验中的设计方案

林　飞
中国药品生物制品检定所　北京　100050

　　妊娠终止药包括流产 (坠胎)药、引产药

和促产 (催产)药,临床分早期流产药 (如前列

腺素 F2、塞普酮等) ,中期引产药 (如利凡诺、

天花粉、芫花脂等)和晚期催产药 (催产素、安

定、蓖麻油等)。其剂型以口服制剂和注射剂

为多,其药理作用主要是能刺激子宫强烈收

缩; 宫腔血液供应减少,胎盘与子宫体分离;

使胎膜组织坏死、变性; 或直接致胎儿死亡

等,达到引产或促产的目的 (1)。在临床由于使

用药物不当或其他原因,未终止妊娠使胎儿

出生者时有发生,在妊娠早期和中期正值胚

胎发育形成阶段,妊娠终止药物进入体内,又

可通过胎盘屏障,直接作用于胎盘或胎儿,给

胎儿的生长发育造成重大打击,使生长发育

障碍或畸形的发生率明显增加。为防止引产

未遂,出生后的胎儿出现畸胎或其他发育障

碍,进行临床前动物的生殖毒性试验是必不

可少的。但在试验中首先面临的困难就是具

有较明显药理学活性的妊娠终止药,一般在

较大的剂量下给予受孕鼠后,因明显的药效

学作用而出现生殖毒性反应——流产,而无

法将试验继续进行下去,得不到试验结果。降

至很低的剂量其结果如能得到阳性,则判定

具有生殖毒性的存在是有意义的; 但是如果

是阴性结果,则不能判定该药无生殖毒性,原

因是较高剂量可能存在的生殖毒性,在低剂

量下没有显示出来。我们在药品检测过程中

遇到上述问题,在参考国际、国内有关标准和

指导原则基础上 (2, 3) ,考虑到该类药物无有关

的细则以及特殊性,在进行各项动物体内试

验和高剂量组剂量设定时,制定出一套设计

方案:

方案一: 按新药有关标准要求 (4)进行常

规致畸胎试验,即在受孕鼠第 6—15 天每天

给药 1 次,连续给药 10天,高剂量组的确定

一般综合考虑以下几个因素: ①相同给药途

径和动物的LD 50的 1ö2—1ö3量; ②1gökgö
日的限度剂量或最大给药量; ③动物药效学

高剂量组的倍量或有效剂量; ④给药后出现

受孕鼠体重增长缓慢或下降,阴道流血或流

产;⑤受孕鼠出现低于 10%的死亡率 (5)。如

果预试验发现动物高剂量已经低于临床人的

拟用量,则正式试验在临床人用量 1ö2—1ö8

范围设两个剂量进行试验。所得阳性结果对

分析和评价该药具有重要意义; 阴性结果则

意义不大,仍需选用其他方案进行试验。

方案二: 根据动物妊娠期 (6)的几个阶段

(如小鼠着床期 1—4 天、早期 6—8 天、中期
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图 1—6. 　说明见正文


