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【摘要】背景与目的：检测单味马兜铃及复方龙胆泻肝丸的遗传毒性。材料与方法：鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验 ,-./0 1/01 2检
测含马兜铃酸的两味单、复方中药的细菌回复突变率；采用 *+孔微孔板接种法进行小鼠淋巴瘤细胞 &’ 基因突变试验 ,.$30/ ’4.56$.7
70074，89-2，经单、复方含马兜铃酸浓度 :!; < .’对 9:)=>? < &’ , @ < A 2 A B( =( CD细胞进行染毒，分别测定其接种效率 ,EF2，相对总增长
率 ,GHI2和突变频率 ,8J2。 结果：-./0试验结果为阴性 !而小鼠淋巴瘤试验显示单味马兜铃具有一定细胞毒性并诱导 &’ 基因突变，
产生突变集落；而复方龙胆泻肝丸未诱发 &’ 基因突变。 结论：受试的单味马兜铃具有一定的遗传毒而复方龙胆泻肝丸具有对马兜
铃的减毒效应。
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随着中国传统中药进入国际市场，中药的全球化面

临着机遇和考验。马兜铃酸中药引起的中草药肾病

,Y‘#2目前已受到广泛关注，其体内的药理毒性已经有
了广泛的研究 a) AC b，但如何在临床应用前进行快速、有

效的生物学评价就显得尤为重要。本实验旨在通过传统

的 -./0 试验和小鼠淋巴瘤细胞 &’ 基因突变试验

,.$30/ ’4.56$.7 70074，89- 2，对单味马兜铃和复方龙
胆泻肝丸 ,含马兜铃 2的遗传毒性进行测试和评价。

! 材料与方法
!" ! 材料
!" !" ! 受试物 设计 B种受试物，马兜铃酸标准
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品，单味马兜铃，复方龙胆泻肝丸，马兜铃酸为脂溶性物

质，极易溶解于 &’()而难溶于水，同时设溶剂对照组
*&’() +!, -./ 0 及阳性对照组：1.23试验中阳性物选
择如下：不加 ($的情况下，41#55和 41#56选用甲基磺酸

甲酯 *.2789/.278:;3</=>;:72，’’(0，41$?选用阿的平，41$@

选用对硝基喹啉；在加 ($的情况下，41$?，41$@和 41#55

选用 6A氨基芴，41#56选用 #，@A二羟基蒽醌。’B1试验
中阳性材料选用 ’’(。

!" !" # 试验菌株及细胞株 41$? ，41$@ ，41#55 ，

41#56由复旦大学公共卫生学院提供，生物学性状符合

菌株要求，置于 CD冰箱待用。小鼠淋巴瘤 B+#?@E
&’ * F - G 0 G HI ?I 6 JA细胞由上海国家新药安全评价研究
中心遗传毒理室提供。细胞呈淋巴母细胞样 !悬浮生长 !
用含有体积分数为 #5K的马血清以及青霉素、链霉素、
丙酮酸钠的 LM’N #%C5培养基 *L#50在 H? D、+K O)6

条件下常规培养。经过对自发突变细胞的清除，自发突

变频率为 + P #5 G+ Q 65 P #5 G+，符合实验要求。

!" !" $ 主要试剂 琼脂粉，日本进口分装 R BA组
氨基酸 ! 新兴医药保健品科技开发中心 R &A生物素 !
41S1TU (UNE1VW O>I B7X 日本 R ($! 复旦大学公共卫
生学院 R LM’N #%C5培养基 Y Z[\J> H#@55 G 566；马血
清：]9J/>;2 (]H55?CI 5H；三氟胸苷 * 7^[=/<>^>789.[X[;2!
4_40：([,.: 466++；其余试剂均为国产或进口分析纯。

!" # 方法
!" #" ! %&’(试验 选用 41$?、41$@、41#55 和 41#56

菌株 ! 采用标准平皿掺入法 ! 试验在加与不加代谢活
化系统下进行 * G ($ - F ($0。设计的马兜铃酸标准品、单
味马兜铃和复方龙胆泻肝丸 H种受试物，含马兜铃酸浓
度均为 65!, -./。溶剂对照组 *&’() 0 每皿 #55!/ !
各剂量组均作 H 个皿 ! H? D培养 C@ 8后记录回变菌
落数。根据 )UO& 有关规定判断标准定为 Y 试验组回变
菌落数超过阴性对照组 6 倍以上者为阳性反应，提示
受试物具有致突变性。

!" #" # )*%试验 +$ , 细胞经受试物处理 H 8，继
续培养 C@ 8*表达时间 0 以后，在含有 4_4的 $%孔板中

接种一定数量的细胞。培养 #5 X Q #C X后，计数含有细
胞集落的孔数。另外，在制作 4_4平板同时制作测定平
板效率 * ‘/:7[;, 2==[J[2;J9，MU0 用的平板，计数含有细胞
集落的孔数。按泊松分布计算基因突变率和平板效率。

另外，测定处理后的细胞增殖率，作为细胞毒性的指标，

将突变体集落按增殖性的不同，分大、小 * /:^,2 :;X 3.://
J>/>;90 6种集落计数。平板效率 *MU0：MU5和 MU6按泊松

分布进行计算

MU; a G /;*Ub -4b0 -S! ( a 5! 6

式中 Ub为 $%孔板无集落孔数，4b为 $%孔板总
的孔数，S为单孔细胞数，在此 S a #I %。突变率 *.<7:7[>;
=^2c<2;J9，’_0，按泊松分布进行计算

’_ a G #; *Ub - 4b 0 - S
MU6

式中 Ub为 4_4其中 4_4拮抗培养无集落孔数，
4b为总孔数，S为孔的平均细胞数，此时为 6555。
数据评估采用国际遗传毒性测试工作组

* [;72^;:7[>;:/ d>^e,^><‘ =>^ ,2;>7>f[J[79 72373 ! NbZ40 0 制
定的标准 gC h，’_超过阴性的 #6% 即为阳性结果。

# 结 果
#" ! %&’(试验结果
结果见表 #。经检验所有参数均服从泊松分布，试

验组回变菌落数均未超过阴性对照组 6 倍，显示为阴
性结果。

#" # )*%试验结果
由表 6 可见细胞培养体系中加入各受试物后 !

B+#?@E - &’ * F - G 0 G HI ?I 6 J细胞的接种效率 *MU50、相对
存活率 *L(0、相对悬浮增长率 *L(Z0 均较阴性对照
&’()下降。马兜铃酸标准品和单味马兜铃 L4Z值均低
于阴性对照组，尤其是单味组甚至低于马兜铃酸标准

品，显示具有细胞毒性。在含有相同浓度马兜铃酸

* +!, - ./ 0剂量下，相对总增长率 *L4Z0由高到低排序
为复方龙胆泻肝丸 i 阴性对照 &’() i 马兜铃酸标准
品 i单方马兜铃 i ’’(，显示复方龙胆泻肝丸对马兜铃
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Z^><‘3
41$? 41$@ 41#55 41#56

G ($ F ($ G ($ F ($ G ($ F ($ G ($ F ($

S2,:7[j2
(7:;X:^X
:^[37>/>J8[:2

W;[/:72^:/[3.
:^[37>/>J8[:2

B&kZU
’’(

#H# l +

#C5 l #C

#CH l #%
#5? l 66

# ?@5 l 6@!!

#6$ l ##

##5 l 66

#C5 l 6
#6$ l #C

# +@5 l 6@!!

6? l 6

H5 l C

6% l H
6? l H
@%5 l +?!!

HC l C

6% l #!

H6 l +
6$ l #

H 5+5 l ?#!!

#H% l #H

#6C l #6

#5+ l @!

#C? l 6
H #55 l #C#!!

#H? l ##

#C5 l #?

#+5 l @
#HC l #@

6 5%5 l +?!!

HH? l 6#

H%H l #+

HCH l 6#
HC? l #+

6 C+5 l ?#!!

H+6 l ##

H@H l #+!

HC+ l #%
H+? l #+

# 6?5 l C6!!

表 + 受试物 ,含马兜铃酸浓度-. !/ 0123"145试验结果 , !" 6 # 3
’7894 + ):;7/4<=>=;? @A ;45;4B5 ,C=;D ;D4 >@<>4<;B7;=@< @A "" 75 -. !/ 0123 =< "145 ;45; , !" 6 # 3

O>.‘:^2X d[78 ;2,:7[j2，!) m 5I 5+，!!) m 5I 5#I
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表 + 受试物对,-./01细胞 !"基因的致突变性
’2345 + )672859:;:7< 27 7=5 !" 4>;6? :9 ,-./01 ;544? 2@75A 7A527B597
C:7= 75?75A? @>A + =
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B
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N
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PN( *
NQ( N
A
A
:+( R

)AA
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A
A
QO( *

)AA
+R( N+
Q*( N)
OR( OR
:Q( R

)AA
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)RQ( PP!

+( A!

表 D 试验受试物与,-./01 细胞毒性指标之间的关系
’2345 D ’=5 A5427:>9 357C559 75?75A? 29E @2;7>A? >@ ;<7>7>F:;:7< :9
,-./01 ;544?

89A：/’DEFG4 2SSFIF2GIT V <=A W -2’DEF%2 0.-%F%D’ V <=,：3 -2’DEF%2 0.0/2G0F$G
4-$UEJ ! <=,7 V <[,：3 -2’DEF%2 E$ED’ 4-$UEJ，<[,7；C$6/D-2H UFEJ G24DEF%2 ! !

& Z A( AN(

细胞毒性具有一定的减毒功效。经统计学分析，受试物

组与阴性对照相比，<[, 间的差异具有统计学意义
3 & Z A( AN7。

!" # 受试物对 $%&’()细胞 !" 基因的致突变性
由表 Q可以看出，马兜铃酸标准品诱发的突变频率

超过阴性对照 )倍以上但不到 :倍，具有致突变性但不
强烈。单味马兜铃 >?值甚至高于马兜铃酸标准品。在
含有相同浓度马兜铃酸 3 N!4 56’ 7剂量下，>?由高到低
排列为：>>= \单方马兜铃 \马兜铃酸标准品 \阴性对
照 1>=] \ 复方龙胆泻肝丸，>?超过阴性的 ):+ 即
为阳性结果，试验结果显示单方马兜铃为阳性结果，而

复方龙胆泻肝丸为阴性结果。提示复方龙胆泻肝丸较之

单味具有一定的遗传毒性减毒功效。

# 讨 论
^620 试验是从原核水平检测基因突变最常用的

方法，它是一种快速获得化学物质致突变性以及潜在致

癌性资料的有效手段，主要检测的遗传学终点为基因内

的点突变和移码突变，因此本试验中 ^620试验的阴性
结果并不代表受试物无遗传毒性，本试验又从细胞水平

探讨马兜铃酸复方中药不同于单味中药的细胞毒性及

其遗传毒性特点。大量的临床和体外实验表明马兜铃酸

复方中药不同于马兜铃酸和单味中药，马兜铃酸复方中

药体内减毒的作用已经被广泛证实 _: !N ‘。本试验表明，在

相同的马兜铃酸浓度下，复方中药对 LN)POa 5 ’( 3 b 5 B 7

B Q( P( :IY小鼠淋巴瘤细胞造成的细胞毒性和遗传毒性
均显著低于单味中药，有明显的减毒作用，其具体的减

毒机制尚待进一步的研究。

近十几年来随着相关领域特别是分子生物学的发

展和人们对遗传毒性认识的深入，遗传毒性测试评价方

法也正在经历巨大的变化 _+ ‘。然而由于目前没有单独一

个遗传毒性试验方法可检测所有的遗传毒性终点，因

此，食品药品以及生物材料的遗传毒性的评价大多采用

组合试验的方法，现在 ^620 试验以及 >L^ 试验被
]9C1和 cCd指导原则认定为遗传毒性的基本组合试
验 _P ‘，c=]Y国际标准化组织 3 c=])A**Q B Q：:AAQ7也推荐
使用这两个试验进行综合评价。

小鼠淋巴瘤细胞检验 3>L^7 的突出优点在于它能
检测多个遗传学终点，与传统的 )&*+ 的基因突变试验
相比，>L^不仅能检测出点突变等小的基因突变，也能
检测大范围的缺失等大的基因变化以及染色体畸变 _O ‘，

甚至对突变谱也能做出分析。点突变以大集落的形式被

检出，染色体畸变则通过小集落的形式被检出。本试验

中通过小鼠淋巴瘤细胞实验 3>L^7 对含马兜铃酸中药
的单味和复方制剂进行致突变性研究，结果显示单方马

兜铃多为小集落形式的突变，提示单味中药以引发染色

体水平上的大范围畸变和损伤为主。
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