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应用 Ｂｈａｓ４２细胞转化实验检测环磷酰胺、丝裂霉素 Ｃ
和氨苄西林钠致癌作用

宋　征１，刘全海２，马　瞡１

（中国医药工业研究总院上海医药工业研究院 １．国家上海新药安全评价研究中心，上海 ２０１２０３；
２．药理室，上海 ２０００８３）

　　摘要：目的　采用Ｂｈａｓ４２细胞转化实验检测已知有遗传毒性的化学品在化学致癌中的引发和促生长
作用，评价Ｂｈａｓ４２细胞转化实验检测化学品致癌作用的可靠性。方法　① 通过细胞毒性实验确定环磷酰
胺、丝裂霉素Ｃ和氨苄西林钠进行Ｂｈａｓ４２细胞转化实验的浓度。② 引发实验：细胞接种当日为第０天，第１
天换成含有相应最终浓度的受试物或０．５％ ＤＭＳＯ的ＤＦ５Ｆ培养基，培养７２ｈ，第４天换成不含药物的ＤＦ５Ｆ
培养基，培养至第２１天。第２２天将细胞固定、染色、并计数细胞数大于５０的集落数。③ 促生长实验：接种
当日为第０天，第４天换成含有相应受试物或０．５％ ＤＭＳＯ的ＤＦ５Ｆ培养基并连续培养至第１４天，期间第７
天，第１１天更换同样培养基，每１５天换成不含药物的ＤＦ５Ｆ培养基，培养至第２１天。第２２天固定、染色细
胞、计数细胞数大于５０的集落数。结果　按照７０％的细胞存活率以及前期文献结果确定最终浓度为：氨苄
西林钠１７５０ｍｇ·Ｌ－１；环磷酰胺 １３００ｍｇ·Ｌ－１；丝裂霉素 Ｃ０．０１ｍｇ·Ｌ－１；３甲基胆蒽 １ｍｇ·Ｌ－１，佛波酯
０．０５ｍｇ·Ｌ－１。引发实验结果显示，３甲基胆蒽，丝裂霉素 Ｃ和环磷酰胺集落数显著多于空白对照、并且两
者比值＞２，判定为有引发作用的致癌化学品。促生长实验结果显示，佛波酯集落数显著多于空白对照、并且
两者比值大于２，因此判定为有促生长作用的致癌化学品。结论　Ｂｈａｓ４２细胞转化实验不仅可以检测出遗
传实验可检测出的致癌阳性化学品和非致癌化学品，还可检测出遗传实验结果为假阴性的致癌阳性化学品，

可以作为一种快速易操作的致癌物预测体外模型。
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　　化学致癌物分为引发物和促癌物，部分具有遗
传毒性的化合物可采用常规的遗传毒理实验检测。

但根据文献报道，国际癌症研究机构归类为１，２Ａ
和２Ｂ级别的致癌物中有１２％为非遗传致癌物［１］，

常规的遗传毒理实验无法检测此类化学品，因此建

立可用于非遗传致癌物检测的实验方法非常迫切及

重要。

细胞转化实验是指对培养细胞诱发与肿瘤形成

有关的表型改变，此种表型改变包括细胞形态、细胞

生长能力、生化表型等变化，以及移植于动物体内形

成肿瘤的能力等。１９８６年时日本学者 Ｓａｓａｋｉ等［２］

已经建立了ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３二阶段细胞转化实验，
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该实验的两个阶段分别为引发阶段及促生长阶段。

引发阶段即在培养皿中接种低浓度的细胞，在细胞

进入分裂增殖期时加入受试物，在实验末将细胞固

定染色，再通过检测细胞形态学上的改变来判断受

试物的引发作用。而在促生长阶段则是在培养皿中

接种细胞后先以 Ｎ甲基Ｎ′硝基Ｎ亚硝基胍为引
发剂接触细胞，再接触受试物，在实验末将细胞固定

染色，再通过检测细胞形态学的改变来判断受试物

的促生长作用。

据文献报道，与动物体内致癌实验相比，在对

１８４种化学物质的检测中，ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３细胞转化实
验能够检测出６６％有机致癌物和８７％无机致癌物，
假阳性率为７．６％［３］。说明其与动物体内致癌实验

相比，具有很好的一致性。Ｂｈａｓ４２细胞是转染了
ｖＨａｒａｓ基因的 ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３细胞，正常情况下由于
自身拥有敏感的接触抑制，在其覆盖满培养皿后会

停止分裂增殖。若培养过程中接触致癌物质，则会

失去细胞间的接触抑制并以异常的细胞形态最终形
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成集落。２００４年，Ｏｈｍｏｒｉ等［４］提出单独使用Ｂｈａｓ４２
细胞作为检测化合物的癌症促进能力的细胞转化实

验；２００５年，Ａｓａｄａ等［５］改变了细胞接种浓度和受试

物加入时间，从而建立 Ｂｈａｓ４２二阶段细胞转化实
验。其第一期与 ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３二阶段细胞转化实验
中的第一期原理相似，但是在第二阶段中减少了引

发物诱导的过程，直接接种接近细胞融合（ｎｅａｒ
ｃｏｎｆｌｕｅｎｔ）浓度的细胞进行实验。

前期实验结果显示，Ｂｈａｓ４２细胞在引发实验检
测中已知的引发物 ３甲基胆蒽（３ｍｅｔｈｙｌｃｈｏｌａｎ
ｔｈｒｅｎｅ，ＭＣＡ）的实验结果为阳性，而已知的促癌物
佛波酯（１２Ｏｔｅｔｒａｄｅｃａｎｏｙｌｐｈｏｒｂｏｌ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＴＰＡ）
的作用为阴性；同时在促生长实验中 ＴＰＡ的实验结
果为阳性，而 ＭＣＡ的实验结果为阴性［６］。本研究

中选定３种化学品，采用 Ｂｈａｓ４２转化细胞检测其
引发及促生长作用，并与已知的遗传毒性实验结果

进行对比，以进一步验证 Ｂｈａｓ４２细胞转化实验对
于致癌物质检测的准确性。

１　材料与方法

１．１　药物和试剂
ＥＭＥＭ培养基，环磷酰胺（ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，

ＣＰ），ＭＣＡ和ＴＰＡ购自Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基，胎牛血清（ＦＢＳ）和胰酶（含０．２５％ＥＤＴＡ）购自
Ｇｉｂｃｏ公司；丝裂霉素 Ｃ（ｍｉｔｏｍｙｃｉｎＣ，ＭＭＣ）购自
Ｒｏｃｈｅ公司；氨苄西林钠（ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎＮａ）购自华美生
物工程有限公司；二甲亚砜（ＤＭＳＯ）和吉姆萨色素
购自国药集团化学试剂有限公司。

１．２　细胞及培养
Ｂｈａｓ４２细胞，购自 ＪａｐａｎＨｅａｌｔｈＳｃｉｅｎｃｅｓＦｏｕｎ

ｄａｔｉｏｎ，ＨｅａｌｔｈＳｃｉｅｎｃｅＲｅｓｅａｒｃｈＲｅｓｏｕｒｃｅｓＢａｎｋ（ＰＯ
ＪＣＲＢ０１４９）；用含有 １０％ＦＢＳ的 ＥＭＥＭ 培养基
（Ｍ１０Ｆ），５％ＣＯ２，３７℃恒温条件下培养；生长稳定
后用含有 ５％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（ＤＦ５Ｆ），
５％ＣＯ２，３７℃恒温条件下培养。
１．３　细胞毒性实验确定药物浓度

２４孔板，采用 ＤＦ５Ｆ培养基将细胞密度调整至
２×１０７Ｌ－１，每孔加入０．５ｍｌ细胞悬液，接种当日为
第０天。第３天换成含有受试物的培养基，每个浓
度设置 ３个孔。第 ７天时使用 １０％甲醛固定
３０ｍｉｎ，水洗，用０．１％结晶紫染色３０ｍｉｎ，水洗后
放入３７℃烘箱干燥。每孔加入０．５ｍｌ提取液（０．
９％柠檬酸钠＋盐酸０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１＋５０％乙醇），于
波长５４０ｎｍ处读取的各组吸光度值，各浓度组与空
白对照组的吸光度的百分比值代表细胞存活率。本

实验选取存活率为７０％的浓度作为实验中各受试
物的最终浓度，当存活率未出现明显下降时，则选取

细胞毒性实验中的最高浓度。

１．４　引发实验
用ＤＦ５Ｆ培养基调细胞密度为４×１０６Ｌ－１，每孔

加入２ｍｌ细胞悬液，每个受试物采用一块６孔板，
并平行设置空白对照，接种当日为第０天。第１天，
将培养基换成含有相应受试物的 ＤＦ５Ｆ培养基，空
白对照板换成含有 ０．５％ ＤＭＳＯ的 ＤＦ５Ｆ培养基
（ＤＦ５Ｆ中 ＤＭＳＯ的比例与受试物组相同）。第 ４
天，换为ＤＦ５Ｆ培养基并持续培养至第２１天，其中
第７天，第１１天，第１４天更换培养基。第２２天时，
甲醇固定细胞１０ｍｉｎ后，用５％吉姆萨色素溶液染
色３０ｍｉｎ，计数细胞集落数。
１．５　促生长实验

用ＤＦ５Ｆ培养基调细胞悬液密度２×１０７Ｌ－１，每
孔加入２ｍｌ细胞悬液，每个受试物采用一块 ６孔
板，并平行设置空白对照，接种当日为第０天。第４
天，将培养基换成含有相应受试物的 ＤＦ５Ｆ培养基，
空白对照板换成含有０．５％ＤＭＳＯ的 ＤＦ５Ｆ培养基
（ＤＦ５Ｆ中ＤＭＳＯ的比例与受试物组相同）连续培养
至第１４天，其中第７天，第１１天更换含有受试物或
０．５％ＤＭＳＯ的 ＤＦ５Ｆ培养基。第 １５天换为 ＤＦ５Ｆ
培养基并持续培养至第２１天。第２２天时，甲醇固
定细胞 １０ｍｉｎ后，用 ５％吉姆萨色素溶液染色 ３０
ｍｉｎ，计数细胞集落数。
１．６　引发和促生长实验结果判断及评价标准

根据集落的嗜碱性程度、细胞的密度及多层性、

集落边缘细胞的方向对转化后的细胞进行评价，大

于５０个细胞才可记为一个集落。计数集落个数后
采用单侧Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验进行统计［７］：① 受试物组集
落数多于空白对照组，且在单侧 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验中
Ｐ＜０．０５；② 受试物组与空白对照组的集落数平均
值比值大于２。同时符合上述中的两条即可判断为
阳性（＋），仅符合第一条为可疑结果（±），否则判
断为阴性（－）。

２　结果

２．１　环磷酰胺、丝裂霉素 Ｃ和氨苄西林钠对细胞
存活率的影响

根据细胞毒性实验结果（图 １Ａ，Ｂ，Ｃ），ＣＰ、
ＭＭＣ和氨苄西林钠正式实验的终浓度分别为
１７５０，１３００和０．０１ｍｇ·Ｌ－１。根据文献报道及前期
实验结果，引发物ＭＣＡ实验终浓度为１ｍｇ·Ｌ－１，促
癌物ＴＰＡ实验终浓度为０．０５ｍｇ·Ｌ－１。
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Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ（Ａ），ｍｉｔｏｍｙｃｉｎＣ（Ｂ）
ａｎｄａｍｐｉｃｉｌｌｉｎＮａ（Ｃ）ｏｎｃｅｌｌｓｕｒｖｉｃａｌ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ
ｄｒｕｇｓｆｏｒ４ｄ．

２．２　环磷酰胺、丝裂霉素 Ｃ和氨苄西林钠对集落
数的影响

引发实验结果显示（表１），与空白对照组相比，
化学品 ＭＣＡ，ＭＭＣ及 ＣＰ的集落平均数大于空白
对照组的２倍，且统计结果显示有显著性差异（Ｐ＜
０．０５），根据 １．６项中的判定标准，ＭＣＡ，ＭＭＣ及
ＣＰ为具有引发作用的致癌化学品。与空白对照组
相比，氨苄西林钠的集落平均数小于空白对照组的

２倍，且统计结果显示无显著性差异，按照判定标准
说明氨苄西林钠不具有引发作用。

　　促生长实验结果显示（表２），与空白对照组相
比，化学品氨苄西林钠、ＭＭＣ及 ＣＰ的集落平均数
小于空白对照组的２倍，且统计结果显示无显著性
差异，根据１．６项中的判定标准，氨苄西林钠、ＭＭＣ
及ＣＰ不具有促生长作用。与空白对照组相比，化
学品ＴＰＡ的集落平均数大于空白对照组的２倍，且
统计结果显示有显著性差异（Ｐ＜０．０５），根据１．６
项中的判定标准 ＴＰＡ为具有促生长作用的致癌化
学品。

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ（ＣＰ），ｍｉｔｏｍｙｃｉｎＣ
（ＭＭＣ）ａｎｄａｍｐｉｃｉｌｌｉｎＮａｏｎｆｏｃｉｎｕｍｂｅｒｉｎＢｈａｓ４２ｃｅｌｌ
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎａｓｓａｙ

Ｄｒｕｇ／ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｏｃｉｎｕｍｂｅｒａ Ｒａｔｉｏ Ｊｕｄｇｍｅｎｔ

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ４．２±０．４ ＮＡ ＮＡ

ＭＣＡ１ ４７．０±４．５ １１．２ ＋

ＭＭＣ０．０１ ３２．５±５．４ ７．７ ＋

ＣＰ１３００ ４３．３±９．５ １０．３ ＋

ＡｍｐｉｃｉｌｌｉｎＮａ１７５０ ５．７±０．５ １．４ －
Ｔｈｅｄａｙｏｆｓｅｅｄｉｎｇｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｆｉｎｅｄａｓｔｈｅｄａｙｂｅｆｏｒｅｄｒｕｇ．Ｏｎｔｈｅ１ｓｔ
ｄａｙ，ｍｅｄｉｕｍｉｎｅａｃｈｗｅｌｌｗａｓｃｈａｎｇｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｅｄｉｕｍＤＦ５Ｆｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｔｅｓｔａｒｔｉｃｌｅｏｒ０．５％ＤＭＳＯ，ａｎｄｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｔｈｅｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｐｈａｓｅｗａｓ
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Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ １２．０±１．８ ＮＡ ＮＡ

ＴＰＡ０．０５ ４３．０±４．３ ３．６ ＋

ＭＭＣ０．０１ １１．７±２．２ １．０ －

ＣＰ１３００ １４．２±２．２ １．２ －
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ｒｅｓｕｌｔｓ：① ａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｉｎａｏｎｅｓｉｄｅｄＤｕｎｎｅｔｔｔｅｓｔ，ｗｉｔｈａ
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（±）．Ｒａｔｉｏ＝ｆｏｃｉｎｕｍｂｅｒｏｆｔｅｓｔａｒｔｉｃｌｅ／ｆｏｃｉｎｕｍｂｅｒｏｆｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；
ＮＡ：ｎｏｔａｖａｉｌａｂｌｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

　　与这些药物已知的 Ａｍｅｓ检测［３］、ＭＬ［３］、体内
外染色体畸变［３］和 ＭＮ［３］结果相比对（表３）发现，
Ｂｈａｓ４２细胞转化实验不仅可以检测出以上实验
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Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｓｕｌｔｓｉｎｔｈｅＢｈａｓ４２ｃｅｌｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｓｓａｙｓ

Ｄｒｕｇ

Ｂｈａｓ４２ｃｅｌｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ

Ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ

Ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ

Ａｍｅｓ［８］ ＭＬ［８］

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅａｂｅｒｒａｔｉｏｎ
（ｒｏｄｅｎｔａｎｄｈｕｍａｎｃｅｌｌｓ）［８］

Ｉｎｖｉｔｒｏ Ｉｎｖｉｖｏ
ＭＮ［８］

ＭＣＡ ＋ － ＋，＋ ＋ －，－ ＮＡ ＮＡ

ＴＰＡ － ＋ － ＮＡ ＮＡ ＮＡ ＮＡ

ＭＭＣ ＋ － ＋（ＣＣＲＩＳ） ＋，＋ ＋，＋ ＋，＋，＋ ＋，＋，＋

ＣＰ ＋ － ＋，＋／－，＋／
－ ＋，＋，＋，＋ ＋，＋ ＋，＋／－ ＋，＋，＋

ＡｍｐｉｃｉｌｌｉｎＮａ － － － － － － －
ＮＡ：ｎｏｔａｖａｉｌａｂｌｅｂａｓｅｄｏｎＣＣＲＩＳ．ＭＬ：ｍｏｕｓｅｌｙｍｐｈｏｍａｔｅｓｔ，ＭＮ：ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓｔｅｓｔ；ＣＣＲＩＳ：ｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ．″＋″ｍｅａｎｓ″ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｏｎｅｄａｔａｂａｓｅ″，″＋，＋″ｍｅａｎｓ″ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｔａｂａｓｅｓ″，″＋，＋，＋″ｍｅａｎｓ″ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｔａｂａｓ
ｅｓ″，″＋，＋，＋，＋″ｍｅａｎｓ″ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｆｏｕｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｔａｂａｓｅｓ″，″＋／－″ｍｅａｎｓｔｈａｔｔｈｅｒｅａｒｅｄｉｖｅｒｇｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｉｎｓｉｄｅａｄａｔａｂａｓｅ，″－″ｍｅａｎｓｎｅｇａｔｉｖｅｒｅ
ｓｕｌｔｓ．Ｔｈｅｄａｔａｂａｓｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｔａｂｌｅａｒｅ：ＮＴＰ，ＧＥＮＥＴＯＸ，ＣＣＲＩＳａｎｄＩＵＣＬＩＤ．

中阳性结果的化学品如 ＭＣＡ，ＭＭＣ和 ＣＰ以及阴
性结果的化学品（如氨苄西林钠），并可检测出Ａｍｅｓ
结果为阴性而实际有致癌风险的化学品（如 ＴＰＡ），
根据文献报道 ＴＰＡ是已知的可导致小鼠皮肤癌的
促癌物［８－９］。根据本实验的结果，Ｂｈａｓ４２细胞对化
学品致癌作用的判定与国际癌症研究中心对致癌物

质的分类结果一致。

３　讨论

通过本实验结果可知，Ｂｈａｓ４２细胞转化实验对
于化学品的致癌作用检测结果准确性较高，是一种

成本低、周期短、化学品消耗少且能够检测非遗传性

致癌化学品的体外替代模型。在药物研发早期可以

用于检测化学品致癌性从而进行早期筛选，在进行

化学品致癌作用机制研究时也可用于化学品致癌作

用的类型分析和判断。目前已有日本学者采用

ＤＮＡ微阵列和实时 ＲＴＰＣＲ技术，通过细胞转化实
验筛选出２２个相关基因（这些基因全部与细胞分
裂周期、调节转录、抗凋亡、正性调节细胞增殖有

关），并认为这２２个基因标志物可作为检测促癌剂
的一个有效工具［１０］，这也是基于体外筛选模型对致

癌作用机制工作的进一步探索。

当然，在致癌评价中哺乳动物长期致癌实验仍是

经典实验方法。体外转化实验的终点仍属形态转化

或恶性前期转化，此种转化可能发展为真正的肿瘤，

也可能停滞在此阶段，不继续恶化。因此对体外转化

实验阳性结果仅提示受试物有致癌可能性。作为体

外实验检测体系，Ｂｈａｓ４２细胞转化实验还需要更进
一步的验证后才能被广泛认可，今后可联合多个实验

室针对多种化学品进行联合验证以取得更多的数据。

这将是一个长期而艰巨但是充满希望的工作。
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