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丙烯酰胺对人白血病细胞 HPRT位点的影响①

刘胜学 ,曹 　佳 ,安 　辉 ,周紫垣 ,孙华明
(第三军医大学预防医学系分子毒理实验室 ,重庆 　400038)

摘要 :目的 :为了研究丙烯酰胺( AA)对人白血病 HL - 60 细胞 HPRT位点的影响作用。方法 :本研究采用 AA水溶液对 HL -

60 细胞进行浓度梯度染毒 ,不同时间点进行单细胞微孔接种 ,在含 6 - TG培养基中筛选突变细胞 ,计数阳性克隆 ,测定接种存

活率、克隆效率和突变频率。结果 :AA染毒细胞的突变频率在处理剂量范围内具有明显的剂量 —反应关系 ,在最高剂量组

( 700μg/ ml)才有明确的致 HPRT基因突变作用 ,同时发现 AA染毒细胞的克隆效率随着剂量增加有轻度升高 ,这一现象可能

与 AA较强的细胞毒性有关。结论 :AA具有较弱的基因损害能力。
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EFFECTS OF ACRYLAMIDE ON HPRT GENE OF HUMAN PROMYELOCYT2
IC L EUKEMIA CELLS

L IU Sheng2xue , CAO Jia , AN Hui , ZHOU Zi2yuan , SHUN Hua2min

( Depart ment of Molecular Toxicology , Thi rd M ilitary Medical U niversity , Chongqing 　400038 , China)

Abstract : Purpose : To investigate the effects of Acrylamide (AA) on the HPRT gene of human promyelocytic

leukemia cells. Methods : HL - 60 cells wre infected with AA with different concentrations and put into single -

cell wells at different time phases. Then the numbers of positive wells were counted and the cell plating efficien2
cy , cloning efficiency and mutation frequency were determined. Results : the cell mutation frequency was posi2
tively correlated to the cocentration. When the dose of AA rose up to the top (700μg/ ml) , there was clear
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mutagenesis on HPRT locus. Meanwhile the cloning efficiency increased slowly to follow increasing of doses ,

and this pheomenon might be related with the stronger toxicity of AA. Conclusion : The mutagenesis of AA was

inferior.

Key words : acrylamide ; HPRT gene ; mutagenesis ; HL - 60 cell

　　丙烯酰胺 (Acrylamide , AA) 是一种工业絮凝剂 ,

广泛用于建筑、饮水净化和污水处理等企业 ,实验室

也常用于聚丙烯酰胺凝胶电泳等工作中 ,因而是一种

重要的职业接触化合物 1 。近年来的许多研究表

明 ,AA 不仅具有较强的致突变作用 ,而且还是潜在

的致癌剂 ,但现有的研究资料主要是在染色体水平上

研究 AA 的遗传损害作用 ,而对哺乳动物细胞基因损

伤的研究报道较少 ,并且存在一定的争议 2 ,3 。因

此 ,本研究以 HL - 60 细胞作为实验对象 ,采用单细

胞克隆培养与双向筛选计数 ,研究 AA 对 HPRT 位点

的影响作用 ,为探讨 AA 的遗传毒性及其发生机制提

供一定的参考与信息。

材料与方法

1 　细胞培养与筛选

HL260 细胞属人急性早幼粒白血病细胞株 ,呈悬

浮生长 ,细胞核型 46 (43～48) ,倍增时间 12～16h。

细胞初始接种浓度 104 个/ ml ,37 ℃、5 %CO2 条件下

培养 ,2～3d 传代一次。为了降低 HPRT 位点自发突

变频率 ,细胞使用 HA T 选择培养基处理 24h ,换成

HT 培养基 48h ,再换成 RPM I1640 完全培养基培养

7～10d ,冻存备用。

2 　主要试剂与材料

RPM I1640 培养基 (美国 Gibco 公司) ,小牛血清

(杭州四季青生物工程研究所) , 62硫代鸟嘌呤 ( 62
Thioguanine , 62TG , 美国 Sigma 公司) , HA T 培养基

(包括次黄嘌呤、氨基喋呤和胸腺嘧啶核苷 ,中科院上

海生化所) ;AA (美国 Sigma 公司) ;96 孔细胞培养板

(美国 Corning 公司) 。

3 　染毒与细胞毒性测定

将指数生长期的细胞弃去培养液 ,然后加入含不

同浓度 AA 的不完全培养液 ,染毒 6h。以含一定体

积双蒸水的无血清培养基作为阴性对照 ,以 50μg/ ml

ENU 作为阳性对照 (染毒 4h) ,停止染毒后用 D2
Hank’s 液冲洗两次 ,更换正常的完全培养液。计数

细胞 ,用完全培养液稀释后 ,接种于无菌 96 孔培养板

中 ,每孔约 1 个细胞 (200μl) ,每板 80～90 孔 ,置于

37 ℃,5 %CO2 培养箱中培养 ,7d 后计数阳性孔数 ,求

细胞接种存活率 (plating efficiency ,PE) 。

PE =
- L n (阴性孔数/ 接种孔数)

每孔接种细胞数

4 　表现型表达与突变频率的测定

取表达结束后 (8d) 的 HL260 细胞 ,计数稀释后 ,

接种于无菌 96 孔板中 ,每孔 1 个细胞 ,培养 7d 后 ,计

数阳性克隆孔 ,求出克隆形成率 (cloning efficiency ,

CE) 。

CE =
- L n (阴性孔数/ 接种总孔数)

每孔接种细胞数

同时以 1 ×104 个细胞/ 孔接种于 96 孔板中 ,每

孔 200μl 筛选培养液 ,含 62TG1μg/ ml ,37 ℃、5 %CO2

培养 8d ,计数阳性孔数 ,求突变频率 ( mutation fre2
quency , MF) 。

MF =
- L n (阴性孔数/ 接种孔数)
每孔接种细胞数 ×CE

5 　数据与图形处理

全部数据使用 SPMR 医用统计程序包在计算机

上进行曲线拟合 ,相关分析以及总体率假设检验。图

形绘制采用 Harvard Graphics 软件包。

结 　果

AA 对 HL - 60 细胞的毒性作用如图 1 所示。随

着 AA 染毒剂量的增加 ,细胞接种存活率明显下降 ,

符合数学模型 : Y = 75. 95e - 0. 41X ,估计标准误 SEE =

0. 281 ,可决系数 R2 = 0. 988 , P < 0. 01 ,说明细胞接

种存活率与 AA 染毒剂量之间有非常显著的负相关

关系。假设检验结果表明 ,0. 3mmol/ L 以上组的接

种存活率与对照组比较 ,相差显著或非常显著 ,说明

AA 具有较强的细胞毒性。

　　AA 对人白血病细胞 HPRT 基因的致突变作用

如图 2 所示。从图中可以看出 ,细胞突变频率随着

AA 剂量的增加而逐渐上升。数据经曲线拟合 ,符合

以下的数学模型 : Y = 8. 17e2. 07x ,其中估计标准误

SEE = 0. 109 ,可决系数 R2 = 0. 972 , P < 0. 01 ,说明细

胞突变频率与 AA 处理剂量之间有非常显著的正相

关关系。总体率假设检验结果表明 ,只有实验设计中

的最大剂量 700μg/ ml 组的突变频率与对照组比较

才相差非常显著 ,其余低剂量组与对照组相比无明显
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差异 ,说明 AA 只有较弱的致 HPRT 基因突变的能

力。同时测得细胞克隆效率轻度升高 ,但各剂量组的

克隆效率与对照组比无明显差别 ,结果提示 ,AA 处

理过的细胞其克隆形成能力不仅不下降而且可能有

轻度提高。

Figure 1 　The relationship between plating efficiency and AA dose

Figure 2 　The relationship among mutation frequency ,

cloning efficiency and AA dose

讨 　论

人和啮齿类动物细胞的次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核

糖基转移酶 ( Hypoxanthine2guanine phosphoribosyl

t ransferase , HPRT) 位点的基因产物是 HPRT ,该酶

参与细胞内嘌呤核苷酸生物合成的补救途径 ,它可以

一些嘌呤类似物如 62硫代鸟嘌呤、62巯基嘌呤及 82氮
鸟嘌呤为底物 ,生成核苷252单磷酸 ,后者掺入到 DNA

中将引起细胞死亡。因此 ,在含 62硫代鸟嘌呤的培

养基中 ,HPRT 位点突变的细胞可以生长 ,而未产生

突变的细胞则不能存活 4 。本实验采用 HL260 细胞

HPRT 位点正向突变试验检测到 AA 的细胞毒性和

致突变性 ,发现诱变细胞的克隆效率与突变频率呈现

同向关系 ,并得出了 AA 的剂量与 HPRT 基因突变频

率的量效关系的数学模式 ,这一方面有利于对环境致

突变剂生物危害的定量评价 ,另一方面使不同类型环

境致突变剂生物危害效应的定量比较成为可能。

早在 1978 年 Shiraishi 等就发现 AA 在啮类动物

骨髓细胞中能够诱发染色体断裂 ,随后的研究认为 ,

它不仅诱导小鼠精子和次级精母细胞的致死性突变 ,

还能产生可遗传的易位、特异位点突变等多种类型的

突变 ,另外染色体畸变试验也呈阳性 ,表明有较强的

致突变作用 2 。AA 诱导的微核试验也证实 ,处理组

微核率明显升高 ,并随剂量的增加而增加 5 。近年

来研究发现 ,AA 也具有非整倍体毒性 6 ～8 ) 。我室前

期应用小鼠着丝粒次要卫星 DNA 探针 FISH 和

CREST 染色方法发现 ,AA 诱导的 MN 着丝粒信号

阳性率可达 7116 % ,既可诱导小鼠骨髓细胞染色体

断片、双着丝粒染色体等结构畸变 ,又可诱导非整倍

体形成 , 且后者效应更明显 6 。最近 Schriever2
Schwemmen 等报道 ,AA 诱导的小鼠骨髓细胞微核着

丝粒次要卫星 DNA 探针 FISH 和主要卫星 DNA 探

针 FISH 的信号阳性率分别为 29 %和 2813 % ,杂交

信号阳性微核千分率是对照的 3 倍 ,表明 AA 既是一

种断裂剂又有潜在的非整倍体毒 9 。我室另一项对

AA 遗传毒性的研究表明 ,AA 的致突变机理可能与

剂量有关 ,在低剂量时主要表现为断裂剂毒性 ,而高

剂量时主要表现为非整倍体毒性 ,AA 诱导的染色体

断裂可能有特异位点。总之 ,大量的研究表明 ,AA

不仅具有较强的致突变作用 ,而且还是潜在的致癌

剂 ,但既有的研究资料主要是在染色体与纺锤器水平

上研究 AA 的遗传损害作用。

本实验中 ,6 个剂量水平 AA 处理后 HL260 细胞

存活率分别为 10310 %、8516 %、6518 %、3219 %、

1919 %和 113 % ,有非常显著的剂量反应关系。特别

是随着剂量的逐渐增大 ,细胞接种存活率不是均匀的

下降 ,而是先迅速降低 ,再平缓下降 ,在 0～1mM 剂

量范围之内变化最为剧烈 ,说明小剂量 AA 就有明显

的细胞的细胞毒性 ,这与以前有关 AA 毒性的报道相

符 1 ,提示小剂量 AA 污染今后应引起高度重视。

AA 诱导 HL260 细胞突变频率与染毒剂量存在明显

的正相关性 ,随着 AA 剂量的增加 ,细胞突变频率逐

渐升高 ,到最高剂量 700μg/ ml 组时 ,其突变频率与

对照相比相差非常显著 ,结果表明 AA 不仅具有较强

致染色体畸变作用 ,也具有较弱的致基因突变作用 ,

这可能是 AA 在染色体畸变试验和生殖毒性试验中

多为阳性结果 ,而在 DNA 损伤和基因突变实验中多

为阴性结果的重要原因 6 。值得注意的是 ,被处理

细胞的克隆效率随着剂量的增加不仅不相应下降、反
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应用蚕豆根尖微核技术和彗星试验监测扬中地表水遗传毒物污染的研
究①

钟 　远1 , 封少龙1 , 苏 　庆1 , 谢朝云1 , 罗 　屿1 , 孔志明1 ,王恒庆2

(11 南京大学环境科学与工程系 　污染控制与资源化研究国家重点实验室 ,江苏南京 　210093 ;21 扬中市环境保护局 ,江苏扬

中 　212200)

摘要 :目的与方法 :本文应用蚕豆根尖微核技术和彗星试验对扬中市不同水体的遗传毒物污染状况进行了初步调查。结果 :

结果表明 ,扬中市的遗传毒物污染集中在汇集了乡镇工业废水和生活污水的排污河道和死水沟塘 ,各主要河道及通江闸口基

本没有污染。对其中的新坝大桥 (基本无污染) 、联合粮管所塘 (中轻度污染) 、扬子河、红星河 (严重污染)水样的有机提取物进

行人外周血淋巴细胞的彗星试验 ,以检测其引起的 DNA 损伤。结果表明扬子河、红星河水样引起的 DNA 损伤最为严重 ,其

次为联合粮管所塘水样 ,新坝大桥水样最轻 ,趋势与蚕豆根尖微核试验结果一致。然而彗星试验结果显示四个样点的有机提

取物引起的 DNA 损伤与阴性对照相比均有显著差异 ( P < 0. 01 ) ,结论 :上述结果表明彗星试验在检测遗传毒物污染方面比

蚕豆根尖微核试验更为敏感。

关键词 :扬中 ;地表水 ;微核试验 ;彗星试验

中图分类号 :Q319 　　　　　　　　文献标识码 :A

而轻度上升 ,与其它处理因素的报道不相同 9 ,10 ,这

可能由于 AA 细胞毒性较强 ,细胞群体中不能抵抗

AA 毒性作用的细胞被提前淘汰所致。由于 AA 既有

较强的细胞毒性又有一定的致突变作用 ,所以在使用

过程中应该注意安全防护 ,减少直接接触的机会 ,避

免造成直接损伤或遗传毒性损伤。

我们正在进一步采用多重 PCR 技术 ,对突变克

隆 DNA 扩增其 HPRT 位点的 9 个外显子 ,以期明确

突变发生的位置与性质 ,为深入研究 AA 诱导 HPRT

基因突变图谱与发生机制提供有益的线索。
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