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pS189öFL CË—2诱变检测系统的研究①

易绍萱1　李大成2　周晓柳2　王　浩2　傅继梁3

1第三军医大学分子生物学教研室　重庆　630038　2华西医科大学分子生物学教研室　成都　610044　3 第
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摘要　本文报道优选基于 SV 40的短暂复制型穿梭质粒 pS189和新生儿羊膜上皮细胞 FL CË—2亚克隆,

组成穿梭质粒ö哺乳动物细胞诱变检测系统。该系统中 SupF 的自发突变型频率仅为 1. 7×10- 5,低于已报道

的其它短暂复制型质粒和该质粒在其它细胞中复制时 SupF 基因的自发突变率。各种剂量的M NN G的诱发

突变频率随诱变剂剂量的增加而升高。M NN G对 FL 细胞毒性较大,仅 0. 32Λgöm l就可使 FL 几乎完全失去

生长分裂形成克隆的能力,但在短时期内对依赖于病毒复制起点的DNA 复制效率影响不大,突变频率却显

著升高。突变质粒的限制性内切酶分析和靶基因的 PCR 分析等表明,检出突变大多数为点突变或微小缺失,

该系统具有方便快速检出点突变的能力,可成为检测诱变剂、抗诱变剂作用强度和特性的分子检测系统。

关键词　穿梭质粒;诱发突变; pS189

THE ESTABL ISHM ENT OF pS189öFLCË—2 SY STEM
FOR M UTAGENESIS STUDY

Y i Shaoxuan1,L i D acheng2,W ang H ao 2, Zhau X iao liu2, Fu J iliang3

1
D ep t. of M olecu la r B iology , T h ird M ilita ry M ed ica l Colleg e, Chong qing 630038; 2
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M olecu la r B iology ,W est Ch ina U n iversity of M ed ica l S cience; 3
D ep t. of B iology , S econd M ili2

ta ry M ed ica l Colleg e

Abstract　A m u tagenesis experim en ta l system has been estab lished fo r detect ing m u tagen s

and elucida t ion the m echan ism of m u tagenesis of DNA level in m amm alian cells, u sing a

SV 40 based tran sien t rep lica t ion shu t t le vecto r p lasm id (pS189) and a hum an am n ion cell

st ra in (FL ). T he m u tan t frequency of con tro l in th is system is on ly 1. 7×10- 5. A fter t rea ted

w ith 0. 32Λgöm l M NN G, the induced m u tan t frequency increased sign if ican t ly (P < 0. 05).

T he m u tan ts w ere ana lysed by the agro se gel electropho resis, rest rict ion enzym e analysis and

PCR am p lica t ion of SupF gene. It is ind ica ted tha t the m ajo rity of the SupF m u tan ts induced

by M NN G o r EM S in the pS189öFL CË—2 system m ay be po in t m u ta t ion s.

Kew words　Shu t t le V ecto r;M u tagenesis; pS189

　　在环境致癌因素中,绝大多数是通过诱

发细胞生长分化过程中关键基因的结构改

变,从而导致细胞恶性生长。检测环境中的诱

变剂,阐明其作用机理,对肿瘤发生机理研究

及防治有重要意义。穿梭质粒是既可以在细

菌中增殖,又能在哺乳动物细胞中复制的一

类重组DNA 分子 (1)。利用穿梭质粒ö哺乳动
物细胞诱变检测系统,可以在哺乳动物细胞

中作诱变处理,使穿梭质粒上的靶基因在哺

乳动物细胞结构和诸多相关酶系作用的背景

上发生突变,真实地反映哺乳动物细胞中诱

变特性,然后提取纯化穿梭质粒,转化原核生

物细胞,在原核细胞中筛选、扩增,得到大量

的已发生功能改变的靶基因做DNA 精细结

构分析,获得遗传毒性物质引起哺乳动物细

胞中DNA 改变的强度和特性的资料, 为在

DNA 一级结构水平上评价化学物的遗传毒

性提供更为可靠的手段。

材料和方法

1. 　材料: FL 细胞: 本室保存种; 穿梭质粒

pS189及其指示菌M BM 7070由美国国立卫

生研究院M ichael M. Seidm an 教授赠送。

EcoR I, Bam H I, H andË , ΚöEcoR I- H indË ,

华美生物公司产品; DpnÉ , 100bp DNA lad2
der, DM EM 培养基, 小牛血清, 胰蛋白酶,

IPT G ( Isop ropyl- Β- D - th ioga lacto side) ,

X- ga l (5- b rom o- 4- ch lo ro- 3- indoxylΒ

- D - ga lacto side) , G IBCO 产品; 甲基磺酸

乙酯 (E thyl m ethanesu lfona te, EM S) , 甲基

硝基亚硝基胍 (N - m ethyl- N ’- n it ro - N

- N itro soguan id ine, M NN G ) , F luka 产品;

二 甲 基 亚 硝 胺 ( D im ethyln it ro sam ine,

DM N ) , 二乙基亚硝胺 (D iethyln it ro sam ine,

D EN ) , Sigm a 产 品; BM - cycling,

Boch ringer 产品; PCR 试剂盒, P rom ega 产

品

2. 　方法: 按如下实验操作流程进行,其中,

除特殊指明外, 有关细菌DNA 常规方法参

考 Sam b rook
(2)方法;细胞亚克隆及生物学性

状检测参考鄂征 (3)方法。

实验流程如图。

结果和讨论

1. pZ189öpS189 穿梭质粒: pZ189öpS189 是

基于 SV 40 的短暂复制型穿梭质粒。pZ189

于 1985 年由 Seidm an 等 (5)构建, 质粒大小

5. 4Kb,含有一源于 SV 40 的复制起始点 o ri

和 T 抗原基因; 来源于 pBR 327的细菌质粒

复制顺序和氨苄青霉素抗性基因,以及作为

靶基因的大肠杆菌色氨酸 tRNA 琥珀突变

抑制基因 SupF。pS189是从pZ189中选择出

的缺失突变体 (6) , 质粒全长 5337bp , 它缺失

了 pZ189 中位于 EcoR I位点和氨苄青霉素

抗性基因间 176bp 核苷酸顺序, 使 SupF 基

因的缺失突变检出率较 pZ189降低一半,更
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有利于点突变的检出。pZ189öpS189具有短

暂复制型质粒的质粒较小、实验周期短、实验

设计灵活方便、在哺乳动物细胞中拷贝数大

等优点,靶基因 SupF 全长仅 160bp ,位于质

粒在细菌中的复制和选择位点 (pBR 327o ri

和Am p )之间,使靶基因的自发突变频率较

其他短暂复制型质粒大大降低,且便于对突

变子作序列分析。我们选用 pS189作为诱变

检测系统的穿梭质粒。pS189 质粒DNA 上

有 1 个 EcoR I切点, 2 个Bam H I切点, 4 个

H ind III切点, 其片段大小分别为 EcoR I: 5.

3Kb; Bam H I: 3. 0, 2. 3Kb; H ind III: 2. 6, 1. 2,

0. 96, 0. 53Kb. 用碱裂法提取的质粒经酚: 氯

仿抽提、RN aseA 处理, N H 4A c- 乙醇沉淀后

用限制性内切酶 EcoR I, Bam H I, H ind III酶

切。ΚöEcoR I- H ind III作分子量标记, 0. 8%

琼脂糖凝胶电泳检查,结果显示三种酶切片

段数目和大小与根据酶切位点推算的完全相

符。纯化质粒经紫外分光光度仪测定O. D.

260öO. D. 280约 1. 7,浓度约 1m göm l。

pS189质粒

↓

转化受体菌M BM 7070

↓

挑选单菌落提取质粒并鉴定

↓

碱裂法大量抽提 pS189质粒,纯化,鉴定,浓度测定

↓

电穿孔转染 FL CË - 2细胞

↓

EM S,M NN G各种剂量处理

↓

H irt (4)法提取DNA ,纯化

↓

Dpn I内切酶切割未在细胞中复制的 pS189

↓

转化M BM 7070菌

↓

在含Amp, X- gal, IPT G平板上筛选转化子和突变子

↓

突变子进一步确认

　　　
　　　↓　　　　　　　　↓　　　　　　　　↓　　　　　　↓

Amp, X - gal

IPT G 平板上进

行 SupF 功能鉴

定

突变质粒电泳分

析

部分质粒 DNA

BamH I, H indË 酶
切分析

PCR 鉴 定 SupF

基因大小

FL 细胞
↓

BM - cycling处理
↓
亚克隆
↓

↓　　　　↓　　　　↓　　　　↓

生长曲

线

克隆形

成率

支原体

检测

染色体

检测

↓

FL CË—2

↓

EM S,M NN G, DM N , D EN 等四种

诱变剂的毒性实验

2. 　FL 细胞: FL 细胞是新生儿羊膜上皮细

胞, 1956 年由 Fogh 和L und 建株 (7) ,八十年

代中期引入国内。该细胞是人类非肿瘤性细

胞系,生物学背景较清楚,特别适合于病毒繁

殖。近年的研究发现, FL 细胞具有广泛的可

诱导的药物代谢酶系 (8) ,在体外实验中可以

代替鼠肝微粒体 S9的作用,将前致癌 (突变)

物代谢转变为终致癌 (突变)物。穿梭质粒在

人类细胞系中的自发突变率较在其他哺乳动

物细胞如猴、狗、鼠等细胞中低 (9) , 且用人类

细胞系构建诱变检测系统能更真实地反映诱

变剂对人体致癌作用的强度和机理,因此,我
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们选用 FL 细胞作为诱变检测系统的哺乳动

物细胞。本室保种的 FL 细胞,经过长期传代

冻存,形态已不很均一,细胞内含物较多,培

养过程中死细胞多,克隆形成率仅为 20%左

右,我们对该细胞进行了亚克隆筛选,并对其

生物学性状进行了常规检查。亚克隆前先用

复合抗生素BM - cyling 对细胞进行连续三

个周期的常规除支原体处理 (10) ,再经连续三

次亚克隆,所得到的亚克隆细胞系 FL C III—

2,细胞形态结构均一,内含物明显减少,细胞

贴壁和折光性好, 克隆形成率提高至 90%。

染色体呈异倍性, 数目变动于 40—80 条之

间。支原体检查证实细胞无支原体污染,生长

曲线测定及曲线拟合显示其对数生长期群体

倍增时间为 23. 5小时。

3. 　四种诱变剂M NN G、EM S、DM N、D EN

毒性试验: 为了确定 FL C III—2 细胞对诱变

剂的敏感性及确定对 pS189öFL C III- 系统

诱变时的诱变剂剂量,进行了四种诱变剂的

毒性试验, 其中M NN G、EM S 为直接诱变

剂,DM N、D EN 是需经代谢活化才具有诱变

活性的间接诱变剂。以诱变剂剂量为X,各剂

量组对对照组的相对克隆形成率 (RCE, rela2
t ive clon ing efficiency)为 Y, 通过计算机回

归拟合,其优选工作曲线参数列于表 1。根据

M NN G 和 EM S 的回归公式,可计算相对克

隆形成率在 50%时诱变剂剂量分别为 0.

1184Λgöm l和 257. 3762Λgöm l。4种诱变剂对

FL C III—2 细胞均有一定的剂量反应关系,

可选择不同的毒性剂量作进一步的诱变强度

和诱变的DNA 序列特性分析。

Table 1. The Cyotox ic ity Cure Param eter of Four K ind of M utagen s

M utagen M NN G EM S DM N D EN

Regression equation 　Y= A. EBX 　Y= A. EBX Y= A + B. log (x) Y= A + B. log (x)

Facto r (A ) 　116. 7591 　95. 39369 　　67. 52123 　　69. 2869

Regression coefficien t (B) - 12. 19543 - 2. 509904E - 3 - 1. 616845 - 1. 452769

Co rrelat ion Coefficien t (R ) - 0. 9818696 - 0. 9764247 - 0. 8234951 - 0. 8871219

R. M. S. E rro r (S) 12. 69592 8. 653564 14. 84534 10. 07324

F- test Resu lt (F) 1. 082746 1. 906286 1. 431397 2. 468798

F igure 1. T he Relationsh ip Betw een the F ield Strength and

the Cell survial

4. 　pS189 电穿孔法转染 FL C III—2 细胞:

电穿孔法是一种通过瞬间放电的电场作用使

细胞膜通透性发生短暂改变而将外源DNA

导入细胞的方法。该法适用的细胞范围广,转

染效率高, 而对质粒DNA 纯度要求不太严

格,操作简便,快速,条件易于控制,实验数据

重复性高,是哺乳动物细胞转染中一种稳定

可靠的方法 (12)。按 G IBCO 电穿孔仪操作手

册,在 300uF,低电阻恒定条件下,对 FL C II2
I—2细胞进行了电击成活率实验,细胞存活

率与电场强度的关系如图 1所示。选择细胞

经电击后成活率为 50%左右的电场强度转

染,此时转染效率最高。

5. 　限制性内切酶Dpn I对甲基化质粒的酶
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切效率: 本实验采用大肠杆菌　M BM 7070

[ F - L acZ (Am ) CA 7020 - L acY1, h sdR -

h sdM + ∃ (a raABC - leu ) 7679 galK rp sL

th i , 含有 dam + 的基因型, dam + 可使在细

菌中复制的质粒DNA 发生甲基化。Dpn I识

别位点为 5’—GmA TC - 3’, 它可将甲基化

pS189质粒切成 19个大小不同的片断,使之

失去转化M BM 7070的能力。在哺乳动物细

胞中复制后产生的子代质粒DNA 不含甲基

化鸟嘌呤, 经Dpn I处理后仍以完整形式存

在,转化M BM 7070菌可得到Am p 抗性转化

菌落。表 2列出了质粒DNA 的Dpn I酶切分

析结果, 2 个单位的Dpn I几乎可以使 5Λg

pS189 质粒DNA 完全失去转化M BM 7070

的能力 (转化菌落数小于 10) ; 不加细胞只加

质粒经电穿孔转染及相应处理后,所提细胞

小分子DNA 中没有完整的 pS189 质粒; 加

入细胞和质粒但不经电击处理组提取的细胞

小分子 DNA 在 Dpn I 酶切处理前转化

M BM 7070,可得到抗性转化菌落, 而酶切处

理后却无一菌落产生,这可能是由于细胞表

面具有吸附质粒DNA 的能力, 虽经多次换

液漂洗仍不能清除,但它不能自动进入细胞

参与复制,仍以甲基化形式存在,经Dpn I酶

切处理后不能产生抗性菌落。该实验证明了

从短暂复制型穿梭质粒系统中回收的细胞小

分子DNA 在转化指示菌前经Dpn I内切酶

处理的必要性。我们选用足以使所有甲基化

质粒失去转化活性的Dpn I酶量处理从自发

突变和诱发突变各组中回收的细胞小分子

DNA , 以保证所有用于转化指示菌, 筛选突

变子的质粒均是在 FL 细胞中复制过的、以

非甲基化形式存在的质粒。

Table 2. D pn I Restr iction D igests of pS189 Pla sm id Recovered from

FL Cell and E. col iM BM 7070

DNA DNA Dpn I V o lum e M BM 7070 C lone N um ber

(u l) (U ) (u l) DNA (ul) (N )

P lasm id 10. 0 2. 0 20. 0 2. 0 < 500

DNA 5. 0 2. 0 20. 0 2. 0 < 50

(1Λgöul) 2. 5 2. 0 20. 0 2. 0 0

1. 0 2. 0 20. 0 2. 0 0

0. 5 - - 0. 5 > 5000

L ow H irt DNA 10. 0 2. 0 20. 0 2. 0 > 2000

M o lecu lar P+ C3 10. 0 - - 2. 0 > 1000

W eigh t DNA P+ C3 10. 0 2. 0 20. 0 2. 0 0

P3 3 10. 0 - - 2. 0 0

　　3 P+ C: Cell+ P lasm id DNA , NO E lectropo ration, O thers as T hat of H irt DNA

　　3 3 P: P lasm id DNA , NO Cell, O thers as T hat of H irt DNA

6. 　M NN G、EM S 对 pS189öFL C III—2 细

胞的诱变试验:电穿孔转染细胞后 24小时换

液, 然后分别加入 0, 0. 02, 0. 04, 0. 16, 0.

32Λgöm l培养液的M NN G,作用 3小时后弃

诱变剂,继续培养 24小时后提取纯化细胞中

小分子DNA , Dpn I处理后转化- 70℃冷冻

保存的M BM 7070 感受态菌。大肠杆菌

M BM 7070是 Β- 半乳糖苷酶琥珀突变菌株,

在含 X - gal和 IPT G 的LB 琼脂平板上形

成白色菌落; 当转入一个琥珀突变抑制基因

SupF 功能完整的质粒时,细菌则可分解乳糖

类似物X- gal,形成蓝色菌落;当 SupF 发生
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突变受损时,M BM 7070 中发生琥珀突变的

L acZ 基因不能被翻译, 只能在 X - gal,

IPT G, Am p 的平板上形成带质粒的白色菌

落。计数M NN G 各剂量组转化菌落数和白

色菌落数,其中白色菌落数是经三次点种均

确认为白色的菌落数,结果列于表 3。图 3显

示了M NN G 诱发 pS189öFL C III—2 系统中

SupF 基因的突变频率与M NN G 对 FL 细胞

毒性的关系。随着诱变剂对细胞的毒性增加,

该系统诱发突变检出频率升高,且有线性关

系。以 0, 50, 100, 200, 300, 500Λgöm lEM S处

理 pS189öFL C III—2 系统,回收细胞小分子

DNA 经Dpn I酶切处理后转化M BM 7070,

结果显示: 随着 EM S 毒性剂量的升高,各组

间转化效率与M NN G 组结果相似 (图表

略)。这提示, FL 细胞经高剂量的诱变剂处

理后,会使细胞不可逆地失去分裂增殖形成

克隆的能力,但在短时期内不会使细胞致死,

对细胞内依赖于病毒复制起点的短暂复制型

质粒DNA 的复制效率影响不大, 但靶基因

的突变率却明显升高,这有利于诱变剂的检

出和诱变特异性分析。

Table 3. The M uta tion Frequency of SupF Gene in pS189

Af ter Trea ted with M NNG to pS189öFLCË - 2

Do se T ransfo rm ant W h ite C lone M utan t ς2- T est

(Λgöul) N um ber N um ber F requency P robability

0 112181 2 1. 7×10- 5

0. 02 37736 2 5. 3×10- 5 > 0. 05

0. 04 23032 1 4. 3×10- 5 > 0. 05

0. 16 158598 13 8. 2×10- 5 < 0. 05

0. 32 91688 12 1. 3×10- 4 < 0. 005

　　F igure 2. T he Relationsh ip Betw een M NN G Induced M utation F requency of SupF Geng in pS189 (So lid L ine) and the

Cytoxicity of FL Cell L ine

Regression A nalysis: Y= A = BX　A = 3. 110624E- 05　B= 3. 153126E- 04　R = 0. 9702623　S= 1. 215929E- 06　Sb=

3. 372381E- 06

7. 　突变子分析

7. 1　琼脂糖凝胶电泳: 所有经 SupF 功能鉴

定为白色菌落的突变子,均经碱裂法快速抽

提质粒DNA ,琼脂糖凝胶电泳检查: 所有突

变子菌落中均有质粒DNA 存在, 且除自发

突变第 2 号突变子质粒大小发生改变外,其

余质粒DNA 大小均未明显改变, 2号突变子

电泳迁移率减慢, 可能是发生了DNA 大段
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插入或插排,这与以前报道的穿梭质粒中自

发突变主要是缺失、重排和大段插入相

符 (12)。

7. 2　部分质粒的限制性内切酶分析: 对 0.

32Λgöm lM NN G 诱变组的Bam H I酶切分析

表明,每个质粒上的两个Bam H I位点未发生

改变,各酶切片段大小也与正常质粒相同;对

0. 16Λgöm lM NN G 诱变组的 13 个质粒的

H ind III 酶切分析发现, 只有一个突变子

H ind III切点有改变,其余 12个突变子共 48

个H ind III酶切位点均未发生点突变。

7. 3　SupF 基因的 PCR 分析:为了进一步确

定突变子突变类型,用本室自行设计的扩增

180bp SupF 基 因 的 一 对 引 物 ( 1 #

5’GCGCGTCA T T T GA TA T GA T G; 2 #

3’CT GA CGCTCAAA T TCT T TCG ) , 对 所

有突变子 SupF 基因进行了 PCR 分析, 其

中, 自发突变 2 号突变子 SupF 基因扩增出

两条带,这可能是同时发生了重组和点突变

所致,这与前面质粒电泳迁移率减慢和 SupF

功能丧失一致,因为在穿梭质粒系统中,不损

伤靶基因功能的重组子是不能被筛选出的。

在 0. 16Λgöm lM NN G 诱发突变组, 7号突变

子 SupF 基因已发生部分缺失,而在 0. 32Λgö

m l M NN G 诱变组, 第 7 号突变子则未扩增

出 SupF 基因片段,这可解释为质粒DNA 上

发生了涉及 PCR 引物结合位点的小段缺失

或点突变所致,因为该质粒电泳迁移率无明

显改变。其它突变子均扩增出 180bp 片段,

各突变子核苷酸序列特异性分析正在进行之

中。
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《化学物致突变致癌检测技术》一书即将出版

　　同济医科大学秦椿华主编, 北京医科大学江泉观教授

作序的《化学物致突变致癌检测技术》一书将于 1996 年 6

月出版,全书约 30万字。内容包括遗传毒理学现代基础理

论,实验基础篇 (介绍实验室必备知识、实验动物技术、细胞

培养技术、转基因小鼠制备及分子杂交等分子生物学基本

技术) ,检测技术篇 (包括“毒理学评价程序”国家标准中的

检测方法及具发展前途的新技术, 如复制期DNA 合成试

验、单细胞凝胶电泳、DNA 加合物检测、多聚酶链反应和转

基因动物突变试验)和突变研究数据处理篇。本书侧重操作

方法,是毒理学研究者的重要试验参考书。
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