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β2胡萝卜素对丝裂霉素 C 诱导的小鼠 DNA 损伤的保护作用①

申慧琴1 , 高 　应2

(11 山西医科大学第二医院 ,山西 　太原 030001 ; 　21 山西医科大学生化教研室 ,山西 　太原 　030001)

【摘要】目的 :研究β2胡萝卜素 (βC)和维生素 E(V2E)对丝裂霉素 C(MMC)诱导的小鼠 DNA 损伤的保护作用。方法 :选择雄性昆明

种小鼠 48 只 ,随机分 4 组 ,其中正常对照 (A)分别喂予基础饲料和阳性对照组 (B) ,另外 2 组分别喂含 V2E(200 mg/ kg·bw)的基

础饲料 (C组)和含天然β2胡萝卜素晶体 (200 mg/ kg·bw)的基础饲料 (D 组) 。喂养 4 周后 ,除 A 组外 ,间隔 24 h 按1 mg/ kg·bw腹

腔注射 MMC(A 组注射同等剂量的生理盐水) 。12 h 后 ,处死小鼠 ,无菌条件下取出脾脏、胸骨 ,观察小鼠脾细胞双链 DNA 剩余

率和骨髓嗜多染红细胞微核发生率。结果 :A、B、C、D 组脾细胞双链 DNA 剩余率 ( %)分别为 66. 44 ±5. 97 ,43. 06 ±5. 95 ,58. 69 ±

8. 28 ,63. 26 ±7. 95 ,B 组明显低于 A、C、D 组 ( P < 0. 01) ;A、B、C、D 组小鼠骨髓嗜多染红细胞微核发生率 ( ‰) 分别为 1. 87 ±0.

83 ,31. 00 ±6. 32 ,17. 37 ±2. 88 ,15. 25 ±4. 68 ,B 组明显高于 A、C、D 3 组 ( P < 0. 01) 。结论 :βC 和 V2E 可抑制 MMC 诱导小鼠脾细

胞 DNA 断裂和骨髓细胞微核发生的作用。
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Abstract : Purpose : To study the protective effects ofβ2carotene (βC) and vitamin E(V2E) on DNA damages of mice

induced by mitomycin C (MMC) . Methods : Forty eight male Kunming mice were divided into 4 groups at random , the

mice then were fed with basal diets in normal (A) and positive control (B) groups , basal diet + V2E (200 mg/ kg·bw ,

C) , and basal diet +βC (200 mg/ kg·bw , D) for 4 weeks respectively. The mice were injected with MMC (1 mg/ kg·

bw) intraperitoneously except for group A which was injected with normal saline before and after 24 h. 12 h later after

administration , the mice were killed. The spleen and sternum were excised sterily. The double2stranded DNA remained

rate of spleen cells and micronucleus frequency in bone marrow cells were studied. Results : For each group the double2
stranded DNA remained rate ( %) was 66. 44 ±5. 97 (A) , 43. 06 ±5. 95 (B) , 58. 69 ±8. 28 (C) , 63. 26 ±7. 95 (D)

respectively. The value of group B was significantly lower than those of the others ( P < 0. 01) . Micronuclei ( ‰) in

bone marrow cells were 1. 87 ±0. 83 (A) , 31. 00 ±6. 32 (B) , 17. 37 ±2. 88 (C) , 15. 25 ±4. 68 (D) respectively.

Group B was significantly higher than those of the others ( P < 0. 01) . Conclusion :βC and V2E can obviously inhibit

the DNA breakages of spleen cells and reduce the formation of micronuclei of bone marrow cells in mice induced by

MMC.
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　　丝裂霉素 C(MMC)是一种常用的抗癌抗生素 ,是

一个双官能团烷化剂 ,在遗传毒理学研究中 ,MMC 可

作为突变剂检测物的阳性对照物 ,而且 MMC 诱发的

染色体畸变多为单体断裂和单体交换。国内外已有

报道 ,β2胡萝卜素 (βC)对某些基因毒化合物所致的基

因损伤具有保护作用 1 。本研究主要以小鼠脾细胞

DNA 断裂率、小鼠骨髓嗜多染红细胞染色体微核发

生率为指标 ,观察βC对 MMC 诱导的染色体损伤的保

护效应。

1 　材料与方法

1. 1 　动物与受试物 　昆明种雄性小鼠 48 只 ,体重

(14. 0 ±1. 6) g ,山西医科大学动物实验中心提供。

维生素 E为德国 E. Merck 公司产品。天然胡萝卜素

晶体由内蒙古兰太生物工程公司提供。丝裂霉素 C

为日本 Kyowa Hakko Kogyo Co. Ltd 产品。

1. 2 　实验方法 　将小鼠适应本室条件 1 周后按体重

随机分为 4 组 :正常对照 (A) 组、阳性对照 (B) 组、维

生素 E(C)组、β2胡萝卜素 (D) 组。每组 12 只 ,分笼饲

养 ,自由进食和饮水。其中 A、B 组分别喂基础饲料 ,

C组喂含 V2E 200 mg/ kg·bw 的基础饲料 ,D 组喂含天

然β2胡萝卜素晶体 200 mg/ kg·bw 的基础饲料。动物

饲养 4 周后 ,除 A 组外 ,每组间隔 24 h 按 1 mg/ kg·bw

腹腔注射丝裂霉素 C(A 组注射同等量的生理盐水) ,

12 h 后颈椎脱臼处死小鼠 ,无菌下取脾脏 ,在冰冷的

Hank’s 液中研碎 ,纱网过滤 ,分离单个脾细胞备用 ,

同时取出小鼠胸骨、剔净 ,制骨髓涂片。

1. 3 　测定指标及方法

1. 3. 1 　脾细胞 DNA 单链断裂率检测 　采用稍加改

进 的 FADU 法 ( Fluoromeric Analysis of DNA

Unwinding) 2 。实验原理 :在适当碱性溶液中 ,DNA

氢键断裂 ,形成单链 DNA。当 DNA 损伤剂损伤 DNA

时 ,造成直接或间接的 DNA 链断裂 ,可能是由于解螺

旋起始端增多 ,而使 DNA 解螺旋的速度加快。解链

一定时间后 ,加入溴乙啶 ,测定解链后双链 DNA 的剩

余量。溴乙啶能选择性地嵌入双链 DNA 中 ,与其牢

固结合而产生荧光。测定荧光强度可代表双链 DNA

剩余量 ,进而反映 DNA 损伤程度。

1. 3. 2 　微核实验 　常规方法 ,涂片、固定、Giemsa 染

色、镜检。微核率测定 :在油镜下每个动物观察 1 000

个嗜多染红细胞 ( PCE) 。选择细胞分散 ,形态完整 ,

染色良好的部分 ,按顺序进行 PCE 及微核计数。PCE

中因含有核糖体 , Giemsa 染色呈灰蓝色 ,成熟红细胞

的核糖体已溶解 ,被染成淡橘红色 ,微核实验的终点

是 PCE中的微核 ,PCE 中微核的嗜色性与核一致 ,典

型的微核呈圆形、肾形、马蹄形及环形 ,PCE 中微核多

为 1 个 ,也可以有 2 个或 2 个以上的微核 ,仍按 1 个

有微核的 PCE计数 ,所得的结果用 ‰表示。

1. 3. 3 　统计方法方差分析。

2 　结 　果

2. 1 　各组小鼠脾细胞 DNA 解链率

表 11 小鼠脾细胞 DNA解旋后的双链 DNA剩余率

Table 11Double2stranded DNA remained after DNA unwinding of mice

spleen cells( %, �x ±s)

Group n Double2stranded DNA remained

A 8 　　　　　　　　66. 44 ±5. 97 3

B 8 43. 06 ±5. 95

C 8 58. 69 ±8. 28 3

D 8 63. 26 ±7. 95 3

　　Compared with B , 3 P < 0. 01

表 1 结果表明 ,阳性对照组小鼠脾细胞双链DNA

剩余率显著低于其他各组 ( P < 0. 01) ,βC 组又高于

V2E组 ,与普通对照组相比差异无显著性。

2. 2 　小鼠骨髓细胞微核试验

表 21β2胡萝卜素对小鼠骨髓细胞微核频率的影响

Table 21Effect ofβ2carotene on micronucleus frequency in bone marrow

cells of mice( ‰, �x ±s)

Group n Micronuclei

A 8 　　　　　　1. 88 ±0. 83 +

B 8 31. 00 ±6. 32 3

C 8 17. 38 ±2. 88 + 3

D 8 15. 25 ±4. 68 + 3

　　Compared with B , + P < 0. 01 ; Compared with A , 3 P < 0. 01

表 2 结果表明阳性对照组微核发生率明显高于

其他各组 ( P < 0. 01) ,βC 组、V2E 组也高于正常对照

组 ,但明显低于阳性对照组 ( P < 0. 01) 。

3 　讨 　论

MMC是一个双官能团烷化剂 ,广泛用于致突变、

致癌及抗癌研究。MMC 的抗肿瘤机制之一是它本身

的结构与烷化剂相似 ,在体内肝微粒体细胞色素

P450 作用下活化为 DNA 交联剂 ,其损伤机制一般认

为是由于MMC 的活性基团与碱基 (主要是鸟嘌呤)结

合所致 ,造成 DNA 双股交联或链内烷化交联 ,从而抑
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结晶型 NiS 诱发人支气管上皮细胞系恶性转化①

纪卫东 ,吴中亮 ,陈家　
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【摘要】目的 :研究结晶型硫化镍 (NiS)诱发 SV40 Large T抗原永生化的人支气管上皮细胞系 (16HBE)恶性转化作用。方法 :体外用

不同浓度结晶型NiS多次处理 16HBE细胞 ,软琼脂集落形成和裸鼠成瘤试验鉴定转化细胞的恶性度。结果 :细胞培养至 35 代 ,

发现 NiS可诱导 16HBE恶性转化。转化细胞排列紊乱 ,重叠生长 ,在软琼脂中的集落形成率显著高于对照组 ( P < 0. 01) ,并呈

时间剂量依赖关系 ;转化细胞在裸鼠体内成瘤 ,组织学证实为低分化鳞状细胞癌。结论 :结晶型 NiS有较强的

制 DNA 合成 ,诱发染色体畸变和断裂。因此 ,MCC 以

及任何抗肿瘤药物长期或大剂量使用 ,在杀伤肿瘤细

胞同时 ,可以对正常细胞发生作用 ,使诱发第二肿瘤

的风险增高 2 。

目前 ,肿瘤防护的重要措施之一是利用化学药品

或天然成份干预理化因子对机体细胞的致癌、致突变

作用。近年来肿瘤化学防护的临床及实验研究表明 ,

βC对致癌因子诱发的多种动物及人类某些肿瘤有明

显防护效果 3 ,4 。据报道βC 可以抑制γ2射线诱导的

人淋巴细胞微核形成及MMC 诱导的人淋巴细胞染色

体畸变 1 。本实验结果显示 ,阳性对照组小鼠腹腔注

射MMC 后 ,小鼠骨髓细胞微核发生率明显升高 ,脾细

胞双链 DNA 剩余率明显减低 (表明 DNA 单链断裂较

高) ,而βC和 V2E对 MMC 诱导的染色体损伤具有保

护作用。βC 和 V2E 可能作为抗氧化剂起作用。Lee

报道 ,膳食补充βC和 V2E可降低吸烟者体内 DNA 和

蛋白质的氧化性损伤 6 ,Collins 也认为膳食补充βC

可降低健康受试者外周血淋巴细胞 DNA 的氧化性损

伤 7 。结合以前的实验结果 8 分析 ,可进一步证实

βC可减少致癌 ,致突变因子对 DNA、蛋白质等生物大

分子的损伤 ,调整和激发机体免疫功能 ,从而预防并

可降低诱变因子的致癌和毒副作用。

总之 ,βC对某些基因毒化合物具有保护作用 ,从

而预防了遗传物质的损伤 ,这与许多实验结果一致。

βC与这些化合物联用可能减轻它们对机体毒副作用

并预防药物治疗性二次肿瘤的发生 ,但这种可能性尚

需临床进一步验证。
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