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【摘要】背景与目的：用 &’ 基因和 (!)*& 基因突变试验评价人参皂甙 ’( 的抗诱变性，为其进一步的开发利用提供资料。 材料与

方法：设人参皂甙 ’( &#) *、#*、*$、&$$!+ , -. 分别与致突变物甲基磺酸甲酯 /0012 *!+ , -. 同时处理 34% 细胞的实验组，同时设溶剂

对照组 / &5 60172，阳性诱变对照组 /001 *!+ , -.2和抗诱变阳性对照组 /89:; < 0012，各组处理 34 细胞 = > 后，采用微孔板法检测

34 和 ?@A’3 两个位点的突变频率。 结果：随着剂量的增加，人参皂甙 ’( 拮抗 001 诱变性的作用增大，表现在 34 和 ?@A’3 两个位

点突变频率均较阳性诱变对照组降低，差异均具有统计学意义 / ) B $) $*2。 结论：人参皂甙 ’( 具有拮抗 001 诱导的 &’ 基因和

(!)*& 基因突变的作用；&’ 基因突变试验比 (!)*& 基因突变试验更为敏感。
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人参皂甙 ’(/+9MR(MIR9J( ’(2是人参三醇皂甙单体，

是人参皂甙发挥生物活性作用最重要的活性成分之

一。研究表明，人参皂甙 ’( 具有抗炎、抗氧化、稳定细胞

膜、清除氧自由基、抗癌防癌、调节免疫、保护心肌、降血

糖等作用 [& \，但对其抗诱变性的研究较为少见。

&’ / :>P-9J9M( ]9MLR(2 基 因 突 变 试 验 和 (!)*&
/ >PT9WLM:>9M(Y+OLM9M( T>IRT>IV9SIRP :VLMRQ(VLR(2基因突变

试验是较常用的体外短期致突变试验。34% 细胞是人类

淋巴母细胞，其 &’ 基因为杂合型 / &’ < , F 2，故可用于测

定 &’ 位点突变的发生从而评价受试物的诱变性。本文

以 34% 细胞为靶细胞，同时采用 &’ 基因突变试验和

(!)*& 基因突变试验评价人参皂甙 ’( 的抗诱变性，为

人参皂甙 ’( 进一步的开发利用提供科学依据，并为将

34% 细胞推广运用于 &’、(!)*& 基因突变试验和评价
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化学物的抗诱变性积累资料。

! 材料与方法

!" ! 细胞系 人类淋巴母细胞 ,-*，由日本国立

卫生研究所提供，基因型为 &’ . / 0。用含 1(2马血清、

’((!3 / 4% 丙酮酸钠、1(( 5 / 4% 青霉素和 1((!3 / 4%
链霉素的 6789 1*:( 培养液 ; <* 孔培养板上使用含

’(2 马 血 清 的 6789 1*:( 培 养 液 =， 在 >2 ?@’ 、

AB C、饱和湿度下常规悬浮培养。

!" # 主要材料和试剂 人参皂甙 6D;3EFGDF$GEHD
6D=购自由中国药品生物制品检定所 ;中药化学对照品，

纯度 1((2 =。甲基磺酸甲酯 ;4DIJK% 4DIJLFDGM%N$FLID !
88O=、 丙 酮 酸 钠 ; G$HEM4 PKQM+LID =、 次 黄 嘌 呤

; JKP$RLFIJEFD=、 氨 基 蝶 呤 ; L4EF$PIDQEF =、 脱 氧 胞 苷

; HD$RKSKIEHEFD=、胸腺嘧啶核苷 ; IJK4EHEFD=、维生素 ?
;#EI ?=、三氟胸苷 ; IQEN%M$Q$IJK4EHEFD ! ,T,=、*U 硫代鸟嘌

呤 ; *UIJE$3MLFEFD ! *U,V=均购自 OE34L。
!" $ 实验步骤

!" $" ! 清除 !" % & %、!" % & ’ 基因型和 ()*+, %基

因 型 的 自 发 突 变 细 胞 -# . 用 ?WX, YA Z 培 养 基

; 1& ( [ 1( 0> 4$% / \ 脱氧胞苷，’& ( [ 1( 0: 4$% / \ 次黄嘌

呤，1& ( [ 1( 0B 4$% / \ 氨基喋呤，1& B> [ 1( 0> 4$% / \ 胸苷 =
处理 ,-* 细胞 :] J，转移至无氨基蝶呤的 ?WX, 培养

基，培养 B’ J。

!" $" # 试验分组及处理 测定 ,-* 细胞在人参皂

甙 6D . 88O >!3 /4% 处理后的相对悬浮生长率 ; QD%LIE+D
GMGPDFH 3Q$^IJ QLID ! 6OV=，在 6OV 的 ’(2 _ ](2范围

内，以等比设 : 个剂量组 ;即 1((、>(、’>、1’& >!3 /4%=，另

外再设 1 个溶剂对照组 ; 12‘8O@=、1 个阳性诱变对照

组 ;88O >!3 / 4%= 和 1 个抗诱变阳性对照组 ;#EI ?
1((!3 /4% . 88O >!3 /4%=。用 6789 1*:( 培养液调整

细胞密度为 >& ( [ 1(> / 4%，每组取 ’( 4% 加入 >( 4% 离心

管中。分别加入上述 : 个不同浓度的人参皂甙 6D、溶剂

对照 ;‘8O@=、阳性诱变对照 ;88O= 和抗诱变阳性对照

;#EI? . 88O=，振摇处理 : J 后 1 ((( Q /4EF 离心 > 4EF，

弃上清，用 7aO 洗涤细胞 ’ 次，重悬浮于培养液中，并调

整细胞密度为 ’ [ 1(> /4%。
!" $" $ 第 ’ / 平板接种效率 01234567 8995:586:;<

*=’> 的测定 将处理后的 ,-*细胞，每组均用培养液梯

度稀释细胞浓度至 ]个 / 4% 的细胞悬液 ’> 4%;阴性对照

组为 >( 4%=。接种于 <*孔板 ;每孔加 (& ’ 4%! 平均每孔

1& *个细胞 =，每个剂量接种一块板 ;用细胞悬液 ’> 4%=，
溶剂对照接种 ’块板。置 >2 ?@’ 、AB C饱和湿度培养

箱内培养 1: H 后，计数每块培养板有集落生长的孔数。

!" $" ? !" 基因和 #$%&! 基因表达培养 将

1& A& A 剩余的细胞调整密度至 ’ [ 1(> / 4%，表达培养

B H。前 A H 每天计数细胞密度，保持细胞密度在

1 [ 1(* / 4% 以下，并计算每日细胞增长率 ; HLE%K SD%%
3Q$^IJ ! ‘?V=， 据 此 计 算 A H 内 相 对 悬 浮 增 长 率

;6OV=。公式如下：

6OV b 处理组 ;‘?V1 [ ‘?V’ [ ‘?VA= / 对照组 ;‘?V1 [
‘?V’ [ ‘?VA=

‘?V b 次日细胞密度 /当日调整的细胞密度

式中：‘?V1、‘?V’、‘?VA 分别是表达期第 1 H、第

’ H 和第 A H 的细胞增长率。

!" $" @ 第 $ / 和第 A / 平板接种效率 *=$、*=A
的测定 分别取经 A H 表达培养和 B H Y: Z表达培养后的

细胞悬液，接种于 <* 孔板，培养 1: H 后计数每块培养

板有集落生长的孔数。接种方法同 1& A& A。计算相对活

力 ; QD%LIE+D +ELcE%EIK ! 6#=，公式如下：

6# b 7dA;处理组 = / 7dA;溶剂对照组 = [ 1((2

!" $" B 突变频率 0CD4345E6 9F8GD86:; < HI>测定

处理后的细胞经 A H 表达培养后，用培养液调整密度至

1 [ 1(> / 4%，加入 ,T,，使其终浓度为 A!3 / 4%，混匀，以

’((!% /孔 ; ’( ((( 个细胞 / 孔 = 接种于 <* 孔培养板 ;每
组 ’ 板，溶剂对照接种 : 板 =。置 >2 ?@’ 、AB C饱和湿

度培养箱内培养 1: H 后，计数肉眼可见的正常生长集

落 ; F$Q4L% 3Q$^IJ S$%$FK ! )?=，每孔再追加含 1>!3 / 4%
,T, 的培养液 >(!%，继续培养 1: H 后，观察并计数缓

慢生长集落 ; G%$^ 3Q$^IJ S$%$FK ! O?=。另外将处理后的

细胞经 B H Y: Z 表达培养后，加入 *U,V，使其终浓度为

(& >!3 / 4%，同样方法接种平板。置于 AB C、>2?@’ 饱

和湿度下培养 1: H 后，计数有突变集落生长的孔数，慢

生长集落比例 ; QLID $N G%$ Û3Q$^IJ S$%$FEDG ! 6O?=，6O?
只用于 &’ 基因突变实验。公式如下：

6O? b O? / ;)? . O?=

式中：)? 为正常生长集落数，O? 为缓慢生长集落

数。突变频率的计算：

,- 0 8T b Y 0 9F;de /,e= / ’( (((Z / 7dA

WV76, 0 8T b Y 0 9F;de /,e= / ’( (((Z / 7dB

式中：de 和 ,e 分别为 ,T, 选择平板上无集落的

孔数和总孔数，’( ((( 为每孔接种细胞数。

!" $" A 突变指数 0CD4345E6 56/8J，HK> 测定 通过

突变频率计算突变指数，比较同组间不同方法的突变指

数。公式如下：

89 b Y8T;处理组 = /8T;溶剂对照组 = Z [ 1((2

!" ? 统计学方法及结果判定 用 8MILFI,8 软件

进行 ,- 和 W76, 突变频率计算和剂量效应线性关系分

析，其它数据用 O7OO11& > 进行方差分析和秩和检验。人
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参皂甙 ’( 两个或两个以上剂量组与阳性诱变对照组突

变频率有显著性差异，且有剂量反应关系可判定为实验

结果阳性 )* +。

! 结 果

!" # 人参皂甙 $% 的细胞毒性结果 受试物对细

胞的毒性大小，一般通过细胞毒性指标，如相对悬浮增

长率 ,’-./、相对存活率 ,’0/等来反映。从表 & 可以看

出，阳性对照组的 ’-.、’0 均低于其他组。而人参皂甙

’( 与 11- 联合作用组 ’-.、’0 有升高趋势，但剂量 2
效关系不太好，可能是由于加入了 11- 后，细胞毒性较

大的原因。

!" ! !"、#$%&! 基因突变试验结果 3 个剂量

组的人参皂甙 ’( 与 11- * !4 567 同时处理 89% 细胞

后，各剂量组的 &’ 基因突变频率均较 11- 组降低，差

异有统计学意义 , ( : $; $*/。当人参皂甙 ’( 浓度为

&$$、*$、#*!4 567 时，)!(*& 基因突变频率较 11- 组降

低，差异有统计学意义 , ( : $; $*/。即人参皂甙 ’( 与

11- 同时处理 89% 细胞时有抑制 11- 诱导的 &’ 基因

和 )!(*& 基因突变的作用。除溶剂对照组 1< 为 & 外，

其 余 各 组 诱 导 89% 细 胞 的 &’ 基 因 突 变 指 数

,8926=>?>@AB @BC(D/ 均 高 于 )!(*& 基 因 突 变 指 数

,E.F’826=>?>@AB @BC(D/， 差 异 有 统 计 学 意 义 , ( 均

: $; $*/。见表 &。

& 讨 论

人参皂甙 ’( 具有较多的生物学活性，已经广泛应用

于食品、药品、日化等行业。但目前对于其抗诱变性作用

的报道较为少见。本研究通过比较用致突变剂 11- 与人

参皂甙 ’( 联合处理细胞和用 11- 单独处理细胞产生的

&’ 和 )!(*& 基因突变频率的差异，从而检测和评价人

参皂甙 ’( 的抗诱变性。两种基因突变试验的结果均显示

人参皂甙 ’( 具有抑制 11- 诱导的基因突变的作用。

进一步比较同一组中 &’ 基因和 )!(*& 基因的突

变频率，发现 &’ 基因突变指数显著高于 )!(*& 基因

突变指数，说明 &’ 基因突变试验的灵敏度高于 )!(*&
基因突变试验，这与已有的研究相符 )* +。这可能是由于

&’ 基因突变试验不仅可以检出发生于 89 位点的点突

变、小缺失，还能检出包括 89 位点在内的大缺失、易

位、重组甚至染色体非整倍性等广泛的遗传学改变，故

具有较高的检出灵敏度和较广的检测谱，而 )!(*& 基

因突变试验只能检出点突变和小缺失，而对体细胞重

组、染色体不分离及超过 G1H 的缺失等大范围突变、致

死性突变则检出率较低 )% +。但 )!(*& 基因突变试验的

自发突变率较低，特异度较高，可以补充 &’ 基因突变

试验特异度较低的缺点。

本研究表明，&’ 和 )!(*& 基因突变实验均可有效

检测出人参皂甙 ’( 的抗诱变性。89% 细胞除可用于 &’
基因突变试验外，还可用于 )!(*& 基因突变试验，且来

源于人类，实际意义较大，故建议推广其诱变和抗诱变

试验系统中的应用。两种基因突变试验各有其优缺点，

同时采用，综合分析，可使实验结论更为可靠。
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表 + !"、#$%&!基因突变试验结果
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