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摘要 目的  采用褶合光谱法考察亚硝酸钠致 ⁄突变 ∀方法  选择检测波长在  ∗   以同一浓度的

⁄多次扫描组成自身标准 并考察了此浓度的 ⁄溶液在亚硝酸钠作用下的光谱变化 ∀结果  小牛胸腺 ⁄与

亚硝酸钠作用后 其差谱值在  ∗  随着时间的延长不断增大 且与亚硝酸钠浓度呈正相关 与近红外光谱的

检测结果一致 ∀结论  褶合光谱法检测 ⁄突变过程简便快捷 !成本低廉 !灵敏度高 有望用于新药致突性的高通

量检测 ∀
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  药物的毒性检测和安全性评价是新药研究开发

的重要内容 其中致突变实验是新药申报临床研究

的重要前提 ∀目前 常规的致突变检测方法包括 沙

门氏菌 实验 !哺乳动物细菌正向突变实验等 ∀

近年来又建立了许多新的方法≈
如穿梭质粒载体 !

转基因动物致突变测试系统等 ∀但这些试验方法均

较复杂 !实验周期长 !成本高 较难实现从庞大的化

合物样品库中快速地筛选致突剂 ∀

本文采用褶合光谱法≈ 检测 ⁄ 突变 并以

三维差谱作为 ⁄是否突变的定性指标以及突变

程度的定量指标 ∀该法具有简便快速全过程小于

  !不消耗探针或引物等昂贵试剂 !紫外光谱仪

器通用性良好 !样品无需前处理等优点 ∀本实验在

前期考察紫外线诱导 ⁄ 突变≈ 的基础上 选用

公认的 ⁄ 交联Π氧化剂亚硝酸钠为致突剂 考察

亚硝酸钠的致突作用及其在褶合光谱上的变化规

律 ∀
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级 ∀

溶液的配制  取小牛胸腺 ⁄ 适量 用 

#
×2≤缓冲液配制成适当浓度的 ⁄

溶液 使其最大吸收度约为 1 ∀分别于使用前配

制 1 1和 1 Λ#
 水溶液 ∀

溶液的褶合光谱法考察  以  #
×2

≤缓冲液为空白 采集 ⁄ 溶液的紫外光谱 波

长  ∗   间隔   ∀初始重复测定 次 作

为自身标准 ∀之后每隔    和

 扫描 各重复 次 作为样品 ∀通过褶合光

谱分析系统两两匹配 得出相应的三维褶合差谱值 ∀

同法分别测定 ⁄ 溶液中按 Β加入  Λ蒸馏

水 !生理盐水 !各浓度的亚硝酸钠溶液等的差谱值 ∀

近红外光谱法考察  取考察了紫外光谱的

⁄溶液 !⁄2生理盐水溶液 !⁄2 溶液 以

×2≤缓冲液为背景 采集其近红外透射光谱 波

数  ∗   


分辨率  


光程  ∀

结 果 与 讨 论

1  褶合光谱优化条件的选择

前期实验≈ 均以高 !中 !低 种浓度的 ⁄溶

液多次扫描得到的光谱作为褶合变换的标准光谱 ∀

本实验发现 随着 ⁄ 的逐步稀释 其紫外吸收光

谱在  附近有明显的交叉紫外吸收光谱图

略 ∀这可能是由于大分子化合物在溶液中有一定
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的伸展程度和空间取向≈
并随着浓度变化而变化 

从而影响了折射系数 反映为 ∂ 光谱的曲率变化 ∀

因此 本实验选择了同一浓度的 ⁄多次扫描组成

自身标准 并考察此浓度的溶液在潜在突变剂作用

下的光谱变化 ∀

小牛胸腺 ⁄分别在 和  处有两个

吸收峰 等≈在研究 ⁄ 光谱中的杂质时选

取了  ∗  ∀通过比较发现  ∗  波

段处的差谱值∆的变化幅度较  ∗  的 ∆

小 且没有明显的规律 ∀可能的原因是 反映 ⁄

变化的光谱区域主要集中在  附近 因此本实

验选择  ∗  的整条吸收曲线作为考察差谱

值的区域 ∀图 为 ⁄和 ⁄21 Λ#


作用  后溶液的紫外吸收光谱 由图可见 

两者的差异是微乎其微的 很难识别 ∀

ƒ∏  ∂ ⁄   ∏

¬∏  ⁄21 Λ# 


  

 ¬

2  空白与阴性实验

考察小牛胸腺 ⁄ 溶液空白对照在光谱仪

中随时间变化的光谱图 并以加入适量蒸馏水 !生理

盐水的 ⁄溶液为阴性对照 其差谱值变化见图  ∀

所得的差谱值很小且存在轻微波动 可认为是仪器

噪音的影响 ∀因此可以判定 小牛胸腺 ⁄在 ×

缓冲液中稳定 在水 !生理盐水中不会发生变化 符

合正常放置状态及生理状态的情况 ∀空白与阴性实

验的结果为阳性实验结果差谱值有规律地升高提

供了判断依据 ⁄ 本身稳定 以下所测得的光谱

变化是因为加入的化合物引起了 ⁄变化 ∀

3  小牛胸腺 ∆ΝΑ与亚硝酸钠作用后 ∆的变化

已有研究证实 亚硝酸钠的主要作用是使 ⁄

分子上一条链的碱基与互补链上的相应碱基共价连

接 形成 ⁄2⁄交联 ∀此外 亚硝酸钠还可引起

碱基的氧化脱氨反应 使氨基变为酮基 造成碱基转

换的突变 ∀图 为亚硝酸钠与小牛胸腺 ⁄ 作用

后 差谱值随着时间的延长不断增大 且与亚硝酸钠

浓度呈正相关关系 ∀

ƒ∏   ⁄ √∏   ∏ ⁄

 σ ) σ      ω ) ω  

 υ ) υ

ƒ∏   ⁄ √∏   ∏ ⁄

 1  ω ) ω 1  υ ) υ   1
 σ ) σ Λ#

∏ 

  实验中还出现了一个现象 将上述经高 !中 !低

浓度的亚硝酸钠处理后的小牛胸腺 ⁄溶液 置于

 ε 水浴  于室温 ε 测定其吸收光谱 溶

液的褶合光谱差谱值由  处的 1  1 

和 1 分别降至 1  1 和 1  即相当

于 ⁄未发生变化前的水平 是何原因导致差谱值

降低 有待进一步研究 ∀

4  紫外2褶合光谱法与近红外光谱法结果的初步比

较

前期研究曾采用毛细管电泳≈验证 ⁄ 的变

化 ∀由于紫外光谱反映的仅是 ⁄ 共轭基团嘌

呤 !嘧啶的信息 而近红外光谱还反映含氢基团的

信息 因此理论上可以从侧面间接地验证紫外光谱2

褶合变换得到的差谱信息的可信度 ∀图 为小牛胸

腺 ⁄以及添加 1 Λ#
 后的近红外
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 透射光谱图 ∀

ƒ∏  2∏⁄ 

¬∏ ∏  ≥ ⁄ 

≥  ¬∏ ×    2
√   ∗  

  图中 ⁄溶液的  光谱 稳定性良好 而

加入  后的光谱 发生明显变化 且随时间变

化加剧 这与紫外2褶合光谱的差谱值是基本一致的 ∀

尽管褶合光谱法无法提供 ⁄ 突变机理方面

的信息 但它可以定性地给出 ⁄是否突变及变化

的程度 尤其是在变化程度极微时即可灵敏地检测 

这已足以考察某些化合物是否具有致 ⁄ 突变的

作用 ∀褶合光谱法从采集光谱到给出 ∆值的过程在

 内完成 配合多比色池 !二极管阵列检测等设

备 可能同时完成十几批甚至几十批样品的测定工

作 简单快速 ∀本实验应用褶合光谱法成功地检测

了  对小牛胸腺 ⁄的致突变作用 从而为褶

合光谱法应用于致突性药物高通量检测提供了可能 ∀
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≈    ƒ ≥  • ∏ ≠×  ∏

⁄  ∏√∏ ∏ ≈ 

Αχτα Πηαρµ Σιν 药学学报  35    

≈ ∏ ƒ  ∏  • ∏ ≠×     ⁄

∏∏ ∏√ ≈  ϑ Χηιν Πηαρµ

Σχι  10    

≈ ∏ƒ  ÷ƒ ∏ ετ αλ≥2∏
√∏ ≈  Χηιν ϑ ΑναλΧηεµ

分析化学  29    

≈ ∏∏   •  ≠   ετ αλ √

   ∏  ∏ ≈ 

Αχτα Πηαρµ Σιν 药学学报  36    

≈    ∏≤  ∂ ⁄ 

  ⁄   2√√ 

 ≈  Αναλ Βιοχηεµ  200    

ΣΤΥ∆ΙΕΣ ΟΝ ΝαΝΟ22ΙΝ∆ΥΧΕ∆ ∆ΝΑ ΜΥΤΑΤΙΟΝ

ΒΨ ΧΟΝς ΟΛΥΤΙΟΝ ΣΠΕΧΤΡΟΜΕΤΡΨ

 ƒ

 


≤ ≠2  •  ≠∏2

(1 . Σχηοολοφ Πηαρµαχψ, Σεχονδ Μιλιταρψ Μεδιχαλ Υνιϖερσιτψ, Σηανγηαι 200433 , Χηινα ;

2 . ∆επαρτµεντ οφ Πηαρµαχευτιχαλ Πρεπαρατιονσ, 224 Ηοσπιταλοφ ΠΛΑ, ϑιαµυσι 154007 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ ΑΙΜ  × ∏ ∏ ∏ ⁄ ∏  √∏  ≤≥

ΜΕΤΗΟ∆Σ  ×∏ 2∏∏√∏⁄ 

≥ ⁄ √ ⁄√

√√ ∏√ ¬ √∏∆ √∏

2   ΡΕΣΥΛΤΣ  × √∏ 

√∏∆√∏1 1
1 √ 2∏. ∏⁄ 111 Λ#

∏

∏√∂ ×∏

   2 ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  × ∆ √∏ ∏

∏.  ∏∞√ √∏ ∏  ∏ ≤≥

√¬√√⁄ ∏

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ⁄ ∏∏ √∏

##药学学报 °∏≥    




