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谷胱甘肽对顺铂致小鼠染色体畸变的保护作用
安郁宽1  徐  铭2  徐艳岩3*

(1滨州医学院基础学院, 烟台 264003; 2滨州医学院实验动物中心, 烟台264003; 3滨州医学院药学院, 烟台 264003)

摘要      为了研究谷胱甘肽(GSH)对顺铂(CDDP)所致染色体畸变的影响, 将昆明小鼠随机分为

空白对照组、GSH组、CDDP组、GSH+CDDP组进行实验, GSH组按照1 200 mg/(kg · d)连续3天尾

静脉注射GSH, 对照组注射等量生理盐水; CDDP组于第2天一次注射顺铂20 mg/kg。对小鼠尾静脉

取血检测血常规, 处死小鼠, 取骨髓进行有核细胞计数、微核实验和染色体G显带, 双盲阅片并进行

统计学分析。结果表明, 对照组细胞染色体数目与形态完好, 微核出现的机率极低。GSH组与空白

对照组相比无显著差异(P>0.05)。CDDP组、GSH+CDDP组出现了明显的骨髓抑制现象, 染色体畸

变率及微核率显著增高, 与空白对照组比较均有显著性差异(P<0.01)。GSH+CDDP组与CDDP组相

比染色体畸变率明显下降(P<0.05)。表明谷胱甘肽对顺铂所致的染色体损伤具有一定的保护作用。

关键词      谷胱甘肽; 顺铂; 小鼠; 染色体畸变 

The Protective Effect of Glutathione on Chromosome Aberration of Mice 
Induced by Cisplatin
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Abstract       To study the effect of glutathione (GSH) on chromosome aberration induced by cisplatin (CDDP), 
Kunming mice in the experiment were randomly divided into the control group, GSH group, CDDP  group, and group 
of GSH+CDDP. The mice of GSH Group were injected with Glutathione by tail vein in accordance with 1 200 mg/(kg·d) 
in three days. The control group were injected with the same volume of normal saline. The CDDP group were injected 
once with Cisplatin of 20 mg/kg on the 2nd day. The blood sample was drawn by the tail vein of mice for routine blood 
test. Kill the mice and get the bone marrows for nucleated cell count, micronucleus test and chromosome G banding. 
Read the slides with double-blind method and carry out the statistical analysis. The results showed that, for the control 
group, the numbers and morphology of the chromosome were regular, and the micronucleus was seldom observed. 
The comparison between the GSH group and the control group showed no difference (P>0.05). For the mice of CDDP 
group and GSH+CDDP group, the bone marrow depression was distinctly, and the chromosome aberration rates and 
micronucleus rates were significantly increased, which were significantly different from the control group (P<0.01). 
The aberration rate in the GSH+CDDP group was significantly lower than that in the CDDP group (P<0.05). These 
findings suggest that the glutathione has a definite protective effect on the chromosome damage induced by cisplatin.
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顺铂(cisplatin, CDDP)又名顺式二氨基二氯络

铂, 是第一代铂类药物, 具有抗癌谱广、作用强、与

多种抗肿瘤药有协同作用、且无交叉耐药等特点, 
广泛应用于卵巢癌、睾丸癌、肺癌、膀胱癌、淋巴

瘤、骨髓瘤和黑色素瘤等, 为当前联合化疗中最常

用的药物之一[1]。不良反应主要有骨髓抑制、胃肠

道反应、肾脏毒性、神经毒性等, 临床防护和治疗

主要有氨磷汀、白介素类(IL)和粒细胞集落刺激因

子(G-CSF)等[2]。在细胞中, CDDP不仅与DNA结合, 
形成DNA链内和链间交联, 而且引起DNA和染色体

断裂, 继而诱发各种染色体畸变[3]。有研究表明, 重
组人促红细胞生成素、咖啡酸苯乙酯[4-5]等可防止

顺铂诱导大鼠骨髓细胞染色体畸变, 而亚硒酸钠对

CDDP诱发染色体畸变无任何干预作用甚至有增强

毒性的效应[3]。目前, 针对化疗药物遗传毒性预防

和治疗的药物品种很少, 临床上对于高效低毒的化

疗保护剂需要十分迫切。还原型谷胱甘肽(reduced 
glutathione, GSH)是生物体内最重要的抗氧化剂, 它
能激活多种酶, 从而影响细胞的代谢过程; 还可通过

巯基与体内的自由基结合, 转化成容易代谢的酸类

物质从而加速自由基的排泄, 有助于减轻化疗、放

疗的毒副作用[6-7], 而且GSH能够减轻CDDP引起的

肾毒性[8], 不降低CDDP抑制肺癌细胞生长的影响, 
不影响CDDP诱导的细胞凋亡[9], 但无毒性剂量的

GSH对CDDP致染色体损伤或畸变的作用有何影响

尚不清楚。本研究采用GSH联合CDDP作用于小鼠, 
目的在于观察CDDP诱发染色体畸变及抗氧化剂

GSH的影响, 探讨GSH有无防护染色体畸变作用的

同时, 是否会缓解机体内骨髓抑制和血常规改变, 从
而探讨谷胱甘肽对顺铂诱发小鼠骨髓细胞染色体畸

变的保护作用, 为临床上应用谷胱甘肽减轻顺铂的

遗传毒性提供实验依据。

1   材料与方法
1.1   主要试剂及器材

CDDP(南京制药厂, 批号20110203); GSH(山
东绿叶制药有限公司, 批号201202263); 秋水仙

素(Colchicine, 国药集团化学试剂有限公司, 批号

20120711); 双目显微镜(XSP-BM-12C, 上海彼爱姆

光学仪器制造公司), 恒温水浴锅(HW.SY, 龙口市先

科仪器公司); 离心机(TGL-16G, 上海安亭科学仪器

厂); 数字显微图像处理系统软件MiEV2.0; BC-2300 

准全自动三分群血液分析仪(迈瑞公司)及配套试剂。

1.2   动物 
健康昆明种小鼠, 雄性, 体重22~28 g, 由滨州医

学院实验动物中心提供。普通饲养, 自由饮水。

1.3   实验动物分组方法与给药

健康昆明种雄性小鼠20只, 随机分为4组: 空白对

照组、GSH组(1 200 mg/kg, i.v.)、CDDP组(20 mg/kg, i.v.)
和GSH+CDDP组, 对照组注射等体积的生理盐水。

用药间隔24 h, 在末次给药24 h后全部小鼠脱颈椎处

死, 遵从实验动物福利、伦理原则。处死动物前4 h
按4 mg/kg腹腔注射0.1%秋水仙素。GSH组和CDDP
组用药剂量根据临床剂量换算[10]和前期研究, 实验

动物按组别分笼饲养, 自由进食和饮水。

1.4   小鼠血常规检测

小鼠空腹时于尾端约0.5 cm处割尾静脉采血

20 μL, 然后准全自动三分群血液细胞分析仪进行

测定, 测定血常规各项指标。按照仪器说明书操作, 
使用配套试剂。

1.5   骨髓有核细胞(BMC)直接定量计数法

取小鼠骨髓液0.5 mL, 立即注入事先准备好的

内含20 μL肝素钠溶液EP管内, 充分混匀, 抗凝骨髓

液20 μL与0.38 mL稀释液(0.1 mol/L盐酸溶液)混匀

于小试管内, 混匀待红细胞溶解后, 用微量加样器

准确吸取混匀后的抗凝骨髓液20 μL, 注入计数板

计数。骨髓有核细胞数=每个大方格内细胞平均数

×104×稀释倍数[11]。

1.6   小鼠骨髓细胞染色体畸变实验

颈椎脱臼法处死小鼠, 取股骨, 用生理盐水冲

洗骨髓腔获取骨髓细胞, 0.075 mol/L KCl、 37 °C水
浴低渗处理30 min, 加1 mL新配制的固定液(甲醇:冰
醋酸=3:1)进行预固定, 吹打均匀, 离心(1500 r/min, 
10 min), 弃上清, 加新配固定液, 进行再固定; 离心弃

上清, 加少许固定液制成细胞悬液。在冷载玻片上

滴2~3滴细胞悬液, 吹散, 酒精灯上烤干(部分制片老

化3天后, 胰酶处理), Giemsa扣染15 min, 自来水冲

洗, 晾干, 标本全部统一编号, 双盲法阅片。油镜下

观察染色体分散良好的中期细胞, 记录所出现的染

色体畸变细胞数, 并计算畸变率(%)。
1.7   小鼠骨髓细胞微核实验

颈椎脱臼处死各组小鼠。取股骨, 放于生理盐

水中剪碎, 过滤获得滤液。1 000 r /min离心5 min, 弃
上清, 固定之后制备细胞悬液, 滴片, 扣染法Gimesa



1494 · 研究论文 ·

染液进行染色, 蒸馏水冲洗后, 自然干燥。显微镜观

察, 双盲法阅片。观察计数各组小鼠产生微核的骨

髓嗜多染红细胞(PCE)数, 每鼠计数1 000个PCE, 记
录含微核的PCE 细胞数, 微核率以千分率表示。

1.8   统计学分析

使用SPSS 13.0统计软件进行数据分析, 各组数

据以均数±标准差(x
_
±s)表示, 采用单因素方差分析和

组间t检验, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   小鼠血常规检测分析

与对照组相比, CDDP组小鼠血液中各项血常

规的数值有所下降, 差异具有统计学意义(P<0.01); 
与CDDP组比较, GSH+CDDP组的白细胞和血小板

数目明显上升, 差异具有统计学意义(P<0.01)(表1)。

2.2   骨髓有核细胞数测定结果

与对照组比较, CDDP组的骨髓有核细胞数明

显降低, 差异有极显著性(P<0.01); GSH+CDDP组与

CDDP组比较骨髓有核细胞数有所上升, 两组有显

著差异(P<0.05)(图1)。
2.3   小鼠骨髓染色体畸变实验结果

空白对照组小鼠骨髓细胞染色体数目与形态

完好, 染色体为近端着丝粒染色体(图2), GSH组与

对照组相比, 差异无统计学意义(表2, P>0.05), 说明

GSH本身不具有致畸性。CDDP组、CDDP+GSH组

骨髓细胞染色体发生畸变, 主要表现为染色体断裂、

短棒状(图3), 染色体畸变率与对照组相比, 差异均

有统计学意义(P<0.01)。CDDP+GSH组小鼠骨髓细

胞染色体畸变率明显低于CDDP组, 差异具有统计

学意义(表2, P<0.05)。

表1 小鼠血常规检测结果(n=6, x
_
±s)

Table 1  The results of routine blood test of mice(n=6, x
_
±s) 

组别
Groups

白细胞数目
WBC(×109/L )

血红蛋白
HGB(g/L)

红细胞数目
RBC(×1012/L)

血小板数目
PLT(×1011/L)

Control 8.74±0.86 153.71±12.87 9.32±0.56 11.25±8.94

GSH 8.50±1.90 134.57±10.72 8.29±0.48 7.88±6.35

CDDP 3.58±0.99▲ 145.38±12.61 8.84±0.72 4.78±1.05▲

GSH＋CDDP 6.55±1.13* 152.17±21.14 9.02±0.70 12.71±12.52*
▲P<0.01, 与对照组相比; *P<0.01, 与CDDP组相比; WBC: 白细胞数目; HGB: 血红蛋白; RBC: 红细胞数目; PLT: 血小板数目。
▲P<0.01, compared with the control group; *P<0.01, compared with the CDDP group; WBC: number of white blood cells; HGB: hemoglo-
bin; RBC: number of red blood cells; PLT: number of platelets.

*P<0.01, 与对照组相比; ▲P<0.05, 与CDDP组相比。

*P<0.01, compared with the control group; ▲P<0.05, compared with the 
CDDP group.

图1 各实验组小鼠骨髓有核细胞数变化

Fig.1 The difference in the number of nucleated cells of 
marrows among the mice groups
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2.4   小鼠骨髓细胞微核检测实验结果

各实验组标本均可在光镜下观察到清晰的微

核, 对照组与GSH组微核出现的机率极低(图4), 两
组相比, 没有明显差异, 说明GSH本身不具有致突变

性。而CDDP组光镜下可见较多的微核畸变(图5)。
CDDP组、GSH+CDDP组小鼠骨髓细胞微核

畸变率与对照组相比, 差异非常显著 (P<0.01), 说
明CDDP对小鼠的染色体具有明显的诱变效应, 
GSH+CDDP组微核畸变率明显低于CDDP组, 两组

相比, 差异具有统计学意义(P<0.05), 显示GSH对小

鼠骨髓细胞微核畸变具有一定的保护作用(表3)。

3   讨论
目前, 临床针对化疗药物毒副作用预防和治疗

的药物品种很少, 主要有氨磷汀、白介素类(IL)和粒
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箭头所指为微核。

The arrows indicate the micronucleus.
图4  GSH组骨髓细胞玻片标本光镜下观察(10×100) 

Fig.4  Marrow cells of GSH group under microscope (10×100)

箭头所指为微核。

The arrows indicate the micronucleus.
图5  CDDP组骨髓细胞玻片标本光镜下观察(10×40) 

Fig.5  Marrow cells of CDDP group under microscope (10×40)

图2 对照组小鼠正常染色体及G显带(10×100)
Fig.2  The normal chromosome and G banding of the control 

group mice (10×100)

①、②为畸变的棒状染色体, ③、④为断裂的染色体。

① and ② are aberrant rod-like chromosomes, ③ and ④ are broken chromosomes.
图3  CDDP组畸变染色体(10×100)

Fig.3  The aberrant chromosomes of the CDDP group (10×100)

表2  小鼠骨髓细胞染色体畸变率 (n=5, x
_
±s)

Table 2  The chromosome aberration rate of bone marrow cells of mice(n=5, x
_
±s)

组别

Groups
畸变细胞数

Number of aberrant cells
观察细胞数

Number of observed cells
染色体畸变率(%)
Chromosome aberration rates(%)

CDDP 21 142 14.81±0.182*

GSH 10 162 6.17±0.172#

CDDP+GSH 18 151 11.87±0.081*Δ

Control 6 136 4.41±0.235

*P<0.01, #P>0.05, 与对照组相比; ΔP<0.05, 与CDDP组相比。

*P<0.01, #P>0.05, compared with control group; ΔP<0.05, compared with CDDP group.
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细胞集落刺激因子(G-CSF)等。但重组人粒细胞–巨
噬细胞集落刺激因子(rhGM-CSF)使用数次后药效

迅速降低; 输注血小板维持时间短, 还可能出现输血

反应、抗体产生等问题; IL-11易引发水肿和心律失

常等不良反应。因此, 临床上对于高效低毒的化疗

保护剂需要十分迫切[12]。

众所周知, 顺铂是目前临床上应用较广泛的一

种高效抗癌药物, 但在临床应用中的副作用明显。

CDDP对肝、肾、神经的损伤机制主要是氧化损伤, 
而对骨髓的损伤主要是骨髓抑制[13-14], 与自由基损

伤有关。在化疗过程中, CDDP的毒性导致细胞内产

生大量的自由基, 自由基攻击骨髓中的血细胞前体, 
导致其活性下降, 血液中的血细胞寿命变短, 血细胞

前体快速增殖补充血细胞。CDDP主要是针对快速

增殖的细胞, 可与细胞DNA链上的碱基结合, 干扰

DNA复制和RNA转录, 从而抑制细胞分裂, 因而导

致快速分裂的正常骨髓细胞增殖受到抑制, 加速细

胞凋亡, 从而引起骨髓抑制[15], 癌症患者也可继发急

性骨髓性白血病。

GSH是由谷氨酸、半胱氨酸和甘氨酸结合而

成的三肽, 是人体细胞内的重要代谢物质, 半胱氨酸

上的巯基为其活性基团, 能够清除体内的超氧离子

及其他自由基, 保护细胞膜的完整性, 维持细胞的正

常代谢[16]。化疗是治疗恶性肿瘤的重要手段, 但化

疗药物通过干扰细胞代谢, 形成氧自由基损坏正常

细胞, GSH能够激活多种酶, 通过巯基与体内的自

由基结合, 转化成容易代谢的酸类物质加速自由基

的排泄, 从而达到清除化疗过程中形成的氧自由基

的目的, 或与化疗药物及其代谢产物形成低毒产物, 
保护或恢复受损细胞或受损器官功能。研究表明, 
GSH作为抗氧化剂对化疗药物引起的机体损伤有一

定的修复作用, 有助于减轻化疗的毒副作用, 能够减

少CDDP诱导的肾损伤[8]。在体外实验中, GSH不改

变CDDP对肿瘤细胞的生长抑制作用, 不影响CDDP
诱导的细胞凋亡[9], GSH与CDDP联合用药不降低

CDDP对肝癌细胞的作用[17]。

血常规检查是临床上最基础的化验检查之一。

通过红细胞、白细胞、血红蛋白及血小板数量等的

血象检测, 能够反应骨髓的造血功能。与对照组比

较, CDDP组血常规测定值明显的下降, 说明CDDP
对小鼠的骨髓造血功能产生了一定的影响(P<0.01); 
与CDDP组相比, GSH+CDDP组则数值有所上升, 表
明GSH对小鼠的骨髓造血功能产生了一定的保护作

用。提示GSH能对抗CDDP引起的白细胞数下降, 从
而达到减毒增效作用。

骨髓有核细胞数量检查是骨髓造血功能重要

检查项目之一, BMC的变化可反映骨髓造血功能

的受损和恢复情况。本研究表明, CDDP组小鼠的

BMC较正常组明显减少, 联合用药组小鼠BMC则表

现出一定程度的恢复, 表明GSH对CDDP引起的骨

髓受损具有一定的保护作用(P<0.05)。
骨髓细胞染色体畸变试验是一项常规的遗传

毒性试验方法。染色体畸变的检测能进一步说明

药物在细胞遗传上的作用。本研究采用联合应用

GSH和CDDP及单独应用CDDP来作用于小鼠, 结果

显示, GSH+CDDP组与CDDP组相比骨髓细胞染色

体畸变率明显下降, 通过对实验结果分析得出GSH
对由CDDP引起的骨髓抑制现象有明显的修复作用

(P<0.05)。表明GSH对CDDP引起的骨髓细胞染色

体畸变具有抑制作用, 为其应用于肿瘤的辅助治疗, 
减少CDDP的毒副作用提供理论依据。

微核是细胞内染色体断裂或纺锤丝受影响而

在细胞有丝分裂后期滞留在细胞核外的遗传物质。

微核检测是染色体损伤的一个敏感指标, 能检测化

学毒剂诱导产生的染色体完整性改变和染色体分离

改变这两个遗传学终点, 是目前国际上公认的筛选

表3 小鼠骨髓细胞微核畸变率(n=5, x
_
±s)

Table 3  The micronucleus rates of bone marrow cells of mice (n=5, x
_
±s)

组别

Groups
含微核PCE数
Number of PCEs with micronucleus

PCE数
Number of PCEs

微核畸变率(‰) 
Micronucleus rates(‰)

CDDP 34 4 502 7.53±0.639*

GSH 12 4 728 2.54±0.105#

CDDP+GSH 23 4 667 4.93±0.095*Δ

Control 9 4 500 2.01±0.907

*P<0.01, #P>0.05, 与对照组相比; ΔP<0.05, 与CDDP组相比。

*P<0.01, #P>0.05, compared with control group; ΔP<0.05, compared with CDDP group.
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致突变物、致癌物的主要手段之一。本实验结果表

明, GSH能明显抑制CDDP诱发的小鼠骨髓嗜多染红

细胞微核形成, 对由CDDP引起的微核率的增高有

显著的抑制作用(P<0.05), 提示GSH在提高染色体

DNA 稳定性上有一定的作用, 从而抑制染色体畸变, 
对染色体的化学损伤有一定的保护作用。

综合以上实验结果, GSH对CDDP引起的骨髓

抑制及染色体损伤有一定的保护作用, 可作为临床

上应用CDDP进行肿瘤化疗时的辅助用药, 对于降

低CDDP的遗传毒性具有重要的意义。然而, 全面评

价GSH抑制CDDP的染色体损伤作用, 还需要在细

胞学层面上的作用机理进行进一步的深入研究, 以
期为临床用药提供更为科学的实验依据。
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