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普遍性，可能是淋巴样细胞的一种趋同进化

(convergent evolution) 现象.至于蜓蚓的

ANAE 阳性细胞是否是原始型的 T 样细胞，

尚待研究确定.
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敌枯双、敌枯瞌对体外培养细胞 SCE 的影晌及其机制

傅中滇徐维尤王且也说彭恕生

〈四川医学院卫生系〉

自从 BUdR/Giemsa技术用于检查SCE以

来，已经用 SCE 分析法测试了许多化学物质的

诱变性和致癌性，大多数促使 SCE 频率升高的

化学物质都是诱变性致癌剂.因此，在遗传毒

理学中已把 SCE 分析法作为诱变剂致癌剂的

一种快速敏感的短期筛选方法.但是，也发现

有些能使体外培养细胞 SCE 频率升高的化学

物质，尚无证据认为是诱变剂，如维生素 C、

A 等[1]. 本文报道了敌枯双、敌枯哇促使体外

培养的中国地鼠卵巢成纤维细胞 (CHO-Kl)

SCE 频率升高，而且受到尼克酷股和 NAD+

的拮抗，与以前报道的，在人淋巴细胞中的结果

对比[町，提出敌枯双、敌枯哇的作用点可能在

DNA 以外的部位， 它们的诱变性和致癌性值

得进一步研究.

材料和方法

全部采用 RPMI1640 培养基，加15-20%小牛血

清，卡那霉素 100 单位/毫升， pH 调到 7.2-7.4。本

实验中采用的 CHO-Kl细胞株是次黄嚓岭F鸟嘿岭磷

酸核糖转移酶<HGPRT)遗传缺陷型。在瓶底面积为

10 平方厘米的培养瓶中，接种约 3 X 10 5 个细胞，培养

液总量为 3 毫升。用胶塞塞紧后，放置在普通恒温培养

箱中，在 37"C生长 24 小时，然后加入受试物和 BUdR

〈最终浓度为 10μM) ， 再在完全黑暗的温箱中继续培

养 26 小时。结束培养前 2 小时，加入秋水仙素〈最终

浓度为 0.2 微克/毫升〉。敌枯双和敌枯嗖在临用前用

二甲基亚肌<DMSO)溶解，配制成各种浓度的准备液，

使之加入培养液后能获得所需要的最终浓度，每份标

本加受试物溶液 15μ1，对照组只加 15μ1 DMSO，因此

DMSO 在培养液中的浓度均为 0.5%<V/V)。尼克耽

胶和 NAD+ 用生理盐水配制，每份标本也加 15μ1。

细胞收集和制片按常规进行，并照 Korenberg 建议

的方法作色差染色[21 0 SCE 计数采用盲片法，统计学

处理全部用双侧 t 检验。

结果

-、蘸拮双、散拮瞌对 CHO-Kl 细胞

SCE 的作用

如表 1 所示，在所选的有效剂量组中，这

本文承复旦大学遗传研究所项维教授、上海第一
医学院顾学宾教授提供宝贵意见，特此致谢。
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费 1 敌桔双、敌桔睡对 CHO-Kl 细胞 SCE 的影响
--.-圈_..胃-啊，.啕圃._-帽"…四--嘲帽"圃-圃--咽-阳回回町'晴四…阻--畸甸--霄'

一__....r.一--，....-.. 甲「…'→...‘……

剂量 μM 细胞数
SCEsj每个细胞 SCE SCEsj每个细胞 t 检验

化合物
范围 总数 均数士标准差 〈与对照、组比较〉

一一一一一一一一一-一…-一-一一一一'←-一一一一一一

敌枯双 。 50 4-14 428 8.52 土 2.26

0.02 25 7-24 343 13.72 土 4.13 P<O.OOl 
0.2 25 8-20 388 15.52 土 3.69 P<O.OOl 
2.0 25 13-38 562 22.48 士 6.79 P<0.001 

20.0 。

敌枯瞠 。 50 4-12 386 7.72 土 2.24

10.0 25 7-21 262 10.48 士 3.68 P<O.OOl 
100.0 25 7-30 360 14.40 土 5.38 P<O.OOl 
500.0 25 8-32 415 16.60 士 5.68 P<O.OOl 

1000.0 。

襄 2 敢桔双、敌拮瞌对人到*e细胞 SCE 的影响

化合物 剂量 μM 细胞数
SCEsj每个细胞

范围
一一一一一一一

DMSO 50 2-11 
敌枯双 0.009 25 4-19 

0.045 25 5-17 
0.45 25 6-14 
0.9 25 6-16 
4.5 25 6-20 

50.0 。

枯敌哇 10.0 25 2-11 
100.0 25 2-13 

1000.0 。

两种化合物都使 SCE 频率显著增加z 统计学

上的显著性都在 P<O.OOl 水平: 最高有效剂

量组的 SCE 频率为对照组的二倍以上E 这种

SCE 频率变化有明显的剂量-反应关系。按

Latt 等人提出的标准，体外培养的 CHO-Kl

细胞中，这两种化合物促使 SCE 频率升高的作

用为强阳性[1]. 当敌枯双的剂量进一步提高到

20μM ， 敌枯略达到 1ωoμM 时，第二分裂中

期相细胞极少，呈现明显的细胞毒性，故未能

记录 SCE 数.

二、敌枯双、散桔瞌对人外周血淋巴细胞

SCE 的作用

表 2 显示敌枯双在 HL 细胞中也能促使

SCE 频率显著增加，属强阳性.敌枯哇在最高

剂量组出现明显的细胞毒性，因此只得到两个

剂量组的 SCE 数.与对照组相比，这两个剂量

SCE SCEsj每个细胞 t 检验

总数 均数士标准差 〈与对照组比较〉

155 5.10 土 2.24

204 8.16 土 2.90 P<0.001 
204 8.16 土 2.91 P<0.001 
224 8.96 士1. 88 P<O.OOl 
254 10.16 土 2.62 P<O.OOl 
334 13.36 士 3.77 P<O.OOl 

186 7.44 :1:: 2.89 P<O.OOl 
192 7.68 土 2.78 P<O.OOl 

组的 SCE 频率在统计学上的差异也非常明显

(P<O.OOl)，但均未超过对照组的两倍，其剂

量-效应关系也难确定，因此列为弱阳性.与

CHO-KI 细胞相比，无论敌枯双还是敌枯哇，

促使 SCE 频率升高的作用，显然要弱得多.

三、尼克酷眼就 NAD+ 对敌枯双增加 SCE

的措抗作用

选用使 SCE 频率增加显著，而又未明显抑

制 CHO-Kl细胞增疆的敌枯双剂量(2.0μM) ，

观察同时加入不同剂量尼克雕股或 NAD+ 时，

对敌枯双增加 SCE 频率的影响.从表 8 可见，

在所选的剂量中，尼克酷胶和 NAD+ 都使敌枯

双对 SCE 的影响明显减弱，显示了对敌枯双的

拮抗作用.并且这种拮抗作用在等克分子时最

明显，与溶剂对照组相比已无明显差异(P>

0.0日，为进一步观察尼克眈胶及 NAD+ 对政
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表 3 不同剂量的尼克酷肢或 NAD+ 对敌桔双耀加 SCE 醺率的措抗作用((CHO

力加日尼克酌胶 加 NAD+
敌枯汉 …-一一-一 -

剂量 SCEsj每个细胞 t 检验 剂量 SCEsj每个细胞 t 检验

μM 均数土标准差 〈与对照组比〉 μM 均数土标准差 (与对照组比〉
JLM 
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P<0.01 
P<0.01 
P<O.Ol 

费 4 等克分子尼克酷段对政桔双精加 SCE 频率的措抗作用 (CHO-KI 细胞〉

政枯双
用尼克院胶 不用尼克歌腹

SCEsj每个细胞 SCEsj每个细胞
t 检验

t 检验

均数土标准差 〈与对照组比〉 均数士标准差
(同剂量组比较〉

8.52 土 2.26
一-二-一二一一一'

10.24 士 3.34 P<0.02 13.72 土 4.13 P<O.Ol 
失败 15.52 土 3.69

抖M
剂量

μM 

o 0 
0.02 0.02 
0.2 0.2 
2.0 2.0 9.04 土 2.57 P>0.05 22.48 土 6.79 P<0.01 

20.020.0 9.84 :t 3.51 P>0.05 0 

表 5 等克分子 NAD+对教桔双增加 SCE 频率的结抗作用 (CHO-KI 细胞〉

政枯双 -一一一一一一
力日 NAD+ 不加 NAD+

t 检验

剂量 SCEsj每个细胞 t 检验 SCEsj每个细胞
JLM 

l品M 均数土标准差 〈与对照组比〉 均数土标准差
(同剂量组比较〉

二一 一一-一-一_. .- -~_.' 

。 。 8.52 土 2.26

。 .02 0.02 9.76 士 2.40 P<O.05 13.72 土4; 13 P<0.01 
0.2 0.2 9.00 土 3.88 P>O.05 15.52 土 3.69 P<O.OI 
2.0 2.0 9.44 土1. 98 P>0.05 22.48 土 6.79 P<0.01 

枯双 NAD" 的拮抗作用是完全的.为进一步

证实这种拮抗作用，我们又将敌枯双按表 1 的

剂量分组，但加入与之剂量相同的尼克酷股或

NAD+，观察 SCE 频率的变化，结果如表 4 ， 50

各个剂量组中，加入尼克眈胶或 NAD+ 后，

敌枯双促使 SCE 频率升高的作用都明显降低

(P<O.Ol)o 若与溶剂对照组比较， 多数剂量

组中， SCE 频率已无明显差异(P>O.05).

由此可见无论在HL细胞还是在 CHO-Kl

细胞系统中，促使 SCE 频率升高的作用，敌枯

双比敌枯睡强〈表 1 、 2 ). 

讨论

氨基唾二睡化合物在橡胶工业、医药和农

药等方面都有广泛的用途。本文讨论的敌枯双、

敌枯I哇，曾作为抗白血病药物应用(主要用于实

验动物)，后来又发现对水稻白叶枯病 (Xan­

thomonas Oryzae Dowson，病原为水稻白叶

枯病菌〉防治有显著效果.目前，某些国家和地

区仍在使用.这两种氨基唾二唾化合物的化学

结构式如下:

N-N N-N 

Il|!-NH一CH2-NH-~ ~ 
\S/\S/ 

敌柏双

2 ,2'-( methy lenediimino) bis-

1 ,3 ,4-thiadiazole 

N-N 

.~ ~-NH2 
"S/ 

敌枯瞠

各amino-l， 3 ，合thiadiazole
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它们对哺乳动物细胞 DNA.RNA 和蛋白

质合成的抑制作用，对虹振动物的致畸效应，

以及尼克眈胶对其毒性的拮抗作用，已作过许

多详细研究，证实其主要作用点是抑制 IMP→

XMP，这是因为敌枯双抑制了次黄嘿岭单核

苦酸(IMP 脱氢酶〉所致[3] : 

IMP 脱氢酶
IMP~ →XMP→GMP→dGMP 

我们在 CHO-Kl 和 HL 细胞中， 证实敌

枯双、敌枯略也能诱发 SCE 频率升高，而且这

种效应也同样受到尼克耽胶拮抗。因此，我们推

测，敌枯双等引起 SCE 频率增加，可能也与它

们抑制 IMP 脱氢酶活性有关.而且在CHO-Kl

细胞中.SCE频率升高比 HL 细胞中更为显著，

这种差异如果说与 CHO-Kl细胞缺乏HGPRT

有关，则进一步说明了敌枯双、敌枯唾对 IMP

酶的抑制，是引起 SCE 频率升高的原因。在淋

巴细胞中，前述合成 GMP 的途径被敌枯双等

阻断后，可以经 HGPRT 催化的补救途径合成

一些 GMP，作部分补偿=

HGPRT 
鸟嘿岭二二二二之GMP

PRPP PP 

缺陷型的 CHO-Kl 细胞，不能经此途径合

成 GMP，因此 SCE 频率升高就更明显。这种

推论还有待于进一步用实验证实.

施立明等曾报道敌枯双诱发赤鹿成纤维细

胞 SCE 频率升高，但尚未见其它有关文献报道

诱变性和致癌性研究[4]. 已经证实， SCE 分析

法作为一种诱变性致癌剂的测试方法，是相当

简便和敏感的.但对于 SCE 试验阳性的化合

物，似不宜一概肯定为诱变性致癌剂.虽然

Latt 等认为， SCE 分析法几乎没有什么假阳

性，但很难说 vitA 、 C 等诱发 SCE 频率升

高，就表示它们是诱变性致癌剂.目前已发现

一些 DNA 合成抑制剂引起 SCE 频率升高，但

并不都能诱发基因突变，有的在细胞转化或喂

养动物试验中并不支持有致癌性，如氨甲喋岭

和提基腺素[5 ， 6]. Nalarajan 发现 ADP-核糖

聚合酶抑制剂能使 SCE 频率升高十倍，去fJ未

能诱发 CHO 细胞基因突变 (HGP-RT寸，认

为 SCE 分析法是有假阳性的[7] 。除了 SCE 频

率升高以外，敌枯双在叙利亚金黄地鼠胚胎细

胞转化试验和喂养动物致癌试验中，结果都是

阴性[8]. 因此，敌枯双是否能诱发哺乳动物细

胞基因突变，还值得进一步研究，而从目前的

资料来看，不能认为是一种致癌剂.但它们确

实可以使体外培养细胞 SCE 频率升高，可能

的原因之一，是这种化合物或其代谢产物并未

直接损害 DNA 分子，只是在 DNA 分子以外

的部位，例如抑制 IMP 脱氢酶， 对 DNA 复

制程序发生某种影响所致.

小结

敌枯双、敌枯唾能促使体外培养 CHO-Kl

和 HL 细胞 SCE 频率升高， 但受到尼克眈胶

和 NAD+ 的拮抗，因而推其对 SCE 的作用是

抑制了 IMP 脱氢酶所致。它们的诱变性和致癌

性仍有待于进一步研究.
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实验材料来源. CHO-Kl 细胞株fÈ!复旦大学遗
传研究所提供; RPMI1 640 培养基为西德产品 z

BUdR 为瑞士产品，其它试剂均为国内产品。敌

枯双、敌枯瞠系由四川省化学工业研究所合成提

纯的同批产品。
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