
丝裂霉素 C(MMC)!①诱发正常人淋巴细胞

姊妹染色单体互换 (SCE)*②和染色体畸变
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丝裂霉素 C (简称 MMC) 是一种双功能

的化学反应抗生素，它选择性地作用于细胞

DNA，使之解聚、降解，并阻止增殖期细胞的

DNA 复古IW' lI]. Lyer、 Sa百aki 和 NO.'jllan 等

提出 MMC 的作用是:院化 DNA ，交连互补多

核苦酸链 [8'4]. Cohc， n 和 Shaw 首先规察到

MMC 引起的正常人淋巴细胞染色体断裂和交

换，其断裂点优先出现在 1 ， 9 ， 16 号染色体的次

继夜区，通过重排(或体细胞自己对)形成同源染

色体的四极放射 (Qc)不§图相。用荧光染色方

法进一步证明，第七 9 ， 16 号染色体的交换点

位于 C;'告区，其余断裂点则在 l毛带 [6] 。

以 SCE 作为指J际，检测正常人群和几种常

染色体单基因隐性遗传综合征患者的体细胞，

在培养条件】f，对于包括 MMC 在内的某些外

源性致突变或致癌物引起的 DNA 损伤，及其

对损伤的修复能力，已成为细胞遗传学领域中

广泛采用的最敏感、简便且定位准确的常规方

法，在短短的几年中，国外已积累不少资

抖[.一叫。本实验室曾对林县食管癌高癌家族进

行了遗传病因的研究，获得高癌家族成员淋巴

细胞的染色体畸变明显高于低癌家族[ll1]。并拟

进一步以 SCE 作为指标，观察具育染色体畸变

的高癌家族成员的淋巴细胞"目发"和诱发的

SCE 频率。为此先就 MMC 对正常人淋巴细

胞诱发的 SCE 和染色体畸变作如下报道。

材料和方法

细胞培鼻和制片

从纯例正常人静脉采血 1-2 毫升，作微

量血全血培养。每例培养:4-7 瓶，每瓶含全

血。.2-0 ， 25 毫升，培养液 4 毫升(含 80%

McCoy's 5A 、 20%小牛血清 0.2 毫升自制

PHA、青'链霉素适量， pH 1jfT] 至 6.8-7.0) 。

置 37 0C恒温箱培养 24 小时后，每瓶加入 5一

摆脱氧尿略览核昔(BUdR)，使最终浓度为

5 微克/毫升，避光继续培养 (~4 小时，除一瓶

留作对照组外，其余各 jf瓦分别加入不同浓度的

拉射用 MMC( 日本制)，包括: 0.06 、 0. 1.

0.25 、 0.5、1. 0、 1.0 和 2.0 微克/毫升各一

瓶。再培养至7"2 小时c 收获细胞前 3二4 小时

加-ì商秋水仙素，使最终浓度为 0.02 微克/毫

升。投空气干燥法制成染色体标木。

二、姊妹染色单体差别(SCD)川染色法

按照 Ko ，'心 nterg 和 Fn;cdlοndc'c 等问l 建

立的 EUaRGkmsa 姊妹染色单体差别染色方

法稍加改良，即将室温保存 3 天至 1 个月的染

色体标本或在 37 0C恒温箱内干燥 2 小时的新

鲜染色体标本，置预热至 880C-39 0C 的 JM

NaHlIP040~溶液中作用 6 分钟(片龄较长的标本

可以酌情延长时间，处理 10-:'W 分饰)。该溶

液的 pH 用 NaOH 调至 8.仰。从溶液中取出

标本后立即在蒸馆水中漂由两次，然后用Gie­

msa 染液染色 5-15 分钟。经白来水、蒸f留水

依次冲洗后晾干。中f生树脂胶封片。

三、 SCE 计戴和染色体畸蛮分析

先在低倍镜下找到分散好的中期相， 再

用高倍镜初步辨认有无 SCD，然后放至 100

倍物镜下计数每个中期细胞的染色体数目和

SCE 数@观察染色体畸变的标本不经 SCD 染
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17 
果详细总结于表 1 。

-、 SCE 频率

1.对照纽计数 387 个中期细胞共 1934

个姊妹染色单体互换，平均值为 5.02 SCEs/ 

单加 BUdR 的对照组和加不同浓度 MMC 每个细胞、 0.11 SCEs/每条染色体。(图版

的实验组所得 SCE 频率和染色体畸变分析结 图 1 ) 

表， MMC 诱发人淋巴细胞 SCE 及染色体畸蛮

第 2 卷第 2 期 . 细胞生物学杂志

毡，直接用 Gicmsa 染色后在 100 倍物镜下观

察记录染色体畸变类型.

果结

iufizz*~Mê去[:ι啤卢卡41FJ
豆豆ι厂J「二 387 1 5.02马.16 1 0.11 1 一二丁一丁一

0.05 1 20 1 8.5 土川 | 川 1 4 I 一 | 一
!丁 -~-I0-~~-I 20 阿土0.61 I 0.29 丁「二丁τ-

l工L上025 I 23 I 王山~-0.36 1 20 I-{~3--l 马
| 5 I 0.50 I __87_M旦旦~_Io 川 4_2_1_2二。」
lJTJ38|巳I 0.61 I 48 1 2.08 __1 _23 

|15 128.3 土 3.71 I 0.64 1 2 1 5.0 1 
一… I 5 12.00 1 14 1 34 . 7 土 4.9 8_ 1 0.78 __L_ 7 1 10.3 I 

Qr.为四极放射图相。

14.3 

14.3 

别

验

生且

三只

组

二、 MMC 诱发的染色体畸蛮

1.对照纽单加 BUdR 的对照组未直到

明显的染色体畸变。

2. 实验纽从表 1 可以看出， MMC 语

发正常人淋巴细胞所主义的染色体畸变主要为染

色单体断裂(C. B.)*⑤和四极放射(Qr). (图

版图 4)MMC 浓度在 0.1 微克/毫升以下时未

查到明显的染色体畸变， 当 MMC 的浓度增

加到 0.25 微克/毫升时开始出现染色单体断

裂， MMC 浓度由 0.5 微克/毫升逐渐增加至

2.0 撒克/毫升，单体断裂畸变由 2C.B./每个

细胞增加至 10.3C.B./每个细胞.可见染色体

损伤亦随 MMC 浓度增加而增加。但是，由染

色单体断裂形成的四极放射图相则未能获得一

致的正比例关系。

2. 实验纽加不同浓度 MMC 的实验组

共分析 221 个中期细胞，其中 MMC 浓度为

0.05 做克/毫升时 SCI~ 的平均值为 8.5SCt<~s/

每个细胞、浓度为 0.25 微克/毫升时 SCE 频

率增加至 '-5.5 SCEs/每个细胞、 MMCi农度增

加至 2微先/毫升时则 SCE 频率提高至平均

34.7 SCEs/每个细胞数，个别细胞的 SCE 频

率可高至 100 个以上。(图版图 2 平日 3 )由此可

见， SCE 频率随 MMC 的浓度增加而增加。
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Latt 利用 MMC 分子中乙稀亚酷和氨甲

讨

不同浓度 MMC 诱发人淋巴细胞的 SCE 频率
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酷脂两个活性基因具有与细胞的 DNA 发生交

叉连接这一特点，结合 SCE 方法研究正常人

淋巴细胞 DNA 损伤和修复能力，获得 SCE

频率有随 MMC 的浓度增加而增加的倾向。而

染色体的畸变率却很低，表明低浓度 MMC

(0.003-0.1 微克/毫升)引起的正常人淋巴细

胞 DNA 损伤大部分是可以修复的 [14]。本文

结果基本上与 Laít 的结果是一致的。但是，

Latt 采用 MMC 的最低有效浓度在 0.003 微

克/毫升时诱发的 SCE 频率为16.4 SCEs/每个

细胞，而诱发高频率 SCE(88.2 SCEs/每个细

胞〉时 MMC 浓度为 0.1 微克/毫升。我们使

用的 MMC 浓度最低 0.05 微克/毫升，诱发的

SCE 平均值仅为8.5 SCEs/每·个细胞。当 MMC

浓度增加至 0.25 微克/毫升时所得 SCE 平

均值 15.5 SCEs/每个细胞才能与 LaH 使用

。 .003 微克/毫升时所得 SCE 平均值<16.4

SCEs/每个细胞〉相接近。有当 MMC 只浓度增

高至 2 微克/毫升时少数细胞发生的 SCE(100

SCEs/每个细胞)才能与 Latt 使用的 MMC 浓

度。 .1 微克/毫升时诱发的 SCE 平均值(88.2

SCEs/每个细胞)相比拟。其原因之一，可能与

使用的 MMC 厂牌不同和 MMC对细胞作用

时间长短有关， Latt: 采用 Sigma 厂牌的试剂

MMC 在培养开始时{更加入， 作用时间为 72

小时。我们采用日本制的临床注射用 MMC 于

培养最后 24 小时加入，比 LaU 的实验可能少

经历一个周期。若作用时间相同或许可使 SCE

频率加倍提高，但亦不能与之同样浓度相比。

其二，受检人群"白发" SCE 平均值的高低

可能间接影响 MMC 的诱导水平。 Latt 从 6

例正常人淋巴细胞获得"白发" SCE 的平均

值为 12 SCEs/每个细胞[叫， Evans 报道 6 例

正常人体细胞"白发" SCE 平均值为 12.7 士

0.527 SCEs/每个细胞[15]0 Kato 等根据各实

验室使用 BUdR 浓度不同，计算方法不同，检

查对象的年令、性另1]" 遗传背景和代谢类型不

同等，提出人类 SCl毛频率可以波动在 5.1-

27.3 SCEs/每个细胞之间[叫。本文对照组为

22 例正常人的"白发" SCE , 平均值为凡的

SCEs/每个细胞，乃属于低水平的， 故可能间

接影响到 MMC 的诱友水平。当然， SCE 标

本质量的优劣也是不可忽视的因素。

MMC 诱发正常人体细胞染色体畸变类型

主要为染色单体断裂和四极放射。 1964 年至

1965 年间 Cohen 和 Shaw 已先后获得一致结

果。他们采用 Sigma 厂牌的试剂 MNIC 作诱

变剂，浓度为 5 微克/毫升时细胞全部杀死，

浓度为 1 微克/毫升时分裂相显著降低， 而染

色体断裂和交换增多。同时获得 60.:~% 同源染

色体和 29.7%非同源染缸体的四极放射因

相[1a]。在本文中，当 MMC 浓度为 0.5-- J 

微克/毫升时分裂;j;~亦显著减少，而染色单体断

裂逐渐增高，由此形成的四极放射图相亦以同

源为主，占一i主畸变类型总数的 61.1%。非同

源的仅占 22.2%。四极放射附变都发生在第

1 , 9 , 16 号染色体的次结底区，故 Cohen

称之为 MMC 作用的靶区(target areas) 问。

至于 MMC 诱发的染色体畸变与 SCE 频率之

间的比例， Latt 使用低浓度 MMC(0.1 微!/U

毫升以下〉在培养条件下诱发人淋巴细胞崎变，

在 126 个中期细胞中获得1'737 次 SCl豆，但仅

有 7 个畸变，说明低浓度 MMC 产生的 SCE

比染色体畸变高 200 倍以上[17]。而本文对此

结果表明， MMC 浓度在 0.1 微克/毫升以下

时未查出染色体畸变，开始出现1.3C. R. /每
个细胞时 MMC 浓度为 0.25 微克/毫升，而此

时的 SCE 则为 15.5 SDEs/每个细胞，直至

MMC 浓度为 2 微克/毫升时染色体崎变为

10.3 C.B./每个细胞， SCEs 则为 3.生 .7SCEs/

每个细胞。可见染色体畸变和 SGE 之间仅相

差 8→20 倍左右。亦可能与 MMC 浓度和作用

时间长短直接相关。

关于化学突变剂诱发 SCI己的分子基础尚

未完全弄清，双功能的(包括 MMC 和 HN.

等)，单功能和三功能的炕化剂，对正常人体细

胞诱发 SCE 的作用原理也不完全一致[4 ， 16 ，11'IJ

即使同样为双功能的屁化剂，对于不同遗传
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背景的正常人群和几种常染色体单基因隐性

遗传综合征患者诱发生成的 SCE 频率亦各不

相同。 MMC 浓度为 10-9-10-7 克/毫升时

使正常人体细胞的 SCE 可增加 10 倍以上。

Bdoom's 综合伍患者的"白发" SCE 平均值

14来比正常人高 10 倍左右(80.6 SCEs/每个细

胞)，经用浓度为 10-9-10-8 克/毫升 MMC

处理， SCE 频率又能提高一倍左右(128.8-

139.3 SCEs/每个细胞) [5 ， 19]。而染色体畸变

仍保持在较低水平(0.350-0.825 SCEs/每个

细胞)。 若色性干皮病(XP) 、 Fanconi 氏贫血

(F1\) Hl毛细血管扩张i生运动失调症 (AT) 等

患者的"白发" SCE 频率基本正常[凹]，而

MMC 或其他化学突变剂对三者引起的染色体

畸变率都很高，但所致的 SGl<:频率并不相同，

对(XP)细胞诱发之 SGE.频率极高:对 (FA)

诱发的 3GB 比正常人低一半[!l.O];而对 (AT)

细胞诱发产生的 3GB频率则与正常人相同[111] 。

此看来，院化剂 :MMC 对人体细胞由诱

发产生的 3CB 频率与不同个体的遗传背景

密切相关。因此，利用 MMC 或其他致突变

或致畸物作诱变剂比较研究易感肿瘤的高风险

人群及高癌家族成员体细胞的"白发"和!诱发

SGE 频率和染色体畸变或许是有禅监的。

结

本文报道一种双功能的皖化剂 MMC对正

常人淋巴细胞诱发产生的 3CB 和染色体畸变，

获得 SCB 频率和染色单体断裂与 MMC 浓度

成正比例关系， 而四极放射畸变的出现率和

l':1 MG 浓度似无明显的正相关。简短讨论了化

学致突变或致畸剂诱发生成的 SCE 的频率可

能与个体遗传背景有密切关系。
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*① (MMC) 为 Mitomycin吨的缩写.

求② (SCE) 为 Sister Chromatid Exchange 

的缩写.
求③ (Qr) 为 Quadriradiation 的缩写;

来④ (SCD) 为 Sister Chromatid Differen­
tial 的缩写.

革⑤ (C. B.) 为 Chromatid Break 的缩写.
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