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免疫磁珠分离技术联合流式细胞术检测
ＥＮＵ 致大鼠体内 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变
秦美蓉，郑丹丹，黄泽愉，王晓炜，李俊鹏，王平∗

（深圳市药品检验研究院，深圳药品质量标准研究重点实验室，广东 深圳　 ５１８０５７）

　 　 【摘要】 　 目的　 结合免疫磁珠分离技术和流式细胞术两种方法，对大鼠外周血突变型红细胞进行富集和检

测，优化大鼠外周血 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验方法。 方法　 用 ２０、４０ 和 ８０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ）剂量的 Ｎ⁃乙基⁃Ｎ⁃亚硝基脲（Ｎ⁃
ｅｔｈｙｌ⁃Ｎ⁃ｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａ，ＥＮＵ）连续 ３ ｄ 给予 ＳＤ 大鼠，在染毒前、染毒后第 ７、１４ 和 ２８ 天分别采集大鼠外周血，经免疫磁

性分离柱富集 ＲＥＴＣＤ５９ － 和 ＲＢＣＣＤ５９ － ，用流式细胞术分别对免疫磁珠分离柱前和柱后的外周血红细胞进行计数。 结

果　 与对照组相比，ＥＮＵ 各剂量组的 ＲＥＴＣＤ５９ － 和 ＲＢＣＣＤ５９ － 发生率均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；采用免疫磁珠分离技术

后，可以在 ３ ｍｉｎ 内完成一个样品的 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变检测，分析的 ＲＥＴＣＤ５９ － 或 ＲＢＣＣＤ５９ － 细胞数量分别最高可达 ２ ×
１０４ 个或 ９ × １０４ 个。 结论　 本研究联合运用免疫磁珠分离术和流式细胞术，建立并优化了大鼠体内 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突

变试验方法，实现了高通量检测，提高了试验的准确性和效率。
【关键词】 　 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变；免疫磁珠分离；流式细胞术；Ｎ⁃乙基⁃Ｎ⁃亚硝基脲；大鼠；外周血红细胞
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　 　 Ｐｉｇ⁃ａ 基 因 是 机 体 合 成 糖 化 磷 脂 酰 肌 醇

（ｇｌｙｃｏｓｙｌ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｉｎｏｓｉｔｏｌ，ＧＰＩ）的关键基因，Ｐｉｇ⁃
ａ 基因突变导致细胞表面 ＣＤ５９、ＣＤ５５、ＣＤ４８ 等 ＧＰＩ
锚连蛋白缺失［１ － ２］。 Ｐｉｇ⁃ａ 基因存在于 Ｘ 染色体

上，结构高度保守，人和不同动物种属的 Ｐｉｇ⁃ａ 基因

具有同源性。 通过流式细胞术检测大鼠外周血红

细胞突变表型率（ＲＥＴＣＤ５９ － 、ＲＢＣＣＤ５９ － ）可以检测大

鼠 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变情况，根据这个原理，近年来国外

建立了一种新的基因突变试验，即体内 Ｐｉｇ⁃ａ 基因

突变试验，用于化学品的遗传毒性评价［３ － ４］。 由于

大鼠外周血红细胞 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变率很低，直接分

析法需要检测大量的外周血细胞（１ × １０６ 以上），样
本检测时间很长，并且容易出现检测结果为 ０ 的情

况［５］。 本研究旨在利用抗原抗体特异性结合原理

和磁性吸附原理，参考 Ｌｉｔｒｏ Ｌａｂｓ 网站［６］及 Ｄｅｒｔｉｎｇｅｒ
等［５］方法，运用免疫磁珠分离技术去除野生型 ＲＥＴｓ
和 ＲＢＣｓ，从而使突变型细胞得到富集，扩大目标细

胞检测数量，缩短流式细胞仪的检测时间，进一步

提高 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验方法的准确性和检测

效率。
目前，Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验四个阶段的国际联合

验证已经基本完成［７］。 ２０１４ 年，人用药品注册技术

要 求 国 际 协 调 会 议 （ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｕｎｃｉｌ ｆｏｒ
Ｈａｒｍｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＩＣＨ）Ｍ７ 指南将 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验

纳入体外突变阳性结果的后续试验中［８］。 ２０１５ 年 ５
月，该试验方法被批准开始经济合作与发展组织

（ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｃｏ⁃ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ＯＥＣＤ）指导原则起草工作，预计 ２０２０
年完成 ＯＥＣＤ 指导原则制定［９］。 我国已于 ２０１７ 年

５ 月正式加入 ＩＣＨ，积极开展遗传毒性新方法研究，
有利于提高我们在 ＩＣＨ 指导原则修订上的话语权。
要将该方法引入到我国的标准体系，应用到药物、
化妆品及食品的安全性评价中，需要根据我国国

情，对方法进行转化及验证。 张铭等［１０］ 使用美国

Ｌｉｔｒｏ 实验室提供的标准化试剂盒及分析软件进行

了该方法的高通量研究。 本研究使用可以方便获

得的试剂，运用 Ｅｘｃｅｌ 软件进行结果分析，拓宽了实

验条件，降低了研究门槛，是对国际验证很好的补

充，可以为国内实验室开展联合验证、推广及建立

我国标准化检测方法提供数据支持。

１　 材料与方法　

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，７ ～ ８ 周龄，由广东

省医学实验动物中心提供 【 ＳＣＸＫ （粤） ２０１３ －
０００２】。 饲养于深圳市药品检验研究院屏障环境动

物实验室【ＳＹＸＫ（粤）２０１５ － ０１５７】，饲养期间给予

大鼠标准饲料（广东省医学实验动物中心提供）及

灭菌城市生活用水。 饲养室温度 ２０ ～ ２５℃，湿度

４０％～７０％ ，１２ ｈ 昼夜明暗交替。 所有操作均符合

实验动物伦理学要求。
１􀆰 １􀆰 ２　 受试物

Ｎ⁃乙 基⁃Ｎ⁃亚 硝 基 脲 （ Ｎ⁃ｅｔｈｙｌ⁃Ｎ⁃ｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａ，
ＥＮＵ），ＣＡＳ 号：７５９ － ７３ － ９，Ｓｉｇｍａ 公司生产。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂和仪器

ＰＥ Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｔ ＣＤ５９，ＢＤ 公司；ＰＥ ａｎｔｉ⁃ｒａｔ
ＣＤ６１ Ａｎｔｉｂｏｄｙ， Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司；抗 ＰＥ 微珠，德国美

天旎 公 司； 绝 对 计 数 珠 和 ＳＹＴＯ１３ 核 酸 染 料，
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；哺乳动物淋巴细胞分离液，加拿大

Ｃｅｄａｒｌａｎｅ 公司。 其他试剂均为国产分析纯。 ＦＣ５００
流式细胞仪，美国贝克曼库尔特公司；磁力分离器

（ＱｕａｄｒｏＭＡＣＳＴＭ Ｓｅｐａｒａｔｏｒ），德国美天旎公司。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物染毒

大鼠适应环境 ５ ｄ 后随机分为 ４ 组，分别为：溶
剂对照组、ＥＮＵ 三个剂量组：２０、４０、８０ ｍｇ ／ （ ｋｇ·
ｂｗ），低、中、高剂量组分别灌胃不同浓度的 ＥＮＵ 溶

液，对照组灌胃灭菌水，灌胃体积 １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｂｗ）。
每天灌胃 １ 次，连续 ３ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 溶液配制

用稀释液 １（含 ２％胎牛血清的 ＰＢＳ）稀释抗体，
制备含 ＰＥ⁃Ａｎｔｉ⁃ＣＤ５９ （终浓度 １０ μｇ ／ ｍＬ） 和 ＰＥ⁃
Ａｎｔｉ⁃ＣＤ６１（终浓度 ０􀆰 ２５ μｇ ／ ｍＬ）的抗体溶液。 用

稀释液 １ 将抗 ＰＥ 磁性微珠稀释 ５ 倍，制备磁珠分离

液。 用稀释液 １ 制备含有核酸染料（终浓度稀释

１０００ 倍）和计数微球（终浓度稀释 ３０ 倍）的混合

染液。

２１２
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１􀆰 ２􀆰 ３　 血样采集及分离

于受试物灌胃前 １ ｄ 和灌胃后第 ７、１４、２８ 天尾

静脉采血，每只动物取 １２０ μＬ 血液与肝素钠溶液混

匀，加入至 １􀆰 ５ ｍＬ 淋巴细胞分离液中，８００ ｇ 离心

２０ ｍｉｎ，吸去上清，按 １４０ μＬ ／样本加入预冷的 ＰＢＳ
溶液，混匀后转移至 １􀆰 ５ ｍＬ 稀释液 １ 中，混匀，
２４０ ｇ离心 １０ ｍｉｎ，去除上清，按 １４０ μＬ ／样本加入

预冷的 ＰＢＳ 溶液，混匀后 ２ ～ ８℃保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 抗体标记

取 １６０ μＬ 分离好的血样加入到 １００ μＬ 抗体溶

液中，混匀，在 ２ ～ ８℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ，转移到 １􀆰 ５
ｍＬ 预冷的稀释液 １ 中，３４０ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，去除上清。
１􀆰 ２􀆰 ５　 抗 ＰＥ 微珠孵育

往 １􀆰 ２􀆰 ４ 制备的每个样品中加入 １００ μＬ 磁珠

分离液，吹匀，２ ～ ８℃避光孵育 １５ ｍｉｎ，加入 １􀆰 ５ ｍＬ
稀释液 １，吹匀，３４０ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，去除上清。
１􀆰 ２􀆰 ６　 柱前样品染色

往 １􀆰 ２􀆰 ５ 制备的样品中加入 １􀆰 ０ ｍＬ 预冷的稀

释液 １，轻轻吹匀，取 １０ μＬ 到 ９９０ μＬ 混合染液中，
３７℃避光孵育 １５ ｍｉｎ，用于柱前样本流式细胞检测。
１􀆰 ２􀆰 ７　 免疫磁珠分离

安装免疫磁珠分离器，用 ３ ｍＬ 预冷的稀释液 １
预湿分离柱，待稳定后，将 １􀆰 ２􀆰 ６ 中剩余的柱前未染

色样品重悬后，加入 ９００ μＬ 到分离柱中，加入 ５ ｍＬ
稀释液 １ 清洗柱子，收集洗脱液，８００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，
去除上清，得到柱后样品约 ５０ μＬ，加入 ３００ μＬ 混

合染液重悬，转移到流式管中，３７℃ 避光孵育 １５
ｍｉｎ，用于柱后样本流式细胞检测。
１􀆰 ２􀆰 ８ 　 仪 器 校 准 标 准 品 （ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ
ｓｔａｎｄａｒｄ，ＩＣＳ）制备

取 １􀆰 ２􀆰 ３ 中分离后得到的对照组样本 ２０ μＬ，
用 ２００ μＬ 稀释液 １ 重悬，取 ５ μＬ 到 ５００ μＬ 混合染

液中，混匀，３７℃避光孵育 １５ ｍｉｎ，得 Ａ 液，模拟突

变细胞。 １􀆰 ２􀆰 ６ 中孵育后的对照组样本为 Ｂ 液，模
拟正常细胞。 将 Ａ 液和 Ｂ 液等体积混合，即为 ＩＣＳ。
１􀆰 ２􀆰 ９　 流式细胞检测

使用 ＩＣＳ 调节电压和荧光补偿，ＦＩＴＣ 通过 ＦＬ１
通道检测，ＰＥ 通过 ＦＬ２ 通道检测。 对各组的柱前样

本和柱后样本分别进行流式分析，检测样本中网织

红 细 胞 （ ｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅｓ， ＲＥＴ ）、 正 染 红 细 胞

（Ｎｏｒｍｏｃｈｒｏｍａｔｉｃ Ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ，ＮＣＥ）、突变型网织红

细胞（ＲＥＴＣＤ５９ － ）和突变型成熟红细胞（ＮＣＥＣＤ５９ － ）的
数量。
１􀆰 ２􀆰 １０　 数据计算

根据流式细胞仪检测结果，参考 Ｌｉｔｒｏ Ｌａｂｓ 网

站［６］及 Ｄｅｒｔｉｎｇｅｒ 等［５］的方法，计算样品中 ＲＥＴ 百分

率（ＲＥＴ％ ）、ＲＥＴＣＤ５９ － 和 ＲＢＣＣＤ５９ － 的发生率，其中

ＲＢＣ 为总红细胞，ＲＢＣ ＝ ＲＥＴ ＋ ＮＣＥ，Ｐｉｇ⁃ａ 基因突

变率以每 １ × １０６ 个细胞中发生突变的细胞数目表

示。 计算公式如下：
（１）样品体积及稀释数据

ａ ＝标记抗体的血液总体积（μＬ）
ｂ ＝柱前血样体积（μＬ）
ｃ ＝柱前染液体积（μＬ）
ｄ ＝柱后剩余血样体积（μＬ）
ｅ ＝柱后血样染液体积（μＬ）
ｆ ＝细胞稀释因子 ＝ （ｂ ＋ ｃ） ／ ｂ
ｇ ＝细胞浓度因子 ＝ （ａ⁃ ｂ） ／ （ｄ ＋ ｅ）
ｈ ＝绝对计数珠稀释因子 ＝ （ｅ ×１００） ／ （ｄ ＋ ｅ）
（２）柱前数据

ｉ ＝ ＵＬ
ｊ ＝ ＵＲ
ｋ ＝ ＬＬ
ｌ ＝ ＬＲ
ｍ ＝绝对计数珠

ｎ ＝柱前 ＲＥＴ： 绝对计数珠 ＝ （ｉ ＋ ｊ） ／ ｍ
ｏ ＝柱前ＲＢＣ： 绝对计数珠 ＝ （ｉ ＋ ｊ ＋ ｋ ＋ ｌ） ／ ｍ
ｐ ＝ ％ ＲＥＴ ＝ （ｉ ＋ ｊ） ／ （ ｉ ＋ ｊ ＋ ｋ ＋ ｌ） × １００
（３）柱后数据

ｑ ＝ ＵＬ
ｒ ＝ ＬＬ
ｓ ＝绝对计数珠

（４）基于柱前和柱后数据计算

ｔ ＝总 ＲＥＴ 当量 ＝ ｎ × ｓ × ｆ × ｇ × １００ ／ ｈ
ｕ ＝总 ＲＢＣ 当量 ＝ ｏ × ｓ × ｆ × ｇ ×１００ ／ ｈ
ｖ ＝每 １０６ 个总 ＲＥＴｓ 中突变 ＲＥＴｓ 数量 ＝ ｑ ／ ｔ

× （１０６）
ｗ ＝每 １０６ 个总 ＲＢＣｓ 中突变 ＲＢＣｓ 数量 ＝ （ｑ

＋ ｒ） ／ ｕ × （１０６）
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ 软件进行方差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异

有显著性。

３１２
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２　 结果

２􀆰 １　 流式细胞检测方法的建立及优化

使用 ＩＣＳ 调校流式细胞仪电压和荧光补偿，左下

象限的 Ｙ 轴荧光强度几何均值与右下象限差值 ＜
０􀆰 １，左上象限的 Ｘ 轴荧光强度几何均值与左下象限

的差值 ＜ ０􀆰 １，大鼠外周血中 ＲＥＴ、ＮＣＥ、ＲＥＴＣＤ５９ － 和

ＮＣＥＣＤ５９ － 四种细胞群能明显区分，见图 １Ａ。 样本经

过免疫磁珠分离后，去除了大量的野生型细胞，流式

细胞仪捕获到的突变细胞数 ＲＥＴＣＤ５９ － 和 ＮＣＥＣＤ５９ － 从

柱前样本的 １０２ 数量级增加到 １０４ 数量级，大幅提高

了检测方法的准确性。 见图 １Ｂ 和图 １Ｃ。

注：Ａ： 使用含有标记及未标记 ＰＥ⁃Ａｎｔｉ⁃ＣＤ５９ 的样本混合溶液作为仪器校验标准品，调节电压和荧光补偿，四种细胞得以明显区分

开。 Ｂ： 采集血样进行柱前分析，血样来自 ＥＮＵ 中剂量组的大鼠，染毒后第 １４ 天采血，分析 １ × １０６ 个细胞，分析时间为 ８ ｍｉｎ。 Ｃ：

采集与图 Ｂ 同一只大鼠的外周血，分析 ２ × １０５ 个细胞，分析时间为 ３ ｍｉｎ。 图中四个象限分别代表：左上象限（ＵＬ）为 ＲＥＴＣＤ５９ － ；右

上象限（ＵＲ）为 ＲＥＴＣＤ５９ ＋ ；左下象限（ＬＬ）为 ＮＣＥＣＤ５９ － ；右下象限（ＬＲ）为 ＮＣＥＣＤ５９ ＋ 。

图 １　 ＦＩＴＣ⁃ＰＥ 通道的二维散点图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ＰＥ⁃ａｎｔｉ⁃ＣＤ５９⁃ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｄ ⁃ｕｎｌａｂｅｌｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｓｔａｎｄａｒｄ （ ＩＣＳ） ｔｏ ｃａｌｉｂｒａｔｅ ｔｈｅ
ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ， ａｎｄ ｔｏ ａｄｊｕｓｔ ｔｈｅ ｐｈｏｔｏｍｕｌｔｉｐｌｉｅｒ ｔｕｂｅ （ＰＭＴ） ｖｏｌｔａｇｅ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｃｌｅａｒｌｙ
ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄ． Ｂ． Ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＥＮＵ ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ １４ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ｐｒｅ⁃ｃｏｌｕｍｎ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈｅ

ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ １ × １０６ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ｗａｓ ８ ｍｉｎ． Ｃ： Ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｎｅｌ Ｂ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｔ⁃

ｃｏｌｕｍｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ２ × １０５ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｏｒ ３ ｍｉｎ． Ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｑｕａｄｒａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ： ｌｅｆｔ ｕｐｐｅｒ ｑｕａｄｒａｎｔ （ＵＬ）

ｉｓ ＲＥＴＣＤ５９ － ； ｒｉｇｈｔ ｕｐｐｅｒ ｑｕａｄｒａｎｔ （ ＵＲ） ｉｓ ＲＥＴＣＤ５９ ＋ ； ｌｅｆｔ ｌｏｗｅｒ ｑｕａｄｒａｎｔ （ ＬＬ） ｉｓ ＮＣＥＣＤ５９ － ； ａｎｄ ｒｉｇｈｔ ｌｏｗｅｒ ｑｕａｄｒａｎｔ （ ＬＲ）

ｉｓ ＮＣＥＣＤ５９ ＋ ．

Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｂｉｖａｒｉａｔｅ ｄｏｔ ｐｌｏｔｓ ｉｌｕｓｔｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ＦＩＴＣ⁃ＰＥ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

２􀆰 ２　 大鼠外周血 ＲＥＴ％检测结果

给予 ＥＮＵ 后，各组大鼠 ＲＥＴ％随时间延长而降

低，与对照组相比差异均无显著性 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
图 ２。
２􀆰 ３　 大鼠外周血 ＲＥＴＣＤ５９ －发生率检测结果

大鼠连续给予 ＮＥＵ ３ ｄ 后，除低剂量组第 ７ 天

外，ＥＮＵ 各 剂 量 组 大 鼠 在 给 药 后 各 检 测 时 点

ＲＥＴＣＤ５９ － 率均显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 各剂量

组大鼠 ＲＥＴＣＤ５９ － 率在第 １４ 天达到最高值，分别为溶

剂对照组的 １􀆰 ７ 倍、３􀆰 ６ 倍、５􀆰 ７ 倍，随后下降。 图 ３。
２􀆰 ４　 大鼠外周血 ＲＢＣＣＤ５９ －发生率检测结果

大鼠连续给予 ＮＥＵ ３ ｄ 后， ＥＮＵ 各剂量组大鼠

在给药后各检测时点外周血 ＲＢＣＣＤ５９ － 率均显著高

于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 在第 ２８ 天低、中、高剂量组

大鼠 ＲＢＣＣＤ５９ － 率测得值最高，分别为溶剂对照组的

３􀆰 ０ 倍、５􀆰 ４ 倍、９􀆰 ２ 倍。 见图 ４。

注：与溶剂对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ｎ ＝ ５。

图 ２　 大鼠外周血 ＲＥＴ％随时间和剂量的变化

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｎ ＝ ５．

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄ ＲＥＴ％ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｄｏｓｅ
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注：与溶剂对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ｎ ＝ ５。

图 ３　 大鼠外周血 ＲＥＴＣＤ５９ － 的发生率

随时间和剂量的变化

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｎ ＝ ５．

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ
ＲＥＴＣＤ５９ － ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｄｏｓｅ

注：与溶剂对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ｎ ＝ ５。

图 ４　 大鼠外周血 ＲＢＣＣＤ５９ － 的发生率随

时间和剂量的变化

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｎ ＝ ５．

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ
ＲＢＣＣＤ５９ － ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｄｏｓｅ

３　 讨论

免疫磁珠分离技术是 ２０ 世纪 ７０ 年代发展起来

的的一项与磁载体结合的免疫学技术，它同时具备

了免疫学反应的高度专一性以及固相化试剂所特

有的优点，对目标细胞进行富集，广泛应用于稀有

细胞的检测［１１ － １３］。 本研究用 ＰＥ⁃Ａｎｔｉ⁃ＣＤ５９ 抗体对

野生型 ＲＥＴ 和 ＲＢＣ 进行标记，将标记后的细胞与

抗 ＰＥ 磁性微珠结合，通过磁场分选装置时，野生型

ＲＥＴ 和野生型 ＲＢＣ 被截留，从而使突变型 ＲＢＣＣＤ５９ －

和突变型 ＲＥＴＣＤ５９ － 的浓度大幅提高。 柱后样本无法

直接测出 ＲＥＴ 和 ＲＢＣ 总数，本研究使用绝对计数

微球，柱前样本和柱后样本中分别加入绝对计数微

球后再进行流式细胞分析，根据柱前、柱后样本中

ＲＥＴ 和 ＲＢＣ 与绝对计数微球的比例，计算出柱后样

本 ＲＥＴ 和 ＲＢＣ 当量，进而得出柱后样本 ＲＢＣＣＤ５９ －

率和 ＲＥＴＣＤ５９ － 率。 本研究利用免疫磁珠分离技术和

流式细胞术相结合，检测的 ＲＥＴ 和 ＲＢＣ 目标细胞

数可达直接流式检测时的 １００ 倍，检测时间由原来

的 ８ ｍｉｎ 缩短为 ３ ｍｉｎ。 优化后的方法提高了样本

中 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变细胞的分析数量和结果的准确

性，提高了检测效率和仪器使用寿命。 此外，本研

究采用淋巴细胞分离液去除了大部分的淋巴细胞，
再用 ＰＥ⁃Ａｎｔｉ⁃ＣＤ６１ 抗体标记样本，在免疫磁珠分离

步骤中进一步去除血小板，排除非目标细胞粒子的

影响，降低背景突变率。
ＥＮＵ 是一种较强的基因突变诱变剂，能导致多

种生物随机、单碱基突变的发生，在短时间内诱导

动物产生大量的随机突变表型［１４］，是致突变试验中

常用的阳性诱变剂。 本研究结果显示，ＥＮＵ 经口连

续给予大鼠 ３ ｄ 后，ＲＢＣＣＤ５９ － 率在试验周期内呈现

持续上升趋势，ＲＥＴＣＤ５９ － 率在第 １４ 天可见明显下

降。 由此可见，Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变在 ＲＥＴ 细胞中较早

发生，并且在较短时间内达到高峰，用 ＲＥＴ 作为目

标检测细胞，可以缩短试验周期。 Ｋｉｍｏｔｏ 等［１５］建立

了 ＰＩＧＲＥＴ 方法，利用免疫磁珠法富集大鼠外周血

ＲＥＴ 细胞，对突变型细胞进行流式检测，可以减少

数据分析的工作量，缩短试验周期。 日本 ＭＭＳ ／
ＪＥＭＳ（日本环境基因突变学会哺乳动物基因突变研

究组）组织 １６ 个实验室对 ＰＩＧＲＥＴ 方法进行了验

证，验证结果认为 ＰＩＧＲＥＴ 是一种很好的短期体内

遗传毒性检测方法［１６］。
新的 ＩＣＨ 遗传毒性指导原则更加重视体内遗

传毒性数据［１７］，将 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验整合到 ２８ ｄ
重复给药实验中，采血量少，对动物伤害小，既与

ＩＣＨ 的要求一致，又符合实验动物“３Ｒ”原则［１８ － １９］；
本试验取样时间设计灵活，可以同时进行受试物体

内遗传毒性剂量关系和时效关系的研究，与传统遗

传毒性试验相比，可以获得更加全面的信息。 在直

接使用流式细胞仪分析 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变的基础上，
采用免疫磁珠分离技术进行优化，解决了目标突变

细胞数目少的问题，实现了大鼠外周血 Ｐｉｇ⁃ａ 基因

突变快速、准确、简便的高通量分析目标［２０］。 本研

究使用自主组合的试剂，利用仪器自带软件，建立

了优化的 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验方法，拓宽了试验条

５１２



中国实验动物学报 ２０１８ 年 ４ 月第 ２６ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ａｐｒｉｌ ２０１８，Ｖｏｌ． ２６􀆰 Ｎｏ． ２

件，有利于该方法在国内更好地推广。 下一步我们

拟使用该方法，对弱致突变剂的遗传毒性进行研

究，以扩充试验数据库，为制定统一的标准实验方

案和相关的指导原则提供更多的数据支持。
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