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　 　 【摘要】 　 建立灵敏可靠的遗传毒性试验方法是全面充分评价化学物质致突变性的必要保障。 近年来，一种

基于 Ｐｉｇ⁃ａ 基因的新型基因突变试验成为研究热点，该方法具有灵敏度高，成本低，与其他遗传毒性试验整合潜力

高，减少动物使用等优点，有望成为未来评估体内基因突变的新方法。 本文就 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验的研究与应用进

展进行综述。
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　 　 致突变物对人类健康影响重大，其与肿瘤、动
脉粥样硬化和糖尿病等基因相关疾病及遗传疾病

的发生密切相关。 在药物开发的早期阶段，充分调

查化学物质的致突变性，准确对其危害及风险进行

识别和评估至关重要。 遗传毒性试验的目的即是

检测化学物质致突变性，对新型药物、农药、香精及

香料等的开发过程中化学物质的危害识别和风险

评估起重要作用。 因此建立灵敏可靠的遗传毒性

试验方法是全面充分评价人用化学物质致突变性

的必要保障。 国际人用药物注册技术协调会议（Ｉｎ⁃
ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ Ｈａｒｍｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ

Ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ Ｒｅｇｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ｆｏｒ
Ｈｕｍａｎ Ｕｓｅ，ＩＣＨ）和经济合作与发展组织（Ｏｒｇａｎｉｚａ⁃
ｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｃｏ⁃ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，
ＯＥＣＤ）关于遗传毒性试验的指导原则有明确的阐

述，尽量按照包括多个遗传终点、原核生物、真核生

物、体内试验、体外试验、体细胞、生殖细胞等几个

原则设置试验组合，尽可能全面地预测受试物的致

突变性，ＩＣＨ 于 ２０１１ 年 １１ 月批准了遗传毒性研究

指导原则的修订案 Ｓ２（Ｒ１），修订了遗传毒性试验

标准组合，更强调体内试验在遗传毒性检测中的重

要性［１］。



近年来，一种基于 Ｐｉｇ⁃ａ 基因的基因突变试验

成为研究热点，该方法基本原理是啮齿动物暴露于

受试物后，Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变导致细胞表面膜蛋白缺

失，通过检测膜蛋白缺失的细胞频率，对化学物质

致突变性进行定量分析。 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验消耗

血量少，与其他遗传毒理学试验整合的潜力高，且
能在普通的动物品系中进行，相对于使用转基因动

物的检测方法更节省时间、成本，同时能减少动物

使用，符合动物福利及 ３Ｒ 原则，是未来评价人用化

学物质致突变性的重要方法。 ２０１４ 年 ＩＣＨ Ｍ７ 指南

已将该测定法描述为用于体外突变阳性结果后续

试验的合适系统［２］。 ２０１５ 年 ５ 月该方法被 ＯＥＣＤ
批准纳入 ＯＥＣＤ 指导原则并开始起草工作，预计

２０２０ 年正式生效［３］。 本文就 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验的

原理、方法、应用及展望等方面进行综述。

１　 试验原理

１􀆰 １　 Ｐｉｇ⁃ａ 基因

磷脂酰肌醇聚糖 Ａ 类（Ｐｉｇ⁃ａ）基因（人类和其他

灵长类动物为 ＰＩＧ⁃Ａ；大小鼠为 Ｐｉｇ⁃ａ）位于染色体

Ｘｐ２２􀆰 １ 上，全长约 １７ ｋｂ，共有 ６ 个外显子［４］。 对

Ｐｉｇ⁃ａ 基因的研究源于阵发性睡眠性血红蛋白尿症

（ ｐａｒｏｘｙｓｍａｌ ｎｏｃｔｕｒｎａｌ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｕｒｉａ， ＰＮＨ）。 ＰＮＨ
是一种获得性造血干细胞缺陷性疾病，其特征在于

溶血性贫血［５］。 研究发现，在造血干细胞中，糖基

磷脂酰肌醇（ＧＰＩ）获得性缺陷会导致 ＰＮＨ［６］。 ＧＰＩ
用于锚定各类真核蛋白质至细胞膜上，对膜表面蛋

白的表达至关重要［７］。 Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ 等［８］ 分析了 １４６
例 ＰＮＨ 患者，发现导致 ＧＰＩ 缺陷的基因突变类型均

在 Ｐｉｇ⁃ａ 基因座内。 Ｒｏｓｓｅ 等［９］ 研究表明，在已检测

的 ＰＮＨ 患者血细胞中，发现都有 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变导

致 ＧＰＩ 锚定蛋白（ＧＰＩ⁃ＡＰｓ）部分或全部缺失的现

象。 这表明，Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变可能会导致 ＧＰＩ 缺陷从

而导致 ＧＰＩ⁃ＡＰｓ 表达障碍，最终出现 ＰＮＨ 症状。 后

证实，Ｐｉｇ⁃ａ 基因参与 ＧＰＩ 生物合成的第一步。 ＧＰＩ
在内质网中合成，第一步合成是在 Ｎ⁃乙酰葡糖胺

（ＧｌｃＮＡｃ）转移酶的催化下，将 ＧｌｃＮＡｃ 从 ＵＤＰ⁃Ｇｌｃ⁃
ＮＡｃ 转移到磷脂酰肌醇（ＰＩ）中，生成 ＧｌｃＮＡｃ⁃ＰＩ［１０］。
ＧＰＩ 生物合成中的第一步需要 Ｐｉｇ⁃ａ 基因编码 Ｇｌｃ⁃
ＮＡｃ 转移酶的催化亚基，同时还需要基因 Ｐｉｇ⁃ｈ 和

Ｐｉｇ⁃ｃ 的参与，上述任意一个基因的突变都能导致该

反应的完全缺陷［１１］。
ＧＰＩ 整个合成过程中约有二十几个基因参与，

参与第一步合成的基因还有 Ｐｉｇ⁃ｃ、Ｐｉｇ⁃ｈ 等。 理论

上涉及 ＧＰＩ 合成的任何一个基因突变都可能导致

ＧＰＩ 缺陷，然而，所有其他基因都位于常染色体上，
必须发生两个等位基因的突变才能导致 ＧＰＩ 缺陷，
而这是非常罕见的。 由于人类在胚胎发育中，两条

Ｘ 染色体的一条发生了随机灭活，因此 Ｘ 连锁的

Ｐｉｇ⁃ａ 基因只需单一突变足以诱导 ＧＰＩ 缺陷［１２］。 所

以， ＧＰＩ 缺陷表型通常归因于 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变。
Ｍｉｕｒａ 等［１３］ 对 ＧＰＩ 缺陷型大鼠淋巴细胞中的 Ｐｉｇ⁃ａ
基因进行了测序，并证明在这种情况下，ＧＰＩ 缺陷表

型实际上等同于突变体基因型。 此外 Ｋａｗａｇｏｅ
等［１４］还证实 Ｘ 染色体上基因的结构、功能和位置存

在高度的种间保守性。 这意味着采用 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突

变试验进行化学物遗传毒性评价，有利于将动物试

验结果外推于人。
１􀆰 ２　 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验

１９９９ 年，Ａｒａｔｅｎ 等［１５］ 首次提出了 Ｐｉｇ⁃ａ 基因可

作为体内基因突变试验的报告基因。 ２００８ 年 Ｂｒｙｃｅ
和 Ｍｉｕｒａ 等［１６ － １７］使用 Ｐｉｇ⁃ａ 作为突变报告基因成功

建立啮齿动物 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验方法，并证明在

阳性剂处理的啮齿动物中 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变表型的红

细胞增加。 后在美国国立卫生研究院及美国环境

健康科学院（ＮＩＨ⁃ＮＩＥＨＳ）的资金支持下，日本环境

诱变剂学会 （ Ｊ⁃ＥＭＳ），美国食品药品监督管理局

（ＦＤＡ）和国际生命科学研究院健康与环境科学研

究所（ＩＬＳＩ⁃ＨＥＳＩ）等组织对方法进行优化，得到能分

析更多总红细胞（ＲＢＣ）和网织红细胞（ＲＥＴ）的先

进方法，增强了方法的灵敏度［１８］。
遗传毒性测试国际工作组（ＩＷＧＴ）Ｐｉｇ⁃ａ 工作小

组在 ２０１３ 年报告中提出体内大鼠 Ｐｉｇ⁃ａ 测定法可在

监管毒理学中发挥重要作用，但也指出一些数据缺

口。 后各实验室进行多次 Ｐｉｇ⁃ａ 试验，填补了 ＩＷＧＴ
提出的数据缺口。 Ｋｅｎｙｏｎ 等［１９］ 测试了可能通过干

扰红细胞生成而出现阳性反应的化学物质，结果表

明再生造血不会干扰 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变的测定结果。
Ｓｔａｎｋｏｗｓｋｉ 等［２０］将 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验、微核试验、
染色体畸变试验以及彗星试验整合到 ２８ ｄ 大鼠毒

性试验。 Ｂｅｍｉｓ 等［２１］ 通过区分遗传毒性致癌物氨

基甲酸乙酯和结构相似的非遗传毒性化学物氨基

甲酸甲酯来评估大鼠 Ｐｉｇ⁃ａ 检测法的特异性，结果

表明 Ｐｉｇ⁃ａ 检测法具有区分遗传毒性和非遗传毒性

的价值。 Ｌａｂａｓｈ 等［２２］ 通过对比雄性和雌性大鼠的

自发突变频率，以及比较使用 Ｎ⁃乙基⁃Ｎ⁃亚硝基脲

（ＥＮＵ）诱导后两种性别大鼠的反应，证明雄性和雌

性大鼠同样适用于 Ｐｉｇ⁃ａ 检测。 Ｇｏｄｉｎ⁃Ｅｔｈｉｅｒ 等［２３］

对方法在实验室内的重现性、变异性和血液储存稳

定性进行评估，结论是大鼠 Ｐｉｇ⁃ａ 测定法是可靠的。
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原理、方法、应用及展望等方面进行综述。

１　 试验原理

１􀆰 １　 Ｐｉｇ⁃ａ 基因

磷脂酰肌醇聚糖 Ａ 类（Ｐｉｇ⁃ａ）基因（人类和其他

灵长类动物为 ＰＩＧ⁃Ａ；大小鼠为 Ｐｉｇ⁃ａ）位于染色体

Ｘｐ２２􀆰 １ 上，全长约 １７ ｋｂ，共有 ６ 个外显子［４］。 对

Ｐｉｇ⁃ａ 基因的研究源于阵发性睡眠性血红蛋白尿症

（ ｐａｒｏｘｙｓｍａｌ ｎｏｃｔｕｒｎａｌ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｕｒｉａ， ＰＮＨ）。 ＰＮＨ
是一种获得性造血干细胞缺陷性疾病，其特征在于

溶血性贫血［５］。 研究发现，在造血干细胞中，糖基

磷脂酰肌醇（ＧＰＩ）获得性缺陷会导致 ＰＮＨ［６］。 ＧＰＩ
用于锚定各类真核蛋白质至细胞膜上，对膜表面蛋

白的表达至关重要［７］。 Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ 等［８］ 分析了 １４６
例 ＰＮＨ 患者，发现导致 ＧＰＩ 缺陷的基因突变类型均

在 Ｐｉｇ⁃ａ 基因座内。 Ｒｏｓｓｅ 等［９］ 研究表明，在已检测

的 ＰＮＨ 患者血细胞中，发现都有 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变导

致 ＧＰＩ 锚定蛋白（ＧＰＩ⁃ＡＰｓ）部分或全部缺失的现

象。 这表明，Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变可能会导致 ＧＰＩ 缺陷从

而导致 ＧＰＩ⁃ＡＰｓ 表达障碍，最终出现 ＰＮＨ 症状。 后

证实，Ｐｉｇ⁃ａ 基因参与 ＧＰＩ 生物合成的第一步。 ＧＰＩ
在内质网中合成，第一步合成是在 Ｎ⁃乙酰葡糖胺

（ＧｌｃＮＡｃ）转移酶的催化下，将 ＧｌｃＮＡｃ 从 ＵＤＰ⁃Ｇｌｃ⁃
ＮＡｃ 转移到磷脂酰肌醇（ＰＩ）中，生成 ＧｌｃＮＡｃ⁃ＰＩ［１０］。
ＧＰＩ 生物合成中的第一步需要 Ｐｉｇ⁃ａ 基因编码 Ｇｌｃ⁃
ＮＡｃ 转移酶的催化亚基，同时还需要基因 Ｐｉｇ⁃ｈ 和

Ｐｉｇ⁃ｃ 的参与，上述任意一个基因的突变都能导致该

反应的完全缺陷［１１］。
ＧＰＩ 整个合成过程中约有二十几个基因参与，

参与第一步合成的基因还有 Ｐｉｇ⁃ｃ、Ｐｉｇ⁃ｈ 等。 理论

上涉及 ＧＰＩ 合成的任何一个基因突变都可能导致

ＧＰＩ 缺陷，然而，所有其他基因都位于常染色体上，
必须发生两个等位基因的突变才能导致 ＧＰＩ 缺陷，
而这是非常罕见的。 由于人类在胚胎发育中，两条

Ｘ 染色体的一条发生了随机灭活，因此 Ｘ 连锁的

Ｐｉｇ⁃ａ 基因只需单一突变足以诱导 ＧＰＩ 缺陷［１２］。 所

以， ＧＰＩ 缺陷表型通常归因于 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变。
Ｍｉｕｒａ 等［１３］ 对 ＧＰＩ 缺陷型大鼠淋巴细胞中的 Ｐｉｇ⁃ａ
基因进行了测序，并证明在这种情况下，ＧＰＩ 缺陷表

型实际上等同于突变体基因型。 此外 Ｋａｗａｇｏｅ
等［１４］还证实 Ｘ 染色体上基因的结构、功能和位置存

在高度的种间保守性。 这意味着采用 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突

变试验进行化学物遗传毒性评价，有利于将动物试

验结果外推于人。
１􀆰 ２　 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验

１９９９ 年，Ａｒａｔｅｎ 等［１５］ 首次提出了 Ｐｉｇ⁃ａ 基因可

作为体内基因突变试验的报告基因。 ２００８ 年 Ｂｒｙｃｅ
和 Ｍｉｕｒａ 等［１６ － １７］使用 Ｐｉｇ⁃ａ 作为突变报告基因成功

建立啮齿动物 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验方法，并证明在

阳性剂处理的啮齿动物中 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变表型的红

细胞增加。 后在美国国立卫生研究院及美国环境

健康科学院（ＮＩＨ⁃ＮＩＥＨＳ）的资金支持下，日本环境

诱变剂学会 （ Ｊ⁃ＥＭＳ），美国食品药品监督管理局

（ＦＤＡ）和国际生命科学研究院健康与环境科学研

究所（ＩＬＳＩ⁃ＨＥＳＩ）等组织对方法进行优化，得到能分

析更多总红细胞（ＲＢＣ）和网织红细胞（ＲＥＴ）的先

进方法，增强了方法的灵敏度［１８］。
遗传毒性测试国际工作组（ＩＷＧＴ）Ｐｉｇ⁃ａ 工作小

组在 ２０１３ 年报告中提出体内大鼠 Ｐｉｇ⁃ａ 测定法可在

监管毒理学中发挥重要作用，但也指出一些数据缺

口。 后各实验室进行多次 Ｐｉｇ⁃ａ 试验，填补了 ＩＷＧＴ
提出的数据缺口。 Ｋｅｎｙｏｎ 等［１９］ 测试了可能通过干

扰红细胞生成而出现阳性反应的化学物质，结果表

明再生造血不会干扰 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变的测定结果。
Ｓｔａｎｋｏｗｓｋｉ 等［２０］将 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验、微核试验、
染色体畸变试验以及彗星试验整合到 ２８ ｄ 大鼠毒

性试验。 Ｂｅｍｉｓ 等［２１］ 通过区分遗传毒性致癌物氨

基甲酸乙酯和结构相似的非遗传毒性化学物氨基

甲酸甲酯来评估大鼠 Ｐｉｇ⁃ａ 检测法的特异性，结果

表明 Ｐｉｇ⁃ａ 检测法具有区分遗传毒性和非遗传毒性

的价值。 Ｌａｂａｓｈ 等［２２］ 通过对比雄性和雌性大鼠的

自发突变频率，以及比较使用 Ｎ⁃乙基⁃Ｎ⁃亚硝基脲

（ＥＮＵ）诱导后两种性别大鼠的反应，证明雄性和雌

性大鼠同样适用于 Ｐｉｇ⁃ａ 检测。 Ｇｏｄｉｎ⁃Ｅｔｈｉｅｒ 等［２３］

对方法在实验室内的重现性、变异性和血液储存稳

定性进行评估，结论是大鼠 Ｐｉｇ⁃ａ 测定法是可靠的。
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Ｒｏｂｅｒｔｓ 等［２４］采用一次性给药以及相同累积剂量重

复给药两种方案评估了 ４⁃硝基喹啉⁃１⁃氧化物

（４ＮＱＯ）诱导 Ｐｉｇ⁃ａ 突变型的结果表明，重复给药方

案在 Ｐｉｇ⁃ａ 测定中产生更有效的反应。
通过 ＤＮＡ 测序分析验证突变体是“真的”Ｐｉｇ⁃ａ

基因突变体，对于突变频率的确定至关重要。 该验

证已在大鼠 ＣＤ４８ 缺陷的 Ｔ 细胞中，通过流式细胞

术分选突变细胞和扩增单细胞的 Ｐｉｇ⁃ａ 基因测序得

以进行［２５］。 Ｒｅｖｏｌｌｏ 等［２６］ 将随机 ＤＮＡ 标识符（ｍｕ⁃
ｔａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｒａｎｄｏｍ ＤＮＡ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒｓ，ＭＡＲＤＩ）
应用于 ＤＭＢＡ（ｄｉｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚ（ ａ） ａｎｔｈｒａｃｅｎｅ）处理的

大鼠的 ＣＤ４８ 缺陷型 Ｔ 细胞的异质库的 Ｐｉｇ⁃ａ ｃＤＮＡ
分析中，结果 ＭＡＲＤＩ 检测到几乎所有先前通过克

隆分析鉴定的 Ｐｉｇ⁃ａ 突变。

２　 实验方法

２􀆰 １　 流式细胞术法

使用流式细胞术对外周血 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变进行

检测的方法目前主要有两种，北美和欧洲最常用的

方法是使用试剂盒 Ｉｎ Ｖｉｖｏ ＭｕｔａＦｌｏｗ 􀳏 （ Ｌｉｔｒｏｎ
Ｌａｂｓ），其原理是：首先通过分离液去除白细胞，然后

用带荧光标记且能与 ＧＰＩ⁃ＡＰｓ 结合的抗体（如大鼠

为抗 ＣＤ５９ 抗体）孵育细胞。 野生型红细胞由于细

胞膜表面 ＧＰＩ⁃ＡＰｓ 正常表达，因此能够与抗体结合

而带有荧光标记，突变型细胞因表面缺乏 ＧＰＩ⁃ＡＰｓ
不与抗体结合不带有荧光标记。 使用流式细胞仪

进行检测，即可通过荧光信号的强弱区分识别野生

型红细胞及突变型红细胞。 同时使用带有荧光的

核酸染液进行孵育，即可区分 ＮＣＥ（ｎｏｒｍｏｃｈｒｏｍａｔｉｃ
ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ）及 ＲＥＴ（ｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅ）。 通过磁性分选来

特异性地减少样品中的野生型细胞，可有效评估更

多的 ＲＢＣ（ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ）和 ＲＥＴ，减少测量时间，降低

测量误差［２７］。 另外，日本有实验室使用荧光抗体

ＨＩＳ４９（大鼠）检测红细胞；荧光抗 ＣＤ５９ 抗体（大

鼠）检测 ＧＰＩ 锚定标记，同时转铁蛋白受体（ＣＤ７１）
作为 ＲＥＴ 的标记。 一项比较两种方法的研究结果

发现产生了类似的 Ｐｉｇ⁃ａ 突变频率［２８］。
流式细胞术法检测只需要少量血量，对动物只

是微创，符合动物福利的要求，且能进行多次采血，
可使用同一组动物进行长期研究。 由于使用的是

普通啮齿动物，相对于转基因小鼠基因突变试验以

及 Ｈｐｒｔ 基因突变试验成本更低，检测时间短，适用

于常规检测。 采用流式细胞术法还可以将 Ｐｉｇ⁃ａ 基

因突变试验整合到 ２８ ｄ 大鼠毒性试验中，节省动物

和成本，符合 ３Ｒ 原则。 与此同时，通过流式细胞术

分选突变细胞和 Ｐｉｇ⁃ａ 基因测序能对突变体进行确

证，这对于突变频率的确定至关重要。 但流式细胞

术法对适用 Ｐｉｇ⁃ａ 检测的组织有一定的限制。 例

如，样品必须制备单细胞悬液，并且细胞不能经过

任何可能改变细胞表面膜蛋白的处理（如蛋白水解

消化）等。 目前，这两个要求限制了 Ｐｉｇ⁃ａ 测定法只

能在造血组织中应用。
２􀆰 ２　 有限稀释克隆法

气单胞菌溶素原是由细菌性病原体嗜水气单

胞菌分泌的毒素。 气单胞菌溶素原释放后通过蛋

白水解激活形成气单胞菌溶素，后者结合敏感细胞

后低聚，插入细胞膜并形成破坏渗透性屏障的离散

通道从而杀死靶细胞［２９］。 Ｄｉｅｐ 等［３０］ 证明，对气单

胞菌溶素敏感的细胞共同特征是细胞表面都含有

ＧＰＩ 锚。 Ｂｒｏｄｓｋｙ 等［３１］ 发现 ＰＮＨ 血细胞（红细胞，
淋巴细胞和粒细胞）对气单胞菌溶素的细胞毒性作

用具有抗性，且暴露于气单胞菌溶液的 ＰＮＨ 细胞的

裂解百分比与通过流式细胞术测定的样品中

ＣＤ５９ ＋ 细胞的百分比平行。 Ａｂｒａｍｉ 等［３２］ 发现气单

胞菌溶素原在细胞表面与 ＧＰＩ 结合后被蛋白水解成

气单胞菌溶素，其最终形成跨膜孔并引起细胞死

亡。 ２００８ 年，Ｍｉｕｒａ 等［１３］基于上述原理建立了通过

使用气单胞菌溶素原及 ｃＤＮＡ 测序对大鼠脾淋巴 Ｔ
细胞 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变进行检测的方法，即有限稀释

克隆法。 该法原理是：使用气单胞菌溶素原作为选

择剂，气单胞菌溶素原能与 ＧＰＩ ＡＰｓ 结合水解产生

气单胞菌溶素，后者导致细胞膜破损，细胞死亡。
而 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变细胞由于 ＧＰＩ ＡＰｓ 表达缺陷，不与

气单胞菌溶素原结合，从而得以存活，在 ９６ 孔板内

长成集落。
有限稀释克隆法能够直观地鉴别突变细胞，获

得的突变细胞集落还可进行更进一步的研究。 但

该方法需要对细胞进行培养，较流式细胞术法耗时

较长，且与其他试验的整合能力较差。 现使用该方

法进行 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变检测的试验较少。

３　 应用进展

２００８ 年，ＨＥＳＩ 的遗传毒理学技术工作小组成

立了 Ｐｉｇ⁃ａ 工作小组，致力于方法的进一步优化。
在 ＮＩＨ⁃ＮＩＥＨＳ 的基金支持下，由 Ｌｉｔｒｏｎ Ｌａｂｓ 和 ＩＬＳＩ⁃
ＨＥＳＩ 的科学家联合制定统一的实验方案，对 Ｐｉｇ⁃ａ
测定法进行国际联合验证。 该验证计划由美国国

家毒理学研究中心、辉瑞、雅培、诺华和拜耳制药等

１４ 个不同机构组织的实验室参与，统一采用 Ｌｉｔｒｏｎ
Ｌａｂｓ 提供的试剂盒（大鼠品系和流式细胞仪由实验
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室自行决定），检测 ４１ 个试剂，验证该方法的灵敏

度和重复性。 验证实验分四个阶段［３３ － ３８］。 第Ⅰ阶

段为参加方法验证实验室的信息收集，第Ⅱ阶段为

参加验证的 １４ 个实验室用相同剂量的 ＥＮＵ 及试剂

盒检测突变表型 ＲＢＣＣＤ５９ － ＲＥＴＣＤ５９ － 发生率，并与

Ｌｉｔｒｏｎ Ｌａｂｓ 数据进行比对［３３］。 第Ⅲ阶段采用 ２８ 天

重复剂量设计，使用 ＥＮＵ［３４］， ＤＭＢＡ［３５］， Ｎ⁃甲基⁃Ｎ⁃
亚硝基脲［３６］， ＢａＰ［３７］和 ４⁃ＮＱＯ［３８］等试剂进行试验，
每个试剂至少有两个实验室参与验证。 第Ⅳ阶段

主要是对弱致突变剂和非致突变剂进行测试，增加

实验系统对弱致突变剂和非致突变剂的灵敏度以

及结果可信度。 验证第Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ阶段的报告现已

发表，初步证明 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验具有良好的灵

敏度、可靠性和重现性，还建立了通过免疫磁性分

离技术增加样品可评估细胞量的方法［３９］。 第Ⅳ阶

段研 究 也 已 获 得 进 展， 现 部 分 工 作 已 被 公

布［２５， ４０ － ４１］。 国内仅中国医药工业研究总院的国家

上海新药安评中心参与该验证计划，评价了 ＥＮＵ、
三聚氰胺、５⁃氟尿嘧啶（５⁃ＦＵ）和 ４ＮＱＯ 四种不同遗

传毒性作用机制化合物在 ＳＤ 大鼠体内微核试验和

Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验中的遗传毒性，并作为国际联合

验证结果的一部分总结于 ＩＷＧＴ 对 Ｐｉｇ⁃ａ 试验的总

结报告中［４２］。
目前，Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变试验还可在以下方面开展

工作［４３］：①进一步确认 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变型与 ＧＰＩ 缺

陷表型之间的关系；②分析甲基化 ／去甲基化对测

定性能的影响；③对更多非致突变剂进行测试，尤
其是通过不同机制干扰红细胞生成的试剂；④检查

长时间给药（如 ９０ ｄ）对测定性能的影响；⑤使用大

鼠以外（如人，小鼠，狗，猪等）的实验动物建立方

法；⑥建立使用其他血细胞（如 Ｔ 淋巴细胞和粒细

胞）的方法；⑦探索 Ｐｉｇ⁃ａ 测定法在测量固体组织

（例如肝脏）细胞突变的实用性；⑧开发体外细胞测

定法；⑨探索测定法用于测量生殖细胞中的突变等。

４　 展望

迄今为止，大鼠已作为 Ｐｉｇ⁃ａ 法一种关键的啮

齿动物模型，用于监管毒理学研究。 然而，Ｐｉｇ⁃ａ 基

因突变试验能否在小鼠模型中成功应用至关重要，
因为小鼠在毒理学中也发挥着非常重要的作用。
Ｐｈｏｎｅｔｈｅｐｓｗａｔｈ 等［４４］将 ＣＤ⁃１ 小鼠暴露于 ＤＭＢＡ 和

ＥＮＵ，结果显示 ＲＥＴ 和 ＲＢＣ 中检测到明显的 Ｐｉｇ⁃ａ
基因突变，结论是 Ｐｉｇ⁃ａ 检测可以有效地应用于小

鼠。 Ｂｈａｌｌｉ 等［４５］ 使用不同品系的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠暴

露于 ＥＮＵ 进行 Ｐｉｇ⁃ａ 检测，结果显示 ＲＥＴ 和 ＲＢＣ 中

检测到明显的 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变。 后有研究使用小鼠

Ｐｉｇ⁃ａ 法测试了几种多环芳烃（ ＰＡＨ），其中 ＤＭＢＡ
和苯并［ａ］芘（ｂｅｎｚｏｐｙｒｅｎｅ，ＢａＰ）检测到明显的 Ｐｉｇ⁃
ａ 基因突变。 而 ＢａＰ 的诱变效应在几种品系小鼠不

同暴露途径下是显著的，包括在 ＭｕｔａＴＭ小鼠模型中

灌胃给药 ２８ ｄ；在 Ｇｐｔδ 小鼠中单次灌胃给药；在
Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 野生型和 ＤＮＡ 修复缺陷型小鼠中腹腔注

射 ３ ｄ；在 ＣＤ⁃１ 小鼠中灌胃给药 ３ ｄ［４４，４６ － ５０］。 这表

明，对于典型的致突变剂 ＰＡＨｓ ＤＭＢＡ 和 ＢａＰ，小鼠

Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变测定能够揭示其遗传毒性潜力。 目

前基于小鼠进行的 Ｐｉｇ⁃ａ 检测数据相对较少，需要

使用更多致突变剂、弱致突变剂及非致突变剂进行

试验来更进一步表征 Ｐｉｇ⁃ａ 检测法在小鼠中的灵

敏度。
Ｐｉｇ⁃ａ 基因在哺乳动物中具有高度的保守性，也

为人群中开展 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变检查以及转化毒理学

研究提供了可能。 Ｄｏｂｒｏｖｏｌｓｋｙ 等［５１］研究表明 ＰＩＧ⁃Ａ
测定可用于检测人体内的体细胞突变。 Ｄｅｒｔｉｎｇｅｒ
等［５２］研究表明可使用基于啮齿动物的标记和分析方

案对人类 ＰＩＧ⁃Ａ 突变表型细胞频率进行有效和可靠

的评估。 Ｃａｏ 等［５３］对人类的自发突变频率（ＭＦ）、男
女性 ＭＦ 对比、 ＭＦ 和年龄之间的相关性、ＭＦ 在吸

烟者和非吸烟者之间的差异以及个体差异等进行

了研究，为人类 ＰＩＧ⁃Ａ 测定法的建立提供了基础

数据。
此外，检测生殖细胞中的突变可能会成为 Ｐｉｇ⁃ａ

测定法重要的应用方向之一。 Ｊｉ 等［５４］应用 Ｐｉｇ⁃ａ 测

定法对大鼠附睾精子进行生殖细胞诱变性评估，结
果和预期频率之间达到良好的一致性，认为大鼠表

皮精子 Ｐｉｇ⁃ａ 检测是评估生殖细胞致突变性的有希

望的方法。

５　 小结

ＧＰＩ 生物合成途径在大多数哺乳动物物种中是

保守的，包括小鼠、大鼠、猴以及人类等。 在人类和

实验动物中评估 Ｐｉｇ⁃ａ 基因突变的能力，意味着可

在动物模型中测试人类对潜在致突变剂的反应。
此外，人类 ＰＩＧ⁃Ａ 测定可能在临床环境中具有价值，
在实验动物中进行的 Ｐｉｇ⁃ａ 测定可为体内内源性突

变提供参考。 例如，Ｐｉｇ⁃ａ 和 ＰＩＧ⁃Ａ 测定可用于监测

基因毒性化合物的长期毒性［５５］，有助于评估继发性

恶性肿瘤发生的可能性。 此外，ＰＩＧ⁃Ａ 测定还可用

于流行病学研究，用于监测暴露于潜在不利环境中

的人群的健康状况（突变累积）。
虽然 Ｐｉｇ⁃ａ 测定目前在组织覆盖方面存在局限

８３１ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ２８ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ８



性，且直接证明红细胞反应的突变基础非常困难。
但是，由于 Ｐｉｇ⁃ａ 测定法具有与其他试验整合潜力

高，较高的临床参考价值，对致突变剂反应敏感，成
本相对较低，测定终点为内源性哺乳动物基因表型

突变等优点，笔者认为 Ｐｉｇ⁃ａ 测定法未来将成为体

内遗传毒理学检测的重要方法。
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