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体外微核高内涵筛选法在食品毒理学遗传毒性评价中应用研究

孙静秋!洪新宇!肖萍!帅怡!王彦琴!郑卫东!李晨!陶功华
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摘#要!目的#探讨基于高内涵筛选& 48;4*2?:>A:>G2BAA:8:;! T<E’技术的体外微核&)’ *)+,&I82B?:L2@ALG! Up‘=’

检测方法应用于食品毒理学遗传毒性评价的可行性" 方法#采用 Up‘=和 T<E 法!分别对 !$ 种化合物进行遗传

毒性评价!其中 ’ 种已知遗传毒性化合物&染色体断裂剂和非整倍体诱发剂’#! 种已知非遗传毒性化合物以及 ) 种

食品原料!每个受试物至少设置 " 个剂量组!每个剂量组设 % 个复孔!同时设置阴性对照组&无血清最小必需培养

基’和阳性对照组&jE. 为环磷酰胺 %$ !;/I@#hE. 为丝裂霉素 <!-$ !;/I@’" 以中国仓鼠肺细胞为细胞模型!在

有和/或无代谢活化系统条件下!依次对上述受试物采用短时处理&) 4’后进行微核检测!并分析微核细胞率" 结

果#经 Up‘=和 T<E 法得到的 Up‘=试验结果显示%%-’f!$ !;/I@苯并芘 (J&9’K)#’ f%$ !;/I@甲磺酸甲酯

&‘‘E’#$-$!f$-$) !;/I@)*硝基喹啉*2*氧化物&)=dV’#$-%’f!-$ !;/I@秋水仙碱&<V5’和 $-’f%-$ !;/I@硫

酸长春碱&pJ’在各自浓度范围内!在有或无代谢活化系统的条件下!诱导产生的微核细胞率随着受试物浓度的升

高而增加!呈明显剂量*反应关系!且微核细胞率与阴性对照组比较!差异均有统计学意义&!b$-$’’!试验结果为阳

性$! %’$f’ $$$ !;/I@氯化钠&=9<@’#! %’$f’ $$$ !;/I@食品原料 (#! %’$f’ $$$ !;/I@食品原料 J#"!%-’f

! %’$ !;/I@食品原料 <和 !’,-%’f,%’ !;/I@食品原料 W在各自浓度范围内!在有和无代谢活化系统的条件下!

微核细胞率虽呈现一定的剂量依赖性增加趋势!但均维持在较低的水平!且与阴性对照组比较!差异均无统计学意

义&!a$-$’’!试验结果为阴性" 结论#本试验条件下!两种方法对 !$ 种物质的检测结果均一致!提示将 Up‘=

T<E 法应用于食品毒理学遗传毒性评价具有一定的可行性"
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##随着中国经济的快速发展和人民生活水平的
不断提高%近些年国内食品市场发展非常迅速%为
确保食品的安全性%我国相关食品安全法律法
规 ( !*%)明确要求对于食品及其原料’食品添加剂’新
食品原料’辐照食品’食品相关产品甚至食品污染
物需开展包括遗传毒性在内的安全性评估* 微核
试验作为遗传毒性评价中最常用和有效的方法之
一 ( ") %主要通过检测染色体损伤判断受试物的遗传
毒性%在国内外食品’化妆品’新药’农药等毒理安
全性评价广泛使用* 但由于目前对微核的检测方
法仍主要以人工镜检为主%检验效率受到制约*

近年来%随着分子生物学技术的飞跃发展和新
型毒性测试策略的逐渐转变%基于体外细胞模型开
展的微核试验技术得到了快速的发展与应用 ( )) *
由于体外微核")’ *)+,&I82B?:L2@ALG% Up‘=#试验是
以微核为遗传检测终点%可通过染色技术配合计算
机自动化识别实现高通量检测* 高内涵筛选" 48;4*
2?:>A:>G2BAA:8:;%T<E# ( ’*Z)正是这种集微孔板读数’
荧光成像’流式细胞术’生物信息学于一体的综合
性技术%它以细胞为检测对象%通过设置多个波长
荧光通道 (如 )q%,*二脒基*%*苯基吲哚 "W(KU#’异
硫氰酸酯"CUQ<#等)记录细胞图像%并通过软件进
一步分析扫描图像以此来解析细胞的相关信息%
比如细胞核直径大小’核荧光强度’核与核之间的
距离’微核直径大小’细胞核数目及微核数目等*
本研究拟采用 Up‘=常规方法以及基于 T<E 的高
通量方法%分别对 , 个已知有/无遗传毒性化合物
以及 ) 个未知遗传毒性食品原料进行分析%以期
建立基于 T<E 法的微量’高效 Up‘=检测体系%为
进一步将该体系应用于食品毒理学遗传毒性风险
评估提供数据基础*

!#材料与方法
!-!#材料
!-!-!#细胞模型

中国仓鼠肺细胞"<T5%中科院上海细胞所#*
!-!-%#主要仪器与试剂

高内涵细胞成像分析仪"UI9;AcOBAGG‘82B?)%
美国 ‘W#* ‘R‘培养液’胎牛血清’胰酶’双抗均

购自 美 国 Y8N2?& 大 鼠 肝 微 粒 体 酶 " E.% 美 国
‘V5QVc#&环磷酰胺"<K#’丝裂霉素 <"‘‘<#’苯
并"9#芘(J"9#K)’甲磺酸甲酯 "‘‘E#’)*硝基喹
啉*2*氧化物")=dV#’秋水仙碱"<V5#’硫酸长春碱
"pJ#’氯化钠"=9<@#’二甲基亚砜"W‘EV#’)[多
聚甲醛’W(KU’细胞松弛素 J"<F>?J#’Y8AIG9染液
均购自美国 E8;I9&食品原料 (’食品原料 J’食品原
料 <’食品原料 W均来自于实验室委托检测样品*
!-%#方法
!-%-!#受试物及相关试剂的配制

E. 混合液"E.I8̂#含 !$[ E. 组分%补充辅助因
子%作为本试验体外代谢活化系统* <K"jE.#’
)=dV"hE.#’‘‘E "hE.#’J"9# K"jE.# 均选择
W‘EV作为 溶剂 "终 浓 度 不 超 过 $-’[#& ‘‘<
"hE.#’pJ"hE.#’<V5"hE.#’=9<@"jE./hE.#均选
择无血清最小必需培养基"‘R‘#培养液作为溶剂&
食品原料 ("jE./hE.#’食品原料 J"jE./hE.#’食
品原料 <"jE./hE.#’食品原料 W"jE./hE.#均为粉
末状固体%且易溶于水%故选择无血清 ‘R‘培养液
作为溶剂* 除阳性对照物 <K为 %$ !;/I@’‘‘<为
!-$ !;/I@外%其余受试物均各自配制成梯度浓度$
$-$$’ f$-$+ !;/I@)=dV’ %-’ f)$ !;/I@‘‘E’
!-%’f%$ !;/I@J"9#K’$-%’f)-$ !;/I@pJ’$-!%’
f%-$ !;/I@<V5’! %’$f’ $$$ !;/I@=9<@’! %’$f
’ $$$ !;/I@食品原料 (’! %’$f’ $$$ !;/I@食品
原料 J’"!%-’ f’ $$$ !;/I@食品原料 <’!’,-%’ f
’ $$$ !;/I@食品原料 W*
!-%-%#细胞培养

将<T5细胞用含 !$[胎牛血清的 ‘R‘培养液
在 "Z g’’[<V%’饱和湿度的环境下培养* 取对数
生长期细胞用于试验*
!-%-"#染毒方法

取对数生长期的 <T5细胞%$-%’[胰酶消化
后%用 Up‘=法的细胞接种于 , 孔板 "细胞密度为
)k!$’ /孔#%用 T<E 法的细胞接种于 ., 孔板"细胞
密度为 +k!$" /孔#* 细胞于 "Z g’’[<V%’饱和湿
度条件下培养 %) 4* 除去原培养液%加入系列浓度
的受试物处理细胞 ) 4%试验在有和/或无 E. 条件下
进行%每个受试物至少设置 " 个剂量组%每个剂量组
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设 % 个复孔%同时设置阴性对照组"无血清 ‘R‘培
养液#和阳性对照组组 (<K"jE.# %$ !;/I@’‘‘<
"hE.#!-$ !;/I@)*
!-%-)#细胞毒性检测

采用显微镜 )$k物镜人工阅片%受试物组的每
个浓度分别计数至少 ’$$ 个细胞"包括单核’双核’
多核细胞#%并计算复制指数"BAO@829>8?: 8:DÂ% &U#
及细胞毒性%再根据细胞毒性确定受试物的最高剂
量%公式如下&同时每个浓度至少选 % $$$ 个双核细
胞进行分析%记录含微核的双核细胞数%并计算微
核细胞率"[#*

31n
"双核细胞数j%k多核细胞数#.细胞总数4

"双核细胞数j%k多核细胞数#.细胞总数5

k!$$%

细胞毒性n!$$h31
式中%4为受试物组%5为阴性对照组*
!-%-’#镜检前的细胞处理

Up‘=法$染毒结束后%除去受试物%磷酸盐缓
冲液"KJE#洗涤%加入含 <F>?J"终浓度为 " !;/I@#
的培养液%"Z g培养 %) 4* 培养结束后%$-%’[胰
酶消化并收集细胞%按常规方法低渗’固定’制片’
Y8AIG9染色%最后人工镜检*

T<E 法$染毒结束后%除去受试物%无血清培养
液洗 % 次%加入含 <F>?J"终浓度为 " !;/I@#的培养
液%"Z g培养 %) 4* 培养结束后%KJE 洗板两次%
)[多聚甲醛室温固定 !$ f!’ I8:%KJE 洗板两次%
! !;/I@W(KU室温染色 !$ I8:%KJE 洗板两次 "每
次处理 "f’ I8:#%最后上 T<E 选择 W(KU荧光通道
对细胞用 %$k物镜每孔 %’ 个视野进行扫描并获取图
片* 使用 T<E ‘WUI9;AcOBAGG‘82B?) 软件中的
‘82B?:L2@A8"微核模块#设定统一标准后%对阴性对照
组’阳性对照组和各受试物组的图片进行分析%得到
每孔的双核细胞数以及具有微核的双核细胞数*

!-%-,#结果判断
微核的判断标准$微核一般为圆形或椭圆形%

其直径一般不超过主核的 !/"&与主核的颜色’结构
特征及折光性一致&可以与主核之间没有核物质相
连%也可以和主核有边界的重叠%但能看清各自的
核膜&一个细胞中有多个微核的按一个计*

结果判定$受试物诱发的微核细胞率与阴性对
照组比较%差异有统计学意义%且呈现剂量*反应关
系%则判定该受试物试验结果为阳性*
!-"#统计学分析

使用 EKEE %!-$ 软件进行统计学分析%组间差
异的比较采用 !% 检验%检验水准 "n$-$’%!b$-$’
为差异有统计学意义*

%#结果
%-!#细胞毒性检测结果

各剂量组分别计数 ’$$ 个细胞%根据得到的双
核及多核细胞数来计算 &U值及细胞毒性%结果显
示%J"9#K’‘‘E’)=dV’<V5’pJ’食品原料 <及食
品原料 W对细胞生长有明显抑制作用%具有一定的
细胞毒性%因此它们的高剂量依次为 !$’%$’$-$)’
!-$’%-$’! %’$ 和 ,%’ !;/I@&=9<@’食品原料 (和
食品原料 J的 &U值均在 +$ 以上%几乎没有细胞毒
性%因此它们的高剂量设定为极限最高浓度%
即’ $$$ !;/I@*
%-%#Up‘=法检测结果

每个剂量组对 % $$$ 个双核细胞进行人工镜检
分析"图 !#%Up‘=法结果见表 !* 随着受试物染毒
浓度的增加%J"9#K’‘‘E’)=dV’<V5’pJ各剂量
组的微核细胞率呈现明显的剂量依赖性增加&=9<@’
食品原料 (’食品原料 J’食品原料 <以及食品原料
W各剂量组虽呈现一定的剂量依赖性增加趋势%但
####

注$($<V=&J$<K&<$<V5&W$pJ&R$食品原料 (&C$食品原料 J&Y$食品原料 <&T$食品原料 W

图 !#Up‘=法的镜检图")$$k#

C8;LBA!#‘82B?G2?O82Â9I8:9>8?: ?3Up‘=9GG9F
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表 !#Up‘=和 T<E 法的检测结果"!/m0#

Q9N@A!#&AGL@>G?3Up‘=9:D T<E 9GG9F

组别
终浓度
/"!;/I@#

细胞毒性
jE. hE.

Up‘=法 T<E 法
微核细胞率/[ 微核细胞率倍数 微核细胞率/[ 微核细胞率倍数
jE. hE. jE. hE. jE. hE. jE. hE.

阴性对照组
阳性对照组

J"9#K

‘‘E

)=dV

<V5

pJ

=9<@

食品原料 (

食品原料 J

食品原料 <

食品原料 W

! $-$ $-$ !-$ !-! ! ! $-,Zm$-%Z $-+!m$-"$ ! !
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注$"为与阴性对照组比较 !b$-$’&!为无终浓度或未检测

注$(为标记前的原图&J为 W(KU荧光通道分析图&<为软件标记后分析图"其中白色为单核细胞’

桔色为双核细胞’绿色为多核细胞’红色为微核#

图 %#T<E 通过软件标记前后的分析示意图")$k#

C8;LBA%#&AOBAGA:>9>8MA8I9;AG?3>4AI82B?:L2@ALG8I9;A*9:9@FG8GG?3>P9BA

各组微核细胞率均维持在较低的水平*
%-"#T<E 法检测结果

受试物各剂量组设计参照常规方法的剂量%每
个剂量组至少分析 % $$$ 个细胞"图 %f"#%T<E 法
结果见表 !* 随着受试物染毒浓度的增加%J"9#K’
‘‘E’)=dV’<V5’pJ可引起微核细胞率呈剂量依
赖性升高&=9<@’食品原料 (’食品原料 J’食品原料

<以及食品原料 W各剂量组的微核细胞率均维持
在较低水平*
%-)#两种试验方法的结果一致性比较

将 Up‘=和 T<E 法对 J"9# K’‘‘E’ )=dV’
<V5’pJ’=9<@’食品原料 (’食品原料 J’食品原料
<和食品原料 W诱导细胞产生的微核细胞率进行
结果比较 "表 !#* 其中 J"9#K’‘‘E’)=dV’<V5
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####

注$(!f" 分别为 <V=’<K’‘‘<&J!f" 分别为 J"9#K’)=dV’

‘‘E&<!f" 分别为 <V5’pJ’=9<@

图 "#T<E 微核成像分析软件示意图")$k#

C8;LBA"#&AOBAGA:>9>8MA8I9;AG?3>4AG?3>P9BA3?B>4AT<E

>?9:9@F]AI82B?:L2@A8

以及 pJ各剂量组的微核细胞率与阴性对照组比
较%除常规人工阅片的 <V5低剂量组以外%均差异
有统计学意义"!b$-$’#%试验结果均为阳性&=9<@’
食品原料 (’食品原料 J’食品原料 <以及食品原料
W各剂量组的微核细胞率与阴性对照组比较%均差
异无统计学意义"!a$-$’#%试验结果均为阴性* !$
份样品经两种检测方法得到的体外微核试验结果
一致%见表 %*

表 %#Up‘=和 T<E 试验方法的结果一致性比较

Q9N@A%#<?IO9B8G?: ?3BAGL@>G?3Up‘=9:D T<E 9GG9F

组别
Up‘=法
分析结果

T<E 法
分析结果

作用机制

J"9#K 有遗传毒性 有遗传毒性 染色体断裂剂
‘‘E 有遗传毒性 有遗传毒性 染色体断裂剂
)=dV 有遗传毒性 有遗传毒性 染色体断裂剂
<V5 有遗传毒性 有遗传毒性 非整倍体诱发剂
pJ 有遗传毒性 有遗传毒性 非整倍体诱发剂
=9<@ 无遗传毒性 无遗传毒性 非遗传毒性化合物
食品原料 ( 无遗传毒性 无遗传毒性 未知
食品原料 J 无遗传毒性 无遗传毒性 未知
食品原料 < 无遗传毒性 无遗传毒性 未知
食品原料 W 无遗传毒性 无遗传毒性 未知

"#讨论
根据 %$!’ 年修订的 YJ!’!."!%$!) +食品安

全国家标准 食品毒理学安全性评价程序和方法, ( !)

中规定%食品及其相关产品安全性评估的审查需要
提交包括遗传毒性研究资料"三项致突变试验#在
内的毒理学安全性评价资料* 目前%食品毒理学评

价程序中遗传毒性试验项目包括细菌回复突变试
验’小鼠骨髓细胞微核试验’小鼠骨髓细胞染色体
畸变试验’小鼠精原细胞或精母细胞染色体畸变试
验’体外细胞染色体畸变试验’体外哺乳类细胞
"TYK&Q#和体外哺乳类细胞 "Qe#基因突变试验
等%上述主要以体内试验方法为主* 随着毒理学技
术的发展%体外替代技术方法的应用逐渐成为关注
焦点%更多的体外遗传毒性方法在检验领域得到应
用%其中就包括近两年国家相关部门积极推动的
Up‘=试验方法体系标准化工作* 本实验室前期参
与+食品安全国家标准 体外哺乳类细胞微核试验
"征求意见稿#,标准制定的实验室间验证工作%相
关工作已取得进展%将为后续建立适合我国国情的
体外替代方法体系%完善现有的食品安全标准和规
范提供技术支持*

常规 Up‘=试验与动物试验比较%虽然已经做
到取材方便’操作简单’提高微核的识别度’排除
动物个体差异干扰等%但是仍存在一些不足之处%

例如样品每个浓度需要人工镜检 % $$$ 个双核细
胞"费时费力# ’镜检前的细胞制片有一定的技术
难度"要求保留细胞膜用以判断双核细胞# ’染色
时容易将染料中的颗粒或杂质带入 "造成微核识
别混淆# &同时%随着日益增长的食品’食品原料及
新食品原料需要开展毒理学安全性评价的现实需
求%目前的常规试验方法仍然无法满足%难以做到
Up‘=快速高效地筛选* 本研究建立的基于 T<E
的 Up‘=方法通过荧光染色甚至多通道染色%不仅
可以实现对细胞核及微核的自动化计数并统一自
动化识别标准%还将原先人工阅片的时间大大缩
短* 目前%国内外学者将 T<E 法主要应用于化学
品遗传毒性效应的研究%其中周飞等 ( +)对 + 种常
用的遗传毒性阳性物质进行检测%有 Z 种呈现阳
性结果&_REQR&U=e等 ( .)对 %$ 种有遗传毒性的
化合物及 )% 种非遗传毒性的化合物进行检测%敏
感性达到 +$[%特异性则达到 ++[%这些研究结果
表明该方法具有较高的预测性* 此外还有研究 ( !$)

将该方法应用于化学原料的遗传毒性评价%然而
在食品及食品原料的安全性评价领域则鲜有
应用*

本研究结果显示%Up‘=和 T<E 法在有和/或
无 E. 条件下%受试化合物的 Up‘=试验结果均一
致%即 , 个验证化合物中 ’ 个已知遗传毒性化合物
J"9#K’‘‘E’)=dV’<V5及 pJ的试验结果均为
阳性%! 个已知非遗传毒性化合物 =9<@的试验结
果为阴性%测试结果也与化合物已知的结果遗传
毒性相一致%进一步验证了本次试验结果的准确
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性* 在此基础上得到 ) 个食品原料 (’食品原料
J’食品原料 <和食品原料 W的阴性试验结果的准
确度具有可信性* 此外本研究还发现%T<E 法得
到的微核细胞率倍数高于 Up‘=法%尤其是具有潜
在遗传毒性的化合物%这一方面可能与 ., 孔板试
验体系小且对微量上样的灵敏度更高有关%另一
方面也与 T<E 法相较于传统方法更敏感有关* 同
时也不排除假阳性率增加的可能性%本实验室后
续将扩大样品量的研究%并进一步对 T<E 法的准
确性和敏感性进行分析%希望能更加客观地评价
将该检测方法用于筛选受试物诱导细胞产生的微
核细胞率*

综上所述%T<E 法的灵敏性较好%在对平板质
量’细胞接种密度’细胞生长状态等要求均得到保
证的前提下%将 T<E 法应用于食品毒理学进行大
量’快速’高效的遗传毒性筛选及安全性评价具有
一定的可行性* 本研究结果也可为将 T<E 技术纳
入食品遗传毒性评价相关标准提供数据支持*
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疫情期间去商场超市如何做好防护0

中国疾控中心环境所所长#施小明

去商场#超市购物!做好个人防护非常有必要" 主要关注以下四个方面%

第一!购物的时间尽量避开商场#超市的客流高峰期!比如选择非周末时间或者是早晨刚营业的时候!

这样减少与其他人接触的机会"

第二!乘坐电梯时!如果是到楼层比较低的地方购物!推荐走楼梯" 如果到楼层比较高的地方购物!建

议优先使用扶梯" 如果必须乘坐厢式电梯!电梯人多的时候可以等候下一趟电梯" 乘坐电梯时要佩戴口

罩!而且与其他人员保持一定的安全距离"

第三!要全程正确佩戴口罩"

第四!做好手卫生"
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