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氯霉素对大鼠胎肝细胞 DNA修复合成的影响 
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Effect of ehl0ramphenicol on DNA repair synthesis 
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ABSTRACT The inhibitory effect of 

chloramphenicol(CAP)on the DNA repair 

synthesis were studied on a primary cell 

culture of feta1 liver tissue of rats．The 

feruses were taken out with the umbilica1 

cotds and the placenta； then， the  fetai 

livers were injectvd with a balanced salt 

solution and Type I collagenase through the  

umbilica1 Vein．At the sali~ time．the blcod 

of the feta1 livers w@~re drained through 

the  umbilical artery．The celIs were deCach— 

ed at 10℃ with a stee1 mesh． Chloram- 

phenicol 1．6—403．8 mmol／L did not show 
significant increase in DNA repair synthe- 

sis．The unscheduled DNA synthesis(UDS) 

was active whe n the positive contro1 7．1 2一 

dimethylbe nzanthrancene(DMBA )was added 

alone to the culture in autoradiog raphic assay， 

but it was inactive whe n DM 丑A WaS added 

together with CAP． Therefore， it may 

be assumed that CAP has an inhibitory 

effect on the DNA repair synthesis． 
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摄量 本实验在国内首次建立 了改良的胎鼠肝原代细 

胞培养物程序外 DNA台成(UDS)检 澜j致盛物的方法 ． 

用放射自显影检测结果表明，氯霉素在 403．8，100．9， 
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25．2，6．3及 1．6 mmol／L未引起 DNA修复台成有意 

义的增加． 当 阳性 对照 物 DMBA单 独 存在 时具有 

UDS活性，而 DMBA与氯霉素同时存在时活性消失． 
这一结果提示氯霉素可能有抑制 DNA修复的作用． 

关■诃 氯霉素， 近交系大鼠I 肝· 培养的细胞， 

脱氧核糖核酸修复，放射自显影术 

治疗浓度的 氯 霉素 就 能 引起 DNA的损 

伤，这在细菌和哺乳类细胞中都 已证实 ’．损 

伤后的 DNA如果通过切除修复的方式 修复， 

可 用 程 序 外 DNA台 成 (unscheduled DNA 

synthesis，UDS)试验检测．本 实 验用 氯霉素 

处理 Wistar胎鼠的秆细胞， 以了解 氯霉素对 

DNA损伤同时的修复反应，探讨氯霉素的毒性 

机理． 

M ATERIA工S AND M ETHODS 

氯霉索注射液，杭州民生药厂生产|7，l2一 

二甲 基 苯 并Ea'l蒽 (7，12--dimethylbenz Eaq 

anthracene，DMBA)，Sigma产品， I型胶原 

酶，上海医药工业研究院生产’Wistar大鼠， 

早，体重 258-4-SD 10 g， ，266-4-8 g，复旦大学 

动物房提供． 

鳍药方法 用不同浓度的氯霉索作细胞毒 

性预实验，从 24h内无明显毒 性到 无存活细 

胞的剂量范围内选 403．8，100．9， 25．2，6．3 

及 1．6~ ol／L 5种剂量作 UDS测定， 另设不 
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照组．用 DMBA 1 mmol／L为阳性对照．各组 

容量均为 25“1．为控测氯霉素 与 DMBA的相 

互作用， 男设一联合给 药 蛆， 在含 DMBA 1 

mmol／L的培养液中加入 0．03 g氯霉素． 

实验方法 早 大 鼠 1：1同笼，每 晨做阴 

道涂片检查确定受 孕 日期．于孕 dl 8颈椎脱 

臼处死，取眙鼠盱 细胞 进行 培养．用 改良的 

Williams方法 进行 UDS测 定．消 毒，剖腹 

连胎盘一起取出胎鼠， 用 EDTA 0．5mmol／L 

(溶 于无 ca“， 无 Mg。 Hanks液)经 脐静脉 

对胎鼠全身灌流 2 mtn， 同时经脐动脉放血． 

继之用含 I型胶原酶 1 667 nmol／s的不 完全 I 

号培养液(I号培养基，卫生部上 海 生物制品 

研究所出品，加入 工一谷氨 酰氨 2 mmol／L，庆 

犬霉索 125 IUlm1)灌流 5 rain，剪断脐带，消 

毒，剖腹取出胎肝，置台胶原酶的 ：完金 I号 

培养液中．用 80和 180目双层钢筛 网 分离盱 

细胞．10℃下 50×g离心 4rain，除去胶躁酶． 

这种经脐静脉灌往的胶原酶约 8／9漉经肝脏， 

同时iI_11走了旰内的各种血缅胞，分离效果甚好 ． 

如果不经灌注直接取出眙肝置胶原酶中，用吸 

管反复吸打，分离效果也可，但混于其中的很 

多血细胞不易除去，影响肝 细胞 的 附着和计 

数．离心后弃上清，加入适量完全 I号培养液 

(I号培养液中加入 l0 眙牛血 清、L一谷氯酰 

氢 2 mmol／L、庆大霉索 125 IU／m1)， 制成细 

胞悬液．取少许悬液加入等 量 0．4 台盼兰染 

液，混匀，染色 2-3rain．计数 细 胞存活数． 

取 46个直径 3 cm的培养皿． 各放二片 18×6 

n'liTi 小血盖片，灭菌后 每皿 加入 3ml完全 I 

号培养液， 并接种 0．5×10 个细 胞， 置 5 

CO 温箱中使之附着，37℃，湿度 95％，培养 

1．5h后除去未 附着细胞，重新加入 2．5ml完 

全 I号培养液，37℃培养 2h，取其中 l0皿做 

细胞毒性预备试验，另 36皿继续培 养 24 h后 

做 UEtS检 测。 

细胞毒性预备试验、uDs测定及放射自显 

影处理，按文献(2)方法进行． 

用双盲法编号，在油镜下每一玻片随机选 

读50个细胞，每组观察3个复本，共数 150 

个细胞．计数一个细胞核中的核粒，减去本底 

数(计数核附近 3个核大小的区域，取其平均数 

即为该细胞的本底数)，即得净桉粒数． 

实验数据用方差分析处理． 

RESULTS 

细胞毒性存活测验结果显示，随着氯霉素 

浓度增加，细胞存活 率 逐步 下 降，培养 24h 

后比培养 2 h时下降得更明显．(Fig 1) 

25 2黝100 9 403 I) 1．6 6．3 ． ． ．8 
Chlorimpheaieoi(rlmol／L) 

Fig 1． Chlorampheni~4 induced toxicity．Cultures 

of liver coils were used 2 or 24 h after i~tiafion． 

n=1000 cells／gnYup，i±sI)． P>0．05，̈ P<0．05． 

阳性对照组的净核粒数与文献上记载的结 

果 相近．阴性对照组的净核粒数在正常范围 

内，符合实验设计标准．氯霉素 3个较高剂量 

组趵净核粒数为 0．两个较低剂量组的净核率 

与阴性刘照组无显著 差 异(P>0．os)．联合给 

药组的净核率等于零(Tab 1)． 

DJSCUSS10N 

实验结果表明培养所用 趵 细胞对 UDS是 

敏感的，适合于 UDS的检测．经 细胞 活性测 

定，所用的氯霉素剂量在 3个高剂量组已引起 

细胞毒性反应，在两个低剂量组细胞存活率与 

对照组无显著差异，说明采用的剂量适于 UDS 

的测定． 5个剂量组的净松粒数 与对照组无显 

著差异．其中3个高剂量组没 有引发 UDS形 

成．更有意义的是，当 DMBA单独存在时，有 
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tIb 1． Effect of ehloramphen]eol (cAP)．On 

unicheduled DNA synthei (UDS) in Ever 

primary eel1 cultures． No inol"esse of average net 

‘rIiⅡI per uncleus wlts seen by auton diogrsphie 

m y of IIDS． =1 50 eells／group， i±sD， 

‘P> O．05． 

胁 s ⋯  G
nU CIC'ULS 、 

●  。  
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一  

Control 

l DM SO 

C^P 

0 

1．6 

6．3 

25．2 

10O．9 

403．8 

DM 队  1 

DM BA +CAP 1+403．8 0 

DM BA = 7．12-dimethylber~z(a)anthracene 

强烈的 UDS活性，而加入氯霉 素后 这种活性 

降至零 ．这一结果提示 ，氯霉素通过某种方式抑 

制 UDS的产生． 

氯霉素能使DNA的单链或双链 断裂“ ， 

抑制哺乳类 DNA 合成 ．正常情况下 DNA 链 

损伤后，在 s期 DNA合成抑制 情况下也能刺 

激切除修复系统进行修复，用放射自显影术捡 

测[。H]胸腺嘧啶核苷的参入应出现 UI)s活性 ． 

UDS测试阴性提示氯霉素 有抑制程序外 DNA 

合成的作用，使 DNA切除修复过程不能进行 ． 

这种抑制作用可能是氯霉素通过干扰靶细胞内 

线粒体和酶系统 gI起细胞严重代谢障碍，使细 

胞正常活动不能进行所致“ ．也可能是氯霉素 

545 

还原成亚硝基氯霉素后专一地抑制胸腺嘧啶核 

苷的参入使切除修 复不能进行引起0 ．氯霉素 

的硝基在啮齿类和人胎盘组织匀浆 中及人肝脏 

提取物中能还原成亚硝基0’．许多肝脏致癌剂 

的致癌性能被氯霉素抑制 ．本实验中氯霉素 

对 DMBA的 UDS活性的影响从侧面证实了氯 

霉素的这种作用．这可能与氯霉素影响了细胞 

蛋白质合成和能量代谢有关 ．氯霉素影响 DNA 

修复的程度与氯霉素浓度之 间 的关系有待研 

究． 
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