
!论
!!

著!

应用胚胎干细胞实验模型评价氢醌的胚胎毒性"
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摘
!

要"目的
!

建立胚胎干细胞实验"

U*>

$模型!应用胚胎干细胞实验模型初步评价氢醌的胚胎毒性%方法
!

体外培养小鼠

成纤维细胞
'>'

和小鼠胚胎干细胞
U!=>6".

"

U*,U!=>6".

$!四甲基偶氮唑盐"

7>>

$法检测阳性对照
$,

氟尿嘧啶&阴性对照青

霉素
6

和受试物氢醌对
'>'

细胞和
U*,U!=>6".

细胞的细胞毒性!计算
'

种化合物对
U*,U!=>6".

细胞和
'>'

细胞的半数生长

抑制浓度"

QS

$(

$值
QS

$(

U*

&

QS

$(

'>'

#采用悬滴
,

悬浮
,

贴壁法体外诱导胚胎干细胞向心肌细胞分化!根据浓度
,

反应曲线计算
'

种化

合物对
U*,U!=>6".

细胞的半数分化抑制浓度"

Q+

$(

$值
Q+

$(

U*

%利用胚胎毒性预测模型预测氢醌的胚胎毒性%结果
!

氢醌对

'>'

细胞和
U!=>6".

细胞的增殖均有抑制作用!其
QS

$(

'>'

和
QS

$(

U*

分别为"

$#8<̂ (#=%

$&"
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%氢醌对
U*,

U!=>6".

细胞的分化也有抑制作用!其
Q+

$(

U*

为"

'#<<^(#'!

$

"

-

'

3T

%根据
U*>

预测模型计算得出氢醌具有强胚胎毒性%

结论
!

氢醌具有强胚胎毒性%
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氢醌又称对苯二酚#是苯在生物体内的重要代谢产物之

一#可造成肝(肾(造血系统和中枢神经系统的损伤并导致肿瘤

的形成)

!,"

*

'氢醌也是黑色素合成限速酶酪氨酸酶$

>c4

&的

抑制剂#能抑制
>c4

催化酪氨酸转化为黑色素#因此被广泛

用作化妆品的增白剂)

',=

*

'体外实验结果显示#氢醌具有明确

的细胞毒性和遗传毒性#可引起肝(肾(骨髓和外周血淋巴细胞

的
+05

损伤和染色体断裂)

$

*

#鉴于氢醌的毒性作用#欧盟与

我国已禁止在化妆品中添加氢醌'但是由于氢醌价格低廉(易

于获取#常被不法商贩添加于祛斑美白化妆品中'为评价其是

否具有胚胎毒性#本课题拟应用已通过欧洲替代方法验证中心

$

USY57

&验证的胚胎干细胞实验$

U*>

&模型#对氢醌的胚胎

毒性进行预测#为积累更多安全性资料#合理地开发和利用氢

醌提供科学依据'

?

!

材料与方法

?#?

!

材料
!

小鼠胚胎干细胞
U!=>6".

$

U*,U!=>6".

&(小鼠

'>'

细胞系均购自美国
5>SS

公司'

%

!

!(

周龄的昆明小鼠

由中山大学实验动物中心提供'

?#@

!

仪器与试剂
!

R,+7U7

培养基$美国
R

H

J/?;@

公司&%

$,

氟尿嘧啶$美国
*2

-

3.

公司&%青霉素
6

$美国
*2

-

3.

公司&%氢

醌$美国
5/I.

公司&%细胞培养板(培养皿(培养瓶$美国
S?C,

;2;

-

公司&%小鼠白血病抑制因子$

3TQ̀

#美国
SE@32J?;

公

司&%胎牛血清$美国
R

H

J/?;@

公司&%二氧化碳恒温培养箱$美

国
>E@C3?

公司&%酶标仪$瑞士
>@J.;

公司&%倒置显微镜$日

本
1/

H

3

B

F:

公司&'

+

<(%!
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国际检验医学杂志
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年
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月第
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卷第
!'

期
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"(!$

!

Y?/#'&

!

0?#!'

"

基金项目!国家自然科学基金青年基金项目$

%!"("&(=

&%中国博士后科学基金项目$

"(!=7$&""==

&'

!

作者简介!李付贵#男#检验技师#

主要从事肿瘤学基础研究'

!
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通讯作者#
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方法

?#A#?

!

小鼠胚胎成纤维细胞$

7Ù

&饲养层的制备
!

处死孕

!"#$G

的昆明小鼠#无菌条件下取出小鼠胚胎#从胚胎中分离

7Ù

#将细胞接种于
<$J3

" 的培养瓶中培养(扩增至第
'

代#

经
$(6

H'

射线照射#冻存于液氮中'用前复苏至
&

孔板

备用'

?#A#@

!

小鼠胚胎干细胞$

U*S

&的培养
!

从液氮中取出小鼠

U*,U!=>6".

复苏#接种于已铺好
7Ù

饲养层的
&

孔板中#采

用
U*S

常规培养基)

R,+7U7

基础培养基(

!(P

胎牛血清(

!P

双抗$

$(g

"

3T

青霉素和
$(

"

-

"

3T

链霉素&(

"33?/

"

T

谷

氨酰胺(

!P

非必需氨基酸$

0U55

&(

(#!33?/

"

T

疏基乙醇和

!(((g

"

3T3TQ̀

*进行培养'

"

!

'G

后#

U*S

克隆达
&(P

!

<(P

融合时传代'

?#A#A

!

建立
U*>

模型

?#A#A#?

!

受试物细胞毒性实验
!

将
'>'

细胞和
U*S

按细胞

密度
!Z!(

=

"

3T

接种于
8&

孔板#每孔
$(

"

T

%

$PS1

"

和
'<[

孵育
"E

#细胞贴壁后#加入
!$(

"

T

含
<

个浓度梯度受试物的

检测培养基'于第
'

天和第
$

天换液#每孔
"((

"

T

%第
!(

天#

相差显微镜下观察细胞形态#四甲基偶氮唑盐$

7>>

&法检测

细胞活性'采用酶标仪检测
$$(

!

$<(;3

处吸光度值#绘制浓

度
,

反应曲线#计算出受试物对
U*S

和
'>'

细胞的半数生长抑

制浓度$

QS

$(

&值
QS

$(

'>'

(

QS

$(

U*

'每种受试物各重复实验
'

次#取
'

次实验
QS

$(

的平均值作为
QS

$(

的最终值'

?#A#A#@

!

受试物对
U*S

的分化抑制实验
!

将受试物溶于

U*S

分化培养基)

R,+7U7

培养基(

"(P

胎牛血清(

!P

双抗

$

$(g

"

3T

青霉素和
$(

"

-

"

3T

链霉素&(

"33?/

"

T

谷氨酰胺(

!P 0U55

和
(#!33?/

"

T

疏基乙醇*#制备成
<

个浓度梯度的

检测培养基#其浓度设置与细胞毒性相同'胰酶消化
U*S

#采

用含不同浓度受试物的检测培养基重悬
U*S

#制备成单细胞

悬液#调整细胞密度为
'#<$Z!(

=

"

3T

'将单细胞悬液以每滴

"(

"

T

$约
<$(

个细胞&滴于
!((33Z"(33

组织培养皿内盖

上#加
$

!

!(3T

磷酸盐缓冲液$

)N*

&于培养皿中#置于
$P

S1

"

饱和湿度培养箱#

'<[

#悬滴培养
'G

'

'G

后#倒置显微

镜观察#每个悬滴中一个拟胚体$

UN

&'倾斜培养盖约
=$h

将胚

体冲到底部#转移至
&(33

细菌培养皿#放入
$P S1

"

饱和湿

度培养箱#

'<[

#悬浮培养
"G

'第
$

天#吸取
!3T

含不同浓

度受试物的检测培养基于明胶包被的
"=

孔板内#将
UN

移至

"=

孔板#每孔加入
!

个胚体#置于
$P S1

"

饱和湿度培养箱#

'<[

#培养
$G

'第
!(

天#光镜下观察并计数每个培养板含心

肌细胞搏动的孔数'溶剂对照组
"=

孔板中含心肌细胞搏动的

孔数设为
!((P

#各浓度组搏动孔数与溶剂对照组相比得出各

浓度组的百分率#绘制浓度
,

反应曲线'根据浓度
,

反应曲线计

算对照与受试化合物半数分化抑制浓度$

Q+

$(

&值'每种受试

物各重复实验
'

次#取
'

次实验
Q+

$(

的平均值作为
Q+

$(

的最终

值'

?#A#A#A

!

U*>

的预测模型
!

U*>

的预测模型$

)7

&是利用

U*>

的
'

个反应终点$

QS

$(

'>'

(

QS

$(

U*

(

Q+

$(

&对检测物质的胚

胎毒性进行判断'通过比较
'

个线性判别函数的大小#对胚胎

毒性进行分类'

'

个线性判别函数如下!
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受试物胚胎毒性分类标准!

!

类!无胚胎毒性#如
($)

且

($*

%

"

类!弱胚胎毒性#如
)$(

且
)$*

%

'

类!强胚胎毒

性#如
*$(

且
*$)

'

?#A#B

!

验证
U*>

模型
!

选择已通过
USY57

验证的化合物

$,

氟尿嘧啶$强胚胎毒性&作为阳性对照#青霉素
6

$无胚胎毒

性&作为阴性对照来验证
U*>

模型的有效性#并且作为整个实

验过程的质量控制指标'

$,

氟尿嘧啶从
!3

-

"

3T

开始#依次

按
!i!(

进行倍比稀释#共设
<

个检测浓度%青霉素
6

从
!(

3

-

"

3T

开始#依次按
!i!(

进行倍比稀释#同样设
<

个检测浓

度#分别进行细胞毒性和分化抑制实验#获得各个实验的检测

终点#再按照
)7

评价其胚胎毒性'

?#A#C

!

应用
U*>

模型评价氢醌的胚胎毒性
!

方法同前#将氢

醌从
!3

-

"

3T

开始#依次按
!i!(

进行倍比稀释#同样设
<

个

检测浓度#分别进行细胞毒性和分化抑制实验#获得各个实验

的检测终点#再按照
)7

评价其胚胎毒性'

?#B

!

统计学处理
!

采用
*)**!<#(

进行数据处理与统计分

析#计量资料以
A /̂

表示#两组均数间比较采用
3

检验'以

%

\(#($

为检验水准#

C

#

(#($

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@#?

!

小鼠
U*S

的培养
!

如图
!

所示#

U*,U!=>6".

细胞呈克

隆样生长#克隆呈典型的鸟巢样隆起#形态为圆形或椭圆形#边

界清晰#形态均一#与滋养层细胞有明显界限'细胞增殖迅速#

一般
"

!

'G

即可传代'

图
!

!!

小鼠
U*S

形态#光学显微镜
Z!((

$

@#@

!

U*S

向心肌细胞分化
!

本实验采用悬滴
,

悬浮
,

贴壁法体

外诱导
U*S

向心肌细胞分化'如图
"5

所示#悬滴
'G

后#每

个悬滴中生成一个
UN

'将
UN

转移至细菌培养皿继续悬浮
"G

后#

UN

进一步增大#形成类似球形或椭圆形#细胞聚集紧密$见

图
"N

&'第
$

天#将
UN

接种于包被明胶的
"=

孔板#逐日观察

贴壁后生长状态#

UN

外侧自发分化出多种细胞形态$见图

"S

&#贴壁
'G

后即可见自发节律性收缩#随着培养时间延长#

心肌细胞团逐渐增大#收缩细胞逐渐增多#有的可见多个收缩

区域'

@#A

!

U*>

模型建立与验证

@#A#?

!

$,

氟尿嘧啶的胚胎毒性评价
!

如图
'5

所示#

$,

氟尿嘧

啶对
'>'

细胞的增殖和
U*,U!=>6".

细胞的增殖及分化均有

+

%(%!

+

国际检验医学杂志
"(!$

年
<

月第
'&

卷第
!'

期
!

Q;DXT.L7@G

!

XF/

H

"(!$

!

Y?/#'&

!

0?#!'



较强的抑制作用#随着
$,

氟尿嘧啶浓度增加#细胞存活率逐渐

下降#并呈一定剂量依赖关系'经计算其
QS

$(

'>'

为$

(#"&=̂

(#(=<

&

"

-

"

3T

#

QS

$(

U*

为$

(#(&"^(#((=

&

"

-

"

3T

#

Q+

$(

U*

为

$

(#($(̂ (#((=

&

"

-

"

3T

'根据
U*>

模型的
'

个线性判别函

数#得到
*$(

且
*$)

#由模型预测可得
$,

氟尿嘧啶为强胚

胎毒性化合物'

!!

5

!悬滴培养$倒置显微镜
Z<

&%

N

!悬浮培养$倒置显微镜
Z!((

&%

S

!贴壁培养$光学显微镜
Z!((

&'

图
"

!!

小鼠
U*S

向心肌细胞分化培养

@#A#@

!

青霉素
6

的胚胎毒性评价
!

如图
'N

所示#根据
U*>

模型得出青霉素
6

的
QS

$(

'>'

为$

=(='#(^!(%#'

&

"

-

"

3T

#

QS

$(

U*

为$

"(<&#(̂ !=(#&

&

"

-

"

3T

#

Q+

$(

U*

为$

&%!#!̂ "8#(

&

"

-

"

3T

#再将
'

个反应终点代入
)7

的线性判别函数#得出

($)

且
($*

#根据
U*>

的分类标准#青霉素
6

为无胚胎毒

性化合物'对
$,

氟尿嘧啶(青霉素
6

两种化合物的预测结果

都与
USY57

的预测结果一致#证明本实验建立的
U*>

模型

可以准确预测受试物的胚胎毒性#因此可以用其来评价氢醌的

胚胎毒性'

@#B

!

氢醌的胚胎毒性评价
!

应用
U*>

模型评价氢醌的胚胎

毒性#结果如图
'S

所示#随着氢醌浓度增加#

'>'

细胞及
U*S

增殖能力逐渐下降#说明氢醌对
U*S

和
'>'

细胞增殖均有一

定程度的抑制作用'随着氢醌浓度增加#

U*

细胞定向分化为

心肌细胞的能力也逐渐下降#可见氢醌对
U*

细胞分化也有一

定程度的抑制作用'根据浓度
,

反应曲线计算氢醌的
QS

$(

'>'

为$

$#8<̂ (#=%

&

"

-

"

3T

#

QS

$(

U*

为$

"#$<^(#!(

&

"

-

"

3T

#

Q+

$(

U*

为$

'#<<̂ (#'!

&

"

-

"

3T

#将
QS

$(

'>'

(

QS

$(

U*

(

Q+

$(

U*

值代

入线性判别函数#得出
*$(

且
*$)

#按照
U*>

模型的分类

标准#氢醌为强胚胎毒性化合物'

!!

5

!

$,

氟尿嘧啶%

N

!青霉素
6

%

S

!氢醌'

图
'

!!

不同化合物浓度
,

反应曲线

A

!

讨
!!

论

本课题采用经
USY57

推荐的
U*>

模型进行胚胎发育毒

性的评价'

U*>

利用两种小鼠细胞系$

'>'

细胞系和
U*S

细

胞系&进行细胞毒性实验及
U*S

的分化抑制实验'细胞毒性

实验采取
7>>

法得到反应终点$

QS

$(

'>'

(

QS

$(

U*

&#

U*S

分化

抑制实验通过
U*S

悬滴
,

悬浮
,

贴壁法获得反应终点$

Q+

$(

&'

)7

建立了含有
'

个反应终点的
'

个线性判别函数#通过比较

'

个公式值的大小#将化合物的胚胎毒性分为无胚胎毒性(弱

胚胎毒性和强胚胎毒性'

USY57

采用
U*>

对
'(

种有明确

体内胚胎发育毒性的化合物进行胚胎发育毒性检测#结果显示

与体内结论的符合率达到
%"P

#其中强胚胎毒性的符合率更

达到
!((P

)

&,%

*

'

氢醌除了可以用作化妆品的增白剂#还可以用于照相机的

黑白显影剂(食物的抗氧化剂和稳定剂#也存在于香烟烟雾中#

人们可以通过环境(职业暴露#以及食物和吸烟等多种途径接

触氢醌)

8

*

'我国是氢醌的主要生产和使用国#氢醌对职业接触

者的健康影响不容忽视'在本实验中#选取经
USY57

验证

的已知强胚胎毒性化合物
$,

氟尿嘧啶和无胚胎毒性化合物青

霉素
6

作为对照)

<

#

!(

*

#来验证本实验建立的
U*>

结果的有效

性'经验证
$,

氟尿嘧啶和青霉素
6

的发育毒性与
USY57

的

结论具有一致性#证明本实验室建立的
U*>

模型可以准确评

价化合物的发育毒性'最后应用此模型得到氢醌的
'

个检测

终点#代入线性判别函数#得出
*$(

且
*$)

#推断其为强胚

胎毒性化合物#为进一步评价氢醌的安全性提供了研究数据#

具有良好的社会经济效益'
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感染'

铜绿假单胞菌广泛分布于周围环境和人体皮肤(呼吸道(

消化道等部位#是引起医院感染的重要条件致病菌'铜绿假单

胞菌对阿米卡星敏感性较好#对亚胺培南和美罗培南的耐药率

分别为
'=#8P

和
="#(P

#高于卫生部全国细菌耐药监测网

$

7?E;.C2;

&

"(!!

年 西 南 地 区 耐 药 监 测 数 据 $

"=#!P

和

""#%P

&

)

<

*

'鲍曼不动杆菌检出率仅次于铜绿假单胞菌#可引

起下呼吸道感染(泌尿系统感染(呼吸机相关性肺炎等'鲍曼

不动杆菌对亚胺培南和美罗培南的耐药率分别为
$"#!P

和

=%#%P

#低于
7?E;.C2;"(!!

年西南地区耐药监测数据$

$"#"P

和
&$#&P

&

)

<

*

'铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌对大多数抗菌

药物都呈现很强的耐药性$耐药率大于
$(P

&#可选用的药物

越来越少'有文献报道#在重症监护室$

QSg

&检测到有持久性

克隆的鲍曼不动杆菌流行株存在#同时也在
QSg

医护人员的

手上检测到相同耐药谱的相同菌株)

%

*

#提示带菌环境和医护人

员可能是造成鲍曼不动杆菌在患者间(病房或者医院小范围流

行的原因'所以预防鲍曼不动杆菌流行已越来越紧迫#医务部

门(院感办(微生物室和临床医生应加强合作#定期检查手和物

品表面细菌#制订抗菌药物管理制度#临床医生和微生物室及

时沟通#重视细菌培养和药敏试验#如发现多重耐药患者#采取

消毒隔离措施#防止鲍曼不动杆菌传播流行)

8

*

'

在革兰阳性菌中#凝固酶阴性的葡萄球菌在血液标本中的

检出率最高$

'"#'P

&#说明由于静脉导管等医用植入装置的使

用#增加了凝固酶阴性葡萄球菌血行感染的概率'

74*5

和

74S0*

检出率分别为
="#'P

和
&$#&P

#低于
"(!"

年中国

SRQ0U>

细菌耐药监测数据$

=<#8P

和
<<#!P

&

)

'

*

'其对常用

抗菌药物的耐药率明显高于
7**5

和
7*S0*

'

74*5

对非

+

,

内酰胺类抗菌药物的耐药率高于
74S0*

'目前未发现耐利

奈唑胺(万古霉素的菌株'

肠球菌是人体内源性正常菌群#屎肠球菌对大部分抗菌药

物耐药性较高#除利奈唑胺和替考拉宁外#屎肠球菌对其他抗

菌药物的耐药率均高于粪肠球菌'粪肠球菌和屎肠球菌对万

古霉素的耐药率分别为
(#(P

和
(#<P

#对利奈唑胺的耐药率

分别为
(#=P

和
(#(P

#未发现对替考拉宁不敏感的菌株'检

出
!

株耐万古霉素的屎肠球菌'

综上所述#细菌耐药性在不同年代(不同级别医院(不同地

区的差异很大#确切地掌握病原菌的变迁及耐药情况#对指导

临床医生合理选用抗菌药物#以及耐药菌的防治等方面有着重

要作用'
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