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摘要 环磷酞胺是临床上常用的抗肿瘤药物和免疫抑制剂
,

是化学致畸物研究的代表药
,

体外致崎试

验方法是研究致崎作用及机理的有效方法之一 �本文以环磷酞胺为例
,

从前致崎原体外活化
、

体外给药方法及

试验方法几个方面较系统也介绍 了该药体外致畸的研究情况
,

这对其它化学物质的致畸研究可能有一定参

考价值
。
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环磷酞胺 �
� �� �叩��� ��咖��

,

��� 是一种

烷化剂
,

在体内具有细胞毒和免疫抑制活性
,

在临床上广泛用于肿瘤化疗
,

可引起较严重

的毒副作用
,

如骨髓抑制
、

出血性膀胧炎
、

脱

发和性腺损害等
,

也有致癌
、

致突变和致畸作

用 �特别是其致畸作用
,

危害更大
,

限制了其

应用范围 �故国内外对此进行了大量的研究
,

本文着重对其体外致畸作用的体外研究方法

作一综述
。

一
、

体外活化的研究

环磷酞胺在体内经 肝微粒体细胞色 素

�� � 单加氧酶 �伽
� �� � � � � 别眨黔 �的作用

,

生成

中间 产物 � 一 经基
一 环磷酞胺 ��

一 �� 一

���
,

再 分 解 产 生 活 性 产 物 磷 酸 胺 芥

���佣��俪��
� � � �别心

,

�� �和丙烯醛��� 以��
� ,

��� �环磷酸胺体外无致畸活性
,

其致畸作用

的发挥有赖于生物活化过程
,

实验表明
,

不加

代谢活化酶系
,

胚胎 对 �� 的耐受 剂量可达

���
��

娜耐
,

该剂量下胚胎表现形态学正常
,

而

蛋白量减少
。

孕 龄 �� � 的大 鼠胚胎体外与

【氯乙基 �� 」环磷酞胺 ��� 一 ��� �
��

娜� 一起

培养 �� � 后
,

利用放射 自显影和生化方法检

测标记药物的摄取和结合量
。

结果表明
,

加

人含代谢活化系统 �� 的胚胎摄人结合的氛

约比非活化条件下 ��� � 不含辅因子的 � 一

�� 多 � 倍
,

提示活化条件下胚胎对 �� 的摄取

和结合量增加
。

在培养液中加人肝药酶成分
,

如细胞色

素 �� �� 单氧酶
、

��  �� 等 �
’〕

,

或加人肝药酶

诱导剂
,

如苯巴比妥
、

多氯联苯 ��似�� ��� � �

等
,

可以有效加速 �� 体外代谢活化过程
,

显

著提高其致畸效应
。
��� �� ��� � 诱导 的大
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鼠肝 微粒体 可 以用 作 ��  次� �台嗯
� �
�� 巧

。

�� ��� 嗯�

�� �� � 义泊�
,

蛙胚胎致畸试验 �体外代谢

活化系统
。

影响 �� 活化的 因素很多
,

其主要影 响

因素如下
�

�� 氧的浓度 由于 �� �� 代谢酶系依赖

氧的参与
,

故氧分压增加
,

�� 的毒性增强 �

�� �药物接触 时间 ��� 孕龄大 鼠的胚

胎体外接触活化的 ��� ��
��

娜间 ���
,

足以 引

起生 长迟缓
、

前脑 畸形
、

肢体及 尾 的畸形
。

��在体内活化需要 巧 一
�� 而

� ,

药物可通过

孕 鼠对胚胎产生毒性或通过作为培养基的大

鼠血清对胚胎产生致畸效应 �

�� 酶系的代谢活性 取 自不同脏器及

不同品系
、

不同性别动物的 与对环磷酞胺致

畸代谢活性存在一定的差异
。

研究表明
,

取

自肝的 乌�乌�� 比取 自肾的 乌�乌� �� 代谢活

性高
,

��� 小鼠的 乌� 比 ��� �� 活性高
,

体内

给予 �����
�

娜 �� �可显著降低 乌�
、

为� 代谢

活性
,

种间差异消失
,

�� 对 �� � �� 小 鼠比对

��� 的致畸作用
、

致死性强
,

致畸作用的类型

也有一些差别
。

雄性动物比雌性动物肝药酶诱导作用

强
。

在 �爪兄��� ��� � 作用下
,

雄性和雌性动物

总细胞色素 � 一 �� � 有明显增加
,

二者无明显

差别
,

但就 �� 胚胎毒性和诱变性代谢物产

生来说
,

�联��� �� ! 对雄性大 鼠比妊娠雌性

大鼠的诱导作用更强图
。

有人尝试用人肝 场成分作为 CP 体外生

物活化的酶来源
,

以使结果更接近于人的状

况
,

获得 CP 对人致畸性研究的资料
。

C
P( 30

一
150
产娜耐)加人人 乌(5卿)的致畸效应低

于 35
.
5 %

,

说明人肝 与代谢活性不够高〔
3]

。

不 同的培养系统
,

代谢活化方法 可以有

所不 同
,

但总 的来说是要提高细胞色素 P
-

45 0 单加氧酶的活性
,

减少酶系 自身的毒副

作用
。

二
、

体外致畸研究的给药方法

环磷酞胺体外无直接致 畸活性
,

所 以进

行体外试验时首先要考虑代谢活化问题
。

国

外有不少学者直接利用其代谢活性产物或类

似物来研究其致畸作用 及机理
,

也是有效可

行的方法;采 用环磷酸胺体外给药的方法主

要有以下几种 :

(一 )培养液中加入酶
、

辅助 因子和/或诱

导因子

CP 直接加人含代谢活化酶系所需的酶
、

辅助因子的培养液中
,

有 时可根据研究的需

要
,

加人酶诱导剂 或抑 制剂
,

以调整酶的活

性
。

( 二)采用给予 CP 大鼠的血清作为培养

基

这种给药方法考虑 了 CP 机体代谢的因

素
,

与体内给 予 CP 的致畸作用有 良好的一

致性
,

是体外试验 中代谢 活化药物值得推荐

的给药方法
。

取头褶期大 鼠胚胎体外 培养 48h
,

培 养

基是腹腔注射 CP 后不同时间间隔取得的大

鼠血清
,

与同步对照大 鼠血 清比较
,

结果表

明
,

在 CP ( 180n 娜吨)给药后 4h 所取得 的血

清中培养
,

胚胎存活并出现露脑畸形
,

与对照

组 比较
,

蛋 白质和 DNA 含量降低
。

CP
给药

剂量增加
,

所取得的大 鼠血清对体外培养的

小 鼠胚 胎 的 致 突变作 用 和 毒性 均增加
,

s
oo

n l
g / k 邪P 对小鼠胚胎有致死性

,

用正常大

鼠血 清 培养 的 胚 胎 的存 活 率 为 79
.
8 士

0
.

31 %
,

而给予 500
111
酬哺P的大 鼠血清培养

的小 鼠胚胎存活率仅为 8
.
4 士 0

.

42 %
,

故可以

考虑利用小 鼠胚胎畸形发生率及成活率来评

价孕鼠血清 中的致畸因素
。

( 三 )与母体肝细胞共培养

啮齿动物植人后胚胎培养技术广泛用于

研究外源性化合物的胚胎毒性
,

不少研究者

将胚胎培养技术与生物 活化系统相结合
,

除

了以上加人制备的 P4 50 代谢酶系外
,

近来还

发展了利用妊娠动物的具有代谢活性的肝细

胞悬液
,

在不改变胚胎发育的最佳实验条件

的情况下
,

与胚胎一起培养
,

结果表明
,

肝细
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胞或 CP 单独对胚胎发育均无明显影 响
,

肝

细胞 与 CP 一 起 加 人 胚 胎 培 养 液 中
,

C P

( 30
拌g/ 司 )时发现胚胎毒性

,

加人单加 氧酶抑

制剂甲毗丙酮
,

胚胎毒性减轻
,

可见肝细胞悬

液具有生物转化活性
,

此方法使得前致畸原

的研 究 有 利 于 胚胎 培养在 最适条件下 进

行闭
。

小鼠胚胎与其母体肝细胞一起培养
,

也可 以对 CP 进行体外活化困
。

( 四 )卵黄囊内注射

卵黄囊脏层具有代谢活性[0]
,

通过卵黄

囊内注射
,

可以观察药物对胚胎的直接作用
,

用于致畸筛选准确率约为 74 % [v]
。

三
、

体外致畸研究的试验方法

致畸研究的体外模型从应用细胞培养方

法代替动物试验进行致畸原的筛选
,

到全胚

胎培养系统的运用
,

都要求与体内试验的结

果相一致
。

目前
,

应 用 CP 体外致 畸研究 的

方法主要有 以下几种
:

(一 )细胞培养

1
.
胚胎细胞

用分化的大鼠胚胎肢芽细胞进行体外培

养
,

研究表明
,

器官形成期 的大鼠胚胎细胞具

有代谢活性
,

通过跨胎盘诱导
,

C P 可 以 被活

化产生有毒活性代谢物
。

利用处于分化状态

的神经蜻(胚)的软骨形成前肢芽间质细胞
,

进行致畸化合物的筛选试验
,

结果显示
,

体 内

致畸与体外培养的细胞生长分化的改变呈正

向相关
。

2

.

微团培养

取 自大鼠胚胎中脑和肢芽的细胞微团培

养 sd
,

分别分化形成神经细胞和软骨细胞
,

c
P(

+ 肠)对神经细胞分化的 I与的平均值为
9
.
1产侣/n il

,

存活浓度为 8
.
1解耐[81

。

鸡胚肢

芽细胞微团经 5
一
6d 培养

,

可分化形成软骨

小结
。

A 联lor 125 4诱导的大 鼠肝细胞对 CP

活化作用最强
,

与鸡 胚肢芽细 胞一起培 养
,

I场为 Z
n
娜nil

。

活化 的 CP 对软骨蛋 白增殖

和蓄积的毒性相近
。

多种化合物 的体外微团试验 表明
,

对细

胞分化 呈 选择 性 抑制 的很 可 能具有致 畸

性[9]
。

3

.

胚胎干细胞

致畸原的微团试验广泛用于生殖毒性的

检测
,

主要缺 点在于所用的原始细胞来自大

鼠胚胎
,

而干细胞试验所用的是可以传代 的

细胞系(株)
。

在 白血病抑制 因子 (IJF )的作

用下
,

小 鼠胚胎干细胞 (J夔祀)保持非分化状

态 ;去除 U F
,

细胞分化形成胚内胚层
,

与 王万C

形态上明显不 同
。

E S C 克隆可 以每 d 收集
,

当洗去 LIF 时
,

这些细胞可形成分化 的细胞

群
,

用于化学物质致畸性的检测
,

有人对用未

分化的 ES C 代替微 团试验 中的大 鼠原代胚

胎细胞的条件及其有效性进行了研究
,

发现

干细胞的检测敏感性和特异性与微团试验相

近
,

而所用的细胞可以进行传代
,

减少动物消

耗[
10 ,

川
。

4

,

ME

L C
(

m
u
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n e e

rytl

l

rol

e u

k

e 而e ce ll)法

此外
,

还 有 人 利 用 鼠 红 白 血 病细 胞

(M ELC )研究化学物的致畸机理
,

活性 CP 代

谢产物 PN 及 4
一 以〕H 一

C P 对细胞周期 的破

坏作用与肢芽核试验观察到 的相似
,

故可采

用 M E LC 法 研究具 有 D N A 损 伤活性物质的

作用机制[
, 2 ]

。

(二)组织
、

器官培养

肢芽
、

愕
、

尾
、

唾液腺在组织
、

器官培养中

应用较多
,

也是 CP 体外致畸作用 比较明显

的部位
。

1

.

肢芽

苯巴比妥诱导的大 鼠肝细胞色素 以50
,

经纯化掺入由 NAD PH
一 细胞色素 琳50 还原

酶
,

di l砚功叮l p llO6 p hat idy l ch oli ne 和胆酸钠重新

组成的活化系统
,

将此系统加至 lld 龄小 鼠

胚胎肢芽培养液中
,

加人不含 CP 的 P4 so g
-

犯pm
0F d 对肢芽发育无 明显 影 响;当加人

cP(100 拌岁耐)时可引起软骨分化损害和明显

的异常结构
,

出现远侧骨和肩脾骨畸形
,

趾骨

骼畸形表现尤为明显
。

3
一 1 0

111岁耐 的丙烯醛对 12 d 孕龄小 鼠
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3

胚胎的肢芽分化有显著损害作用
,

对 lld 孕

龄的小鼠胚胎肢芽作用浓度要求更低
,

接触

时间 20
一
钓而

n 足 以引起发育异常
,

其致畸

作用与 4 一 0 0 H
一

CP 明显不同
。

2

.

胯

为了研究 CP 对聘组织生长 和分化的影

响
,

选用仓鼠的聘组织进行了体内和体内试

验的比较
。

胶原和氨基多糖的合成是胯正常

发育所必需的
,

CP
体内给药的愕组织在体外

培养 中不能融合 ;无论是体内给予 CP 或体

外给予活化的 CP
,

胯组织均不见融合 ;CP 能

降低顶部胶原和氨基多糖的合成
,

同时给予

维生 素 B
:和 氏

,

CP
的致 畸作用不 受影响

。

提示 CP 可能是通过影响 D NA 的合成
,

损伤

处于生长和增殖活跃的细胞
,

继而抑制氨基

多糖和胶原的合成
,

延迟聘突的接触与闭合
,

导致愕发育畸形 的发生〔
‘3]

。

3

.

唾液殊

利用胎鼠的唾液腺培养系统研究不同酶

系的代谢活化活性
。

研究表明
,

与肝细胞共

培养的 CP 对唾液腺生长 的抑制作用最强
,

其次是 人脱lor 125 4诱导的 乌 活化的萨
‘〕

。

( 三 )胚胎培养

目前
,

哺乳动物全胚胎培养系统广泛用

于研究正常及异常发育过程
,

主要的优点在

于可以精确控制试验条件
,

可以获得体内试

验无法得到的资料
,

可在不受母体干扰 的情

况下研究药物及环境致畸物对胚胎发育的作

用及机理;主要的不足在于技术条件的限制

和能够进行体外培养的胚胎发育阶段较短
。

利用全胚胎培养系统进行致畸原的筛选 尚存

在争议
,

但是该系统在致畸研究中必将得到

越来越多 的应用[闭
。

1

.

植入前胚胎培养

植人前胚胎培养是将小 鼠
、

大 鼠或家兔

的受精卵在着床前取出进行体外培养的一种

方法
,

有人利 用植人前小 鼠胚胎 培养就 CP

对发育各阶段的干扰作用
、

基因突变及其与

发生畸形或出生缺陷的关系进行 了实验研

究[
15]。

2

.

植入后胚胎培养

大鼠全胚胎培养方法最初 由 New 提 出

和发展起来的
,

孕龄 IOd 的大 鼠胚胎与卵黄

囊脏层 及完整的外胎盘 圆锥 在大 鼠血清
、

37

.

8 ℃与测试物一起旋转培养 48 h
,

加与不加

代谢活化系统(乌混合物 )比较
,

可以研究 cP

的致畸作用及机理
。

利用这种方法可以对化

合物的致畸性进行快 速检测[
’61

。

加人大 鼠

肝微粒体成分和 N
AD
pH 乏的培养液中

,

C P 对

植人后大鼠胚胎的致畸作用与对同期体内大

鼠胚胎的作用相比较
,

结果表明
,

经本系统体

外活 化的 CP 与 CP 在体内的致 畸作用 相

仿[
‘7〕

。

小鼠全胚胎培养是在大鼠全胚胎培养基

础上建立和发展起来 的
,

基本方法相似
。

C P

体外致畸研究除了广泛应用大 鼠全胚胎培养

方法外
,

小鼠全胚胎 培养方法也是采用较多

的工具之一
,

仓 鼠植人后胚胎培养可能对 于

研究 CP 体外致 畸的 动物选 择性有 一定意

义
。

( 四)移植法

此外
,

将肢芽切成碎片移到裸鼠体内
,

移

植后第 7 和 第 gd 腹 腔注射 CP (ro
一
1 20

11

娜
吨)

,

观察到移植物生 长和组织发生受抑
,

可

见
,

胚胎组织移植物对 CP 的敏感性与胚胎

对 CP 致 畸的敏感性相 近
,

故移植法可以作

为致畸研究的有效方法之一[
’8]

。

四
、

结语

环磷酞胺是研究最多的致畸剂
,

也是体

外研究前致畸原(Pro
terat q笋n) 最常用的工具

药和 阳性药
,

研究方法较多
,

对于其他致畸原

或前致畸原的研究
,

以上方法也可能适用 ;体

外途径可作为体内试验的初筛
,

也是研究化

合物致畸作用及机理快速可靠
、

切实易行 的

途径之一
。

随着人们对生命奥秘认识的深人

和现代生物学技术的进步
,

C P 等药物的致畸

机理可望得到阐明
,

从而更好地促进其临床

应用
。
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H P L C 法测定人血清中氨氯地平浓度

袭荣刚 王晓波 邢山 问

(解放军第 21 0 医院临床药理室

靳妹杰

大连 11叹论1)

摘要 本文建立了快速
、

简便测定人血清中氨抓地平的 HP比 法
,

分析柱为 ODS
一 5 s( 1 50

x 4
.
。俪)不锈

钢柱
,

流动相为甲醇
:O
.
03 M 磷酸二氢钾缓冲液(9

:
l) 的混合液

。

流速为 1
.
01司少而n

,

以硝苯地平为内标物
,

检

测波长为 3肠nZn
,

蛋白沉淀剂选用 巧% 高氯酸
。

氨氯地平测定的线性范围为 4 一 1 2 子娜nil
, r 二 。

.
“为2

,

最低检测

限度为4ng
。

日内平均相对回收率为 10. 24 士 5
.

40 %
,

日间平均相对回收率为 卯
.
盯 土 6

.
23 %

。

本方法专一性

好
,

放置 24 h 对含量测定无影响
。

关键词 HP LC ;氨氛地平 ;血药浓度


