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　 　 ［摘要］ 　目的 　观察雷公藤的主要有效成分之一雷公藤内酯醇的遗传毒性 。方法 　采用鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验

（Ames试验） 、体外培养 CHO细胞染色体畸变试验和小鼠骨髓微核试验检测雷公藤内酯醇的遗传毒性 。结果 　 Ames试验提
示在每皿 １ ．６ ～ １ ０００ μg受试剂量下 ，在加或不加 S９代谢活化系统时 ，受试物对组氨酸缺陷型鼠伤寒沙门氏菌 TA９７ 、TA９８ 、
TA１００ 、TA１０２及 TA１５３５所诱发的回复突变菌落数均与溶媒对照的突变菌落数相近 。体外培养 CHO 细胞染色体畸变试验
结果显示 ０ ．０１ 、０ ．０２和０ ．０４ μg／ml ３个剂量的受试物 ，对加与不加 S９代谢活化系统培养的 CHO 细胞的染色体畸变率无明
显影响 。小鼠骨髓微核试验设 １８０ 、３６０ 、７２０ μg／kg ３个剂量 ，在 ７２０ μg ／kg剂量时 ，雷公藤内酯醇有诱发骨髓嗜多染红细胞微

核率增高的效应 。结论 　在本实验条件下 ，雷公藤内酯醇对鼠伤寒沙门氏菌无致突变性 ，对哺乳动物培养细胞染色体无致畸

变作用 ，７２０ μg／kg剂量下对 ICR小鼠有诱发骨髓嗜多染红细胞微核率增高的效应 。提示雷公藤内酯醇对人体可能具有潜在

的遗传毒性 。

　 　 ［关键词］ 　雷公藤内酯醇 ；致突变试验 ；鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验 ；染色体畸变试验 ；微核试验

［中图分类号］ 　 R９６５ 　 　 　 ［文献标志码］ 　 A 　 　 　 ［文章编号］　 １００６唱０１１１（２０１６）０３唱０２１５唱０４

［DOI］ 　 １０ ．３９６９／j ．issn ．１００６唱０１１１ ．２０１６ ．０３ ．００６

Genotoxicity evaluation of triptolide
TIAN Yijun ，ZHENG Yiwen ，ZHU Yuping ，ZHANG Xiaofang ，ZONG Ying ，LU Guocai （Department of Hygiene and Toxicolo唱
gy ，Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To study the genotoxicity of triptolide ，an important active component of T rip terygium w il f ordii
Hook f ．Methods 　 Ames test ， in v itro chromosomal aberration test of CHO cell and in v ivo micronucleus assay were per唱
formed to investigate the genotoxicity of triptolide ．Results 　 The Ames test showed that triptolide did not increase mutagenicity
for TA９７ ，TA９８ ，TA１００ ，TA１０２ and TA１５３５ strains at the dosage of １ ．６ ～ １ ０００ μg per plate with and without metabolic ac唱
tivation system S９ ．Results of in v itro CHO cell chromosomal aberration test indicated that there was no statistical difference
between the triptolide groups （doses of ０ ．０１ ，０ ．０２ and ０ ．０４ μg／ml） and the solvent control group with and without metabolic
activation system S９ ．However ，triptolide significantly increased polychromatophilic erythrocyte micronucleus formation at the
dosage of ７２０ μg／kg in ICR mice ．Conclusion 　 T riptolide did not induce genetic toxicity based on the Ames test and chromo唱
somal aberration test ，but could increase micronucleus formation at the dosage of ７２０ μg ／kg ．These results indicated that trip唱
tolide may have potential genotoxicity on human health ．

　 　 ［Key words］ 　 triptolide ；mutagenicity test ；Ames test ；chromosomal aberration test ；micronucleus assay

　 　药用植物雷公藤主要用于治疗类风湿性关节

炎 、系统性红斑狼疮 、银屑病 、肾脏疾病等炎性和自

身免疫性疾病 。雷公藤内酯醇是从雷公藤中分离的

一种二萜类化合物 ，因其生物活性较高 ，具有显著的

抗炎 、免疫调节 、减轻器官移植排斥反应的作用 ，在

研究领域得到广泛关注［１］
。近年来对雷公藤内酯醇

及其衍生物的药理作用的相关研究很多 ，为提高临

床用药的安全性 ，验证其是否具有遗传毒性 ，本实验

采用鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验（Ames 试验） 、

体外培养 CHO细胞染色体畸变试验和小鼠骨髓微
核试验方法进行了检测 ，为雷公藤内酯醇的临床合

理使用提供科学依据 。

1 　材料与方法

1 ．1 　受试物及溶媒对照 　 受试物为雷公藤内酯醇

注射液（白色澄明溶液 。其中 Ames 试验使用批号
２０１３１０２３ ，含量 ：９９ ．８％ ，规格 ：７ ml ∶ ７ mg ；染色体
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畸变试验和微核试验使用批号 ２０１３０７０２ ，含量 ：

９４ ．１％ ，规格 ：５ ml ∶ １ mg） ；溶媒对照为丙二醇注射

液（无色澄明液体 。 批号 ２０１１０７０２ ，含量 ：１０％ ，规

格 ：５ ml／支） ，受试物和溶媒对照均由第二军医大学

药学院提供 。氯化钠注射液（无色澄明液体 ，批号

１２０３０４０２ ，规格 ：２５０ ml ∶ ２ ．２５ g ，江苏亚邦生缘药
业有限公司） 。

1 ．2 　阳性对照 　 Ames试验中加 S９代谢活化系统
组 （ ＋ S９ ） ：TA９７ 、TA９８ 及 TA１００ 为 ２唱氨基芴

（１０ μg／皿） ， TA１０２ 为 １ ， ８唱二 羟 基 蒽 醌

（５０ μg／皿） ，TA１５３５为环磷酰胺（５０ μg／皿） ；不加

S９代谢活化系统组（ － S９） ：TA９７ 和 TA９８ 为敌克
松（５０ μg／皿） ，TA１００ 和 TA１０２ 为甲基磺酸甲酯
（１ μg／皿 ） ，TA１５３５ 为 ４唱硝基喹啉唱N唱氧化物
（０ ．５ μg ／皿） ；染色体畸变试验中加 S９ 代谢活化系
统组（ ＋ S９）为环磷酰胺（６０ μg／ml） ，不加 S９ 代谢
活化系统组（ － S９）为丝裂霉素 C（０ ．５ μg／ml） ；微核

试验中为环磷酰胺（４０ mg／kg） 。
1 ．3 　菌株及细胞 　组氨酸缺陷型鼠伤寒沙门氏菌

（S ．ty phimurium）５个菌株 TA９７ 、TA９８ 、 TA１００ 、

TA１０２和 TA１５３５ ，由复旦大学公共卫生学院环境

卫生教研室赠予 ，贮存于液氮中 。实验前进行菌株

鉴定 ，均符合规定标准 。 中国仓鼠卵巢细胞

（CHO 细胞 ） 由国家上海新药安全评价研究中

心赠予 。 　

1 ．4 　 动物 　 选用性成熟 （７ ～ ８ 周龄 ，体重 １９ ～

２１ g）ICR小鼠共 ６０只 ，由上海市西普尔唱必凯动物

有限 公 司 提 供 ，实 验 动 物 质 量 合 格 证 号

２００８００１６２３７６５ 。自购入日起 ３ d内进行检疫 、环境

适应及饲养 。在检疫开始和结束的当天称量并记录

动物体质量 。检疫期间每天对动物的外观 、摄食和

粪便等情况进行观察并记录 。根据检疫及适应性饲

养结束时的体质量 ，按随机区组法将雌 、雄动物分别

分组 ，共分为 ６组 ，每组 １０只 ，雌雄各半 。

1 ．5 　试验方法 　按枟药物遗传毒性研究技术指导原

则枠
［２ ，３］的设计要求 ，分别应用鼠伤寒沙门氏菌回复

突变试验［４］
、体外培养 CHO 细胞染色体畸变试验

方法［５］和小鼠骨髓微核试验［６］检测雷公藤内酯醇的

遗传毒性 。

1 ．5 ．1 　 Ames试验 　受试物原液浓度为 １ mg／ml ，
故剂量设计为每皿 １ ０００ 、２００ 、４０ 、８ 、１ ．６ μg 共 ５个

剂量组 。溶媒对照为丙二醇注射液 。受试物组和溶

媒对照组每皿加入受试物或溶媒对照溶液 １ ml ，阳
性对照组每皿加入阳性对照溶液 ０ ．１ ml ，其中环磷
酰胺临用前用氯化钠注射液配制 ，其余阳性对照均

用二甲基亚砜（DMSO）配制 。每个剂量组及对照组

均设 ３个平行皿 。受试物每个剂量组及对照组重复

实验一次 。

1 ．5 ．2 　 体外培养 CHO 细胞染色体畸变试验 　 根

据预试验测定 ５０％ 细胞生长抑制浓度 IC５０ 为

０ ．０４ μg／ml ，故正式试验设低 、中 、高 ３ 个剂量组依

次为 ０ ．０１ 、０ ．０２和０ ．０４ μg ／ml ，另设阳性对照组和
溶媒对照组 （丙二醇注射液 ） 。 短时处理组

（ － S９／４ h组和 ＋ S９／４ h 组） ：细胞与受试物接触

４ h后倾倒所有含有受试物的培养液 ，洗涤后再加入

１０ ml １６４０培养基 ，继续培养至 ２４ h ，收集细胞 ；长

时处理组（ － S９／２４ h 组） ：细胞与受试物接触 ２４ h
后收集细胞 。用秋水仙碱处理 ，使细胞的有丝分裂

停止在中期相 ，经低渗 、固定 、涂片和染色后 ，在显微

镜下观察染色体数量和结构的改变 。

1 ．5 ．3 　小鼠骨髓微核试验 　 采用小鼠经尾静脉注

射给药 ，该受试物急性毒性试验预试结果提示半数

致死量 LD５０为１ ４３８ ．３ μg／kg 。综合考虑 ，本试验设

３ 个剂量组 ，低 、中 、高剂量组分别为 １８０ 、３６０ 、

７２０ μg／kg（临用时用氯化钠注射液稀释 ，浓度依次

为 １８ 、３６ 和 ７２ μg／ml） ；同时设立溶媒对照组 （将

３ ．８３ ml丙二醇注射液用氯化钠注射液稀释至
１０ ml ，此即为溶媒对照）和阳性对照组（环磷酰胺临

用时用氯化钠注射液配制成 ４ ．０ mg／ml 的溶液） 。

受试物根据拟用的临床给药途径采用单次经静脉注

射的方式 ，给药量为 １０ ml／kg ；溶媒对照组给药方
式与受试物组相同 ；阳性对照组采用单次腹腔注射 ，

给药量为 １０ ml／kg 。
1 ．6 　判定标准 　 Ames 试验结果的评价是以比较
受试物各剂量组与溶媒对照组的回复突变菌落数为

基础 ，若某剂量组回复突变菌落数为溶媒对照组突

变菌落数的 ２倍以上 ，呈现可重复性 ，并在一定的剂

量范围内存在着剂量反应关系 ，则判断为阳性 ；细胞

染色体畸变试验和小鼠骨髓微核试验均采用 χ
２检

验与溶媒对照组进行比较 ，检验标准以 P＜ ０ ．０５为

有统计学差异 。

2 　结果

2 ．1 　 Ames试验 　 受试物各剂量组和对照组的平

皿均未见污染 ，并且可见背景菌苔生长 。 ５ 个菌株

的自发回复突变菌落数以及阳性对照诱发的回复突

变菌落数均在本实验室 Ames 试验历史对照范围
内 ，并且各菌株阳性对照组的回复突变菌落数与空

白对照组相比显著增加 ，提示本试验系统符合实验

要求 。在最高剂量已达到１ ０００ μg／皿的受试条件
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下 ，未观察到受试物的抑菌现象 。每皿 １ ０００ 、２００ 、

４０ 、８ 、１ ．６ μg ５ 个剂量组受试物在加或不加代谢活
化系统 （S９）时对 TA９７ 、TA９８ 、TA１００ 、TA１０２ 及
TA１５３５所诱发的回复突变菌落数均与自发的突变
菌落数相近 ，并且未观察到明显的剂量反应关系 。

结果见表 １ 。

2 ．2 　体外培养 CHO 细胞染色体畸变试验 　 染色

体分析结果显示在 － S９／２４ h及 ＋ S９／４ h处理组 ，溶

媒对照组的染色体畸变率分别小于 ５％ ；阳性对照组

的染色体畸变率大于 １０％ ，验证了该系统的有效性 。

终浓度为 ０ ．０１ 、０ ．０２ 、０ ．０４ μg／ml的受试物各剂量组
细胞染色体畸变率均小于 ５％ 。结果见表 ２ 。

表 1 　雷公藤内酯醇的 2次 Ames试验结果（个／皿 ，珚x ± s ，n＝ ６）

组别
（μg ／皿）

TA９７ &
＋ S９ G－ S９ 後

TA９８ 儍
＋ S９ い－ S９ >

TA１００ 趑
＋ S９  － S９ 洓

TA１０２ Q
＋ S９ ^－ S９ �

TA１５３５ 妹
＋ S９ 换－ S９ U

空白对照组 ４７ ± １３ o４４ ± １６  ２４ ± ３ 烫２２ ± ４ f１１１ ± ２６ =１０５ ± １７ 鬃２２８ ± ２９ 殮２１５ ± ２４ 4２４ ± ４ 沣２３ ± ３ }
溶媒对照组 ５８ ± ４ o５５ ± ５  ２５ ± ４ 烫１８ ± ２ f１０５ ± ３５ =１００ ± ２８ 鬃１８２ ± ４５ 殮２１３ ± ４１ 4２２ ± ４ 沣１８ ± ３ }
阳性对照组 ８３５ ± ８０ o８５９ ± ５８  ９８４ ± ８７ 烫８２３ ± １７ f９６３ ± ４６ =９１４ ± ８６ 鬃９８０ ± ２４ 殮９２０ ± ４８ 4３８５ ± ４６ 沣３０４ ± ３９ }

１ 适．６ ６０ ± １１ o４９ ± ４  １７ ± ３ 烫１９ ± ３ f９９ ± ２３ =１０３ ± ３６ 鬃２１４ ± ５４ 殮１８７ ± ２３ 4１７ ± ６ 沣１７ ± ４ }
８ 适６８ ± １５ o５４ ± ８  １６ ± ２ 烫１９ ± ４ f１０４ ± ３２ =１０７ ± ３７ 鬃２１４ ± ２７ 殮２０３ ± １４ 4１６ ± ５ 沣１６ ± ３ }

４０ 适６５ ± ２２ o５８ ± １０  １９ ± ２ 烫１７ ± ２ f１１０ ± ２５ =１００ ± ２１ 鬃２２８ ± ２７ 殮２１１ ± ２９ 4１７ ± ４ 沣１７ ± ３ }
２００ 适６０ ± １５ o５７ ± １４  １６ ± ２ 烫２０ ± ５ f１１１ ± ２６ =８９ ± １０ 鬃２０１ ± ２２ 殮２０５ ± ４９ 4１９ ± ７ 沣１８ ± ２ }

１ ０００ 适６０ ± １２ o５７ ± １０  １７ ± ４ 烫２１ ± ３ f１２３ ± １８ =１１２ ± ２６ 鬃２３１ ± ２６ 殮２１０ ± ４９ 4１６ ± ６ 沣１６ ± ３

表 2 　雷公藤内酯醇对体外培养 CHO细胞的染色体畸变试验结果

组别
（μg ／ml）

观察细
胞数
（个）

各类染色体畸变数 （个）

断裂 断片 双着丝粒 三辐体 四辐体
碎片或
微小体

环状 多倍体

畸变细
胞数
（个）

畸变率
（％ ）

－ S９／２４ h
　 溶媒对照组 ２００  ２ 帋０ �０ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ２ ?１ 儋．０

　 阳性对照组 １００  １５ 帋１ �０ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ１４ ?１４ 儋．０ 倡

　 　 ０ 崓．０１ ２００  ０ 帋０ �０ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ０ ?０ 儋
　 　 ０ 崓．０２ ２００  ２ 帋０ �２ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ４ ?２ 儋．０

　 　 ０ 崓．０４ ２００  １ 帋０ �０ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ１ ?０ 儋．５

－ S９／４ h
　 　 ０ 崓．０１ ２００  １ 帋０ �０ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ１ ?０ 儋．５

　 　 ０ 崓．０２ ２００  ０ 帋０ �０ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ０ ?０ 儋
　 　 ０ 崓．０４ ２００  ３ 帋０ �０ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ２ ?１ 儋．０

＋ S９／４ h
　 溶媒对照组 ２００  ０ 帋０ �１ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ１ ?０ 儋．５

　 阳性对照组 １００  １９ 帋０ �０ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ１６ ?１６ 儋．０ 倡

　 　 ０ 崓．０１ ２００  ３ 帋０ �０ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ３ ?１ 儋．５

　 　 ０ 崓．０２ ２００  ２ 帋０ �０ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ２ ?１ 儋．０

　 　 ０ 崓．０４ ２００  １ 帋０ �０ p０ 後０ R０ 妹０ 4０ ゥ１ ?０ 儋．５

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与溶媒对照组比较

2 ．3 　小鼠骨髓微核试验 　 在各受试剂量下观察对

小鼠骨髓的抑制作用 ，阳性对照组雌性和雄性小鼠

骨髓嗜多染红细胞微核率与溶媒对照组相比差异均

有统计学意义（P＜ ０ ．０５） ，验证了本系统的有效性 。

１８０ 、３６０ μg ／kg剂量受试物 ２４ h 采样组雌 、雄小鼠

骨髓嗜多染红细胞微核率与溶媒对照组相比差异无

统计学意义（P＞ ０ ．０５） ；７２０ μg ／kg剂量 ２４ h采样组
和 ４８ h采样组雌 、雄小鼠骨髓嗜多染红细胞微核率

与溶媒对照组相比具有统计学意义（P ＜ ０畅０５） 。结

果见表 ３ 。

3 　讨论

　 　近年来 ，雷公藤在我国临床上的应用日趋广泛 ，

但其临床不良反应发生率较高 ，并呈剂量相关 ，在较

高剂量时具有很强的毒性［７唱１１］
。有文献报道 ，临床

上雷公藤制剂引起的最为常见的不良反应为骨髓及

血液系统损害 ，这可能是由于雷公藤中的有效成分

影响了细胞内 DNA 的合成和复制 ，从而抑制了细
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表 3 　雷公藤内酯醇对小鼠骨髓嗜多染红细胞的微核效应

组别
（μg ／kg）

性
别

动物
数
（只）

观察
PCE
数（个）

PCE／NCE
（珚x ± s）

微核率
（珚x ± s ，‰ ）

溶媒对照组 雌 ５ 谮９ ４８６  １ 膊．３９ ± ０ ．１５ １ 痧．８９ ± ０ ．８２

阳性对照组 雌 ５ 谮９ ９９５  １ 膊．４４ ± ０ ．１１ １６ 痧．２３ ± ３ ．０８ 倡

１８０（２４ h 采样） 雌 ５ 谮９ ３６５  １ 膊．２６ ± ０ ．０８ ２ 痧．１５ ± １ ．４６

３６０（２４ h 采样） 雌 ５ 谮１０ ０３８  １ 膊．３７ ± ０ ．１０ ２ 痧．７９ ± ０ ．７９

７２０（２４ h 采样） 雌 ５ 谮９ ７２７  １ 膊．３３ ± ０ ．２１ ４ 痧．４２ ± １ ．３０ 倡

７２０（４８ h 采样） 雌 ５ 谮９ ８４１  １ 膊．４１ ± ０ ．０８ ３ 痧．８０ ± １ ．３４ 倡

溶媒对照组 雄 ５ 谮９ ７０９  １ 膊．２９ ± ０ ．１４ １ 痧．９５ ± ０ ．７３

阳性对照组 雄 ５ 谮９ ８９５  １ 膊．４４ ± ０ ．１２ １７ 痧．３０ ± ３ ．３６ 倡

１８０（２４ h 采样） 雄 ５ 谮９ ２６４  １ 膊．４５ ± ０ ．２４ ２ 痧．７８ ± １ ．６３

３６０（２４ h 采样） 雄 ５ 谮１０ ０３８  １ 膊．３４ ± ０ ．０９ ２ 痧．８９ ± ０ ．９９

７２０（２４ h 采样） 雄 ５ 谮９ ７２６  １ 膊．３０ ± ０ ．１４ ４ 痧．９５ ± １ ．３２ 倡

７２０（４８ h 采样） 雄 ５ 谮９ ６８２  １ 膊．１９ ± ０ ．０８ ３ 痧．６５ ± １ ．５１ 倡

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与溶媒对照组比较

胞增殖［１２唱１４］
。

　 　雷公藤内酯醇是雷公藤中的主要有效成分之

一 ，通过自身独特的化学结构与其靶蛋白结合 ，发挥

强大的抗炎 、抗肿瘤 、免疫抑制及抗生育等生物活

性［１５］
。本研究分别从体外到体内 ，从细菌 、离体细

胞和整体动物水平上系统评价了雷公藤内酯醇的遗

传毒性 ，结果表明雷公藤内酯醇对鼠伤寒沙门氏菌

无致突变性 ，对哺乳动物培养细胞染色体无致畸变

作用 。但小鼠微核试验结果表明 ，在 ７２０ μg／kg 剂
量下有诱发骨髓嗜多染红细胞微核率增高的效应 ，

提示雷公藤内酯醇对人体可能具有潜在的遗传毒

性 。雷公藤及雷公藤内酯醇作为治疗药物在临床使

用时应注意用药剂量及时间 ，以避免药物可能存在

的对生殖 、免疫 、血液系统等的影响［１６唱１８］
。
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