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荧光增白剂致中国仓鼠卵巢细胞微核形成与 
基因突变研究 

缪文彬*, 蒋  伟, 陈  相 

(上海出入境检验检疫局, 上海  200135) 

摘  要: 目的  研究荧光增白剂诱导中国仓鼠卵巢细胞微核形成和基因突变的作用, 探讨荧光增白剂对体外

哺乳动物细胞的遗传物质损伤机制。方法  使用不同浓度的荧光增白剂 28 处理中国仓鼠卵巢细胞, 通过体外

哺乳动物细胞基因突变实验和体外哺乳动物细胞微核实验检测细胞遗传物质的损伤程度。结果  0.5556 mg/mL

组和 1.6667 mg/mL组 hprt基因突变频率和微核率与阴性对照组无显著性差异, 5.000 mg/mL组 hprt基因突变

频率和微核率显著高于阴性对照组(P<0.05), 阳性对照组 hprt 基因突变频率和微核率显著高于阴性对照组

(P<0.01)。结论  荧光增白剂 28可引起体外细胞的遗传物质损伤。 
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Effect of fluorescent brightener on micronucleus and gene mutation of 
Chinese hamster ovary cells 

MIAO Wen-Bin*, JIANG Wei, CHEN Xiang 

(Shanghai Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Shanghai 200135, China) 

ABSTRACT: Objective  To study the effect of fluorescent brightener on micronucleus and gene mutation of 

Chinese hamster ovary cells (CHO), and to discuss the mechanism of genetic damage of mammalian cell in 
vitro. Methods  The genetic damage of CHO cells treated with different concentrations of fluorescent 

brightener 28 was detected with the method of mammalian cell micronucleus test and mammalian cell gene 

mutation test in vitro. Results  There was no significant difference of hprt gene mutation frequencies and 

micronucleus rates between negative control group and 0.5556 mg/mL and 1.6667 mg/mL fluorescent 

brightener 28 treated groups. The hprt gene mutation frequency and micronucleus rate of CHO cells with 5.000 

mg/mL fluorescent brightener 28 were significant higher than that of negative control group (P<0.05). The hprt 
gene mutation frequency and micronucleus rate of CHO cells in positive control group were significant higher 

than that of negative control group (P<0.01). Conclusion  Fluorescent brightener 28 may induce genetic 

damage in cultured mammalian cells. 
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1  引  言 

荧光增白剂是一种荧光染料。由于其能激发入射

光线产生荧光显著提高纸张的白度, 因此在造纸行

业中被广泛地应用。欧盟与日本已禁止荧光增白剂使

用于纸类食品接触材料。研究报告发现荧光增白剂

220 未能导致体外中国仓鼠细胞(V79)发生染色体畸

变, 同时体内小鼠骨髓细胞微核试验和中国仓鼠精

原细胞染色体损伤试验均未发现微核率增加或发生

染色体畸变[1]。致癌性试验也未发现荧光增白剂有致

癌效应[2,3]。上海市疾病预防控制中心研究发现卫生

纸中荧光增白剂 Ames 试验结果为阴性[4]。但是, 国

外研究发现荧光增白剂可能会影响细胞损伤相关基

因的转录, 从而影响细胞发生凋亡的基因表达[5]。 

在我国荧光增白剂还广泛使用于纸张等产品中, 

在日常生活中, 人们接触到含荧光增白剂的产品较

多, 同时由于荧光增白剂的不易分解性质, 其可能会

在人体内蓄积, 会随着接触时间的增加, 人体体内荧

光物质增加, 可能对人体产生更大的危害, 但目前荧

光增白剂的致遗传损伤的研究较少[6]。为探讨荧光增

白剂对体外细胞的毒性作用, 采用体外哺乳动物细

胞微核实验方法和哺乳动物细胞基因突变实验方法, 

评价荧光增白剂对体外细胞遗传物质的损伤作用 , 

为荧光增白剂致遗传损伤机制的研究提供科学依据。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

荧光增白剂 28(Sigma公司), 纯度>99%, 准确称

量 100 mg 荧光增白剂加二甲基亚砜 (dimethyl 

sulfoxide, DMSO)至 2 mL制成 50 mg/mL的储液, 然

后按照实验要求加 DMSO进行相应稀释。用 DMSO

作为溶剂和阴性对照, 丝裂霉素 C(sigma 公司)作为

体外微核实验阳性对照物, 称取 50 mg 的丝裂霉素

C, 加 DMSO至 2 mL。7,12-二甲基苯丙蒽作为细胞

基因突变实验阳性对照物, 称量 25 mg 的 7,12-二甲

基苯丙蒽, 加 DMSO稀释至 5 mL。 

2.2  靶细胞 

靶细胞为根据 OECD 测试方法 487 和 476 推荐

的 CHO-k1, 中国仓鼠卵巢细胞株。染毒前一天, 将

处于对数生长期, 生长状态良好的 CHO 细胞消化、

计数。根据设定的供试品浓度组别数, 对照组别数, 

及双份培养要求准备好相应数量的 100 mm平皿, 每

个平皿内加入完全培养液, 接种细胞, 至总体积为

10 mL。平皿放入 37  CO℃ 2培养箱内培养 24 h。 

2.3  四甲基偶氮噻唑蓝(MTT)实验[7] 

预试验将 CHO 细胞暴露于荧光增白剂 28, 加

MTT 培养 4 h, 加 DMSO 溶解细胞, 在酶标仪上测

OD570 并计算 IC50, 荧光增白剂 28在 5000 g/mL浓

度下产生沉淀, 并产生约 60%的细胞生长抑制率, 因

此本实验条件下将最高浓度定为 5 mg/mL。 

靶细胞培养贴壁后 , 加入不同浓度的受试物 , 

使其终浓度分别为 5.000、1.6667、0.5556 mg/mL的

培养液, 同时设阴性对照组和不加细胞的空白对照

组, 于作用结束前 4 h加入 50 L MTT, 弃去培养液, 

每孔加 150 L DMSO, 振荡 5 min, 充分混合以溶解

细胞内紫色结晶物, 测定各孔吸光度值。计算细胞抑

制率, 并计算细胞生长半数抑制浓度。 

2.4  体外哺乳动物细胞微核实验 

双份培养。设空白、溶剂对照组和阳性对照组。

靶细胞培养 24 h 结束后进行染毒步骤, 吸去培养皿

中的培养液。按设定浓度在每皿中分别加入 0.1 mL

荧光增白剂或对照物(100×)、加入基础培养液至总体

积为 10 mL, 放入二氧化碳培养箱中培养 6 h。染毒

结束后, 吸去含受试物的培养液, 用 5 mL 磷酸盐缓

冲液轻轻洗 2次, 加入 10 mL完全培养液, 放入 CO2

培养箱, 继续培养 18 h后收获细胞, 用胰蛋白酶溶液

消化细胞, 待细胞脱落, 加入培养液并混匀以终止胰

蛋白酶作用。离心(1500 r/min, 5 min), 弃去上清液后, 

加入 0.075 mol/L氯化钾溶液低渗处理 30 min。离心

后, 再以甲醇/冰醋酸液固定 2 次。按常规滴片干燥, 

用姬姆萨应用液染色 15 min 左右。每份滴片选 1000

个分散良好的细胞进行微核分析, 并记录含有微核

的细胞数, 算出平均微核细胞率(‰)[8]。 

2.5  体外哺乳动物细胞基因突变实验 

靶细胞培养 24 h 结束后进行染毒步骤, 吸去培

养皿中的培养液。按设定浓度在每皿中分别加入基础

培养液, 0.1 mL 荧光增白剂或对照物(100×)及 2 mL

的 S9 混合液, 至总体积为 10 mL, 放入二氧化碳培

养箱中培养 4 h。染毒结束后, 吸去含受试物的培养

液, 用 5 mL 磷酸盐缓冲液轻轻洗 2次, 加入 10 mL

完全培养液, 放入CO2培养箱, 继续培养 20 h后收获
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细胞, 用胰蛋白酶溶液消化细胞, 待细胞脱落, 加入

培养液并混匀以终止胰蛋白酶作用。将消化的细胞按

每 100 mm 直径平皿接种 200 个, 每组做 3 个平行, 

37 ℃培养 10 d, 对细胞进行 Giemsa染色, 计数各平

皿细胞克隆数和相对克降形成率。在染毒后将每组细

胞继续培养 9 d, 确保突变有足够的时间表达 6-硫代

鸟嘌呤(6-thioguanine, 6-TG)抗性。表达结束后, 消化

细胞, 同时计数传代时细胞的总数, 分两组接种, 一

组不加 6-TG, 做 3个平行, 37 ℃培养 12 d, 对细胞进

行 Giemsa 染色, 计数各平皿细胞克隆数和相对克降

形成率。另一组加 6-TG(终浓度为 10 g/mL), 做 3

个平行, 培养 12 d后 Giemsa染色, 计数平皿内突变

克隆数, 计算 hprt基因突变频率[9]。 

2.6  统计分析 

采用 Excel建立数据库, SPSS 12.0(美国 SPSS公

司)进行数据分析。应用单因素方差分析染毒剂量对

体外细胞微核率和体外细胞 hprt 基因突变频率的影
响。检验水准 α=0.05。 

3  结果与分析 

3.1  荧光增白剂细胞毒性情况 

细胞毒性试验结果显示荧光增白剂 28有较弱的

细胞毒性(相对活性均大于 70%)，见表 1。 
 

表 1  荧光增白剂细胞毒性( x ±SD) 

Table 1  Cytotoxicity of fluorescent brightener ( x ±SD) 

组别 浓度(mg/mL) 相对活性(%) 

阴性对照组 0 100 

0.5556 mg/mL组 0.5556 119.0±1.0 

1.6667 g/mL组 1.6667 82.4±9.0 

5.000 g/mL组 5.000 71.8±12.0 

阳性对照组  90.8±14.9 

 

3.2  荧光增白剂致体外哺乳动物细胞微核数比较 

阳性对照组体外细胞微核数显著高于阴性对照

组(P<0.01), 表明该细胞模型建立成功。与阴性对照

组相比, 0.5556 m/mL组和 1.6667 mg/mL组体外细胞

微核率无显著性升高, 5.000 mg/mL组的体外细胞微

核率显著高于阴性对照组(P<0.05), 见表 2。5.000 

mg/mL荧光增白剂 28的微核率与阴性对照组存在显

著性差异, 表明荧光增白剂有一定的遗传物质损伤

作用。随着染毒剂量的升高, 体外细胞微核率升高, 

存在一定的剂量-反应关系。 

 
表 2  荧光增白剂致体外哺乳动物细胞微核数( x ±SD) 
Table 2  Effect of micronucleus induced by fluorescent 

brightener in CHO cells ( x ±SD) 

组别 浓度(mg/mL) 微核率(‰) 

阴性对照组 0 4.40±0.67 

0.5556 mg/mL组 0.5556 5.99±1.43 

1.6667 mg/mL组 1.6667 4.00±0.00 

5.000 mg/mL组 5.000 8.46±0.77* 

阳性对照组  31.44±0.62** 

注: 与阴性对照组比较, *P<0.05, ** P<0.01。 

 

3.3  荧光增白剂致中国仓鼠卵巢细胞基因集落

形成效率和突变频率 

在有外源性活化代谢系统下, 阳性对照组 hprt
基因突变频率显著高于阴性对照组(P<0.01), 见表 3, 

表明该细胞模型建立成功。0.5556 mg/mL组、1.6667 

mg/mL 组 hprt 基因突变频率与阴性对照组无显著性
差异, 5.000 mg/mL组 hprt基因突变频率显著高于阴
性对照组(P<0.05)。表明荧光增白剂 28 达到一定剂

量后可能对 CHO细胞 hprt基因具有致突变性。 

 
表 3  荧光增白剂致中国仓鼠卵巢细胞基因突变作用

( x ±SD) 
Table 3  Effect of gene mutation induced by fluorescent 

brightener in CHO cells ( x ±SD) 

组别 
集落形成

效率(%) 

基因突变频率

(×10-5) 
P* 

阴性对照 64.2±9.9 6.9±4.6  

0.5556 mg/mL组 72.8±7.6 8.6±2.5 0.932

1.6667 mg/mL组 46.2±31.8 13.2±7.6 0.116

5.000 mg/mL组 75.0±12.9 14.7±4.0 0.039

阳性对照(5 g/mL) 60.0±5.0 20.7±4.5 <0.001

注: *P值为各染毒组的基因突变频率与阴性对照组比较。 
 

4  讨  论 

微核的出现表明细胞的遗传物质发生损伤, 可

见于新的分裂的细胞中, 可能是由于放射、有害化学

物和基因组的随机突变导致。微核可能含有整个染色

体或染色单体的一部分。微核的增加通常表明 DNA
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损伤或突变的加重。在癌细胞或暴露于危险因素的细

胞中会出现微核[10]。体外哺乳动物细胞 hprt 基因突
变试验利用受试物诱导细胞 hprt 基因发生突变, 其

相应的酶的活性降低或失活, 从而导致 hprt 基因突
变的细胞能够在 6-TG 的培养液中存活, 因此达到具

有抗性的细胞的克隆和阳性筛选的目的, 用克隆形

成率评价细胞毒性和克隆效率, 通过计算突变频率

来反映受试物的致突变性[11,12]。 

微核是在细胞分裂时未能与其他染色体集中而

遗留在胞质中的核外遗传物质, 从而导致染色体或

染色单体的一部分存在于子细胞中。微核也可以作为

细胞防御过程中产生, 如果细胞发现有异常的核外

染色体, 细胞会尝试用细胞膜隔离, 并与其他正常的

染色体分开。DNA 双链断裂也可产生微核, 形成一

个单独的线性片段[13,14]。 

本研究结果表明, 5.000 mg/mL荧光增白剂 28的

微核率与阴性对照组存在显著性差异, 具有遗传物

质的损伤作用。0.5556 mg/mL和 1.6667 mg/mL剂量

时均与对照组的微核率无显著性差异。荧光增白剂

28 在无外源性代谢活化系统条件下已可导致遗传物

质损伤, 可损伤哺乳动物体细胞的染色体。 

荧光增白剂 28 作用于 CHO 细胞后 , 0.5556 

mg/mL组、1.6667 mg/mL组 hprt基因突变频率与阴
性对照组无显著性差异, 但在 5.000 mg/mL 组 hprt
基因突变频率与阴性对照组存在显著性差异。有研究

报道 hprt 基因突变的检出率明显高于染色体畸变, 

因为 hprt 基因突变为不可逆的突变, 从而确保了该

突变长期存在并在体内蓄积, 而染色体畸变由于其

不稳定可能随着时间的延长而缺失[15]。本研究组先

前研究结果显示荧光增白剂 28 对中国仓鼠肺细胞无

染色体畸变作用, 而本研究显示荧光增白剂 28 具有

hprt基因突变作用, 也说明了可能存在此种机制。 

本研究将为后续的荧光增白剂的致突变和致癌

机制研究提供一定的依据。但本研究存在一定的局限

性, 只研究了无外源性活化系统下荧光增白剂 28 对

CHO 细胞的遗传物质损伤作用, 未研究在有外源性

活化系统下荧光增白剂 28 对 CHO 细胞的遗传物质

损伤作用, 可能对于需要经过代谢活化发挥作用的

化学物存在检测缺失。 
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