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摘要　目的：考察健脾生血颗粒的遗传毒性。方法：分别采用组氨酸营养缺陷性鼠伤寒沙门氏菌 ＴＡ９７ａ、ＴＡ９８、ＴＡ１００、
ＴＡ１０２、ＴＡ１５３５回复突变试验（Ａｍｅｓ试验），ＣＨＯＫ１细胞染色体畸变试验，以及小鼠骨髓细胞微核试验考察健脾生血颗
粒的遗传毒性。结果：Ａｍｅｓ试验结果显示，健脾生血颗粒无论在含有和不含有Ｓ９的条件下，在所有评估剂量水平的所有
测试菌中均可观察到重复正常生长，且所有剂量的回复突变数与阴性对照组相比均无２倍或以上的显著上调，且无剂量
反应关系；ＣＨＯＫ１细胞染色体畸变试验结果显示，健脾生血颗粒６５０、１３０、２６μｇ／ｍＬ３个剂量组的 ＣＨＯＫ１细胞染色体
畸变率均小于５％；小鼠骨髓细胞微核试验结果显示，健脾生血颗粒３个剂量组［２０００、１０００和５００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］与阴性
对照组间微核率差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：在本试验条件下，健脾生血颗粒未见遗传毒性作用。
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　　健脾生血颗粒与健脾生血片是健民药业集团股
份有限公司独家产品，二者处方一致，主要成分均为

党参、茯苓、黄芪、山药、鸡内金、龟甲、大枣等，临床

常用于妊娠期妇女、小儿以及成人缺铁性贫血的治

疗，尤其是脾胃虚弱及心脾两虚、气血两虚型贫血。

该产品临床应用已有３０余载，有效性和安全性得到
了充分验证［１３］。然而，随着产品市场不断扩大，患

者安全意识逐渐提高，以及医生对该产品的深入认

识需求不断加大，国家鼓励药企对已批准生产的药

品进行上市后再评价研究，尤其是安全性评价研

究［４］。为了进一步验证其安全性，我们在已有一般

毒性研究资料的基础上开展了生殖毒性和遗传毒性

试验研究。本课题将通过体外细菌［５］、离体细胞［６］、

以及在体动物［７］等载体分别建立试验模型，考察健

脾生血颗粒的遗传毒性情况。

１　材料与方法
１１　实验药品　健脾生血颗粒（健民药业集团股份
有限公司生产，批号：１４０１１１１８）。溶媒对照为纯水
（实验室自制）和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，分析纯）（国药
集团化学试剂有限公司生产，批号：２０１２１１３０）。阳
性对 照：叠 氮 钠 （Ａｍｒｅｓｃｏ公 司 生 产，批 号：
０７０３Ｃ０８３），敌克松（ＤｒＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ公司生
产，批号：７０３２１），２氨基芴（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司生
产，批 号： Ｓ９０８５０Ｖ），１，８二 羟 基 蒽 醌

（ＤｒＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ公司生产，批号：１０５０７），环
磷酰胺（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司生产，批号：０７９Ｋ１５６９），
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甲 磺 酸 乙 酯 （ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ 公 司，批 号：

ＢＣＢＣ４５７３Ｖ）。
１２　菌株及细胞　组氨酸营养缺陷性鼠伤寒沙门
氏菌ＴＡ９７ａ、ＴＡ９８、ＴＡ１００、ＴＡ１０２、ＴＡ１５３５，购于ＭＯ
ＬＴＯＸ公司。ＣＨＯＫ１细胞株，购于中国典型培养物
保藏中心（武汉大学）。冻存的细胞株复苏后经过

传代、培养，细胞密度达到１５×１０５～３×１０５／ｍＬ时
用于本课题相关试验。

１３　实验动物　ＳＰＦ级昆明种雄性小鼠，６～８周
龄，体重２５～３０ｇ，购于湖北省实验动物研究中心，
实验动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（鄂）２０１２００６５，所有
动物适应性喂养及检疫期５ｄ后给药。动物饲养于
ＩＶＣ笼中，每笼３只，垫料为武汉市万千佳禾实验动
物养殖有限公司提供的刨花垫料。动物房相对湿度

控制范围为 ４５％ ～５８％，温度控制范围为 ２２～２５
℃。光照：１０ｈ明／１４ｈ暗循环交替至实验结束。
１４　实验方法
１４１　Ａｍｅｓ试验　取 ＴＡ９７ａ、ＴＡ９８、ＴＡ１００、ＴＡ１０２
以及ＴＡ１５３５作为试验菌株，采用平板掺入法，分为
含有和不含有大鼠肝匀浆 Ｓ９两种情况试验。健脾
生血颗粒选 ５个剂量用于试验，分别为 ６５００、
２１６７、７２２、２４１和０８０μｇ／皿。阳性对照组选用
敌克松（５０μｇ／皿）为ＴＡ９７ａ、ＴＡ９８、ＴＡ１０２菌株不含
Ｓ９的阳性对照物；叠氮钠（１５μｇ／皿）为 ＴＡ１００、
ＴＡ１５３５菌株不含 Ｓ９的阳性对照物；２氨基芴（１０
μｇ／皿）为 ＴＡ９７ａ、ＴＡ９８、ＴＡ１００菌株含有 Ｓ９的阳性
对照物；１，８二羟基蒽醌（５０μｇ／皿）为 ＴＡ１０２菌株
含有 Ｓ９的阳性对照物；环磷酰胺（５０μｇ／皿）为
ＴＡ１５３５菌株含有 Ｓ９的阳性对照物。同体积（０１
ｍＬ）的溶媒为阴性对照物，自发回变组不对试验菌
液做任何处理。所有试验平板在掺入法操作结束

后，在（３７±２）℃温度下倒置培养（５２±４）ｈ，计数菌
落数。

１４２　ＣＨＯＫ１细胞染色体畸变试验　健脾生血
颗粒选取３个剂量用于试验，分别为６５０、１３０和２６
μｇ／ｍＬ，各剂量组受试物制剂无菌条件下配制后用
于试验。同时设置２组阴性对照组（分别给予总体
积０５％的ＤＭＳＯ和纯水）和２组阳性对照组，后者
给予同体积的 ２０μｇ／ｍＬ除菌环磷酰胺（＋Ｓ９）和
０２５μＬ／ｍＬ除菌甲磺酸乙酯（Ｓ９）。大鼠肝匀浆混
合液＋Ｓ９均加入０５ｍＬ。在含有或不含代谢活化
条件的系统（＋Ｓ９／Ｓ９）下，对正在增殖期的细胞进
行给药，给药持续时间４ｈ，并在给药开始后２２ｈ收
获细胞。收获前以秋水仙碱处理细胞培养物 ４ｈ。

各组细胞培养物分别离心（１０００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ、低渗
处理２０ｍｉｎ、预固定２ｍｉｎ、固定５ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心富集细胞，染色，以制备染色体于显微镜下观察

染色体数量和结构的改变。每个组别至少计数２００
个分散良好的中期分裂相细胞，计数其染色体畸变

率。

１４３　小鼠骨髓细胞微核试验　试验小鼠随机分
为５组，分别为健脾生血颗粒高、中、低剂量组［给药
剂量分别为２０００、１０００和５００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］、阴性
对照组（给予同体积的纯水）以及阳性对照组（单次

腹腔注射给予环磷酰胺１０ｍＬ／ｋｇ）。除阳性对照组
外，其余动物均采取单次灌胃方式给药。阴性对照

组及健脾生血颗粒各剂量组中的一半动物于给药开

始后２４ｈ处死，另一半于给药开始后４８ｈ处死，阳
性对照组动物于给药后２４ｈ处死。处死后的动物
取股骨，蘸取少量小牛血清作骨髓涂片，甲醇固定，

Ｇｉｍｅｓａ染色，显微镜下观察并对微核进行计数，每只
小鼠计数１０００个嗜多染红细胞（ＰＣＥ），以含微核的
ＰＣＥ千分率计算微核率。
１５　统计学方法　Ａｍｅｓ试验统计分析时的实验单
位为平皿数，计数每个平皿的回变菌落数，并统计各

剂量３个平皿回变菌落数的均数和标准差。对于某
个菌株任一个剂量的健脾生血颗粒所诱导的菌落回

变数，与相应的溶媒对照组相比，具有２倍或以上的
显著上调，并且该上调具有显著的剂量相关性，则认

为该受试物为诱变阳性。ＣＨＯＫ１细胞染色体畸变
试验和小鼠骨髓细胞微核试验均采用χ２检验方法，
与阴性对照组进行比较，以 Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果
２１　Ａｍｅｓ试验结果　菌落计数结果显示，健脾生
血颗粒无论在含有和不含有Ｓ９的条件下，在所有评
估剂量水平的所有测试菌中均可观察到重复正常生

长，且所有剂量的回复突变数与阴性对照组相比均

无２倍或以上的显著上调，且无剂量反应关系。所
有阳性和阴性对照值在可接受范围内，并满足所有

有效试验的标准，表明健脾生血颗粒对鼠伤寒沙门

氏菌无致突变性。见表１、表２。
２２　ＣＨＯＫ１细胞染色体畸变试验　ＣＨＯＫ１细胞
染色体观察结果显示，纯水阴性对照组和 ＤＭＳＯ阴
性对照组的ＣＨＯＫ１细胞染色体畸变率均小于５％，
而环磷酰胺阳性对照组和甲磺酸乙酯阳性对照组的

ＣＨＯＫ１细胞染色体畸变率均大于１０％，验证了该
评价系统的有效性。受试物健脾生血颗粒高、中、低
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３个剂量组的 ＣＨＯＫ１细胞染色体畸变率均小于
５％，呈阴性结果，表明在该试验条件下，健脾生血颗
粒对ＣＨＯＫ１细胞染色体无致畸作用。见表３。
２３　小鼠骨髓细胞微核试验　健脾生血颗粒各剂
量组在给药直至取材前，所有动物均未见异常。健

脾生血颗粒对小鼠骨髓细胞微核率的影响。结果显

示，健脾生血颗粒各剂量组与阴性对照组间小鼠骨

髓细胞微核率差异均无统计学意义（Ｐ＞００５），结
果为阴性，表明健脾生血颗粒无致突变作用。见

表４。

表１　健脾生血颗粒Ａｍｅｓ试验第１次菌落计数结果（Ｍｅａｎ±ＳＤ）

组别
受试剂量

（μｇ／皿）
菌株ＴＡ９７ａ
－Ｓ９ ＋Ｓ９

菌株ＴＡ９８
－Ｓ９ ＋Ｓ９

菌株ＴＡ１００
－Ｓ９ ＋Ｓ９

菌株ＴＡ１０２
－Ｓ９ ＋Ｓ９

菌株ＴＡ１５３５
－Ｓ９ ＋Ｓ９

健脾生血颗粒 ６５００ １４１±１４ １３４±８ ４８±５ ４９±４ １７３±２７ １６６±１４ ３０９±２０ ３２２±６ ２０±１ ２４±３
２１６７ １５８±１９ １２４±３ ４４±６ ４９±７ １９５±１４ １８８±２５ ２９５±２２ ３１８±２７ １８±３ ２２±２
７２２ １４９±１１ １４６±１５ ５１±８ ４４±１０ １８８±１６ １８４±２１ ３１０±１１ ３０５±２５ １７±５ ２４±２
２４１ １４２±１５ １２８±３ ４９±６ ４８±３ １７９±２２ １９９±７ ３０３±２６ ３１５±２２ １８±１ ２５±１
０８０ １６０±１１ １３２±１８ ４７±６ ４６±２ １５１±１１ １９０±１８ ２８７±１６ ２９６±６ １９±４ ２２±２

纯水对照组 １３０±２２ １４５±１２ ４９±３ ５１±２ １９０±２５ １７２±７ ３１９±１９ ３１３±９ ２０±１ ２５±４
ＤＭＳＯ对照组 １４４±１７ １４９±１７ ５０±５ ４８±９ ２０５±１０ １８８±１９ ２９１±６ ２９９±４ １８±３ ２２±３
自发回变组 １２９±９ １３５±１４ ４６±３ ３４±１１ １９５±１０ １９３±１９ ３２１±６ ３１１±６ ２０±２ ２２±３
阳性对照组 １４４３±１ １５９８±６０９２４±３２ １０９３±３２１１３４±８８１４３３±３９１５１５±７３１０４３±６４ ８３３±１０ ５０１±２９

表２　健脾生血颗粒Ａｍｅｓ试验第２次菌落计数结果（Ｍｅａｎ±ＳＤ）

组别
受试剂量

（μｇ／皿）
菌株ＴＡ９７ａ
－Ｓ９ ＋Ｓ９

菌株ＴＡ９８
－Ｓ９ ＋Ｓ９

菌株ＴＡ１００
－Ｓ９ ＋Ｓ９

菌株ＴＡ１０２
－Ｓ９ ＋Ｓ９

菌株ＴＡ１５３５
－Ｓ９ ＋Ｓ９

健脾生血颗粒 ６５００ １２１±１３ １５０±９ ４９±７ ５１±５ １８６±８ ２０５±３５ ３０１±２６ ３１１±１８ ２０±４ ２５±６
２１６７ １１９±５ １５０±１３ ４３±３ ４８±２ １９７±１０ ３１５±１２ ２８１±４ ３０９±１９ ２４±２ ２１±３
７２２ １１４±１３ １３７±１８ ４７±４ ４３±５ １９３±１１ ２０６±１５ ２８８±２２ ３１４±２１ ２４±３ ２３±１
２４１ １１６±９ １２６±６ ４４±２ ４８±４ １９５±２ １９０±２０ ３１３±１０ ３２０±１８ ２６±３ ２１±４
０８０ １１０±１０ １４９±１５ ３６±５ ４５±６ ２０９±１０ １９０±２７ ３０２±１８ ３０２±９ ２４±３ ２２±２

纯水对照组 １１９±１８ １４３±１４ ４１±８ ４２±１１ ２０５±２５ ２００±２２ ２９５±１７ ２９７±１５ ２４±２ ２５±１
ＤＭＳＯ对照组 １０１±１１ １４６±２１ ３０±４ ４７±９ １９３±１４ １８６±２６ ３０３±２４ ３０９±１７ ２１±２ ２４±２
自发回变组 １１６±６ １４８±１０ ４０±９ ３９±２ ２０３±１１ ２２２±１０ ２９５±２５ ３０４±４ ２３±１ ２３±４
阳性对照组 １２３７±１３６１８０７±２７４９６１±９１ １０９９±４５１２７９±７６１３８４±８４１４９１±５１１０５６±２９ ９３４±８７ ４７６±５７

表３　健脾生血颗粒ＣＨＯＫ１细胞染色体畸变试验结果

组别 浓度（μｇ／ｍＬ）
观察细胞数

＋Ｓ９ －Ｓ９
畸变细胞数

＋Ｓ９ －Ｓ９
畸变率（％）
＋Ｓ９ －Ｓ９

健脾生血颗粒 ２６ ２００ ２００ ７ ７ ３５ ３５
１３０ ２００ ２００ ８ ６ ４０ ３０
６５０ ２００ ２００ ７ ８ ３５ ４０

纯水对照组 ０ ２００ ２００ ８ ５ ４０ ２５
ＤＭＳＯ对照组 ０ ２００ ２００ ６ ７ ３０ ３５

阳性对照组（环磷酰胺） ２０ ２００ － ２８ － １４０ －
阳性对照组（甲磺酸乙酯） ０２５（μＬ／ｍＬ） － ２００ － ３２ － １６０

　　注：与纯水对照组比较，Ｐ＜００５。

表４　健脾生血颗粒对小鼠骨髓细胞微核率的影响

组别 动物数量（２４ｈ／４８ｈ） ＰＣＥ（２４ｈ／４８ｈ） ＭＮＰＣＥ（２４ｈ／４８ｈ） ＭＰＣＥ（‰）（２４ｈ／４８ｈ）

健脾生血颗粒低剂量组 ６／６ １２０００／１２０００ ５１／５３ ４３±０４／４４±０４
健脾生血颗粒中剂量组 ６／６ １２０００／１２０００ ５４／５２ ４５±０４／４３±０４
健脾生血颗粒高剂量组 ６／６ １２０００／１２０００ ５３／５４ ４４±０７／４５±０７

阴性对照组 ６ １２０００ ４６ ３８±０４
阳性对照组 ６ １２０００ １７７ １４８±１３

　　注：与阴性对照组比较，Ｐ＜００１。
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３　讨论
健脾生血颗粒成分主要为党参、茯苓、白术、甘

草、黄芪、山药、鸡内金、龟甲、麦冬、南五味子、龙骨、

牡蛎、大枣、硫酸亚铁等，无毒性药材，并且多为药食

两用药材。从成分分析，该产品几无毒性作用，仅硫

酸亚铁可能会引起胃肠道不适［８］。张峰等［９］对硫

酸亚铁主要不良反应进行了研究，提示其可能具有

的胃肠道刺激作用（包括恶心、口腔异味、腹泻等）。

当然，其不良反应与服用剂量有关，剂量越大，发生

不良反应的概率越高。此外，硫酸亚铁的不良反应

还与联合用药或产品组方也有关，戴琼［１０］通过比较

健脾生血颗粒（原健脾生血冲剂）与硫酸亚铁颗粒

的胃肠道刺激作用，发现前者不良反应远低于后者，

其中药部分具有健脾和胃之功，同时还可以降低硫

酸亚铁与胃肠壁持续接触的机会，从而降低不良反

应的发生率。以上主要基于健脾生血颗粒的一般毒

性作用进行分析，本试验则从另一方面证实，该产品

未见遗传毒性作用，进一步验证了该产品的安全性，

为该产品在临床上各类贫血患者人群的安全应用提

供参考。
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２０１７年肝胆病学术年会暨第二十六次全国中西医结合肝病学术会议、
第十八次全国中医肝胆病学术会议、世界中医药学会联合会

第七届肝病学术会议征文通知（第一轮）

　　由中国中西医结合学会肝病专业委员会、中华中医药学
会肝胆病分会、世界中医药学会联合会肝病专业委员会联合

举办的２０１７年肝胆病学术年会拟于２０１７年６月１－３日在
福建省福州市召开。会议将以常见慢性肝胆疾病（慢性病毒

性肝炎、肝纤维化、肝硬化、肝癌、脂肪性肝病、酒精性肝病）

的中西医结合防治研究进展和临床经验总结为重点展开交

流与讨论，并将邀请国内知名专家做特邀报告。参会代表将

获国家级继续教育学分。

征文要求：

（１）提交５００－１０００字中英文摘要。摘要须按照“目的、
方法、结果、结论”格式撰写，用于会刊印刷（注意结果中提供

重要的数据资料）。另提交中文论文全文（用于评审优秀论

文）。写明作者姓名，单位名称、电子邮箱、地址及邮编。通

过电子邮件发送至ｚｇｚｘｙｊｈｇｂｘｈ＠１２６．ｃｏｍ。本次征文不接受
纸质文稿。

（２）投稿论文文本格式如下：中文标题用黑体、小四号字
体，作者姓名及单位用楷体小五，正文宋体五号，１．５倍行距，
英文及数字用ＴｉｍｅｓＮｅｗＲｏｍａｎ字体。

（３）已在学术刊物公开发表过的论文，不再受理。
（４）征文截稿日期：２０１７年３月３１日。
大会组织：

大会主席：叶永安　刘平　李秀惠（按姓氏笔划排序）
会议 筹 备 组 联 系 人：甘 大 楠 １３８１１３７００１３、张 华

１３５２４９６８６５０
胡建华１８６００５０４９２４。
欢迎肝病防治领域的广大临床和科研工作者踊跃投稿！

中国中西医结合学会肝病专业委员会

中华中医药学会肝胆病分会

世界中联肝病专业委员会

２０１７年０１月０６日
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