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利用 BALB /c 3T3 细胞毒性预测急性经口毒性初试剂量的验证研究
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【摘要】 目的 依据经济合作与发展组织( OECD) 2010 年 7 月正式发布的导则 No. 129 来 验 证“利 用 BALB / c 3T3

成纤维细胞预测急性经口毒性试验初始剂量”在国内实验室的可行性和适用性，并为建立细胞毒性试验预测急性经口毒

性试验初始剂量试验的操作规程提供方法学上的依据。方法 将 BALB / c 3T3 细胞接种于 96 孔板中，培养 1 d 后染毒。

染毒 2 d 后，用中性红染色 3 h 后解吸，于 540 nm 下用酶标仪测定吸光度( A) 值。将原始数据进行处理和拟合分析，得到

IC50 ( 抑制细胞活性 50% 的化学品浓度) 后，代入预测模型计算，得到急性经口毒性的 LD50 推测值。试验所用受试物共 8

种，分别为二甲基亚砜，乙醇，氯化钠、葡萄糖以及 4 种本实验室用于大鼠急性经口毒性评价试验的样品。结果 根据国

内现行的毒性分级标准可知，利用细胞毒性试验得出的受试物的 LD50 值与文献所报道的或本实验进行的急性经口试验

得到 LD50 值的毒性分级基本一致。结论 利用 BALB / c 3T3 细胞毒性试验可以较为准确的判断急性经口毒性试验的初

始剂量。
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经典 的 急 性 毒 性 试 验 多 采 用 霍 恩 氏 法 ( Horns ) ，

利用该法测 定 实 验 动 物 的 半 数 致 死 剂 量 ( LD50 ) 在 化

学品毒性分级和毒理学研究中发挥了重要作用，但动

物消耗量大，一次试验至少需要 30 ～ 50 只动物。为减

少动物使用量，经济合作与发展组织 ( OECD ) 在 1992
年、1996 年 和 1998 年 分 别 采 用 了 固 定 剂 量 法 ( fixed
dose procedure，FDP ) 、急 性 毒 性 分 级 法 ( acute toxic
class method，ATC ) 和 上 下 法 ( up /down method，UDP )

3 种方法以替代 Horns 法测定 LD50 ，并于 2001 年发布

了这 3 种方法的更新版本［1-3］。由于化学品引起动物

中毒和细胞死亡之间存在相似的毒性机制，大量的国

际研究项目致力于建立体外细胞毒性和体内动物致死

性之间 的 关 系，以 进 一 步 减 少 动 物 的 使 用 量。1996
年，有研究者提出利用细胞毒性试验数据来推测啮齿

类动物急性经口试验的初始剂量，从而降低化学品分

类和分级试 验 中 的 动 物 使 用 量。1998 年，Halle 通 过

347 种化学品的细胞毒性 IC50 ( 抑 制 细 胞 活 性 50% 的

化学品浓度) 和 啮 齿 类 急 性 经 口 毒 性 LD50 的 数 据，计

算出了 log ( IC50 ) 与 log ( LD50 ) 之 间 的 线 性 关 系，从 而

建立了通 过 细 胞 毒 性 来 预 测 动 物 致 死 性 的 模 型［4-5］。
2000 年，美 国 替 代 方 法 部 门 间 协 调 验 证 中 心

( ICCVAM) 召开“利用体外试验评价急性系统毒性”的

国际研讨会上，进一步提出对此方法进行评价［6］。随

后，美国毒理学替代方法评价中心( NICEATM ) 与欧洲

替代方法验证中心( ECVAM) 对 72 种物质在 3 个实验

室进行 了 验 证 试 验。结 果 表 明，利 用 BALB / c 小 鼠

3T3 成纤维细胞和人上皮细胞 ( NHK 细胞) 的细胞毒

性中性红试验可预测大小鼠的急性经口毒性试验的初

始剂量。在 2010 年 7 月，OECD 正式发布 了“利 用 细

胞毒性试验预测急性经口毒性试验的初始剂量”的导

则 NO. 129［7］。

目前，国内还未见对此替代方法的可行性和适用

性的报道。为推动体外细胞毒性试验在国内化学品毒

性分级试验中的应用，减少动物的使用量，本项研究依

据 NO. 129 来验证“利用 BALB / c 3T3 成纤维细胞预测

急性经口毒性试验初始剂量”在国内实验室的可行性

和适用性，并希望为今后建立细胞毒性试验预测急性

经口毒性试 验 初 始 剂 量 的 试 验 操 作 规 程 提 供 方 法 学

依据。

1 材料与方法

1. 1 细胞株 BALB / c 3T3 成纤维细胞，购自中国协

和医科大学基础所细胞资源中心。培养条件: 温度为

( 37 ± 1 ) ℃ ; 湿 度 为 90% ± 5% ; 二 氧 化 碳 浓 度 为

5. 0% ± 1. 0% ; 高 糖 DMEM ( 协 和 医 科 大 学 基 础 所 细

胞资 源 中 心 ) ; 10% 胎 牛 血 清 ( 美 国 Gibco 公 司 ) ;

4 mmol /L的 L-谷氨酸盐( 美国 Sigma 公司) ; 100 IU /ml

青链霉素( 北京索莱宝公司) 。
1. 2 试 剂 和 受 试 物 阳 性 对 照 十 二 烷 基 硫 酸 钠

·054· 毒理学杂志 2012 年 12 月第 26 卷第 6 期 J Toxicol December 2012 Vol. 26 No. 6



( SLS) 和中性红染料购自美国 Sigma 公司。中性红溶

解于含有 5% 的胎牛血清、4 mmol /L 的 L-谷氨酸盐和

100 IU /ml 的青链霉素的高糖 DMEM 中。采用 8 种化

学品作为受试物，分别编号为 A ～ H。A、B、C、D 分别

为二甲基亚砜、乙 醇、氯 化 钠 和 葡 萄 糖。E、F、G、H 为

4 种本实验室用于大鼠急性经口毒性评价试验的样品

( E 为无色透明液体; F 为淡黄色透明液体; G 为白 色

固体，易 溶 于 水; H 为 黄 色 固 体，易 溶 于 水 ) 。用 含

4 mmol /L的 L-谷氨酰胺和 200 IU /ml 青链霉素的高糖

DMEM 去溶解受试物。受试物在室温下溶解，用之前

新鲜配制。溶液清澈无沉淀，每一种浓度受试物配制

至少 1 ～ 2 ml。
1. 3 主要仪器 Bio-rad 全波长酶标仪 ( 美 国 bio-rad
公司，型号 benchmark plus) 。
1. 4 试验方 法 进 行 BALB / c 3T3 细 胞 中 性 红 试 验

前，新 复 苏 的 3T3 细 胞 至 少 传 代 2 次，当 细 胞 长 到

50% ～ 80% 时，通过胰蛋白酶将细胞从培养瓶中消化

接种到 96 孔 板 中。3T3 细 胞 的 传 代 次 数 ( 冻 存 复 苏

后) 限 制 在 18 代 以 内，来 避 免 表 型 和 基 因 型 的 变 化。
具体的试验过程如下［7］。
1. 4. 1 接种: 将 BALB / c 3T3 细 胞 均 匀 接 种 于 96 孔

培养板中，接种细胞孔加入 100 μl 的细胞悬浮液( 2 ～
3 × 103 细胞 /孔) ，空白对照孔加 100 μl 培养液。
1. 4. 2 染毒: 培养 24 h 后，吸走 96 孔板中的培养液。
加入 50 μl 的 37 ℃ 预热的培养液和 50 μl 新配制的受

试物( 8 个浓度组) 到染毒孔和试剂对照孔中 ( 不含细

胞孔) 中，空白对照加 100 μl 培养液。
1. 4. 3 中性红试验: 染毒 48 h 后，用预热过的 D-PBS
( 250 μl /孔) 冲 洗 96 孔 板。加 入 25 μg /ml 的 中 性 红

染料到所有孔中( 250 μl /孔) ，培养( 3. 0 ± 0. 1 ) h 后，

用预 热 过 的 D-PBS ( 250 μl /孔 ) 冲 洗。每 孔 再 加 入

100 μl新配制的中性红解吸液( 49 份水 + 50 份乙醇 +
1 份冰醋酸) ，以解吸活细胞中的中性红染料。避光震

荡 20 ～ 45 min 后，于 540 nm 下用酶标仪测定吸 光 度

( A) 值。由于 中 性 红 是 一 种 阳 离 子 染 料，它 可 以 通 过

细胞膜扩散以及静电作用与细胞溶酶体中的阴离子物

质结合，在溶酶体中聚集。而有毒化学品对细胞表面

或溶酶体膜造成损伤，抑制细胞增长或导致细胞死亡，

从而降低中性红在细胞中的聚集量，通过测定解吸后

的染毒细胞与未染毒细胞的中性红吸光度差值来计算

细胞活性的降低程度。
1. 5 数据处理

1. 5. 1 函数的拟合 : 根据 OECD 导则 NO. 129，对原始

数据进行处理，并用 Hill 函数对数据进行拟合，得到参

数 IC50 和相关系数 R2［7］。
1. 5. 2 计算 LD50 : 将 IC50 代入以下公式进行计算，得

到急性经口毒性的 LD50 推测值。公式( 1 ) 适用于利用

IC50 预测大鼠和小鼠的急性经口 LD50 ，公式( 2 ) 适用于

未知 分 子 式 的 化 学 品，通 过 IC50 推 测 大 鼠 急 性 经 口

LD50。公 式 ( 1 ) 和 ( 2 ) 的 相 关 系 数 R2 分 别 为 0. 452
( n = 347 ) 和 0. 325 ( n = 282 ) 。

y = 0. 435x + 0. 625 x = log ( IC50 ，mmol /L ) ，

y = log ( LD50 ，mmol / kg) ( 1 )

y = 0. 372 x + 2. 024 x = log ( IC50 ，μg /ml) ，

y = log ( LD50 ，mg /kg) ( 2 )

2 结果

BALB / c 3T3 成纤维细胞的细胞系从 正 规 的 国 内

细胞培养库中得到。试验中所用细胞在复苏后的 4 ～
7 代之间，符合 OECD 规定的“3T3 细胞传代应限制在

18 代以内”的规定［7］。染毒试验在细胞呈指数生长期

间进行。阳 性 对 照 ( SLS ) 的 试 验 的 剂 量-效 应 关 系 的

R2 为 0. 92 ～ 0. 99，符合 OECD 规定的阳性对照的试验

接受 准 则 ( R2 ＞ 0. 85 ) ; 本 试 验 SLS 的 IC50 平 均 值 为

45. 62 μg /ml，符合 OECD 中阳性对照的预期 IC50 值范

围 36. 7 ～ 46. 3 μg /ml。8 种受试物 A ～ H 的细胞毒性

试验具有良好 的 剂 量-效 应 关 系，如 图 1 所 示，各 受 试

物的 8 个染毒剂量组 ( 浓度用对数值表示) 对应的 细

胞活性( cell viability) 跨越了没有影响到完全抑制，符

合 OECD 标准的结果接受准则。

注: A、B、C、D 分别代表二甲基亚砜、乙醇、氯化钠、葡萄糖; E、F、G、

H 为 4 种未知化学式的受试物。

图 1 8 种化学品的浓度对数值与细胞活性的 Hill 函数拟合图
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8 种 受 试 物 A ～ H 的 IC50 值、推 测 LD50 值、实 际

LD50 值 以 及 急 性 经 口 毒 性 试 验 ( UDP，ATC，FDP 和

Horns) 的初始剂量推测值，见表 1。表 1 结果表明，利

用公式( 1 ) 推测出受试物 A ～ D 的大鼠或小鼠的 LD50

值均大于 2000 mg /kg，根 据《新 化 学 物 质 危 害 评 估 导

则》［8］的毒性分级标准可知，受试物 A ～ D 为实际无毒

物质，与 NIH 发布的结果一致［9］。对于化学品分子式

未知的受试物 G 和 H，利用细胞毒性试验得出的 LD50

值推测 G 和 H 分别为低毒和中毒物质，与本实验进行

的急性经口试验得到的结果一致。然而，对于分子式

未知的受试物 E 和 F，利用细胞试验得出的急性经口

LD50 值与本实验室进行试验得到的 LD50 值有一定的差

异，细胞试验得到的毒性明显高于实际的毒性。这些

差异可能与中性红试验本身的局限性有关。

表 1 细胞试验结果与参考值的比较

受试物 R2
IC50

( mmol / L)

推测值 实际值［9］ 大 /小鼠急性经口初始剂量( mg /kg)

LD50

( mg /kg)
毒性分级

LD50

( mg /kg)
毒性分级 UDP ATC FDP Horns

A 0. 99 271. 9 8 683 无毒 ＞ 5 000 无毒 5 000 5 000 5 000 4 640
B 0. 97 415. 9 2 708 无毒 ＞ 5 000 无毒 2 000 2 000 2 000 2 150
C 0. 99 343. 8 3 126 无毒 2 998 无毒 2 000 2 000 2 000 2 150
D 0. 99 331. 5 9 471 无毒 ＞ 5 000 无毒 5 000 5 000 5 000 4 640

受试物 R2
IC50

( μg /ml)

推测值 实际值［9］ 大 /小鼠急性经口初始剂量( mg /kg)

LD50

( mg /kg)
毒性分级

LD50

( mg /kg)
毒性分级 UDP ATC FDP Horns

E 0. 99 367. 8 951. 5 低毒 ＞ 5 000 无毒 550 300 300 464
F 0. 81 816. 9 1 280 低毒 ＞ 5 000 无毒 550 300 300 1 000
G 0. 97 699. 6 1 200 低毒 600 低毒 550 300 300 1 000
H 0. 95 0. 352 5 71. 62 中毒 191. 2 中毒 17. 5 50 50 46. 4

注: A ～ D 的 LD50 实际值来源于文献［9］，E ～ F 的 LD50 实际值来源于本实验室进行的试验。

3 讨论

应用细胞毒性的数据来推测化学品的急性毒性作

用，已经成为毒理学替代试验研究的热点之一。细胞

毒性是化学物质对细胞的生长、繁殖和代谢等功能导

致的负面影响。作为急性经口动物试验的体外替代方

法，BALB / c 3T3 成纤维细胞中性红毒性试验具有操作

简单、费用较低、耗时较短等特点，并且能大量的节约

动物的使用数量。然而，细胞培养和整体动物之间的

系统差异导致本实验依然有一定的局限性。具体表现

为化学品或有毒物质在细胞内部和动物体内的吸收、

分布、代谢和排出的差异。因此，在实际工作中，应结

合体外试验数据和化学品的相关信息( 例如化学品的

结构信息以及相似化学品的 LD50 ) 来预测急性经口毒

性试验的初始剂量［7］。

此外，中性红细胞试验的稳定性还受到很多因素

的影响，主要包括细胞的状态、染毒剂量的设计和受试

物的理化性质。具体来说，应注意以下问题: ( 1 ) 在细

胞试验的染毒期间，应在细胞处于指数生长期时，将细

胞均匀接种到 96 孔板，在试验操作时尽量避免污染;

( 2 ) 依据预试验的结果来设计正式试验的 8 个染毒剂

量，其原则是正式试验中分别至少有 1 个染毒剂量使

细胞活性处于 0% ～ 50% 和 50% ～ 100% ，并且能得到

良好的剂量-效应关系; ( 3 ) 本试验主要选择的是溶解

性高、毒性较低、化学结构相对简单的受试物。对于挥

发性高、水溶性低、具有吸光度的受试物，需要根据其

不同理化特征对试验进行相应的改进和调整。
本研究通过 3T3 成 纤 维 细 胞 中 性 红 试 验 对 已 知

LD50 的 8 种受试物进行验证，试验结果表明，细胞毒性

可以较为准确的判断急性经口毒性试验的初始剂量。
将体外细胞试验结合到化学品急性毒性评价试验中已

经是国际毒理学替代试验的发展趋势，为进一步推动

中性红细胞试验在我国的发展，减少动物的使用数量，

保护动物权益，还需更多的国内实验室参与本试验的

验证。
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饮水中 DBA 对小鼠免疫功能的影响

张洋婷，高淑英，周晓蓉

( 哈尔滨医科大学公共卫生学院卫生毒理学教研室，黑龙江 哈尔滨 150086)

【摘要】 目的 探讨水的氯化消毒副产物二溴乙酸( DBA) 对 BALB / c 小鼠免疫功能的影响。方法 BALB / c 小鼠

按体重随机分为 5 组，每组 10 只，雌雄各半。分别为去离子水( 阴性对照组) 、环磷酰胺 10 mg /kg( 阳性对 照 组) 和 DBA

5、20 和 50 mg /kg，采用等体积灌胃法( 0. 1 ml /10g·BW ) ，连 续 灌 胃 28 d。观 察 小 鼠 体 重 变 化，胸 腺 和 脾 脏 的 病 理 学 改

变，检测巨噬细胞的吞噬功能以及 NK 细胞杀伤活性、T 和 B 淋巴细胞体外增殖功能以及血清 IgG 的含量。结果 与阴

性对照组比较，DBA 灌胃组小鼠体重差异无统计学意义; 脾脏脏器系数增加，胸腺脏器系数降低，差异均具有统计学意义

( P ＜ 0. 05 ) ; 脾和胸腺均发生明显的病理学改变; 随着 DBA 染毒剂量的增加，小鼠巨噬细胞吞噬能力、NK 细胞的杀伤活

性、T、B 淋巴细胞 的 体 外 增 殖 能 力 和 血 清 中 IgG 抗 体 浓 度 逐 渐 降 低，并 存 在 剂 量-反 应 关 系，差 异 具 有 统 计 学 意 义

( P ＜ 0. 05 ) 。结论 DBA 对小鼠的免疫功能具有明显的抑制作用。

【关键词】 DBA; 免疫毒性; 细胞免疫; 体液免疫; 非特异性免疫
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饮用水的质量与人体健康息息相关，目前饮用水

的消毒方法很多，如氯、氯胺和臭氧等。然而，这些消

毒剂在杀灭病原微生物的同时，也产生了对人体有潜

在危害的消毒副产物，包括三卤甲烷和卤乙酸等。流

行病学研究表明［1］: 卤乙酸的致癌风险占消毒副产物

总致癌风 险 的 91. 9% 以 上。二 溴 乙 酸 ( dibromoacetic
acid，DBA) 属于卤乙酸类，是溴化卤乙酸中含量最多

的一种，它的毒性资料较少，NTP 发起了对其毒性的研

究。目前，对 DBA 的毒性研究较 多 的 是 生 殖 毒 性、神

经毒性和遗传毒性以及肝脏毒性等［2-7］，其免疫毒性的

研究较 少，国 内 尚 未 报 道。本 文 通 过 动 物 实 验 探 讨

DBA 对小鼠免疫功能的影响，确认其对免疫系统的损

伤作用，为丰富 DBA 的毒性资料提供科学依据。

1 材料与方法

1. 1 动 物 健 康 清 洁 级 BALB / c ( H-2b ) 小 鼠，体 重

18 ～ 22 g，雌雄各半，由黑龙江省肿瘤研究所提供，许

可证号为 SCXK( 黑) 2006-010。动物饲养在哈尔滨医

科大 学 清 洁 级 动 物 室 内，许 可 证 号 为 SYXK ( 黑 )

2011007，温度 21℃ ～ 23℃ ，湿度 55% ～ 58%。
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