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摘 要 目的：研究托品酸的致突变机制。方法：采用鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验，设5 000、2 500、1 250、625 µg/皿4个剂量托

品酸组、自发回变组、溶剂对照组和阳性对照[非代谢活化条件下：对二甲基氨基苯重氮磺酸钠（Dexon）50 µg/皿、注射用丝裂霉素

（MMC）0.5 µg/皿；代谢活化条件下：2-氨基芴（2-AF）20 µg/皿]组，每组6皿，各组在加和不加代谢活化系统S9的条件下，计数组不

同致突变类型的氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌TA97、TA98、TA100、TA102的回变菌落数。结果：与溶剂对照组和自发回变组

比较，非活化条件下 2 500、5 000 µg/皿托品酸组和 Dexon 阳性对照组 TA97、TA98、TA100菌株的回变菌落数均明显增加（P＜

0.01），MMC阳性对照组TA102菌株的回变菌落数明显增加（P＜0.01）；活化条件下2 500、5 000 µg/皿托品酸组TA98菌株的回变

菌落数明显增加（P＜0.01），2-AF阳性对照组TA97、TA98、TA100、TA102菌株的回变菌落数均明显增加（P＜0.01），其余条件的回

变菌落数差异无统计学意义。结论：托品酸的致突变作用机制为诱导组氨酸靶基因中鸟嘌呤-胞嘧啶位点碱基置换和移码突变，

活化条件的存在会使其诱变性减弱。
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Study on Mutagenicity Mechanism of Tropic Acid
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the mutagenicity mechanism of tropic acid. METHODS：In Salmonella typhimurium reverse

assay，4 doses of tropic acid groups（5 000，2 500，1 250 and 625 µg/vessel），natural reverse group，solvent control group and

positive control group [under non-metabolism activation condition：sodium p（dimethylamino）benzenediazo sulfonate（Dexon）50

µg/vessel，Mitomycin for injection（MMC）0.5 µg/vessel；under metabolism activation condition：2-anlinofluorene（2-AF）20 µg/

vessel] were set up with 6 vessels in each group. The number of revertant colony of different mutation types of histidine auxotroph

Salmonella typhimurium TA97，TA98，TA100 and TA102 were counted under metabolism activation condition or without metabo-

lism activation condition. RESULTS：Compared with solvent control group and spontaneous revertant group，the number of rever-

tant colony of TA97，TA98 and TA100 increased significantly in 2 500 µg/vessel and 5 000 µg/vessel tropic acid groups and Dexon

positive control group（P＜0.01），and the number of revertant colony of TA102 increased significantly in MMC positive control

group（P＜0.01）without metabolism activation. Under metabolism activation condition，the number of revertant colony of TA98 in-

creased significantly in 2 500 µg/vessel and 5 000 µg/vessel tropic acid groups（P＜0.01）；the number of revertant colony of TA97，

TA98，TA100 and TA102 increased significantly in 2-AF positive control group（P＜0.01）. There was no statistical significance in

the number of revertant colony under other conditions. CONCLUSIONS：The tropic acid could induce base substitution and frame-

shift mutation and the activation system in vitro could reduce the mutagenicity.
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托品酸是消旋山莨菪碱合成所需要的重要中间体[1-3]，同
时是合成的消旋山莨菪碱中可能存在的杂质之一。托品酸也
可由山莨菪碱在体内代谢转化产生[4-6]。《中国药典》2010年版
中未规定消旋山莨菪碱及其制剂中托品酸的限量范围。我们
在对盐酸消旋山莨菪碱注射液的国家评价抽验工作中发现，

盐酸消旋山莨菪碱注射液中存在的未知杂质，经液-质、氢谱和
碳谱进行结构确认，即为托品酸。检验结果表明，国内14个企
业生产的共计 193批次的盐酸消旋山莨菪碱注射液中杂质托
品酸的含量分布在 0.5％～3.0％内。目前国内外对于托品酸
的遗传毒性研究较少，致突变研究尚未见文献报道。鼠伤寒
沙门氏菌回复突变试验（Ames试验）能够较为灵敏地进行受试
物致突变性的检测，广泛应用于药物的安全性评价研究工作[7-9]。

为了解托品酸的致突变作用机制，本文采用Ames试验对其致
突变性进行了研究。

1 材料
1.1 仪器

BSC-1100A2生物安全柜（北京东联哈尔仪器制造有限公
司产品）；SI500摇床培养箱（英国Stuart公司）；GHP-9270型隔
水式恒温培养箱（上海一恒科技有限公司产品）；高压蒸汽灭
菌器（日本Sanyo公司）。

1.2 药品与试剂
托品酸对照品（百灵威科技有限公司，批号：LCA026，纯

度：98％）；体外代谢活化系统 S9（上海宝录生物科技有限公
司，来源为Aroclor1254诱导的♂SD大鼠肝组织，批号：2875）；

二甲基氨基苯重氮磺酸钠 [商品名：敌克松（Dexon），美国
ChemService公司，批号：425-144B，纯度：98.8％）；注射用丝裂
霉素（MMC，浙江海正药业有限公司，批号：100901，规格：每支
2 mg）；辅酶Ⅱ（NADP，批号：F20100906，纯度：≥90.0％）、L-
组氨酸（批号：F20091208）均由国药集团化学试剂有限公司提
供；2-氨基芴（2-AF，批号：13152，纯度：98％）、6-磷酸葡萄糖
（批号：30516）、D-生物素（批号：23251，纯度：98％）均由上海
晶纯试剂有限公司提供；琼脂粉（批号：120702）、营养肉汤培
养基（批号：120911）、营养琼脂培养基（批号：100830）均购自
北京三药科技开发有限公司。

1.3 菌落
组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌TA97、TA98、TA100、

TA102，上述 4种菌分别代表不同的致突变类型，详见《药物
遗传毒性研究技术指导原则》（[ZH]GPT2-1），均由武汉大学中
国典型培养物保藏中心提供。试验菌株经过组氨酸缺陷、脂
多糖屏障缺损、氨苄青霉素抗性、切除修复缺损、四环素抗性
和自发回变菌落数等鉴别试验，结果均符合试验要求。

2 方法与结果
2.1 阳性对照物选择

在代谢活性条件下，选择 2-AF（剂量为 20 µg/皿）作为
TA97、TA98、TA100和TA102菌株的阳性对照物；在非代谢活
化条件下，选择 Dexon（剂量为 50 µg/皿）作为 TA97、TA98、

TA100菌株的阳性对照物，选择MMC（剂量为 0.5 µg/皿）作为
TA102菌株的阳性对照物。

2.2 分组
用灭菌注射用水将托品酸溶解制成质量浓度为25 mg/ml

的受试溶液，设 5 000、2 500、1 250、625 µg/皿 4个剂量托品酸
组，不同托品酸组每皿分别加入受试溶液 200、100、50、25 µl。
同时设自发回变组（只有菌悬液）、溶剂对照组和阳性对照组。

2.3 Ames试验
将冷冻保存的试验菌株培养物 TA97、TA98、TA100、

TA102分别接种于10 ml营养肉汤培养基中，37 ℃下振荡（100

次/min）培养 10 h，作为试验菌株增菌液。将含 0.5 mmol/L组
氨酸-生物素的顶层培养基2 ml分装于试管中，50 ℃水浴中保
温，不同托品酸组每皿分别加入对应的受试溶液200、100、50、

25 µl，增菌液0.1 ml和S9混合液0.5 ml（需代谢活化时），充分
混匀，迅速倾入底层琼脂平板上，转动平板，使之分布均匀。

水平放置待冷凝固化后，倒置于37 ℃培养箱里孵育48 h，记数
每皿回变菌落数。每个剂量做3个平行皿，试验重复1次，取2

次试验 6个平皿菌落回变数进行计算。以受试物的回变菌落
数是溶剂对照回变菌落数的 2倍或者以上，并呈剂量-反应关
系者判定为致突变阳性。

2.4 统计学处理

各组回变菌落数以x±s表示，SPSS19.0统计软件对试验
结果进行单因素方差分析，以α＝0.05作为检验水准，P＜0.05

为差异有统计学意义。

2.5 试验结果

各组回变菌落数结果见表1和表2。

表1 未加S9托品酸的Ames试验结果（x±±s，n＝6）

Tab 1 Results of Ames test of tropic acid without S9（ x±±s，

n＝6）

组别
托品酸组

自发回变组
溶剂对照组
Dexon阳性对照组
MMC阳性对照组

剂量，μg/皿
5 000

2 500

1 250

625

50

0.5

TA97

3 035±516＊

2 159±207＊

164±13

157±11

168±8

163±9

2 219±163＊

TA98

2 282±173＊

1 267±152＊

38±5

34±3

34±23

37±3

2 243±146＊

TA100

2 708±438＊

500±60＊

134±8

129±9

133±8

132±7

1 110±94＊

TA102

232±9

233±11

219±10

222±7

219±9

218±11

2 373±231＊

与溶剂对照组和自发回变组比较：＊P＜0.01

vs. solvent control group and spontaneous revertant group：＊P＜0.01

表2 加入S9托品酸的Ames试验结果（x±±s，n＝6）

Tab 2 Results of Ames test of tropic acid with S9（x±±s，n＝6）

组别
托品酸组

自发回变组
溶剂对照组
2-AF阳性对照组

剂量，μg/皿
5 000

2 500

1 250

625

20

TA97

192±7

164±6

161±8

161±7

169±7

164±8

3 164±141＊

TA98

519±41＊

374±60＊

34±5

36±4

34±4

33±3

2 951±213＊

TA100

134±7

134±8

131±6

135±10

129±5

130±5

1 892±195＊

TA102

214±6

227±10

230±14

223±8

226±13

223±11

567±39＊

与溶剂对照组和自发回变组比较：＊P＜0.01

vs. solvent control group and spontaneous revertant group：＊P＜0.01

由表 1结果显示，在不加入S9体外代谢活化条件下，托品
酸在 2 500～5 000 µg/皿浓度范围，TA97、TA98和TA100菌株
的回变菌落数为溶剂对照组2倍以上，与溶剂对照组相比差异
有统计学意义（P＜0.01）；在 625～5 000 µg/皿浓度范围，

TA102菌株的回变菌落数与溶剂对照组相比差异无统计学意
义；阳性物Dexon和MMC诱发菌株的回变菌落数为溶剂对照
组2倍以上，与溶剂对照组相比差异有统计学意义（P＜0.01）。

由表 2结果显示，在加入S9体外代谢活化条件下，托品酸
在 625～5 000 µg/皿浓度范围，TA97、TA100和 TA102菌株的
回变菌落数与溶剂对照组相比差异无统计学意义；在2 500～

5 000 µg/皿浓度范围，TA98菌株的回变菌落数为溶剂对照组2

倍以上，与溶剂对照组相比差异有统计学意义（P＜0.01）；阳性
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摘 要 目的：研究比伐卢定的升降压物质检查和毒性实验。方法：按照2010年版《中国药典》二部相关方法，以1～5倍（2.8～14

mg/kg）临床单次用药剂量作为降压和升压物质检查剂量，采用猫血压法确定降压物质检查限值，采用SD大鼠总动脉插管监测血

压确定升压物质检查限值；小鼠经尾静脉注射给药急性毒性实验测算其半数致死量（LD50），并确定异常毒性检查限值。结果：比

伐卢定的降压、升压物质检查限值均为14 mg/kg；小鼠静脉注射的LD50为1.60 g/kg，LD50的95％可信限为1.50～1.71 g/kg；异常毒

性检查注射给药后观察48 h，未见小鼠死亡。结论：比伐卢定符合《中国药典》要求。

关键词 比伐卢定；降压物质检查；升压物质检查；急性毒性；异常毒性

Pressor and Depressor Substance Test and Toxicity of Bivalirudin
LIU Chun，ZHAO Yu-mei，ZHENG Xia（Hainan Institute for Drug Control，Haikou 570216，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the pressor and depressor substance test and toxicity of bivalirudin. METHODS：According

to Chinese Pharmacopeia（2010 edition），the 1-5 times of clinical single dose（2.8-14 mg/kg）were used for the determination of

depressor substances and vasopressor substance. The limit of depressor substance was determined with cat blood pressure. The blood

pressure of SD rats was monitored by total arterial intubation to determine the limit of vasopressor substance. Mice were given medi-

cines via tail vein in acute toxicity test to detect LD50. The limit of abnormal toxicity test was calculated. RESULTS：The limit of

depressor substance test and vasopressor substance were both 14 mg/kg. The LD50 of intravenous injection of bivalirudin in mice

was 1.60 g/kg and 95％ confidence limit was 1.50-1.71 g/ kg. The abnormal toxicity test showed that no mice died within 48 h after

medication. CONCLUSIONS：Bivalirudin is in line with the requirements of Chinese Pharmacopeia.

KEYWORDS Bivalirudin；Depressor substance test；Vasopressor substance test；Acute toxicity；Abnormal toxicity test

物 2-AF诱发菌株的回变菌落数为溶剂对照组 2倍以上，与溶
剂对照组相比差异有统计学意义（P＜0.01）。

3 讨论
本实验结果表明，在非活化条件下，2 500～5 000 µg/皿的

托品酸对鼠伤寒沙门氏菌TA97、TA98和TA100具有致突变作
用；而在活化条件下，2 500～5 000 µg/皿的托品酸仅仅对
TA98具有致突变作用。说明体外活化系统S9可明显降低托品
酸致菌株突变的作用，体外活化系统对托品酸起了消除和转
化的作用。有文献报道，托品酸在加入烟酸胺腺嘌呤二核苷
酸磷酸（NADP）的条件下，可以被NAD+作用生成苯基丙二半
醛，后者不稳定，释放出CO2，变成稳态的苯乙醛而降低毒性[10]。

另外，在加或不加活化条件下，托品酸均未使 TA102发生突
变，说明托品酸的致突变作用机制为诱导组氨酸靶基因中鸟
嘌呤-胞嘧啶（G-C）位点碱基置换和移码突变而非腺嘌呤-胸腺
嘧啶（A-T）位点的碱基置换和移码突变。

《中国药典》2010年版中未规定消旋山莨菪碱及其制剂中
托品酸的限量范围。我们在前期研究中发现了盐酸消旋山莨
菪碱注射液中杂质托品酸的含量范围，且其随药物储存期的
延长而不断增加；本试验结果也表明，托品酸在2 500 µg/皿的
剂量水平以上可使鼠伤寒沙门氏菌发生回复突变而具有致突
变性。因此我们建议，《中国药典》应规定盐酸消旋山莨菪注
射液中托品酸的杂质限量。
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