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摘 要

运用微生物检侧致突变性的方法有很多种
, 一般都是简便

,

快速
,

灵敏
,

并且样

品用量较少
,

非常适合检测环境有机化合物的致突变性或潜在致癌性
,

如果同时用几

种方法
,

则更有说服力
�

本文介绍 了 � � �� 试验
、

微量向前突变法和 � �� 显色试验
,

以

及它们的应用实例
�

关镇词
�

致突变性实验
,

有机化合物
,

微生物
�

随着经济的发展
,

大量的化学物质进入环境
,

新的化学物质也不断产生
,

它们的致

癌性倍受公众的关注
,

但确认一个人类致癌物需化费大量资金和很长时间
,

因而促使人

们寻求经济
、

快速
、

简便又相对有效的潜在致癌物筛选体系
�

研究证实
,

化学物质的致

癌性与其致突变性密切相关
,

无论高级或是低级生物
,

其作为遗传物质基础的 � � � 都是

极相似的
,

因此可以将致突变性检测的实验系统用于化学物质潜在致癌性的筛选
�

�
�

原理

某些特别培育的微生物在接触遗传毒物后
,

其遗传信息内容发生改变
,

并传给后代
,

通过测定酶型的改变等可证明该化学物质能造成回复突变
、

向前突变或引发损伤修复反

应等遗传物质受损的现象
,

即为潜在致癌物
�

例如
� � � �� 试验即是利用组氨酸缺陷型的

菌株 肠
一 ,

在致突变剂作用下会回复到野生型 肠
� ,

在不含组氨酸的培养基上长出菌落
,

且回变率与致突变作用的强度相关〔’〕� 微量向前突变方法 ��� � � 是利用
� � �� � 等菌株

,

在致突变剂的作用下能产生突变
,

长出抗 �
一

氮杂鸟嗓吟的菌落
,

其诱变率与致突变强度

‘
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成正相关川
�

以上都是检查某个特定基因位点的突变
,

而 � �� 显色试验
,

则是检查对基因

链的损伤
,

大肠菌染色体受到损伤
,

会引发 � � � 体系
,

它与控制酶活性及损伤修复等的

基因有关
,

通过酶 活性的改变
,

即可推测该化学物质引发 � � � 体系或造成基因损伤的程

度 �� 
�

目前检测遗传毒性的方法有很多
,

各有优缺点
,

应该取长补短
,

综合利用
� 同时从

遗传毒性检测实验中获得的资料要外推到人还有很多工作要做
,

必须慎重对待
�

�
�

仪器和试剂

�
�

� 仪器

无菌室
,

超净工作台
,

恒温培养箱
,

恒温水浴
,

恒温振荡器
,

高压灭菌锅
,

干燥箱
,

一 �� � 低温冰箱
,

显微镜
,

超速冷冻离心机
,

培养皿 ��� � �
,

试管
,

�� 孔微孔培养板
,

�� ��

和 �
�

�� �小瓶
,

酶联仪
,

分光光度计
,

匀浆器
,

解剖器材及其他玻璃仪器等
�

�
�

� 试验菌株
户

, 侧欣
声刀川勿 �, ��初及厅二。 � � � �

,
� � � � �

,
� � � �

,
� � �� � � � � � � � � �

�

� � �� �� � �
,

�� � �
�

�
�

� � � � � 试验用试剂

� � � 营养肉汤
�

牛肉膏 �
�

� �
,

蛋白陈 �
�

� �
,
� �� � �

�

� �
,

加蒸馏水至 � � �� �
,

� � �
�

�

一 了
�

�
,

营养琼脂则再加 �
�

� � 琼脂
� �� � 底层培养基

�

葡萄糖 � ��
,

琼脂 � � � 加蒸馏水

� � �� �
,

灭菌后加 � �� �盐液
� �� � 盐液

�
� �� �

� ·

�� �� ��
,

柠檬酸 一� �
,

� �� � �� �� 。 ·

� � � �

一�
�

��
,

� �� � � 。 ·

�� �� � � � 加蒸馏水 � � �� � � �� �组氨酸
、

生物素
� �

一

� �� ��� �� �
·

� � � �
�

�� �
,

� �� ��� ��
�

� � � 加蒸馏水 �� �� � � �� � ��
�

��
,

�
一

�
一

� �

辅酶 �� ��
�

�

��� � ��
�

�� �
,

�
一

磷酸葡萄

糖 ��
一

�
一

� � � � �
�

� � � �
,

加无菌水 � � � � �� � �
�

�� � �� �磷酸缓冲液
� � �� � �� ‘ ·

�� �� �
�

� � �

配成 � � � � � 液
,

� � �� �� � ·

�� � �� �
�

� �� 配成 � � � � � � 液
,

于 � � � � � � 液中加 � �
�

� � � �

液 � �� � 钾
、

镁溶液
�
� � � �

� ·

�� �� �
�

� � ��
,

� � � �
�

� � �� 溶于 � �  一蒸馏水
� �� � �

�

�� � � �� �

� � � � � � � �
·

� �� � 溶于 � � �� �蒸馏水
� �� � �

一

� � ��
� �

·

�� � �� �缓冲液 � � �
,

无菌人 �
�

� � �
,

钾
、

镁溶液 �
�

�� �
,

� � �
,

�
一

�
一

P 0

.

4 m l
,

s

一

9 1

.

o m l 混匀
.

2
.
4 微量向前突变法用试剂

(l) M
.E . 培养液

: M gS O
; ·

7 H
:
0 0

.

2 9
,

葡萄搪 209
,

柠檬酸 2
.
09 ,

K
Z

H P o
;

1 0 9
,

N
a

N H
;

H P o
; ·

4 H
Z
o 3

.

5 9

,

B i o t i m 1 2

.

Z m g 溶于 lo00m 一蒸馏水
,

p H 7

.

0
;

M

.

E

.

培养基是

在 100 0m 一M
.
E
.

培养液中加 159 琼脂
; (2)0

.
Zm ol八P路

:Naex8.09 ,

K e l 0

.

2 9
,

N
a :

H P o
‘

1

.

1 5 9
,

K H
Z

PO

‘
0

.

2 9 溶于 1000m l蒸馏水
,

p H 7

.

0
;

( 3 ) 8

一
A G

:
8

一

氮杂鸟嚓 p令 (8
-

心
aguanine) 25m g 溶于 10m 一D M s o 中

; (4) 顶层
: N ae l 0

.
59 ,

琼脂 0一g 溶于 100m 一蒸

馏水
.

2
.
5 505 显色试验用试剂

(l ) L B 培养液
:
蛋 白陈 109

,

酵母浸膏 59
,

N
a

c l 1 0 9 溶于 100 0m l蒸馏水中
,

每 50m -

分装
; (2) T ris 缓冲液

: T ris (H oc
H Z)3C N H Z 12

.
19 ,

十二烷基硫酸钠(505 )溶液
: e H 3一

(CH Z)110 so 3N a 0
.
19 溶于 loom l水

,

p H 8

.

0

,

每毫升再加 Zm g (pN p p )
; (3) 磷酸缓冲液

:

N aZH PO ; ·

2 H

2

0 1

.

9 1 9

,

N
a

H
Z

P O
‘ ·

H
Z
O 0

.

2 5 9
,

K C I 0

.

0 7 5 9
,

M g S O
; ·

7 H
:
0 0

.

0 2 5 9
,

S D S 0

.

1 9

溶于 100 ml 蒸馏水中后加 卜琉基乙醇 0
.
27 ml

,

每毫升再加 Zm g (O N P G )
.

2
.
6 标准致突变剂

2一硝基药 (2
一

N
F)

,

2

一

氨基药 (2一 A
F)

,

4

一

硝基哇琳氮氧化物 (4
一
N

Q O ) 等 ; 助溶剂为
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水
、

二甲基亚讽 (D M sO)
、

丙酮
、

乙醉
、

二氯甲烷等
.

2
.
7 大鼠肝微粒体酶的诱导及制备

选 2009左右健康雄性大鼠
,

按 Zoom g/ks 体重腹腔注射 PeB (Ar oc l
or 1254)

,

五 日后

断头处死
,

取肝脏
,

经门静脉注入冷 KO 溶液
,

剪碎后匀浆
,

经 9000 G 离心 10m in
,

吸

取上清液分装
,

速冻
,

一80 ℃保存
,

均为无菌低温操作
.

3
.
操作步驻及计算方法

3
.
1 A m es 试验的平板掺入法闭

在含受试物 (< 0
.
lm l) 的试管中加入 Zml 融化的顶层

,

置于恒温水浴 (< 45 ℃ ) 中
,

每管加入 0
.
1而 过夜培养的菌液和 0

.
3m ls一 g M i

x
(需代射活化时)

,

棍匀后均匀地铺在底

层平板上
,

37 C 培养 48 h
,

计回变菌落数
,

受试物平板的菌落数超过空白的二倍
,

并且回

变数随刘量增加而增加时
,

则为致突变阳性
.

3
.
2 M FM 法

取贮存菌液 0
.
sml 加入 sml 新鲜 M

.
E
.
培养液中

,

37
℃振荡培养 3h

,

取 1而 加 gml

M
. E. 培养液稀释

,

取 10m l稀释菌液加 Zm l样品
,

3 7 ℃振荡培养 Zh
,

加入 90协1 0
.
2 m o l/ -

P
BS

; 混匀后各取混合液 20 川和 50川 8
一

A G 加入融化的 2
.
sml 顶层中

,

均匀铺在 M
.
E
.
平

板上
,

每个剂量三个重复
,

37
℃ 培养 44 h

,

记录突变菌落数
;另取 2如l混合液

,

用 PBs 两

次 10 倍稀释
,

稀释后各取 2即l加到 2
.
sml 顶层中

,

均匀铺在 M
. E . 平板上

,

每个剂量

同样三个重复
,

37 ℃培养 44h
,

记录存活菌数
.
计算诱变率 一抵抗 8

一

A G 菌落数/l 创 存活

菌数
,

超过空白对照的两倍为阳性
.

3. 3 5
05 显色试验阁

A
,

B 两块 96 孔微孔板的第一行加人 2伽l不同样品
,

第二行往后各加 2如l溶剂
,

第

二行加相应的 2即l样品混合后
,

取 20 吐移入同列的下一行
,

至倒数第二行
,

使每列为不

同浓度的样品
,

最后一行为空白
.
每个样品重复 2一 3 列

,

5 0
ml LB 培养液中加 lm l安培

西林 (lm g/m l)
,

再加 200协l冰冻贮存的 PQ
37 菌液

,

3 7 ℃旋转振动培养 16h
,

取 lm l菌液

加入新鲜的 SOmj LB 培养液中
,

再培养 2h
,

在 A
,

B 两板的各孔中加 10。闷调整好的菌液
,

再培养 Zh
,

A 板加上 100林1 T r ip 缓冲液
,

B 板加 一0 0协l磷酸缓冲液
,

立即用酶联仪测 00
;。5

值
,

为 T
。

然后再培养
,

A 板 20
~

后测 oD 值为 爪
。

与 T
。

相比
,

相差不大则无细胞毒性
,

若相差大
,

则计算修正因子 c
.
F
.
一空白 O D /样品 OD ; B 板 60 m in 后测 O D 为 几

。

值
,

B

板各孔 o D b一 (o D
。。
一 o D

。
) 大 C

.
F
. ,

最后计算诱导率 sos
IP = 10 K (o n bZ一o n b

:) /

(C Z一C ,
)

.

4
.

实例介绍

(l) 用 Am es 试验研究 2
一

硝基药的直接致突变性
:
发现其他硝基多环芳烃共存时显示

协同作用
,

其他多环芳烃共存时显示拮抗作用
,

且与多环芳烃的环数有关
.

(2) 用 Arn es 试验检测大气飘尘的致突变性
:
将大流量采样器上的玻璃纤维滤膜的一

半剪成小块
,

放入具塞三角瓶中
,

加乙醉/苯 一 l/3 (V /V) 浸泡
,

超声抽提 20m i
n ,

过滤
,

然后减压浓缩至干为提取物样品
,

然后用 D M so 溶解去作 A m es 试验
,

从致突变性结果可

反映大
‘

元污染的程度和可能的主要污染源
,

城区飘尘的诱变性高于郊区
,

北京主要是燃

煤污染 ; 而东京以汽车污染为主[s]
.
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(3) 饮水中有机物致突变性的测定
:
因饮用水中的有机组分含量甚微

,

必须进行富

集和浓缩
,

并扣除干扰
·

水样先经硫代硫酸钠溶液去抓
,

调整 pH 至 2
,

过 x A O
一

2 和 x A D
-

8 两段树脂柱
,

然后用醋酸乙醋洗脱
,

无水硫酸钠去水分
,

减压蒸馏浓缩
,

氮气吹干
,

恒

重后溶于 D M so 中
,

配成不同浓度进行 A m es 试验
,

最后计算浓集物比活性 (R cv /m g)
,

即

每毫克水样浓集物引起的回变菌落数
;
水样比活性 (R ev /L)

,

即每升水样所造成的回变

菌落数川
.
用以比较不同水样的致突变性强弱

,

并研究了温度
、

加氯量及氯化时间等对水

中腐植质氧化产物的致突变性的影响
.

(4 ) 用 A m es 试验测定了多种氯代芳烃类化合物的致突变性
,

先用梯度平皿划线法进

行大范围浓度的初筛阁
,

然后再有 目的地做平板掺入法定量测定
,

可以节省时间和费用
.

(5) 某河流沉积物水浸液的致突变性测定
,

经 505 显色试验测定
,

未发现细胞毒性

及基团毒性[9]
.

5
.
注意事项

(1) 特别要保证菌种的纯度
,

如 & 功能洲回灿 匆砷如盯如洲 T A 系列
,

就要检查其对组氮酸

的需求
、

自然回变数
、

脂多糖屏障的缺陷
、

对氨节青霉素的抗性
、

对紫外线的敏感性等

等
,

是否符合要求
;
菌种一 80 ℃保存

.

(2) 除做空白对照外
,

必须做溶剂对照
,

溶剂不能达抑菌浓度
,

更不能有诱变性
;还

必须做阳性对照
,

最好是选择与待测物类似的已知诱变剂
.

(3) 样品前处理一方面去除干扰因素
,

另一方面又不能丢失或破坏样品中的诱变剂

成分
,

并使样品尽量浓缩
.

(4) 各种方法都要严格操作
,

保证重现性
,

不同方法对不同类化合物的敏感性有差

异
,

最好是用几种方法检测
,

则更能说明问题
.
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