
卷 期 境

的关系

紫露草微核测定法最初是在研究
, 一

二 澳乙

烷
, 二

一 , ‘
这种诱变剂对染色体的破

坏作用以及剂量与反应间的关系时建立起来的
〔” ’

以后在用各种物理的 因素
,

如
一
射线

、 丫一
射线等

,

和化学的因素
,

如诱变剂甲基磺酸乙 醋
、

叠

氮化钠
、

叠氮酸
 、

环己胺
。

及马来肤阱 , 等

等的实验中进一步确证了这一方法的有效性
〔” , ” 」

随后这一方法广泛地被世界上许多实验室 包括 我

国某些实验室 所采用
,

现在这一方法 已被我国环保

部门采用为标准方法之一
现在这一方法不仅被 用于现场测试存在于空气

中的环境污染物或射线
,

而且还被用 于 测定 食品

添加剂和 日用化妆品中是否含有诱变 剂或毒 性物

质 ” ,
从应用的角度看来

,

这一测定方法已被证实

为监测环境诱变剂最有效的一种方法 其理 由有

三 一是方法本身灵敏度高
,

因 为应用真核生物紫

露草生殖细胞减数分裂系统 墓二是培养材料容易
,

耗

资少
,

方法操作简便
,

不需特殊仪器设备
,

观察统计

微核不受人力和时间限制
,

试验周期短
,

可在 内

得到结果 三是方法适用范围广
,

不仅可用于监测存

在于空气中的诱变剂或放射性
,

而且也可用于测试

存在于液体中的诱变剂 如河水
、

湖水
、

污水
、

井水
、

科 学
。 。

自来水
、

咸淡水等等
,

也还可以用以测试液态的或

固态的 水溶性的和非水溶性的
,

对于非水溶性的要

先溶于有机溶剂中
、

食品
、

药物和 日用化妆品

这个测定方法常用的紫露草是
‘“ 。

、

夕
‘, “ , ‘

和
犷 , , 呼斗 杂

种
,

但是最常用的还是
·

户 , , ,
·

,

这个

品种于 。年引人我国
,

现在中国科学院海洋研究

所有大量种植
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关于检测环境致变物的 A m es 试验的几个问题

高 培 基
(山东大学微生物研究所)

19 7弓年 A m e,
等建立了鼠伤寒沙门氏菌

一
微 粒

休系统
,

用对诱发回复突变率的估计来检测环境致

变物
〔” ,

由于表现为对动物致癌的 179 种化合物在

A ;11c s 试验中有 87
.9% 表现致突变作用

,

而在确定

为非致癌的 117 种化合物中有 86
.3% 不具致 突变

作用
,

都达到了近 90 % 的正确度
,

而且方法简便
,

A m
。。

试验已成为检测环境致变物的生物学短 期试

验中的首选方法
.
近年来我国已在环境保护

、

医药

卫生和工农业生产等多方面应用了 A m 。 ,

试验
,

做

为环境质量安全评价
,

产品检定和癌症病因分析等

的依据
L, , 月

.

随着人们对环境致癌因素的日益关切

和环境保护工作的开展
,

食品 卫生等法令 的实施
,

Al
。 。 ,

试验的应用将更加广泛
.
但是

,

研究者们 陆

续发现 Al
nos
试验方法中尚存在一些影响试验结果

的不确定性因素
〔3 , ‘, ‘, ” ‘”」 , A

」n 。 ,
等

“’」
近年来也 对

其原试验方法做了修改
,

本文仅就试验结果的判断

和代谢活化系统的应用做一简略讨论
.

一
、

关千确定被检物具致突变性的标准

Al nes 试验是由对微生物诱发突变率和自发 突

变率的比较来推断被检物(诱变剂)是否具致突变作

用
.
对微生物诱发突变率的估计

,

涉及到对两个正



。
8 2

。

环 境

态分布的混合分布的估计
,

它需要大量的样本
〔”

.

但

Al 汗
·

。
试验中的样本数 (测定回复突变的培养皿数)

均了卜{小
,

无法用条件矩估计等方法测定混合分布的

参数
.
在这类情况下

,

通常可借用
“
平均数相差的显

片性 测验 ”进行统计推断
.
Run un g

〔‘1
为了简化统 计

计算
,

根据实际经验提出了试验结果为阳性(即被检

物具致突变性)的临界差数为
“
二倍于对照值

” ,

即加

有 被检物培养皿中出现 的同变菌落数为对照皿的二

倍时
,

即可做出被检物具致突变性的判断
.
这一看

法
,

已被 J
”
泛按收

.
笔者认为由于引用者对提出这

一经吮性判断方法的条件了解不够
,

在某些情况下

则易于导致做出诺误的判断
.

实践经脸和统计理论的分析都表明
,

一个容量

有限的样本是不能确切给出真值的
.
由于试验误差

的存在
,

由不同容量的样本得到 的均值并不是唯一

的 确定值而是一随机变量
.
因此

,

Al
n es 试验中处

理组各皿回变菌落数的均值 无
:f
和对照组均值 无c的

差数或其比值
一

全i 也具不确定性
.
为消除这类不

入 c

确定性的 千优
,

生物统 计学 卜
, ’

滋用可信限 CL 来估

计由试验变差造成的 平均值的界限 :

C L 一 尤 土 a

科 学 8 卷 6 期

准差
,

从而计算出在一定概率水平下的 可信限
,

仅 由

戈
t,
和 戈c 的差数是难以做出确切判断的

,

当供试眼

数较少时
,

更是这样
.

现以 Ehr onb
orgL‘” 检测二氯乙烯热油 (ED C

-

ta r) 的试验结果为例(见表 1)
,

做出分析 如下 :

表 1 二氯乙烯焦油 (ED C
一
t a 二

) 的致突变作 用

_

_

…
}.d变菌落数 皿

对’以组 处坦了组

111115 2444

222223 2弓弓

11111又 3 111

jjjjj 7 只777

11111 8
比
lll

尤尤尤 1 7
.
222 3 甲

.
污污

SSSSS 3
.
丁() 777 丁

.
州222

555 \’’ !
.f 从亏亏 弓

.
弓1ljjj

天 (均值 )
一

专全
二

以
为常数

, ’

己取决于试验数据的标准差 (
S
)

,

样本数

(
”
) 和实验合所期望的可信度 (

。

)

.

即该可信限包

含直正均值的概率
.
具体可写为下式:

CL 一 戈
·

ts
/ 丫丁

t
为在一定自由度下

,

概率为 (
。

) 时的
t
值 (可查

表)
.
在一定的概率下

,

如两个样品的可信限 (
e L)

不 力
_
客

,

即上
、

下限的差均为正值
,

即表明它们来自

不!j的群休
,

均值相差显著
.
山
n 。“
试验中

,

则表示

山 」
几

被检物的致突变作用
,

使处理组形成的回变菌

落敬 (诱发突变和自发突变的总效应)与对照组的回

变菌落数(自发突变效应)相差显著
,

因此
,

可在一定

概率水平下
,

判断被检物具致突变作用
.

山 卜式可见
,

如供试皿数相同
,

当标准差也相同

时
,

只需 又
:> 见C ,

C L
:

即可恒大于 CL 。 . 但实际

上山于 从
r
与 人C 总有相差

.
为简化试验结果的计

弘
R肋u· g 提出了以

会
>2做为被检物具致突

变作用的
“
临界差数

” ,

但这只是一个经验性的标准
.

由上述分析可看出
·

只在

}训
<
会

时
·

才能使

c味
一

与 Cl、 不互容
.
所以

,

如不同时给出试验的标

由于
会

一 ‘
·

8
3 < ,

,

如不考洲式验变泪水

依
“
二倍于对照值

”
的标准

,

应判断为无致突变作)月
,

用可信限方法
,

在 95 % 显著性水平下 (
a ~ 0

.0劝

计算可信限:

C Lt:~ 31
.6士 2 .7 7 6 又 3

.
3 1 一 2 2

,

4 1 一40
.
丁8 ,

C l
e 一 17

.
2 土 2

.
7 7 6 x l

.
6 8 ; ~ 1 2

.
多2一21

.80
.

两者不互容
, C L

, 。

恒大于 CJ 二
,

l

川故出仃致 突

变作用的判断
.
把检 测 的 显 蓉水 平 提 高 到 卯%

(
a 一 0

.
0 1
)
肠寸

, C L
, :
一 16

.
3 9一 斗6

.
8 3 , ‘之L e 一 9

.
4 今一

2斗
.
9 ,

.
亦不互容

.
这表明

,

根据试验结果做 出的

五D c 一
tar 具致突变作用的推断

,

可能出现的(以假为

真)错误的机会将不会大于 1% 一也同时
一

却刃
,

如不

考虑试验变差
,

仅 由 无的差值做出判断时的不可分

性
.

考虑到 A m e“ 试验主要是做为检测环境致 知因

素的初筛方法
,

如做出
“
无致突变作 用

”
的判断后

,

被

检物即失去了被进一步检测的机会
,
因此

,
在 叉

【 , :

无。
的差值不大

,

供试皿数又较少时
,
不考虑试验变

差而径用
“
二倍于对照位

”

为标准做出判断时
,

是很

易于造成
“
以真为假

”
的错误

,

从客观效果上来看
,
功
_

本试验中这较犯
“
以假为真

”「句错误判断则要严亚的

多
.
这在致突变作用的检测上不能不给予重视

.

目前在实验室中函数型电子计算器已普及
,

方

差分析等统计计算都可方便进行
.
这样

,

对 A
』。。 。
试

验的结果做 上述的可信限分析或者做
“
成组数据 平

均数比较的
了
测验,,[ ” 都已很方便

.
田此做出的统
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计推断的可靠性远较用
“
二倍于对照值

”
方法为优

.

建议对此做出相应的规定
.

当初步判断被检物进具致突变性时
,

可进一步

用不 同浓度的被检物行试验
.
一些研究者 习惯)月一

元线性 回归方法计算剂量反应曲线
,

由曲线斜率得
“
比致变潜力”回变菌落数/

nm ol) 和相关系数
:
做

为判断致突变性的进一步证据
.
应该注意的是

,

由

于研究者们往往仅选用 3一, 种浓度梯度进行试验
,

在此条件下只有
,

> 0
.

9 时才可做出相关显 著的判

断
〔‘」

.

如不做预备试验直接进行浓度试验
,

由于浓

度的选择 准勉带干l盲 目性
,

而高浓度的被检物如对

微生物的生长子日印制作用时
,

就难以 用 回 归 分 析

方法对结果进行分析
。

这都是试验设计中 ;后注意

的
,

试验中应包括不含 S
一
9 的一组为对照

,

以检测彼检

物本身是否含有活性因子
.

M cC
a
皿 等

〔‘。,
还发现

,

一些植物来源的致癌物

质如苏铁素 (Cy
c
二i
n)

,

是在由肠道微生物的 月
一

葡

萄糖昔酶酶解后才转化为活性致变物—
甲基偶氮

甲醇的
.
芸 香营和黄茂素等亦属此类

.
因此

,

当检

测这类植物来源的配糖物时
,

就需先用价葡萄撼营

酶进行酶解
.

随着更多的新菌株被用于进行短期试验
,

活化

系统的选择将更加复杂
,

为排除可能存在的干扰因

素
,

试验步骤也会更趋复杂
,

因而减低了做为初筛方

法的实 用价值
.
这就需要研究者应根据被检物的性

质和实际重要性等因 素做出妥善的选择
.
根据我国

情况
,

除少数单位已试用 A m “ 19 8 3 年的改进 方法

以外
,

多数单位还是依其 1975年方法
,

但具体操做

方法又往往有所不同
,

这给对试验结果的评价也带

来 困难
.
笔者认为

,

拟汀一个统一的操做规程
,

闹时

由指定单位供应菌株和 S
一 9 制剂

,

这对简化试验操

做
,

取得可靠的结果
,

是很必要的
.
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二
、

关千代谢活化系统的应用

由一个细菌繁殖成为能为 肉眼所见的菌落
,

往

往需经 20 一3。次分裂
,

每次分裂形成的细菌都会发

生突变
,

因此一次微生物培养过程中形成的回变菌

落数
,

币吴大程度上要取决于经分裂形成的细菌数
,

任

何影响细菌生长繁殖的因素
,

如接种量
、

培养基组成

和培养时间等都会影响回变菌落数
,

而难以标准化

的是代谢活化系统 S一 9 , s 一
10 和 S

一
l 泞
( 由抽提时的

离心速度而得名)的用量
.

由于已知相当多的致变物需加人代谢活化系统

进行
“
激活

”
之后始可显示致变性

,

因此 山
。。 试验

中通常加入大鼠肝 匀浆 S
一 9

,

由于尚缺少简便的测

定匀浆中过氧化物酶等微粒体酶活力 的 方法
, s 一 9

的加入都是以匀浆量而计的
.
已知鼠肝匀浆微粒休

酶活性会因动物品种
、

性别
、

年龄和制备方法而异
.

另方面 S
一
9 制剂中还含有微量组氨酸

,

采用过量加

人时会造成自发回变菌落数过多而降低了试验的灵

敏性
.
在得不到标准 S

一
9 制剂时

,

则需用已知需代

谢激活的致变物如黄曲霉毒素 B l 和不需代谢激活

的致变物如 N
一

亚硝基弧
,
做为阳性指示物

,

进行预

备试验以检验试验条件
.
被检物使用不同浓度时

,

各种浓度下亦需试用不同浓度的 S
一
9
.

考虑到某些

被检物中还可能含有活性因丁
一 ,

固此
,

在 s一夕的用量


