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目前环境保护工作需要对大量化学物质

的致癌性进行检查
,

若使用常规动物试验方

法
,

需要大量人力物力
,

费时亦较长
,

一般需

两年左右始得结果
,

这无疑远远落后于实际

需要 近年
,

逐渐发展了一些快速
、

简易鉴定

方法
,

微生物诱变试验 法 属其中一

种 对该法使用价值国外已有较肯定 的 结

论
,

但国内使用尚少 本文拟根据有关文献

资料结合我们使用这种方法 的一 些体 会
,

对该法作一介绍
,

供有关部门参考

一
、

方 法 原 理

于七十年代早期提出用组 氨 酸 营

养缺陷型的鼠伤寒沙门氏菌
。

肠
 作为诱变试验用菌株 这种菌株

在缺乏组氨酸的最低培养基中
,

由于不能合

成本身所需组氨酸
,

故不能生长 但若受诱

变物作用后
,

可产生回复突变
,

简称回变
,

即回复原来野生型菌株所

具有的生物特性
,

在缺乏组氨酸的条件下仍

可长成菌落 因此根据试验菌与受试物接触

后出现回变菌落的情况
,

可判断该物质是否

具有诱变性卜 按照体细胞突变是 肿瘤形

成基础的学说
,

并根据大量实验材料所提供

的事实
,

一般认为 致癌物是诱变物
,

二者可

能是同一现象的两个不同阶段
〔 ,

因此可利

用较易进行的诱变试验
,

初步推断致癌性是

否存在 法是属于筛选性质试验

试验用菌共五株
、 。 、

份
、

巧 、 巧
其中

的 、 , 用于检查碱

基置换型 诱变物
、 、

巧、 , , , 用于检查移码型

诱变物 五株菌均属组氨酸营养缺陷型突变

株 另外有两个附加突变 在染色体上
一

 
一

区出现缺失
,

失去切除修复系统
,

细菌的 受损后
,

无修复能力 细

菌细胞壁上有深粗糙型
。
突变

,

对大分

子的透过性增加 这两种突变使鼠伤寒菌对

诱变物作用的敏感程度增加 于

年将抗抗菌素的质体 转移至 ,
,

与  
,

分别获得含 因子的 。
与 。

对于回变作用
,

比原来菌株更为敏感

近年
,

发现了不少化学物质需经代谢活

化形成所谓活化型后
,

始显示其诱变性
,

因

此
,

法又加进一个代谢活化系统
,

即在

试验时加入肝细胞微粒体酶
,

以便将受试物

转化成活化型

二
、

培 养甚 制 备

所用培养基有四种

一 肉汤培养基 培养试验菌菌液用

牛肉浸羔 克 蛋 白陈 克 氯化纳 克 蒸

馏水 毫升
,

调至

二 肉汤琼脂培养基 用于菌种鉴定和

斜面试管

成份同上
,

再加人 多琼脂

三 最低葡萄糖琼脂培养基 底层培养

基



葡萄塘 克

琼 脂 克
一

液 毫升

蒸馏水 毫升
一

液
,

葡萄糖与琼脂分别

高压消毒后再行混合 所用琼脂需处理
,

除

去杂质

卿
一  

液成份是

硫酸镁 吨
·

克

柠檬酸
·

克

磷酸氢二钾
、

克

磷酸氢钠钱
·

克

蒸馏水 加至 毫升
。

需在其他盐溶解后加入
,

该溶液

为

四 上层琼脂 琼脂 克
,

氯化 钠 ,

克
,

加蒸馏水至 毫升
,

上层琼脂加人微

量组氨酸
,

使细菌能分裂数次
,

诱变作用会

更易得到显示 每 毫升上层琼脂 加

毫升 组氨酸一 生物素液 即每

毫升溶液内含组氨酸 毫克
、

生物素

毫克 配好的上层琼脂以 毫 升 为一

份
,

分装在试管内
,

高压消毒备用 配制上层

的琼脂亦需处理
、

除去杂质

三
、

菌液制备与菌种保存

将菌种接种于盛有 毫升肉汤培养基

的 毫升三角烧瓶内 于 ℃ 振荡培养

一 小时
,

菌液浓度为 一 毫升
,

将

菌液保存于冰箱内
,

可用一周 菌种的长期

保存
,

可采用低温深冻保藏法
,

即取 毫升

菌液
,

放人有玻璃旋盖的无菌小瓶 大小为

毫升 中
,

加人 时 毫升二甲基亚枫
,

用干冰迅速冰冻后
,

放在 一 ℃ 低温冰箱内

保存 每一菌株做两份
,

一份长期保存
,

一份

供日常使用
,

需用时
,

用灭菌小棒括下一块
,

按上述方法接种

四
、

试验菌的性状鉴定

对于新索取得的菌种和使用一段时间后

的菌种
,

应就其性状进行检查
,

检查以下五项

内容

一 组氨酸缺陷型鉴定 取灭菌 平皿

若干个分成两组
,

每皿加入底层培养基 毫

升 一组在底层培养基上加入 毫升无菌

的 组氨酸
,

与 毫升 生物素
,

均匀分布在底层培养基上
,

将需鉴定的菌种

划线接种
,

在 ℃ 培养 小时
,

在划线处应

有菌生长 另一组平皿除不加组氨酸外
,

其

余处理同
,

因平皿内无组氨酸
,

在划线处应无

菌生长

二 深粗糙型鉴定 五种试验 用 菌株

均为深粗糙型变异株
,

结晶紫的大分子可透

过细胞壁
,

并抑制该菌生长 取直径为 毫

米的滤纸片
,

高压消毒后
,

每片滤纸滴加 微

升 毫克 毫升 的结晶紫液 或 毫克去氧

胆酸钠液 取消毒平皿加人肉汤琼脂培养基

毫升
,

待其凝固后
,

取受试菌液 毫升

加在 毫升已熔化 朽℃ 保温 的上层琼脂

内
,

混合摇匀
,

倒在底层培养基上
,

然后在

平皿中央放人一片上述 滤 纸 片
,

在 ℃ 培

养 小时
,

纸片周围应有直径 毫米的透

明圈

三 缺失性状检查 五种试验用

菌均有此性状 这些菌株因无切除修复能力
,

故对低剂量紫外线作用很敏感 受检菌株划

线接种在肉汤琼脂平板上 打开平皿 用消

毒黑纸覆盖一半
,

用 紫外线灯在距离为

厘米处
,

照射 秒 有 因子者照射 秒
,

于 ℃培养 一 小时
,

受照射部分应无菌

生长

四 含 因子菌株鉴定 含 因 子的

与
的
对苇氨青霉素   有

抗药性 取 微升节氨 青 霉素 用 。

配成 毫克 毫升溶液 在肉汤琼脂平

板中央划线
,

待划线干后
,

再取受检菌液作交



又穿过划线
,

于 ℃ 培养 一 小时 有

因子者
,

在节氨青霉素划线交叉处仍有菌

生长

五 自然回变量的测定 各个 菌株在

缺组氨酸的培养基中 ℃ 培养 小 时 后
,

每皿均有一定量自然回变菌落  

! ∀ #, 37 :
7 ; T A

I
翔 : 2弓: T A

, s :
4 0 ; T A

r伪: 1 6 0 :

若自然回变数异常增高
,

可能是有杂菌污染
.

五
、

受试物溶液配制

受试物溶于水者
,

用无菌蒸馏水配成所

需浓度
.
不溶于水者可用一些有机溶剂

,

例

如用 D M SO (每皿加入量在 0
.
5 毫升以下 )二

甲基乙酞胺 (D im et hvl
一。e et a

m i d
e
) ( 每皿 25 微

升以下 )
,

二氧杂环已烷 (P
一

Di ox

a

ne )

、

丙 酮
、

酒精 (每皿 100 微升以下)
,

每皿在上述浓度

范围内
,

不会影响细菌的生长
,

亦不致引起回

变菌落过度增加
.
受试物应低温保存

,

具有

高度活性受试物
,

应在用前新鲜配制
.

以 2 毫升为一份
,

分装到有盖玻璃管内
,

用干

冰迅速冰冻
,

放人一80 ℃(或一40 ℃)内保存
.

(9) 取样检查有无细菌污染
,

有污染者需用

细菌滤器过滤除菌
.

(二) s
一 9 混合液 (S

一g M ) 配制

s一 9 还需加入辅酶 11(N A D p )
,

6
一
磷酸葡

萄糖 (G 6P) 以及一些盐溶液
,

使微粒体酶有

必要的激活条件
,

每皿加人的 s一9 量
,

以50 一
100 微升为宜

.
过多或过少均影响活化能力

.

s一 g M 配制成份见表 1
.

表 1 每毫升 S一g M 内各种

组分的浓度及其加人t

分子量
成浓
(M )

加人量
(微升)

八6,j工jd
月

,j

2020 54D0015

d
‘,七

户O

d .�、护门
,工

.

…
0J.人,人nUS

一
9

M
g C l

z

K C I

G 6 P
一
N
a

N A D P

磷酸缓冲液*

蒸馏水

203
.
04

74
‘

5 6

3 4 0

.

0

7 4 3

.

0

六
、

激活系统制备

(一) 肝细胞匀浆上清液(s
一 9 )制备

: (l)

取体重在 150 一200 克的雄性大鼠
,

用玉米油

配制的聚氯联苯 (PC B) 溶液 (20。毫克/毫

升 )
,

按 50 0 毫克/公斤体重剂量作一次腹腔

内注射
,

以进行酶诱导
.
(2) 五天后击头处

死
,

处死前 12 小时禁食
,

饮水不限
.
(3 ) 大

鼠皮毛经 3务碘酒与 75 多 酒精消毒后
,

用无

菌剪刀剪开腹腔
,

取出肝脏
.
以下步骤全部

在低温无菌条件下进行
.
(4)放人盛有 0

.
15 M

冷 K CI 的烧杯 (预先称重 ) 中
,

加入 K cl 呈

约为每克湿肝 1 毫升
.
称取肝重

.
( 5) 按每克

湿肝加人 3 毫升冷 。
,

15 M

K

CI

.

用消毒剪刀

将肝剪碎
.
(6)将剪碎的肝组织连同 K CI 液

倒人玻璃匀浆器内
.
在冰浴条件下

,

将肝组

织做成匀浆
.
(夕)将匀浆倾人经消毒的离心管

内
,

以 90 00 X g 离心 10 分钟
.
其上清部分即

为 S
一 9

.

每毫升 S
一 9 所含的肝细胞微粒体 酶

相当于 25 0 毫克湿肝组织内含 量
.
(5) 5

一9

* A 液N aH
:po 一

(
2 7

·

8 克/毫升)19毫升
,

B 液N
a:H po -

(, 3
.

6 5毫克/升)81 毫升
,

两液相加
,

加水至200 毫升
,

p H : 7

.

4

七
、

诱变性测定方法

测定方法有两种
,

一种是点试法用于定

性检查
,

一种是平皿掺人法
,

用于定量检查
,

前者用于初步试验
,

得出定量试验所需的浓

度范围
,

以及看其是否需要代谢活化系统
.

(一) 点试法

取 0
.
1 毫升菌液加 到 2 毫 升 45 ℃ 熔化

的上层琼脂内
,

若受试物需代谢活化者
,

再加

入 0
.
33 毫升 s

一 g M ( 1 5 x 9 o 毫米平皿)
,

混匀

后
,

迅速倒入盛有底层培养基平皿内(上述操

作应在 20 秒内完成
,

时间过长会影响酶的活

性)
,

轻轻转动平皿
,

使上层琼脂均匀分布在

底层培养基上
.
待上层琼脂凝固后

,

将浸有

受试物的滤纸片或受试物的结晶颗粒
,

放置

其上
,

于 37℃ 培养 铭 小时
,

若滤纸片周围有



密集回变菌落
,

则可认为该化合物有诱变活

性
.

(二) 平皿掺人法

向熔化的上层琼脂 (2 毫升)加人 0
.
1毫

升受试物
,

0

.

1 毫升菌液
,

需要时再加入 0. 33

毫升 S
一g M (平皿大小为 1弓x 90 毫米)

,

混合

均匀后
,

倒在底层培养基上
,

在 37 ℃ 培养 48

小时
.
每种受试物需用数个平皿作平行试验

,

以不加受试物只加受试物溶剂作空 白对 照
,

并用已知的诱变剂作阳性对照
.
对一些对光

线敏感的化合物
,

待上层琼脂凝固后
,

应立即

用黑纸盖上
,

再放人温箱培养
.
阳性诱变物

的选择可参考表 2
.

培养 48 小时后
,

计算试验皿与对照皿的

回变菌落数
.

八
、

结果表达与解释

受试物经点试法定为阳性者
,

应选择适

当浓度进行平皿掺人试验
,

并以一范围较窄

的浓度作剂量与反应曲线
.
若试验结果的回

变菌落数比空白对照皿高出 2 倍以上
,

并按

加入受试物量计算每毫微克分子 (
。
M ) 的菌

落数
,

达 0
.
2 个以上时

,

可定为阳性
.

表 2 己知阳性诱变物对鼠

伤寒沙门氏菌引起的回变

阳性 诱 变 物
每皿
加入量

(微克)

T A

+++++++++

+++
++++++

甲基甲烷磺酸盐

4. 硝基咬琳氧化物

亚硝基肌

夕一氨基 叮咤*

柔毛霉素

2一氨基茹

黄曲霉素B
,

3
,

4 苯并毗

十

十

*溶于乙醇中
,

其余溶于 D M so 中

九
、

使 用 举 例

我们用本法对农药叶飞 散 (又 名 混灭

威)
、

螟岭畏与敌敌畏 (D D v P )进行了 致癌

性初步查查
.
先用浸有 0

.
05

、

0. 5

、

, 与 50 毫

克/毫升上述物质的滤纸片进行点试
,

结果表

明 :除敌敌畏为阳性外
,

其余为阴性
.
再用平

皿掺人法进行检查
,

每种受试物用五种菌株
,

受试物加人量分别为 50
、

5 0 0

、

2 5 0 0 与 5000

微克/皿
.
并同时作加 S

一9 与不加 S
一 9 两种处

理
,

结果见表 3
.

由表 3 结果可见
,

叶飞散与螟岭畏均未

表 3 几种农药诱变试验结果

数�
l
司
ee
we
es
-l eelesseeeweseeeweeswel--l weweee--l weeeeeeseseseeeses

受 试 物 结 构 式
回变菌落数

最高的菌株

回 变 菌 落 数

个/微克 个/
。
M 诱变性

叶 飞 散

O C O N H C H
:

介
H3

、尹
C H ,

6 0
/

5 0 0

螟 铃 畏 Cl

<二汁NH 一 S一N才
H’

、
C H

,

3 6
/

5 0 0

敌 敌 畏 (C H
,

o
)

:
p

(
0

)
O C H C C I

:
T A

i o o
3 6 0 0

/
5 0 0 0

苯并毗 TTT A Ioooo 3400/1000 85
。

0



见有诱变性
,

而敌敌畏则在高剂量组出现较

多量回变菌落
,

可见它有诱变作用
,

并属碱基

置换型诱变物与文献报告结果相符
『7]
.

阳性

致癌物 3
.
4 苯并花见有明显的诱变作用

.

究
.
Am es 正培育一些新的菌株

,

以图弥补现

有方法的不足
.
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十
、

结 论

A m es 法是一种简易
、

快速
,

比较可靠的

致癌物初筛方法
,

目前已受到广泛的重视与

使用
,

当然
,

该法亦有局限性
,

例如有些已知

致癌物
,

未能获得阳性结果
,

可能与活化系统

使用不当有关
.
此法出现假阳性仍比较多

,

对

此
,

应如何进一步判别
,

尚待作更进一步的研
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在制作标准曲线的过程中
,

从对氯邻甲

苯胺的标准溶液中吸取不同体积以配成一系

列浓度不同的标准样品数个
,

并用 IN H cl 稀

释至 2 毫升
,

分别进行碘化反应
,

用气相色谱

仪进行测定
.
由测得 的 4

一
氯

一6 一碘
一
邻 甲苯

胺的峰高与相应的对氯邻甲苯胺的 量 作 图
,

制得标准曲线两者具有相应的线性关系
.

在按上述提取方法和气 相 色 谱 测定 条

件
,

每一样品进样 5微升时
,

杀虫眯测定值可

从测得的峰高
,

由标准曲线求得对氯邻甲苯

胺的量用下式进行计算
:

杀虫眯测定值(微克)

~ 对氯邻甲苯胺量(毫微克)
5 (微升 )

X 5 X 10 X 3 X 1
.
6 5

( 1
.
65 为杀虫眯与对氯邻

甲胺之间的换算因子 )

6
.
方法回收率

取 100 克苹果浆 (50 克未施药的苹果)

加人 30 微克杀虫眯
,

以杀虫眯在苹果中残留

量为 0. 6pp m 计
.
按上述水解提取

,

碘化气谱

测定条件等步骤进行测定
,

测得 回收率 为

90
.
4一108多

,

( 见方法回收率表 ).

呼8
-

样品序号

方 法 回 收 率 表

刁丽灭条百砰的蔽度
(ppm )

杀虫眯的回收率%

7(3)

7(4) l

一笃岑一卜一竺- 一卜一
,

些一”( , )

}

“
·

6

!一止竺一一

一二二
.

一}一止竺匕一
“

·

6

仁一一
,

竺—
8(斗)

5( 4 ) }

”(3 ,

}

。
·

‘

}

1 0 8

五
、

讨 论

1.此法是将杀虫眯及其代谢产物均水解

成对氯邻甲苯胺后加以测定
,

并换算成杀虫

眯
.
不能完全反映出杀虫眯及其代谢产物去

甲基杀虫眯
、

N
一甲酞基对氯邻甲苯胺

,

对氯

邻甲苯胺的各个的残留量
.
但国际上(W H O /

FA O )也是采用前面的计算方法
.

2
.
对氯邻甲苯胺直接碘化法

,

较之经重

氮化后再进行碘化的方法
,

简便
、

灵敏度高
、

标准曲线的线性关系也较好
.
但碘化反应温

度和时间的影响有待迸一步试验
.
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