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一种快速显示抗突变作用机理的试验设计
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摘要 　为建立一种在检测物质的抗突变性的同时能显示出其作用机理的快速试验方法 ,我们做了一种试验

设计 ,预期能揭示出抗突变物是直接灭活致突变剂的细胞外作用还是细胞内的抗突变作用 ,并区分是保护细

胞免受损伤还是促使已突变的细胞 DNA 修复 ,或具有多种综合作用。该设计以检测已知抗突变剂 VitC为例

效果良好。

关键词 　抗突变 ;机理 ;试验设计

EXPERIMENT DESIGNING FOR RAPID ASSESSMENT OF THE

ROL E OF AN ANTIMUTAGEN

Zhao Zezhen ,Wen Denggui ,Wei Lizhen and Zhi Huiying

Hebei Cancer Instit ute , S hi jia z huang 050011 P. R . China .

Abstract To distinct the mechanism of an antimutagen with SOS inductest ,the authors designed a

series of lab procedures which could reveal whether the antimutagen deactivate a given mutagen

extracellularly or protect the targer cell against mutagenesis extracellularly ,whether the antimuta2
gen interrupt mutagensis intracellularly or has an ability to repair damage caused by the mutagen.

After using Vitamin C as a standard antimutagen ,we found that the lab procedures could be put

into practice effectively.
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物的抗突变功能是促使已突变细胞的 DNA

修复或保护未突变细胞免受损伤或是多重综

合作用。更具有重要意义。为此 ,采取抗突变

剂 ,致突变剂和指示菌多种不同接触方式的实

验设计 ,以期达到区分上述抗突变作用机理的

目的。报告如下。

材料与方法

1 　检品、试剂及标准菌种 :以维生素 C (VitC)

做被检物为例。

111 已知抗突变剂 :100mg/ ml 的 VitC。

112 已知致突变剂 : 0. 05mg/ ml 丝裂霉素 C

(MMC) 。

113 阴性对照剂 :生理盐水 (NS) 。

114 标准菌种 : GY5027 为遇到致突变剂即发

生突变并释放噬菌体的指示菌。GY4015 为

对该噬菌体敏感的菌 ,经对两菌株进行鉴定符

合原生物学特性。

2 　抗突变机理的试验设计 :通过以下四种处

理方式进行试验 :

211 A1013ml 的 Vit . C 先与 013ml 的 MMC

接触 ,后与指示菌接触。

212 B1013ml 的 VitC 和 017ml 菌液接触 ,用

NS 洗菌 ,再与 MMC 接触。

213 C10115mlMMC 0185ml 菌液接触 ,用 NS

洗菌 ,再与 Vit . C 接触。

214 D10125mlVit . C 015mlMMC 和 0125ml 菌

液同时混合接触。

以上四种处理方式均分别做了接触即刻、

20min、40min、60min 的试验 ,除即刻外均在

37 ℃温箱中进行接触。

3 　该试验设计结果的分析 :按照上述设计得

到的试验结果将产生以下七种情况之一 :

311 A 和 D 显示被检物抗突变阳性 ,但 B 和 C

阴性 ,则提示被检物只具有直接灭活致突变剂

的细胞外抗突变作用。

312 B 和 D 显示被检物抗突变阳性而 A 和 C

阴性 ,提示被检物只具有保护细胞免受损伤的

抗突变作用。

313 C 和 D 显示被检物抗突变阳性 ,而 A 和 B

阴性 ,提示被检物只具有促使已突变细胞

DNA 修复的抗突变作用。

314 B、C 及 D 显示被检物抗突变阳性 ,只有 A

阴性 ,则提示被检物既有保护未突变细胞免受

损伤又有促使已突变的细胞 DNA 修复的细

胞内抗突变作用 ,但对致突变剂无灭活作用。

315 A、B 及 D 显示被检物抗突变阳性 ,只有 C

阴性 ,提示被检物既有直接灭活致突变剂的作

用又有保护细胞免受损伤的抗突变作用 ,但无

促使已突变细胞的 DNA 修复的效应。

316 A、C 和 D 显示被检物抗突变阳性 ,只有 B

阴性 ,提示被检物既有直接灭活致突变剂的细

胞外作用同时又有促使已突变细胞 DNA 修

复的细胞内抗突变作用 ,但不能确定是否具有

保护细胞免受损伤的作用。

317 A、B、C 和 D 全部呈现被检物抗突变阳

性 ,即可证实被检物具有上述多种综合的抗突

变作用。

4 　试验方法及程序

411 菌种的活化及处理、各种培养基的成份及

制备、加菌铺皿按照抗突变和致突变同步快速

试验的常规进行。(1)

412 加已处理的检品和各种对照剂 :用长 7cm

宽 015cm 的无菌滤纸条沾 MMC 液贴在平皿

半固体表面的直径线上 , 用长 215cm 宽

015cm 的无菌滤纸条分别沾 MMC、VitC、NS

与 MMC 长纸条垂直相交贴在半固体平皿上 ,

每皿等距贴三条 ,呈“ 7 ”状 ,为标准对照。各

种处理后的检品按同样的贴条方式处理 ,每个

检品各做三个平行对照。

413 培养 :处理后将试验并且全部放 37 ℃温箱

培养 6 - 12 小时内观察结果。

414 判断结果的标准 :试验平皿半固体表面菌

苔背景生长良好并有散在分布均匀的自然回

变噬菌斑 ;标准对照中的 MMC 长、短纸条周

围有密集的噬菌斑并超过背景一倍以上 ;Vit .

C 纸条周围噬菌减少一倍以上或消失 ,尤其与

MMC纸条相交处更明显 ; NS 纸条周围无变

化 ,同时具备上述条件判断试验成功。其它各

种不同检品纸条与标准对照进行比较 ,如与
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单细胞凝胶电泳制胶方法的改进
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　　单细胞凝胶电泳技术 ( SCGE 又名 Comet

Assay)是由 Ostling (1) 于 1984 年首创 ,其后又

由 Singh (2)和 Olive (3)分别加以改进 ,形成目前

的碱性和中性裂解二类方法。该技术用于检

测细胞 DNA 单链和双链缺口 ,因其简单、灵

敏、迅速 ,且不需放射性核素标记 ,故一经创建

即成为研究 DNA 损伤的重要手段 ,倍受重

视。但是 ,该技术尽管原理、方法简单 ,其操作

过程却十分困难。在胶板制作中 ,一般要在磨

毛载玻片上滴加凝胶二～三层 ,每次用盖玻片

盖压 ,在揭取盖玻片时 ,极用损坏胶板。在其

后的裂解、电泳和洗涤过程中 ,凝胶长时间浸

泡、冲洗 ,即使极轻的振荡 ,也可能将胶板冲动

漂起 ,胶板的损伤常至实验失败。针对上述缺

点 ,我们改进了制胶方法 ,采用自制的带槽磨

毛载玻片加盖盖玻片进行单层灌胶的方法 ,基

本解决了传统方法胶板易受损的缺点。

方 　法

1 　载玻片制作 :将普通载玻片单面用 80 或

120 目砂充分磨毛 ,在其长边两侧用瑞士产

Araldite 胶各粘贴一大小为 2～3 ×50mm ,厚

Vit . C 反应一致则判该检品有抗突变性 ,与

MMC 反应一致则判为有致突变性 ,与 NS 反

应一致则为阴性。

结果与讨论

11 　在培养 7 小时后各平皿半固体表面均出

现了典型的噬菌斑 ,全部达到了判断结果的标

准。按照四种处理方式的设计以 Vit . C 为例

进行试验的结果 ,Vit . C 在 A、B、C、D 四种处

理方式中均显示了抗突变效应 ,提示其既有细

胞外直接灭活致突变剂的作用又有细胞内的

抗突变作用 ;既能保护细胞免受损伤又能促使

已突变的细胞 DNA 修 复 ,即可能具有综合的

抗突变作用。

21 　四种不同时间的结果反应一致 ,提示检品

接触时间从即刻到 1 小时之内均可显示抗突

变作用。Vit . C 滤纸条周围噬菌斑的数量有

随时间的延长而减少的趋势 ,即接触时间长抗

突变效应有所增强。但也观察到接触 40 及

60 分钟的试验平皿中 B 的背景自然回变噬菌

斑过于密集 C 过于减少 ,故以接触 20 分钟为

宜。

31 　该设计不必用复杂昂贵的仪器 ,通过被检

物、致突变剂及指示菌三者之间的多种不同处

理方式 ,在特定温度特定时间的条件控制下 ,

用抗突变和致突变同步快速试验即能揭示出

某些抗突变剂的部分作用机理 ,该法快速简

便 ,节省经费。

41 　这四种处理方式的试验设计也应适用于

其他的抗突变试验 ,待进一步验证。

51 　如被检物为间接抗突变剂应做加 S9 的试

验或同时做加和不加 S9 的两种试验 ,S9 的制

备同 Ames 试验 (2) 。
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