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正烷酵母饵料致突变性的研究

徐 冠 雄 许 为 群

(上海肿瘤研究所 ) (上海水产学院 )

提 要

本试验用鼠伤寒沙门氏菌组氨酸缺陷型— 哺 乳 动物肝微粒体酶测 试系 统 (为二。 护

T郎七)
,

对正烷酵母饵料浸出液的非极性树脂 x人D 毛 吸附物进行检测
,

以查明其是否具有致突

变或致癌作用
。

结果表明
,

正烷酵母对菌株 T 9A 8 及 T A 100 有致突变作用
,

由此证明这种饵

料中存在着引起 D N A 移码突变和碱基对置换突变的化合物
,

故这种酵母在被用作鱼类 饵料

或其他动物饲料之前
,

还应作进一步研究
,

防止其对环境的污染和其他潜在的危害性
。

前 言

正烷酵母 ( N于ar a仃灿 Y e溺t )
,

曾有报道认为可用作鱼类饵料闺
,

但我们认为其安全

性及对环境污染的可能性尚未作出严格的检验
,

难以作出定论
。

为此
,

我们专门进行了正

烷酵母的致突变性 (致癌性 )研究
,

并由此来评价正烷酵母用作饵料时
,

对鱼类
、

牲畜和人

类可产发生的直接或间接危害作用
。

材 料 和 方 法

1
`

样品的处理

( 1) 非极性树脂 x A卜 2 层析柱的处理 .2[ 叼 秤取非极性树脂 X A R Z 0
.

7 9
,

分别用

10 m l 的丙酮
、

甲醇和无离子水
,

作多次旋转和倾倒式洗涤
。

将洗净的非极性树脂 X A乐 2

装入 0
.

7 又 1
.

0 c m ( 内径 ) 的玻璃层析柱内
,

树脂高度为 4 c
m

,

柱床体积为 1
·

s c m
. 。

加

样品前再用 50 m l 无菌无离子水洗涤一次
。

(2 ) 样品 浓缩处理 取正烷酵母饵料干粉 5 9
,

用 6 0 m l 无离子水浸泡一天
。

再用于冰

速冻并置于 55
,

C恒温水浴中速溶
,

如此反复三次
。

用滤纸过滤
,

滤液徐徐加入树脂层析柱

中
,

流速控制在 1 m l/ m in
,

使浸出液中的非极性致突变物 (致癌物 )充分被吸附于层析柱

上
。

然后用 10 m l 丙酮溶液
,

以用样流速洗脱解析所吸附的浓缩物
,

将洗脱液在 60 ℃条

件下充氮挥干
,

加 S ln l 二甲基亚矾 ( D M S O )溶解
,

备用
。
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(3 )非极性树脂 XA卜 2层析柱的特性试验 为检验层析柱的吸附性能
,

将具有致突

变性的 八七甲基一八七硝基弧 ( N T G 或 M N N G ) 5 0林g
,

按上述样品通过层析柱的方法进行

处理
,

经充氮挥干后
,

加 1 0 1二甲基亚飒
,

作为致突变检测的阳性对照剂
。

2
.

正烷酵母致突变检测 .a[
, 〕

( l) 菌袜鉴定 用鼠伤寒沙门氏组氨酸缺陷型突变菌株
,

并带有 R 因子的 T冬98 和

T A一 10 0 作为测试菌株
。

菌株先经过加少量组氨酸试验
、

自发回变试验
、

切除修复系 统

缺失 ( U V r B )
、

脂多糖屏障丢失 ( r f a )
、

抗氨节青霉素等试验作为鉴定菌种的标准
。

测试

前菌种接种在肉汤培养基中
,

37
O

C培养 16 小时
,

经培养后的细胞悬液
,

作致突变检测

用
。

(幻 S一 9 混合液的制备 按 A
」n明 等人川的方法制备 9 0 0 0 9 肝匀浆悬液 ;取雄性大白

鼠 ( 2 0 0 9 左右 )
,
用玉米油稀释多氯联苯 ( A or c七or 1 2 5 4 )

,

以 5 00 。留比 诱导 5 天后取肝
,

制成匀浆
,

再作 9 0 009 离心
,

取上清液制成 象 9
,

液氮速冻保藏
。

另加入代谢活化系 统
,

即在 S
一 9 中加入一些辅助因子 ( T P N H 生成系统 ) 组成 --5 9 混合液

。

使 l 扭 I 的 S一g 混

合液中
,

含有 冬 , 0
.

3二 l
、

加宫C l
:

8拼 m o l
、

K C ] 3 3肠 m o l
、

G一 6矛 5“ 。 0 1
、

N A D P 4林m o l 和

P且 为 7
.

4 的磷酸缓冲液 1 0 0卜
mo l

。

测试时 斗 9 混合液的用量为每皿 0
.

2 m l (约合 乐 9

40 协m l)
。

乐 9 混合液需在临用前配制
。

(3 ) 致突变检测 每皿加底层培养基 V 一 B 低培养液 15 m l
,

待凝固后取 2 m l 上层培

养基加 o
·

1 m l 菌液和正烷酵母样品 0
.

01 一0
.

5 0 1
,

再加 斗9 混合液 。
.

2 o l( 或不加 S一 9

棍合液 )一并倒入上层培养基上
,

待凝后
,

置于 37
O

C培养 48 小时
,

计算回复突变菌 落数
。

除突变菌株自发回变试验和菌液加 S一 9 作阴性对照外
,

其他所有对照组都不加待检

样品溶液
。

另 外
,

采用 N T G 或 M N N P 不加 S一 9 和黄曲霉毒素 ( A F T ) B
,

加乐9 作阳

性对照
,

及检验非极性树脂 X A --B 2 吸附已知致突变物 N T G 的特性对照
。

待检样品中
,

凡引起回复突变菌落数超过自发回变数 2
.

5倍以 上 者
,

为 致突变 阳

性
。

试 验 结 果

’

正烷酵母在致突变检测时加入 S
一 9 代谢活化系统后

,

受试菌株 T A 98 和 宁A 1 00
,

均

呈致突变阳性反应 (见表 1)

表 1 正烷酵母及对照组致突变定性检测结果

一
S
一 9 +

3
一

9

受 试 物 名 称 钡断试浓度 坦 l/ 皿

正烷酵 母 X A卫卜 2 浓缩
N T G X 人 D

es
~

2 浓缩
N T G 阳性对照
人 P卫 B

l
阳性对照

自发回变阴性对照

0
甲

0 --1 0
.

5

0
.

1 ( S D拼g )
0

.

主( 5 。卜g 〕
0

.

幼 ( 0
.

肠件 g )

一一一 一一

TTT人 10 000 T A 9 8
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讨 论

非极性树脂 X A耳 2( Ao b erii teXT D A Yp皿 幻是一种大网状多孔中性非极 性苯

乙烯
一
二乙烯苯聚合物

。

它具有从极性溶剂中吸附非极性或部分弱极性共存物的特性
,

使

亲水性强的电解质如无机盐类等可以无阻地经树脂流出
。

组氨酸在中性溶液 中带正 电

荷
,

故吸附甚少
,

甚至不被吸附
。

而被吸附在树脂表面的致突变物
,

一旦与适宜的溶液接

触
,

即从树脂孔隙中迅速扩散并得到解析分离
。

实验用非极性树脂 X A --D 2 层析柱排除

组氨酸对致突变物检测有于扰的物质
,

可达到满意的结果
。

这种非极性树脂 X A D一 2 适用于水状液体作致突变物 (致癌物 )的体外检测 , 可用在

提取大量淡水或海水中的微量化学致突变物 (致癌物 )
,

其作用在于浓缩提纯样品
,

排除在

致突变检测中的干扰因子
。

本方法简便
、

有效
,

可用于渔业环境化学致突变物 (致癌物 ) 的

检测
。

化学物质的致癌作用
,

具有生物物种的特异性叫
。

因此一般来说
,

由本检测系统鉴定

为阳性反应的化学物质
,

就具有致突变 (致癌 )作用的可能
。

正烷酵母作为鱼类饵料或动

物饲料蛋白源
,

为确保其安全性
,

应进一步用多种检测系统鉴定
。
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