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摘  要：目的  应用 Ameë试验探讨泰格列净是否具有致突变性。方法 =采用标准平板掺入法，应用组氨酸营养缺陷型鼠伤

寒沙门氏菌 qAVT、qAVU、qANMM、qANMO和 qANRPR对泰格列净进行回复突变试验。结果  在 PNKOR～O=MMM=μgL皿剂量范围

内，加和不加大鼠肝微粒体酶 pV 平行条件下测试，泰格列净 Ameë回复突变试验结果为阴性。结论  在本试验条件下，泰

格列净无致突变性。=
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=
Ameë 试验是国际上通用的遗传毒理实验的必检

项目之一xNz。试验选用鼠伤寒沙门氏菌组氨酸营养缺

陷型（异养型 háë−）菌株，该菌株不能生长在缺乏组

氨酸的培养基中，当受诱变剂作用后，可发生回复突

变而转变为野生型（原养型 háëH），通过自行合成组

氨酸，使其在缺乏组氨酸的培养基上能够生长发育成

肉眼可见的菌落，据此判断受试物是否为致突变物xOz。=
泰格列净是 O型钠离子依赖型葡萄糖协同转运

蛋白（pdiqO）抑制剂类降糖药物，通过抑制表达

于肾脏的 pdiqO，减少肾脏的葡萄糖重吸收，增加

尿液中葡萄糖的排泄，从而降低血浆葡萄糖水平。

本文采用 Ameë试验研究泰格列净有无致突变性。=

N= =材料=
NKN= = Ames菌株=

鼠伤寒沙门氏菌组氨酸缺陷型菌株 qAVT、
qAVU、qANMM、qANMO，引自天津市疾病预防控制

中心；qANRPR，引自美国模式菌种收集中心

（AmeráÅ~å=qópe=Cuäíure=CoääeÅíáoå，AqCC），均于－

UM=℃超低温冰箱保存。试验前对各菌株进行了组氨

酸缺陷鉴定（háë−）、脂多糖屏障缺陷鉴定（rf~）、
紫外线修复缺陷鉴定（uvr_）、氨苄青霉素抗性鉴定

（phjNMN）、四环素抗性鉴定（mAnN）、自发回变

数鉴定以及对阳性突变剂的敏感性鉴定，经鉴定各

菌株均符合相关要求。=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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NKO= =药物及主要试剂=
泰格列净，性状：白色结晶性粉末，质量分

数：VVKUUB，批号：NQMONN，理化性质：易吸潮，

保存条件：常温、干燥，由天津药物研究院药物

创新研究中心提供。溶媒对照：二甲基亚砜

（ajpl），批号 PMOAMPV，购自 poä~rbáo。阳性诱

变剂：叠氮钠，批号 QSSMCPMP，购自 AmreëÅo公
司；敌克松，由南开大学元素所馈赠；OJ氨基蒽，

购自 qCf公司。=
琼脂粉、营养肉汤培养基，购自北京三药科技

开发公司；组氨酸，购自天津市光复精细化工研究

所；生物素、磷酸氢钠胺和 SJ磷酸葡萄糖，购自

págm~JAädráÅh公司；氧化性辅酶 ff（βJåáÅoíáå~máde=
~deåáåe=dáåuÅäeoíáde=phoëph~íe，kAam）。=
NKP= =代谢活化系统=

大鼠肝微粒体酶 pV，本实验室自制，采用苯巴

比妥和 βJ萘黄酮联合诱导，无菌检测和代谢活化特

性检测符合实验要求。=
NKQ= =主要仪器=

恒温培养箱和高压蒸汽灭菌器，购自 pAkvl
公司；全温度振荡培养箱，购自太仓市华美生化器

材厂；恒温水浴箱，购自天津泰斯特仪器有限公司；

电子天平，购自 p~ríoráuë公司；超净工作台，购自

天津市拉贝尔实验室设备有限公司；显微镜，购自

日本 kákoå公司。=
O= =方法=
OKN= =预试验=

选用组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌 qAVT、
qAVU、qANMM、qANMO 和 qANRPR，泰格列净剂量

设置为 R=MMMKMMM、O=RMMKMMM、N=ORMKMMM、SORKMMM、
PNOKRMM、NRSKORM和 TUKNOR=μgL皿，另设空白对照组。

采用平皿掺入法xQz，每 N实验菌株每 N剂量非活化

（－pV）系统各做 N 个平皿。肉眼和显微镜下观察，

抑菌情况判断标准为：＋＋：有明显抑菌，回变菌

落数明显降低；＋：一定抑菌，回变菌落数降低；

±：有微弱抑菌，回变菌落数略有降低；－：无明

显抑菌，回变菌落数正常。预试验结果显示，各剂

量均无沉淀产生；SOR～R=MMM=μg/皿剂量出现不同程度

的抑菌作用，结果见表 N。=
根据“将不出现明显的抑菌情况，且产生的沉

淀不干扰计数的浓度设定为最高浓度”的原则xOz，

结合预实验结果，本试验高剂量选择为 O=MMM=μgL皿，

同时，为了兼顾泰格列净对各菌株强弱不等的抑菌

能力，以及尽量扩大受试剂量范围的考虑，本试验

采用非等比间距，另设 N= MMMKMM、RMMKMM、NORKMM
和 PNKOR=μg/皿 Q个剂量。=

表 N= =泰格列净非活化（－pV）系统 Ames预实验抑菌情况=
qable=N= = qianagliflozin=absence=of=pV=mix=Ames=preliminary=experiment=on=bacteriostasis=

组别= 剂量L(μg∙皿−NF= qAVT= qAVU= qANMM= qANMO= qANRPR=
空白对照= µ= －= －= －= －= －=
泰格列净= TUKNOR= －= －= －= －= －=

NRSKORM= －= －= －= －= －=
PNOKRMM= －= －= －= －= －=
SORKMMM= ±= －= －= ±= －=
N=ORMKMMM= ＋= ＋= ＋= ＋= ＋=
O=RMMKMMM= ＋＋= ＋＋= ＋＋= ＋＋= ＋＋=
R=MMMKMMM= ＋＋= ＋＋= ＋＋= ＋＋= ＋＋=

=

OKO= =泰格列净 Ames试验=
应用组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌

qAVT、qAVU、qANMM、qANMO和 qANRPR，采用平

皿掺入法xQz，根据预试验结果剂量设置为 O=MMMKMM、
N=MMMKMM、RMMKMM、NORKMM和 PNKOR=μgL皿，并设空白

对照（不加任何药物和溶媒）、溶媒对照（ajpl）
和阳性对照组。其中敌克松：RM=μg/皿，加入量 MKN=
miL皿，为 qAVT、qAVU和 qANMO菌株非活化系统

阳性对照药；叠氮钠：NKR=μg/皿，加入量 MKN=miL皿，

为 qANMM和 qANRPR菌株非活化系统阳性对照药；

OJ氨基蒽：R=μg/皿，加入量 MKN=miL皿，为 qAVT、
qAVU、qANMM、qANMO 和 qANRPR 菌株活化系统阳

性对照药。具体操作：取保温在 QR=℃、含 O=mi融

化的顶层培养基的试管，依次加入菌液 MKN=mi、不

同浓度的受试物或阳性对照药 MKN=mi（空白对照组

不加，溶媒对照加 MKN=mi=ajpl），需代谢活化的
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再加入 MKR= mi= pV混合液，混匀后倒入底层培养基

上，铺平，标记组别、剂量、活化和非活化，固化

后于 PT=℃温箱培养 QU= h，计数各组肉眼可见回变

菌落数。每 N菌株每 N剂量活化（＋pV）和非活化

（－pV）系统各做 P个平皿，进行 O次独立试验。=
OKP= =结果评价=

结果应阐明药物细菌毒性大小和沉淀情况，每

皿的回复突变菌落数以 x s± 表示。=
当至少在一个菌株上，在有或无代谢活化的情

况下，受试物所诱发的回复突变菌落数出现浓度依

赖性的增加和L或在一个或多个浓度组出现可重复

性的增加，可判定为阳性结果，反之为阴性xPz。=
P= =结果=

在不加 pV 活化条件下，计数菌落时未发现受

试物沉淀，结果显示，泰格列净剂量为 O=MMM、N=MMM=
μgL皿时，对 qAVT、qAVU、qANMM、qANMO 均有不

同程度的抑菌作用，回变菌落数明显降低，对

qANRPR 无抑菌作用，回变菌落数正常；泰格列净

剂量为 RMM、NOR=μg/皿时，对 qANMO有一定抑菌作

用，回变菌落数降低，对 qAVT、qAVU、qANMM 和

qANRPR 无抑菌作用，回变菌落数正常；泰格列净

剂量为 PNKOR= μgL皿时，对 qAVT、qAVU、qANMM、
qANMO和 qANRPR均无抑菌作用，回变菌落数正常；

阳性对照组回变菌落数与溶媒对照组比较明显增

加。见表 O。=
在加 pV 活化条件下，计数菌落时未发现受试

物沉淀，结果显示，泰格列净剂量在 O=MMM=μgL皿时，

对 qAVT、qAVU、qANMM、qANMO 均有不同程度的

抑菌作用，回变菌落数明显降低，对 qANRPR 无抑

菌作用，回变菌落数正常；泰格列净剂量在 N=MMM=μgL
皿时，对 qAVU和 qANMO有抑菌作用，回变菌落数

降低，对 qAVT、qANMM和 qANRPR无抑菌作用，回

变菌落数正常；泰格列净剂量在 PNKOR、NOR和 RMM=
μgL皿时，对 qAVT、qAVU、qANMM、qANMO和 qANRPR
均无抑菌作用，回变菌落数正常；阳性对照组回变

菌落数与溶媒对照组比较明显增加。见表 P。=

表 O= =泰格列净非活化（−pV）系统 Ames实验结果( x±sI=n===S)=
qable=O= = Ames=experimental=results=of=qianagliflozin=in=absence=of=pV=mix=E x±sI=n===SF=

药物= 剂量L(μg∙皿−NF= qAVT= qAVU= qANMM= qANMO= qANRPR=
空白对照= µ= NOPKP±NOKV= ORKM±PKS= NNPKP±NNKU= OPOKO±NMKM= UKP±OKM=
溶媒对照= µ= NONKO±RKM= OQKR±SKM= NOMKO±QKM= OPPKR±VKO= NNKR±OKS=

泰格列净=

PNKOR= NNNKU±NOKU= OPKT±OKV= NNUKP±NQKU= OPMKO±NNKV= VKP±NKM=
NORKMM= NOOKP±TKP= OSKT±QKS= NOMKT±NOKO= OMRKU±NNKP△= VKP±NKS=
RMMKMM= NMRKM±TKQ= OTKR±QKQ= NOVKT±VKU= NROKM±NNKU△= UKT±NKQ=
N=MMMKMM= RNKP±RMKP△= OMKP±TKP△= VUKM±TKP△= RMKP±OQKT△= NMKT±PKN=
O=MMMKMM= VKM±SKT△= NRKM±PKN△= TTKR±TKU△= MKM±MKM△= VKT±PKM=

敌克松= RM= = = P=VSPKP±PUUKUG= N=PQPKT±OTUKMG= µ= N=TNPKM±PMNKNG= µ=
叠氮钠= NKR= µ= µ= RPMKM±USKSG= µ= RPRKU±VPKMG=
G：回变菌落数超过溶媒对照组的 O倍以上；△：背景菌苔减少，表示有细菌毒性=
G: íhe=åumber=of=muí~íed=Åoäoåáeë=w~ë=more=íh~å=O=íámeë=íh~í=of=íhe=veÅíor=Åoåíroä=groupX=△W=b~Åkgrouåd=b~Åíerá~ä=reduÅíáoå=~åd=b~Åíerá~ä=íoxáÅáíó=

表 P= =泰格列净活化（HpV）系统 Ames实验结果( x±sI=n===S)=
qable=P= = Ames=experimental=results=of=qianagliflozin=in=presence=of=pV=mix=E x±sI=n===SF=

药物= 剂量L(μg∙皿−NF= qAVT= qAVU= qANMM= qANMO= qANRPR=
空白对照= µ= NPTKO±NNKQ= OTKU±PKV= NONKM±NPKQ= OTNKM±NSKM= NQKR±OKT=
溶媒对照= µ= NPTKR±NMKM= PNKO±TKV= NOQKM±NQKS= ORSKM±NSKP= NPKM±PKQ=
泰格列净= PNKOR= NQSKP±NMKQ= OTKP±SKQ= NNUKR±NPKN= OQVKO±NOKS= NQKT±QKS=

NORKMM= NPPKM±TKU= OUKR±SKO= NOSKM±NQKV= ORVKP±TKV= NPKU±OKM=
RMMKMM= NPSKT±NQKQ= OSKU±RKM= NNSKT±NMKS= ORQKR±NPKP= NPKO±PKN=
N=MMMKMM= NOTKU±NOKO= OQKM±SKO△= NONKT±NMKV= NUMKU±QPKP△= NOKR±QKP=
O=MMMKMM= PRKR±NQKT△= NVKO±QKN△= VQKR±NSKQ△= PTKP±OPKM△= NOKU±OKS=

OJ氨基蒽= R= = = P=OMNKT±OURKPG= O=PRRKM±ONUKMG= P=MONKT±QVQKRG= TTVKPKM±UOKOG= OUPKM±OQKTG=
G：回变菌落数超过溶媒对照组的 O倍以上；△：背景菌苔减少，表示有细菌毒性=
G: íhe=åumber=of=muí~íed=Åoäoåáeë=w~ë=more=íh~å=O=íámeë=íh~í=of=íhe=veÅíor=Åoåíroä=groupX=△W=b~Åkgrouåd=b~Åíerá~ä=reduÅíáoå=~åd=b~Åíerá~ä=íoxáÅáíó=
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Q= =讨论=
Ameë 试验是一种快速检测受试物致突变性和

致癌性的方法，而受试物的毒性作用可以导致Ameë
试验出现假阳性结果，由于受试物杀死了大部分细

菌，使残存的细菌得以利用培养基中微量的组氨酸

和生物素生长成肉眼可见的菌落，结合显微镜分析

可排除由于受试物毒性导致的假阳性结果，从而提

高结果判断的准确性xOz。=
本研究设置的阳性对照组在有或无 pV 活化条件

下，各菌株回变菌落平均数均超过溶媒对照组回变菌

落平均数的 O倍，证实试验系统有效。研究结果显示，

在有或无 pV 活化系统的情况下，随着受试物剂量的

增加，受试物各剂量组的回变菌落数均未超过溶媒对

照组回变菌落数的 O倍，且无剂量相关性。结果表明，

在有无代谢活化系统条件下，泰格列净对组氨酸营养

缺陷型鼠伤寒沙门氏菌 qAVT、qAVU、qANMM、qANMO
和 qANRPR= R种试验菌株均未呈现致突变性。遗传毒

性试验方法有很多种，但没有任何单一试验方法能检

测所有遗传毒性物质，因此，通常采用体外和体内遗

传毒性试验组合的方法，以减少遗传毒性物质的假阳

性结果xPz，之后本课题组将进行体内微核、细胞试验，

这些试验相互补充，对结果判断综合考虑，进一步探

讨泰格列净是否具有致突变性。=
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