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修订适合中药体外致突变性检验的 Ames检测体系思路

金建玲
*
, 刘  波,高培基*

(山东大学生命科学学院 微生物技术国家重点实验室,山东 济南  250100)

摘  要: Ames 测验是遗传毒理实验(致畸致癌致突变)的初筛方法, 是食品药品安全性检验中心的必检项目之一。

结合部分中药体外致突变性( Ames 检测)结果的混乱情况, 提出修订现行 Ames 检测体系的必要性和紧迫性。通

过对生物类样品中因含有组氨酸成分对 Ames 测验结果的影响作用(易产生假阳性)进行深入分析, 并对目前国际

上相关的 Ames 检测的修订方法进行综述和比较, 指出了目前国内外尚没有适合中药致突变性检验的修订体系。

在此基础上,提出了几条修订常规的 Ames 测验以适合中药体外致突变性检验的思路,以期引起应有的重视。
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  Ames 检测是国际上食品、药品及其他相关产品获得生

产许可证之前必须进行的安全性检测项目之一,通常作为遗

传毒理实验(致畸致癌致突变)的初筛方法[ 1~ 3]。目前我国

的国家标准采用 2003 年修订版本( GB 15193-94. 2003)。

Ames 检测是利用鼠伤寒沙门氏菌 S almonell a ty phy-

mur ium 的组氨酸( histidine)营养缺陷型突变株( his- )发生

回复突变的性质,对化学物质致突变性进行初步筛选的短期

体外实验方法。实验体系采用 4 株组氨酸缺陷的沙门氏菌

作实验菌株,组氨酸缺陷系由碱基置换和不同类型的移码突

变造成。另外,引入的深度粗糙突变型 ( rfa) 有利于待测物

能够更好地进入细菌细胞, 引入 DNA 损伤修复缺陷型

( uvrB)有利于更加灵敏的检出待测物的致突变性。Ames

试验的常规方法有斑点试验和平板掺入试验。平板掺入试

验可定量测试样品致突变性的强弱。此法较斑点试验敏感。

平板掺入试验的流程主要包括:一定量的组氨酸缺陷型细胞

均匀分布在组氨酸限量的选择平板上,其中加入的组氨酸量

可保持涂布细胞有限次的细胞分裂 ( 1~ 2 次) ,在此过程中,

细菌细胞可发生自发或诱发突变成为原养型回复子, 从而能

够在选择平板上形成肉眼可见的回复子菌落,若添加待测物

的实验组的回复子菌落数相比于阴性对照组高出 2 倍或以

上,而且回复子菌落数与待测物浓度有剂量依赖关系, 据此

可以判定待测物 Ames 检测阳性,即意味着具有潜在的致癌

致畸的可能性[4]。

1  Ames检测的影响因素

Ames 检测最重要的影响因素是检测体系中的组氨酸

及其前体物(如多肽,蛋白质等)的量[ 5~ 8]。因为它们可以支

持 his- 缺陷型细胞生长和分裂, 增加最终回复子菌落数, 从

而造成假阳性。因此, 现行的 Ames 检测体系不适合含组氨

酸成分样品的致突变性检验。如食品、某些化妆品、中药水

提物等。

2  Ames 检测的修订

国外文献报道的修订方法[ 9~ 17]主要分为两类。第一类:

通过对样品预处理,如通过萃取、色谱等技术, 去除组氨酸及

其相关物, 仅保留有效成分[ 10]。由于预处理可能造成中药的

某些有效成分丢失,预处理后中药样品的致突变性不能很好

的代表原始中药的致突变性。因此, 此法不适合中药致突变

性检测。第二类[11, 14, 15] : 利用其他菌株(如大肠杆菌、夏威夷

弧菌等)和其他突变(如抗性突变等) ,避开组氨酸等成分对最

终实验结果的影响。此类方法因为缺少国际性的标准操作指

南,各实验室间的实验结果缺乏可比性,不适合世界范围内推

广使用。因此,修订 Ames检测体系, 建立一套可以适合中药

致突变性检验的方法,有理论和实践双重意义。

3  Ames 检测体系及国家标准急需修订以适合中药致突变

性检验

表 1 列举了部分文献报道的经 Ames 检 测的中

药[ 18~ 40]。从结果中可以看出部分中药 Ames 测验结果相当

紊乱, 且与哺乳动物骨髓细胞染色体畸变 (或红细胞微核实

验)及精子实验的结果的符合度也远低于化学物质(纯合物)
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表 1  部分经 Ames检测的中药

Table 1  Some Chinese materia medica

tested by Ames method

中药 Ames
染色体畸变

或微核实验
精子实验

黄芪 + 殷学军( 1989) + 张春颖( 2001)

- 赵泽贞( 1991) - 龚太平( 1998)

- 刘明哲( 1992)

槐花 + 殷学军( 1989) + 殷学军( 1989)

+ 张春颖( 2001)

+ 董伟华( 1991)

红花 + 渡到富士雄( 1983) + 董伟华( 1991)

- 殷学军( 1989) + 殷学军( 1989)

- 苗明三( 2002) + 苗明三( 2002)

灵芝 + 张建清( 1999) - 肖志勇( 2006) - 肖志勇( 2006)

- 肖志勇( 2006) - 陈新霞( 1996) - 陈新霞( 1996)

- 陈新霞( 1996)

冬虫夏草 + 张建清( 1999) - 马继霞( 1995) - 马继霞( 1995)

- 刘明哲( 1992) - 孔祥环( 1995) - 孔祥环( 1995)

- 孔祥环( 1995) - 金少华( 1997) - 金少华( 1997)

- 金少华( 1997)

马兜铃酸 + 郭晓昕( 2005) + 郭晓昕( 2005)

+ 谢大英( 1987) + 谢大英( 1987)

+ 苗明三( 2002)

马兜铃 - 陆华 ( 2007) + 陆华( 2007)  

银杏水提物 - 张卫明( 2005) - 张卫明( 2005) - 张卫明( 2005)

- 陈世伟( 1999) - 陈世伟( 1999) - 陈世伟(孕鼠 1999)

银杏醇提物 + 吴金龙( 1996) - 吴金龙( 1996)

- 陈世伟( 1999) - 陈世伟( 1999)

Ames 检测阳性与致畸致癌阳性符合率大于 90% 的水平。

原因在于: 不经修订的 Ames 检测, 往往因为中药中含组氨

酸成分而导致假阳性结果,如灵芝和冬虫夏草。因此, 如何

排除中药药液(尤其是水提物 )中组氨酸等成分对实验结果

的影响, 排除假阳性结果的出现,提高 Ames 检测的结果与

哺乳动物骨髓细胞染色体畸变实验(或红细胞微核实验)和

精子实验检测结果,及致癌性检测结果之间的符合度, 是遗

传毒理检验中迫切需要解决的问题。

4  适合中药致突变性检验的 Ames 检测体系的修订思路

由于采用其他微生物和其他突变检测待测物的致突变

性没有在国际上被广泛接受和推广使用,因此本文将依据遗

传学和遗传毒理学原理, 提出几条适合中药致突性检验的

Ames 检测体系的修订思路。

4. 1  通过改变阴性对照体系, 排除待测样品中组氨酸对

Ames测验结果的影响: 经典的 Ames 检测体系中根据实验

组与阴性对照组回复子菌落数之比是否大于等于 2 来判定

Ames检测是否为阳性。含中药的实验组中最终出现的回复

子包含 3 个来源:其一, 出发细胞利用检测培养基内限量的

组氨酸进行生长和细胞分裂,此过程中细胞所发生的自发回

复由突变所致;其二, 因为引入中药组分而导致测验体系中

组氨酸量增加,从而增加了出发细胞发生细胞分裂的次数,

进而增加因自发突变产生的回复子数目; 其三,由于待测物

的诱变作用所致。不难看出,第一种来源的回复子数, 就是

常规 Ames 检测中阴性对照组的回复子数。如果不对 Ames

检测体系加以修订, 第二种来源的回复子将不被区别地与第

三种来源的回复子混为一谈, 都被误认为是中药诱变作用所

致, 因此易出现假阳性结果。

若在常规的阴性对照中加入一定量的组氨酸 ,这些组氨

酸对应于不同浓度的中药中所含的组氨酸量, 则经修订后

Ames 检测的阴性对照就包含第一种和第二种来源的回复

子, 就可以排除因中药中组氨酸成分造成的假阳性结果, 提

高 Ames 检测结果与致畸致癌检测结果的符合度。

4. 2 将常规 Ames 检测用的组氨酸限量的培养基改为组氨

酸过量的培养基: 不同样品不同浓度引入测试体系的少量组

氨酸对最终的实验结果的影响微乎其微 ,而被忽略不计。如

此, Ames 检测体系中的超量组氨酸将掩盖样品中少量组氨

酸对最终结果的影响。

4. 3 以回复突变频率为检测指标: 利用 Ames 检测的菌株,

以回复突变频率取代回复子绝对数量作为检测指标,可以避

免样品中组氨酸对最终结果的影响。回复突变频率为回复

子细胞数与存活细胞总数的比值。样品中存在组氨酸,不仅

回复子细胞的数目增加,细胞总数同时也增加, 因此若样品

无致突变性则回复突变频率不会改变。

5  结语

国内外现有的 Ames 检测体系的修订方法都不适合中

药致突变性检验, 我国现行的国家标准会导致假阳性出现。

目前在各个具有国家认证的检验资质的遗传毒理实验室中,

对某些食品、化妆品、保健品等, 对于可能因含有组氨酸成分

而导致假阳性结果的样品, 其致突变性检验往往只采用小鼠

实验或红细胞实验而避开 Ames 检测。因为体外致突变性

检验所具有的无法替代的简便性, 说明建立适合中药体外致

突变性检验的 Ames 检测体系, 并对现有的国家标准进行修

订, 具有重要意义和迫切性。
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冬虫夏草化学成分研究进展

王  征,刘建利*

(西北大学生命科学院 西部资源生物与现代生物技术省部共建教育部重点实验室,陕西 西安  710069)

摘  要:冬虫夏草是我国的名贵中药材, 是冬虫夏草菌寄生在蝙蝠蛾科昆虫幼虫的子座及幼虫尸体的复合体。含

有氨基酸、核苷、多糖、甾醇及甘露醇等多种活性成分, 另外还含有脂肪酸、挥发油以及无机元素等多种成分。对近

年来国内外关于冬虫夏草化学成分的研究进行综述。
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Advances in studies on chemical constituents of Cordycep s
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