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摘  要：目的  建立高通量评价药物遗传毒性的微型细菌回复突变（Ameë）试验。方法  采用平皿掺入法进行标准 Ameë
试验，采用 S孔板掺入法进行微型 Ameë试验，两试验均设置阴性对照组和阳性对照组，O组又分别分为代谢活化和非活化

O个亚组，各组培养基中分别加入菌液（鼠伤寒沙门菌组氨酸缺陷型菌株：qAVT、qAVU、qANMM、qANMO和 qANRPR），活化

组加大鼠肝微粒体酶（pV）混合液，阳性对照组再加入阳性诱变剂：aeñon（−pV），应用于 qAVT、qAVU 和 qANMO；k~kP
（−pV），应用于 qANMM和 qANRPR；OJAA（HpV），应用于 qAVT、qAVU、qANMM、qANMO和 qANRPR。凝固后 PT=℃温箱培养

约 QU=h，计数各组回变菌落数。结果  在标准 Ameë试验中，阴性对照组各个菌株回变菌落数均在本实验室自发回变菌落数

正常值范围内。在两试验中，阳性对照组所诱导的回变菌落数均是阴性对照组的 O倍以上，标准试验细菌回变菌落数约为微

型试验的 R倍。结论  在 S孔板上进行微型细菌回复突变试验，大大减少了受试物的用量，提高了筛选速度。本实验室建立

的微型细菌回复突变试验背景数据，用于遗传毒理的检测是高效可靠的。=
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细菌回复突变试验（Ameë）是国际人用药品注

册技术协调会（fCe）推荐的标准遗传毒性试验组

合中必不可少的一项体外试验xNz，可以灵敏的检测

出由 akA 损伤引起的基因突变，在新药研发的早

期阶段占有重要的地位xOz。=
因为新药研发初期需要合成多种先导化合物且

每种化合物的产量往往很低，所以需要改缩小Ameë
试验规模以适应高通量低耗费的研发需求xPz。目前

在药物筛选初期常用的微型 Ameë 试验主要有

jánáJAmeë试验、jácroJAmeë试验和 Ameë= ff试
验xQz。jánáJAmeë 试验通常使用 S 孔板，所用试剂

的量约是 Ameë试验的 NLRxRz；jácroJAmeë试验通常

使用 OQ 孔板，所用试剂的量约是 Ameë 试验的

NLOMxSz；Ameë=ff试验采用 PUQ孔板，所用试剂的量

约是 Ameë试验的 NLNSMxTz。本研究旨在建立 S孔板

中的微型 Ameë 试验，获得可靠的背景数据，为本

实验室高通量筛选新药奠定数据和技术基础。=
N= =材料=
NKN= =耗材=

S孔板（keëí）；玻璃培养皿（北京玻璃仪器厂）；

玻璃试管（北京玻璃仪器厂）。=
NKO= =菌株=

鼠伤寒沙门菌组氨酸缺陷型菌株：qAVT、
qAVU、qANMM、qANMO（天津市疾病预防控制中心

馈赠）、qANRPR（AqCC），－UM=℃冰箱保存。=
NKP= =主要试剂=

琼脂粉、营养肉汤培养基（北京三药科技开发

公司）；葡萄糖（天津风帆化学试剂有限公司）；iJ
组氨酸盐酸盐（págm~）；aJ生物素（Amreëco）；氧

化性辅酶 ff（kAam，Amreëco）；aJ葡萄糖JSJ磷酸

钠盐（dJSJm，págm~）；磷酸氢钠胺（págm~）；氨

苄青霉素（Amreëco）；四环素（Amreëco）。=
阳性诱变剂：敌克松（aeñon，南开大学馈赠）；

OJ氨基蒽（OJAA，qCf）；叠氮钠（k~kP，Amreëco）。=
NKQ= =代谢活化系统=

大鼠肝微粒体酶（pV）：雄性 pa大鼠经苯巴比

妥和 βJ萘黄酮联合诱导的肝匀浆，无菌检测和代谢

活化特性检测符合实验要求。=
NKR= =主要仪器=

恒温培养箱（pAkvl）；恒温水浴锅（江苏金

怡仪器科技有限公司）；全温振荡培养箱（金坛市精

达仪器制造有限公司）；高压蒸汽灭菌器（Aim）；
电子天平（jeííler=qoledo）；超净工作台（无锡易纯

净化设备有限公司）。=
O= =方法=
OKN= =菌株复苏和主板制备=

配制含组氨酸J生物素、氨苄青霉素和四环素的

P种底层培养基，分别倾倒于平皿中，约 OR=miL皿。

凝固后倒置放于 PT=℃培养箱过夜以检查平板无

菌。将 R种菌株（qAVT、qAVU、qANMM、qANMO和
qANRPR）室温融化，根据不同菌株的特点划线接种

于不同主板上（qAVT、qAVU、和 qANMM 接种于氨

苄青霉素平板，qANMO接种于四环素平板，qANRPR
接种于组氨酸J生物素平板）。PT=℃培养主板 QU= h
后于 O～U=℃冰箱保存备用。=

从主板上分别选取 P～R 个单菌落接种于 NM=
mi营养肉汤培养基增菌液中，于 PT=℃恒温培养箱

中振荡培养约 NM=h（NOM=rLmán）。试验前对以上各菌

株进行如下鉴定：组氨酸缺陷鉴定（His−）、四环素

抗性鉴定（ mAnN）、氨苄青霉素抗性鉴定

（éhjNMN）、脂多糖屏障缺陷鉴定（rf~）、紫外线修

复缺陷鉴定（uvr_）、自发回变数鉴定，经鉴定各菌

株均符合相关要求。=
OKO= =组别设置=

标准 Ameë 试验：设置阴性对照组和阳性对照

组，O组又分别分为活化（HpV）和非活化（−pV）O
个亚组。阳性对照组诱变剂分别为 aeñon（−pV）：
50 μg/皿，应用于 qAVT、qAVU 和 qANMO；k~kP

（−pV）：1.5 μg/皿，应用于 qANMM和 qANRPR；OJAA
（HpV）：5 μg/皿，应用于 qAVT、qAVU、qANMM、qANMO
和 qANRPR。=

微型 Ameë 试验：组别设置同“标准 Ameë 试
验”。阳性诱变剂剂量分别为 aeñon（−pV）：10 μg/
孔，应用于 qAVT、qAVU和 qANMO；k~kP（−pV）：
0.3 μg/孔，应用于 qANMM和 qANRPR；OJAA（HpV）：
1 μg/孔，应用于 qAVT、qAVU、qANMM、qANMO 和

qANRPR。=
OKP= =试验方法=

同时进行标准 Ameë 试验和微型 Ameë 试验 O
次，将两个试验过程和数据进行对比。再重复微型

Ameë试验 U次，建立稳定的背景数据。=
标准 Ameë 试验：采用平皿掺入法，各亚组均

平行做 P个平皿，底层培养基约 OR=miL皿。在含有

O= mi顶层培养基的试管中，加入菌液 MKN= mi，活

化组加 MKR= mi= pV混合液，阳性对照组再加入阳性

诱变剂 MKN=mi，以上混匀后，倒入底层培养基中，
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凝固后于 PT=℃温箱培养约 QU= h，计数各组回变菌

落数。=
微型Ameë试验：采用 S孔板掺入法，各亚组均

做 P个平行复孔。底层培养基为 R=miL孔，在含有 NKS=
mi顶层培养基的试管中，加入菌液 80 μL，代谢活

化组加入 MKQ=mi=pV混合液，阳性对照组再加入阳性

诱变剂 80 μL，以上混匀后，每孔加入 540 μL 混合

液，凝固后于 PT=℃温箱培养约 QU= h，计数各组的

回变菌落数。=
OKQ= =数据处理=

回复突变菌落数以 x s± 表示，当阳性对照组回

变菌落数是阴性对照组回变菌落数的 O倍或 O倍以

上时，且实验数据在本实验室背景数据范围内，判

定为实验结果有效。=
P= =结果=

如果受试菌株的自发回变菌落数在本实验室自

发回变菌落数正常值范围（表 N）内，或偏离较小

（≤NMB），可认为数据有效；如果回变菌落数与上

述范围偏离较大（＞NMB），需进行重复试验，直至

符合数据有效性要求。=

如表 O所示，在标准 Ameë试验中，阴性对照

组各个菌株回变菌落数均在本实验室自发回变菌落

数正常值范围内，与阴性对照组比较，阳性对照组

各个菌株回变菌落数均超过 O倍，数据有效。如表

P所示，在微型 Ameë试验中，与阴性对照组比较，

阳性对照组各个菌株回变菌落数均超过 O倍，试验

检测方法成立，标准 Ameë 试验细菌回变菌落数约

为微型试验细菌回变菌落数的 R倍，在本实验室建

立了微型细菌回复突变试验背景数据。=
表 N= =本实验室自发回变菌落数正常值范围G=

qable=N= = kormal=value=range=of=revertant=colonies=in=our=
laboratory=

菌株=
自发回变菌落数=

－pV= ＋pV=
qAVT= VT～NUU= NNP～NVV=
qAVU= NR～PV= OM～QU=
qANMM= VR～NVP= VV～NVR=
qANMO= OMO～OUO= ONP～POR=
qANRPR= R～OS= S～PQ=
G：正常值范围＝均数±NKVS×标准差=
G: korm~l=r~nge=Z=me~n=number=–=NKVS=×=ëí~nd~rd=devá~íáon=

表 O= =标准 Ames试验的回变菌落数（ ±sI=n Z=S）=
qable=O= = oevertant=colonies=of=classical=Ames=test=E ±sI=n Z=SF=

组别=
qAVT= qAVU= qANMM= qANMO= qANRPR=

−pV= HpV= −pV= HpV= −pV= HpV= −pV= HpV= −pV= HpV=
阴性对照= = = = NQQ–NR= NPN–OM= = = PT–S= = QM–S= NRS–NS= NTQ–V= OMM–U= OPN–NR= NN–O= NQ–P=
阳性对照= Q=SQR–PSR= Q=VTR–PMN= N=NVO–VO= Q=UQM–PRS= RPO–ST= Q=TON–PUU= = = UTV–OMP= = TNU–NMS= OSS–PQ= OTO–PO=

表 P= =微型 Ames试验的回变菌落数（ ±sI=n Z=PM）=
qable=P= = oevertant=colonies=of=miniJAmes=test=E ±sI=n Z=PMF=

组别=
qAVT= qAVU= qANMM= qANMO= qANRPR=

−pV= HpV= −pV= HpV= −pV= HpV= −pV= HpV= −pV= HpV=
阴性对照= OR–P= OV–Q= S–O= NM–O= PM–Q= PP–Q= PS–S= QP–Q= Q–O= R–O=
阳性对照= VQR–UV= VVS–TT= OPV–SN= VTP–RP= NOO–PQ= VON–UO= NUR–PU= NSP–QN= RT–NN= SN–NV=

=

Q= =讨论=
随着国际医药领域市场需求增加，新药研发如

火如荼xUz。标准 Ameë 试验在临床前新药安全评价

中有重要意义，但用在评价种类繁多的先导化合物

时，则产生巨大的工作量xPz。因此需要毒理研究者

开发出一种可用于筛选稳定致突变性的微型 Ameë
试验，既需要少量受试物又允许在同一个试验中评

价多种类的受试物。为了与 Ameë试验保持一致，S
孔板中的微型 Ameë 试验使用相同的菌株和试验方

法，但所有试剂的量都减少了 UMBxRz。该试验方法

只需要 300 μg 受试物即可评估其潜在的诱变性，并

且一批次试验可以评估 P 种受试物xVz。但有报道，

微型 Ameë 试验正因为所用试剂量和菌量都比

Ameë试验低，相当于把 Ameë试验结果局部放大来

评判xNMz，评估遗传毒性灵敏度要低于 Ameë试验xNNz，

Ameë 试验仍是标准遗传毒性试验组合中必不可少

的一项体外试验xNOz。综上，对于药物早期研发阶段

的高通量筛选工作，建立微型 Ameë 试验背景数据

x

x

x

x
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是很有必要的。=
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