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　　摘要：通过对饲用Ｌ－色氨酸进行鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验（Ａｍｅｓ试验），评价该饲料添加剂的潜在致突变
性。饲用Ｌ－色氨酸在０．００８～５．０００ｍｇ／皿的范围内分为５个剂量组，在加（＋）Ｓ９、不加（－）Ｓ９的情况下，以ＴＡ９７、
ＴＡ９８、ＴＡ１００、ＴＡ１０２为试验菌株进行Ａｍｅｓ试验。以敌克松等作为阳性对照，灭菌水为空白对照，二甲基亚砜为溶剂
对照，采用双盲法计算回复突变菌落数。结果表明，阳性对照试验各菌株反应合格；饲用Ｌ－色氨酸无论在加（＋）Ｓ９、
不加（－）Ｓ９的情况下，４株试验菌的平均回变菌落数均小于阴性（溶剂）对照组的２倍，未见剂量－反应关系，且２次
试验结果一致。饲用Ｌ－色氨酸的Ａｍｅｓ试验结果为阴性，表明该饲料添加剂无体外致突变性。
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　　Ｌ－色氨酸是人和动物的必需氨基酸之一，参与机体蛋
白质合成和营养代谢调节。色氨酸在体内合成极少，须从外

界摄取满足机体需要。国内外在食品中已广泛将 Ｌ－色氨酸
作为食品添加剂，以强化对蛋白质的利用率，对于强化食品提

高植物蛋白的利用率具有重要作用［１］。

Ｌ－色氨酸是继赖氨酸、蛋氨酸之后的又一个重要的饲
料添加氨基酸。色氨酸的代谢产物５－羟基色氨酸在动物体
内有抗高密度、断奶等应激作用，还能促进 γ－球蛋白的产
生、增强机体抗病能力［２－３］。在低蛋白饲料中添加色氨酸对

改善饲料效率、提高畜禽增重和家禽生产性能［４－６］、增强免疫

机能十分有效［７－１０］。Ｌｉ等在饲料中添加０．０４％ Ｌ－色氨酸
可显著提高蛋雏鸭平均日增质量、饲料转化率［６］。周斌等研

究发现，在含０．０６％ Ｌ－色氨酸的日粮中额外添加０．０３％、
０．０６％ 、０．０９％ Ｌ－色氨酸，可显著提高０～３周龄肉仔鸡平
均日增质量［７］。Ｌ－色氨酸有促进骨髓Ｔ淋巴细胞前体分化
为成熟Ｔ淋巴细胞，具有免疫增强作用［１１－１２］，Ｌ－色氨酸缺乏
则会导致体液免疫功能降低［１３］。鸡饲料中添加 Ｌ－色氨酸
可显著提高α干扰素、γ干扰素和ＩｇＧ水平，同时在传染性法
氏囊病免疫方面作用显著。

在蛋雏鸭饲料中添加０．０４％ Ｌ－色氨酸可显著提高蛋雏
鸭脾脏指数，添加０．０６％ Ｌ－色氨酸可显著提高蛋雏鸭胸腺
指数。由于Ｌ－色氨酸生产工艺不断改进、生产成本逐渐降
低，其作为饲料添加剂在畜禽生产中的应用越来越广泛。本

研究通过鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验（Ａｍｅｓ试验）评价某
企业新的生产工艺生产的饲用Ｌ－色氨酸的致突变性。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　受试物及溶液配制　饲用 ２０％Ｌ－色氨酸，批号
２０１３０４０９，黄色颗粒，由浙江某生物股份有限公司提供。

饲用Ｌ－色氨酸充分研磨后，称取５．００ｇ溶于１００ｍＬ灭
菌蒸馏水中。用直径５０ｍｍ的无菌滤膜（孔径０．２２μｍ）过
滤除菌，用灭菌蒸馏水梯度稀释至所需浓度，现配现用。

阳性对照物：２－氨基芴（２－ＡＦ），纯度＞９９％，日本东京
化成工业株式会社；敌克松，纯度９８．８％，美国 ＤＩＭＡ技术有
限公司；４－硝基喹啉－Ｎ－氧化物、甲基磺酸甲酯，纯度均大
于９８％，美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；多氯联苯（Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４），美国
ＣｒｅｓｃｅｎｔＣｈｅｍｉｃａｌ有限公司。阳性对照物均用二甲基亚砜作
为溶剂配制成相关浓度。

１．１．２　试验菌株　ＴＡ９７、ＴＡ９８、ＴＡ１００、ＴＡ１０２菌株由江苏省疾病
控制中心提供，－８０℃保存。试验菌株生物学特性按 ＧＢ
１５１９３．４—２００３《鼠伤寒沙门氏菌／哺乳动物微粒体酶试验》
标准方法鉴定，符合试验要求。

１．２　试验方法
１．２．１　大鼠肝微粒体酶的诱导和 Ｓ９的制备　雄性成年
Ｗｉｓｔａｒ大鼠２只，多氯联苯（Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４）溶于玉米油中制成
２００ｍｇ／ｍＬ溶液，按５００ｍｇ／ｋｇ腹腔注射作为诱导剂。按ＧＢ
１５１９３．４—２００３《鼠伤寒沙门氏菌／哺乳动物微粒体酶试验》
方法制备Ｓ９，生物活性鉴定合格后，－８０℃保存备用。
１．２．２　平板掺入法 Ａｍｅｓ试验　根据预试验结果，受试物饲
用Ｌ－色氨酸的剂量设置分别为 ５．００、１．００、０．２０、０．０４、
８．００μｇ／皿 ；另设阴性（溶剂）对照组和阳性对照组，每个试
验组分加（＋）Ｓ９、不加（－）Ｓ９等２个系列，每个系列设３个平
行平皿。阳性对照组：加Ｓ９时，４株菌株均用２－氨基芴（２－
ＡＦ），浓度为 １００μｇ／ｍＬ［０．１μｇ／（μＬ·皿）］；不加 Ｓ９时，
ＴＡ９７、ＴＡ９８用敌克松，浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ［０．５μｇ／（μＬ·皿）］，
ＴＡ１００用 ４－硝基喹啉 －Ｎ－氧化物，浓度为 ５μｇ／ｍＬ
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［０．００５μｇ／（μＬ·皿）］，ＴＡ１０２用甲基磺酸甲酯，浓度为
１０μｇ／ｍＬ［０．０１μｇ／（μＬ·皿）］。

双盲法记录每皿回变菌落数。按 ＧＢ１５１９３．４—２００３《鼠
伤寒沙门氏菌／哺乳动物微粒体酶试验》的标准判定 Ａｍｅｓ试
验结果为阴性或阳性。

１．２．３　观察指标　整个试验过程中需观察试验菌是否正常
生长，阴性对照组每皿自发回变菌落数是否在正常范围，阳性

对照试验各菌株反应是否合格。

双盲法记录受试物各剂量组、阳性对照组、溶剂对照组和

空白对照（自发回变）的每皿回变菌落数。

１．２．４　结果判定　如果受试物的回变菌落数是溶剂对照组
回变菌落数的２倍或２倍以上、受试品的回复突变数的增加

与剂量相关并有统计学意义、某一剂量组呈现可重复的回复

突变数增加并有统计学意义，则判为诱变阳性（有致突变作

用），反之为阴性。

２　结果与分析

４种试验用鼠伤寒沙门氏菌株菌苔生长正常，阳性对照
试验各菌株反应合格。２次重复试验结果见表１、表２。饲用
Ｌ－色氨酸饲料添加剂剂量在０．００８～５．０ｍｇ／皿范围内，加
或不加 Ｓ９时，４株试验菌的平均回变菌落数均未超过阴性
（溶剂）对照组的２倍，未见剂量 －反应关系，且２次试验结
果一致。

表１　第１次饲用Ｌ－色氨酸鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验结果

组别
ＴＡ９７菌落数（ＣＦＵ／皿） ＴＡ９８菌落数（ＣＦＵ／皿） ＴＡ１００菌落数（ＣＦＵ／皿） ＴＡ１０２菌落数（ＣＦＵ／皿）
－Ｓ９ ＋Ｓ９ －Ｓ９ ＋Ｓ９ －Ｓ９ ＋Ｓ９ －Ｓ９ ＋Ｓ９

５．０ｍｇ／皿 １３４．６７±２９．４８１２８．００±３２．１９３９．３３±４．０４３１．３３±１．１５１６０．３３±３６．５３ １６９．６７±４．０４ ２７５．００±３１．２２２５５．３３±３１．０２
１．０ｍｇ／皿 １３８．６７±３５．０８１１５．３３±１３．８０４１．６７±１．５３３３．３３±２．５２１５３．３３±１０．４１ １６４．００±５．２９ ２６８．００±３２．５１２７６．００±２９．１０
０．２ｍｇ／皿 １４４．６７±２６．５６１２５．００±１８．１９３９．６７±５．５１３７．００±５．５７ １６１．３３±８．０８ １６２．００±１４．４２ ２５４．６７±５．０３ ２７５．６７±８．５０
０．０４ｍｇ／皿 １４２．６７±４０．８６１００．００±１４．００３６．００±３．４６３６．６７±９．８７１４８．３３±１４．５７１５８．６７±３０．６２２５０．００±１３．２３２６６．６７±１１．５５
０．００８ｍｇ／皿 １３３．３３±４０．８１１２０．６７±３４．０８４１．３３±４．０４３５．３３±４．０４１６４．００±１４．４２ １７２．３３±６．０３ ２５０．００±１７．０６２７６．６７±１５．２８
灭菌水 １３８．６７±２２．０３１１６．６７±３９．４６３５．３３±１．５３３６．３３±４．７３１６０．３３±１４．５７１５５．００±１４．９３ ２５２．３３±２．０８ ２４９．００±１２．１７

二甲基亚砜 １２６．６７±３０．５５１１０．６７±１６．７７３４．００±１．７３３５．３３±３．７９１４７．６７±１６．５６ １５８．００±４．３６ ２６９．６７±２５．１７２５０．６７±２１．１３

阳性对照 敌克松 ２－ＡＦ 敌克松 ２－ＡＦ ４－硝基喹啉－
Ｎ－氧化物 ２－ＡＦ 甲基磺酸甲酯 ２－ＡＦ

表２　第二次饲用Ｌ－色氨酸鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验结果

组别
ＴＡ９７菌落数（ＣＦＵ／皿） ＴＡ９８菌落数（ＣＦＵ／皿） ＴＡ１００菌落数（ＣＦＵ／皿） ＴＡ１０２菌落数（ＣＦＵ／皿）
－Ｓ９ ＋Ｓ９ －Ｓ９ ＋Ｓ９ －Ｓ９ ＋Ｓ９ －Ｓ９ ＋Ｓ９

５．０ｍｇ／皿 １３１．３３±３９．３１１２６．３３±１２．４２３７．６７±２．５２４１．００±２．００１５２．００±１０．５８１５３．６７±３１．８８２５２．００±１５．７２２５３．３３±１２．８６
１．０ｍｇ／皿 １３３．３３±１６．１７１１１．００±１０．５４３５．００±３．００３３．６７±２．５２ １６１．３３±６．６６ １６６．００±１９．９７ ２５０．３３±５．５１ ２５８．３３±１９．６０
０．２ｍｇ／皿 １１５．００±７．００ １１６．６７±７．６４ ３６．００±３．４６３８．６７±３．２１１５２．６７±１０．０７１４０．００±３４．６４２８０．００±２８．５１２５６．００±１９．７０
０．０４ｍｇ／皿 １２９．６７±３４．９６１２５．３３±１８．６１３９．６７±６．０３３６．００±６．０８１４８．００±１９．２９１５３．３３±３０．５５２５１．３３±１８．７７２４８．００±１１．７９
０．００８ｍｇ／皿 １２６．６７±８．３３ １１６．００±１７．７８３１．６７±１．５３３５．００±７．８１１４３．３３±２２．５５１５５．３３±２２．５０２６０．３３±２８．９２２４７．３３±１４．４７
灭菌水 １１６．００±８．００ １１３．６７±１０．６９４０．３３±７．５１３７．６７±３．７９１４９．６７±１４．６４１４４．３３±２０．０３ ２５０．６７±８．０８ ２５１．６７±１５．８２

二甲基亚砜 １３２．６７±３７．２３ １０３．６７±６．０３ ３８．３３±７．６４３７．３３±４．６２１６２．６７±１２．８６１４８．３３±１６．８１２５７．００±２３．５２２５５．３３±１９．６６

阳性对照 敌克松 ２－ＡＦ 敌克松 ２－ＡＦ ４－硝基喹啉－
Ｎ－氧化物 ２－ＡＦ 甲基磺酸甲酯 ２－ＡＦ

３　结论与讨论

在本研究中，饲用 Ｌ－色氨酸饲料添加剂的鼠伤寒沙门
氏菌突变试验结果为阴性，表明饲用 Ｌ－色氨酸饲料添加剂
对鼠伤寒沙门氏菌试验株无致突变性。

Ａｍｅｓ试验是遗传毒理学的一种体外试验，遗传学终点是
基因突变，用于检测受试物能否引起鼠伤寒沙门氏菌基因组

碱基置换或移码突变。如果对饲用Ｌ－色氨酸进一步进行小
鼠微核试验、精子畸形试验、染色体畸变试验、姊妹染色体交

换试验或显性致死试验，则可以更全面地评价其致突变作用。
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不同程度隐性乳房炎奶牛乳清中结合珠蛋白的变化
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　　摘要：为研究奶牛隐性乳房炎发病程度与乳清中结合珠蛋白（ＨＰ）含量变化的关系，选取６头健康奶牛和１８头患
轻、中、重度隐性乳房炎奶牛为试验动物，采集乳样、分离乳清，利用ＨＰＥＬＩＳＡ检测试剂盒测定样品中ＨＰ含量。结果
发现，随着隐性乳房炎病情加重、乳汁体细胞数的增加，乳清中ＨＰ含量逐渐升高，与健康对照组比较升高极显著（Ｐ＜
０．０１）。结果表明，乳清中ＨＰ含量变化与隐性乳房炎发病具有一定相关性，乳腺损伤程度和乳汁体细胞数与乳清中
ＨＰ含量呈正相关。
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　　奶牛乳房炎是危害奶牛养殖业最严重的疾病之一，其中
隐性乳房炎发生率最高。隐性乳房炎可引起泌乳奶牛产奶量

下降、牛奶品质降低、养殖成本增加、产后发情延长、妊娠时间

推迟，给奶牛养殖业带来巨大经济损失［１］。结合珠蛋白（ＨＰ）
是血清α２球蛋白组中的一种酸性糖蛋白，在哺乳动物血液和
其他体液中广泛分布，具有结合炎症疾病标记物、游离血红蛋

白、抗菌、免疫调节等主要功能［２－６］。Ｇｒｎｌｕｎｄ等研究表明，
在金黄色葡萄球菌引起奶牛乳房炎的急性期，血清结合珠蛋

白的表达量增加［７］。杨永新等研究表明，临床型乳房炎奶牛

乳汁中结合珠蛋白表达量显著增加［８］。本试验研究乳清中

结合珠蛋白表达量与不同程度奶牛隐性乳房炎发病的关系，

以期为隐性乳房炎判定提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
通过乳汁体细胞计数监测后选择年龄、胎次、产奶量、泌

乳期等指标相近的健康奶牛６头和患不同程度奶牛隐性乳房
炎奶牛１８头，由吉林市某奶牛场提供。

１．２　主要试剂与仪器
结合珠蛋白（ＨＰ）含量测定用 ＨＰＥＬＩＳＡ试剂盒，购于南

京建成生物试剂研究所；主要仪器有 Ｆｏｓｓｍａｔｉｃ５０００体细胞
计数仪（ＦＯＳＳ公司，丹麦）、Ｖａｒｉｏｓｋａｎ酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司，
美国）、离心机（Ｓｉｇｍａ公司，美国）。
１．３　试验动物分组

通过乳汁体细胞计数监测后将试验奶牛分成健康对照组

［６头，体细胞数量（ＳＣＣ）＜１０×１０４个／ｍＬ］、轻度隐性乳房炎
组（６头，５０×１０４个／ｍＬ＜ＳＣＣ＜１５０×１０４个／ｍＬ）、中度隐性
乳房炎组（６头，１５０×１０４个／ｍＬ＜ＳＣＣ＜５００×１０４个／ｍＬ）、重
度隐性乳房炎组（６头，ＳＣＣ＞５００×１０４个／ｍＬ）。
１．４　乳样采集

采集试验奶牛的乳汁，采样前对乳区进行清洗，然后用

７０％乙醇消毒乳区，弃掉前３把乳汁，分别采１０ｍＬ乳装入无
菌试管中，将采集的乳样放到冰盒中，带回实验室检测。

１．５　乳清制备
将采集的乳样于３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，除去上层乳脂，

然后于１６０００ｒ／ｍｉｎ高速离心机中离心１０ｍｉｎ，去除沉淀，保
留上清，４℃条件下保存、待测。
１．６　检测方法

乳汁体细胞计数采用体细胞计数仪测定；ＨＰ含量采用
ＨＰＥＬＩＳＡ试剂盒测定，在酶标仪上比色测定 Ｄ４５０ｎｍ吸光值，
根据试剂盒说明绘制标准曲线后计算ＨＰ含量。
１．７　数据处理

采用 ＳＰＳＳ１７．０数据分析系统作单因素方差分析，结果
以“均值±标准差”表示，Ｐ＜０．０１为差异极显著，Ｐ＜０．０５为
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