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蛋白质修饰粪肠球菌的 Ａｍｅｓ试验
丁丽军，奚照寿，袁华根

（江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００）

　　摘要：通过Ａｍｅｓ试验以评价蛋白质修饰粪肠球菌的潜在致突变性。受试物分为０．０５、０．５０、５．００、５０．００ｍｇ／皿，
另设对照组。以鼠伤寒沙门氏菌突变株ＴＡ９７、ＴＡ９８、ＴＡ１００和ＴＡ１０２为试验菌株，在添加（＋）或不加（－）Ｓ９的情况
下进行Ａｍｅｓ试验，计数回复突变菌落数。结果表明，蛋白质修饰粪肠球菌在 ＋Ｓ９、－Ｓ９的情况下，４株试验菌的平均
回变菌落数均小于阴性对照组的２倍，且未见剂量－反应关系。蛋白质修饰粪肠球菌的Ａｍｅｓ试验结果为阴性，表明
该受试物无体外致突变性。
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　 　 粪 肠 球 菌 （Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ）又 称 粪 链 球 菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ），属于Ｄ群链球菌，是人和动物肠道内
主要菌群之一［１］。粪肠球菌能产生细菌素等抑菌物质，抑制

大肠杆菌和沙门氏菌等病原菌的生长，改善肠道微环境［２］；还

能抑制肠道内产尿素酶细菌和腐败菌的繁殖，减少肠道尿素酶

和内毒素的含量，使血液中氨和内毒素的含量下降［３］。粪肠球

菌作为一种益生菌，在医学和食品工程领域得到广泛应

用［４－５］。粪肠球菌是我国农业部２０１３年《饲料添加剂品种目
录》中公布的饲料级微生物添加剂菌种之一。研究发现，饲粮

中添加粪肠球菌具有提高动物生产性能、改善营养物质代谢和

提高免疫功能等作用［６－９］。蛋白质修饰粪肠球菌是采用某种

特殊蛋白对粪肠球菌进行修饰的产品，以期在给予此益生菌的

同时能对免疫应答有所增强。本研究通过 Ａｍｅｓ试验以评价
其体外致突变性，可为该产品的安全性评价积累资料。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　受试物、试验动物及菌株　受试物为蛋白质修饰粪肠
球菌粉，５×１０９ＣＦＵ／ｇ，批号２０１４１２０６，由江苏省某生物技术
公司研制。

ＳＤ大鼠，体质量２００ｇ左右，购自扬州大学比较医学中
心，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１２－０００４，使用许可证
号：ＳＹＸＫ（苏）２０１２－００２９。饲喂经６０Ｃｏ照射饲料，（２４±
２）℃，湿度（６０±２０）％，自由采食和饮水，饮水为符合城市
饮用水标准的自来水。试验前在试验环境中适应３ｄ。

试验菌株：鼠伤寒沙门氏菌突变株ＴＡ９７、ＴＡ９８、ＴＡ１００和
ＴＡ１０２，由江苏省疾病控制中心提供，试验前经菌株鉴定符合
要求。

１．１．２　试剂及配制　阳性对照物：２－氨基芴，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；叠氮钠，纯度大于 ９８％，美国 Ａｍｒｅｓｃｏ
公司；多氯联苯（Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４），美国ＣｒｅｓｃｅｎｔＣｈｅｍｉｃａｌ有限公
司。叠氮钠溶解在水中，其他阳性对照物均用二甲基亚砜作

为溶剂配制成相应浓度溶液。

０．５ｍｍｏｌ／Ｌ组氨酸－０．５ｍｍｏｌ／Ｌ生物素溶液、２０％葡萄
糖溶液、０．０５ｍｏｌ／Ｌ葡萄糖－６－磷酸溶液、营养肉汤及营养
肉汤琼脂培养基、顶层及底层琼脂培养基等，均按食品安全

国家标准细菌回复突变试验（ＧＢ１５１９３．４—２０１４）中规定
配制。
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　　大鼠肝Ｓ９的诱导和制备：采用多氯联苯（Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４）作
为诱导剂，多氯联苯溶于玉米油中，浓度为 ２００ｍｇ／ｍＬ，按
５００ｍｇ／ｋｇ体质量腹腔注射ＳＤ大鼠，给予正常的饮食和饮水。
诱导注射后５ｄ，脱颈椎处死。按 ＧＢ１５１９３．４—２０１４方法制
备Ｓ９及Ｓ９混合液。Ｓ９制成后经无菌检查、蛋白含量测定、
生物活性鉴定合格后，－８０℃保存备用。
１．２　方法
１．２．１　增菌培养　将保存的 ＴＡ９７、ＴＡ９８、ＴＡ１００、ＴＡ１０２菌
株接种于营养肉汤培养基内，３７℃振荡（１００次／ｍｉｎ）培养
１０ｈ。该菌株培养物应１ｍＬ不少于１×１０９～２×１０９活菌数。
１．２．２　平板掺入法Ａｍｅｓ试验　配制０．５～５００．０ｍｇ／ｍＬ受
试物系列浓度水溶液。

取已融化并在４５℃保温的顶层培养基２．０ｍＬ，依次加
入受试物溶液０．１ｍＬ（每皿分别含受试物０．０５、０．５０、５．００、
５０．００ｍｇ）和试验菌株增菌液０．１ｍＬ（需活化时加１０％Ｓ９混
合液 ０．５ｍＬ），迅速混匀，倒在底层培养基上，平放固化，
３７℃ 培养４８ｈ，计数每皿回变菌落数及每处理各皿回变菌
落数的平均数。

除受试物各剂量组外，还同时设阴性对照（灭菌水）、二甲

基亚砜溶剂对照和阳性对照。阳性诱变剂为：－Ｓ９混合液时
ＴＡ９７、ＴＡ９８、ＴＡ１０２菌株阳性对照物为敌克松，５０．０μｇ／皿；
ＴＡ１００菌阳性对照物为叠氮钠 ＮａＮ３，１．５μｇ／皿。 ＋Ｓ９混合
液时ＴＡ９７、ＴＡ９８、ＴＡ１００及ＴＡ１０２菌均以２－氨基芴为对照，
１０．０μｇ／皿。每处理６个平皿，平行试验２次。
１．２．３　结果判定　若受试样品的回复突变菌落数等于或大
于阴性对照组２倍，且有剂量－反应关系；或某一剂量超过阴
性对照组２倍以上，呈现可重复的并有统计学意义时，即可认
为受试物为诱变阳性。

２　结果与分析

Ａｍｅｓ试验结果，由表１可知，阳性对照组引起鼠伤寒沙
门氏菌ＴＡ９７、ＴＡ９８、ＴＡ１００、ＴＡ１０２这４株试验菌株的回复突
变菌落数明显增加，并远超过阴性对照组的２倍以上；而受试
品０．０５、０．５、５．０、５０．０ｍｇ／皿的各剂量组，在加或不加 Ｓ９活
化时，回变菌落数均未超过阴性对照组菌落数的２倍，亦无剂
量－反应关系。因此，受试品的Ａｍｅｓ试验结果为阴性。

表１　蛋白质修饰粪肠球菌的Ａｍｅｓ试验

受试物剂量

（ｍｇ／皿）

回变菌落数

ＴＡ９７ ＴＡ９８ ＴＡ１００ ＴＡ１０２
－Ｓ９ ＋Ｓ９ －Ｓ９ ＋Ｓ９ －Ｓ９ ＋Ｓ９ －Ｓ９ ＋Ｓ９

０．０５ ９６．３±７．１ ９４．４±５．６ ３１．３±２．４ ３５．３±５．１ １３３．３±６．９ １３０．７±１７．２ ２２７．７±３６．４ ２２０．０±２２．０
０．５０ ９２．７±４．３ ９９．７±４．９ ３３．３±３．８ ３６．０±６．７ １４３．７±５．６ １３８．７±１９．６ ２３７．７±２１．８ ２２２．７±３４．９
５．００ ９７．０±５．３ ９８．７±５．６ ３２．７±３．８ ３６．３±５．８ １３３．７±２１．５７ １４２．７±８．４ ２３４．７±４２．２ ２３６．０±１９．３
５０．００ １０６．７±９．８ ９９．０±７．３ ３５．０±３．３ ３７．０±４．０ １７２．３±１０．９ １３５．０±６．７ ２２７．０±１７．２ ２３０．７±３０．４
阴性对照 ９９．７±５．８ ９９．３±３．８ ２９．７±１．４ ３３．３±１．８ １６１．７±１２．９ １５６．７±７．８ ２３９．０±２６．０ ２２８．３±１４．４
溶剂对照 ９８．５±６．２ ９６．４±５．８ ３４．２±２．３ ３５．６±５．２ １４６．８±６．８ １５２．１±６．５ ２３２．２±１５．８ ２２９．３±１５．０
阳性对照 ４４０．７±２７．８ ２４４．７±１４．４ ７６．３±１２．４ ７９．３±１３．１ ６６１．０±３２．７ ４２３．３±２４．４ ８５４．０±６５．０ ６１５．７±４２．４

３　结论与讨论

蛋白质修饰粪肠球菌的 Ａｍｅｓ试验结果为阴性，表明该
产品对鼠伤寒沙门氏菌突变试验菌株无致突变作用。

根据农业部新饲料或饲料添加剂安全性评价指南，致突

变试验除了Ａｍｅｓ试验外，还必须进行小鼠骨髓细胞微核试
验和小鼠精子畸形试验。在这３个试验的基础上，根据试验
结果评估是否还需进行其他如显性致死试验等致突变试验。

本研究中受试物蛋白质修饰粪肠球菌的 Ａｍｅｓ试验结果虽为
阴性，至少还需进行小鼠骨髓细胞微核试验和小鼠精子畸形

试验，才可对其致突变作用进行基本评价。
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