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菌株传代及葡萄糖浓度对回复突变实验的影响 

童  琳 1, 曹红亭 2, 张  爽 1, 叶  红 1, 李  舜 3, 蔡  标 3* 

(1. 安徽省医学科学研究院, 预防医学研究所, 合肥  230061; 2. 宁夏医科大学 公共卫生与管理学院,  

银川市  750004; 3. 安徽省医学科学研究院, 微生物研究所, 合肥  230061) 

摘  要: 目的  探讨菌株传代培养、不同葡萄糖浓度对回复突变实验的影响。方法  实验菌株选择鼠伤寒沙

门氏菌 TA 型菌株, 分别为 TA97、TA98、TA100 和 TA102 菌株, 分别使用原代、传代一次、传代二次菌株进

行自发回变实验检测。选取 TA97 菌株分别在标准底层培养基和低糖顶层培养基进行突变的检测。         

结果  4 种菌原代组、F1 组、F2 组的自发回变菌落数差异有统计学意义(P<0.05), 且 TA97 和 TA98 的 F1 组、

F2 组, TA100 的 F2 组不符合国标 GB 15193.4-2014《食品安全国家标准 细菌回复突变试验》对回变菌落数的

要求; 标准底层培养基与低糖培养基 TA97 回复突变数有统计学差异(P<0.05), 但均达到国家标准要求。    

结论  菌株的传代及葡萄糖浓度对回复突变实验均有影响。 
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Effect of strain passage and glucose concentration on bacterial reverse 
mutation test 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the effect of the culture of strain passage and different glucose 

concentrations on the bacterial reverse reversion mutation test. Methods  The Salmonella typhimurium TA were 

selected for strains, which were TA97, TA98, TA100 and TA102 strains, respectively, using the original, 

sub-generation, and second-generation strains for spontaneous reversal experiments. TA97 strains were selected for 

mutation detection in standard bottom medium and low-sugar top medium respectively. Results  There were 

significant differences in the number of spontaneously reverting colonies between the 4 strains of origin group, F1 

group and F2 group (P<0.05). F1 group, F2 group of TA97 and TA98, F2 group of TA100did not meet the national 

standard GB 15193.4-2014 National food safety standard-Bacterial reverse mutation assay requirements for the 

number of reverting colonies. There was a statistically significant difference in the number of reverse mutation between 

the normal glucose concentration bottom medium and the low concentration medium (P<0.05), but all met the national 

standards. Conclusion  Subculture of the strain and glucose concentration have an effect on the mutation test. 
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1  引  言 

食品安全性毒理学评价在食品行业的各个领域都有

涉及, 包括新资源食品、保健食品等[1]。保健食品中各种

成分的种类及相互作用方式愈发复杂, 对人体的毒性损害

机制等并不十分的明确, 因此对保健食品的毒理学安全性

评价是十分重要的[2]。细菌回复突变试验(bacterial reverse 

mutation test, Ames), 已被世界各国广泛用于环境污染[3]、

化妆检测 [4], 也是我国功能性食品批准上市前必检项目, 

该方法具有快速、灵敏、经济等特点[5,6]。Ames 实验在实

际操作过程中, 常因受多种因素影响而导致实验结果不理

想, 不同实验室检测结果差异较大, 使得其有效性很大程

度上被限制, 实验过程变得复杂且结果不可预测与控制, 

容易出现不可预测的假阳性或假阴性结果[7], 从而使实验

周期变长。因此需要对 Ames 实验的最优实验条件进行探

讨优化, 以确定最佳的实验条件, 大大减少实验时间, 提

高实验效率[8]。有研究提示在平板掺入法试验中, TA97 菌

株对于葡萄糖的浓度比较敏感, 但对其无深入研究。对于

菌株活化后, 是否需要传代培养也无统一说法[9]。 

本研究通过细菌回复性试验, 探讨菌株的传代培养

及不同葡萄糖浓度对 Ames 实验的影响, 并以牡丹籽油的

致突变性实验对研究结果进行验证, 为提高 Ames 实验效

率提供指导依据。  

2  材料与方法 

2.1  材料、仪器与试剂 

材料 : 组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌 TA97、

TA98、TA100、TA102(美国 MOLTOX 公司)。 

BSC-1604IIA2 生物安全柜(苏州安泰空气技术有限公

司 ); 5804R 低温高速离心机 ( 德国 Eppeddorf 公司 ); 

DW-HL388 超低温冰箱(80 ℃, 合肥美菱电冰箱公司); 

SHP-100 生化培养箱(上海博讯实业有限公司医疗设备厂); 

DC-0560 恒温水浴锅 (南京先欧仪器制造有限公司 ); 

LX-B50L 压力蒸汽灭菌器(江阴滨江医疗设备厂)。 

叠氨钠(分析纯, 上海化学试剂有限公司); 2-氨基芴

( 分析纯 , 美国 Sigma 公司 ); 敌克松 (分析纯 , 德国

Dr.Ehrenstorfer 公司); 二甲基亚砜(分析纯, 美国 Aladdin

工业公司); D-生物素(分析纯, 生工生物工程股份有限公

司); L-组氨酸(分析纯, 上海源聚生物科技有限公司); 大鼠

肝液 10%S-9Mix(分析纯, 美国MOLTOX公司); 琼脂粉(北

京索莱宝科技有限公司); 营养肉汤(北京奥博星生物技术

有限责任公司); 牡丹籽油(食用级, 瑞璞牡丹产业发展有

限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  增菌培养 

取无菌试管 4 支, 加入灭菌肉汤培养基各 10 mL。取

TA97、TA98、TA100、TA102 菌株的菌种药片各 1 粒分别

加入 4 支试管中, 置于 37 ℃震荡培养 12~14 h, 至每 1 mL

不少于 1×109 个活菌数。培养管避光保存。 

2.2.2  传代培养对菌株自发回变影响的检测 

将菌株分为原代组、F1 组、F2 组。原代组取活化菌

液各 0.1 mL, 加入含有顶层琼脂培养基的试管内(45 ℃保

温), 将其混匀后平铺于底层琼脂平板上, 将琼脂平放固

化。待琼脂固化后, 置于 37 ℃培养箱中, 孵育 48 h 后记录

每皿回变菌落数。F1 组、F2 组用接种环取 TA97、TA98、

TA100划线接种于组氨酸-生物素平板上, 取TA102接种于

氨苄四环素平板上, 于 37 ℃环境下培养 48 h, 记录回变菌

落数。用接种环从主平板上分别勾取菌株, 分别重复增菌

过程 1 次和 2 次, 进行自发回变检测。 

2.2.3  顶层培养基平板掺入法 

制备底层培养基平皿, 在灭菌琼脂培养基中(400 mL)

依次加入磷酸盐贮备液 8 mL, 葡萄糖溶液 , 分别制备

2.0%(m:V, 标准底层培养基)和 0.4%(m:V)2 个浓度葡萄糖

平皿。取无菌试管, 加入 2 mL 顶层培养基(45 ℃水浴), 后

加入增菌液 0.1 mL 混匀, 加样品溶液 0.1 mL[活化时加入

10%(m:V)大鼠肝液 10% S9 混合液 0.5 mL], 混匀。将混

合液迅速倒入底层培养基上 , 转动平皿 , 使顶层培养基

均匀分布在底层培养基上, 将其平放固化。根据不同组别

自发回变检测结果, 选取最适组菌株。每种菌株的每个测

试浓度设 3 皿平行(TA97 菌株额外设置葡萄糖浓度为

0.4%的培养基对照组)。分别在加 S9 活化系统和不加 S9

活化系统 2 种情况下进行实验, 在 37 ℃的环境下培养  

48 h 后, 观察结果。 

2.2.4  以牡丹籽油致突变性检测为例验证实验结果 

受试物根据查询文献结果, 设 5.0、1.0、0.2、0.04 mg/皿   

4 个剂量组, 同时设置对照组, 包括阳性对照组(叠氨钠、2-

氨基芴、敌克松), 溶剂对照组(二甲基亚砜、蒸馏水), 未处

理对照组(实验时只在培养基上加菌液, 不加其它任何试剂), 

所有对照组均包括加 S9 和不加 S9 2 种情况, 每剂量做 3 个

平行皿, 37 ℃培养 48 h 后计数每皿回变菌落数。 

2.2.5  统计学方法 

数据采用 SPSS23.0 进行统计学处理 , 计量资料以

x s 表示, 多组间比较采用单因素方差分析, 两两比较采

用 LSD-t 检验, 两组间比较采用两独立样本 t 检验, 检验水

准 α=0.05, P<0.05 有统计学意义。 



6044 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 10 卷 
 
 
 
 
 

2.2.6  结果判定 

根据国标 GB 15193.4-2014《食品安全国家标准 细菌

回复突变试验》[5], 直接计数培养基上生长出的回变菌落数。

如在背景生长良好条件下, 牡丹籽油胶囊组间回变菌落数

增加超过未处理对照组回变菌落数一倍以上, 且有不符合

国家标准的情况, 即可认为牡丹籽油诱变试验阳性。 

3  结果与分析 

3.1  传代培养对菌株自发回变的影响 

如表 1, TA97 各组间回变菌落数有统计学差异

(P<0.01), 且传代后的回变菌落数未达到国标规定数量 ; 

TA98 原代组与 F1 组、F2 组的回变菌落数有统计学差异

(P<0.01), F1与F2组之间无统计学差异(P>0.05), 且传代后

的回变菌落数未达到国标规定数量; TA100 各组间回变菌

落数有统计学差异(P<0.01), 原代组与 F1 组回变菌落数符

合国标规定数量, F2 组未达到国标规定数量, 且呈逐渐减

少的趋势 ; TA102 原代组与 F1 组回变菌落数无差异

(P>0.05), F2 组与原代组、F1 组回变菌落数有统计学差异

(P<0.01), 各组回变菌落数均符合国标规定数量, 且呈逐

渐减少趋势。本实验表明, TA97、TA98 传代后的菌株不适

用于 Ames 实验; TA100 F1 代菌株活性减弱, 但仍适用于

Ames 实验, F2 代菌株不适用于 Ames 实验; TA102 可传代使

用, 其中 F1 活性较好, F2 代虽活性减弱但仍不影响使用。 

3.2  葡萄糖浓度对 TA97 生长的影响 

如表 2, 4 个样品组中, 不加 S9 标准底层培养基与低

糖培养基回变菌落数均有显著差异(P<0.05); 2.0 mg/皿、 

0.2 mg/皿和 0.04 mg/皿样品组, 加 S9 低糖底层培养基与标

准培养基回变菌落数有显著性差异(P<0.05), 5.0 mg/皿则

无差异(P>0.05)。各组均达到国家标准, 这表明低浓度葡萄

糖与标准浓度葡萄糖均可适用于 Ames 实验, 但低浓度葡

萄糖更有利于 TA97 生长。 

3.3  牡丹籽油胶囊对伤寒沙门氏菌的致突变作用 

按改良后的实验条件, 在加和不加 S9 条件下, 菌株

的回变菌落数均符合国家标准, 表明在经改良的实验条件, 

符合 Ames 实验要求[5], 如表 3 所示。 

 

表 1  传代培养对菌株自发回变菌落数的影响(n=3) 
Table 1  Effect of subculture on the number of spontaneous reversion of strains (n=3) 

组别 TA97 TA98 TA100 TA102 

原代组 52.00±2.65 32.33±1.53 78.67±0.58 311.00±4.58 

F1 组 35.67±0.58** 5.33±2.52** 54.0±1.73** 304.00±3.61 

F2 组 24.67±3.79 △ △**  4.00±2.00** 48.3±3.06 △**  232.67±4.73 △ △**  

F 值 78.569 181.605 184.816 293.544 

P 0.000 0.000 0.000 0.000 

注: *表示与原代组相比 P<0.05, **表示 P<0.01; △ 表示 F1 组与 F2 组相比 P<0.05, △ △ 表示 P<0.01。 
 

表 2  葡萄糖浓度对 TA97 生长的影响(n=3) 
Table 2  Effect of glucose concentration on the growth of TA97 (n=3) 

组别 
5.0 mg/皿 2.0 mg/皿 0.2 mg/皿 0.04 mg/皿 

S9 +S9 S9 +S9 S9 +S9 S9 +S9 

低浓度 90.00±4.00 103.67±2.08 88.33±2.08 90.67±1.15 89.67±2.52 98.67±1.15 93.00±3.61 113.33±4.93

标准浓度 75.67±2.08 97.67±3.51 80.33±1.15 84.67±1.53 78.33±0.58 82.33±2.08 71.33±4.04 90.67±5.13 

t 值 5.506 2.546 5.821 5.427 7.603 11.884 6.929 5.516 

P 0.005 0.064 0.004 0.006 0.002 <0.001 0.002 0.005 

 

表 3  牡丹籽油对伤寒沙门氏菌的致突变性(n=3) 
Table 3  Mutagenicity of peony seed oil against Salmonella typhi (n=3) 

组别 
TA97 TA98 TA100 TA102 

S9 +S9 S9 +S9 S9 +S9 S9 +S9 

受试物剂量组 

5 mg/皿 86±13.3 96±10.0 26±4.0 24±2.5 112±12.2 119±10.7 333±22.0 352±35.5 

2 mg/皿 84±13.0 82±3.8 25±7.4 25±4.5 120±5.9 105±11.6 320±43.1 353±55.1 

0.2 mg/皿 85±8.2 85±6.1 26±4.0 28±7.1 112±2.5 124±8.7 310±23.8 348±31.2 

0.04 mg/皿 88±10.9 87±10.5 24±3.5 26±2.5 121±7.4 119±8.1 348±41.5 334±23.3 
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续表 3 

组别 
TA97 TA98 TA100 TA102 

S9 +S9 S9 +S9 S9 +S9 S9 +S9 

阳性对照组 

敌克松 1361±105.9 / 1094±118.0 / / / 1295±300.5 / 

叠氮钠 / / / / 1386±139.8 / / / 

2-氨基芴 / 1009±128.3 / 684±100.3 / 943±112.9 / / 

未处理对照组 99±9.4 93±16.6 29±3.3 25±4.7 135±8.3 136±11.6 374±43.4 335±55.7

溶剂对照组 
蒸馏水 102±3.1 94±8.9 29±4.4 25±4.5 130±11.0 125±15.3 365±14.9 362±46.4

二甲基亚砜 95±8.8 94±9.0 28±6.5 25±5.3 114±16.8 103±7.8 339±33.4 323±42.8

 

4  结论与讨论 

Ames 实验是目前国内外应用较为广泛的检测样品致

突变性的动物体外实验[10]。其原理是利用鼠伤寒沙门氏菌

缺陷型菌株在无组氨酸的培养基中不能生长, 只有少数自

发回变菌落生长, 在有组氨酸的培养基中可以正常生长, 

但当无组氨酸的培养基中有可致缺陷型菌株发生突变的致

突变剂存在, 则缺陷型会发生回复突变, 回变成组氨酸非

缺陷型野生型, 使该缺陷型菌株也可在无组氨酸的培养基

中正常生长[11]。 

Ames 实验过程中, 一般将菌株活化后传代保存于甘

油中, 使用时取冻干菌复苏培养使用。本次实验结果表明, 

传代后的部分鼠伤寒沙门氏菌菌株不适用于 Ames 实验, 

这可能有以下几种原因: (1) 可能与菌株自身活性有关, 

如马洪波等[12]认为保存微生物时间较短的传代培养保存

法 , 会使微生物发生变异 , 在反复传代和适应的过程中

尤为明显。(2) 可能是传代保存过程中, 菌株发生抗原和

生化反应变异, 如王瑶等[13]用胎牛血清和全血传代培养, 

对比前后抗原性和生化反应性的变化, 结果表明保存时

间过长的沙门菌, 其菌体抗原和生化反应都有可能发生

变异。(3) 可能是保存过程中, 受到外界条件的影响, 导

致菌株血清型和致病力发生改变。李能章等[14]通过选择

紫外线对沙门氏菌 SW1 和 SW4 菌株进行诱变, 连续传

60 代后做其毒力、质粒图谱分析以及血清型检测, 结果

发现在外界条件的作用下, 病原菌的血清型和致病力会

发生一定程度的改变。 

平板渗入法实验结果表明, 将琼脂培养基中葡萄糖

含量由 2%(w:V)变为 0.4%(w:V), TA97 生长的更好, 与张爽

等[15]的研究结果一致。TA97 对葡萄糖浓度较为敏感, TA97

在含葡萄糖的培养基上生长缓慢, 可通过振荡培养使葡萄

糖更好的被利用, 而不是增加葡萄糖的浓度, 因为葡萄糖

浓度越高越容易导致琼脂脱水, 影响 TA97 的生长[16]。 

本研究通过对牡丹籽油致突变性检测的验证, 表明

通过对 Ames 实验条件的调整, 可以有效节省菌株制备的

时间, 从而提高实验的效率。 
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