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水产罐头食品致突变性的研究
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提 要

采用鼠伤寒沙门氏菌 T A 98 和 T A l oo 二个突变菌株
,

加哺乳动物肝微粒体酶对五种 水

产食品是否具有致突变性所进行的试验
。

实验结果表明
:

五种水产食品中烟 熏 鱼对 T A 1 00

菌株有诱变作用
,

说明这种水产食品含有可引起 D N A 发生碱基对置换突变的化合物
。

提示

在鱼肉烟熏加工过程中
,

有可能产生多环芳烃类 ( P A H )化学致癌物
.

前 言

近年来
,

对于烹调过的食品
、

熏制的鱼 品和肉类 以及蛋 白质或氨基酸的热介产物 中具

有致突变物质
,

国外 已有报道
〔 `一 7“ 。

食品中的这些物质可能来自食品本身
,

或来 自烹调 时

加入的佐料及其他添加剂闭
。

有的虽然其含量很低
,

但在以啮齿动物为材料的实验证明
,

会累积起来足以引起细胞 D N A 损伤和致基因突变
,

从而导致癌症和遗传性缺陷等病变
。

这些实验表明
,

极大多数致癌物就是致突变物
〔 . “ 。

A o
e 。〔 l “ ,主工」

等人用 鼠伤寒沙 门氏菌 ( S al m o

ne l玩 t yP 址m ur iu m ) 组氨酸缺陷型突变 菌

株
,

在培养皿中经致突变物作用可使之产生 回复 (r ve er se )突变 (简称回变 )
,

间接判断致癌

的可能性
。

测定时需加入鼠肝微粒体酶活化系统
〔 1 2 一 工幻

。

许多经过代谢活化的 致 癌 物 能

作为致突变物被检测出来 s[, o1J
。

突变的基本方式有碱基对置换 (b
a s e一 p缸 r

纵 b就 it ut io助

型突变和移码 ( f r o m se 五j ft ) 型突变两种
。

分别用碱基对置换型突变菌株检测碱基对置换

型致突变 (致癌 )物
;用移码型突变菌株检测移码型致突变 (致癌 )物

。

经动物试验证实的

化学致癌物 90 %是致突变物
,

故检测致突变物对初筛致癌物有一定价值
。

目前对于食 品中致突变的检测和研究
,

已经逐渐引起人们的重视 ,
一 3 〕 ,

但国内对食品

的检测和研究 尚不多
,

特别尚未见到罐头食品的检测报道
。

我们最近对五种鱼品罐头食

品的致突变性进行了初步检测和研究
。

材 料 和 方 法

.

样品的处理

将五种水产罐头食品 (油炸鱼
、

辣味鱼
、

油浸鱼
、

茄汁鱼
、

烟熏鱼 ) 以无菌操作分别切碎
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碾细
、

加二甲基亚讽 (D MS O )助溶 (每克鱼 /2毫升 )
,

剧烈震动后放冰箱内浸泡 24 小时
,

室温下 1 0 0 0 转 /分的速度离心 10 分钟
,

每种样品分别取上清液 0
.

05
、
。

.

1
、

0
.

2
、

0
.

3
、
0

.

4

毫升 5 个量级进行测试
。

2
.

代谢活化系统的制备

代谢活化系统制备
,

需经过大鼠肝酶诱导
、

肝匀浆上清液 ( S一9) 制备
、

S一 9 活性测定几

个步骤
。

( 1) 大鼠肝薛的诱导 取 1 5 0一 200 克左右的雄性大鼠选用多氯联苯 (卫 ol y e hl 份 in -a

t ed b i p h e n y l
,
p C B ) ( A

r o e lor 12 5 4 )为诱导剂〔 1 。 〕 ,

多氯联苯用玉米油稀释
,

按 5 00 毫克 /

公斤体重的鱼折算
,

从大鼠腹股沟一次注入腹腔
,

对照组注入等量玉米油
。

诱导期为五天
。

(2 ) 肝匀浆上 清液 (s
一9) 制备 将经过肝酶诱导的大鼠剖杀 (剖杀前 12 小时禁食 )

。

从肝门静脉注入 0
.

15万 K cl 溶液充分洗涤肝脏中的血液
。

取下肝脏秤重
,

每克肝加 3 毫

升 。
,

1 5卫 K cl 溶液制成匀浆 ,离心 ( 9 0 0 0 转 /分 ) 20 分钟
,

取肝匀浆上清液分装试管
,

干冰

速冻
,

放低温冰箱 ( 一 40
0

0 )备用
,

以上全部操作均在 O一 4
O

C无菌条件下进行
。

(3 ) 队9 的活性浏定 制备好的 S一 9 需进行活性测定
。

用小牛血清标准蛋白质对照
,

用福林 ( F民执 )定蛋法
,

并用 7 21 型分光光度计测定蛋白质含量
。

将肝匀浆上清液折算配

成 6 毫克蛋白质 /毫升的浓度
。

然后在奸匀浆中通入少量 C O
,

再用 7 51 型分光光度计测

定其活性 (细胞色素 R
4拐

,
P 一 4 5 0 )

。

再经平板无菌培养 以及用 已知需要代谢活化的致

癌物黄曲霉毒素 B
:

及鼠伤寒沙门氏菌 T A 98 和 T A 10 0 菌株
,

呈阳性反应时
,

则为证明

可用
。

(4 ) 辅酶 11 和 荀萄据一 6一碑酸盆 溶液的配 制 第 一 步先取 N a :

H P .O
·

12 R
:
0 7

.

16

克
,

K H
, P O

.
2

.

72 克
,

加水至 10 。 毫升
,

蒸汽灭菌
,

先配成 。
·

2万 p H 7
·

4 的磷酸缓冲液
。

第二步取吨 c l , 8
.

1 克
,

K cl 12
.

: 克
,

加水至 100 毫升
,

蒸汽灭菌
,

配成盐塔液
。

然后取

。
.

0 2万 p H 7
。

4 的磷酸缓冲液 5毫升
,

加入盐溶液 0
.

2 毫升
,

加入辅酶 n 29
,

7 毫克
,

葡萄

糖一 6一磷酸 1 6
.

2 毫克
,

加水至 9 毫升
,

即配成辅酶 万和葡萄糖一6一磷酸的盐溶液
。

( 5) 检浏 样品 先将制成并经活性测定的肝匀浆上清液 ( S一 9) 在室温条件下融化
,

按

l , 9 的比例
,

加入辅酶 n 和葡萄糖一 6一磷酸盐溶液
,

即成为 S一9 代谢活化系统
,

冰浴待用
。

检测样品时
,

每皿需加入 斗 9 代谢活化系统 0
.

5 毫升 (约合 50 微升 )
。

3
.

细菌的培养方法

取冰冻干燥保存的鼠伤寒沙门氏菌组氨酸缺陷型突变菌株 T A蛇 (移码型突变 ) 和

T 1A 00 (碱基对置换型突变 )二个突变菌株的菌种
,

分别用 。
·

2 毫升生理盐水融化
,

接种在

斜面培养基上
, 3 o7 C培养 24 小时 ,再从这斜面上挑取菌种接入装有 15 毫升营养液体培养

基的小三角烧瓶中
, 3 7

,

C培养 16 小时
。

用细菌浊度计计数
,

选用 7 21 分光光度计 5 60 二u

波长
,

光密度读数为 0
.

8一 1
.

00 之间
,

同时测得的细菌活菌数为每毫升 10 “ 一 10
’
之 间

。

4
·

菌株的鉴定
〔 , o :

在检测样品前对菌株进行组氨酸缺陷试验
,

鉴定该菌是否需要组氨酸 ,结晶紫抑菌试
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验
,

鉴定该菌是否有膜脂多糖通透屏障 ,氨节青霉素 ( A功p沁 il ll n) 抗菌试验
,

鉴定该菌有否

抗性转移因子 ,紫外光敏感试验
,

鉴定该菌是否失去 D N A 修复能力 , 用阳性致癌物亚硝

基弧 ( N T G )
,

鉴定该菌是否有回变特性
,

以及自发回变率
,

鉴定菌种是否纯种和生长是否

正常
。

符合以上要求才可使用
。

5
.

致突变检洲试验

先制备检测试验用的底层和上层培养基
。

(1 ) 底层培养基 琼脂粉 1
.

5终
,

葡萄糖 2多
,

V o g el 一
o刀刀 er 低 营养 液 E [M g S .O

夕石
:
0 0

.

0 2那
,

构椽酸 0
.

2%
,

无水 K
:

H p o o l
.

o终
,

N
。 ( N H

.
) H P O

` .

H , 0 0
.

3 5拓丑2拓
。

高

压灭菌 (8 磅
,

15 分钟 )

(2 ) 上层培养基 琼脂粉 0
.

6拓
,

氯化钠 0
.

5%
, 。

.

s o M --L 组氨酸及 。
.

s m M 生物

素液 10 多
。

高压灭菌 ( 15 磅
,

10 分钟 )

然后取 T A 98 及 T A 100 两种菌株
,

分别加 S一 9 代谢活化系统和不加 S一 9 代谢活化

系统
,

进行分组试验
,

以确定样品对两种菌株是否引起致突变作用
,

以及确定是移码型还

是碱基对置换型致突变作用
。

具体的操作法是
,

毫升
,

再在北吧条件下

上试验组外再加入 S
一 9

层培养基 15 毫升
,

然后取徽化的上层培养基 2
.

5

.

1毫升菌液和待检样品溶液
,

另一试验组除同

代谢活化系统
,

充分摇匀
,

倒在已凝固的底层培养基上
,
3 7吧培养

始 小时
。

而所有的对照组都不加待检样品溶液
。

按 A

~ 法常规操作进行定量分析
,

计算

出回复突变的菌落数
。

凡引起回复突变菌落数多于对照 2
.

5倍 以上者
,

为致突变阳性
。

实 验 结 果

五种水产旅头食品的定性检礴撬瘫如表 l
。

表 1 样品致突变性定性检测结果

样 品 含 傲

(毫升 /皿 )

不 加 卜 g

样 品 名 称
加 s

一

9

T A 98 生人 辘

油 炸 鱼

辣 味 鱼

油 浸 鱼

茄 汁 鱼

烟 熏 鱼

0
.

0 5
.

we 习
。

4

0
.

0 5一刃
.

4

0
.

0 5一长】
.

4

0
.

0 5 一0
.

4

0
`

0 6一 0
一

4

据表 1 表明
,

烟熏鱼在加入 S一9 代谢活化系统时菌株 T A 1 00 是致突变阳性反应
。

其

他四种水产罐头食品都呈阴性反应
。 _

烟熏鱼定量检测结果见表 2 及附图

表 2 表明
:

受试菌株 T A 98 每皿回变菌落数接近于阴性回变对照组的菌落数 ( T A 98

为 4 0 个菌落
、

T A 10 。 为 16 。 个菌落 )
,

故为阴性
。

受试菌株 T A 10 0 每皿回变菌落数接

近于 已知有诱变作用的致癌物亚硝基孤 ( N T G 或 M N N G )及黄曲霉毒素 B
:

的阳性对 照
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讨 论

我们用 Am e
, 法检测五种水产食品对 T A 98 和 T A 10 O 的诱变性试验的结果

,

发 现

烟熏鱼有诱变活性
。

试验表明鱼品在熏制过程中
,

有可能与一定量多环芳烃类化学致癌物

的污染有关闲
。

对于这种方法检出的阳性反应物质应予以重视
。

当然
,

由于致突变物并

不一定都是致癌物质
,

因此对本试验检测结果呈阳性反应的烟熏鱼
,

有必要进一步用其他

测试系统进行鉴定和核对
,

以期达到对癌症及其他损伤 D N A 的生物后果
,

有效地进行预

防
。
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