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全蝎乙醇粗提取物离体抗突变研究①

吴金龙 ,王丽云
(江苏省卫生防疫站 ,江苏南京 　210009)

摘要 :目的 :研究全蝎乙醇提取物是否具有抗突变效应。方法 :本文利用沙门氏菌/ 微粒体致突变性试验 ,对全蝎和几味中药

的乙醇粗提取物 (简称全蝎乙醇提取物 ,SEE)的抗突变作用作了研究。结果 :剂量在 25 - 100μl/ 皿时 ,SEE 对终致突变物敌克

松 (Dexon)诱发的 TA98 回复突变无明显影响 ;对终致突变物叠氮钠 (NaN3)诱发的 TA100 回复突变也无明显影响。但在同样

剂量下 ,SEE能明显抑制间接致突变物 2 - 氨基芴 (2 - AF)诱发的 TA98 回复突变。SEE剂量为 25μl/ 皿、50μl/ 皿和 100μl/ 皿 ,

2 - AF 为 15μg/ 皿时 , TA98 的相对回复突变菌落数分别为 1985 ±483、1232 ±176 和 792 ±170 ,与阳性对照组值 3182 ±784 相

比 ,分别具有显著 ( P < 0105) 和极显著 ( P < 0101) 差异 ;相对回复突变菌落数的抑制率分别为 38. 06 %、61. 90 %和 75111 %。

显而易见 ,抑制率的增高取决于 SEE的剂量。结论 :这些结果表明 SEE很可能是一种 2 - AF 的抑制剂。SEE 对 2 - AF 的抗

突变作用 ,可能主要归咎于对 S9 混合物的影响。
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Abstract : Purpose and Methods : Antimutagenicity of ethanol extract of scorpion and some Chinese medicinal

herbs(SEE) was investigated using a S al monella typhi m urium / mammalian microsome assay in the paper. Re2
sults :At 25 - 100μl/ plate , SEE had no effect on TA98 revertants induced by the utimate mutagen , Dexon and

neither on TA100 revertants by the ultimate mutagen , sodium azide (NaN3) . But the revertants of TA98 in2
duced by promutagen , 2 - aminofluorence (2 - AF) was significantly inhibited by SEE at same dosage. The rela2
tive revertants of TA98 were 1985 ±483、1232 ±176 and 792 ±170 respectively at 25μl/ plate , 50μl/ plate and

100μl/ plate of SEE with 15μg/ plate of 2 - AF. In comparasion with positive control (3182 ±784) , the relative

revertants at 25μl/ plate、50μl/ plate and 100μl/ plate had significant and very significant statistical difference ( P

< 0 . 05 and P < 0 . 01) and the inhibitory percentages of the relative revertants were 38. 06 % , 61. 90 % and 75.

11 % respectively. It was obvious that the increase of inhibitory percentages deponded upon the dose of SEE.

Conclusion : These results indicated that SEE was a possible inhibitor of 2 - AF. Antimutagenicity of SEE to2
ward 2 - AF could be att ributed primarily to the effect of SEE on S9 mixture.

Key words : ethanol extract of scorpion ; antimutagenicity ; 2 - aminofluorence ; S al monella typhi m urium /

mammalian microsome assay

　　根据致癌过程的体细胞遗传物质基因突变理

论 1 ,寻找抗突变物预防肿瘤的工作 ,受到人们的普

遍关注 2 。在体实验研究表明 , SEE 具有抗环磷酰

胺诱发微核的作用 3 ,本研究旨在观察 SEE 的离体

抗突变作用 ,据此 ,作者利用 Ames 试验 4 进行了这

方面的工作 ,现报道如下。

材料与方法

1 　SEE 　将全蝎、薏米、木瓜和红花 ,分别用优质曲

酒提取 ,提取液按比例兑制 ,用蒸馏水稀释至酒度为

20°(酒度系数 20°时 ,乙醇在酒中的容量百分数) 。

2 　试剂

211 　阳性物 　2 - AF 分析纯德国产 ,NaN3 分析纯

和 Dexon 工业品国产。

212 　试剂 　牛肉粉和蛋白胨英国产 ,6 - 磷酸葡萄糖

美国产 ,琼脂、二甲亚砜 (DMSO) (AR) 和生物素日本

产 ,其余试剂除多氯联苯为工业品外均为分析纯 ,国

产。

3 　抗 Ames 试验 　以 Maron 和 Ames 建立的沙门氏

菌/ 微粒体致突变性试验 4 为基础 ,按卫生部修改的

方法 5 进行。所用菌株为 TA98 和 TA100 ,每种测试

设平行样 3 个 ,共测 2 次。

311 　SEE 抑制致突变物对测试菌株致突变性试验

通常使用平板掺入法进行 ,只在研究方法对抑制

率影响时才同时还使用预保温法。具体操作按表 1

实施。

表 1 　SEE抑制阳性物致突变性试验的操作步骤

移　入　物
对照管

阴性 溶剂 阳性物

受试物管

低剂量中剂量高剂量

S9 混合液a 或 PBb (ml) 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5

不同浓度的 SEEc (ml) 0. 1 0. 1 0. 1

阳性物d(ml) 0. 1 0. 1 0. 1 0. 1

双蒸水 (ml) 0. 1

DMSO (ml) 0. 1 011

20°优质曲酒 (ml) 011 011

过夜培养菌 (ml) 0. 1 0. 1 0. 1 0. 1 0. 1 0. 1

　　立即 (平板掺入法) 或 37 ℃震摇培养 20min (预保温法) 后加
入顶层琼脂 ,混匀浇底层葡萄糖琼脂平板 ,37 ℃培养 48h ,计点回
变菌落数。

a. S9 含量为 10 % ;b. 0. 2mol/ L 磷酸盐缓冲液 p H7. 4 ;c. SEE 用 20°优

质曲酒作 012 和 4 倍稀释 ;d. 均用 DMSO 溶解。

312 　SEE 直接灭活致突变物或其代谢产物试验

按表 1 的要求设管和操作 ,但在加过夜培养菌

前 ,将管内液体混匀 ,37 ℃震摇保育 20min ,再加过夜

培养菌和顶层琼脂 ,混匀后浇底层葡萄糖琼脂平板 ,

37 ℃培养 48h ,计点回变菌落数。

4 　活菌计数

411 　SEE 抑制致突变物对测试菌致突变性试验的

活菌计数 　按表 1 的操作进行 ,不加过夜培养菌原

液 ,改加用 0. 2mol/ L PB (p H7. 0) 作 106 倍稀释后的

过夜培养菌 ,然后加顶层、混匀后倒入营养琼脂平板

内 ,37 ℃培养 24h ,计点活菌菌落数。

412 　SEE 直接灭活致突变试验的活菌计数 　按 312
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所述方法操作 ,并作如下改动 :不用过夜培养菌原液 ,

改用 106 倍稀释后的过夜培养菌 ;底层葡萄糖琼脂平

板改用营养琼脂平板 ;培养 48h 改为 24h ;计点回变

菌落改为计点活菌菌落数。

5 　相对回变菌落数及抑制率的计算

511 　A ( %) = B/ C ×100 % ,式中 A - 相对活菌菌落

形成率 ;B - 实验管活菌菌落数 ;C - 溶剂对照管活菌

菌落数或空白对照管活菌菌落数 (后者只在求溶剂对

照管 C 时才用到) 。

512 　D = E/ A ,式中 D - 相对回变菌落数 ; E - 实验

管实测回变菌落数。

513 　F ( %) = ( G - H) / ( G - I) ×100 % ,式中 F - 抑

制率 ; G - 阳性物对照管相对回变菌落数 ; H - 受试物

管相对回变菌落数 ; I - 溶剂对照管相对回变菌落数。

6 　阳性抗突变效果判断标准 　在相对菌落数经单因

素方差分析及两两比较后 ,再按表 2 的标准判断受试

物抗突变效果。

Table 2 　The juged standard for the effect of positive

antimutation

inhibition ( %) intensity of antimutation effect

0 - 20

20 - 40

40 - 60

60 - 90

> 90

negative ( - )

weak positive ( + )

positive ( 6 )

strong positive ( 7 )

dubious toxicity ( T)

结果与讨论

1 　SEE 抑制致突变物对测试菌的致突变作用

111 　平板掺入法和预保温法对 SEE 抑制 2 - AF 诱

发 TA98 回复突变的影响 　见图 1。由图可见 ,两种

方法测得的抑制率均随剂量增高而增高。剂量在

25μl/ 皿时 ,预保温法测得的抑制率稍高于平板掺入

法 ;50μl/ 皿和 100μl/ 皿时 ,情况则相反 ,但相同剂量

下两种方法测得的抑制率 ,经 t 检验无显著性差异

( P > 0. 05) 。同时 ,这两种方法的剂量 ( X ) 和抑制率

( Y) 的回归方程 ,前者为 Y = 32 . 72 + 0. 43 X ,后者为

Y = 28 . 72 + 0 . 51 X ,经统计[6 ]未发现这两种方法的

X 和 Y 之间的关系有显著性差异 ( P > 0 . 05) ,可见

这两种方法测得的抑制率无明显差异。为了方便起

见 ,本文使用平板掺入法研究 SEE 抑制致突变物对

测试菌的致突变作用。

1. 2 　SEE 抑制 2 - AF 诱发 TA98 回复突变的作用 ,

见表 3。

　　由表可见 , 受试剂量在 25μl/ 皿和 50μl/ 皿、

100μl/ 皿时 ,各受试物组的相对回复突变菌落数 ,与

阳性对照值相比 ,分别具有显著 ( P < 0 . 05) 和极显著

( P < 0 . 01)性差异 ,其相应的回复突变抑制率分别为

38106 %、61190 %和 75111 % ,可见具有良好的剂量

—效应关系。已知 2 - AF 是为间接致突变物 ,需经

代谢活化成终致突变物后 ,才能诱发 TA98 的回复突

变 4 。可见 SEE 具有抗 2 - AF 间接致突变物诱发

突变的作用。根据表 1 判断标准 , SEE 的抗突变效

果为强阳性。

Table 3 　Inhibition of SEE to TA98 revertants induced by 2 - AF with S9

group

dose

SEE 2 - AF

(μl/ p . ) (μg/ p . )

survivors
　

per 　plate

revertants
　

per 　plate

relative
revertants
per plate

%
of

inhibition

negative control 0 0 　　　177 ±12

medium control 0 0 181 ±11 　　　34 ±4 　　　32 ±4

SEE 25 15 174 ±12 1908 ±464 1985 ±482 3 　　38. 00 ±9. 25

SEE 50 15 202 ±34 1398 ±196 1232 ±176 3 3 61. 90 ±8. 84

SEE 100 15 198 ±5 866 ±186 792 ±170 3 3 75. 11 ±16. 12

Positive control 0 15 180 ±12 3165 ±780 3182 ±784

　3 , P < 0 . 05 ; 3 3 , P < 0 . 01

113 　SEE 对 Dexon 和 NaN3 诱发测试菌回复突变的

影响

见表 4 和表 5。由此两表可见 ,剂量在 25 -

100μl/ 皿时 ,SEE 对直接致突变物 Dexon 诱发 TA98
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回复突变菌落数的相对值和对直接致突变物 NaN3

诱发 TA100 回复突变菌落数的相对值 ,与相应阳性

对照值之间 ,无显著性差异 ( P > 0. 05) ,且它们的回

复突变菌落抑制率分别在 - 5. 33～9. 20 %和 0. 82～

4. 32 %之间 ,表明 SEE 对 Dexon 和 NaN3 诱发的回

复突变无抑制作用 ,提示 SEE 对直接致突变物诱发

的突变可能无抑制作用。

Table 4 　The effect of SEE on TA98 revertants induced by Dexon without S9

group

dose

SEE Dexon

(μl/ p . ) (μg/ p . )

survivors
　

per 　plate

revertants
　

per 　plate

relative
revertants
per plate

%
of

inhibition

negative control 0 0 　　　175 ±10

medium control 0 0 179 ±9 　　　44 ±6 　　　43 ±6

SEE 25 50 168 ±11 1394 ±54 1486 ±58 　　 - 5. 33 ±0. 21

SEE 50 50 193 ±13 1431 ±12 1327 ±11 6. 28 ±0. 05

SEE 100 50 190 ±15 1367 ±32 1287 ±30 9. 20 ±0. 22

positive control 0 50 182 ±10 1437 ±36 1413 ±36

Table 5 　The effect of SEE on TA100 revertants induced by Na N3 without S9

group

dose

SEE NaN3

(μl/ p . ) (μg/ p . )

survivors
　

per 　plate

revertants
　

per 　plate

relative
revertants
per plate

%
of

inhibition

negative control 0 0 　　　161 ±14

medium control 0 0 163 ±7 　　　166 ±2 　　　164 ±2

SEE 25 1. 5 162 ±10 1088 ±188 1095 ±189 　　4. 32 ±0. 74

SEE 50 1. 5 164 ±9 1064 ±139 1058 ±138 8. 12 ±1. 06

SEE 100 1. 5 161 ±7 1115 ±252 1129 ±255 0. 82 ±0. 18

positive control 0 1. 5 149 ±17 1039 ±241 1187 ±264

2 　SEE 直接灭活 2 - AF 或其代谢产物的作用 　见

表 6。由该表可见剂量在 25μl/ 皿、50μl/ 皿 100μl/ 皿

时 , TA98 回复突变的抑制率分别为 47. 29 %、61.

70 %和 71191 % ,与表 3 中相应数据十分接近。两表

对应的相对回复突变菌落数经 t 检验 ,无显著的统计

学差异 ( P > 0 . 05) ) ,且两条回归直线的统计处理 ,未

揭示抑制作用和直接灭活作用的剂量对抑制率的影

响有显著差异 ( P > 0. 05) 。测定 SEE 对 2 - AF 直接

灭活作用的方法与测定 SEE 抑制 2 - AF 诱发回复突

变作用的方法 ,不同之点只是前者在加过夜培养菌

前 ,将 SEE 与 2 - AF , S9 混合液混匀后 37 ℃保育

20min ,这样 SEE 在浓度相对增高 (未加菌液的关系)

的条件下 ,在 37 ℃下与 2 - AF 的作用时间延长了

20min。这时如存在 SEE 对 2 - AF 及其代谢产物的

直接灭活作用 ,各剂量下的 TA98 回复突变抑制率理

应比表 3 中的数据普遍有所提高 ,但实际不然。可见

SEE 直接灭活 2 - AF 的可能性不大。

3 　SEE 对活菌数的影响 　见表 3 - 6。由这些表可

见 ,每次实验的受试物组、阳性对照组 ,溶剂对照组及

阴性对照组的活菌数十分接近 ,无统计学差异 ( P >

0. 05) ,表明在受试条件下 , SEE 对活菌数无明显影

响。活菌数的多少直接影响到致突变物的致突变效

果 4 ,进而将会影响到抗突变效果和结果的判断 ,因

此 ,在抗突变试验中 ,进行活菌计数十分必要。本文

各实验条件下的活菌计数值均在 1 - 2 ×109 个/ ml ,

符合 Ames 试验要求。
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Table 6 　The direct inactivity of SEE to 2 - AF or its metabol ite with S9

group

dose

SEE 2 - AF

(μl/ p . ) (μg/ p . )

survivors
　

per 　plate

revertants
　

per 　plate

relative
revertants
per plate

%
of

inhibition

negative control 0 0 　　　186 ±6

medium control 0 0 184 ±7 　　　34 ±6 　　　34 ±6

SEE 25 15 190 ±9 2167 ±460 2098 ±445 3 　　47. 29 ±10. 03

SEE 50 15 197 ±14 1620 ±94 1513 ±886 3 3 61. 70 ±3. 59

SEE 100 15 197 ±10 1177 ±62 1099 ±580 3 3 71. 92 ±3. 80

positive control 0 15 182 ±7 3973 ±356 4017 ±360

　3 , P < 0 . 05 ; 3 3 , P < 0 . 01

Figure 1 　the effect of methods on % of inhibition

　　综上结果 , SEE 对所用的直接致突变物的致突

变性无抑制作用 ,对间接致突变物 2 - AF 诱发的

TA98 回复变具有依剂量的抑制作用 ,抑制率最高达

75111 %。根据抗突变效果判断标准 2 ,SEE 的抗突

变作用强度为强阳性。SEE 的抗突变作用 ,除了与

全蝎有关外 7 ,还可能与薏米、木瓜有关 8 ～10 。

作者既往的在体实验揭示 , SEE 具有抗间接致

突变物环磷酰胺诱发微核的作用 3 ,结合本实验结

果 ,SEE 抗突变机制与酒度无关 ,因为不同浓度 SEE

受试液是用 20°优质曲酒稀释的 ,而计算相对回变菌

落数各管所含 20°优质曲酒量相等 (见材料和方法) ,

因此 ,SEE 抗突变机制可能与茶叶抑制间接致突变

物致突变性的机制一样 ,主要是其与微粒体酶的相互

作用有关 11 。
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