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用 r p sL 基因突变实验评价丙烯酰胺致突变性
的方法初探

刘清岱, � 王志伟, � 安红杰, � 张治洲
(天津科技大学 食品科学与生物技术学院,天津 300457)

摘 � 要: 采用 r p sL 基因突变实验对丙烯酰胺的致突变性进行了初步研究。实验设 0. 05、0. 10、0.

25、0. 50、1. 00 mg/ mL 5个丙烯酰胺的剂量组和阴性、阳性对照组。结果发现,丙烯酰胺剂量组的

突变频率与阴性对照组相比均有显著差异,并且有剂量效应关系, 表明丙烯酰胺可诱发 rp sL 位点

的突变。由于 r p sL 突变实验自发突变背景水平低、灵敏度高, 因此 r p sL 突变实验有望成为食品

和医药领域中致癌物快速检测的有效工具。
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Application of rpsL Mutation Assay for Mutagenicity with Acrylamide

LIU Qing-dai, � WANG Zh-i w ei, � AN H ong- jie, � ZHANG Zh-i zhou

( Colleg e of Food Eng ineering and Biotechno lo gy , T ianjin Univer sity of Science and Techno log y, T ianjin 300457,

China)

Abstract: In this study, rp sL mutation assay w as use as model to determ ine the mutagenicity

induced by acrylamide. E. col i MF101 carried w ith pMOL21 w as t reated w ith dif ferent

concentrat ions o f acrylam ide ( 0. 05, 0. 10, 0. 25, 0. 50, 1. 00 mg/ mL, respect ively) . The results

show ed that w ith the incr easing of the acry lamide concentrat ion, rp sL mutat ion f requency

signif icant ly increases. Furthermore, a dosage-dependent relationship w as detected. T he results

pr esent her e strong suggested that the rp sL mutat ion assay may be as a potent ial tool for

inv est ig ating fo od and dr ug safety .
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� � 丙烯酰胺( acr ylamide)作为工业加工合成聚丙

烯酰胺的主要材料, 广泛应用于人类生产、生活和

科研等领域。大量研究表明, 丙烯酰胺不仅具有较

强的神经毒性, 而且也具有一定的致突变作用
[ 1]
。

国际癌症研究机构对其致癌性进行了评价,将丙烯

酰胺列为二类致癌物 [ 2]。近年来, 瑞典和德国学者



发现某些富含淀粉的食品在经过高温加工处理后

可检测出丙烯酰胺,使得食品中丙烯酰胺的污染问

题引起了国际社会和各国政府的高度关注 [ 3- 4]。然

而,目前很少有文章从分子生物学角度对丙烯酰胺

的致突变原理进行研究, 因此有必要利用基因突变

实验研究丙烯酰胺的致突变性。

作者以质粒 pMOL21的 r p sL 基因作为选择标

记进行致突变性的检测。由 r p sL 基因编码的核糖

体蛋白 S12可以与链霉素( Sm, st reptomycin)形成

复合物,并增强链霉素与细菌 16S rRNA 结合的能

力, 从而阻止了转录的起始, 这就是链霉素药理作

用的基础。若 r p sL 基因发生突变, 将破坏 16S

rRNA 与链霉素的相互作用, 而导致细胞对链霉素

产生耐药性[ 5]。作者采用的宿主菌 MF101的 r p sL

基因是突变的,具有链霉素抗性; 而质粒 pMOL21

包含氨苄青霉素抗性和正确的 r p sL 基因序列。当

pMOL21转化入宿主细胞后,只有质粒的 rp sL 基

因被诱发突变才会导致宿主细胞具备链霉素抗性

(链霉素抗性为隐性的遗传表型) , 从而达到正向筛

选突变 rp sL 基因的目的
[ 6]
。本研究的实验方法是

一种灵敏度高且简便易行的体外短期致突变实验

方法,为检测食品加工过程中产生的潜在致癌物提

供了一种快速有效的分析方法。

1 � 材料与方法

1� 1 � 细胞株和质粒 DNA

大肠杆菌 MF101: 具有链霉素抗性, 可进行

rp sL 突变型质粒的筛选; 质粒 pMOL21( 4� 1 kb) ,

包含氨苄青霉素抗性和 r p sL 基因序列。菌株和质

粒均由日本奈良科技大学 H isaji Maki教授赠予。

1� 2 � 主要试剂
氨苄青霉素 ( Ap, ampicillin) , 链霉素 ( Sm,

st reptomycin) , 丙烯酰胺 ( acry lam ide) , 溴化乙锭

( EB)等:均购自上海生工生物工程技术公司。

1� 3 � 感受态细胞的制备与转化
采用 CaCl2 法制备感受态细胞[ 7] , 将质粒

pMOL21转化至大肠杆菌 MF101,涂布在含氨苄青

霉素( 50�g / mL)的 LB琼脂平板上筛选转化菌。

1� 4 � 细菌的培养和丙烯酰胺质量浓度的确定
将带有质粒 pMOL21的大肠杆菌 MF101培养

至对数生长期( OD600为 0� 6左右) ,以 1� 100的比

例稀释至含有丙烯酰胺的 LB液体培养基中, 37 �
振荡培养,并且以 600 nm 处的光吸收值测定大肠

杆菌的生长曲线。

丙烯 酰胺设 0� 05、0� 10、0� 25、0� 50、1� 00

mg / mL共 5个剂量组;以溴化乙锭( EB) 作阳性对

照,终质量浓度为 0� 1 mg/ mL; 以无菌的去离子水

作为阴性对照。各组均培养 10 h后用于 r p sL 突变

频率的测定。

1� 5 � rpsL基因突变频率的测定
将细菌培养液涂布于含氨苄青霉素的平板( 50

�g/ mL)上来确定转化细胞的总数; 涂板于含氨苄

青霉素和链霉素( 50 �g / mL)平板上以确定 rp sL

基因突变的总数。突变率是突变菌数(含 Ap和 Sm

平板的菌数) /总菌数(含 Ap 平板的菌数)。每组至

少 3次重复,总菌落数不低于 106个,用 SAS 8� 0进
行统计分析。

2 � 结果与分析

2� 1 � 丙烯酰胺对大肠杆菌生长的影响
研究了不同浓度的丙烯酰胺对大肠杆菌

MF101/ pMOL21生长在不同时间的影响, 所得结

果见图 1。从图 1可看出, 对照组的大肠杆菌细胞

振荡培养达到稳定期的时间约为 7 h。随着丙烯酰

胺剂量的增加,达到稳定期的时间有所延长, 当丙

烯酰胺质量浓度达到 1 mg / mL 时, 大肠杆菌细胞

振荡培养达到稳定期滞后到 10 h 左右。细胞对数

生长期的延长,表明了一定质量浓度的丙烯酰胺抑

制了大肠杆菌细胞的生长, 对于大肠杆菌具有明显

的细胞毒性。

图 1 � 丙烯酰胺对大肠杆菌MF101/ pMOL21 生长的影

响

Fig. 1 � Ef fects of acrylamid on E� coli MF101/ pMOL21

growth

2� 2 � 丙烯酰胺诱发的 rpsL位点的突变频率( Mu-

tation Frequency, MF)

研究了不同质量浓度的丙烯酰胺对大肠杆菌

MF101/ pMOL21的 r p sL 位点的诱导突变频率, 所

得结果见表 1。在以水作为阴性对照测定的 rp sL

基因的自发突变率为 1� 85 � 10-6 , 这与日本奈良科
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技大学 Hisaji M aki报道基本是一致的
[ 8]
。作者选

择分子生物学实验室常见的诱变剂 EB作为阳性对

照,在较低质量浓度下( 0� 01 mg/ mL)即显示出强

的致突变性,阳性对照组突变频率是阴性对照的 6

倍以上。
表 1 � 丙烯酰胺诱发的 rpsL基因突变频率

Tab. 1� The rpsL gene mutation frequencies induced by acryl-

amide

组别 质量浓度 突变频率( � 10- 6 )

阴性对照( H2O) 1 g / dL 1. 85 � 0. 41

剂量 1 0. 05 mg / mL 3. 34 � 0. 91

剂量 2 0. 10 mg / mL 5. 21 � 0. 24

剂量 3 0. 25 mg / mL 13. 36 � 0. 36

剂量 4 0. 50 mg / mL 18. 61 � 2. 19

剂量 5 1. 00 mg / mL 28. 11 � 6. 44

阳性对照( EB) 0. 01mg/ mL 11. 67 � 0. 99

� � 从表 1中可以看出, 不同质量浓度的丙烯酰胺

下的突变频率具有一定的剂量反应关系。为此, 作

者将这些数据进行了回归分析,所得结果见图 2。

图 2 � rpsL 基因突变频率与丙烯酰胺浓度的关系示意

图

Fig. 2 � Effects of acrylamide on the rpsL gene mutation

frequencies

� � 从图 2可以看出, 丙烯酰胺的不同剂量组与对

照组相比均有显著性差异, 并且有剂量反应关系。

各质量浓度的丙烯酰胺与对照组相比均有显著性

差异( p < 0� 05) , 该检验线性显著( R2 = 0� 945, F=

87� 26)。

3 � 结 � 语

本研究中阳性对照组 rp sL 基因的突变频率是

阴性对照的 6 倍以上, 根据 r p sL 基因突变实验成

立的条件判断,实验结果是可靠的。随着丙烯酰胺

作用剂量的增加, r p sL 位点的突变频率显著增加,

并且有剂量效应关系,表明丙烯酰胺可以诱发 rp sL

位点的突变。值得关注的是,质量浓度为 0� 05 mg/

mL 的丙烯酰胺组和对照相比也呈现了显著的差

异, 说明了该系统具有高度的灵敏性。

目前 rp sL 基因正向选择系统主要应用于

DNA 聚合酶扩增产物突变率的检测
[ 9]
。国内有关

利用 rp sL 基因进行细菌耐药性的研究进行得很

多, 但是还没有利用该系统定量测定化合物的致突

变性。常用的致突变性评测系统主要采用哺乳类

细胞正向突变实验,即 H PRT 基因突变试验和 T K

基因突变实验[ 10-11]。但是这些实验均需要复杂的

哺乳细胞培养条件, 且实验过程大多在 10 d 以上。

采用 r p sL 系统进行检测, 整个分析过程可以在 24

h内实现。同时 rp sL 分析背景较低,如 T K 基因的

自发突变率为 10-5[ 11] , 而 rp sL 的自发突变率低至

10
-6
, 远低于同类正向筛选体系。此外, 采用 rp sL

正向选择系统进行丙烯酰胺导致的突变性的评价

不需要复杂的实验条件,节省人力物力。因此 rp sL

基因突变实验有望成为食品和医药领域中致癌物

快速检测的有效工具。
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