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利用 SOS/umu 测试方法鉴定沙颍河河水中的遗传毒性物质
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1． 山东师范大学生命科学学院，济南 250014
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摘要: 采用HPLC 分割导向的 SOS/umu 测试方法鉴定了沙颍河河水中的遗传毒性物质。当采用TA1535/pSK1002 菌株测定HPLC 分

割的各馏分时，如果不经大鼠肝微粒体酶( S9) 代谢活化，只有馏分 F10 显示遗传毒性，加入大鼠肝微粒体酶代谢活化后，馏分 F10 和

馏分 F15 都显示有遗传毒性，说明河水中存在某些需经过大鼠肝微粒体酶代谢活化才能显示出遗传毒性的物质。当采用过量表达

O-乙酰转移酶( O-AT) ，对芳香胺类物质和硝基芳烃化合物有特殊响应的NM2009 菌株测定时，馏分 F8、F9 和 F10 均呈现遗传毒性; 特

别是对于馏分 F10，用 NM2009 菌株测定的遗传毒性远高于原始菌，说明这 3 个馏分中都含有芳香胺类或硝基芳烃类物质。
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Abstract: In the present study，HPLC fractionation directed SOS /umu assay was performed to identify the genotox-
ic chemicals in Shaying River water samples． After HPLC fractionation，every fraction was tested． Genotoxic activi-
ty was observed only in Fraction 10 upon using TA1535 /pSK1002 strain without rat liver microsomes ( S9 ) addi-
tion，while genotoxic activities were observed in both Fraction 10 and 15 by using same strain with rat liver micro-
somes addition，indicating that some genotoxins in water samples elicited their genotoxicity under rat liver micro-
somes metabolic activation． NM2009 strain can over-express O-AT and show specific response to aromatic amines
and nitro-aromatic compounds． When NM2009 strain was used to test，the genotoxic activities were detected in
Fractions 8，9 and 10． Especially，the genotoxic activity of Fraction 10 was greater than that when using TA1535 /
pSK1002 strain to test． These results indicated that the major causative agents of Fraction 8，9，and 10 should be
aromatic amines or nitroarenes．
Keywords: surface water; SOS /umu test; genotoxicity; aromatic amines; nitro-aromatic compounds
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水体的安全问题一直受到人们的广泛关注。研究

表明，地表水中存在着遗传毒性物质［1-2］，低剂量长期

暴露于这些物质会增加人类的患癌风险［3］，因此，解析

水环境中遗传毒性成因是进行有效环境管理的基础。
由于水环境中的遗传毒性物质种类非常繁多，而

且其浓度又非常小，因此，仅用化学检测方法较难综

合评价水体中的遗传效应。生物检测方法能够检测

多种物质共存下的综合毒性效应，在环境领域具有一

定范围的应用。特别是以毒性检测为导向的遗传毒

性物质的鉴定评价方法( toxicity identification evalua-
tion，TIE) 能够更加有效地鉴定环境样品中遗传毒性

物质［2，4-5］。但是除了环境样品本身基质高给痕量物

质的鉴定带来难度之外，遗传毒性物质的结构特性各

异，作用机制也各不相同，仅仅采用目前常用的遗传

毒性生物检测方法如 Ames 实验、微核实验以及 SOS /
umu 实验进行物质鉴定依然存在较大难度。

芳香胺和硝基芳烃是两大类重要的遗传毒性物

质，对细菌和哺乳动物细胞都具有致突变性［6-10］，芳

香胺易诱导人体产生膀胱癌［11-12］、胃癌、食道癌、肝
癌和胰腺癌等癌症［13］，硝基芳烃化合物是一种潜在

的致癌物质，可引起肺、肝脏和肾脏的损伤［14-16］。
这些物质均需要 O-乙酰转移酶( O-AT) 的代谢才能

产生遗传毒性效应。Ames 实验中，O-AT 过量表达

的菌株 YG1024、YG1029 已经应用于环境样品的检

测; SOS /umu 实 验 中，O-AT 过 量 表 达 的 菌 株

NM2009 也已经被开发出来并逐渐应用于环境样品

的遗传毒性检测中。这些菌株能够特异性地和高灵

敏度地检测芳香胺和硝基芳烃这 2 类物质［17-20］。
与 Ames 实验相比，SOS /umu 实验具有所需菌株种

类少、操作简单快速等优点，NM2009 在检测水样中

的芳香胺类物质及硝基芳烃化合物方面更具优势。
为了研究河南沈丘癌症高发地区的沙颍河河水中

的潜在遗传毒性物质，本研究用 HLB 固相萃取柱富集

水样中的微量化学物质，HPLC 分割样品后，用生物检

测方法测试各馏分的遗传毒性效应。选用了 SOS/umu
测试体系，比较了原菌 TA1535 /pSK1002 和 O-AT 过表

达的 SOS/umu 菌株 NM2009 的检测结果，探索沙颍河

河水中是否存在芳香胺类或硝基芳烃类物质。

1 材料与方法( Materials and methods)
1． 1 实验试剂及仪器

色谱纯甲醇、丙酮、正己烷、二氯甲烷和乙腈购

自 Fisher Chemical ( Fair Lawn，NJ，USA) ，4-硝基喹

啉-1-氧化 物 ( 4-nitroquinoline-1-oxide，4-NQO，纯 度

98%，Acros Organics ) 和 2-氨 基 蒽 ( 2-aminoanthra-
cene，2-AA，纯度 96%，Acros Organics) 用作阳性对

照; 二甲基亚砜( dimethyl sulfoxide，DMSO，ACS 级，

美国 AMRESCO) 为稀释溶剂和阴性对照; 十二烷基

磺酸钠( SDS) ; 邻硝基酚-β-D-半乳糖苷( O-nitrophe-
nol-b-D-galactopyranoside，ONPG，东京化成) ; 酵母膏

提取物( yeast extract，OXIOD) ; 胰蛋白胨( tryptone，

OXIOD) ; BIO-RAD 550 酶标仪; Costar 96 孔酶标板;

Minishaker 震荡器。
大鼠肝微粒体酶溶液( S9 溶液) 自提: 大鼠经苯巴

比妥钠和 β-萘黄酮诱导后处死，取肝脏加 KCl 溶液后

匀浆、离心。上清即为 S9 溶液，S9 辅助因子: NADH、
NADPH 和 G-6-P ( 购自美国 Sigma) ，MgCl2、KCl、Na2
HPO4和 NaH2PO4( 购自国药集团化学试剂公司)。
1． 2 样品采集与前处理

2011 年 12 月，从河南省沈丘县赵口村的沙颍河中

采集 10 L 水样( 图1)。水样经1． 2 μm Whatman GF/C
玻璃纤维纸( Maidstone，UK) 过滤后，过 HLB 固相萃取

柱( 6 mL，500 mg，Waters Oasis，USA) ，每根HLB 柱富

集 2 L 水，流速为5 ～10 mL·min-1。HLB 柱用之前需经

6 mL 正己烷、6 mL 丙酮、6 mL 甲醇和 6 mL 超纯水活

化。HLB 柱富集后，用氮气吹干。然后每根 HLB 柱用

20 mL 丙酮洗脱，其中 5 mL 在微弱的氮气流下吹干后

用 DMSO 定容到6． 25 μL; 剩余的15 mL 吹干后用甲醇

溶解，用于 HPLC 分割。实验空白使用相同方法富集 2
L 超纯水。没有检测到遗传毒性。

图 1 沙颍河流域采样点

Fig． 1 Sampling site from Shaying River

1． 3 HPLC 分割

高效液相色谱分割的色谱条件: 采用 RP C18
柱( 4． 6 mm × 250 mm Waters，USA) 梯度洗脱，柱温

为室温，流速 1 mL·min-1，流动相 A 为乙腈，B 为超

纯水。梯度设置如表 1 所示，在 0 ～ 36 min 内，每隔

2 min 收集 1 个样品，共分割获得 18 个馏分。分割

后的样品用真空冷冻干燥除去溶剂，为了减少冷冻

干燥过程中的损失，样品瓶用带有小孔的铝箔封口，

尽量减少冷冻干燥的接触面积，并严格控制干燥时

间，等干燥完成后立即取出样品。最后，每一馏分用
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95 μL DMSO 定容，以待生物测试。

表 1 HPLC 分割梯度条件

Table 1 Gradient conditions of HPLC fractionation
时间 /min %A ( 乙腈) %B ( 水) 梯度变化曲线

0 2 98
2 2 98 1
20 30 70 6
30 100 0 6
36 100 0 1
46 2 98 1

注: 表中百分比为流动相的体积百分比。

1． 4 SOS /umu 实验

选用了 SOS /umu 实验的 2 种菌株: 鼠伤寒沙门

氏菌的原始菌株 TA1535 /pSK1002 和 O-AT 过量表

达的 NM2009 菌株。NM2009 菌株对芳香胺类物质

和硝基芳烃类物质有较强的响应能力。
SOS/umu 测试按文献［21］所提供的方法，具体操作

如下: 将冻存的菌液置于含氨苄青霉素和氯霉素的 LB
培养基( 1 g NaCl、1 g 酵母膏提取物、2 g 胰蛋白胨溶于

200 mL 超 纯 水，高 压 灭 菌，放 置 冷 却; 在 TA1535 /
pSK1002 的实验中加最终浓度 50 mg·L-1 的氨苄青霉

素，NM2009 的实验中加最终浓度25 mg·L-1的氨苄青霉

素和最终浓度 10 mg·L-1的氯霉素) 中。30℃下振荡培

养过夜，次日上午将前夜培养的菌液用新鲜的 TGA 培

养基( 1 g NaCl、1 g D-葡萄糖、2 g 胰蛋白胨溶于200 mL
超纯水，高压，放置冷却，加氨苄青霉素至最终浓度为

20 mg·L-1) 稀释100 倍，用酶标仪测定595 nm 处的吸光

度( A595) 为0． 05 ～0． 09 左右，37℃下振荡培养1． 5 h 进

行前培养。然后，将 300 μL 前培养菌液与 10 μL 浓缩

后的水样混合，按需要添加 S9 溶液，37℃下振荡培养 2
h 进行浓缩水样暴露。取 150 μL 培养后的菌液测定

A595，另取100 μL 菌液与900 μL Z-缓冲液( 0． 1 mol·L-1

磷酸缓冲液( pH 7． 4)、10 mmol·L-1 KCl、1 mmol·L-1 Mg-
SO4、1 mg·mL-1巯基乙醇) ，50 μL 1 mg·mL-1 SDS 和 50
μL 氯仿混合摇匀，再加入 200 μL 的 ONPG 缓冲溶液

( 6 mg·mL-1ONPG，0． 1 mol·L-1 Na2HPO4和 0． 1 mol·L-1

KH2PO4) ，30℃下静置 20 min 进行酶促反应。最后加

500 μL 的1 mol·L-1 Na2CO3溶液终止反应，吸取150 μL
的上清液于 96 孔酶标板中，用酶标仪测定 415 nm
( A415) 和 570 nm( A570) 波长下的吸光度。

最后，β-半乳糖甘酶诱导活性可由下式获得:

β-半乳糖苷酶诱导活性( unit) = 1000 × ( A415-
1． 75 × A570 ) / ( t × V × A595 )

式中，t 表示酶促反应的时间( min) ，V 表示反应菌

液在显色过程中的稀释倍率，A595、A415、A570为吸光度值。

A595表示实验开始时的细菌密度，A415表示酶与底物反应

生成物邻硝基苯酚的含量，A570表示反应结束产生的颗粒

性干扰物。DMSO 做溶剂对照，4-NQO 和 2-AA 分别做

TA1535/pSK1002 和NM2009 的阳性对照。β-半乳糖甘酶

诱导活性为对照组2 倍时则视为阳性。未分割样品采用

2 倍稀释测试8 个梯度3 个平行，分割样品采用3 倍稀释

测试6 个梯度3 个平行，溶剂空白测试3 个平行。
为了评价所富集水样的遗传毒性强度，将样品折

算为 4-NQO 等当量浓度和 2-AA 等当量浓度来进行评

估。根据 4-NQO、2-AA 和样品的剂量效应曲线，采用

以下公式:

TEQ4-NQO ( μg·L-1 ) = k样 /k4-NQO

TEQ2-AA ( ng·L-1 ) = k样 /k2-AA

其中，k样、k4-NQO、k2-AA分别表示浓缩水样、4-NQO 和

2-AA 剂量效应曲线中的线性部分的斜率。图 2 展示了

阳性对照物质的低浓度线性部分的剂量效应曲线。

图 2 阳性对照物质 4NQO 和 2-AA 的剂量效应曲线

Fig． 2 Dose-response curves of positive controls 4-NQO and 2-AA

http://link.cnki.net/cnkidoi/Index.aspx?FileName=stdl201303010&LinkType=RE&Index=21&LKText=%5B21%5D%E6%9C%B1%E8%88%9F%2C%E9%A1%BE%E7%82%9C%E6%97%BB%2C%E5%AE%89%E4%BC%9F%2C%E7%AD%89%2E%E5%9F%BA%E4%BA%8Eumu%E9%81%97%E4%BC%A0%E6%AF%92%E6%80%A7%E6%95%88%E5%BA%94%E7%9A%84%E9%A5%AE%E7%94%A8%E6%B0%B4%E8%87%B4%E7%99%8C%E9%A3%8E%E9%99%A9%E8%AF%84%E4%BB%B7%E7%9A%84%E5%B0%9D%E8%AF%95%5BJ%5D%2E%E7%94%9F%E6%80%81%E6%AF%92%E7%90%86%E5%AD%A6%E6%8A%A5%2C2008%2C3%284%29%3A363%2D369Zhu+Z%2CGu+W+M%2CAn+W%2Cet+al%2ECarcinogen+risk+assess%2Dment+of+drinking+water+based+on+genotoxic+activities+u%2Dsing+SOS%2Fumu+test%5BJ%5D%2EAsian+Journal+of+Ecotoxicology%2C2008%2C3%284%29%3A363%2D369%28in+Chinese%29
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2 结果与讨论( Results and discussion)

图 3 所示为采用 TA1535 /pSK1002 菌株( 无 S9
溶液代谢) 测定 HLB 柱富集后的河水样品的剂量效

应曲线。可以看到，当暴露量为 0． 00625 ～ 0． 2 L
时，β-半乳糖苷酶的活性随暴露水样体积的增加而

增加，表现出明显的剂量效应关系，表明水样具有遗

传效应。但是当暴露量增加到 0． 4 L 之后，随暴露

水样的增加，β-半乳糖甘酶诱导活性上升缓慢。实

验中观测到，当水样在 0． 00625 ～ 0． 2 L 范围时，A595

值大约为 0． 277，随后，A595 值则随水样的增加而降

低，水样为 0． 8 L 时，A595已降低到 0． 205，显示出细

胞毒性。考虑到可能是河水中复杂的污染物质影响

了菌株活性，因此以后的实验中，对样品进行 HPLC
分割，测试各馏分的遗传效应。

图 3 用 TA1535 /pSK1002 菌株测定的水样

遗传毒性的剂量效应曲线

注: 水样浓缩倍数为 8 ×104。

Fig． 3 Dose-response curve of genotoxicity induced by
water sample using TA1535 /pSK1002 strain

图 4 所示为河水样品进行 HPLC 分割后所获得

的每个馏分的活性测试结果。从图 4 可以看出，采

用 TA1535 /pSK1002 原始菌株和 NM2009 菌株进行

SOS /umu 实验都检测出河水样品分割后的馏分具

有遗传毒性效应。TA1535 /pSK1002 – S9 测试时，

保留时间为 18 ～ 20 min 的馏分 10 ( F10 ) 表现出遗

传毒性，而 TA1535 /pSK1002 + S9 测试时，除了 F10
外，馏分 15( F15，保留时间为 28 ～ 30 min) 也表现出

遗传毒性，说明河水中存在某些需经过 S9 溶液代谢

活化才能显示出遗传毒性的物质。
芳香胺和硝基芳烃都可以被 S9 溶液代谢活

化［22-23］。研究表明，在 Cyp1A2 酶的作用下，芳香胺

代谢氧化形成N-羟基胺中间体［24］，然后在乙酰转移

图 4 利用菌株 TA1535 /pSK1002 和

NM2009 测定河水的遗传毒性

注: HPLC 分割每 2 min 收集 1 个样品; 河水的浓缩倍数是

8 ×104 ; TA1535 /pSK1002 和 NM2009 测得的遗传效应

分别用 TEQ4-NQO和 TEQ2-AA表示; 虚线表示为

对照组 2 倍时所对应的 4-NQO 和 2-AA 的浓度。

Fig． 4 Genotoxicity profiles of water sample using
TA1535 /pSK1002 and NM2009 strains

酶( AT) 的作用下，产生“阳氮离子”( R2-N
+ ) 攻击

DNA 引起 DNA 损伤而癌变。硝基芳烃化合物的作

用机理类似，在硝基还原酶和 O-AT 的作用下形成

“阳氮离子”产生遗传毒性［22］。为探讨沙颍河河水

中是否含有芳香胺和硝基芳烃类物质，采用对其有

特殊 响 应 的 NM2009 菌 株 对 分 割 后 的 水 样 进 行

SOS /umu 测试。结果表明，F8 ( 保留时间为 14 ～ 16
min) 、F9( 保留时间为 16 ～ 18 min) 、F10 ( 保留时间

为 18 ～ 20 min) 馏分的遗传毒性测试结果都呈现阳

性，但是在 TA1535 /pSK1002 + S9 测试中呈阳性结

果的 F15 并没有表现出遗传毒性，这可能是因为

NM2009 菌株过量表达 O-AT，可以对芳香胺类物质

和硝基芳烃化合物表现出较强的响应，但是对其他

一些遗传毒性物质的灵敏度低于原始菌株。例如使

http://link.cnki.net/cnkidoi/Index.aspx?FileName=stdl201303010&LinkType=RE&Index=22-23&LKText=%5B22%5D%E9%92%B1%E5%B4%87%E6%BF%82%2E%E8%87%B4%E7%99%8C%E6%9F%93%E6%96%99%E2%80%94%E2%80%94%E8%8A%B3%E9%A6%99%E8%83%BA%E7%9A%84%E8%87%B4%E7%99%8C%E6%9C%BA%E7%90%86%5BJ%5D%2E%E6%95%B4%E6%9F%93%E6%8A%80%E6%9C%AF%2C1996%2C18%282%29%3A30%2D31Qian+C+L%2ECarcinogenic+dyes%2Dcarcinogenesis+of+aromatic+a%2Dmine%5BJ%5D%2ETextile+Dyeing+and+Finishing+Journal%2C1996%2C18%282%29%3A30%2D31%28in+Chinese%29
http://link.cnki.net/cnkidoi/Index.aspx?FileName=stdl201303010&LinkType=RE&Index=24&LKText=%5B24%5DGuengerich+F+P%2CShimada+T%2EOxidation+of+toxic+and+car%2Dcinogenic+chemicals+by+human+cytochrome+P%2D450en%2Dzymes%5BJ%5D%2EChemical+Research+in+Toxicology%2C1991%2C4%284%29%3A391%2D407
http://link.cnki.net/cnkidoi/Index.aspx?FileName=stdl201303010&LinkType=RE&Index=22&LKText=%5B22%5D%E9%92%B1%E5%B4%87%E6%BF%82%2E%E8%87%B4%E7%99%8C%E6%9F%93%E6%96%99%E2%80%94%E2%80%94%E8%8A%B3%E9%A6%99%E8%83%BA%E7%9A%84%E8%87%B4%E7%99%8C%E6%9C%BA%E7%90%86%5BJ%5D%2E%E6%95%B4%E6%9F%93%E6%8A%80%E6%9C%AF%2C1996%2C18%282%29%3A30%2D31Qian+C+L%2ECarcinogenic+dyes%2Dcarcinogenesis+of+aromatic+a%2Dmine%5BJ%5D%2ETextile+Dyeing+and+Finishing+Journal%2C1996%2C18%282%29%3A30%2D31%28in+Chinese%29
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用菌株 TA1535 /pSK1002 时，B［α］P 的最低响应浓

度为 1． 25 μmol·L-1，而使用 NM2009 菌株时，B［α］

P 在 40 μmol·L-1 时都没有显现出遗传毒性［25］。为

进一步鉴定河水中的遗传毒性物质，本研究进一步

比较了 F8、F9、F10 和 F15 这 4 个馏分采用 3 种方法

测试的剂量效应曲线。
图 5 所示为 F8、F9、F10 和 F15 采用 TA1535 /

pSK1002 菌株和 NM2009 菌株测得的剂量效应曲

线，纵坐标表示水样 β-半乳糖甘酶活性与其溶剂对

照的比值。从图中可知，即使水量达到 0． 4 L，A595

值未出现降低，β-半乳糖甘酶活性也呈现出明显上

升趋势，这主要是因为通过 HPLC 样品分割去除了

一些共存物质，降低了高浓度暴露的细胞毒性。从

图 5 可知，采用 TA1535 /pSK1002 菌株检测 F8 和 F9
时，无论是否加 S9 代谢，β-半乳糖甘酶活性都随着

暴露水量的增加而增加，即使水量增加到 0． 8 L，其

诱导活性也不到阴性对照的 2 倍，这 2 个馏分的遗

传毒性显示阴性; 但是用 NM2009 检测 F8 和 F9 馏

分，暴露水量从 0． 0033 L 增加到 0． 8 L 时，F8 的 β-
半乳糖苷酶活性从阴性对照的 1． 1 倍增加到 2． 7
倍，F9

图 5 TA1535 /pSK1002 和 NM2009 菌株测定的 HPLC
分割活性馏分遗传毒性的剂量效应曲线

注: F8 代表保留时间为 14 ～ 16 min 的馏分; F9 代表保留时间

为 16 ～ 18 min 的馏分; F10 代表保留时间为 18 ～ 20 min 的馏分;

F15 代表保留时间为 28 ～ 30 min 的馏分。

Fig． 5 Dose-response curves of genotoxicty induced
by positive HPLC fractions using TA1535 /pSK1002 and

NM2009 strains

从 1． 16 倍增加到 2． 33 倍，表现出了非常显著的剂

量效应关系，遗传毒性显示阳性，表明这 2 个馏分中

含有芳香胺类或硝基芳烃类遗传毒性物质。当采用

TA1535 /pSK1002 原始菌株检测 F10，不管是否添加

S9，都显示出遗传效应，但是 NM2009 菌株测试时活

性远高于原始菌，说明芳香胺类或硝基芳烃类物质

是 F10 的 主 要 遗 传 毒 性 物 质。至 于 F15 馏 分，

TA1535 /pSK1002 + S9 测试时，β-半乳糖甘酶活性

呈现很好的剂量效应关系，暴露水量为 0． 8 L 时，β-
半乳糖甘酶活性是阴性对照的 2 倍，呈现阳性，但是

用 NM2009 实验时，β-半乳糖甘酶活性仅达到阴性

对照的 1． 4 倍，由此判断 F15 中的遗传毒性物质不

是芳香胺和硝基芳烃类物质，需要进一步鉴定。
综上所述，笔者认为，河南沈丘癌症高发区的沙

颍河水中含有芳香胺或硝基芳烃类遗传毒性物质，

这一信息为该地区水域中的遗传毒性鉴定提供了方

法，为当地癌症高发成因解析提供了基础信息。

通讯作者简介:胡建英 ( 1965—) ，女，博士，教授，博士生导
师，主要从事环境中微量有害化学物质的环境行为研究及化
学物质的环境风险评价。
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