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摘要：为探究朝鲜族大酱的致突变与抗突变作用随贮藏时间

延长的变化，在改良的Ａｍｅｓ试验测定其致突变活性的基础

上，结合小鼠骨髓细胞微核试验对不同贮藏时期的朝鲜族大

酱的抗突变活性进行了测定。结果显示：大酱提取物致突变

性呈阴性；而抗突变性随贮藏时间的延长及浓度的增加而逐

渐增强，对 ＭＮＮＧ及Ｔｒｐｐ１诱导ＴＡ１００及ＴＡ９８菌株的

抗突变作用均在贮藏第１２月时达到最大值，并存在剂量—

浓度—效应关系。同时小鼠骨髓细胞微核试验结果表明贮

藏１２个月的大酱样品微核数最低，微核抑制率最高达

４６．５％。该试验研究结果显示贮藏１２个月的朝鲜族大酱抗

突变作用最强且无致突变性，可为朝鲜族大酱进一步向营

养、功能方向发展，及今后朝鲜族大酱的基础研究和癌症饮

食疗法的推广提供试验依据。
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随着分子生物学方面的研究及发展，人们逐渐认识到膳

食对防治癌症及其他慢性病的作用。鉴别食物中的抗突变

活性成分，进一步了解其作用机理，有目的地调整食物源或

开发保健食品，成为了一条理想的防癌抗癌途径［１］。大酱作

为亚洲地区传统美食，近年来其抗突变作用备受各国研究者

关注［２］。ＫｕｎＹｏｕｎｇＰａｒｋ等
［３］对韩国传统大酱抗突变活性

及其成分进行试验分析，结果表明大酱的甲醇提取物能够有

效抑制 ＡＦＢ１及 ＭＮＮＧ等诱导的菌株突变的发生，并进一

步分析了其抗突变成分，包括染料木素、亚油酸、β谷甾醇、

大豆皂甙、染料木苷、以蛋白酶抑制剂及α生育酚在内的多

种物质均表现了较强的抗突变活性，其中以发酵过程中产生

的染料木素及亚油酸效果最佳。ＹｕＨｓｉａｎｇＨｕｎｇ等
［４］发现

添加朝鲜族大酱提取物明显降低了４ＮＱＯ 对 ＴＡ９８及

ＴＡ１００的诱变作用，使回复菌落数减少，说明朝鲜族大酱提

取物能够修复４ＮＱＯ引起的ＤＮＡ损伤。而作为中国延边

州地区特色饮食文化代表的朝鲜族大酱，其抗突变活性随着

贮藏时间的延长的变化鲜有报道，因此本试验依托延边朝鲜
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族自治州首府延吉的资源优势，根据大酱饮食习惯的不同，

选取不同贮藏时期的自制大酱，对其抗突变活性进行研究，

以探究其抗突变活性随贮藏时间的变化。为朝鲜族饮食文

化尤其是朝鲜族大酱的膳食疗法的推广提供试验基础［５－６］。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　试验样品

朝鲜族大酱：实验室自制，贮藏时间分别为０，３，６，９，１２

个月。

１．１．２　试验试剂

３氨基１，４二甲基５氢吡啶并（４，３ｂ）吲哚（ＴｒｐＰ１）：

美国Ｓｉｇｍａ公司；

犖甲基犖硝基犖亚硝基胍 （ＭＮＮＧ）：美国 Ｓｉｇｍａ

公司；

二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）：美国Ｓｉｇｍａ公司；

注射用环磷酰胺：山西普德药业股份有限公司；

所用试剂均为色谱纯或分析纯。

１．１．３　试验仪器

荧光倒置显微镜：ＸＤＳＩＤ型，江苏恒信精密医疗器械有

限公司；

低温高速离心机：ＧＴ１０１型，北京时代北利离心机有限

公司；

立式压力蒸汽灭菌器：ＹＸＱＬＳ７５Ｓ１１型，上海博讯实

业有限责任公司医疗；

ＣＯ２培养箱：ＭＣＯ９６型，上海贝基生物科技有限公司；

全膜终端过滤独立送风净化笼具：ＩＶＣ型，苏州新区枫

桥净化设备厂。

１．１．４　试验动物与菌株

（１）试验动物：２００ｇ左右清洁级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雄性；

１８～２２ｇ清洁级ＩＣＲ小鼠，雌雄各半，购于延边大学实验动

物中心。在动物实验室全膜终端过滤独立送风净化笼具内

适应饲养３ｄ，自由摄食饮水，温度２０～２４℃，相对湿度为

４０％～６５％，每隔２ｄ更换垫料。

（２）试验菌株：鼠伤寒沙门氏组氨酸营养缺陷型标准菌

株ＴＡ９８、ＴＡ１００，购置于美国宇航局艾姆斯研究中心，菌株

经脂多糖屏障丢失（ｒｆａ）、Ｒ因子、紫外线损伤修复缺陷（△ｕ

ｖｒＢ）及自发回变等鉴定符合要求，备用。

１．２　试验方法

１．２．１　提取物制备　称取不同贮藏时期的朝鲜族大酱５０ｇ，

捣碎，加入７０％乙醇５００ｍＬ，超声提取３次，每次６０ｍｉｎ，合

并３次提取液，抽滤后冷冻干燥，得粉状大酱粗提物，４℃冰

箱保存备用。

１．２．２　Ｓ９混合液的制备　选用 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠，多氯联苯

用玉米油溶解制成浓度为２００ｇ／Ｌ溶液，按５００ｍｇ／ｋｇ体重

腹腔注射，５ｄ后处死，无菌及局部冷环境下取肝脏制备匀

浆。４℃９０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液分装贮存在液氮

中备用。按照ＧＢ１５１９３．４—２０１４《食品安全国家标准 细菌

回复突变试验》中的方法制备Ｓ９辅助因子，配制成１０％Ｓ９

混合液待用［７］。

１．２．３　致突变试验　采用标准平皿掺入法
［８］，选用鉴定合格

的鼠伤寒沙门氏组氨酸营养缺陷型标准菌株ＴＡ９８、ＴＡ１００

进行试验。设置４个剂量组：５０，１００，１５０，２００μｇ／Ｐｌａｔｅ的朝

鲜族大酱提取物，每组设３个平皿。测试菌株经鉴定后接种

于５ｍＬ营养肉汤培养基中，３７℃培养１６ｈ，使活菌数达到

２×１０９ ｍＬ－１
［９］。向２ｍＬ（４５℃水浴）顶层培养基中加入测

试菌株液０．１ｍＬ混匀，试验组加入０．１ｍＬ受试物再混匀，

迅速倾入底层培养基中，转动平板使顶层培养基均匀分布，

平放固化，３７℃培养４８ｈ，观察结果。底层培养基需事先至

于３７℃过夜以除去水分并确定无杂菌污染。受试物引发的

回复突变菌落数≥２倍未处理对照组的回复菌落数，并且有

剂量—效应关系作为阳性判断标准。

１．２．４　抗突变试验　将样品及诱变剂（ＭＮＮＧ，ＴｒｐＰ１）溶

于二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）中，制成０．１ｍｇ／ｍＬ溶液置于４℃冰

箱备用。通过预备试验确定朝鲜族大酱提取物与致突变物

浓度，最终确定 ＭＮＮＧ的添加量为０．４μｇ／Ｐｌａｔｅ，ＴｒｐＰ１的

添加量为０．５μｇ／Ｐｌａｔｅ，每种样品设４个剂量组：阳性剂分别

加５０，１００，１５０，２００μｇ／Ｐｌａｔｅ的大酱提取物，每组设３个平

皿。试验分组：用 ＴｒｐＰ１对 ＴＡ１００及 ＴＡ９８菌株进行诱

导，添加Ｓ９；用 ＭＮＮＧ对 ＴＡ１００菌株进行诱导，不添加

Ｓ９。具体操作方法与致突变试验方法一致。测定回复突变

体的菌落数来判定是否具有抗突变性，结果以回复突变抑制

率来表示［１０－１１］，按式（１）计算：

犚１ ＝
狊１－狊２

狊１
×１００％， （１）

式中：

犚１———回复突变抑制率，％；

狊１———阳性对照组菌落数，个；

狊２———试验组菌落数，个。

１．２．５　小鼠骨髓细胞微核试验　ＩＣＲ小鼠适应性饲养３ｄ

后，每组６只进行试验。根据预试验结果，设定不同贮藏时

期的朝鲜族大酱提取物组（８０ｍｇ／ｋｇ）、阴性对照组（蒸馏水）

和阳性对照组（ＭＮＮＧ１５０ｍｇ／ｋｇ），按０．２ｍＬ／２５ｇ灌胃给

药，连续７ｄ。最后２ｄ时，大酱提取物组及致突变物对照组

间隔２４ｈ给予致突变物 ＭＮＮＧ２次，最后一次给药６ｈ后

处死。取股骨，剔除肌肉，剪去骨骺，用１ｍＬ注射器吸取小

牛血清，稍插入骨髓腔冲洗至洁净的载玻片上，混匀后推片，

晾干，甲醇中固定５ｍｉｎ，晾干后用新配制的Ｇｉｅｍｓａ液染色

１５ｍｉｎ，而后用磷酸缓冲液（ｐＨ６．８）冲洗，阴凉干燥处保存。

在油镜下按一定顺序对分散并染色良好的细胞进行计

数［１２］。典型的微核边缘光滑整齐，单个存在，颜色与核质相

同。双盲法阅片，每只动物计数１０００个嗜多染红细胞（呈灰

蓝色），计 数 含 有 微 核 的 细 胞，按 式 （２）计 算 微 核 抑

制率［１３－１５］。

犚２ ＝１－
犪１－犪２

犪３－犪２
×１００％（ ）， （２）

式中：

４２１
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犚２———微核抑制率，％；

犪１———大酱提取物组，个；

犪２———阴性对照组，个；

犪３———阳性对照组，个。

１．３　数据处理

所有数据均采用ＳＰＳＳ１７．０进行处理，数据结果以均

数±标准差表示。不同贮藏时期朝鲜族大酱提取物抗突变

性测量采用重复测量方差分析，满足正态分布、方差齐，进行

Ｍａｕｃｈｌｙ检验后，若不满足协方差阵的“球对称”（ｓｐＨｅｒｉｃｉｔｙ）

条件，则采用Ｅｐｓｉｌｏｎ校正。其他试验结果采用单因素方差

分析ＯＮＥＷＡＹＡＮＯＶＡ的方法，方差齐时采用ＬＳＤｔ检

验，方差不齐时采用Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２检验。Ｐ＜０．０１为差异

具有统计学意义。

２　结果与分析
２．１　致突变性试验　

贮藏时间为１２个月的不同浓度朝鲜族大酱提取物对

ＴＡ９８和ＴＡ１００菌株回复突变菌落数影响的试验结果见

表１。ＴＡ９８及 ＴＡ１００自发回复突变数每皿分别为（２０±

４），（１９２±７）。由表１可知，鼠伤沙门氏菌的回复突变数并

没有随着试验剂量的增加呈现效应关系，且最大浓度下的回

复突变率没有达到未处理的２倍，说明朝鲜族大酱提取物的

致突变试验不呈阳性。

表１　朝鲜族大酱提取物对ＴＡ９８和 ＴＡ１００菌株

回复突变菌落数的影响

Ｔａｂｌｅ１　Ｍｕｔａｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍ ｍａｔｅｒｉａｌｏｆＫｏｒｅａｎ

ｓｏｙｂｅａｎ ｐａｓｔｅｉｎ犛．狋狔狆犎犻犿狌狉犻狌犿 ＴＡ９８ａｎｄ

ＴＡ１００（狀＝３）

剂量／

（μｇ·Ｐｌａｔｅ
－１）

Ｈｉｓ＋回复突变数／皿

ＴＡ９８ ＴＡ１００

自发 ２０±４ １９２±７

５０ ２５±３ ２００±８

１００ ２２±２ １９７±６

１５０ ２４±３ ２０４±５

２００ ２０±６ １９５±９

２．２　抗突变性试验

２．２．１　不同贮藏时期下朝鲜族大酱提取物浓度对 ＭＮＮＧ诱

导的ＴＡ１００的抗突变效果　由图１可知，随着发酵时间的

延长，大酱提取物对 ＭＮＮＧ（０．４μｇ／Ｐｌａｔｅ）诱导的ＴＡ１００菌

株的抗突变作用逐渐增强，其差别具有统计学意义（Ｐ＜

０．０１）。并且随着试验浓度的增加，其抗突变效果也越好

（Ｐ＜０．０１），同时发酵时间与浓度间存在交互作用。其中，贮

藏１２个月的大酱提取物在２００μｇ／Ｐｌａｔｅ浓度时抑制率高达

９０．８７％。赵欣等
［１６］用水豆豉和纳豆的甲醇提取物进行

Ａｍｅｓ试验，浓度为２．５ｍｇ／Ｐｌａｔｅ的两种样品对 ＭＮＮＧ诱导

的ＴＡ１００菌株突变的抑制率分别为６３．０％和６０．２％。相比

较可知同样是发酵豆制品的朝鲜族大酱抗突变性更好。

图１　朝鲜族大酱提取物对 ＭＮＮＧ诱导的ＴＡ１００

的抗突变效果

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍＫｏｒｅａｎｓｏｙ

ｂｅａｎｐａｓｔｅａｇａｉｎｓｔｔｈｅｍｕｔａｇｅｎｉｃｉｔｙｂｙＭＮＮＧｉｎ

犛．狋狔狆犎犻犿狌狉犻狌犿 ＴＡ１００

２．２．２　不同贮藏时期下朝鲜族大酱提取物浓度对 ＴｒｐＰ１

诱导的ＴＡ９８的抗突变效果　由图２可知，贮藏时间越长，

大酱提取物对ＴｒｐＰ１诱导的ＴＡ９８菌株的抗突变作用也越

强，其差别具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。并且随着试验浓度

的增加，其抗突变效果也越来越好（Ｐ＜０．０１）。当浓度为

２００μｇ／Ｐｌａｔｅ，贮藏１２个月时的样品抑制率最高，达８８．９７％。

同时各试验组间存在一定的剂量—时间—效应关系。

２．２．３　不同贮藏时期下朝鲜族大酱提取物浓度对 ＴｒｐＰ１

诱导的ＴＡ１００的抗突变效果　由图３可知，各剂量组间、不

同贮藏时期间比较均有统计学意义（Ｐ＜０．０１），且存在交互

作用。浓度为５０μｇ／Ｐｌａｔｅ时，随着贮藏时间的增加，大酱提

取物的抑制率上升明显。随着浓度增大，尽管各试验组抑制

率仍继续升高，但变化较平缓。贮藏 １２ 个月、浓度为

２００μｇ／Ｐｌａｔｅ的朝鲜族大酱提取物的抑制率最高（９２．７６％）。

２．３　小鼠骨髓细胞微核试验

不同贮藏时期朝鲜族大酱提取物对小鼠骨髓细胞微核

的作用见表２。由表２可知，阴性对照组的微核数最低，阳性

对照组最高。各试验组的微核数均高于阴性对照组（Ｐ＜

０．０５），６个月以上的大酱提取物组的微核数低于阳性对照组

（Ｐ＜０．０５）且有下降趋势，说明随着贮藏时间延长，大酱提取

物对微核的抑制作用逐渐增强。其中，贮藏１２个月的大酱

图２　朝鲜族大酱提取物对ＴｒｐＰ１诱导的ＴＡ９８

的抗突变效果

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍＫｏｒｅａｎｓｏｙ

ｂｅａｎｐａｓｔｅａｇａｉｎｓｔｔｈｅｍｕｔａｇｅｎｉｃｉｔｙｂｙＴｒｐＰ１ｉｎ

犛．狋狔狆犎犻犿狌狉犻狌犿 ＴＡ９８
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图３　朝鲜族大酱提取物对ＴｒｐＰ１诱导的ＴＡ１００

的抗突变效果

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍＫｏｒｅａｎｓｏｙ

ｂｅａｎｐａｓｔｅａｇａｉｎｓｔｔｈｅｍｕｔａｇｅｎｉｃｉｔｙｂｙＴｒｐＰ１ｉｎ

犛．狋狔狆犎犻犿狌狉犻狌犿 ＴＡ１００

表２　不同贮藏时期朝鲜族大酱提取物对 ＭＮＮＧ

诱导的小鼠骨髓细胞微核的作用

Ｔａｂｌｅ２　ＳｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＮＮＧｉｎｄｕｃｅｄｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅａｔｅｄｐｏｌ

ｙｃｈｒｏｍａｔｉｃｂｙｓｉｎｇｌｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｓｏｆＫｏｒｅａｎ

ｓｏｙｂｅａｎｐａｓｔｅｉｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｃｅｌｌｓｏｆＩＣＲ ｍａｌｅ

ｍｉｃｅ（狀＝６）

贮藏时间／月
微核数／

（×１０－３ｃｅｌｌｓ－１）
微核抑制率／％

阴性对照组 １．４±０．６ａ —

阳性对照组 １１．４±０．４ｂ —

０ １０．６±０．５ｂ ７．０

１ １０．１±０．５ｂ １１．４

３ １０．２±０．４ｂ １０．５

６ ８．４±０．６ｃ ２６．３

９ ６．５±０．４ｄ ４３．０

１２ ６．１±０．５ｄ ４６．５

　　　　不同字母表示其差别具有统计学意义，Ｐ＜０．０１。

提取物的微核数最低为（６．１±０．５）×１０－３ｃｅｌｌｓ－１，微核抑制

率为试验组中最高达４６．５％，说明延长贮藏时间并不能降低

大酱的抗突变作用。

３　讨论
突变型的鼠伤寒沙门氏菌不能在无组氨酸条件下生长，

但环境中的致突变物可以使其回复为野生型，使其能够在无

组氨酸培养基上生长，因此可以根据形成的菌落数量来判断

受试物是否为诱变物。ＴＡ９８常用来检测移码型诱变剂，而

ＴＡ１００可以检测引起碱基对置换的诱变剂。本试验结果显

示，贮藏时期为１２个月的朝鲜族大酱提取物对 ＴＡ９８及

ＴＡ１００菌株致突变试验不呈阳性。韩驰等
［１７］研究发现发酵

过程中形成的亚硝胺类物质、铅、砷及黄曲霉毒素等被认为

是使大酱具有致突变性的物质，而通过早期致病微生物及成

分测定试验证明本次试验样品满足国家食品安全标准（试验

数据未给出）。结合致突变试验结果说明实验室自制朝鲜族

大酱无致突变作用。本试验同时采用 ＭＮＮＧ（直接诱变剂）

及ＴｒｐＰ１（间接诱变剂，需用Ｓ９进行体外活化）对ＴＡ９８、

ＴＡ１００两种菌株进行诱变处理，探讨不同贮藏时期的朝鲜族

大酱提取物是否具有抗突变性。结果表明延长贮藏时间能

够显著增强大酱提取物的抗突变作用，最高浓度的大酱提取

物对 ＭＮＮＧ 诱 导 的 ＴＡ１００、ＴｒｐＰ１ 诱 导 的 ＴＡ９８ 及

ＴＡ１００的抗突变作用在贮藏１２个月时达到最大值，抑制率

分别为９０．８７％，８８．９７％，９２．７６％。小鼠骨髓细胞微核试验

显示贮藏１２个月的朝鲜族大酱提取物的微核数最低，为

（６．１±０．５）×１０－３ｃｅｌｌｓ－１，微核抑制率高达４６．５％。说明大

酱提取物具有明显的抗突变作用，并且贮藏时间久更优，是

具有潜力的功能性食品。

ＷａｎｇＹｅｎｊｕ等
［４］发现随着发酵时间的延长，黑大酱曲提

取物对４ＮＱＯ诱导的ＴＡ９８及Ｔ１００的抑制作用降低。大酱

提取物在未开始发酵时对４ＮＱＯ诱导的ＴＡ９８及ＴＡ１００抑

制率分别为８７．２１％和８１．０７％，当为期１２０ｄ的发酵结束后其

抑制率降为６６．９９％，７１．１８％。作者认为大酱提取物抗突变

活性的降低是花青素、大豆异黄酮等活性物质随发酵时间延

长而损耗的缘故。本试验与其结果不同，分析原因可能与提

取样品所用试剂不同从而导致抗突变成分不同有关，同时发

酵所用的原材料及方法不同也会对其产生影响。

此外，大量试验证实发酵体系中的益生菌也具有抗突变

作用，一方面益生菌细胞壁可粘附诱变剂，而嗜酸乳杆菌等

可以使人体粪便中的硝基还原酶等细菌酶活性降低，使诱变

剂等致癌物随尿液或粪便排出体外；另一方面益生菌生长代

谢产生一系列物质，如丁酸、乙酸等均具有较强的抗突变活

性，特别是丁酸不仅对于结肠上皮细胞保持正常形态及完整

的功能十分重要，还可以在ＤＮＡ水平发挥抗癌效果，抑制肠

癌发生。

４　结论
本次试验选用Ａｍｅｓ试验及小鼠骨髓细胞微核试验，从

基因突变和体细胞染色体两个角度对朝鲜族大酱提取物的

抗突变性进行了研究。试验表明：不同贮藏时期朝鲜族大酱

提取物的致突变性呈阴性；但其对致突变物（ＭＮＮＧ和Ｔｒｐ

Ｐ１）诱导的ＴＡ９８及ＴＡ１００菌株的抗突变作用随着贮藏时

间的延长均增强，最高浓度（２００μｇ／Ｐｌａｔｅ）时的抑制率分别

为９０．８７％，８８．９７％及９２．７６％；结果具有一定的剂量—时

间—效应关系；朝鲜族大酱提取物对 ＭＮＮＧ诱发的小鼠骨

髓细胞微核的发生有明显的抑制效果，其中发酵１２个月的

大酱提取物的微核率最低为（６．１±０．５）×１０－３ｃｅｌｌｓ－１，抑制

率为试验组中最高（４６．５％）。究其原因认为是发酵使大酱

的成分发生了极大的变化，而长时间贮藏伴随着微弱的微生

物作用，形成了更多功能性成分，使其抗突变活性增强。大

酱在发酵微生物的作用下使原料大豆中的蛋白质、糖类及脂

类等内源物质的分子结构、空间构象和理化性质发生了改

变，在形成独特风味的同时提高了贮存性。如发酵微生物的

碳代谢主要是把糖转化成简单酸、醇和二氧化碳等终产物，

并产生维生素和矿物质等次级代谢物。同时发酵产生的游

离型大豆异黄酮、蛋白酶抑制剂及α生育酚等生理活性物质

也增强了其抗突变活性，提高了大豆的生物消化率。
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