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λDNA体外重包装突变检测系统的构建及对环境和军用毒物的检测

Construction of a new mutation detection system of repackaged λDNA and its applica-
tion in screening of toxicants in environment and military condition

刘晋 ,曹　佳　　(第三军医大学军事预防医学院卫生毒理学教研室 ,重庆 400038)

　　利用λDNA 体外重包装技术, 建立了含 LacZ 靶基因的λDNA

致突变检测系统。该系统直接用受试化合物处理λDNA , 并在体

外包装成噬菌体颗粒 、在选择培养基上培养 ,通过计数清亮突变

体噬菌斑和蓝色正常噬菌斑的数目计算突变率和噬菌斑的存活

率, 从而初步观察化合物的遗传毒性作用。通过扩增阳性克隆,

分析 LacZ 靶基因的序列 ,或通过对化合物处理后的λDNA 进行

酶切 、电泳分析 ,可深入研究化合物分子致突变谱。

1　技术原理

　　λDNA 重包装技术是基因工程中的一个重要技术 , 它是在离

体的条件下 ,将λDNA或者含有插入目的基因的λDNA与特殊的

噬菌体壳蛋白混合, 装配成为完整的具有感染活性的噬菌体颗

粒的过程。一般情况下 , 在包装过程中 , 要求λDNA 的长度是野

生型λDNA的 75%～ 105%之间;另外 ,λDNA 噬菌体约有 60 多个

基因 ,其中一半参与了噬菌体的生命周期 ,完成包装过程必须要

求相关基因结构完整[1] 。如果我们直接用诱变剂处理λDNA , 导

致λDNA 链的断裂 , 或者诱发λDNA上相关基因的突变, 那么就

可能导致包装效率的下降 ,通过观察化合物处理后的λDNA 重包

装噬菌体的形成率 , 初步评价化合物是否具有遗传毒性[ 2] 。如

果受试化合物直接导致 DNA 断裂 , 或者诱发 DNA 交联 ,受试化

合物处理后的DNA酶切电泳图谱会发生改变 ,从而就可以对化

合物的致突变机制进行初步分析[3] ;通过提取和分析靶基因序

列, 可以获得化合物分子突变谱[ 4] ,见图 1。

图 1　λDNA 体外重包装突变检测系统的技术原理
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2　实验方法及关键步骤

2.1　λ噬菌体特殊菌株基因型的鉴定
　　用于制备λ噬菌体头 、尾部包装蛋白的特殊菌株为 E.Co-

li BHB2688 和 E .Coli BHB 2690。菌株的鉴定方法参照文献[ 1 ,

2] 进行。

2.2　λDNA包装蛋白制备以及包装蛋白制备最佳条件
的探讨

　　制备高效率的λDNA 包装蛋白 ,是实验顺利进行的关键条

件。我们对此进行了优化 ,结果发现制备优质的包装蛋白需要

注意以下条件:①过夜菌不能超过 30 ℃;②cIts857 基因的失活

诱导过程 ,温度梯度越大 , 效果越好;③用菌株 E.Coli BAB2690

制备前头部蛋白时 , 需要用超声波处理破壁 , 超声条件应掌握

在200～ 220 W超声 18 s ,间隔 30 s ,共 18 次 , 效果较好;④包装

蛋白制备物可由原来的-70 ℃贮存 ,改为在-10～ +4 ℃条件

下分装保存;包装蛋白可反复冻融 , 不影响包装有效性 , 不会显

著降低包装效价。

2.3　化合物处理λDNA及λDNA体外重包装
　　参照文献[ 5] 方法进行。

2.4　包装效率的确定
　　将不同稀倍数的噬菌体转染宿主菌 LE392 , 铺皿 ,置 42 ℃

培养 24 h;计数噬菌斑的数目 , 计算对照组包装效率(一般为

1×105 ～ 1×107)和每微克λDNA 噬菌斑形成率(一般为 5×105

～ 1×108)[ 6] 。

2.5　突变率和存活率计算
　　参照文献[ 5] 方法进行。

2.6　化合物突变机制的分析
　　经分析能明显诱导存活率下降和突变率上升的化学物 , 一

般确定为阳性化学物 , 对其致突变机制的进一步分析 , 我们采

用了两种方法:①重新以致毒剂量处理λDNA , 然后用 DNA 限制

性内切酶对λDNA进行酶切 , 经琼脂糖凝胶电泳分析 , 初步了解

阳性受试物导致噬菌斑存活率下降的遗传毒性及其可能的分

子机制[ 7～ 10] 。 ②挑取清亮型突变噬菌斑在选择培养基上培养

重新培养 , 选取仍为清亮型的噬菌体进行铺皿扩增 , 提取突变

体 DNA。采用 PCR技术扩增λgt11 DNA 中的 LacZ 基因 , 通过

DNA测序确定化合物致突变的分子机制[ 5 ,11] 。

3　λDNA体外重包装突变检测系统的应用

3.1　测试的化合物
　　利用该系统对 33 种化学物 、紫外线和微波遗传毒性进行
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了初步评价。这些受试物(因素)按其不同性质或作用方式可

分为 9类:①DNA损伤诱变剂 9 种;②DNA合成抑制剂 3 种;③

DNA代谢药物 3 种;④纺缍体蛋白毒剂2 种;⑤抗生素类药物 4

种;⑥蛋白质变性剂 4 种;⑦强氧化还原剂 2 种;⑧金属化合物

与类金属化合物 3种;⑨其它 3 种。经分析 , 其中 26 种化合物

明显导致噬菌体包装效率和存活率的下降 , 即对λDNA 具遗传

毒性;其中 18 中为公认的已知强诱变剂或者在有限检测方法

下的阳性诱变剂 ,其余 8 种为首次检测的受试物 。新方法检测

里呈阴性反应的受试化学物中 ,仅已知为阳性点突变剂的 5-溴

尿嘧啶被检为假阴性[ 7] 。

3.2　化合物突变机制的分析
　　对部分初步确定为阳性化学物的受试物 ,重新以致毒剂量

处理λDNA ,然后用 DNA 限制性内切酶消化 , 经琼脂糖凝胶电泳

分析。结果发现 CuSO4 为移码突变剂
[7] ;丝裂霉素 C、氨甲喋呤

和NaHSO3 3 种化合物为 DNA 的随机断裂剂[ 4 ,8] ;甲基磺酸乙酯

(EMS)除可造成 DNA点突变和移码突变外 , 在我们的实验中发

现EMS 可能还是一种 DNA分子交联剂[ 4] 。二甲基亚砜(DMSO)、

乙醇和丙酮 3种有机溶剂 , 在75%以上浓度时对λDNA分子具有

遗传毒性 , EcoRⅠ酶切泳带迁移率发生了异常改变[8 ,9] 。此外 , 在

λDNA 体外重包装致突变系统中检出为强阳性反应的某些重金

属试剂(HgCl2)、抗生素(链霉素 、卡那霉素 、庆大霉素)、蛋白质毒

剂(36%甲醛溶液)、强氧化还原剂(30%过氧化氢)、脂溶性有机

磷农药(乐果)的“酶切 、凝胶电泳”的谱带出现拖带 、紊乱或出现

异常电泳条带 ,对相关机制也正在研究中[7] 。

　　对阳性受试物 ENU , 9-AA 处理诱发的突变噬菌体中 LacZ

基因进行了序列分析 ,确定了两种化合物分子突变类型。 ENU

诱发的碱基突变主要是碱基置换 ,而且作用热点在GC 序列 , 表

明ENU是一种点突变剂和移码突变剂[11] 。 9-AA主要诱发移码

突变 ,移码突变主要集中在 Gs , Cs , As , Ts 重复区内;9-AA同时

还能诱发碱基置换 , 碱基置换主要表现为颠换 , 而碱基转换主

要发生于Gs 碱基[ 5] 。表明该检测系统在化合物分子突变类型

和分子致突变机制的研究中具有较广的应用前景。

4　新方法的主要特点

　　将该检测系统分析化学物的实验结果 、方法的特异性 、敏

感性和准确性等方面与其它检测方法进行了系统的横向比较

研究 ,这些方法有 Ames 试验 、微核试验 、SOS、染色体畸变试验 、

原噬菌体诱导法等 ,结果表明新方法具有以下一些特点。

　　第一 , 实验周期短。本检测系统可以分为 3 个阶段:包装蛋

白的制备 、λDNA体外重包装和噬菌体培养。其中 , 包装蛋白的

制备所需时间较长 ,但由于一次制备可以获得大量的包装蛋白,

满足长期使用。因此 ,实际化合物毒性从第二阶段开始 , 全流程

仅需 16～ 20 h;用“酶切—凝胶电泳法”初步分析诱变剂遗传毒原

因的实验周期更短 , 从药物处理到电泳结果 ,最快只需4 h[ 2 , 12] 。

　　第二 ,阳性检出率高。在用新方法测试的 33 种化学物中 ,

仅已知为阳性点突变剂的 5-溴尿嘧啶被检为假阴性 , 因此新方

法具有阳性检出率高的优点。

　　第三 ,灵敏度高。采用受试化合物直接处理裸露的λDNA ,

是本法的一个显著特点。 由于 DNA与受试物直接接触 , 所需

化合物剂量较低 ,且受试物对 DNA 损伤更为直接 ,大大提高了

检测的敏感性[ 11] 。与Ames 实验中所用剂量相比 , 新方法所能

检测出的阳性诱变物阳性结果所用的剂量缩小了 2.5～ 30倍。

　　最后 ,实验操作简单 、经济 、实用 。新方法仍是一个微生物

实验 ,采用的是基因工作中的常规技术 ,技术难度小 , 且无需特

殊的试剂。经我们分析 , 如果仅对化合物进行初步评价 , 所需

费用比Ames实验低。

5　存在的问题

　　靶基因一般由于片段较小 、序列已知等特点 , 被广泛用于

致突变检测系统的构建 。我们构建的含 LacZ 基因的λDNA 体

外重包装系统 ,以噬菌体存活率 、突变率和分子突变谱为检测

终点 , 使该检测系统具有较高的灵敏度和特异性 , 可用广泛于

军用和环境毒物遗传毒性分析 ,以及军事斗争 、生产 、生活等领

域各种新化合物遗传毒性的快速初步评价。

　　但是 , 本检测系统仍属于原核生物体外测试系统 , 不能取

代体内试验 ,尤其是检测一些需经代谢活化的间接致突变物。

在今后的实验中 ,拟加入 S9体外模拟代谢系统 , 扩大本检测系

统检测化合物的范围。在对化合物诱导靶基因突变谱的分析

方面 , 直接测序虽然准确可靠 , 但是通常仅仅分析靶基因内的

部分区段 , 全部序列测定是不可行的 , 而且无疑增加了实验的

成本。因此 ,拟利用 SSCP、PCR等技术 , 筛选出含有突变的区域

再进行序列分析。同时 , 在完善该检测系统的基础上 , 进一步

简化实验方法 ,为其广泛推广应用奠定基础。
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