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ПРИМЕНЕНИЕ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ТЕСТ-СИСТЕМ 
ДЛЯ ОЦЕНКИ ПОТЕНЦИАЛЬНОГО МУТАГЕННОГО 

ЭФФЕКТА НОВЫХ ФАРМАЦЕВТИЧЕСКИХ  
СОЕДИНЕНИЙ 

Ацапкина А.А.- младший научный сотрудник, Крышень К.Л.- младший научный сотруд-

ник, Макарова М.Н. - д.м.н., профессор, Макаров В.Г. - д.м.н., профессор,  

Санкт-Петербургский институт фармации 

РЕФЕРАТ 
Анализ генетической токсичности позволяет выявить вещества, обладаю-

щие способностью повреждать  ДНК и/или хромосомы клеток. Подобные 

повреждения могут приводить к мутациям и увеличению риска появления 

рака и врожденных дефектов. Исследования генетической токсичности и 

мутагенности являются необходимыми при оценке опасности 

фармакологических средств. Важную роль в выявлении и оценке веществ 

повреждающих ДНК играют исследования с использованием 

бактериальных тест-систем, в виду их простой реализации, быстроты, 

широкого применения, высокой чувствительностью и хорошей воспроизводимости. От-

крытие Б. Эймсом и коллегами в 1970 году микросомального мутагенного теста положи-

ло начало развитию генотоксических исследований на бектериальных тест-системах, 

которые по-прежнему являются актуальным предметом исследования. Основным прин-

ципом теста является реверсия микроорганизмов под действием потенциальных мутаге-

нов и переход из ауксотрофного состояния (отсутствие роста на безгистидиновой среде) 

к прототрофности. Крайне важным аспектом генотоксических исследований является 

биоактивация тестируемых соединений. Наиболее широко применяется внеклеточная 

метаболическая активация путем добавления в систему гомогената печени крыс. Таким 

образом, рациональный подход к применению бактериальных  тест-штаммов привел к 

созданию специфичного и чувствительного инструмента для быстрого, надежного и эко-

номически выгодного анализа в генотоксикологии, что играет большое значение при 

оценке рисков фармакологических веществ. 
Ключевые слова: лекарственный мутагенез, бактериальные тест-системы, геноток-

сичность, мутагеныю. 

ВВЕДЕНИЕ 
Лекарственный мутагенез является 

одним из аспектов проблемы генетиче-

ских последствий химического мутагене-

УДК: 615.038 

за [Рапопорт И.А., 1970; Бочков Н.П., 

1997; Дубинин Н.П., 1999]. В условиях 

интенсивного развития фармацевтиче-

ской промышленности каждый человек 
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этап количественной оценки мутагенно-

сти веществ в опытах на млекопитающих. 

Основные подходы генетической 
токсикологии 

В настоящее время наибольшее рас-

пространение получили методы анализа 

генных хромосомные мутаций. Анализ 

генных мутаций включает применение 

бактериальных тест-систем: тест Эймса 

на индикаторных штаммах S. typhi-

murium, репарационный тест E.coli 

(индукция SOS-ответа). Анализ хромо-

сомных мутаций включает индукцию 

хромосомных аберраций или микроядер в 

клетках костного мозга млекопитающих. 

Для создания тест-систем основопола-

гающим фактором является краткосроч-

ность их выполнения, ускоренные методы 

предсказания мутагенного риска для че-

ловека по отношению к стандартным ме-

тодам определения мутагенности на жи-

вотных. Мутагены, обнаруженные при 

скрининге, в дальнейшем подвергают 

исследованию на тест-системах, позво-

ляющих учитывать индукцию генетиче-

ских нарушений в клетках млекопитаю-

щих in vitro и in vivo. 

Поскольку краткосрочные тесты спо-

собны моделировать лишь отдельные 

стадии мутагенеза, наиболее информатив-

ным является формирование набора тес-

тов, так называемых батарей тестов 

[Тарасов В.А., 2003]. Тесты, включаемые 

в одну батарею, должны быть взаимодо-

полняющими, отличаться по конечному 

эффекту (повреждение ДНК, генные му-

тации, хромосомные аберрации, неопла-

стическая трансформация, нарушение 

метаболической кооперации) или по 

уровню биологической организации объ-

екта исследования (прокариоты, эукарио-

ты, системы in vitro, in vivo). Последова-

тельность исследований заключается в 

движении от простых к сложным и от 

кратких к более длительным эксперимен-

там, которые  должны пройти надлежа-

щую валидацию на соединениях с извест-

становится объектом воздействия лекар-

ственных препаратов [4]. Здоровье буду-

щего поколения людей в значительной 

степени зависит от того, какой генетиче-

ский груз они накопили в виде мутаций. 

Мутагенность основной прогностический 

признак канцерогенной активности ксе-

нобиотиков. Поражение генома человека 

ведет к появлению различных патологий: 

злокачественным новообразованиям, 

спонтанным абортам, множественным 

порокам развития у детей, преждевремен-

ному старению и многим другим [Бочков 

Н.П., 1992]. 

Химические агенты способны индуци-

ровать любую из трех общих мутаций: 

генные, хромосомные и геномные. Уни-

версального метода обнаружения всех 

типов мутаций в настоящее время не су-

ществует. Оценка риска возникновения 

мутаций не может быть проведена непо-

средственно на человеке, поэтому были 

разработаны методы регистрации гено-

токсических эффектов ксенобиотиков 

[Абилев С.К., 2012]. 

Методы генетической токсикологии 

позволяют выявить мутации генетическо-

го материала всех типов. Анализы изме-

рения генетических мутаций позволят 

определить дополнение, замену или поте-

рю нуклеотидов в гене. Анализы хромо-

сомных мутаций определяют нарушения 

или хромосомную перестановку одной 

или нескольких хромосом. Анализы ге-

номных мутаций определяют изменение 

числа хромосом (анэуплодия). 

Методы оценки изменений генетиче-

ского материала постоянно совершенст-

вуются в сторону быстроты выполнения, 

снижения стоимости исследования с со-

хранением их чувствительности и специ-

фичности. 

Главным принципом тестирования 

химических соединений на мутагенность 

является ступенчатая система исследова-

ний, включающая этап выявления мутаге-

нов с помощью краткосрочных тестов и 
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ной мутагенной активностью. 

Наиболее полно требованиям, предъ-

являемым к скрининговым методам тес-

тирования на генотоксичность, отвечают 

микробные тест-системы, основанные на 

использовании специально сконструиро-

ванных штаммов бактерий. 

Тесты, при приемлемой стоимости и 

достаточной разработанности, должны 

быть высокочувствительными, специфич-

ными и обладать большой пропускной 

способностью. По этим требованиям ли-

дирует тест, разработанный в 1973 году 

американским исследователем Б.Эймсом 

[Ames B.N. et al., 1973]. Метод основан на 

способности мутагенов вызывать обрат-

ные мутации (реверсии) к прототрофно-

сти у ауксотрофных по гистидину штам-

мов S.typhimurium. Ревертировавшие под 

действием мутагена клетки при высеве на 

селективную питательную среду образу-

ют колонии. Если тестируемый агент яв-

ляется мутагеном, в его присутствии чис-

ло таких колоний будет больше, чем в 

контроле (спонтанный уровень мутаций). 

Все штаммы являются производными 

лабораторного штамма Salmonella typhi-

murium LT-2, от которого под действием 

различных мутагенных агентов были по-

лучены ауксотрофные по гистидину му-

танты G-46, C-207, C-3076 и D-3052. Пер-

вый мутант имеет мутацию замены осно-

ваний в C-гене гистидинового оперона и 

ревертирует к прототрофности под дейст-

вием мутагенов, вызывающих соответст-

венно мутации замены пар оснований. 

Остальные мутанты несут мутации типа 

сдвига считывания в C (C-207 и C-3076) и 

D (D-3952) генах и ревертируют только 

под действием мутагенов, вызывающих 

этот тип мутаций [Ames B.N., 1971]. Для 

повышения чувствительности этих мутан-

тов к действию мутагенов в геном инди-

каторных бактерий внесены дополнитель-

ные мутации, которые позволили полу-

чить широко используемые в настоящее 

время штаммы. Делеция uvrB захватывает 

биотиновый оперон, часть галактозного 

оперона и ген uvrB. Последний дефект 

вызывает нарушение системы эксцизион-

ной репарации, что еще более повышает 

чувствительность тестерных штаммов к 

действию ряда мутагенов. Мута-

ция rfa увеличивает проницаемость кле-

точной стенки вследствие дефектов в по-

лисахаридном слое. 

Широкое применение нашли штаммы, 

несущие плазмиду pKM 101. Новые 

штаммы TA 100 и TA 98, полученные 

путем передачи этой плазмиды соответст-

венно в штаммы TA 1535 и TA 1538, ока-

зались более чувствительны к действию 

ряда веществ, чем исходные бесплазмид-

ные штаммы. 

Характеристика индикаторных штам-

мов Salmonella typhimurium представлена 

в таблице 1. 

Активной формой многих мутагенов 

являются их высокоактивные метаболи-

ты, поэтому необходимым дополнением 

ряда краткосрочных тестов является вос-

произведение метаболизма in vitro. С этой 

целью в исследованиях Malling H.V. 

[2004] было показано, что печень грызу-

нов содержит большое количество фер-

ментов, необходимых для осуществления 

метаболического превращения или акти-

вации. Таким образом, многие методы 

генетического оценки in vitro проводятся 

с добавлением аналогичных ферментных 

препаратов. Простые препараты называ-

ются смесью S9, а очищенные – микросо-

мами. 

В классическом исполнении тест Эйм-

са проводится в чашках Петри с исполь-

зованием плотной питательной среды, не 

содержащей гистидин. В данном варианте 

количество чашек соответствует тести-

руемому штамму бактерии и количеству 

тестируемых концентраций. В связи с 

этим метод является громоздким и трудо-

емким. 

В литературе описаны различные мо-

дификации теста Эймса [Maron D.M., 
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Таблица 1  
Характеристика тест-штаммов Salmonella typhimurium 

  

Штаммы 

Мутации 
Плазмида 

pKM 101 

Тип  

регистрируемых  

мутаций 
ауксотрофность по 

гистидину 
rfa uvrB 

G-45 G-46 - - - Замена оснований 

TA 1950 G-46 - + - Замена оснований 

TA 1534 D-3052 - + - Сдвиг считывания 

TA 1535 G-46 + + - Замена оснований 

TA 1536 C-207 + + - Сдвиг считывания 

TA 1537 C-3076 + + - Сдвиг считывания 

TA 1538 D-3052 + + - Сдвиг считывания 

TA 100 G-46 + + + Замена оснований 

TA 98 D-3552 + + + Сдвиг считывания 

Ames B.N., 1983], такие как «градиент» - 

тест Эймса и автоматизированный 

«спиральный» тест Эймса [Diehl M., Fort 

F., 1996], тест Эймса, основанный на био-

люминесцентном методе [Guadano A. Et 

al., 1999]. Основная идея усовершенство-

ваний – автоматизация процедуры тести-

рования и повышение чувствительности к 

отдельным типам мутагенов. 

Наиболее оптимальным является тест 

Эймса в микропланшетном формате с 

использованием 384-луночных планшет. 

В данной модификации применяется жид-

кая культуральная основа с добавлением 

индикаторной среды. Таким образом, при 

наличии мутагенных свойств тестируемо-

го агента рост S.typhimurium сопровожда-

ется изменением цвета среды в лунках 

планшеты. С использованием 384-

луночных планшет можно одномоментно 

оценить мутагенные свойства сразу не-

скольких концентраций ксенобиотика. 

Сравнение с негативным контролем по-

зволяет провести оценку цитотоксическо-

го эффекта тестируемого агента на бакте-

риальные клетки, что важно при выборе 

диапазона доз для исследования потенци-

альной мутагенной активности. К недос-

таткам данной модификации можно отне-

сти время селекции мутантных колоний, 

которой по-прежнему составляет 48 ча-

сов. Кроме того, метод не позволяет  оце-

нить мутагенную активность образцов, 

содержащих токсические компоненты. 

К достоинствам применения бактери-

альных тестов относятся экономичность, 

высокая чувствительность, возможность 

автоматизации [Савицкая И.С., 2007]. 

Возможно, будущие исследования позво-

лят создать совершенные методы, кото-

рые позволят проводить более точный 

прогноз. 

Bacterial test systems to evaluate the 
potential mutagenic effect of new drugs 

A. Atsapkina, K. Kryshen, M. 
Makarova, V. Makarov. 
ABSTRACT 

Genetic toxicity refers to the ability of 

substances or physical agents to damage the 

DNA and/or chromosomes of cells. Such 

damage can lead to mutations that increase 

the likelihood of certain diseases, such as 

cancer and birth defects. Genotoxicity and 

mutagenicity testing are an important part of 

the hazard assessment of pharmaceutical 

compound for regulatory purposes. 

Genotoxicity test systems that are based 

on bacteria display an important role in the 

detection and assessment of DNA damaging 

chemicals. They belong to the basic line of 

test systems due to their easy realization, 

rapidness, broad applicability, high sensitiv-

ity and good reproducibility. Since the de-

velopment of the Salmonella microsomal 
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mutagenicity assay by Ames and coworkers 

in the early 1970, significant development in 

bacterial genotoxicity assays was achieved 

and is still a subject matter of research. The 

basic principle of the mutagenicity assay is a 

reversion of a growth inhibited bacterial 

strain, due to auxotrophy, back to a fast 

growing phenotype (regain of prototrophy). 

A very important aspect of genotoxicity test-

ing is the bioactivation of drugs to DNA-

damaging compounds. Most widely used is 

the extracellular metabolic activation by 

making use of rodent liver homogenates. In 

summary, beginning with «natural» tester 

strains the rational design of bacteria led to 

highly specific and sensitive tools for a 

rapid, reliable and cost effective genotoxicity 

testing that is of outstanding importance in 

the risk assessment of compounds and in 

genotoxicology. 

Key words: drug mutagenesis, bacterial 

test systems, genotoxicity, mutagens. 
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