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Введение. Метод оценки частоты обратных генных мутаций на бактериях (тест Эймса) нашёл широкое применение в практике тестирования му-
тагенной активности химических веществ. Уровень спонтанного мутирования индикаторных культур является обязательной характеристикой, под-
лежащей контролю в лаборатории, выполняющей исследования с помощью теста Эймса. В связи с этим важной задачей является оценка факторов, 
которые могут влиять на уровень спонтанных мутаций в эксперименте и, следовательно, на общее заключение о мутагенности объекта испытания.
Материалы и методы. В эксперименте использовали стандартный чашечный тест без метаболической активации и в присутствии микросомной 
активирующей смеси.
Результаты. В настоящей работе обобщены данные исторического контроля, полученные в лаборатории в период 2016–2020 гг., установлены 
пределы колебаний числа ревертантных колоний по каждому штамму и выявлены факторы вариабельности отрицательного контроля. Не обнару-
жено значимых отличий в формировании спонтанного фона индикаторных культур при использовании ДМСО или воды в качестве растворителей, 
пробирок из полипропилена или полистирола, а также чашек Петри разных типов. В случае культур ТА1535, ТА102 и ТА100 не выявлено влияния 
присутствия смеси S9 в эксперименте на спонтанный фон реверсии (р ≤ 0,05). Статистически достоверные отличия количества спонтанных 
ревертантов (при +S9 или –S9) были найдены для штаммов ТА97 и ТА98. Показано, что важными факторами, приводящими к вариабельности 
исторического отрицательного контроля, являются объём селективной среды и марка желирующего агента в её составе.
Заключение. Для обеспечения качества экспериментов, согласно принципам надлежащей лабораторной практики и достоверности данных, получа-
емых с использованием метода оценки обратных генных мутаций, необходима стандартизация операций, предваряющих постановку теста Эймса.
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Introduction. The bacterial reverse gene mutations test (the Ames test) is widely used to assess chemicals’ mutagenic activity. The spontaneous mutation level of test 
strains is a mandatory characteristic that has to be monitored in a laboratory performing mutagenicity studies using the Ames test. In this regard, it is important to 
assess the factors affecting the spontaneous mutation level in the experiment and, therefore, on the general conclusion on the test item mutagenicity.
Material and methods. A plate incorporation test version was used both in the presence and absence of a metabolic activation system.
Results. We summarized the historical control data obtained in the laboratory in 2016-2020, determine the fluctuation limits in the number of revertant colonies 
for each strain, and identify the factors affecting the negative control variability. No significant differences were found in the spontaneous background of test strains 
when using DMSO or water as solvents, polypropylene or polystyrene tubes, as well as Petri dishes of different types. In the case of the TA1535, TA102 and TA100 
cultures, no influence of the presence of the S9 mixture on the spontaneous reversion range was revealed (p≤0.05). Statistically significant differences in the number 
of spontaneous revertants (at + S9 or -S9) were found for the strains that allow detecting frameshift mutations, TA97 and TA98. It has been shown that the volume 
of the selective medium and the brand of gelling agent in its composition are important factors leading to the variability of the historical negative control.
Conclusion. To ensure the quality of experiments according to the principles of good laboratory practice and the reliability of the data obtained using the bacterial 
reverse mutation method, it is necessary to standardize the operations in advance of experiments.
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Введение
Требования к проведению токсикологических экспе-

риментов и необходимому набору тестов для обоснования 
гигиенических нормативов помимо определения параме-
тров общей токсичности включают оценку специфических 
и отдалённых эффектов, в том числе и по критерию мута-
генность. Оценка генетической опасности ДНК-тропных 
агентов основана на использовании батареи тестов, по-
зволяющей выявлять генные, хромосомные и геномные 
мутации [1]. Выбор тестов зависит от физико-химических 
свойств соединения, особенностей его метаболизма, объё-
мов производства, а также вида продукции (лекарственные, 
косметические средства, ветеринарные препараты, пести-
циды и т. д.). Тем не менее ни одна процедура тестирования 
не обходится без проведения испытаний in vitro, результаты 
которых, как правило, служат основой для выбора последу-
ющих тестов [2].

Метод оценки частоты обратных генных мутаций на бак-
териях, известный как тест Эймса, нашёл широкое примене-
ние в практике тестирования химических веществ. Для оцен-
ки точковых мутаций, возникающих вследствие замены, 
вставки или делеции одной или нескольких пар оснований, 
используют ауксотрофные по аминокислотам штаммы бак-
терий Salmonella typhimurium и/или Escherichia coli в условиях 
метаболической активации и без неё [3, 4]. Обширный мас-
сив данных, полученный в ходе экспериментальных работ 
при использовании теста Эймса, наряду с результатами из-
учения канцерогенности in vivo позволил разработать модели 
in silico для оценки канцерогенного потенциала химических 
веществ, исходя из их структурных особенностей. Прогно-
стическая значимость данных, полученных в тесте Эймса, в 
отношении канцерогенного эффекта на животных оценива-
ется на уровне 70–80% [4].

В ФБУН «ФНЦГ им. Ф.Ф. Эрисмана» Роспотребнадзора 
тест Эймса широко используют для оценки потенциальной 
мутагенной активности пестицидов [5, 6].

Существующие методические указания и рекоменда-
ции, детально описывающие рецепты приготовления се-
лективных агаризованных сред, поддержание индикатор-
ных культур, регламент проведения эксперимента, оценку 
результатов и пр., датированы 1980–1990-ми годами1,2,3. 
Международный протокол тестирования с помощью метода 
оценки обратных генных мутаций на бактериях описан в ру-
ководстве Организации Экономического Сотрудничества и 
Развития (OECD 471) и не пересматривался в течение долго-
го времени, хотя другие руководящие принципы испытаний 
на генотоксичность за последние десятилетия были неодно-
кратно пересмотрены4. Последнее изменение руководства 
OECD 471, датированное 26.07.2020 г., касается только уточ-
нения номеров CAS этилированного и метилированного 
производных нитрозогуанидина. Перечисленные норматив-
ные документы описывают общую стратегию тестирования 
химических веществ с помощью теста Эймса и оставляют 
простор для интерпретации экспериментальных подходов/
практик в отдельных лабораториях.

При оценке данных могут быть использованы различ-
ные критерии для определения положительного результата, 
такие как статистически значимое увеличение числа коло-
ний ревертантов на чашку по сравнению с отрицательным 
контролем или правило кратности [7]. Также при анализе 

результатов проводят сравнение не только с соответству-
ющим отрицательным контролем в отдельном опыте, но 
и сопоставляют с данными отрицательного исторического 
контроля, полученными в лаборатории за несколько лет. По-
мимо наличия зависимого от дозы и воспроизводимого уве-
личения числа ревертантов для оценки позитивного ответа 
необходимо, чтобы как минимум для одной из тестируемых 
концентраций превышение числа ревертантов находилось 
выше верхнего предела распределения исторического отри-
цательного контроля [8].

С учётом существующих критериев оценки мутагенной 
активности исследование потенциальных факторов, кото-
рые могут оказать влияние на количественные характеристи-
ки уровня спонтанного мутирования (УСМ), представляет-
ся актуальным [9, 10]. К настоящему времени известно, что 
колебания УСМ могут быть опосредованы использованием 
разных партий реагентов (агара, ростовых сред, S9), генети-
ческим дрейфом штаммов при пересевах и т. д. [11–14]. Кро-
ме того, внедрение принципов надлежащей лабораторной 
практики ведёт к необходимости унификации эксперимен-
тальных условий при проведении теста Эймса.

Цель настоящей работы – оценить факторы, которые 
могут оказать влияние на УСМ в эксперименте и, следова-
тельно, на общее заключение о мутагенности объекта ис-
пытания. Акцентировано внимание на ряде практических 
аспектов, которые могут быть полезны специалистам науч-
но-исследовательских лабораторий, использующим данный 
метод при тестировании химических веществ.

Материалы и методы
В исследованиях использовали штаммы Salmonella 

typhimurium B-5291 (ТА97 (hisD6610, rfa del, uvrB-bio, 
pKm101 Ap-r)), В-5294 (ТА98 (hisD3052, rfa del, uvrB-bio, 
pKm101 Ap-r)), В-5303 (ТА1535 (hisG46, rfa del, uvrB-bio)), 
В-5300 (ТА100 (hisG46, rfa del, uvrB-bio, pKm101 Ap-r)), 
В-5393 (ТА102 (hisG428, rfa del, pKm101 Ap-r, pAQ1)), по-
лученные из Всероссийской Коллекции Промышленных 
Микроорганизмов (ВКПМ).

При выделении, хранении и проверке генотипов культур 
руководствовались методикой, описанной в [6, 14]. При ру-
тинном генетическом анализе положительными контролями 
служили 2-аминоантрацен, циклофосфамид, 2-нитрофлуорен 
(2-NF), азид натрия (N3Na), метилметансульфонат (ММС), 
митомицин С и 9-аминоакридин (9-АА). В качестве отрица-
тельного контроля использовали варианты с растворителем 
(диметилсульфоксид (ДМСО) или дистиллированная вода).

Использовали стандартный чашечный тест без ме-
таболической активации и в присутствии микросомной 
активирующей смеси с содержанием фракции S9 20–30% 
(15–22 мг/мл белка) [8]. Перед началом эксперимента 
аликвоты замороженного инокулята рабочей культуры, 
хранящиеся при –70 ± 5 ○С, высевали в жидкую LB-среду и 
инкубировали в термостате при 37 ± 1 ○С в течение 14–16 ч 
до плотности приблизительно 1–3 • 109/мл. Определение 
мутности суспензии проводили с помощью денситометра 
DEN-1B (BioSan, Латвия) и стандартов мутности 0,5; 1; 2; 
3; 4 единицы Мак-Фарланда (Pro-Lab Diagnostics, США).

Для получения постмитохондриальной фракции пече-
ни крыс (S9, концентрация белка 18–22 мг/мл) печёночные 
оксигеназы индуцировали внутрибрюшинным введением 
совола (300–350 мг/кг, однократно) самцам белых крыс со 
средней массой тела 150–180 г.

Объём нижнего минимального селективного агара, если 
не оговорено отдельно, составлял 25 ± 1 мл. Учёт числа ре-
вертантных колоний осуществляли после инкубации бакте-
рий в течение 68–72 ч при 37 ± 1 ○C с использованием ав-
томатического цветного счётчика колоний InterScience Scan 
500 (Франция) или вручную.

Оценку срока годности приготовленной селективной 
агаризованной среды проводили методом «выемок проб» 
(5–8 чашек) в условиях её хранения при 4 ± 2 ○С в zip-пакетах 

1 Фонштейн Л.М., Абилев С.К., Бобринев Е.В. Методы первич-
ного выявления генетической активности загрязнителей среды с по-
мощью бактериальных тест-систем: метод. указание. М., 1985. 33 с.

2 Фонштейн Л.М., Калинина Л.М., Полухина Г.Н. Тест-система 
оценки загрязнителей среды на S. typhimurium. М.: ВИНИТИ, 1997. 
52 с.

3 Красовский Г.Н., Журков В.С., Жолдакова З.И. Методические 
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в течение 6 нед в двух независимых экспериментах. В каче-
стве биологического показателя специфической активности 
среды анализировали число спонтанных ревертантов в от-
сутствие системы метаболической активации.

Статистическую обработку проводили с использова-
нием программы SPSS Statistics v.22.0 (Корпорация IBM, 
Нью-Йорк, США). Для оценки результатов, полученных в 
тесте Эймса, использовали t-тест для независимых выборок 
(для сравнения двух групп), тест Даннетта (для трёх и более 
групп). Различия между группами считали статистически 
значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты
Обобщённые данные исторического контроля, полу-

ченные в лаборатории в период 2016–2020 гг., приведены в 
табл. 1.

Анализ результатов, полученных при использовании в 
качестве отрицательных контролей растворителей (ДМСО 
или вода дистиллированная), не выявил влияния ДМСО на 
среднее число спонтанных ревертантных колоний ни у одно-
го из штаммов (рис. 1, а, б).

Для штаммов ТА1535, ТА102 и ТА100 не обнаружено вли-
яния наличия или отсутствия метаболической активации в 
эксперименте на УСМ (р ≤ 0,05). Статистически достовер-
ные отличия количества колоний спонтанных ревертантов 
(+S9 или –S9) были найдены для штаммов, несущих мута-
ции сдвига рамки считывания, ТА97 и ТА98, как в контроль-
ных вариантах с ДМСО, так и Н2О (рис. 1, в, г).

Результаты исследования влияния агар-агара разных 
производителей, используемого для приготовления селек-
тивной среды, на УСМ приведены в табл. 2.

Статистически достоверных различий в числе спонтанных 
ревертантов в зависимости от типа желирующего агента в со-
ставе нижнего минимального агара для штаммов ТА98, ТА97 
обнаружено не было. Для других индикаторных культур было 
установлено, что флуктуации УСМ могут зависеть от марки 
используемого агар-агара. Так, для штаммов ТА100 и ТА102 
статистически значимые различия (р ≤ 0,05) в количестве ре-
вертантов обнаружены при использовании агар-агара разных 
марок: для бактериологии, Е406, Panreac и Roeper. Тем не ме-
нее число ревертантов в отрицательном контроле находилось 
в пределах колебаний УСМ независимо от типа агара.

В качестве ещё одного фактора, потенциально способ-
ного оказать влияние на колебания УСМ, оценивали объём 
нижнего минимального агара (табл. 2, рис. 2, а).

Статистический анализ наличия зависимости количества 
спонтанных ревертантов от объёма среды выявил достовер-
ное увеличение числа ревертантных колоний при увеличе-
нии объёма селективного агара в случае штаммов ТА102, 
ТА100 и ТА97, но не ТА98 и ТА1535 (р ≤ 0,05).

Исследование влияния объёма нижнего селективного 
агара на число индуцированных ревертантов при экспози-
ции с позитивными контролями выявило обратную зави-
симость за исключением штамма ТА102. При увеличении 
объёма среды число индуцированных ревертантных колоний 
на чашку снижалось (рис. 2, б). При этом максимальные от-
личия наблюдали на штамме ТА97, где число ревертантов на 
чашках с минимальным и максимальным объёмом селектив-
ного агара отличалось в 4 раза.

Оценка физических свойств (цвет, прозрачность, отсут-
ствие признаков высыхания) приготовленного нижнего ми-
нимального агара и числа спонтанных ревертантов показала, 
что агаризованная среда может быть использована в течение 
изученного 6-недельного срока хранения (рис. 3).

Традиционно при постановке теста Эймса используют 
стеклянные пробирки (16 × 150 мм), соответствующие требо-
ваниям ГОСТ 25336-82. Для сокращения трудо- и временных 
затрат, а также обеспечения требований к чистоте использу-
емой лабораторной посуды нами была оценена возможность 
использования одноразовых пробирок из полипропилена 
или полистирола разных производителей (табл. 3).
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Т а б л и ц а  1  /  T a b l e  1
Данные исторического отрицательного контроля в лаборатории 
для штаммов S. typhymurium, используемых в тесте Эймса
The data of negative historical laboratory control  
for S. typhymurium strains used in the Ames test

Параметр 
Parameter

ДМСО 
Dimethyl sulfoxide

Н2О

–S9 +S9 –S9 +S9

ТА100

Количество чашек 
Total of plates

464 460 309 169

Среднее ± σ* 
Mean ± σ*

105 ± 25 115 ± 26 119 ± 22 129 ± 22

Мин/Макс 
Min/Max

61/181 61/191 71/172 78/189

Среднее ± 2σ 
Mean ± 2σ

55–155 63–167 75–163 85–173

ТА102

Количество чашек 
Total of plates

356 353 245 158

Среднее ± σ* 
Mean ± σ*

127 ± 30 142 ± 30 143 ± 26 159 ± 28

Мин/Макс 
Min/Max

67/226 72/230 64/219 78/244

Среднее ± 2σ 
Mean ± 2σ

67–187 82–203 91–195 98–210

ТА1535

Количество чашек 
Total of plates

355 356 293 130

Среднее ± σ* 
Mean ± σ*

20 ± 6 16 ± 6 19 ± 6 17 ± 5

Мин/Макс 
Min/Max

5/36 3/40 3/33 4/29

Среднее ± 2σ 
Mean ± 2σ

8–32 4–26 7–31 7–27

ТА97

Количество чашек 
Total of plates

409 405 216 142

Среднее ± σ* 
Mean ± σ*

113 ± 28 136 ± 32** 121 ± 17 149 ± 22**

Мин/Макс 
Min/Max

56/207 51/211 75/174 77/195

Среднее ± 2σ 
Mean ± 2σ

57–169 72–200 87–155 105–193

ТА98

Количество чашек 
Total of plates

351 346 244 128

Среднее ± σ* 
Mean ± σ*

25 ± 5 31 ± 9** 26 ± 7 36 ± 10**

Мин/Макс 
Min/Max

12/58 12/58 11/46 12/59

Среднее ± 2σ 
Mean ± 2σ

15–35 16–48 12–40 16–56

П р и м е ч а н и е. * – среднеквадратичное отклонение (СКО);  
** – статистически значимые отличия, р ≤ 0,05.
N o t e. * – standard deviation, (SD), ** – statistical significance, р ≤ 0.05.



739Gigiena i Sanitariya (HYGIENE & SANITATION, RUSSIAN JOURNAL). Volume 100, Issue 7, 2021

METHODS OF HYGIENIC AND EXPERIMENTAL INVESTIGATIONShttps://doi.org/10.47470/0016-9900-2021-100-7-736-743

Original article

a / a

б / b

в / c

г / d
Рис. 1. Число спонтанных ревертантных колоний штаммов S. typhimurium на чашку в присутствии растворителей и/или метаболической актива-
ции: а – без метаболической активации (–S9); б – в присутствии S9 (+S9); в – ДМСО (DMSO); г – Н2О дист.

Fig. 1. The number of spontaneous revertants of S. typhimurium per plate in the presence of vehicles or metabolic activation system: а – without metabolic 
activation (–S9); b – in the presence of S9 (+ S9); c – DMSO (DMSO); d – H2O dist.

Т а б л и ц а  2  /  T a b l e  2
Влияние агар-агара, используемого при приготовлении нижнего минимального агара, на фон спонтанного мутирования штаммов  
S. typhimurium*
The effect of agar-agar used for the preparation of the bottom minimal agar on the spontaneous mutation level of S. typhimurium strains*

Штамм 
Strain

Тип агар-агара 
Type of agar-agar

Для бактериологии 
(ДиаМ) 

Bacteriology grade 
(Dia-M LLC)

Е406  
(Германия) 

E406  
(Germany)

Для бактериологии,  
американский тип (ДиаМ)** 
Bacteriological American type, 

(Dia-M LLC)

Panreac, американский 
тип (Испания) 

Panreac, American type 
(Spain)

Roeper, CERO  
(Германия) 

Roeper, CERO, 
(Germany)

Helicon,  
для бактериологии (США) 
Helicon, Bacteriology grade 

(USA)

ТА97, n = 143 126 ± 16 125 ± 10 129 ± 12 137 ± 12 136 ± 16 137 ± 19
ТА98, n = 100 30 ± 5 27 ± 8 27 ± 6 30 ± 8 25 ± 7 29 ± 5
ТА100, n = 116 138 ± 19 

(р = 0,003)
137 ± 30 

(р = 0,003)
112 ± 24 140 ± 13 

(р = 0,003)
138 ± 12 

(р = 0,001)
117 ± 29

ТА1535, n = 149 22 ± 6 24 ± 5 
(р = 0,005)

20 ± 4 22 ± 5 18 ± 4 19 ± 5

ТА102, n = 177 166 ± 24 
(р = 0,000)

152 ± 26 
(р = 0,004)

134 ± 16 168 ± 20 
(р = 0,000)

148 ± 17 
(р = 0,037)

138 ± 26

Штамм 
Strain

Объём нижнего минимального агара, мл 
Volume of the bottom minimal agar, ml

15** 20 25 30

ТА97, n = 80 98 ± 9 114 ± 13 (р = 0,001) 115 ± 14 (р = 0,000) 115 ± 16 (р = 0,000)
ТА98, n = 92 22 ± 5 23 ± 5 23 ± 4 24 ± 5
ТА100, n = 72 80 ± 9 94 ± 24 (р = 0,031) 118 ± 13 (р = 0,000) 122 ± 17 (р = 0,000)
ТА1535, n = 100 20 ± 4 20 ± 5 18 ± 5 18 ± 5
TA102, n = 96 102 ± 11 118 ± 9 (р = 0,000) 132 ± 9 (р = 0,000) 134 ± 10 (р = 0,000)

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 3: * – суммированы данные 3 независимых экспериментов, среднее число ревертантов ± σ, V селектив-
ного агара = 25 мл, отрицательный контроль – вода дист., в отсутствие системы метаболической активации. Если не указано, то р ≥ 0,05; 
** – группа сравнения.
N o t e. * Here and in Table 3: independent experiments are summarized, the mean number of revertants ± σ, V of selective agar = 25 ml, negative 
control – dist. water, in the absence of a metabolic activation system. If not specified then р ≥ 0,05. ** a comparison group.
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Полученные результаты также свидетельствуют об отсут-
ствии каких-либо статистически значимых отличий в УСМ 
индикаторных культур в зависимости от типа используемой 
посуды, за исключением штамма ТА97, в варианте проведе-
ния эксперимента в пробирках типа Эппендорф из полипро-
пилена (Ningpo Greetmed Medical) в присутствии S9. Тем не 
менее и для этого варианта число спонтанных ревертантных 
колоний находилось в пределах колебаний исторического 
контроля.

Данные о числе спонтанных ревертантных колоний в за-
висимости от типа используемых чашек Петри представлены 

в табл. 3. Как следует из полученных данных, для всех инди-
каторных культур статистически достоверных отличий меж-
ду числом спонтанных ревертантных колоний и типом ис-
пользуемых чашек Петри обнаружено не было. Однако при 
автоматическом подсчёте колоний мы рекомендуем исполь-
зовать невентилируемые чашки Петри (ООО «Минимед») 
ввиду отсутствия «бликов» в пристеночной зоне чашки, ко-
торые ошибочно распознаются программным обеспечением 
как колонии.

Обсуждение
Уровень спонтанного мутирования тест-штаммов явля-

ется одной из обязательных характеристик, которые под-
лежат контролю в лаборатории, выполняющей исследова-
ния по оценке мутагенности с помощью теста Эймса. При 
этом, как показал анализ литературных источников, спон-
танный фон мутирования, установленный для одного и 
того же штамма, может значительно варьировать в разных 
лабораториях. Например, для исторического отрицатель-
ного контроля S. typhymurium ТА100 приведены данные в 
диапазонах 45–200, 120–200, 61–130 и 80–235 колоний на 
чашку [3, 10, 15–17]. Также обращают на себя внимание 
результаты анкетирования 87 лабораторий, использующих 
тест Эймса. Разброс среди данных исторических контро-
лей в опрошенных лабораториях составил 2–76 для ТА1535, 
1–80 для ТА1537, 2–90 для ТА 98 и 20–336 для ТА100 [18].  
В работе [10] приведены результаты анализа УСМ четырёх 
штаммов S. typhimurium и одного штамма E. coli WP2 uvrA, 
полученные 30 лабораториями Японского общества по мута-
генам окружающей среды за 2013–2016 гг. в рамках цикла ра-
бот по валидации и обеспечению качества экспериментов и 
достоверности данных. Число спонтанных ревертантов было 
подвержено незначительным колебаниям за указанный пе-
риод и находилось в пределах среднего значения ± 3СКО, 
например, 5–18 для ТА1535, 17–42 для ТА98 и 78–156 для 
ТА100 (+S9). Проведённые исследования показали, что 
стандартизация протокола с учётом факторов, которые могут 
оказать влияние на число спонтанных ревертантов, приво-
дит к снижению вариабельности колебаний УСМ.

140

120

100

80

60

Ч
ис

ло
 р

ев
ер

та
нт

ов
, ±

 S
E

N
um

be
r o

f r
ev

er
ta

nt
s,

 ±
 S

E

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

Ч
ис

ло
 р

ев
ер

та
нт

ов
, ±

 S
E

N
um

be
r o

f r
ev

er
ta

nt
s,

 ±
 S

E

Объём среды, мл
Volume of the medium, ml

Объём агара, мл
Agar volume, ml

14     16      18      20     22     24      26     28      30     32 14     16      18      20     22     24      26     28      30     32

ТА97 ТА100 ТА102 ТА97, n = 78 ТА100, n = 92 ТА1535, n = 92
ТА98, n = 64 ТА102, n = 68

a / a б / b

Рис. 2. Число ревертантов S. typhimurium на чашку в зависимости от объёма нижнего минимального агара: а – спонтанные ревертанты (spon-
taneous revertants); б – индуцированные ревертанты (induced revertants) (9-АА – 50 мкг/чашка; N3Na – 10 мкг/чашка, 2-NF – 10 мкг/чашка, 2; 
ММС – 5 мкг/чашка).

Fig. 2. The number of revertants per plate depending on the volume of the bottom minimal agar: а – spontaneous revertants; b – induced revertants 
(9-AA – 50 μg / plate; N3Na – 10 μg / plate, 2-NF – 10 μg / plate; MMC – 5 μg / plate).
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Рис. 3. Среднее число спонтанных ревертантов на чашках в зависимо-
сти от срока хранения.

Fig. 3. The mean number of spontaneous revertants per plate depending 
on storage life.
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Т а б л и ц а  3  /  T a b l e  3
Влияние посуды, используемой в тесте Эймса, на фон спонтанного мутирования S. typhimurium*
The effect of plastic ware used in the Ames test on the spontaneous mutation level of S. typhimurium strains*

Штамм 
Strain

Тип пробирок / Tubes

Стекло, 16 × 150 мм, 
23 мл** 

Glasses, 16 × 150 mm, 
23 ml

Полипропилен, 12 × 80 мм, 
Италия, Nuova Aptaca, 5 мл 

Polypropylene, 12 × 80 mm, 
Italy Nuova Aptaca, 5 ml

Полипропилен, 12 × 80 мм, 
Италия, Fl Medical, 5 мл 
Polypropylene, 12 × 80 mm, 

Italy Fl Medical, 5 ml

Полистирол, 12 × 75 мм, 
Италия, Fl Medical, 5 мл 
Polystyrene, 12 × 75 mm, 

Italy, Fl Medical, 5 ml

Полипропилен, 15 × 62 мм, 
Китай, Ningpo Greetmed 

Medical, 7 мл 
Polypropylene 15 × 62 mm, 

China, Ningpo Greetmed 
Medical, 7 ml

–S9 +S9 –S9 +S9 –S9 +S9 –S9 +S9 –S9 +S9

ТА97, n = 167 99 ± 8 124 ± 11 100 ± 8 132 ± 17 101 ± 12 123 ± 15 87 ± 11 122 ± 11 98 ± 12 137 ± 18 
(р = 0,031)

ТА98, n = 147 21 ± 4 31 ± 7 19 ± 4 32 ± 7 18 ± 5 34 ± 7 18 ± 4 28 ± 7 17 ± 6 36 ± 8
ТА100, n = 248 88 ± 14 101 ± 17 102 ± 16 108 ± 12 93 ± 15 101 ± 13 93 ± 12 104 ± 18 89 ± 17 101 ± 18
ТА1535, n = 146 16 ± 4 17 ± 6 18 ± 5 15 ± 5 17 ± 4 15 ± 3 16 ± 3 14 ± 4 17 ± 6 16 ± 6
ТА102, n = 146 105 ± 13 119 ± 18 116 ± 20 115 ± 15 114 ± 20 113 ± 18 114 ± 9 119 ± 18 112 ± 15 116 ± 17

Штамм 
Starin

Тип чашек 
The Petrie dish

90 мм, вентилируемые** 
90 mm, vented

100 мм, вентилируемые 
100 mm, vented

90 мм, невентилируемые 
90 mm, unventilated

–S9 +S9 –S9 +S9 –S9 +S9

ТА97, n = 143 109 ± 14 156 ± 22 117 ± 20 147 ± 28 113 ± 15 147 ± 21
ТА98, n = 127 21 ± 4 34 ± 7 22 ± 7 31 ± 8 21 ± 5 33 ± 6
ТА100, n = 131 115 ± 10 125 ± 13 116 ± 9 127 ± 15 112 ± 8 116 ± 17
ТА1535, n = 160 18 ± 4 18 ± 4 20 ± 5 19 ± 5 18 ± 4 17 ± 5
ТА102, n = 143 134 ± 12 145 ± 18 128 ± 20 145 ± 17 125 ± 12 139 ± 19

Полученные нами результаты анализа исторического 
контроля лаборатории за 2016–2020 гг. свидетельствуют о 
том, что описанные колебания спонтанного фона мути-
рования соответствуют ранее опубликованным. В работе 
Ахальцевой Л.В. с соавт. [9] приведены данные, получен-
ные в 2004–2014 гг. для контрольных групп (вода и ДМСО) 
трёх штаммов бактерий из того же источника ВКПМ ФГУП 
«ГосНИИгенетика» в вариантах ± S9. Анализ результатов, 
полученных в двух независимых лабораториях, показал, что 
диапазоны колебаний для изученных культур ТА100, ТА97 и 
ТА98 (среднее ± 2σ) были сопоставимы. Аналогично данным 
нашего исследования использование ДМСО в стандартной 
приемлемой концентрации (100 мкл на чашку) не влияло на 
среднее число ревертантных колоний как в присутствии, так 
и в отсутствие S9. В то же время в отличие от результатов на-
стоящего исследования авторами не было обнаружено вли-
яния фракция S9 на среднее число ревертантов у штаммов, 
несущих мутации сдвига рамки считывания, ТА97 и ТА98, 
как в контрольных вариантах с ДМСО, так и с Н2О. Тем не 
менее в литературе имеются указания о более высоких значе-
ниях верхних и нижних пределов распределения числа спон-
танных ревертантов в варианте с метаболической активаци-
ей [3, 14]. Кроме того, количество спонтанных ревертантов, 
например, как это было установлено для культуры ТА102 в 
межлабораторных исследованиях, подвержено колебаниям 
даже при условии получения штамма из одной и той же по-
стоянной культуры без последующих пересевов [12].

К критически важным аспектам при проведении теста, 
оказывающим качественное и количественное влияние на 
результаты, относят стабильность и цитотоксичность тести-
руемого соединения, выбор доз, растворителя, концентра-
ции микросомной фракции, ростовые характеристики тест-
штаммов [7, 14, 19, 20].

В качестве факторов, влияющих на колебания УСМ, 
могут выступать использование разных типов агар-агара, 

наличие S9, генетический дрейф штаммов при пересевах, 
температурный режим и продолжительность инкубирования 
культуры на чашках с нижним минимальным агаром [21, 22]. 
В ряде исследований приводятся данные о чувствительности 
культур к разновидности агар-агара, который был использо-
ван при приготовлении селективной среды. Например, при 
тестировании нескольких марок желирующего агента раз-
ных производителей (Gibco, Difco, Beckton Dickinson и пр.) 
для штамма ТА97а минимальное среднее число спонтан-
ных ревертантных колоний в присутствии ДМСО составило  
7 (–S9) и 12 (+S9) при использовании агар-агара Difco Bitek, 
максимальное – 189 (–S9) и 278 (+S9) в случае Difco bacto 
[23]. Аналогичные данные были получены для E. coli uvrA, 
разброс среднего числа спонтанных ревертантов при исполь-
зовании ДМСО составил 6 (агар-агар Oxoid № 1) – 88 (Gibco 
Select) [24].

Сведения о влиянии объёма селективной среды на УСМ 
бактерий S. typhimurium в доступной литературе ограничены. 
В работе De Raat с соавт. [21] изучено влияние объёма ниж-
него минимального агара и типа используемого желирующе-
го агента (Difco, Oxoid, Kobe1) на спонтанный фон. Наибо-
лее заметные отличия были также установлены для штаммов 
с высоким спонтанным числом ревертантов.

Как следует из полученных нами данных, объём селектив-
ной среды и марка используемого желирующего агента могут 
оказывать влияние на число ревертантных колоний в отрица-
тельном контроле у штаммов, характеризующихся наличи-
ем высокого УСМ: ТА102, ТА97, ТА100. У штаммов ТА1535 
и ТА98 с низким фоновым уровнем мутирования колебания 
спонтанных мутаций не зависели от изученных факторов.

Хотя найденные изменения числа спонтанных ревертан-
тов в зависимости от тех или иных причин находились в пре-
делах колебаний исторического контроля, такие изменения 
могут служить источником большого разброса получаемых 
результатов.
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ко-химические свойства мутагенов, в частности их стабиль-
ность, растворимость и т. д. Например, летучесть азида на-
трия показана в работе [25].

Исследований, посвящённых изучению влияния типа 
использованной посуды и срока хранения готовой селек-
тивной среды на УСМ индикаторных культур, в доступной 
литературе не найдено. Наши исследования показали, что не 
происходила потеря качества среды после 6-недельного хра-
нения нижнего минимального агара при 4 ± 2 ○С.

Заключение
Таким образом, в настоящем исследовании проанализи-

рованы данные о УСМ, полученные в 2016–2020 гг., установ-
лены пределы колебания числа спонтанных ревертантных ко-
лоний по каждому штамму и выявлены факторы, влияющие 
на УСМ. Поскольку для штаммов, позволяющих выявлять 
мутации сдвига рамки считывания, выявлена статистически 
достоверная зависимость числа спонтанных ревертантов от 
наличия системы метаболической активации, представляет-
ся целесообразным формирование отдельного исторического 
контроля для двух вариантов (+S9/–S9) по каждой культуре.

Показано, что важным фактором, приводящим к вариа-
бельности исторического отрицательного контроля, является 
объём селективной среды, и подтверждено влияние на этот 
показатель марки желирующего агента. Присутствующие на 
рынке в Российской Федерации марки агар-агара средней 
ценовой категории могут быть использованы при проведении 
теста. Пробирки из полипропилена или полистирола являют-
ся приемлемой альтернативой стеклянным, и их использова-
ние позволяет снизить трудозатраты при подготовке посуды.

Для обеспечения качества экспериментов согласно 
принципам надлежащей лабораторной практики и достовер-
ности данных, получаемых с использованием метода оценки 
обратных генных мутаций, необходима стандартизация опе-
раций, предваряющих постановку теста Эймса.

Для веществ с доказанной мутагенной активностью по-
казана вариабельность индуцированного фона ревертантов 
в зависимости от объёма нижнего агара. В случае 2-NF на-
блюдали увеличение числа индуцированных ревертантов 
при уменьшении объёма среды, в то время как проявление 
мутагенной активности бенз(а)пирена слабо коррелирова-
ло с увеличением объёма среды. Отмечаемые эффекты ав-
торы связывали со способностью соединений диффундиро-
вать в агар [25].

Аналогичные результаты были получены на штам-
ме ТА98 при тестировании 2-NF на минимальной среде, 
приготовленной по классическому протоколу. При добав-
лении гистидина в состав не только верхнего, но и ниж-
него агара отмечали обратный эффект: рост числа инду-
цированных ревертантов при увеличении объёма среды. 
Наблюдаемое проявление мутагенной активности 2-NF 
авторы связывали с вероятным процессом диффузии ги-
стидина из верхнего агара, не рассматривая тот факт, что 
вероятность возникновения мутаций увеличивается за 
счёт большего числа делений бактерий при дополнитель-
ном внесении гистидина [26].

Наши исследования с применением известных мутагенов 
также показали, что использование чашек с разным объёмом 
селективной среды приводит к колебаниям числа индуциро-
ванных ревертантов, что в свою очередь может быть источ-
ником не только значимой вариабельности результатов при 
постановке повторов на одной и той же концентрации, но 
исказить анализ при оценке наличия дозовой зависимости.

В основе эффекта уменьшения числа индуцированных 
ревертантов ТА100, ТА97, ТА98 и ТА1535 при увеличении 
объёма нижнего агара, возможно, лежат процессы диф-
фузии. Например, следствием увеличения объёма среды 
является уменьшение концентрации диффундированно-
го вещества, обладающего мутагенной активностью, и как 
следствие – снижение числа индуцированных ревертантных 
колоний. Кроме того, следует принимать во внимание физи-
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