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К процедуре подтверждения компетентности 
лаборатории, проводящей исследования  
на мутагенность с использованием теста Эймса
ФБУН «Федеральный научный центр гигиены им. Ф.Ф. Эрисмана» Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав  
потребителей и благополучия человека, 141014, Московская область, г. Мытищи, Российская Федерация

Введение. Тест на индукцию обратных генных мутаций (тест Эймса, руководство ОЭСР* № 471) –  
один из наиболее востребованных методов оценки мутагенности в виду простоты исполнения и 
способности выявлять до 70–80% веществ, обладающих канцерогенной активностью. Протокол 
эксперимента требует минимального количества тестируемого вещества и стандартного оборудо-
вания микробиологической лаборатории. Для получения первичных данных необходимо несколь-
ко дней от начала эксперимента. Несмотря на наличие публикаций, посвящённых детальному 
описанию стандартного протокола теста Эймса, существует пробел, затрагивающий ряд аспектов 
процедуры подтверждения компетентности испытательного центра, использующего в своей прак-
тике данный метод.
Материал и методы. При подготовке данной статьи использовали литературные данные, опуб-
ликованные в отечественной и зарубежной литературе за последние 20 лет, касающиеся экспери-
ментальных подходов при реализации теста Эймса. Поиск литературы проводили в базах данных 
Scopus, Medline, Google Scholar, РИНЦ.
Результаты. Во ФБУН «ФНЦГ им. Ф.Ф. Эрисмана» Роспотребнадзора метод оценки обратных 
генных мутаций на бактериях нашёл применение при оценке безопасности технических продук-
тов пестицидов, их смесей и препаративных форм, а также экспертизы эквивалентности. Испы-
тательный лабораторный центр на базе ФБУН «ФНЦГ им. Ф.Ф. Эрисмана» Роспотребнадзора 
аккредитован на соответствие стандарту ГОСТ ISO/IEC 17025-2019 «Общие требования к компе-
тентности испытательных и калибровочных лабораторий». В настоящей статье, основываясь на 
новых опубликованных данных и собственном практическом опыте, рассматривается ряд необхо-
димых условий для демонстрации компетентности испытательной лаборатории, использующей в 
своей практике тест на индукцию обратных генных мутаций, ее способности получать достовер-
ные результаты и осуществлять действия по управлению рисками лабораторной деятельности. 
Основное внимание уделено обеспечению таких параметров качества теста, как индикаторные 
культуры, система метаболической активации, контроль фона спонтанного мутирования и др.
Заключение. Обсуждаемые практические вопросы могут быть полезны специалистам научно-ис-
следовательских лабораторий, планирующим внедрение этого метода в практику.
Ключевые слова: оценка мутагенности; тест Эймса; обратные генные мутации; руководство 
ОЭСР № 471; подтверждение компетентности; качество исследований
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To the procedure of confirmation  
of the laboratory’s competence in performing 
mutagenicity assessment using the Ames test
FBES “Federal Scientific Center of Hygiene named after F.F. Erisman” of the Federal Service for Surveillance on Consumer Rights  
Protection and Human Wellbeing, 141014, Mytishchi, Russia

Introduction. The bacterial reverse mutation test (Ames test, OECD* guideline No. 471) is one of the most 
popular methods for assessing mutagenicity due to its ease of use and the ability to detect up to 70–80% of 
substances with carcinogenic activity. The experimental protocol requires a minimum amount of test item 
and standard microbiological laboratory equipment. To obtain the raw data, several days from the start of 
the experiment are required.
Despite the existence of publications devoted to the detailed description of the standard Ames test proto-
col, there is a gap in a number of aspects of the procedure for confirming the competence of a test facility 
using this method in its practice.
Materials and methods. When preparing this article, we used the literature data published in Russian 
and foreign literature over the past 20 years concerning experimental approaches to the implementation 
of the Ames test. The literature search was carried out in the Scopus, Medline, Google Scholar, RSCI 
databases.
Results. In the FBES “Federal Scientific Center of Hygiene named after F.F. Erisman” of the Federal 
Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing the bacterial mutation 
assay has found application in studying the safety of technical grade active ingredients of pesticides, their 
mixtures and formulation, as well as in the assessment of equivalence. The test facility on the basis of the 
FBES “Federal Scientific Center of Hygiene named after F.F. Erisman” of the Federal Service for Surveil-
lance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing is accredited for compliance with the state 
standard GOST ISO / IEC 17025-2019” General requirements for the competence of testing and calibra-
tion laboratories. “In this article, based on new published data and our own practical experience, a number 
of necessary conditions are considered for demonstrating the competence of a testing laboratory using the 
Ames test in its practice, its ability to obtain reliable results and take actions to manage the risks of labora-
tory activities. The main attention is paid to ensuring such parameters of the test quality as indicator cul-
tures, metabolic activation system, control of the background of spontaneous mutation, etc.
Conclusion. The discussed practical issues can be useful for specialists from research laboratories planning 
to introduce this method into practice.
Keywords: assessment of mutagenicity; Ames test; reverse gene mutations
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Введение

Возрастающее загрязнение окружающей 
среды, рост частоты онкозаболеваний, на-
следственных патологий и так далее усили-
вает актуальность проблемы генетической  
безопасности химических веществ, круг ко-
торых неуклонно расширяется. Для оцен-
ки генотоксичности используют комплекс  
генетических методов, позволяющих выяв-
лять весь спектр мутационных событий [1].

Метод оценки обратных генных мутаций на 
бактериях, который впервые был предложен 
доктором Брюсом Эймсом в 70-х гг. XX века, 
относят к наименее сложным и легкореали-
зуемым тестам на мутагенность. Тривиаль-
ное название метода – тест Эймса – прочно 
закрепилось в отечественной и зарубежной 
литературе. Протокол эксперимента требует 
минимального количества тестируемого ве-
щества и стандартного оборудования микро-
биологической лаборатории. Для получения 
первичных данных необходимо несколько 
дней от начала эксперимента. Несмотря на 
развитие новых тест-систем, он остаётся од-
ним из наиболее востребованных методов 
генетической токсикологии, использующих-
ся при скрининге мутагенности химических  
соединений и краткосрочном прогнозе их  
потенциальной канцерогенности [2]. 

Стратегия тестирования химических ве-
ществ с помощью теста на индукцию обрат-
ных генных мутаций описана в международ-
ном протоколе ОЭСР [3]. Во ФБУН «ФНЦГ 
им. Ф.Ф.Эрисмана» Роспотребнадзора метод 
оценки обратных генных мутаций на бакте-
риях нашел применение при оценке безопас-
ности технических продуктов пестицидов, их 
смесей и препаративных форм, а также экспер-
тизе эквивалентности [4-6]. Испытательный 
лабораторный центр на базе ФБУН «ФНЦГ 
им. Ф.Ф.Эрисмана» Роспотребнадзора ак-
кредитован на соответствие стандарту ГОСТ  
ISO/IEC 17025-2019 «Общие требования к 
компетентности испытательных и калибровоч-
ных лабораторий» (РОСС.RU.0001.510122).

Несмотря на наличие публикаций, по-
свящённых детальному описанию стандарт-
ного протокола теста Эймса [7-10], существу-
ет пробел, затрагивающий ряд аспектов про-
цедуры подтверждения компетентности ис-
пытательного центра, использующего в своей 
практике данный метод. 

В настоящей статье, основываясь на но-
вых опубликованных данных и собствен-

ном практическом опыте, рассматривается 
ряд необходимых условий для демонстра-
ции компетентности испытательной лабо-
ратории, ее способности получать достовер-
ные результаты и осуществлять действия по 
управлению рисками лабораторной деятель-
ности. Принцип и подробное описание про-
ведения самого теста, приготовления сред и 
растворов, необходимое оборудование, ре-
активы и расходные материалы приведены в 
соответствующих публикациях [11, 12].

Обсуждаемые практические вопросы мо-
гут быть полезны специалистам научно-ис-
следовательских лабораторий, планирующих 
внедрение этого метода в практику. 

Материал и методы
При подготовке данной статьи использо-

вали литературные данные, опубликованные 
в отечественной и зарубежной литературе за 
последние 20 лет, касающиеся эксперимен-
тальных подходов при реализации теста Эйм-
са. Поиск литературы проводили в базах дан-
ных Scopus, Medline, Google Scholar, РИНЦ. 
Всего найдено свыше тысячи публикаций, 
последующее изучение аннотаций которых 
показало, что наиболее близко теме данной 
работы соответствует около 100 материалов. 
Основной массив данной статьи сформиро-
ван из наиболее релевантных 17 публикаций.

Результаты и их обсуждение
Параметры качества тест-системы  
и возможные способы их обеспечения

Для подтверждения компетенции лабора-
тории необходима демонстрация чётких до-
казательств, что лабораторная практика при 
постановке теста Эймса соответствует всем 
заложенным критериям качества, рассматри-
ваемым ниже.

Индикаторные культуры и их поддержание. 
При проведении исследований в качестве 
индикаторных культур используют мутант-
ные штаммы, Salmonella typhimurium (ТА1535, 
ТА100, ТА97 и т.д.) или Escherichia coli (WP2), 
рост которых зависит от наличия аминокис-
лот в среде. В данной тест-системе мутации, 
возникающие вследствие замены, вставки 
или делеции одной или нескольких пар осно-
ваний, выявляют путем оценки реверсии 
от ауксотрофности к прототрофности, что 
позволяет микроорганизмам синтезировать 
необходимую аминокислоту (гистидин или 
триптофан). При наличии мутагенного эф-
фекта число индуцированных ревертантов 
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после экспозиции с тестируемым веществом 
растёт с увеличением его дозы. Наблюдаемые 
эффекты являются воспроизводимыми. 

В каждом эксперименте необходимо ис-
пользовать не менее 5 штаммов бактерий, 
несущих не только -G-C- пары оснований 
в первичном сайте реверсии, но и -А-Т- для 
выявления соединений, индуцирующих 
образование перекрёстных сшивок, гидра-
зинов и окисляющих ДНК мутагенов [13]. 
Хотя в ряде публикаций указывается, что 
в качестве источника штаммов бактерий 
может выступать как коммерческая, так и 
научно-исследовательская организация, для  
исключения риска поступления некаче-
ственных культур эталонные штаммы следу-
ет получать из официально признанной кол-
лекции микроорганизмов. Но даже в этом 
случае, поступление индикаторных культур 
в лабораторию сопровождается оценкой их 
качества (см. таблицу). 

Некоторые компании, например, 
MOLTOX™ предлагают готовые наборы для 
проведения генетического анализа на осно-
ве 6-луночных планшетов.

После того, как подтверждены параметры 
качества каждого тест-штамма, в лаборато-
рии должны быть созданы банки эталонных 
и рабочих культур. Такая практика ведения 
коллекции бактерий, сводит к минимуму ко-
личество пассажей и сокращает вероятность 
диссоциации штамма, потери плазмиды 
или случайного загрязнения. Поддержание 
культур на плотных средах путём регулярных 
пересевов не рекомендовано, так как допол-
нительные пассажи могут привести к потере 
эталонных свойств.

Для получения запаса эталонных образ-
цов штамма существуют рекомендации ис-
пользовать для засева жидкой питательной 
среды как материал 1-й колонии, так и 4-5-й 
колоний (во избежание генетического дрей-

DOI: https://doi.org/10.36946/0869-7922-2021-29-4-4-13
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Параметры качества индикаторных культур
Quality parameters of indicator crops

Показатель Реализация оценки показателя 

Подтверждение генотипа 
каждой индикаторной 
культуры осуществляется 
на основе оценки  
её фенотипа:  
ауксотрофности 
по гистидину, 
наличие/отсутствие  
плазмид R-фактора,  
присутствие  
специфических мутаций 
rfa и uvrB (или uvrА)

1. Ауксотрофность по гистидину оценивают при высеве штамма на нижний  
минимальный селективный агар, не содержащий гистидин. О наличии мутации  
судят по отсутствию роста на среде без гистидина и наличию роста на селективном 
агаре, содержащем биотин и гистидин.
2. О rfa-мутации, приводящей к нарушению синтеза липосахаридного слоя клеточной 
стенки бактерий, судят по чувствительности к кристаллвиолету, по наличию чёткой 
зоны ингибирования вокруг диска, с нанесённым раствором кристаллвиолета.
3. Резистентность к тетрациклину или ампицилину характерна для штаммов, несущих 
плазмиды pAQ1 или рКМ101, о наличии плазмиды свидетельствует отсутствие зоны 
ингибирования вокруг диска, с нанесённым раствором антибиотика или рост на средах 
с добавлением антибиотиков (35–50 мг/мл ампициллина или 1–5 мкг/мл тетрациклина).
4. О делеции галактозного оперона (∆gal), затрагивающей также и ген uvrB, судят  
по чувствительности к УФ или митомицину С (о чувствительности к митомицину С  
судят по наличию чёткой зоны ингибирования вокруг диска с митомицином С).

Оценка фона спонтанного 
мутирования

Число спонтанных ревертантов для каждого штамма должно находиться в пределах 
отрицательного исторического контроля в лаборатории, а также соответствовать 
известным диапазонам спонтанного уровня мутаций, по данным литературы

Оценка действия веществ 
с доказанной мутагенной 
активностью 

Получение доказательств выраженной дозозависимой мутагенной активности  
положительных контролей в условиях метаболической активации и без неё

Исследование ростовых 
характеристик штаммов 

Снятие кривых роста индикаторных культур на основе оценки числа КОЕ  
с параллельным измерением величины оптической плотности 

Доказательство  
стерильности

Готовят серию разведений ночной культуры и ее высев на чашки с 2–3 типами плотных 
ростовых сред (по 2–3 чашки каждой среды). После культивирования в течение 24–48 ч 
при температуре 37 ± 1 °С проводят визуальный просмотр изолированных колоний на 
чашках в прямом и косонаправленном свете через бинокулярную лупу или микроскоп 
на малом увеличении. Учитывают наличие /отсутствие пророста бактерий и грибов.  
В норме на плотной питательной среде должны присутствовать колонии с типичными 
свойствами индикаторных культур по цвету, размеру и морфологии. При обнаружении 
роста посторонней микрофлоры результат учитывают как «нестерильно»,  
культура не пригодна для дальнейшего использования
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фа). Поддержание целостности клеток бак-
терий при –70±10 °С обеспечивает введение 
в культуральную жидкость криопротекторов, 
таких как ДМСО или глицерин в допустимой 
концентрации [11]. Также в практике нашей 
лаборатории для поддержания банка эталон-
ных культур успешно себя зарекомендовала 
система «КРИОБАНК для криоконсерва-
ции и восстановления микробиологических 
культур». 

Банк эталонных образцов служит источни-
ком регулярного получения рабочих культур, 
который используют в рутинных экспери-
ментах в течение 1–2 лет. При получении 
запаса рабочей культуры путём засева алик-
воты эталонного образца следует избегать 
подхода, при котором засев инокулята проис-
ходит путем соскабливания замороженного 
материала и его последующего переноса в 
ростовую среду. Даже кратковременное отта-
ивание и повторное замораживание образца 
является крайне губительным для индика-
торных штаммов, особенно несущих плазми-
ды резистентности. Целесообразно готовить 
аликвоты небольшого объёма, достаточного 
для однократного засева жидкой питательной 
среды. Каждая партия рабочей культуры пе-
риодически подвергается анализу на соответ-
ствие параметрам качества, приведённым в 
таблице. При получении неудовлетворитель-
ных результатов аликвоты рабочих культур 
утилизируют.

Руководство ОЭСР предписывает ис-
пользование в эксперименте клеток индика-
торной культуры поздней логарифмической 
фазы или фазы замедленного роста с плот-
ностью не менее 1×109 клеток/мл. Для полу-
чения культуры заданной фазы развития и 
плотности необходимо изначально оценить 
динамику роста бактериальной популяции. 
При построении кривой роста периодиче-
ской культуры в качестве критериев увели-
чения числа клеток используют величину 
оптической плотности и оценку числа КОЕ.  
В дальнейшем при выполнении рутин-
ных экспериментов о ростовых свойствах 
культуры можно судить по величине изме-
ренной оптической плотности. В практи-
ке ряда лабораторий для дополнительного 
подтверждения титра бактериальной культу-
ры, используемой в исследовании, нашел 
применение метод серийных разведений с 
последующим высевом на неселективные 
питательные среды, а также подсчёт количе-
ства клеток в камере Горяева.

Поскольку штаммы S. typhimurium и E. coli 
являются факультативными анаэробами, сле-
дует принять во внимание, что динамика ро-
ста индикаторной культуры зависит от усло-
вий культивирования: объема среды, формы 
колбы (коническая или круглая) и типа проб-
ки (силиконовая или ватно-марлевая), ин-
тенсивности встряхивания, характера пере-
мешивания (возвратно-поступательный или 
орбитальный). При получении новой партии 
рабочей культуры или изменений условий 
культивирования необходимо повторно оце-
нить динамику роста.

При выполнении рутинных экспери-
ментов, как правило, используют «ночную 
культуру», не подлежащую длительному хра-
нению (не более 1 рабочего дня при 4 ± 2 ○С). 
Опыт работы с банком замороженных рабо-
чих культур в нашей лаборатории показал, что 
для получения «ночной культуры» требуемой 
плотности при отсутствии перемешивания 
для засева оптимально использовать аликвоту 
в объеме 1–2% от объёма жидкой среды.

Система метаболической активации. 
Оценка мутагенной активности вещества осу-
ществляется в вариантах с присутствием и 
отсутствием системы метаболической акти-
вации (S9-mix), которая содержит комплексы 
ферментов биотрансформации химических 
соединений и кофакторы. Основным компо-
нентом активирующей смеси является пост-
митохондриальная фракция гомогената пече-
ни лабораторных животных (S9), состоящая 
из цитозоля и микросом. S9-фракция может 
быть приобретена у поставщиков данного вида 
продукции, например, компании MOLTOX™, 
XENOMETRIX, Sigma-Aldrich или получена 
самостоятельно. Однако и в том и другом слу-
чае в России существуют серьёзные трудности 
в получении S9-фракции.

При приобретении из коммерческих ис-
точников помимо высокой стоимости возни-
кает вопрос об обеспечении логистики при 
температуре –70 ○С. Возможным решением 
является получение фракции MOLTOX™ 
в лиофилизированном виде, для которой 
предусмотрены более высокие температур-
ные режимы (–20 ○С).

Общепринятыми индукторами печёночных 
оксигеназ животных является Арохлор-1254 
или смесь фенобарбитала и β-нафтофлавона. 
Но поставка этих реактивов также сопряже-
на с колоссальными препятствиями: фено-
барбитал включён в перечень наркотических 
средств, психотропных веществ и их прекур-
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соров, подлежащих контролю в Российской 
Федерации (список III). Зарегистрирован-
ных лекарственных средств для ветеринар-
ного применения на основе фенобарби-
тала в Российской Федерации не найдено  
(https://fsvps.gov.ru/fsvps/regLicensing/
registration/registrationReestr.html, дата об-
ращения 14.03.2021).

Исходя из опыта нашей лаборатории, 
поставка Арохлора 1254 в Российскую Фе-
дерацию на данный момент не возможна, 
поскольку требует получения разрешитель-
ной документации для импорта в РФ и до-
полнительных экспортных процедур в стра-
не производства. При этом орган исполни-
тельной власти, наделённый полномочия-
ми по выдаче разрешительного документа 
на ввоз на территорию РФ, не определён 
(ответ поставщика от 11.02.2021 на основа-
нии письма Росприроднадзора от 17.05.2019  
№ АД-10-01-32/13221). Аналог Арохлора 1254 – 
смесь «Совол» надлежащего качества также 
не производится на территории Российской 
Федерации.

Поэтому в качестве альтернативных ин-
дукторов может быть рассмотрен ряд других 
соединений, прежде всего метилхолантрен, 
этанол, прегненолон или только β-нафтофла-
вон, эффективность которых показана в ряде 
работ [14–16].

К обязательным параметрам, которые 
необходимо контролировать при самостоя-
тельном получении постмитохондриальной 
фракции, относят ее стерильность, содержа-
ние белка, а также подтверждение её актив-
ности в присутствии как минимум двух из-
вестных мутагенов, таких как циклофосамид, 
этидиум бромид, бенз(а)пирен. В некоторых 
лабораториях дополнительно оценивают ак-
тивность Р450-монооксигеназ (1А1, 1А2, 2В1, 
2В2, 2Е1), а также проводят сравнение с дей-
ствием S9-фракции, полученной из печени 
неиндуцированных животных.

Содержание S9 в активирующей смеси 
колеблется в диапазоне 5–30% (около 1 мг 
белка на чашку). Стандартная концентра-
ция, используемая во многих лабораториях, 
составляет 10%. Если после проведения экс-
периментов получены результаты, которые 
не позволяют однозначно сделать вывод о 
наличии или отсутствии мутагенной актив-
ности, рекомендовано провести повторный 
эксперимент, изменив при этом содержание 
S9 в смеси, как в сторону увеличения, так и 
уменьшения [12, 13].

Выбор концентраций тестируемого соеди-
нения и растворителей. При тестировании 
соединения, в отношении которого нет дан-
ных о его токсичности для клеток бактерий, 
необходимо провести предварительный экс-
перимент для установления диапазона кон-
центраций. При этом испытание может быть 
проведено с использованием двух повторов 
для каждой дозы. Некоторые лаборатории 
проводят предварительный эксперимент на 
всех 5 штаммах, другие – на ТА100 и ТА98, 
которые считаются наиболее чувствительны-
ми к действию мутагенов. Собственный прак-
тический опыт тестирования технических 
продуктов пестицидов свидетельствует, что 
наиболее сенситивной культурой в отноше-
нии цитотоксичности является штамм ТА97.

Руководство ОЭСР № 471 чётко не огова-
ривает, что является значимым уменьшением 
числа ревертантных колоний по сравнению 
с отрицательным контролем. Тем не менее, 
общепринято говорить о наличии токсично-
сти для бактерий, если имеет место 40–50 % 
снижение фона спонтанного мутирования. 
В основном эксперименте в протокол ис-
следования должно быть включено не менее 
3–4 нецитотоксичных концентраций. Спе-
циалистам, которые только начинают вне-
дрять тест Эймса в лабораторную практику, 
следует обращать внимание на возможность 
образования «точечных» колоний (pinpoint 
colonies). Гибель большей части популяции 
внесённых бактерий вследствие токсичности 
соединения приводит к тому, что оставшиеся 
микроорганизмы растут в условиях избытка 
гистидина, формируя многочисленные ми-
кроколонии ауксотрофных ревертантов, что 
ошибочно может быть принято за картину 
позитивного ответа. 

В предварительном эксперименте также 
полезно обращать внимание на образование 
преципитата при внесении гомогенного сто-
кового раствора вещества в пробирку с буфе-
ром и/или верхним агаром. Ряд соединений 
имеют тенденцию образовывать крупные 
агломераты или налипать на стенки проби-
рок, что несомненно приводит к значитель-
ному искажению концентрации, вносимой 
на чашки. Как показывает наш практический 
опыт с техническими продуктами пестици-
дов, большая часть из которых плохо раство-
римы в воде, в случае высоких концентраций 
1,6–5,0 мг/чашку характер образования пре-
ципитата после инкубации может значитель-
но отличаться: в одних случаях равномерное 
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распределение преципитата на поверхности 
чашки Петри позволяет без особых затрудне-
ний провести подсчет ревертантов, в том чис-
ле и с помощью автоматического счётчика, 
в других – образующиеся кристаллы делают 
практически невозможным даже визуальный 
подсчёт. Хотя максимальная концентрация 
вещества ограничена 5 мг/чашку п. 19 ру-
ководства ОЭСР № 471, в случае получения 
неоднозначных результатов она может быть 
увеличена. 

Тестирование веществ, плохо раствори-
мых в воде, ставит вопрос о выборе под-
ходящего растворителя, который должен 
быть инертным по отношению к соеди-
нению и не оказывать влияние на уровень 
спонтанного мутирования, как в условиях 
метаболической активации, так и без нее. 
Диметилсульфоксид (ДМСО) – один из са-
мых распространённых растворителей, ис-
пользуемых в тесте Эймса [17]. Однако, по-
скольку наличие воды в его составе может 
приводить к образованию мутагенных при-
месей, необходимо контролировать условия 
его хранения и обращения в лаборатории. 
Эксперименты, проведённые в нашей ла-
боратории при тестировании тирама, также 
показали эффективность использования в 
качестве растворителя метил-β-циклодекс-
тринa (Cavasol®).

Условия проведения эксперимента. После 
проведения предварительного теста и уста-
новления диапазона тестируемых концен-
траций оценивают мутагенную активность 
в основном эксперименте, который может 
быть выполнен в двух вариантах: в стандарт-
ном чашечном тесте (метод прямого вве-
дения, plate incorporation method) и тесте с 
предварительной инкубацией. Полагают, 
что предварительная инкубация в варианте 
с метаболической активацией необходима 
для детекции короткоживущих метаболитов 
или выявления мутагенности определённых 
классов химических веществ. При постанов-
ке теста с предварительной инкубацией целе-
сообразно уменьшить количество вносимого 
ДМСО и увеличить концентрацию S9 или 
общий объём системы метаболической акти-
вации.

К настоящему времени не существует об-
щепринятого подхода какой вариант предпо-
чтительнее использовать. В отдельно взятых 
лабораториях тестирование химических ве-
ществ проводят как при использовании обеих 
версий, так и одной их них.

DOI: https://doi.org/10.36946/0869-7922-2021-29-4-4-13
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Постановка эксперимента в стандартном 
чашечном тесте может осуществляться дву-
мя способами: в первом в пробирки с 2 мл 
верхнего агара последовательно добавляют 
культуру, аликвоту тестируемого вещества, 
буфер или S9-mix; во втором варианте рас-
плавленный верхний агар вносят в послед-
нюю очередь. При выборе способа постанов-
ки эксперимента прежде всего стоит учиты-
вать термостабильность тестируемого веще-
ства, поскольку температура полужидкого 
агара составляет 46 ± 1°С. 

Контроль фона спонтанного мутиро-
вания. Одним из важных показателей каче-
ства выполнения теста Эймса является число 
спонтанных ревертантных колоний в при-
сутствие растворителя, которое используется 
не только для оценки мутагенного эффекта, 
но и для верификации результатов. Число 
спонтанных ревертантов должно укладывать-
ся в диапазон колебаний исторического от-
рицательного контроля в лаборатории (ИОК) 
и/или литературных данных. Если значения 
выходят за рамки приемлемого диапазона, то 
возникает вопрос о соответствии генетиче-
ских характеристик штамма и, следователь-
но, достоверности результатов проведённого 
эксперимента [18].

Данные ИОК могут отличаться от при-
ведённых в литературных источниках. Кроме 
того, диапазоны колебаний спонтанных ре-
вертантов конкретного штамма, опублико-
ванные в научной литературе, также подвер-
жены значительным вариациям, например, 
для штамма ТА102 число ревертантов в при-
сутствие растворителя может соответствовать 
100–300 и 350–420 колоний на чашку. В этой 
связи целесообразно выявить приемлемый 
диапазон колебаний уровня спонтанного 
мутирования для каждого штамма, опираясь 
прежде всего на собственные результаты.

Процедура определения диапазона колеба-
ний уровня спонтанного мутирования в лабо-
ратории включает сбор и обобщение данных 
числа спонтанных ревертантов в присутствии 
конкретного растворителя для каждого штам-
ма в условиях метаболической активации и 
без, оценку приемлемого диапазона колеба-
ний и описание действий, которые необхо-
димо предпринять в случае, если получен-
ные данные в каком-либо из экспериментов 
выходят за пределы заданных границ. Хотя 
единого мнения об оптимальном количестве 
независимых экспериментов для установле-
ния границ колебаний уровня спонтанно-
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го мутирования не существует, обычно при 
обосновании диапазонов ИОК используют 
обобщённые результаты не менее 20 отдель-
ных исследований. 

В случае штаммов, характеризующих-
ся низкой частотой спонтанных реверсий, 
например, ТА1535, если в конкретном экспе-
рименте на чашках отрицательного контро-
ля отсутствуют колонии и/или их число 
меньше 4–5, то результаты такого теста счи-
таются неприемлемыми, поскольку слабые 
эффекты могут остаться незамеченными. 
Результаты теста также считают недостовер-
ными, если наблюдается контаминация в 
чашках отрицательного контроля. Наличие 
обширной контаминации на эксперимен-
тальных чашках, превышающей 15% общего 
числа, в конкретном тесте также приводит к 
признанию результатов эксперимента недо-
стоверными.

При наличии несоответствия числа ревер-
тантов в отрицательном контроле необхо-
димо следовать разработанным процедурам 
«принятия решений». Например, возможно 
применение «правила автоматического от-
клонения результатов теста» или «правила 
соответствия предупреждающим пределам».

В частности, для автоматического откло-
нения результатов теста допустимо устанав-
ливать приемлемый контрольный диапазон 
отсечения, опираясь на среднее число ре-
вертантов ИОК ± 3 стандартных отклонения 
(СКО). Если данные контрольных чашек не 
укладываются в диапазон, в этом случае де-
лают заключение о признании результатов 
эксперимента недостоверными. При сле-
довании «правилу соответствия предупре-
ждающим пределам» помимо контрольного 
диапазона отсечения вводят «предупреждаю-
щие границы», которые могут быть установ-
лены на основании среднего числа ревертан-
тов ИОК ± 2 СКО. В этом случае целесооб-
разно установить возможные причины уве-
личения или снижения фона спонтанного 
мутирования, например, при использовании 
новых партий реагентов, непреднамеренном 
увеличении концентрации гистидина, ге-
нетическом дрейфе штаммов при пересевах  
и т.д. После установления причины измене-
ния числа спонтанных ревертантов рассмат-
ривают вопрос о необходимости пересмотра 
диапазона ИОК или признания результатов 
эксперимента недостоверными. Решение о 
пересмотре «предупреждающих границ» мо-
жет быть сделано на основании нескольких 

экспериментов, число которых оговаривает-
ся в процедуре принятия решений лаборато-
рией (как правило, от 3 до 10 независимых 
исследований).

Нами проведено исследование по оцен-
ке экспериментальных условий, влияющих 
на уровень спонтанных мутаций штаммов 
Salmonella, результаты которого представле-
ны в [19].

Интерпретация полученных результатов. 
Руководство ОЭСР № 471 предоставляет 
минимум информации о подходах к интер-
претации данных и разграничении позитив-
ного или негативного эффектов (п. 35–38 
ОЭСР № 471). Общий результат теста мо-
жет быть охарактеризован как негативный, 
позитивный или противоречивый (сомни-
тельный).

В настоящее время не существует едино-
го критерия, позволяющего провести чёткое 
разграничение между мутагенными (биоло-
гически значимыми) и немутагенными (био-
логически незначимыми) откликами. В ка-
честве критерия биологической значимости 
может быть использовано «правило кратно-
сти» или результаты статистического анали-
за. При этом проводят сравнение не только с 
соответствующим отрицательным контролем 
в отдельном опыте, но и сопоставляют с сум-
марными данными ИОК: необходимо, чтобы 
как минимум для одной из тестируемых кон-
центраций увеличение числа индуцирован-
ных ревертантов превышало верхний предел 
распределения ИОК.

Преимущество консервативного подхо-
да, основанного на правиле кратности и за-
ложенного в процедуре проф. Б. Эймсом 
с соавт., заключается в простоте примене-
ния. Недостатком является тот факт, что он  
не отражает реальные биологические процес-
сы, поскольку при возникновении мутации в 
результате экспозиции с химическим соеди-
нением происходит увеличение, а не кратное 
умножение числа ревертантов. Данные сред-
него числа ревертантных колоний в зависи-
мости от штамма колеблются в диапазоне от 
3 (ТА1535) до 400 (ТА102). По этой причи-
не, для штаммов с низким числом спонтан-
ных ревертантов (<10–20) за точку отсече-
ния принимают 2,5–3-кратное увеличение 
индуцированных мутантов по сравнению 
с отрицательным контролем, с высоким –  
1,5–2,0 [11]. Но даже такой подход не гаран-
тирует вероятность получения ложноположи-
тельных или ложноотрицательных ответов. 
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Существует ряд статистических подхо-
дов, которые в настоящее время предложены 
для обработки результатов. Они основаны 
на предположениях разного рода, более или 
менее подходящими для анализа числа ре-
вертантов, например, исходя из допущения о 
наличии нормального распределения для всех 
штаммов или на распределении Пуассона, ко-
торое, как правило, справедливо для штаммов 
с низкой частотой спонтанного мутирова-
ния. Есть также нерешённые вопросы о том, 
какое значение р использовать (например,  
p ≤ 0.05 или p ≤ 0.01), односторонний или дву-
сторонний критерий, необходимо ли вводить 
поправку для множественных сравнений, так 
как каждый тест включает 50 парных сравне-
ний (5 концентраций на 5 штаммах в условиях 
метаболической активации и без).

Хотя в большинстве случаев можно сде-
лать однозначное заключение о наличии 
или отсутствии мутагенной активности, тем 
не менее, могут быть получены результаты, 
которые не позволяют однозначно оценить 
оказываемое действие вещества, например, 
при наличии 1–2 критериев позитивного 
ответа из 3 (наличие дозовой зависимости, 
превышение верхней границы распределе-
ния отрицательного исторического контроля 
лаборатории и биологической значимости).  
В этом случае необходимо провести повтор-
ный эксперимент с учётом возможных мо-
дификаций первоначального протокола (из-
менение концентрационного ряда, раство-
рителя, содержания S9, прединкубация и так 
далее). Но даже после проведения повторного 
эксперимента, могут присутствовать погра-
ничные эффекты, интерпретация которых 
затруднена, независимо от того использу-
ется ли правило кратности или величина p.  
В случае пограничных эффектов для трактов-

ки общего результата прежде всего следует 
учитывать наличие воспроизводимых откли-
ков, и перекрёстной чувствительности штам-
мов, несущих мутации в одном и том же локу-
се, например, ТА98 и ТА1538 [18].

Необходимо отметить, что дозозависи-
мое увеличение числа ревертантов может 
быть не только линейным, а также выходить 
на плато или сопровождаться уменьшением 
числа индуцированных ревертантов в виду 
цитотоксичности тестируемого вещества. 
Необходимость проведения повторного под-
тверждающего эксперимента при получении 
отрицательных результатов также активно 
обсуждается экспертами Международно-
го совещания по оценке генотоксической 
активности (The International Workshops on 
Genotoxicity Testing). Еще один нормативный 
документ ICHS2(R1) исключает выполнение 
повторного эксперимента, если не выявлен 
позитивный эффект [20].

Заключение
Таким образом, вышеописанные особенно-

сти проведения теста Эймса необходимо учи-
тывать специалистам научно-исследователь-
ских лабораторий, планирующим внедрение 
этого метода в практику. Разработка стандарт-
ных операционных процедур, описывающих 
общую последовательность рутинных дей-
ствий, и являющихся необходимым элемен-
том системы качества, должна предшествовать 
началу работы. Это позволит установить в ла-
боратории корректные границы ИОК, полу-
чаемые результаты сравнивать с результатами 
других исследователей, минимизировать риск 
получения ложноположительных или ложно-
отрицательных заключений, что в целом будет 
способствовать обеспечению достоверности 
получаемых результатов.
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