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摘　要：采用霍恩氏法进行对虾保鲜剂对小白鼠的急性毒性试验研究�结果表明：对虾保鲜剂对雌雄小鼠半数
致死量 （ＬＤ50值 ）＞10ｇ／ｋｇ体重�毒性分级属实际无毒级。在加与不加代谢活化系统 （Ｓ－9）的条件下�利用4
个组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌菌株 （ＴＡ97、ＴＡ98、ＴＡ100、ＴＡ102）�采用平板渗入进行鼠伤寒沙门氏菌
哺乳动物微粒体酶试验 （Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍｍａｍｍａｌｓｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｅｎｚｙｍｅｔｅｓｔ�Ａｍｅｓ）�研究对虾保鲜剂的致
突变作用�结果表明：对虾保鲜剂对4个菌株诱发的回变菌落数与阴性对照组的回变菌落数之间没有显著差
异 （Ｐ＞0．05）�均未超过阴性对照组2倍�Ａｍｅｓ试验结果为阴性�表明对虾保鲜剂对鼠伤寒沙门氏菌无直接
和间接致突变作用。
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　　对虾营养丰富�味道鲜美�倍受人们喜爱。
但是�对虾体内含有多种酚氧化酶 ［1］�会将虾体
内酪氨酸等物质氧化成醌类等黑色素 ［2］。因此�
对虾极易黑变变质�保鲜期短�严重制约了其商
品价值和深加工技术发展 ［3－5］。目前�对虾等虾

类防黑保鲜方面研究是水产加工领域中一个重

要课题 ［6］。课题组经过多年的攻关研究�成功开
发了一种对虾保鲜剂。该保鲜剂应用在南美白
对虾防黑变保鲜中效果明显�南美白对虾在50
ｍｇ／ｋｇ浓度的保鲜剂中浸泡30ｍｉｎ�4℃冷藏条
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件下�保鲜期132ｈ�比未使用保鲜剂的对照品延
长36ｈ；－18℃冷冻条件下�保鲜期14个月�比
未使用保鲜剂的对照品延长8个月；保鲜后的产
品卫生指标均符合浙江省无公害南美白对虾要

求 ［7］。实验进行了保鲜剂对小白鼠的急性毒性
和致突变作用研究�为进一步扩大其应用规模提
供安全性评价和科学依据 ［8－9］。
1　材料与方法
1．1　对虾保鲜剂

杭州市农业科学研究院开发�白色粉末状�
易溶于水。生产批号：20070512�主要成分 （％ ）：
天然提取物 （固体植酸 ）36、三聚磷酸钠24、聚丙
烯酸钠10、亚硫酸氢钠8、柠檬酸10、维生素Ｃ6、
山梨酸钾4、Ｌ-谷氨酸1、ＥＤＴＡ二钠1。
1．2　试验动物

ＩＣＲ小鼠�清洁级�雌雄各半�小鼠体重18～
25ｇ由浙江省实验动物中心提供�动物合格证
号：0003224�0003250。
1．3　菌种

组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌 ＴＡ97、
ＴＡ98、ＴＡ100和ＴＡ102由复旦大学医学院提供�
菌种经生物学性状鉴定合格后进行试验。
1．4　Ａｍｅｓ试验阳性对照物

9-氨基吖啶 （9-ＡＡ）、2�7-二氨基芴 （2�7-ＡＦ）
和叠氮钠 （ＮａＮ3）、丝裂霉素 Ｃ（ＭＭＣ）、2-乙酰氨
基芴 （2ＡＦ）和1�8-二羟基蒽醌由杭州市疾病预防
控制中心提供。
1．5　Ｓ-9混合液 （代谢活化系统 ）

Ｓ-9混合液由杭州市疾病预防控制中心提
供。
1．6　急性毒性试验方法

急性毒性试验方法采用霍恩氏法 ［10］。
1．6．1　剂量设计

设计4个实验剂量 （ｍｇ／ｋｇ）�最低剂量1000
ｍｇ／ｋｇ�剂量按递增公比�4个剂量分别为：1000
ｍｇ／ｋｇ、1000×310＝2150ｍｇ／ｋｇ、2150×310
＝4640ｍｇ／ｋｇ和4640×3 10＝10000ｍｇ／ｋｇ。
对虾保鲜剂用蒸馏水做溶媒�分别配制成上述4
种剂量浓度。

1．6．2　方法
取ＩＣＲ小鼠40只�每组10只�雌雄各半�禁

食16ｈ�按0．01ｍＬ／ｇ体重的量经口灌胃染毒�连
续观察7ｄ�记录动物中毒表现及死亡。
1．7　鼠伤寒沙门氏菌微粒体酶试验
（Ａｍｅｓ试验 ）
　　Ａｍｅｓ试采用平板掺入法 ［10］。
1．7．1　对虾保鲜剂样品剂量设计

称取对虾保鲜剂样品0．2ｍｇ�加蒸馏水至
100ｍＬ�同时称取保鲜剂样品0．8ｍｇ、4．0ｍｇ、
20．0ｍｇ、100．0ｍｇ和500．0ｍｇ分别加蒸馏水至
10．0ｍＬ�混匀后隔水煮沸20ｍｉｎ灭菌。试验时�
每平皿加0．1ｍＬ�即剂量分别为每皿0．2μｇ、8
μｇ、40μｇ、200μｇ、1000μｇ和5000μｇ。
1．7．2　阳性对照物剂量设计

阳性对照物剂量参照 ＧＢ15193．4－2003�使
用剂量：9-ＡＡ（50μｇ）、2�7-ＡＦ（20μｇ）、ＮａＮ3
（1．5μｇ）、ＭＭＣ（0．5μｇ）、2ＡＦ（10μｇ）、1�8-二羟
基蒽醌 （50μｇ）。
1．7．3　预试验

用ＴＡ97、ＴＡ98、ＴＡ100和ＴＡ102共4株菌的
非代谢活化系统进行预试验�结果剂量在每皿
5000μｇ时出现明显增菌现象�因此正式试验时
选用每皿0．2μｇ、8μｇ、40μｇ、200μｇ和1000μｇ
5个剂量。
1．7．4　增菌培养

取营养肉汤培养基5ｍＬ�加人无菌试管中�
接种ＴＡ97、ＴＡ98、ＴＡ100和ＴＡ102菌株�37℃�每
分钟100次转速条件下�振荡培养10ｈ至对数增
长期。
1．7．5　接种培养

在保温的顶层培养基中依次加人测试菌株

新鲜增菌液0．1ｍＬ�加样品0．1ｍＬ（需活化时另
加人10％Ｓ-9混合液0．5ｍＬ）�混匀�迅速倾入底
层培养基上�使顶层培养基均匀分布在底层上�
平放固化�37℃培养48ｈ�计数回变菌落数。
1．8　试验设计

试验设计4个试验组。样品组：加1．7．3中
5个不同剂量样品；阳性对照组：不加样品物�分
别加1．7．2中6种标准诱变剂；溶剂对照组：加除
样品和标准诱变剂以外的所有试剂；未处理对照
组：只在培养基上加菌液。每个试验组又分别进
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行加代谢活化系统 （＋Ｓ-9）和不加代谢活化系统
（－Ｓ-9）2组试验。某些阳性致突变物需在加Ｓ-9
条件下�才能使相应的沙门氏菌突变型产生回复
突变�试验中阳性对照物2-乙酰氨基芴和1�8-二
羟基蒽醌需要加Ｓ-9代谢活化系统。
1．9　数据处理

每组试验分别做3个平皿�试验数据 （回变
菌落数 ）均以Ｘ±ＳＤ表示�利用ＳＰＳＳ10．0软件
进行分析处理�采用ｔ检验比较实验组间的差异

性。
2　结果
2．1　对虾保鲜剂急性毒性试验

对虾保鲜剂急性毒性试验时�采用 0．01
ｍＬ／ｇ体重的量经口灌胃染毒给药。每个剂量组
各取雌雄 ＩＣＲ小鼠5只�分开饲养�连续观察7
ｄ�记录动物中毒表现及死亡。试验结果见表1。

表1　对虾保鲜剂对小白鼠急性毒性试验结果
Ｔａｂ．1　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅａｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔｏｆｐｒａｗｎｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇｒｅａｇｅｎｔｔｏｍｉｃｅ

性别 分组剂量 （ｍｇ／ｋｇ） 动物数 （只 ） 死亡动物数 （只 ） 死亡率 （％ ）
雄性 10000 5 0 0
雌性 10000 5 0 0
雄性 4640 5 0 0
雌性 4640 5 0 0
雄性 2150 5 0 0
雌性 2150 5 0 0
雄性 1000 5 0 0
雌性 1000 5 0 0

　　由表1急性毒性试验结果可知�在7ｄ观察
期内�对虾保鲜剂的4种使用剂量对所有试验动
物均无中毒及死亡情况出现。急性毒性试验中�
对虾保鲜剂最大使用剂量为每千克体重10ｇ�因
此�对虾保鲜剂对雌雄小鼠半数致死量 （ＬＤ50值 ）＞
10ｇ�查ＧＢ15193．3－2003中急性毒性剂量分级
表 ［10］�判定对虾保鲜剂毒性分级属实际无毒级。
2．2　对虾保鲜剂致突变作用试验

在加与不加的代谢活化系统 （Ｓ-9）的条件
下�采用平板渗入法进行Ａｍｅｓ试验�研究对虾保
鲜剂致突变作用。第1次试验的回变菌落数结
果见表2。

由表2可知�在加Ｓ-9和不加Ｓ-9条件下�样
品组的5种不同剂量对虾保鲜剂对4个菌株诱发
的回变菌落数相差不大�没有显著差异 （Ｐ＞
0．05）�没有剂量反应关系。 对虾保鲜剂对4个
菌株诱发的回变菌落数与2个阴性对照组 （溶剂
对照组和未处理对照组 ）的回变菌落数也基本相
当�没有显著差异 （Ｐ＞0．05）�不具有统计学上的
可比性�更未超过2个阴性对照组2倍。 样品组
与阳性对照组比较�回变菌落数相差极大�具有
非常显著差异 （Ｐ＜0．01）。
　　因此�按照 ＧＢ15193．4－2003方法判定�
Ａｍｅｓ第1次试验结果为阴性�需要进行第2次

重复试验�实验结果见表3。
通过由表3与表2的比较可知�第2次试验

的回变菌落数与第1次试验的回变菌落数基本
相当�没有发生大的变化。 同样�对虾保鲜剂对4
个菌株诱发的回变菌落数与2个阴性对照组的
回变菌落数之间没有显著差异 （Ｐ＞0．05）�均未
超过2个阴性对照组2倍。
　　因此�Ａｍｅｓ试验结果为阴性�表明对虾保鲜
剂对鼠伤寒沙门氏菌无直接和间接致突变作用。

3　讨论
　　对虾保鲜剂主要成分是固体植酸�学名为肌
醇六磷酸脂�是从植物种籽中提取的一种多功能
的新型食品添加剂 ［11］�是食品添加剂使用卫生标
准中规定的抗氧化剂之一�在食品工业中应用广
泛 ［12］。 植酸小白鼠口服半致死量 ＬＤ50为4192
ｍｇ／ｋｇ�比食盐的4000ｍｇ／ｋｇ更高�毒性极低�
使用安全 ［13］�食品添加剂使用卫生标准规定�植
酸在虾类保鲜中按需适量使用。 保鲜剂配方中
其它主要成分 ＬＤ50分别是

［14］： ＶＣ ＞5000
ｍｇ／ｋｇ、亚硫酸氢钠 ＞2000ｍｇ／ｋｇ、聚丙烯酸钠
＞10000ｍｇ／ｋｇ、柠檬酸 ＞6730ｍｇ／ｋｇ、三聚磷
酸钠＞6500ｍｇ／ｋｇ、山梨酸钾 ＞4920ｍｇ／ｋｇ、
ＥＤＴＡ二钠＞2000ｍｇ／ｋｇ。 因此�以固体植酸为
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主要原料�配伍其它食品添加剂�经处理加工而 成的对虾保鲜剂能达到属于实际无毒级。

表2　对虾保鲜剂Ａｍｅｓ试验第一次回变菌落数结果
Ｔａｂ．2　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｆｉｒｓｔＡｍｅｓｔｅｓｔｏｆｐｒａｗｎｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇｒｅａｇｅｎｔ

试验
组别

剂量
（μｇ）

回变菌落数 （Ｘ±ＳＤ）
ＴＡ97 ＴＡ98 ＴＡ100 ＴＡ102

－Ｓ-9 ＋Ｓ-9 －Ｓ-9 ＋Ｓ-9 －Ｓ-9 ＋Ｓ-9 －Ｓ-9 ＋Ｓ-9

样
品
组

1000 98．3±6．5104．7±3．532．3±1．5 33．0±2．6 137．7±8．6125．6±4．0266．0±23．3251．3±8．1
200 109．7±12．1 92．0±2．631．0±2．0 33．0±7．8 142．0±12．5138．7±12．1267．7±4．9252．0±21．1
40 105．3±13．2105．7±11．032．7±4．2 31．0±1．7 145．3±5．7123．7±5．7269．0±10．5254．0±10．6
8 108．0±20．4107．3±12．731．0±4．6 31．7±2．1 140．0±13．5133．7±6．7262．0±11．5260．3±11．5
0．2 112．3±12．7111．7±17．631．7±3．5 31．0±3．5 142．7±17．5132．7±4．7264．3±15．0258．7±11．0

溶剂对
照组

蒸馏水 100．0±5．0114．3±6．133．7±3．2 30．7±3．1 152．0±10．6138．0±2．0261．3±36．9263．3±5．8
未处理
对照组

－ 107．3±13．8107．7±12．930．0±2．0 30．3±2．1 144．3±9．3136．3±7．5264．0±6．2256．7±12．5

阳
性
对
照
组

9-氨基吖
啶 （50） 1290．0±127．3∗
2�7-二氨
基芴 （20） 815．0±219．2∗
叠氮钠
（1．5） 1890．0±127．3∗
丝裂霉素
Ｃ（0．5） 2390．0±410．1∗
2-乙酰氨
基芴 （10） 1140．0±84．8∗ 2830．0±42．4∗ 1230．0±123．1∗
1�8-二羟基蒽
醌 （50） 1375．0±487．9∗

注：－Ｓ-9为不加代谢活化系统；＋Ｓ-9为加代谢活化系统；与样品组比较∗Ｐ＜0．01；以下同。

表3　对虾保鲜剂Ａｍｅｓ试验第二次回变菌落数结果
Ｔａｂ．3　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｓｅｃｏｎｄＡｍｅｓｔｅｓｔｏｆｐｒａｗｎｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇｒｅａｇｅｎｔ

试验
组别

剂量
（μｇ）

回变菌落数 （Ｘ±ＳＤ）
ＴＡ97 ＴＡ98 ＴＡ100 ＴＡ102

－Ｓ-9 ＋Ｓ-9 －Ｓ-9 ＋Ｓ-9 －Ｓ-9 ＋Ｓ-9 －Ｓ-9 ＋Ｓ-9

样
品
组

1000 122．0±11．3 129．3±18．1 34．7±5．5 32．0±6．9 166．7±8．3 155．3±8．1 249．3±3．1 276．7±37．9
200 110．7±8．3 139．0±10．8 33．3±1．5 31．3±3．1 174．0±12．2 153．3±1．5 271．3±27．1 300．0±26．5
40 119．0±12．0 131．0±9．0 31．3±3．2 32．0±3．0 159．7±15．5 157．3±8．0 263．7±6．7 278．0±13．0
8 116．0±15．1 144．0±6．0 32．0±4．0 31．7±0．6 155．3±13．6 160．7±4．7 259．3±15．3 270．7±16．6
0．2 122．3±5．7 133．0±24．0 30．7±4．2 32．7±4．0 163．0±7．5 156．3±15．3 263．0±14．5 277．7±13．4

溶剂对
照组

蒸馏水 117．5±14．8 133．0±24．0 32．0±5．3 33．7±5．9 163．3±13．3 160．0±4．0 265．3±5．0 257．0±9．8
未处理
对照组

－ 112．3±12．4 141．0±11．5 31．3±1．5 32．0±4．0 153．3±5．9 154．7±9．4 263．7±6．7 273．3±10．3

　　Ａｍｅｓ试验方法由美国Ａｍｅｓ教授首先发明�
是检测具有遗传毒性的化合物对ＤＮＡ碱基损伤

的一种灵敏、快速、简便的方法�可通过某待测物
质对微生物的诱变能力间接判断其致突变作用。
其原理主要为人工诱变鼠伤寒沙门氏菌菌株使

其操纵子基因点突变�形成组氨酸营养缺陷型突
变菌株 ［15］。 该方法适用于对食品添加剂、保鲜

剂、消毒剂和药物残留等物质致突变性的安全性
评价。 课题组开发的对虾保鲜剂主要成分是天
然提取物固体植酸�以及 ＧＢ2760里规定范围内
的食品添加剂�这些添加剂按要求使用�均无致
突变性�因此�对虾保鲜剂在每皿1000μｇ的范
围内�对鼠伤寒沙门氏菌无直接和间接致突变作
用。
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对虾体内存在大量酚氧化酶�易发生酶促褐
变。 植酸能有效抑制酚氧化酶的活性 ［16］�阻止氧
化反应。 保鲜剂配方中的 Ｌ-谷氨酸、ＶＣ也是酚
氧化酶的强力抑制剂 ［17］�配方中还含有防腐、保
水等成分。 因此�对虾保鲜剂使用效果明显�同
时实验结果表明保鲜剂为实际无毒级�无致突变
性�使用安全�为进一步扩大其应用规模提供了
安全性评价的基础资料。
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