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АБСТРАКТ 

 

Изучены мутагенные свойства полифенольного экстракта голубики в 

тесте на индукцию генных мутаций (тест Эймса) на четырех штаммах 

Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537. Ни для одного штамма 

Salmonella typhimurium не обнаружено статистически достоверного 

дозозависимого увеличения числа колоний ревертантов в присутствии 

исследуемого препарата в изученном диапазоне доз от 4,0 до 40,0 мг/мл 

относительно базового уровня спонтанных мутаций. Экстракт голубики в 

исследованном диапазоне доз в отношении штаммов TA98, TA100, TA1535, 

TA1537 Salmonella typhimurium мутагенной активностью не обладает. 

Ключевые слова: полифенолы, экстракт голубики, тест Эймса, 

мутагенные свойства 

___________________________________________________________________ 

 

ВВЕДЕНИЕ 

Голубика обыкновенная (лат. Vaccínium uliginósum).  Современные 

исследования в области пищевой химии и фармакологии показали, что ягоды 

голубики содержат ряд полезных для человеческого организма фитохимических 

веществ, таких как антоцианы и флавонолы [1]. Они оба являются важными 

фенольными соединениями, которые обладают многими физиологически 

активными функциями, такими как антирадикальное действие [2], 

антибактериальное и противогрибковое действие [3] и защита зрения [4]. 

Благодаря разнообразному здоровому использованию, голубика давно получила 

общественное признание и культивируется в массовых коммерческих масштабах 

во всем мире. 

Несмотря на установленные и предполагаемые терапевтические эффекты 

полифенолов из ягод голубики, следует, безусловно, понимать, что некоторые 
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полифенолы могут иметь мутагенные / генотоксические / эффекты, мешать 

биосинтезу гормонов щитовидной железы, оказывать гепатотоксические эффекты 

и провоцировать некоторые другие нежелательные эффекты [5-9]. Это 

обстоятельство, а именно существование вероятности проявления нежелательных 

эффектов при использовании полифенольных препаратов или БАД из голубики, 

как и из других источников полифенолов, заставляет уделять внимание 

токсикологическим исследованиям, включая оценку принципиально важного 

параметра мутагенности.    

Целью настоящего исследования явилось изучение мутагенных свойств 

полифенольного экстракта голубики в тесте на индукцию генных мутаций (тест 

Эймса) на четырех штаммах Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA1535, 

TA1537. 

 

Материалы и методы исследования 

Объект исследования - полифенольный экстракт ягод голубики. Ягоды 

голубики были собраны в летне-осенний период  2020 г в Сургутском районе 

Ханты-Мансийского автономного округа Тюменской области Российской 

Федерации. Начальная стадия обработки включала гомогенизацию ягод - 1 кг в    

1 л воды при температуре 25°С -и фильтрацию через сита. Субстанцию 

экстрагировали с использованием этанола (0,4 л) при температуре 25°C. 

Этаноловый экстракт пропускали через фильтровальную бумагу и 

концентрировали при 35°С с использованием роторного испарителя, 

суспендировали в воде (30 мл), а затем суспендировали с н-гексаном (3×30 мл), 

чтобы удалить каротиноиды, жиры и воски, в последующем дополнительно 

разводили в 90 мл спирта для селективного извлечения флавонолов, антоцианов и 

проантоцианидинов. Водно-спиртовый  экстракт концентрировали выпариванием 

в вакууме в роторном испарителе в течение 60 мин. с целью устранения спирта. 

Концентрацию полифенолов в образцах исследовали, используя коммерческий 

набор для определения концентрации полифенолов «Polyphenols folin-ciocalteu 

(ENOLOGY line by BioSytems, Spain)», в соответствии с инструкцией 

производителя реагента, по методу Singleton [10]. Уровень концентрации 

основных полифенольных компонентов в экстракте ягод голубики  составил (): 

общее содержание полифенолов - 25,5 ± 0,9 mgGAE/ml (эквивалент галловой 

кислоты); флавоноидов - 10,2 ± 0,2 μmol CE / ml (эквивалент кверцетина); 

антоцианов -19,7 ± 0,8 mg C3G /ml (эквивалент цианидин 3-О-глюкозида).  

Оценка мутагенных свойств экстракта голубики осуществлена в тесте Эймса 

на Salmonella typhimurium в микропланшетном формате (набор Ames MPF™ Penta 

I, Xenometrix, Switzerland) [11-15]. Штаммы бактерий, входящие в набор, 

соответствуют требованиям руководства по оценке химических соединений 

OECD 471. 

Для оценки мутагенности в тесте Эймса использовали штаммы бактерий 

Salmonella typhimurium, в гистидиновый оперон которых внесены точковые 

мутации, ведущие к нарушению синтеза гистидина, и неспособности бактерий к 

росту на среде, не содержащей гистидин. Индукция в результате мутагенного 

воздействия обратных мутаций по типу замены пар оснований или сдвига рамки 
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считывания в гене His этих тестерных штаммов приводит к реверсии 

прототрофности бактерий по этим аминокислотам и способности к росту на 

безгистидиновой среде. Тестерные штаммы подвергали воздействию различных 

концентраций исследуемых образцов и выращивали на среде, не содержащей 

гистидин. Мутагенный потенциал оценивали по индукции ревертантов от 

ауксотрофности по гистидину к прототрофности, способных к выживанию и 

росту на безгистидиновой среде. Штаммы Salmonella typhimurium ТА100, ТА1535 

позволяют регистрировать индукцию мутаций по типу замены пар оснований, 

штаммы Salmonella typhimurium ТА98 и ТА1537 – мутаций по типу сдвига рамки 

считывания [9-12]. 

Около 10
7
 бактерий Salmonella typhimurium подвергали воздействию 

тестируемого образца в 6-ти концентрациях (а также воздействию позитивного и 

негативного контролей) в течение 90 минут (время, достаточное для прохождения 

двух клеточных делений) в среде, содержащей гистидин. Через 90 минут 

экспонированные культуры разводили в рН-индикаторной среде, не содержащей 

гистидин, и разливали по 48 лункам 384-луночной микротитровальной планшеты. 

В течение двух дней бактерии, претерпевшие реверсию к прототрофности по этим 

аминокислотам, формировали колонии. Продукты метаболизма бактерий снижали 

значение pH индикаторной среды, что приводило к изменению ее цвета в лунках. 

Для каждой концентрации тестируемого образца проводился подсчет количества 

лунок с ревертантными колониями, полученные показатели сравнивались с 

показателем для негативного (растворитель) контроля. Для статистической 

обработки данных каждая концентрация исследовалась в трех повторностях. 

Диапазон исследованных доз экстракта голубики составил от 4,0 мг/мл до 40 

мг/мл (4, 8, 10, 20, 30 и 40 мг/мл). 

Расчеты производили с помощью таблицы калькуляций Excel 

(Ames_Calculation_Sheet_Ver2_03.xls). Рассчитывали следующие параметры: 

«среднее число позитивных лунок на концентрацию», которое составляет среднее 

значение числа позитивных лунок от трех повторностей на одну тестируемую 

концентрацию; “стандартное отклонение показателя числа позитивных лунок на 

концентрацию”, которое представляет стандартное отклонение среднего значения 

числа позитивных лунок на тестируемую концентрацию; «кратность превышения 

относительно нулевой линии», которое определяется как отношение среднего 

значения числа позитивных лунок на тестируемую концентрацию к нулевой 

линии негативного (растворитель) контроля. Нулевая линия вычисляется 

сложением среднего значения числа позитивных лунок для негативного контроля 

и значения стандартного отклонения. Как правило, кратность превышения числа 

ревертантов относительно нулевой линии менее чем 2.0 не рассматривается как 

позитивный эффект, поскольку различия не считаются достоверными. Образец, 

для которого выявлена концентрационная зависимость эффекта или кратность 

превышения относительно нулевой линии составила более чем 2.0, 

классифицируется как мутаген. t-test Стьюдента (односторонний, непарный) 

использован для определения достоверности различий при уровне значимости 

р=0,05. 

Увеличение количества ревертантных колоний под действием тестируемого 

образца по сравнению с негативным контролем свидетельствует о том, что 
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образец проявляет мутагенную активность в тесте Ames MPF™ Penta I. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Диапазон исследованных доз экстракта голубики составил от 4,0 до 40,0 

мг/мл (4; 8; 10; 20; 30 и 40 мг/мл). 

Результаты исследования мутагенных свойств экстракта голубики в тесте 

Эймса в отношении Salmonella typhimurium ТА98 представлены в таблице 1.  

 

Таблица 1. Результаты исследования мутагенных свойств экстракта голубики 

в тесте Эймса в отношении Salmonella typhimurium ТА98 

Table 1. Results of the study of the blueberry extract mutagenic properties in the 

Ames test in relation to Salmonella typhimurium ТА98 

Концен

тра ция 

экстракта 

голубики, 

мг/мл 

Concen

tration of 

blueberry 

extract, 

mg/ml 

Чи

сло 

повтор 

но

стей, n 

Nu

mber of 

iteratio

ns, n 

Сре

днее 

количес

тво 

позитив

ных 

лунок, m 

Aver

age 

number 

of 

positive 

wells, m 

Станда

ртное 

отклонение 

показателя 

числа 

позитивны

х лунок, 

SD 

Standar

d deviation 

of the 

number of 

positive 

wells, SD 

Ну

левая 

линия 

Ba

seline 

Кратн

ость 

превышен

ия 

(нулевой 

линии) 

Exces

s 

multiplicit

y (of 

baseline) 

t-test, 

p-

значение 

(непарны

й, 

одностор

онний) 

t-test, 

p-value 

(unpaired, 

one-sided) 

0 9 
4,89 1,27 6,1

6 

  

4 3 
5,00 1,73  0,81 0,452

9 

8 3 
4,67 1,53  0,76 0,403

2 

10 3 
4,67 1,15  0,76 0,397

3 

20 3 
4,67 1,53  0,76 0,403

2 

30 3 
4,67 1,53  0,76 0,403

2 
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40 3 
5,33 1,15  0,87 0,302

3 

Позити

вный 

контроль 

(N
4
-

аминоцити

дин) 

Positive 

control (N
4
-

amino 

cytidine) 

3 

47,3

3 

1,15    

 

 Из представленных результатов видно, что экстракт голубики в 

исследуемом диапазоне доз не способствует увеличению числа колоний 

ревертантов относительно базового уровня спонтанных мутаций. Среднее 

количество позитивных лунок не отличается от аналогичного значения в 

негативном контроле. Кратность превышения относительно нулевой линии в 

исследуемом диапазоне доз экстракта голубики составляет менее чем 2.0, поэтому 

различия не считаются достоверными (уровень значимости p>0,05). 

Результаты исследования мутагенных свойств экстракта голубики в тесте 

Эймса в отношении Salmonella typhimurium ТА100 представлены в таблице 2.  

 

Таблица 2. Результаты исследования мутагенных свойств экстракта голубики 

в тесте Эймса в отношении Salmonella typhimurium ТА100 

Table 2. Results of the study of the blueberry extract mutagenic properties in the 

Ames test in relation to Salmonella typhimurium ТА100 

Конц

ентра ция 

экстракта 

голубики, 

мг/мл 

Conce

ntration of 

blueberry 

extract, 

mg/ml 

Чи

сло 

повтор 

но

стей, n 

Nu

mber of 

iteratio

ns, n 

 

Сред

нее 

количеств

о 

позитивн

ых лунок, 

m 

Avera

ge number 

of positive 

wells, m 

Станда

ртное 

отклонение 

показателя 

числа 

позитивны

х лунок, 

SD 

Standar

d deviation 

of the 

number of 

positive 

wells, SD 

Ну

левая 

линия 

Ba

seline 

Кратн

ость 

превышен

ия 

(нулевой 

линии) 

Exces

s 

multiplicit

y (of 

baseline) 

t-test, 

p-

значение 

(непарны

й, 

одностор

онний) 

t-test, 

p-value 

(unpaired, 

one-sided) 
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0 9 
4,22 1,39 5,6

2 

  

4 3 
4,00 1,73  0,71 0,412

5 

8 3 
4,33 0,58  0,77 0,449

2 

10 3 
4,67 1,53  0,83 0,324

6 

20 3 
4,67 0,58  0,83 0,306

0 

30 3 
4,67 2,08  0,83 0,338

7 

40 3 
4,33 2,08  0,77 0,458

4 

Позит

ивный 

контроль 

(N-оксид 

4-

нитрохин

олин) 

Positi

ve control 

(N
4
-amino 

cytidine) 

3 

 

 

47,33 

 

 

1,15 

   

 

 Из представленных результатов видно, что экстракт голубики в 

исследуемом диапазоне доз не способствует увеличению числа колоний 

ревертантов относительно базового уровня спонтанных мутаций. Среднее 

количество позитивных лунок не отличается от аналогичного значения в 

негативном контроле. Кратность превышения относительно нулевой линии в 

исследуемом диапазоне доз экстракта голубики составляет менее чем 2.0, поэтому 

различия не считаются достоверными (уровень значимости p>0,05). 

Результаты исследования мутагенных свойств экстракта голубики в тесте 

Эймса в отношении Salmonella typhimurium ТА1535 представлены в таблице 3.   

 

Таблица 3. Результаты исследования мутагенных свойств экстракта голубики 

в тесте Эймса в отношении Salmonella typhimurium ТА1535 

Table 3. Results of the study of the blueberry extract mutagenic properties in the 

Ames test in relation to Salmonella typhimurium ТА1535 
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Конц

ентра ция 

экстракта 

голубики, 

мг/мл 

Conce

ntration of 

blueberry 

extract, 

mg/ml 

Чи

сло 

повтор

ностей, 

n 

Nu

mber of 

iteratio

ns, n 

Сред

нее 

количеств

о 

позитивн

ых лунок, 

m 

Avera

ge number 

of positive 

wells, m 

Станда

ртное 

отклонение 

показателя 

числа 

позитивны

х лунок, 

SD 

Standar

d deviation 

of the 

number of 

positive 

wells, SD 

Ну

левая 

линия 

Ba

seline 

Кратн

ость 

превышен

ия 

(нулевой 

линии) 

Exces

s 

multiplicit

y (of 

baseline) 

t-test, 

p-

значение 

(непарны

й, 

одностор

онний) 

t-test, 

p-value 

(unpaired, 

one-sided) 

0 9 1,33 0,87 2,2

0 

  

4 3 1,33 1,53  0,61 0,500

0 

8 3 1,67 0,58  0,76 0,277

0 

10 3 1,00 1,00  0,45 0,294

2 

20 3 1,33 0,58  0,61 0,500

0 

30 3 1,00 1,00  0,45 0,294

2 

40 3 1,33 1,53  0,61 0,500

0 

Позит

ивный 

контроль 

(2-

нитрофлю

орен) 

Positi

ve control 

(2-

nitrofluore

ne) 

 

 

 

 

3 

 

 

 

 

47,67 

 

 

 

 

0,58 
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 Из представленных результатов видно, что экстракт голубики в 

исследуемом диапазоне доз не способствует увеличению числа колоний 

ревертантов относительно базового уровня спонтанных мутаций. Среднее 

количество позитивных лунок не отличается от аналогичного значения в 

негативном контроле. Кратность превышения относительно нулевой линии в 

исследуемом диапазоне доз экстракта голубики составляет менее чем 2.0, поэтому 

различия не считаются достоверными (уровень значимости p>0,05). 

Результаты исследования мутагенных свойств экстракта голубики в тесте 

Эймса в отношении Salmonella typhimurium ТА1537 представлены в таблице 4.  

 

 Таблица 4. Результаты исследования мутагенных свойств экстракта 

голубики в тесте Эймса в отношении Salmonella typhimurium ТА1537 

Table 4.  Results of the study of the blueberry extract mutagenic properties in the 

Ames test in relation to Salmonella typhimurium ТА1537 

Конц

ентра ция 

экстракта 

голубики, 

мг/мл 

Conce

ntration of 

blueberry 

extract, 

mg/ml 

Чи

сло 

повтор

ностей, 

n 

Nu

mber of 

iteratio

ns, n 

Сред

нее 

количеств

о 

позитивн

ых лунок, 

m 

Avera

ge number 

of positive 

wells, m 

Станда

ртное 

отклонение 
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one-sided) 

0 9 
2,78 0,67 3,4

4 

  

4 3 
2,67 0,58  0,77 0,401

4 

8 3 
2,67 1,15  0,77 0,418

5 

10 3 
3,33 0,58  0,97 0,114

3 

20 3 
2,33 0,58  0,68 0,164

5 

30 3 
3,00 0,00  0,87 0,294

2 
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40 3 
2,67 1,15  0,77 0,418
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идин) 
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ve control 
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aminoacri
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3 

 

 

 

 

48,00 

 

 

 

 

0,00 

   

 

 Из представленных результатов видно, что экстракт голубики в 

исследуемом диапазоне доз не способствует увеличению числа колоний 

ревертантов относительно базового уровня спонтанных мутаций. Среднее 

количество позитивных лунок во всех исследованных концентрациях экстракта 

голубики не отличается от аналогичного значения в негативном контроле. 

Кратность превышения относительно нулевой линии в исследуемом диапазоне 

доз экстракта голубики составляет менее чем 2.0, поэтому различия не считаются 

достоверными (уровень значимости p>0,05). 

 

ВЫВОДЫ 

Изучены мутагенные свойства экстракта голубики в тесте Эймса в отношении 

штаммов Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537. Ни для одного 

штамма Salmonella typhimurium не обнаружено статистически достоверного 

дозозависимого увеличения числа колоний ревертантов в присутствии 

исследуемого препарата в изученном диапазоне доз от 4,0 до 40,0 мг/мл 

относительно базового уровня спонтанных мутаций. Таким образом, на 

основании отрицательного ответа, полученного в тесте Эймса, можно сделать 

вывод, что экстракт голубики в исследованном диапазоне доз от 4,0 до 40,0 мг/мл 

(4; 8; 10; 20; 30 и 40 мг/мл) в отношении штаммов TA98, TA100, TA1535, TA1537 

Salmonella typhimurium мутагенной активностью не обладает. Следует указать, 

что тест Эймса выявляет и измеряет мутации, возникающие в бактериальном 

геноме при воздействии тестируемого вещества, но кроме того, повреждение ДНК 

в этом тесте можно рассматривать как суррогатную конечную точку 

канцерогенности [16-17], поскольку последняя возникает у млекопитающих в 

результате накопления серии мутаций.  

С помощью теста Эймса мы показали, что комплекс полифенолов в экстракте 

ягод голубики не является мутагенным и потенциально канцерогенным. Наши 

результаты подтверждают безопасность экстракта голубики и доказывают, что 
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полифенолы голубики при использовании их в виде БАДа,  не обладают 

генотоксическим потенциалом.  
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ТҮЙІН 

Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537 төрт 

штаммдарында гендік мутацияларды индукциялауға қатысты тестінде 

(Эймс тесті) көкжидектің полифенолды сығындысының мутагендік 

қасиеттері зерттелінді. Бірде бір Salmonella typhimurium штаммы үшін 

тосыннан болатын мутациялардың негізгі деңгейімен салыстырғанда, 4,0 тен 

40,0 мг/мл - ге дейінгі зерттелген дозалар диапазонында зерттелген препарат 

болған кезде ревертанттар колонийлар қатарының статистика жағынан 

нақты дозаға тәуелділігінің артуы байқалмады. Көкжидек сығындысының 

Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537 штаммдарына қатысты 

зерттелген дозалар диапазонында мутагендік белсенділігі байқалмады. 

Негізгі сөздер: полифенолдар, көкжидек сығындысы, Эймс тесті, 

мутагендік қасиеттер. 
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ABSTRACT 

 

In this research, mutagenic properties of blueberry polyphenol extract were 

studied in gene mutation induction test (Ames test) on four strains of Salmonella 

typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537. None of the strains of Salmonella 
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typhimurium showed statistically reliable dose-dependent increase in number of 

revertant colonies in the presence of investigated drug in the studied dose range 

from 4,0 to 40,0 mg/ml relative to baseline of spontaneous mutations. The 

blueberry extract does not have any mutagenic activity in the researched dose 

range in relation to TA98, TA100, TA1535, TA1537 strains of Salmonella 

typhimurium. 

Key words: polyphenols, blueberry extract, Ames test, mutagenic properties 

  


