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初始密度对微小亚历山大藻生长及产麻痹性贝类毒素的影响
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!4章超桦!4李4翥!4杨亚东
#广东海洋大学食品科技学院"广东省水产品加工与安全重点实验室"

广东省普通高等学校水产品深加工重点实验室"国家贝类加工技术研发分中心#湛江$"广东 湛江4729388$

摘要! 为研究微小亚历山大藻生长和产麻痹性贝类毒素"6*6#的规律!采用不同初始密度对

微小亚历山大藻进行培养!综合采用显微镜计数$小鼠生物检测"H8&#$高效液相色谱%柱后

衍生"+6'-7('4#等方法分析微小亚历山大藻在不同接种密度条件下的生长和产毒特性& 结

果表明!随着初始密度增加微小亚历山大藻通过静止期的时间缩短!到达最大生长密度的时间

提前!但是生长的最大细胞密度和平均比生长率却呈下降趋势!增值模型反应的情况与观测结

果相一致!随着初始密度的增加!依赖于初始种群密度的参数" $#减少!环境容量"S#减少!种

群瞬时增殖速度"%#下降& 9 种不同初始密度"3137 <13

9

$3113 <13

9

$3117 <13

9

$31/3 <13

9

A?00;59'#条件下!微小亚历山大藻细胞的毒性呈现先增大后减小趋势!在初始密度为 311 <

13

9

A?00;59'条件下!同一生长期内细胞毒性比其他 / 个密度条件下高& +6'-检测微小亚历

山大藻含有的毒素为 BDX179!含量分别为 2119$2138$91;0$7139 T9/05A?00& 综合考虑微小亚

历山大藻在生长过程中的细胞最大密度$达到最大密度所用时间以及细胞毒性大小等因数!采

用"3113 =3117# <13

9

A?00;59'接种密度培养微小亚历山大藻!能够达到较好的产毒效果&

关键词! 微小亚历山大藻' 初始密度' 生长特性' 麻痹性贝类毒素

中图分类号! I;98' *;10444444444 文献标志码(&

44麻痹性贝类毒素# K2F20NG:A;=?00T:;= K/:;/3:3M

G/S:3;"6*6G/S:3;$是一种神经性毒素"通常与神

经细胞膜结合"影响和阻止%2

?

向细胞内流动"从

而无法形成正常的动作电位"进而抑制神经传导"

导致神经性麻痹中毒( 目前已发现至少有 29 种

6*6毒素
&1'

"包括氨基甲酸酯类毒素#*DX)%,")

BDX179$" 去氨甲酰基 毒 素 # @/*DX) @A%,")

@ABDX179$"%7磺酰氨甲酰基类毒素#81)82)-17

9$"以及近几年新发现了一类含有羟基苯甲酯基

类毒 素 # B-71) B-72) B-7/ $( 有 资 料 报 道"

1;0201;82 年日本中毒者达 1 1;2 人"1;81 年西

班牙有 7 333 人中毒"1;8/ 年菲律宾 /33 人中毒"

并有 21 人死亡( 截至目前"全球沿海地区都有麻

痹性贝类中毒致死事件的报道
&2'

( 我国的四大

海域#渤海)黄海)东海)南海$都有 6*6毒素存

在
&/'

"据不完全统计"自 23 世纪 63 年代以来"国

内沿海地区报道的中毒事件超过 163 起"中毒者

1 333 多人"死亡近 63 人"最近一起 6*6中毒事件

是 2338 年 0 月江苏省连云港市发生一起食用受

6*6毒素污染的菲律宾蛤仔中毒事件"共 6 人发

生食物中毒"其中 1 人死亡
&9'

(

6*6毒素主要产自海洋中的单细胞甲藻"是

目前已知海洋赤潮藻毒素中引发毒害事件最频

繁)对人类影响最严重的一种毒素
&7'

( 微小亚历

山大藻 #;2/O$,"%'(8 8',()(8$是产 6*6毒素的

主要甲藻之一"其生长和产毒随生长环境)营养盐

密度的不同而不同
&6 50'

"国内外学者主要研究温

度)盐度)光照)%源)6源等对微小亚历山大藻生

长和产毒的影响
&8 511'

"而起始密度对其影响很少

见报道( 起始密度也是影响微藻迅速繁殖的关键
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因素之一
&12'

"微藻在繁殖过程中遵循着阿利氏规

律#&00??,;02U$"即每个物种都有适合自己生长

和繁殖的最佳种群密度"种群密度过高或过低对

种群的发展都是不利的( 因此研究初始密度对微

小亚历山大藻生长和产毒的影响"找到适合微小

亚历山大藻生长的最佳接种密度"获得大量藻细

胞"对 6*6毒素的提取和贝类毒素蓄积及脱除等

方面研究有着重要意义(

14材料与方法

&'&(藻种来源及试剂

藻种来源44本实验所培养的微小亚历山大

藻#&HDW 株系$来自于暨南大学生命科学院"

并于广东海洋大学水产学院实验室接种培养(

试剂 4 4 12 种标准毒素"分别是 -152)

BDX1 =7)@ABDX25/)%,"*DX)@A*DX和 *DX"

购自加拿大海洋生物研究所海洋分析化学标准

组%离子对试剂!庚烷磺酸钠"购自日本东京化成

工业株式会社 #D-)7&A?$%四丁基磷酸铵!购自

*)BH& 公 司% 高 碘 酸% 购 自 &'(& &?;2F&

!/=3;/3 H2GG=?N 公司%乙腈!美国 D,4)&公司生

产%其它试剂如磷酸)盐酸等"均为分析纯"购自广

州 化 学 试 剂 有 限 公 司% +6'- 分 析 用 水 是

H:00:K/F?超纯水系统生产的超纯水%酸化剂!317

9/05'的乙酸溶液%氧化剂!73 99/05'磷酸二氢

钾的缓冲溶液含有 13 99/05'+)"

9

"K+;(

&'!(培养条件

海水用 6 层纱绢过滤后"分别经过 9 层滤纸)

3197 和 3122

#

9孔径的醋酸纤维膜过滤"置于三

角瓶中灭菌"冷却后"按照 T52 培养基配方
&1/'

"在

无菌操作台上"以初始密度为 3137 <13

9

)3113 <

13

9

)3117 <13

9

)31/3 <13

9

A?00;59'接种对数生

长期的微小亚历山大藻于 1 '三角瓶#所用试剂

和玻璃器皿皆经过 121 L"高压灭菌27 9:3$"藻

液体积约为 833 9'"每个浓度组做 / 个平行"放

置于光照培养箱( 培养条件!温度为#27 B1$L"

光照强度为 9 333 =7 333 0S"光暗比为 12 'C12

4"每天上午)下午)晚上各摇匀一次(

&'*(实验方法

微小亚历山大藻比生长率的计算44海洋浮

游植物的比生长率#

$

$与其生长过程密切相关"

表示单位时间单位体积内的产物量( 可以用以下

公式计算
&19'

!

$

P

F.?

)

SF.?

3

)

1

S)

3

#1$

式中"P

)

为 )

1

时的细胞密度"P

3

为 )

3

时的细胞

密度(

微小亚历山大藻增殖模型44当浮游生物接

种到培养液后"种群增长在开始时缓慢"然后进入

指数生长期迅速繁殖"接着增长率会下降"并逐渐

达到一个平稳的阶段"繁殖率与死亡率几乎相等"

随着环境条件的恶化"种群数量在平稳期后会迅

速下降
&17'

( 6?>F0和 $??@ 在 1;23 年提出逻辑斯

蒂方程来描述这一增长模式!

?

)

P

!

1 Q"

# %S()$

#2$

式中"P

)

为 )时刻的种群密度"S为环境容量"$

为依赖于初始种群密度的参数"%为瞬时增长率(

在 !H6中"进行参数估计"置信水平为 ;7E(

绘制生长曲线44每天上午 ; =13 时摇匀藻

液并取样 1 9'"加入 1 滴 '>M0/;试剂使其固定"

用容积为 311 99

/

的浮游生物计数框在显微镜

下计数"每个样重复计数 / 次"取平均值"绘制藻

细胞生长曲线(

6*6毒素提取44摇匀藻液"取样 73 9'置

于 6 333 F59:3 条件下离心 13 9:3"小心吸掉离心

管中的上清液"加入 7 9'311 9/05'的乙酸溶液

重新悬浮"在冰水浴中超声波破碎 #功率为 133

W"每工作 / ;"停 / ;$"直到在显微镜下观测到至

少有 ;7E的藻细胞被破碎为止"再次以 13 333 F5

9:3 离心 13 9:3"取上清液用 3197

#

9滤膜过滤"

滤液置于 523 L冰箱中保存直至毒素含量分析(

6*6毒素的小白鼠生物检测法 #H8&$44

参照 &"&-制定的标准方法操作"实验的小白鼠

为雄性昆明系小白鼠"体质量为 #23 B1$ M"取以

上样品 1 9'"对小鼠进行腹腔注射"每个样做 /

次平行"毒性鼠单位的计算以 23 M 的小白鼠在腹

腔注射后 17 9:3 内死亡的致死量规定为一个鼠

单位#H#$(

6*6毒素的高效液相色谱#+6'-$法检测4

采用 ";=:92等
&16'

分析方法并加以改进"分析过

程采用 / 次等梯度洗脱( 第一次分析 BDX1 =7

和 @ABDX25/ 类毒素"洗脱液为 13 99/05'磷酸

铵缓冲液含有 /13 99/05'庚烷磺酸钠作为离子

对试剂"K+为 011%第二次分析 *DX类毒素"洗脱

液为 /3 99/05'磷酸铵缓冲液含有 213 99/05'7

;0
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庚基磺酸钠"K+为 011"并按 ;/17C617 的比例加

入乙腈%第三次分析 -类毒素#-152$"洗脱液为

112 99/05'的四丁基磷酸铵溶液"用氨水调整

K+至 617( 柱后衍生氧化剂为含有 13 99/05'

高碘酸和 73 99/05'磷酸氢二钾的缓冲液" K+

为 ;13"酸化剂为 317 9/05'的乙酸溶液( 洗脱

液流速为 318 9'59:3"氧化剂和酸化剂的流速均

为 319 9'59:3"色谱柱柱温 // L"BDX类毒素

和 *DX类毒素的柱后衍生温度为 07 L"-类毒

素的柱后衍生温度为 67 L( 样品中 6*6毒素的

+6'-定量测定!每个水平的 / 个平行实验样品

连续测定"每个毒素组分的峰面积取平均值"然后

与相邻的两个标准样品对照进行定量计算"以减

小毒素组分峰面积变化所造成的误差(

24结果与讨论

!'&(初始密度对微小亚历山大藻生长的影响

由图 1 可知不同接种密度条件下随着时间的

延长微小亚历山大藻细胞密度逐渐增加"当到达

最大密度后细胞停止生长"藻密度开始下降( 方

差分析表明"增加微小亚历山大藻初始浓度可以

显著缩短静止期时间#=A3131$和达到最大浓度

的时间#=A3137$"并且极显著降低细胞生长的

最大浓度#=A3131$( 这与其他藻类"如亚心形

扁藻#=2$)*8-,$&&(?!-%"'@-%8'&$

&10'

)三角褐指藻

#=H$/-"$!)*2(8)%'!-%,()(8$

&18'

)赤潮微藻
&1;'

的

研究结果一致( 王正方等
&23'

认为这是由于藻生

长增殖过程中耗用环境中营养物质的情况决定

的"在营养物质的量相等的情况下"藻液起始密度

高"对营养物消耗多"因而耗尽的速度就高于起始

密度低的"于是峰值提前出现( W23M 等
&21'

通过

响应曲面法分析各种环境和营养盐对小球藻生物

量的影响发现"初始密度与 -源)%源)光照强度

一样都是影响小球藻生长的重要因素(

实验所用微小亚历山大藻在初始密度为

3137 <13

9

A?00;59'条件下生长达到稳定期时的

最大密度为 712 <13

9

A?00;59'"与微小亚历山大

藻#&9GV7; $ 最大生长密度为 71// <13

9

A?00;5

9'

&22'

相似"而 +U23M 等
&2/'

对微小亚历山大藻

#D1$生长的温度)营养盐)K+)光照)盐度条件优

化后生长的最大细胞密度仅为 117 <13

9

A?00;5

9'"62FV?F等
&29'

采用充 -"

2

气体方式培养的微

小亚历山大藻生长的最大密度可达到 717 <13

7

A?00;59'"比本次培养的藻密度高出 1 个数量级(

图 &(不同起始密度条件下微小亚历山大藻的生长曲线

?0@'&(+92@/7K89"4/E2367/#&,)*.=., ,8

50662/2C80C080,B"2BB52C308023

!'!(初始密度对微小亚历山大藻比生长率的

影响

在初始密度较高 # 3117 <13

9

) 31/3 <13

9

A?00;59'$条件下"接种后立即达到最大比生长

率"分别为每天#1111 B3130$)#3106 B313;$"随

后开始逐渐降低%而初始密度相对较低 #3137 <

13

9

)3113 <13

9

A?00;59'$条件下"比生长率呈现

出在细胞生长静止期到指数生长前期时升高"而

在指数生长中期到稳定期之间呈逐渐下降趋势"

最大比生长率 分别为每 天 # 1111 B3121 $)

#3181 B313/$( 图 2 表示不同初始密度条件下

微小亚历山大藻在生长过程中的比生长率"9 种

不同初始密度条件下培养的微小亚历山大藻比生

长率分别在培养的第 26)29)22)22 天后为负值"

表明细胞生长进入死亡期( 在一个生长周期内初

始密度为 3137 <13

9

) 311 <13

9

) 3117 <13

9

)

31/3 <13

9

A?00;59'的平均比生长率分别为每天

#31//; B31331 $) # 312;3 B31331 $) # 312/8 B

31332$)#31180 B3133/$"即初始密度越大"平均

比生长率越小"经方差分析#=A3131"

"

>3131$"

表明不同初始密度对微小亚历山大藻的比生长率

有着极显著影响( 尽管本次培养的微小亚历山大

藻的最大生长密度没有 62FV?F等
&29'

的研究中的

高"但是在低初始密度#3137 <13

9

A?00;59'$条件

下培养的微小亚历山大藻最大比生长率可达每天

111"而 62FV?F等
&29'

的研究中培养的微小亚历山

大藻最大比生长率
$

A319"-=23M 等
&27'

在最佳光

照和营养盐条件下培养的微小亚历山大藻最大比

生长率为每天 317"其他经济藻类如杜氏盐藻

#.(,$2'/22$ )/%)'-2/!)$ $) 海 链 藻 # AH$2$&&'-&'%$

38
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K;?>@/3232$)角毛藻 ##H$/)-!/%-&!$2!')%$,&$分

别为每天 119)118)213

&26'

"与经济藻类相比微小

亚历山大藻的比生长率较低"但也有例外"如

BFZ?ONV 等
&20'

培养的微小亚历山大藻最大比生长

率在细胞分裂前期达每天 #1121 B311/$在对数

生长期的平均生长率最大可达到每天 #3182 B

313/$以上"本实验的微小亚历山大藻在 9 组不同

初始密度条件下"在指数生长前期最大比生长率

可达每天 111#3137 <13

9

A?00;59'$"最小为每天

3107#31/ <13

9

A?0059'$"可能是由于不同的藻属

对不同环境的适应
&28'

(

图 !(不同初始密度条件下微小亚历山大藻比生长率

?0@'!(SD2"060"@/7K89/,8267/#&,)*.=., ,850662/2C80C080,B"2BB52C308023

!'*(微小亚历山大藻增殖模型

9 种不同初始密度微小亚历山大藻增殖方程

分别为

?

)1

P

73 981A18 X2 8;9A;3

1 Q"

& #/A/2X3A89$ S#3A/3X3A3/$)'

4#M

2

P3A;8/$

?

)2

P

9/ 000A/0 X1 769A20

1 Q"

& #/A39X3A60$ S#3A20X3A3/$)'

4#M

2

P3A;87$

?

)/

P

93 20/A02 X1 ;6/A60

1 Q"

& #2A/0X3A07$ S#3A29X3A39$)'

4#M

2

P3A;6;$

?

)9

P

/8 9/0A91 X1 092A/7

1 Q"

& #1A88X3A70$ S#3A21X3A3/$)'

4#M

2

P3A;09$

44初始密度分别为 3137 <13

9

) 3113 <13

9

)

3117 <13

9

)31/3 <13

9

A?00;59'条件下生长的微

小亚历山大藻依赖于初始种群密度的参数 # $$)

环境容量#S$)瞬时增长速度#%$的变化经方差分

析表明"增加初始密度可以极显著降低环境容量

#=A3131$和依赖于初始种群密度的参数 #=A

3131$"显著减小种群瞬时增殖速率#=A3137$ "

增殖模型反应的情况与观测结果一致( 在董云

伟等
&2;'

的研究表明"随着初始密度的增加"塔玛

亚历山大藻 #;2/O$,"%'(8 )$8$%/,&/$环境容量

# S$ 减 少" 而 赤 潮 异 弯 藻 # 9/)/%-&'L8$

$I$&H'K-$环境容量没有显著变化%塔玛亚历山

大藻种群瞬时增长率#%$没有显著变化"赤潮异

弯藻群瞬时增长率 #%$增加( 李峰等
&10'

培养的

亚心形扁藻增殖模型反应出"随着接种密度增

加"依赖于初始种群密度的参数 # $$减少"瞬时

增长率#%$下降"而环境容量 #S$却增加( 本次

实验结果表明随着初始密度的增加"微小亚历

山大藻生长所依赖于初始种群密度的参数 # $$

减少"环境容量 #S$减少"而种群瞬时增殖率

#%$下降( 虽然"不同藻种的生长都符合逻辑斯

蒂增长模型"但是所反应出的结果因藻种的不

同而存在差异(

18
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!';(NO%法测定不同初始密度微小亚历山大藻

细胞毒性的变化

通过 H8&法检测不同初始密度条件下微小

亚历山大藻在不同生长期内细胞毒性的变化#图

/$( 由图 / 可知!接种后细胞毒性逐渐增加"在指

数生长前期达到最大值"随后迅速下降( 9 种不

同接种密度条件下生长的微小亚历山大藻分别在

生长的第 13)8)13)13 天达到最大毒性"最大毒性

分别为#0180 B3190$)#111;2 B112/$)#81/3 B

3173$)#8187 B3128$ <13

56

H#5A?00( 有毒微藻

接种后藻中毒素含量在指数生长前期达到最大

值"随后迅速下降直到细胞生长稳定期
&/3 5/2'

"细

胞中毒素含量变化趋势与细胞生长趋势相

反
&// 5/9'

( 本实验采用 H8&方法检测生长过程

中细 胞 毒 性 的 变 化 同 样 符 合 这 一 规 律"

&3@?F;/3

&/7'

认为细胞毒素含量反应了每个细胞

的毒素的合成与泄露#分解代谢)泄露)细胞分裂

导致的$之间的平衡关系"毒素的含量不仅与细

胞所在的生长阶段有关"而且与细胞内 %的组成

有关( 同时"不同生长间段的营养盐的不均

衡
&/6 5/0'

以及一次培养过程中二氧化碳的逐渐缺

乏和环境因素的改变都会导致细胞毒素含量的

变化(

相同时间段 9 种接种密度条件下生长的微小

亚历山大藻所产 6*6毒素毒性存在波动性 #图

/$"在细胞生长的静止期)停滞期以及死亡期"初

始密度为 3137 <13

9

A?00;59'与 3113 <13

9

A?00;5

9'条件下生长的微小亚历山大藻细胞毒性没有

显著差异#=D3137$"在对数生长期前者细胞毒

性显著低于后者#=A3137$%初始密度为 3117 <

13

9

A?00;59'与 31/3 <13

9

A?00;59'条件下生长

的微小亚历山大藻在整个生长过程中细胞毒性没

有显著差异#=D3137$(

图 *(不同初始密度条件下微小亚历山大藻生长过程中细胞毒性的变化

?0@'*(>9,C@2376"2BB87H0"08: 54/0C@ #&,)*.=., @/7K89,850662/2C80C080,B"2BB52C308023

!'<(A.P>G?P#对微小亚历山大藻中 .S.毒素

的分析

微小亚历山大藻毒素组成和含量见表 1"不同

地区的微小亚历山大藻的毒素组成和毒性大小有

很大差别
&/8'

"-=23M 等
&/;'

在 1;;/ 年从新西兰丰盛

湾分离的两株微小亚历山大藻主要产 %,"和少量

的 BDX179"不含有 -类和 8类毒素( 来自爱尔兰

科克港的一株微小亚历山大藻只含有 BDX25/ 两

种毒素"其中 BDX/ 约占 83E

&93'

( 本研究中的微

小亚历山大藻毒素成分主要为 BDX1 =9"含量分

别为 2119"2138"91;0"7139 T9/05A?00#表 1$"而不

含有其他种类的毒素"其中 BDX9 的含量所占比例

最多"为 /7192E"其次为BDX/ 占 /91;/E"与刘晓

丽等
&91'

培养的链状亚历山大藻 #;2/O$,"%'(8

!$)/,/22$$相比毒素组成较为单一(

表 &(微小亚历山大藻所含毒素的组成和含量

+,-'&(+7H0C0C@/2502C8,C5"7C82C876#&,)*.=.,

毒素成分 BDX1 BDX2 BDX/ BDX9 总计

含量5#T9/05A?00$ 2119 2138 91;0 7139 1912/

百分比5E

K?FA?3G2M?

17139 19161 /91;/ /7192 133

/4结论

通过对比不同初始密度对微小亚历山大藻生
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长和产毒的影响"可以得出!#1$接种密度越高"

微小亚历山大藻通过静止期和达到最大密度的时

间越短"生长的最大浓度和平均比生长率越小(

藻种需达到一定的密度"从开始培养藻类就在培

养液中占优势"同时也缩短了培养周期"这是藻类

培养的成功经验
&92'

"本实验采用较高接种密度有

利于微小亚历山大藻的生长%#2$在指数生长前

期微小亚历山大藻细胞毒性达到最大值"生长过

程中细胞毒性呈现先升高后下降趋势"不仅细胞

分解代谢和生长环境的变化影响微小亚历山大藻

生长过程中毒素含量和毒性"同时微藻的共生微

生物也影响着微小亚历山大藻的产毒
&9/ 599'

"因此

有必要对微藻生长环境和共生微生物进行研究"

以期探究生长过程中毒性变化的确切原因%#/$

多数研究表明微小亚历山大藻所产毒素主要含有

BDX类毒素"不含有其他类型的毒素
&97 590'

"本实

验微小亚历山大藻产毒符合这一规律"其中

BDX9 和 BDX/ 是毒素优势组分"分别占 /7192E

和 /91;/E( 综上所述"考虑藻细胞在生长过程

中的最大生长密度)达到最大密度所用时间以及

细胞毒性大小等因素"采用 #3113 =3117$ <13

9

A?00;59'接种密度培养微小亚历山大藻(
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