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摘要! 为了研究麻痹性贝类毒素"]H[H6K ÎS\VE66bI\V ]5I\5MIMN 5̂lIM\!@0@#的来源和检测!对实

验室分离培养的产麻痹性贝类毒素的链状亚历山大藻进行了研究$ 首先通过接种对数生长期

藻细胞!培养 A R内就能达到最高细胞密度"$7" Z#%

"

SE66\?G-#左右!再以 %7%; G56?-的醋

酸超声波破碎藻细胞提取粗毒素!结合小白鼠生物检测法!经高效液相色谱分析!本株藻主要

含有3#?$% D̀_"% D̀_;和+2(!浓度分别为 D̀_;"%7A$= ;# m̀ D_""%7!!< $# m3$"%7$;$ :#

m+2("%7#$: :# m3#"%7%"; ;#"单位'

!

G56?-#!毒素粗提液经过 0E]VHRElF̀#; 凝胶层析柱

处理!用小白鼠生物法和荧光分光光度法联合检测定位!收集到纯度较高的 @0@!本论文工作

为将来贝类毒素的研究提供资料$

关键词! 链状亚历山大藻&麻痹性贝类毒素&高效液相色谱&荧光分光光度法&小白鼠生物检测

中图分类号! k<"A& 0<#=&&&&&&&文献标识码',

&&有害赤潮"VH[GbQ6H6NH6e655G\!1,C\#肆虐

于世界各国沿海!对水产养殖业(人类健康和自然

生态系统产生了严重的危害!引起了各国政府的

高度重视和社会各界的普遍关注)# 9!*

+ 其中!有

毒甲藻赤潮因其潜在的毒性效应最为引人关

注)"*

+ 有毒甲藻产生的毒素经食物链蓄积于贝

类(鱼类等体中!影响了近海贝类养殖业的生产!

也威胁着人类的健康与生命安全+ 链状亚历山大

藻"L/,J"23#$5%&"(,2,//"#是一种能够产生麻痹

性贝毒毒素 " ]H[H6K ÎS\VE66bI\V ]5I\5MIMN 5̂lIM\!

@0@#的海洋甲藻!从 $%%$ 年到 $%%: 年!在东海

长江口海域就发现了链状亚历山大藻形成的较

大规模的赤潮!其中海水中该藻细胞丰度最高

可达 #%

:

?-

);*

+ 目前!国内外已有一些学者对赤

潮藻毒素麻痹性贝毒进行过相关研究): 9=*

!但对

链状亚历山大藻的麻痹性贝毒毒素研究报道

较少+

@0@是含有两个胍基的三环化合物!根据分

子结构中*" 基团的不同!可分为 " 类$"## 氨基

甲酸酯类!包括石房蛤毒素"0D_#(新石房蛤毒

素"ME50D_#和膝沟藻毒素" D̀_#F"#'"$# +9

磺酰胺甲酰基类!包括C#" D̀_;#!C$" D̀_:#和

3#F"'"!# 脱氨甲酰基类!包括 RS0D_(RSME50D_

和 RS̀D_#F"' " " # 脱氧脱氨甲酰基类!包括

R50D_( R5 D̀_$ 和 R5 D̀_!! 目前已发现 $%

多种)A*

+

目前!国际上普遍采用小鼠法)<*

(生物免疫

法)#%*

(高效液相色谱法"1@-3#

)##*等手段来检测

贝类并做出预警预报!而由于小白鼠本身造成结

果的高变异性和低敏感性!个体差异性等原因!使

得1@-3法的快速(高灵敏性(再现性好等优点更

为突出!从而成为目前检测@0@的主要方法+

本研究通过实验室培养链状亚历山大藻并提

取@0@!对(\VIGH等)##*分析@0@方法加以改进!

用1@-3对其中的各个毒素成分进行了分析!并

用0E]VHRElF̀#; 柱进行纯化!用荧光分光光度法

和小白鼠生物法对收集液进行检测!得到了一定

纯度的@0@!冷冻干燥后可用于后期的相关研究!

以期对有毒赤潮藻的防治提供生物学帮助和积累

基础数据+
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#&材料与方法

!"!#材料与试剂

实验 采 用 的 藻 株 是 链 状 亚 历 山 大 藻

"L/,J"23#$5%&"(,2,//"#!分离自中国东海长江口

海域赤潮+

离子对试剂$庚烷磺酸钠!购自日本东京化成

工业株式会社"D3/F,SE#'四丁基磷酸铵$购自

0/̀B,公司'高碘酸$购自,-.,,E\H[,'5VM\5M

BĤ̂VEK公司'乙腈$美国D2>/,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+ 1@-3分析用水是

BI66I]5[E超纯水系统生产的超纯水+ #$ 种标准毒

素分别是 3#F$( D̀_#F;( RS̀D_$F!( +2(0D_(

RS0D_和0D_!购自加拿大海洋生物研究所海洋分

析化学标准组+

!"$#主要仪器

高效液相色谱系统$,NI6EM #̂#%% 系列'柱后

衍生系统$采用 @ISUE[IMN -He5[Ĥ5[IE\公司的

@3_;$%% 型'荧光检测器$为 ,NI6EM^̀ #!$#,"激

发波长 !!% MG!发射波 !<% MG#'

高效液相色谱柱$采用 -̀0SIEMSE\公司生产

的/ME[̂\I63AF!反相柱"$;% GGZ"7: GG!;

!

G#!

柱温 !! X+ 整套 1@-3系统由 ,NI6EM^3VEG

0̂ĤI5M $7#版本进行管理+

超声波细胞破碎仪"宁波新芝生物科技股份

有限公司#!恒温生化培养箱"上海比朗仪器有限

公司#!真空冷冻干燥机"日本 2g2-,#!荧光分

光光度计"日本岛津*.F;!%#@3#+

!"%#实验方法

链状亚历山大藻的培养&&培养液采用

b?$F0I配方!所用海水取自广东湛江坡头附近海

域!]1值"=7< f%7##!盐度"!% f##!分别经孔径

%7";(%7$$

!

G的纤维滤膜过滤!最后用高压灭菌

锅灭菌"#$# X!$% GIM#!室温冷却后添加营养盐

备用+

实验藻类培养温度为"$% f##X!光照强度

" %%% 6l!光暗比 #"-a#%>!接种密度为 %7%$ Z#%

"

SE66\?G-!每天早(晚各摇瓶一次+

每天取6G-藻液!用碘液固定!以浮游植物

计数框在倒置显微镜下计数藻细胞!重复计数 !

次!取其平均值!得出平均藻细胞密度!再计算出

取样藻液的总细胞个数+

@0@的提取&&将处于稳定期生长的藻细胞

分批在 " X下离心 : %%% [?GIM!#% GIM#!收集藻

细胞!然后用 %7%; G56?-的乙酸重新悬浮!在冰

浴中超声破碎"功率为 #%% h!破 #; \停 #% \#!在

显微镜下观察破碎状况!直到破碎率达到 <;T以

上!然后在 " X下分批于 #% %%% [?GIM 离心

#% GIM!上清液用超滤离心管离心"#% %%% [?GIM!

; GIM#!藻液置于9$% X条件下保存直到麻痹性

贝毒素"@0@#分析+

@0@的 1-@3检测方法&&采用 (\VIGH

等)##*的麻痹性贝毒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 D̀_#F; 和

RS̀D_$F! 类毒素!洗脱液为 #% GG56?-磷酸铵

缓冲液含有 !7% GG56?-庚烷磺酸钠作为离子对

试剂!]1为 =7#'第二次分析0D_类毒素!洗脱液

为 !% GG56?-磷酸铵缓冲液含有 $7% GG56?-庚

基磺酸钠!]1为 =7#!并按 <!7;a:7; 的比例加入

乙腈'第三次分析 3类毒素 "3#F$#!洗脱液为

#7$ GG56?-的四丁基磷酸铵溶液!用氨水调整

]1至 :7;+ 柱后衍生氧化剂为含有 #%7% GG56?-

高碘酸和 ;% GG56?-磷酸氢二钾的缓冲液!]1

为 <7%!酸化剂为 %7; G56?-的乙酸溶液+ 洗脱

液流速为 %7A G-?GIM!氧化剂和酸化剂的流速均

为 %7" G-?GIM!色谱柱柱温 !! X! D̀_类毒素

和0D_类毒素的柱后衍生温度为 =; X!3类毒

素的柱后衍生温度为 :; X+

样品中 @0@毒素的 1@-3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+

@0@的纯化&&按照%@0@的提取&中的方法

大量处理藻细胞后!将上清液合并!冷冻干燥作为

@0@粗毒素+ 再重新溶解在 %7# G56?-的乙酸溶

液中!加到用 %7# G56?-乙酸平衡的 #7A SG/>Z

#%% SG的0E]VHRElF̀#; 凝胶层析柱!流速为 %7;

G-?GIM!用部分收集器收集!小白鼠生物检测法

和荧光分光光度法检测定位+

@0@的荧光分光光度法检测&&将%@0@的

纯化&中的收集液从每管取 %7; G-用荧光检测

来确定毒素位置+ 加入到 $ G-氧化剂中 ";%

GG56?-磷酸二氢钾的缓冲溶液含有 #% GG56?-

16(

"

!]1Y<7%#!在温度 CY:; X下!水浴加热

&)($
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#% GIM!迅速取出加入 $7; G-浓度为 %7; G56?-

醋酸!酸化后的毒素氧化液进行荧光检测"激发

波长$!!% MG!发射波长$!<% MG#!测定相对荧光

强度+ 将具有最大荧光值的毒素收集液合并!作

为毒素混合液+

@0@毒素的浓缩&&采用冷冻干燥方式对

@0@毒素进行浓缩!以小鼠法监测该方法对毒素

毒性的影响+

小白鼠生物检测法&&参考 ,(,3制定的

标准化方法"$%%%#操作)<*

+ 试验小白鼠为雄性

昆明小白鼠!体重为"$% f6# N!每个平行用昆明

小白鼠 ! 只!毒性鼠单位的计算以 $% N 重的小白

鼠在腹腔注射后 #; GIM死亡的致死剂量规定为 #

个鼠单位"B)#+

$&结果与讨论

$"!#链状亚历山大藻细胞生长曲线

在对数期进行接种!藻细胞生长不会出现停

滞期!在第二天就开始进入对数生长期!在接种

后的 A R 左右!藻细胞密度可高达 $7" Z#%

"

SE66\?G-左右+ 对数期持续时间为 : R!此后进

入稳定期!藻细胞密度保持在"$7"! W$7""# Z

#%

"

SE66\?G-"图 ##+

图 !#藻细胞生长曲线

C/>"!#W12A4B0;1E5280566

$"$#链状亚历山大藻FTF毒素分析

提取物中的毒素+2(( D̀_"( D̀_; 和3#?$

的保留时间"图 $(图 !(图 "#与标准毒素的保留

时间"图 ;(图 :(图 =#基本一致!说明从该株藻中

提取的毒素中含有 +2(( D̀_"( D̀_; 和 3#?$+

但是提取毒素的比例和标准毒素有所不同!对于

3$( D̀_; 来说!样品峰面积较标准毒素峰面积

大!说明含量较高!而样品中 +2(( D̀_" 和 3#

的峰面积明显小于标准毒素峰面积!说明这三类

毒素的含量较低"表 ##!其它种毒素则未检测出+

细胞中各个成分的含量大小依次为$ D̀_;

"!7A!%# m D̀_" "#7;=%# m3$ "#7#:<# m+2(

"%7;A:# m3#"%7$### "单位$bG56?SE66#!总体含

量较低+

图 $#T+d类标准品色谱分离图

C/>"$#NB127,42>1,9B32-4,/<5=8127T+d34,<=,1=

图 %#W+d类标准品色谱分离图

C/>"%#NB127,42>1,9B32-4,/<5=8127W+d34,<=,1=

图 )#N类标准品色谱分离图

C/>")#NB127,42>1,9B32-4,/<5=8127N34,<=,1=

图 *#样品T+d类色谱分离图

C/>"*#NB127,42>1,9B32-4,/<5=8127T+d283,7965

')($
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图 J#样品W+d类色谱分离图

C/>"J#NB127,42>1,9B32-4,/<5=8127W+d283,7965

图 O#样品N类色谱分离图

C/>"O#NB127,42>1,9B32-4,/<5=8127N283,7965

表 !#链状亚历山大藻的毒素成分与含量

+,-"!#+2Q/</<>15=/5<4,<=02<45<428F6($*.9.11$

毒素成分

5lIM

S5G]5MEM \̂

标准品峰面积

\̂HMRH[R

]EHU

H[EH

样品峰面积

\HG]6E

]EHU

H[EH

标准品浓度

"

!

G56?-#

\̂HMRH[R

S5MSEM [̂ĤI5M

样品浓度

"

!

G56?-#

\HG]6E

S5MSEM [̂ĤI5M

相对分子质量

[E6ĤI8E

G56ESQ6H[

LEINV^

毒素含量

"bG56?SE66#

5̂lIM

S5M ÊM^

百分比

"T#

]E[SEM ĤNE

3# $;7;% $7"" %7"=; % %7%"; ; "=;7" %7$## $7A:

3$ <7#; #;7A; %7#"; A %7$;$ : "=;7" #7#:< #;7A=

D̀_" :7=; ;7$! %7"!= ; %7!!< $ "##7! #7;=% $#7!#

D̀_; =7$% =7!! %7A#$ ; %7A$= ; !=<7! !7A!% ;$7%%

+2( !%7:% "7== %7A#$ ; %7#$: : !#;7! %7;A: =7<:

总计 5̂ Ĥ6 =7!:: #%%

&&贺华等)#$*对渤海一株链状亚历山大藻的麻

痹性贝类毒素的分析表明$该藻细胞中主要含有

3毒素和 D̀_#F" 毒素!每个细胞毒素含量约为

#%7A# bG56?SE66!其中 3$ 的含量达到了 A;7$T+

吴振兴等)#!*对东海一株链状亚历山大藻的毒性

进行了1@-3的检测!结果显示$此株藻中含有

ME50D_( D̀_F;!:(3# 和 3$ 五种毒素!其中 3$

毒素为主要成分!占其所含总 @0@毒素的摩尔百

分比为 AA7!<T+ 本株藻中 D̀_; 的含量最多!

达到了 ;$T!其次为 D̀_"$#7!#T!而 3$ 的含

量占毒素总量的 #;7A=T!平均每个细胞毒素含

量约为 =7!:: bG56?SE66!相比较而言!本实验所用

的藻株其毒素的种类与前二者基本相同!但主要

毒素的含量却不同!且本藻株毒力较低+

'IHMN等):*研究了不同环境因子对塔玛亚历

山大藻"大鹏湾#的藻毒力影响!其结果表明!不

同培养条件下的塔玛亚历山大藻细胞毒力差异明

显+ 即使有其他研究者)#" 9#;*使用了与其相同的

藻株!仍然测出了不同的藻毒力!藻毒力相差最大

可达 !% 倍+ 因此!笔者分析造成这种差别的原因

主要是$虽然同是亚历山大属!但分离于不同的海

域!故其种系可能不同!且藻细胞的培养条件(培

养时间及测定的方法等方面的差异!也会影响产

毒情况+

$"%#凝胶色谱中FTF荧光检测

用0E]VHRElF̀#; 凝胶层析柱纯化 @0@!经荧

光分光光度法检测出 @0@毒素集中在 !=% W";%

G-"图 A#+ 将不同阶段的收集液混合后!做小白

鼠生物检测!结果显示在有荧光峰值的位置

"!= W"; 管#试验小鼠全部死亡!而其余各管收集

液均未使小鼠死亡!这与用荧光法检测定位的结

果吻合"表 $#+ 将收集液冷冻干燥!回收率可达

到 <;T以上!因此0E]VHRElF̀#; 凝胶层析柱能有

效地除粗毒素中的杂质+

图 ]#毒素组分凝胶柱分离荧光检测

C/>"]#C6;215305<05/<45<3/4@ 28=/88515<481,04/2<3

56;45=8127T59B,=5QUW!* 026;7<

#)($
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表 $#麻痹性贝类毒素的小白鼠检测结果

+,-"$#[53;642872;35-/2,33,@ 28FTF

检测项

Ê\̂ÎEG\

剂量"G-#

R5\E

动物数

GISEdQHM Î̂K

死亡数

REĤV dQHM Î̂K

总毒性"B)#

5̂ Ĥ6̂5lISÎK

对照组 # ! % 9

@0@粗提液 # ! ! : A=$

0E]VHRElF̀#;

# W!: # ! % 9

!= W"; # ! ! ; ==A

": WA% # ! % 9

,3 # ! ! " A$%

注$# W!:!!= W";!": WA% 均为过0E]VHRElF̀#; 凝胶层析柱时的收集液的管号' ,3为经真空冷冻干燥后得到的@0@白色粉末+

+5 Ê\$# 9!:!!= 9";!HMR ": 9A% LE[ÊVÊQeEMQGeE[\5b̂VE[EbIMER ]Q[IbIER 8IH0E]VHRElF̀#; S56QGM SV[5GĤ5N[H]VK7,3LH\̂VE@0@

LVÎE]5LE[S566EŜER Hb̂E[8HSQQGb[EEJEFR[KIMN7

$")#FTF毒素的浓缩

通过小白鼠生物检测结果显示"表 $#!总毒

力为 : A=$ B)的 @0@粗提液!在经过 0E]VHRElF

#̀; 凝胶层析柱后!得到了总毒力为 ; ==A B)的

毒素收集液+ 采用真空冷冻干燥机将峰值处的收

集液冻干!得到 @0@的白色粉末!再将该粉末重

新溶解!用小白鼠生物检测其总毒力为 " A$%

B)!毒性变化较小!且真空冷冻干燥时干燥速度

快!是比较理想的浓缩方法+ 得到的 @0@白色粉

末可用于后期的研究+

!&结论

通过实验室大量培养有毒赤潮藻类!对 @0@

的提取提供了充足的原料+ 在对链状亚历山大藻

的培养过程中发现!接种处于对数期的藻细胞则

可很快进入对数生长期+ 在藻细胞生长的最佳时

期提取 @0@!经 1@-3检测该株藻各成分的浓度

为 D̀_; " %7A$= ; # m D̀_" " %7!!< $ # m3$

"%7$;$ :# m+2("%7#$: :# m3#"%7%"; ;# "单

位$

!

G56?-#!而其它成分未检测出+ 粗提液呈橙

红色!可能有蛋白质和色素等杂质+ 用 0E]VHRElF

#̀; 凝胶层析柱分离能够有效的分离纯化 @0@

毒素!回收率高!且毒性没太大的变化!采用荧光

分光光度检测法和小白鼠检测法对洗脱液中 @0@

定位!能够准确确定毒素组成及含量+ 收集液经

冷冻干燥后可用于后期进一步的研究+
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M5@ A21=3$ L/,J"23#$5 &"(,2,//"' ]H[H6K ÎS\VE66bI\V ]5I\5MIMN 5̂lIM\' 1@-3' b6Q5[E\SEMSE\]EŜ[5\S5]K'
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