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  河豚毒素( TT X)是一种毒性很强的海洋生物活
性物质,为典型的神经 Na+ 通道阻断剂。最初从鲀

科( T et rodontidae) 鱼中发现, 故被 Tahar a 命名为

Tetrodo tox in( T TX) [1]。TT X 的分子结构为氨基全

氢喹唑啉化合物,分子式 C11H17N3O 8 ,相对分子质量

为 319, 该分子中含有原酸酯结构, 几乎所有的碳原

子均具不对称取代。它微溶于水和浓酸,极易溶于含

醋酸的水溶液,不溶于有机溶剂, 纯品为无嗅无色针

状固体结晶,易被碱还原。TT X非常稳定, 在日光下

曝晒 20 d 或在盐水中盐腌 30 d, 其毒性仍不能被全

部破坏,只有在高温加热 30 min 以上或在碱性条件

下才能被分解[2]。其具有胍基是 TT X的活性部位,

通过它 TTX 可特异地结合于神经细胞膜钠通道上,

进而抑制 Na+ 内流 , 阻断神经兴奋的传导[ 3]。因此

TTX 在神经生理研究中作为一种特异的神经工具药

物已投入临床使用,并在戒除毒瘾、抗心律失常、呼吸

抑制、预防肾功能衰竭、心血管疾病、镇痛、局部麻醉

等方面有广泛的应用前景[4]。

随着新的检测方法的应用,研究者发现 TTX 不

只存在于鲀科鱼类中,在各类海洋脊椎动物(鱼类[ 5]、

两栖类[6] )、无脊椎动物(涡虫类[ 7]、纽形动物[8]、腹足

类[9]和头足类[10]、节肢动物[11]、棘皮动物[ 12] )中都有

分布。

因此,人们逐渐改变了 T TX 是鲀科鱼特有的观

点,它的起源问题成了学者们研究的热点, 作者对此

作了综述。

1  起源假说

1. 1  内因说
主张内因说的学者认为河豚等含有的刺胞、毒

腺中的蛋白质毒素是内源性毒素的来源。推测河豚

鱼体内有特定功能或微生物能将摄入的食物转化为

毒素。Matsumura 用人工授精法从河豚鱼(Fugu ni-

p hobles )卵母细胞发育的胚胎中发现河豚毒素的毒

性随胚胎发育不断增高, 提出 TTX 是河豚鱼胚胎的

产物[ 13]。但始终没有更多证据证实这种说法, 因此

内因说没有得到广泛认可。

1. 2  外因说
日本学者清水、松居是最早提出外因说的学者。

他们用含 TTX 的饵料投喂养殖的无毒河豚及人工

采苗饲育的河豚,结果发生毒化现象, 推测毒素的起

源可能是外因性的。

1. 2. 1  食物链假说
桥本野口从海螺、海星及花纹爱洁蟹( A tergatis

f lor idus )检出高浓度的 TTX , 为食物链起源假说提

供了证据。Noguchi证实白法螺( Boshubora)体内的

毒素是进食了含 TTX 的海星积累的,这是食物链假

说的又一例证[ 14]。但这些动物含毒程度为何因地区

个体的不同有很大差别呢? 毒素起源于含毒饵料假

说也有不少难以自圆之处。于是松居提出了 T TX

微生物起源假说,但当时并无实验证据。

1. 2. 2  微生物起源假说
日本安元健从藻食性青点鹦嘴鱼中检出的毒素

经氢氧化钠衍生后生成 TTX 衍生物 2-氨基-6-羟甲

基喹唑啉( C9碱 ) ; 对摄食石灰藻的铜铸熟若蟹的检

测证实同样含 T TX; 而不摄食石灰藻的多毛纲动物

也检测到 TTX 衍生物, 因此认为石灰藻并非原始产

毒者, 推测石灰藻上可能有共生细菌附着[2]。Nogu-

chi等由石灰藻和毒蟹的内脏分离的假单胞菌属

( Pseudomonas) 细菌培养液中得到 2个有毒成分,确
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证分别与河豚毒素及脱水河豚毒素一致, 碱液分解

也生成 C9碱; 高压液相, 红外光谱、质谱分析确证是

TTX; 分别注射小鼠腹腔, 显示了与河豚毒素和脱水河

豚毒素相对应的致死率,从而证实 TTX 是细菌的代谢

产物[15] ,这是TTX起源于共生微生物的最早证据。

迄今已发现很多产 T TX 的微生物类群。因此

主张微生物起源假说的学者越来越多。

2  产毒菌

2. 1  产毒菌的种类
自 Matsui等首次提供实验证据证实 T TX 是外

源性起源以来, 已从海藻[ 16]、花纹爱洁蟹( A terg atis

f olr idus ) [ 17]、多棘槭海星 ( A str op ecten p olyacan-

thus ) [ 18]、圆尾鲎( Car cinos cor p ius r otundicauda ) [ 19]、

虫纹东方鲀 ( Fugu vermicular is ) [ 20] 和星点东方鲀

( T akif ug u niphobles ) [21]、腹足动物 ( N iotha cleth-

rate) [22]、纽虫动物[8]中陆续分离到产 T TX 的细菌,

淡水沉积物中也有此类菌[23]、海洋沉积物中分离的

链霉菌( S tr ep tomyces sp. )能产 TT X及其衍生物[1]、

海胆(Meoma v entr icosa )中分离的致病菌 VL-1[ 24]也

被证实有产毒能力。

产 TT X的微生物类群有弧菌属( Vibr io )的溶藻

弧菌(V ibr io alginoly ticus ) [22]和鳗弧菌 ( Vibr io an-

guillarum) [25]、假单胞菌属 ( Pseudomonas) [ 26]、希瓦

氏菌属的腐败希瓦菌( Shewanella p utr ef aciens ) [ 21]、

交替单胞菌 ( A lter omonas ) [ 16]、芽孢杆菌 ( B acil-

lus) [23] ;放线菌属的链霉菌( S trep tomyces ) [ 1]。其中

产毒力较高的主要是溶藻弧菌和河豚毒素互生单胞

菌(A lter omonas tetr odonis ) [27]。

2. 2  菌种性质
2. 2. 1  溶藻弧菌[ 28]

革兰氏阴性菌,弯曲杆状 ( 0. 5~ 3. 0 Lm) , 单生

鞭毛,无芽孢, 无荚膜,单个细胞有运动能力。形成圆

形、黄色菌落, 直径为 3~ 4 mm。液化明胶, 水解淀

粉,氧化酶阳性, 脲酶阴性,由葡萄糖产酸不产气, 可

在 10~ 32 e 生长, 耐盐。对弧菌抑制剂 0/ 129( 2,

4-二氨基-6, 7- 二异丙基喋啶)敏感, H2 S 反应阴性,

吲哚反应阳性。

2. 2. 2  河豚毒素互生单胞菌[ 27]

革兰氏阴性菌,短杆状( 1. 0~ 2. 4 Lm) , 兼性菌,

通过单极鞭毛运动,无芽孢, 4~ 35e 生长, 耐盐,由葡
萄糖产酸不产气,产明胶酶, 脂肪酶, 核酸酶 ,但不产

淀粉酶,壳多糖酶, 褐藻酸酶。

2. 2. 3  假单胞菌[ 26]

革兰氏阴性菌,端生鞭毛, 不能发酵蔗糖,产生棕

黄色色素, 有胞外 Dnase,需氧。

2. 2. 4  腐败希瓦氏菌[21]

革兰氏阴性菌,杆状( 1. 0~ 3. 0 Lm) , 单鞭毛, 生

长需 Na+ ;氧化酶、脲酶反应阳性; 能产生硫化氢; 能

转化硝酸盐为亚硝酸盐; 产 Dnase; 能水解明胶和聚

山梨酸酯 80。

3  细菌的培养方法

3. 1  培养基的类型
3. 1. 1  海洋弧菌属(溶藻弧菌)
3. 1. 1. 1  牛肉汤培养基[29]

0. 5%葡萄糖, 0. 5% 蛋白胨, 0. 5% 牛肉膏浸提

物, 3% NaCl, pH 8. 0。

3. 1. 1. 2  PCA 培养基[29]

0. 5%胰蛋白胨, 0. 25% 酵母膏, 0. 1% 葡萄糖,

1. 5%琼脂, 3% NaCl, pH7. 0。

3. 1. 1. 3  TCBS 培养基[ 29]

0. 5%酵母膏, 0. 5%酪蛋白胨, 0. 5%肉胨, 1. 0%

柠檬酸钠, 0. 1%柠檬酸铁0. 004%蓝百里酚, 0. 004%

溴百里酚蓝, 1. 4%琼脂, pH8. 6。

3. 1. 2  假单胞菌属[26]

15 g 蛋白胨, 2. 5 g 酵母膏, 0. 1 g FePO 4 , 1 000

mL 含 6. 0 g T ris- H Cl过滤海水, pH7. 0。

3. 1. 3 希瓦氏菌属[ 30]

0. 5% 蛋白胨, 0. 1% 酵母膏, 1% NaCl, 0. 2%

KCl, 0. 4% MgSO4 # 7H2O。

3. 1. 4  链霉菌属[1]

6 g/ L蛋白多胨, 10 g / L可溶性淀粉, 1 g / L 酵母

膏, 蒸馏水B陈海水( 1B 3) , pH 7. 0。

3. 1. 5  芽孢杆菌属[23]

0. 5 g蛋白胨, 0. 1 g酵母膏, 0. 01 g 柠檬酸铁, 0. 2

g K2HPO4 , 15 g琼脂, pH 5~ 7. 6。

3. 2  培养条件
海洋弧菌属: 20e , 5 d[ 20] ; 23e , 1~ 3 d[ 29] ; 假

单胞菌属: 28 e , 6 d 后置于 5e , 4 d[ 26]。希瓦氏菌

属: 20 e , 18 h [30] ;链霉菌属: 27 e , 5~ 7 d[ 1]。

4  细菌毒素的纯化处理方法

4. 1  弧菌属(溶藻弧菌)
离心培养液,在细胞沉积物中加乙酸溶液, 超声

破碎, 加热, 超滤 ,冷冻干燥滤液。用 0. 03 mo l/ L 乙

酸溶解冻干物后过生物胶柱( 2. 5 cm @ 94 cm ) , 收集

组分备测[ 20]。

4. 2  假单胞菌属 [ 26]

菌液离心后, 挥干上清, 用含 1% 乙酸的甲醇溶
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液提取 3 次后挥干溶剂, 依次过活性炭柱, P-2, Bio-

Rex70 柱后收集组分备测。

4. 3  希瓦氏菌属(腐败希瓦菌) [ 21]

乙酸调节菌液 pH, 离心后以无离子水稀释上

清,过活性炭柱。水洗, 再用含 1%乙酸的 20% EtOH

洗脱,挥干洗脱液, 用水定容做毒性检测。

对于细菌沉积物则悬浮于 0. 1%乙酸中, 沸水浴

加热,离心后以上述方法处理, 合并上清,浓缩后做毒

性检测。

4. 4  放线菌属(链霉菌) [ 1]

离心,水洗, 溶于乙酸制成菌悬液,超声破碎后加

热,过滤, 低于 40 e 低压蒸干滤液, 用无离子水溶解
后过 Sep-Pak C18柱,冷冻干燥洗脱液, 水溶后备测。

5  微生物产生的 TTX测定及检测方法

5. 1  组织培养分析法
乌本苷( ouabain) : 又称 G-毒毛璇花苷, 能抑制心

肌细胞 Na+-K + 泵的活性, 从而降低钠钙交换器效

率,使钙离子内流增多,加强心肌收缩因而具强心作

用。藜芦碱( jervine )存在天百合植物 ( Schenocaulon

of f icinale )等根部, 为多种生物碱混合物[31]。

有乌本苷存在时, 藜芦碱类可使小鼠成神经细

胞瘤( Neuroblastoma)细胞系钠流入量增加, 导致细

胞肿胀和程序性死亡。而 T TX 及贝毒可堵塞钠通

道,此拮抗作用可使细胞继续生长, 通过计数细胞存

活数可衡量 TT X含量[ 1]。

Ron 等在此原理基础上用从红罗非鱼 ( Sa-

rotherodon mossambicus )中得到的红细胞系( RBCs)

代替小鼠成神经细胞瘤细胞, 检测到有乌本苷和藜

芦碱存在时使用钠离子通道阻断剂可以抑制红细胞

溶血的浓度分别为 0. 3Lg/ mL STX , 3. 5Lg/ mL neo-

ST X, 3. 0 Lg/ mL GTX 和 5. 0 Lg / mL TT X。

5. 2  小鼠生物定性试验法
小鼠法是 20 世纪 40 年代美国学者建立的,目前

通用的鼠单位定义是在 30 min 内杀死一只 20 g 左

右的雄性 ddy 品系小鼠的毒素量( 1 M U= 0. 22 Lg

TTX) [32]。

在 TT X微生物起源研究中, 研究者多先用小鼠

法对微生物产物定性[ 22] , 后借助其他方法作进一步

检测和定量工作。

5. 3  高效液相色谱法
高效液相色谱( H PLC)用于定量检测 TTX 多采

用反相色谱。目前大多研究者使用荧光检测器检测

微生物产生的 T TX[ 21, 22]。原理是 TT X 加碱衍生后

生成C9碱,该物质发荧光。Yasumoto 等使用10 m @
0. 5 mm 旋管,沸水浴加热使 TTX 与 4 mo l/ L NaOH

反应得最低检出限为 0. 44 Lg/ L。Yotsu 等将不锈钢

管浸入硅油池中, 135e 恒温, 分离到 6-ep-i TT X, 检

出限 9. 6 @ 10- 3~ 9. 45 Lg/ L。

Onoue等提出邻苯二醛法, 最低检出限为 3. 2 @
10- 4~ 6. 4 @ 10- 4 Lg/ L。原理是利用 Rot h 提出的邻

苯二醛在还原性疏基乙醇存在下与伯胺反应产生荧

光, 因此瓜氨酸、精氨酸、赖氨酸、乙醇胺等对测定有

干扰。

H PLC 融分离与定量于一体, 快速、灵敏, 不失为

一种好的测定方法;但所需仪器昂贵, 同时对样品的

纯度要求较高 ,推广受到限制。

5. 4  紫外分光光度法
陈玉仁等[ 33] 建立的用紫外分光光度计测定

T TX质量浓度的方法。原理是河豚毒素水解为 C9

碱时, 也定量生成草酸钠, 后者在紫外区有明显吸收,

从而间接定量。TT X 质量浓度在 20~ 100 Lg / L 范

围内与光密度值呈线性关系。此法与荧光法相比,两

者检出限相近( 0. 3 Lg / L ) ,且仪器设备较便宜。

5. 5  气相色谱( GC)质谱( MS)联机
原理是先将 TTX 通过碱反应衍生为 C9碱, 用正

丁醇反复萃取后, 再用 N, O- 二乙酰胺-三甲基氯硅

烷- 吡啶( 2/ 1/ 1)进行三甲基硅烷 ( T MS)化后测定。

因灵敏度高也是很多研究河豚毒素产生菌产生 T TX

的常用方法[ 21, 22]。

5. 6  免疫化学测定方法
T TX免疫检测法的基础是单克隆抗体( McAb)

技术, 将小分子 T TX连接到大分子载体上使其成为

完全抗原再用于免疫动物。最早是 1989 年 Wat abe

等以 BSA 为载体的方法, 但存在着 McAb 反应性低

的缺陷。Ray-bould 用碱性磷酸酶标记 McAb 间接

法灵敏度为 0. 03 Lg/ L。

综上, 组织培养分析法因其灵敏度高费用低尤其

适于检测由微生物产生的产量极低的 T TX, 但它需

Neuroblastoma,培养操作复杂; 小鼠法相对直观, 但

检测微生物产的 TTX 灵敏度过低, 且小鼠个体差异

大, 误差大;荧光 HPLC 法灵敏,检测限低, 缺点在于

处理物必须经碱衍生, 且对样品纯度要求高, 所需仪

器昂贵, 较难推广。其他检测微生物代谢产生的

T TX方法也各有优缺点, 因此在实际工作中应根据

需要选择最合适的检测手段。

6  应用前景、存在问题及展望

河豚毒素是一种强毒性的生物碱类毒素,它在神
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经生理研究中作为神经工具药物已投入临床使用,

河豚毒素纯品的国际市场价每克可达 21 万美元, 利

润空间很大。近代人们对 T TX 的纯化做了大量工

作,我国于 1958年由上海水产学院首先进行了 T TX

的提取分离工作,但目前我国 TTX 的提取纯度尚难

达到试剂级的高精水平。现今常用的从河豚鱼体不

同部位提取纯化 TT X的方法, 始终难以解决原料来

源单一、处理过程复杂、纯品得率低等弊病, 使 T TX

大量投入临床使用受到限制。

近年来关于河豚毒素微生物起源的研究成果屡

见报道,为人们利用河豚毒素另辟蹊径。如果细菌发

酵生产 TT X成为可能, 就可解决大量捕杀河豚鱼受

到资源、时空的限制且产量低等难题;并且避免破坏

河豚鱼资源及至破坏生态平衡等问题。国外早在上

世纪 80 年代就已着手此研究, 并取得骄人的成绩,有

的微生物类群甚至已被用于专门生产 TTX ;我国在

这方面研究相对较少。如果能尽快解决 TTX 的微

生物发酵难题,无疑对于开辟 TTX 的生产市场进而

广泛应用于临床都将是很大的贡献。

但目前也存在诸如微生物产河豚毒素产量非常

低,仅为 ng 级,且其生产机制尚不清楚, 使得大规模

工业生产尚无定期; 并且可能存在细菌发酵产生的

TTX 与经过食物链逐级代谢富集最后在河豚鱼等动

物体内累积的 T TX 存在差异等问题; 随着 TTX 产

生菌的发现及使用也出现一些争论: M atsumura发现

TTX 的检测方法出现假阳性的结果[ 34] , 并提出细菌

没有产生 TT X 能力的论断[ 35] ; 原作者 Kim 做出回

应说并非所有弧菌都具产毒力, 可能是 M atsumura

从河豚鱼肠中得到的菌株恰巧无产毒力而导致相悖

的结果[36]。这都有待进一步研究。T TX 在整个海

洋生态环境中的广泛分布足以说明其产生、转化、转

移及积累是很复杂的过程[37] ,笔者推测可能是微生

物能够产生和 TT X相类似的物质, 经过食物链逐级

积累、转化后在高级消费者中成为有稳定化学结构

和功能的 TT X。至于 TT X在食物链中逐级积累的

现象,可能是与其作为生物的防御武器[ 38]有关。今

后需进一步落实的工作是切实开展实验证实微生物

是否确实能产 TT X;进一步阐明 TTX 微生物合成的

机制;如何诱导具有产 TT X 能力的菌株提高产量,

从而实现工业化大生产, 使得 TTX 的临床广泛使用

成为可能。
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