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摘要    选取具有显著产毒差异的利玛原甲藻(Prorocentrum lima) SHG株与 2XS株为研究对象, 以

2-13C-甘氨酸为示踪原料结合高分辨质谱方法, 为腹泻性贝类毒素及其酯化态毒素合成与代谢途径

的研究提供新方法和思路。结果表明, 两株藻共发现 16种腹泻性贝毒及其酯化态毒素成分。对照培

养条件下 SHG株(大田软海绵酸毒素含量为 7.88 pg/cell, 鳍藻毒素 1含量为 4.35 pg/cell)的产毒能力

高于 2XS 株(大田软海绵酸毒素 5.70 pg/cell), 而甘氨酸作为氮源培养条件可显著提高两株藻的产毒

总量(P<0.05)。13C-甘氨酸标记组与甘氨酸培养组单细胞产毒量无显著变化(P>0.05)。腹泻性贝毒被

标记后其同位素异构体丰度发生变化, 其中酯化态受 13C 标记的影响程度更高, 二级质谱图清晰表示

出其碎片离子及脱水峰的标记情况。该方法直观阐明了甘氨酸可作为 P. lima标记原料的产毒供体, 并

使用稳定同位素标记方法首次实现了酯化态的同步标记, 有助于腹泻性贝毒生成机制的进一步研究。 
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利玛原甲藻(Prorocentrum lima)是在海洋广泛分

布的有害赤潮藻类, 是腹泻性贝毒(diarrhetic shellfish 

toxins, DSTs)的主要产生藻之一。DSTs属聚酮类毒素, 

主要包括大田软海绵酸毒素(okadaic acid, OA)、鳍藻

毒素 1-3 (dinophysis toxins, DTX1-3)及其衍生物如酰化

衍生物、7-O-酰基酯硫酸酯衍生物(sulfated dister)和

乙二醇酯衍生物(diol esters), 如 C8: 2OA、C9: 2OA、

C10: 2OA、OA二醇酯和 35S DTX1(Wu et al, 2020)。

通常贝类摄食含有 DSTs 的藻类使其在贝类中蓄积, 

被人类食用时可能导致腹泻性贝类中毒 , 因此受到

严格管控(Kilcoyne et al, 2020), 被两大国际有害藻华

研究计划 GEOHAB 和 GlobalHAB 纳入重点研究对

象。近年来研究对 P. lima种群多样性(Nishimura et al,  

2020)、产毒轮廓及其质量安全风险有了更为清晰的

了解。现有研究表明所有 P. lima均产 OA, 其中部分

藻株可产不同比例的 DTX1 (Moreira-González et al, 

2022)。同时 P. lima是我国近海四大海域广泛分布的

底栖有毒赤潮藻(Lim et al, 2019; Moreira-González et 

al, 2019; Nishimura, 2020; Gu et al, 2022), 已成为国

家和社会共同关注的生态灾害和重大环境问题。 

P. lima 毒素的合成与营养盐的浓度和形态息息

相关(杨维东等, 2008; 徐杏等, 2012; Lee et al, 2016; 

曾玲等, 2017; David et al, 2018; 古松, 2018), 氮和磷

盐限制均可促进 P. lima 中 OA 等毒素的生成。其中

氮盐的主要形式包括 3NO-、 2NO-、 +
4NH 等可溶性无

机氮及尿素、可溶性游离氨基酸、核酸和腐殖质等可
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溶性有机氮(Bronk, 2002)。最近的研究发现, 许多浮

游植物(特别是甲藻)偏向利用有机氮(Mulholland et 

al, 2004; Taylor et al, 2006)。尤其是在夏季可溶性无

机氮浓度较低时 , 高浓度的可溶性有机氮往往促进

某些赤潮物种的繁殖(Flynn et al, 1986), 这可能与赤

潮藻类对有机氮的利用有关(Berg et al, 1997)。氨基酸

作为可溶性有机氮库中重要的组分 , 广泛存在于天

然水体、沉积物和大气中, 湖水中 28%~46%的可溶

性有机氮是氨基酸类有机氮(Yao et al, 2012)。研究表

明不同的氨基酸之间也可以通过转氨基作用而互相

转化, 氨基酸的分解代谢产生乙酰辅酶 A 和丙酮酸, 

它们可以作为产毒藻毒素合成的起始物(Lee et al, 

2016)。甘氨酸转移到线粒体后, 在甘氨酸脱羧酶和丝

氨酸羟甲基转移酶的作用下 , 可以将氮代谢与光呼

吸相联系起来(Eckardt, 2005), 并且光合作用中的转

运蛋白 ABC家族直接参与了 DSTs的转运(Hou et al, 

2018; Gu et al, 2019)。在这一假设的前提下, Souto等

(2001)的氨基酸添加实验得到了约两倍的毒素生成

量。由此可见, 氨基酸可能是潜在的 DSTs合成供体, 

为 DSTs合成路径的研究提供了新方法和思路。 

稳定同位素示踪技术已被广泛应用于藻类毒素

合成途径的研究。Anttila等(2016)使用 13C-蛋氨酸培

养亚历山大藻(Alexandrium)解析去甲基螺内酯 C 合

成过程。Yamazaki等(2012)使用 18O-醋酸酯解析了梯

形聚醚——虾夷扇贝毒素(YTX)中的氧原子来源。高

分辨液相色谱-质谱联用技术在稳定同位素标记方面

具有很大的优势(Heuillet et al, 2018; Sun et al, 2020), 

并且 OA及其酯化态鉴定技术也有了最新进展(Wu et al, 

2020)。本研究选取两株分布地域和产毒特征有较大

差异藻株 2XS 株及 SHG 株, 应用 13C 稳定同位素示

踪技术和高分辨质谱技术联合手段, 准确分析了甘氨

酸培养下生长和毒素代谢谱变化, 为探究 P. lima产毒

代谢通路提供了新思路。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

DSP 标准品: OA [C44H68O13, (8.4±0.4) μg/mL, m/z 

805.473 3]; DTX-1 [C45H70O13, (8.5±0.7)μg/mL, m/z 
819.488 9], 均购自加拿大国家研究理事会海洋生物

科学研究所(CRM)。 

化学试剂 : 甘氨酸、 2-13C-甘氨酸 (99%纯度 , 

ALDRICH 公司)甲醇、乙腈和丙酮(HPLC 级, 美国

Merck 公司); 甲酸铵(HPLC 级, 美国 Sigma Aldrich

公司); 盐酸、氢氧化钠(优级纯, 国药); 吡啶(色谱纯, 

Duksan Pure Chemicals); 冰醋酸(分析纯, 天津市科

密欧化学试剂有限公司)其他未作特殊说明的试剂均

为分析纯, 实验用水为超纯水(18.2 MΩ.cm)。  

1.2  藻种与培养基配制 

P. lima 分别为 2018 年分离自渤海的 SHG 株

(40°0′36′′N, 119°54′36′′E)和 2015 年分离自南海的

2XS 株(19°37′57′′N, 110°58′32′′E), 由暨南大学赤潮

与海洋生物学研究中心提供。培养所用的海水取自青

岛汇泉湾天然海水, 以 0.45 μm混合纤维滤膜过滤后, 

煮沸灭菌, 并转至高压灭菌的锥形瓶内, 接入 f/2-Si

培养基进行培养 , 温度为 25 °C, 光照强度为

125 μmol/(m2·s), 盐度 28~32, 光暗周期为 12 h︰

12 h。分别以甘氨酸和 2-13C-甘氨酸作为氮源对 f/2

中的氮源进行替换(882 mmol/L)(其余成分不变)。实

验设立对照组(f/2), 甘氨酸培养组(gly)和 2-13C-甘氨

酸标记组(13C-gly)。 

1.3  藻细胞培养与显微镜观察 

以 10 000 cells/mL 的密度接种于细胞培养瓶中

接种, 每瓶 100 mL, 每组 3个平行。培养至 21 d, 低

功率超声(37 kHz) 30 s使其与培养瓶分离后摇匀使藻

液充分混匀后(全部藻细胞悬浮)移取10 mL, 8 000 r/min

离心 10 min, 去上清液待测。取 5 mL藻液于离心管

中, 加 100 μL 鲁格试剂固定, 在 TE100 倒置显微镜

(Nikon E100)下用浮游植物计数框计数, 记录细胞密度。 

1.4  实验方法 

1.4.1  样品前处理    藻细胞加入 5 mL甲醇, 低温

超声破碎 20 min (30%功率、5 s间隔), 用甲醇定容至

10 mL, 过 0.22 μm滤膜待测游离态 DSTs; DSTs总量

分析: 移取 1 mL上述游离态DSTs提取液于螺纹口样

品瓶中, 加入 2.5 mol/L的 NaOH溶液 125 μL, 涡旋

混合 0.5 min, 密封于 76 °C下温育 50 min。冷却至室

温后 , 加入 2.5 mol/L 的盐酸 125 μL, 涡旋混合

0.5 min, 过 0.22 μm滤膜, 待测。 

1.4.2  色谱-质谱条件    Kinetex-C8 柱(150 mm× 

2.10 mm), 2.60 μm; 柱温: 40.0 °C; 流速: 0.35 mL/min; 

进样量: 10 μL; 流动相: A为水(含有 2 mmol/L甲酸氨

和 50 mmol/L 甲酸 ) ,  B 为 95%乙腈水溶液 (含

2 mmol/L 甲酸氨和 50 mmol/L 甲酸); 流动相梯度洗

脱程序为 0.00~0.50 min: 80% A; 5.00~13.00 min: 10% 

A; 13.10~15.00 min: 80% A。Q-Exactive液相色谱质

谱联用系统(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 质

谱条件: 加热电喷雾离子源(HESI), 扫描模式: 质量

范围: m/z 600~1500; 喷雾电压 3 500 V (正离子模式);  



2期 张昊宇等: 13C示踪技术在利玛原甲藻中腹泻性贝毒合成研究的应用 459 

 

鞘气温度 300 °C; 一级全扫描(Full MS)分辨率为 : 

70 000 FWHM; 辅助气 10 arb; 毛细管温度 320 °C; 

数据依赖二级子离子扫描(dd-MS2, 分辨率为 17 500 

FWHM, C-trap最大容量(AGC target): 5×105, C-trap

最大注入时间: 50 ms; 分步碰撞能量: 10/30 eV 和

20/40 eV。 

1.5  数据分析 

实验数据采用 origin软件进行数据处理。采用多

因素方差分析方法和 F 检验分析比较各环境因子不

同条件对两株藻生长和产毒影响的显著性 , 按概率

(P<0.05)设置显著性检验阈值。  

单细胞产毒量计算公式:  

1 1

2 2

= 1 000
C V

X
C V

 ,            (1) 

式中, X 为最终样品藻细胞的毒素浓度, 单位: pg/cells; 

C1为测定样品藻细胞的毒素浓度, 单位: ng/mL; V1为样

品提取剂体积, 单位: mL; C2为样品藻细胞密度, 单位: 

cells/mL; V2为样品藻液体积, 单位: mL。 

同位素化合物的定量参考 Cho等(2019)的研究并

加以优化, 总结为公式如下:  

1
2

1

(1 )r
R R r

r

    
 

  ,          (2) 

式中, r1为所求物质对照组
12C 离子质谱峰面积占所

有同位素异构体质谱峰面积的比例; r2 为所求物质
13C 标记后 12C 离子占所有同位素异构体峰面积的比

例。∑表示对应成分的质谱峰面积。∑R′为修正后的

质谱峰面积; ∑r1及∑r2表示对应比例所占的质谱峰面

积; R=1, ∑R表示总质谱峰面积。 

     同位素标记相对丰度比值计算公式:  

lg( )% lg 100%
M n

M n
M n

 
     对照

,       (3) 

式中, M+n为该离子质谱峰面积; (M+n)%为该离子质

谱峰面积所占同位素异构体质谱峰面积总和的比例; 

n=0~3。 

2  结果与讨论 

2.1  甘氨酸对藻细胞生长和产毒影响分析 

两株藻在 f/2 和 gly 培养基的生长情况及总产毒

如图 1所示。不同藻株甘氨酸处理组与对照组生长无

显著性差异(图 1a)(P＞0.05), 而甘氨酸处理组产毒总

量均显著提升(图 1b, 1c)(P<0.05)。其中, SHG 株的

OA 和 DTX-1 单细胞产毒总量分别达到 7.88 和

4.35 pg/cell, 提升分别为 16.9%和 37.1%。2XS 株仅

产 OA及其酯化态毒素, 其单细胞产毒量上升更为显

著, 达到 5.70 pg/cell提升了 48.5%。 

OA和DTX1在 ESI+模式下形成的分子离子峰包

括[M+H]+、[M+NH4]+、[M+Na]+和[M+K]+峰, 其中

[M+NH4]
+峰强度最大。通过比较质量-电荷比(m/z)和

保留时间 ( T R )来鉴定 D S Ts 的毒素成分 ,  对其

[M+NH4]
+峰进行质谱分析, 如图 2 所示两种藻类 f/2

组、gly 组离子化模式一致且具有相同的同位素峰。

二级质谱中 OA(m/z 822.500 7, TR=5.40)主要的特征

峰为 m/z 223和 267, DTX1 (m/z 836.516 2, TR=5.91)

主要的特征峰为 m/z 267, 此外两者还含有各自的脱

水峰簇([M−nH2O+H]+)。采用上述定性判定依据及参

考文献(Wu et al, 2020)的 m/z值及 RT值在两株藻中

共分离鉴定 16种不同的 DSTs毒素种类(表 1)。将其

响应强度与藻细胞密度相比, 得到相对响应响度(图

1d, 1e)。两株藻均含高比例酯化态成分, 2XS 株和

SHG 株分别为 88.1%、98.8%, 其种类及相对含量分

布如图 1d、1e所示。SHG株含量较高的 OA酯化态

成分为 C 9︰2 OA 1、C 9︰2 OA 2、C 10︰2 OA, 甘 

 

图 1  不同处理组 SHG株和 2XS株的细胞密度、产毒和酯化态组成 
Fig.1  Growth, toxin production and esterification composition of SHG strain and 2XS strain in different treatment groups 
注: a: 藻细胞密度; b: 总 OA含量; c: 总 DTX1含量; d: OA酯化态分布; e: DTX1酯化态分布; f/2: 对照组; gly: 甘氨酸培养组 
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图 2  不同处理组 OA和 DTX1同位素分布及二级质谱图 
Fig.2  Isotopic distribution and MS/MS spectra of OA and 

DTX1 in different treatment groups 
注: f/2: 对照组; gly: 甘氨酸培养组 

氨酸处理后产毒量分别提高 39.8%、40.9%和 29.5%。

SHG株独有的 C 9︰2 DTX1 1、C 9︰2 DTX1 2和 C 

10︰2 1成分, 分别上升了 50.4%、15.5%和 47.0%。

2XS株主要酯化态毒素为 C 9︰2 OA 1、C 9︰2 OA 2

分别提高 30.9%和 50.1%。 

研究发现影响产毒因素主要有藻株生理特性

(Nagahama et al, 2011; Zhang et al, 2015)和环境(David 

et al, 2018)。在甘氨酸作用下, P. lima单细胞产毒量

上升, 且其细胞密度并未受到影响, 这意味着甘氨酸

可能对 P. lima 产毒合成途径有着促进作用或是其关

键限速物质 , 并且可以通过提供额外的碳源以增强

细胞毒性(Lee et al, 2016), 而作为营养盐存在可以保

证 P. lima 维持正常的生长和生理行为。目前由于研

究的局限性和基因组信息的缺乏, DSTs 的生物合成

的机制尚未完全阐明。然而, 毒素的化学结构可以为

它们的产生提供一些迹象。OA和 DTX1属于聚酮类

毒素, 具有这些代谢物的共同结构——环聚醚。研究

证明 P. lima中含有大量的 PKS II(聚酮合酶 II)(汤敬

谦等, 2009), 荧光标记法(Macpherson et al, 2003)也

证明了甘氨酸在 DSTs 结构中的转化。研究发现 P. 

lima 在富含氨基酸的培养基中单细胞产毒总量上升

60%~120%甚至对毒素谱产生了影响, 其中在亮氨酸

存在的情况下 ,  最大细胞密度增加约 25%, 细胞 

表 1  精确分子质量及偏差 
Tab.1  Exact molecular weight and deviation 

化合物 分子式 
保留时间 

/min 
预测分子量 

 [M+NH4]
+ /Da 

实测分子量 
 [M+NH4]

+ /Da 

质量准确度 

×106 

OA C44H68O13 5.4 822.499 8 822.500 7 0.48 

OA 甲酯 C45H70O13 5.74 836.515 5 836.516 2 0.07 

OA 未知化合物 C54H86O16 5.72 1 006.609 8 1 006.610 8 1.99 

C8︰2 OA C52H80O14 5.86 946.588 6 946.591 5 1.48 

C9︰2 OA 1 C53H82O14 5.91 960.604 3 960.607 4 4.88 

C9︰2 OA 2  C53H82O14 6.01 960.604 3 960.605 7 4.33 

C9︰3 OA C53H80O14 5.88 958.588 6 958.589 9 2.31 

C10︰2 OA C54H84O14 5.91 974.619 9 974.621 4 1.43 

C11︰2 OA C55H86O14 6.01 988.635 4 988.633 6 1.81 

C11︰3 OA C55H84O14 6.2 986.619 9 986.622 1 4.76 

DTX1 C45H70O13 5.91 836.515 5 836.516 2 0.07 

DTX1 甲酯 C46H72O13 6.27 850.531 1 850.532 7 0.16 

C8︰2 DTX1 C54H84O14 6.26 960.604 3 960.605 8 4.33 

C9︰2 DTX1 1 C54H84O14 6.01 974.619 9 974.621 8 1.43 

C9︰2 DTX1 2 C54H84O14 6.34 974.619 9 974.621 8 1.43 

C10︰2 DTX1  C55H86O14 6.27 988.635 4 988.636 7 0.13 
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毒素水平增加一倍(Souto et al, 2001)。综上可见, 氨

基酸可能在 P. lima生长和毒素生成中发挥重要作用。 

2.2  13C-甘氨酸对藻细胞的产毒影响及标记情况分析 

对 gly 和 13C-gly 处理组的 OA 和 DTX1 的一级

图谱和其[M+NH4]
+离子二级图谱进行分析结果见图

3。13C 标记对毒素及其酯化成分的保留时间无影响, 

批内偏差为 0.48%。而 13C标记与未标记样品 OA 和

DTX1不同加和方式的离子峰的同位素丰度均发生改

变。与未标记样品的相应碎片离子相比, 在质谱图中

除了最轻同位素组成的离子所形成的 M+0(M)峰外, 

还会出现一个或多个重同位素组成的离子峰 , 这种

离子峰叫做同位素异构体离子峰 , 对应的 m/z 为

M+1、M+2、M+3等表示。以[M+NH4]
+峰(M)为例, 表

现为 M+1 的响应强度明显上升 , M+2、M+3 响应强

度均有提升 , 且出现了可被明显观察到的 M+4 峰。

例如 , 13C 标记后的 OA 母离子的精确质量数分别

为  m/z 823.503 9、m/z 824.506 8、m/z 825.509 9、

m/z 826.510 5 ([M+NH4]
+)与理论值一致(Δ1.6 mDa: 

针对 13C1~4- C40~43H68O13+NH4
+计算的 m/z)。同时在被

标记后得二级质谱图中可发现在标记后 m/z 267 后

出现新的 268峰,  并且使其脱水峰的同位素分布也

发生改变 , 13C 异构体峰的响应强度显著提升 ,  且

OA 出现 m/z 753、771 和 789 新的同位素异构体碎

片离子。 

 

图 3  13C标记前后 OA、DTX1的同位素分布及二级质谱图 
Fig.3  The MS/MS spectra of OA and DTX1 and the isotopic distribution by gly and 13C-gly 

注: a: gly组 OA; b: 13C-gly组 OA; c: gly组 DTX1; d: 13C-gly组 DTX1 
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图 4  13C同位素标记 DSTs组分同位素异构体分布情况 
Fig.4  Distribution of isotopic isomers of DSTs components labeled by 13C isotopes 
注: a: gly组 SHG株; b: 13C-gly组 SHG株; c: gly组 2XS株; d: 13C-gly组 2XS株 

 

对标记后化合物去除自然产生的稳定同位素的

影响后计算同位素的相对含量(Heuillet et al, 2018)。

在 2-13C-甘氨酸标记后 SHG 株产毒量分别为 OA 

(7.31±0.51) ng/cell、DTX1 (4.27±0.21) ng/cell, 2XS株

为 OA (5.93±0.71) ng/cell。Gly (图 2)与 13C-gly组毒

素生成量均无显著差异(P＜0.05), 表明同位素替代

不影响毒素的产生。通过对同位素异构体各质谱峰面

积增加值取对数, 可以比较标记后 SHG 和 2XS 不同

毒素标记后同位素异构体比率的变化(图 4)。Gly 组

OA 和 DTX1 的 lg[M~(M+3)]%=2, 13C-gly 标记组

DSTs成分 M的响应值下降, M+2和 M+3显著上升。

同时, 酯化态成分也可被 2-13C-甘氨酸所标记。其中

不同 DSTs 变化程度有所不同, 上升最高的 SHG 株

OA(图 4b)的 3 种酯化态成分 M+3 达到 3.30~3.34 

[lg(M+3)%]。 

由于研究的局限性和基因组信息的缺乏 , DSTs

生物合成的机制尚未阐明(Camacho-Muñoz et al, 2021)。

通过用 1, 2-13C2-甘氨酸和 2-13C, 15N-甘氨酸, 证明

DTX-5a 和 DTX-5b 硫化侧链中的氨基酸残基来自甘

氨酸(Hu et al, 2017)。诸多学者研究采用如乙酸盐, 

乙醇酸等同位素标记试剂实现了DTX5和DTX4的标

记(Wright et al, 1996)。如[1-13C]乙酸盐的掺入导致

YTX的 15个碳的标记(Yamazaki et al, 2011)。在底栖

甲藻(Prorocentrum belizeanum)添加[1-13C]乙酸钠和

[2-13C]乙酸钠后分别富集了 24 和 38 个碳 , 证实

DTX-5c 中 68 个碳中的 62 个来自乙酸, 包括所有侧

甲基(Vilches et al, 2012)。已经报道了有限数量的此

类代谢物的生物合成 , 研究在很大程度上受到化合

物产量低和同位素标记前体中标记物严重扰乱的阻

碍 , 因此 DSTs 的合成机制研究仍处于早期阶段

(Kalaitzis et al, 2010)。但相比之下, 本研究中使用

2-13C-甘氨酸使 DSTs 被标记且确定了其标记的碎片

离子, 并且首次实现并示踪了多种酯化态的毒素。研

究发现二醇酯具有更高的标记比率 , 或因其代谢速

率或活跃程度所导致(Nagahama et al, 2011; Freund et 

al, 2017)。Hu等(2017)认为酯化态毒素时 P. lima储存

的非毒性前体。而 Wu 等(2020)通过小鼠证明二醇酯

类的强毒性。这与通常认为酯化态是储存在叶绿体中

非活性前体的结论存在矛盾。此外, 有研究表明 P. 

lima 酯化态毒素组成与不同藻株及其细胞生长周期

有关(Pan et al, 1999; Wu et al, 2020), 因此借助同位

素标记手段进一步研究细胞生长过程中的毒素及同

位素丰度变化具有深远的意义。同时应用本方法可获

得 13C 标记的 OA 和 DTX1, 既满足代谢流量分析也

可应用于质谱检测内标。13C甘氨酸可以为 P. lima的

DSTs合成路径的研究提供新方法和思路。 

3  结论 

通过 2-13C-甘氨酸培养实现了对利玛原甲藻中的

DSTs 及其酯化态的同位素标记。甘氨酸显著促进了
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DSTs 及其酯化态成分的合成, 且两种藻株对甘氨酸

的响应有所不同。同时鉴定了 P. lima 酯化态毒素及

发现了其标记后同位素丰度的变化, 为后期探究 P. 

lima的产毒通路提供了参考。 
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APPLICATION OF 13C TRACING TECHNOLOGY IN THE SYNTHETIC PATHWAY OF 
DIARRHEAL SHELLFISH TOXIN IN PROROCENTRUM LIMA 

ZHANG Hao-Yu1,  TAN Zhi-Jun2, 3,  ZHENG Guan-Chao2,  LYU Song-Hui4,   
YANG Yue-Cong1,  WU Hai-Yan2 

(1. Collage of Food Sciences & Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China; 2. Key Laboratory of Testing and 
Evaluation for Aquatic Product Safety and Quality, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, P. R. China, Yellow Sea Fisheries 

Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China; 3. Pilot National Laboratory for Marine Science and 
Technology (Qingdao), Qingdao 266071, China; 4. Research Center for Harmful Algae and Marine Biology, Jinan University, 

Guangzhou 510632, China) 

Abstract    The SHG and 2XS strains of Prorocentrum lima with significant differences in toxin production were 

selected as the research objects, and 2-13C-glycine was used as the tracer material combined with high resolution mass 

spectrometry for new method and idea to study the synthesis and metabolic pathway of diarrheal shellfish toxins and their 

esterified toxins. Sixteen types of diarrheal shellfish poison and their esterified toxin components were identified in the two 

strains of algae. Under the control culture condition, the toxin production ability of SHG strain (okadaic acid 7.88 pg/cell 

and dinophysistoxins 14.35 pg/cell) was greater than that of 2XS strain (okadaic acid 5.70 pg/cell), while glycine as 

nitrogen source could significantly increase the total toxin production of the two algae. There was no significant change in 

single cell toxin production between 13C-glycine labeled group and glycine culture group (P<0.05). The abundance of 

isotope isomers of diarrheal shellfish poisoning changed after being labeled, in which the esterification state was more 

affected by 13C labeling, and the secondary mass spectrometry clearly showed the labeling of fragment ions and 

dehydration peaks. This study shows that glycine can be used as the labeling material of P. lima, and thus the synchronous 

labeling of esterified state is realized for the first time by stable isotope labeling, which is helpful for the further study on 

the formation mechanism of diarrheal shellfish poisoning. 

Key words    Prorocentrum lima;  diarrheal shellfish toxin;  esterified state; 13C stable-isotope-tracer technique;  

quadrupole electrostatic field orbital trap high resolution mass spectrometry 


