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塔玛亚历山大藻的麻痹性贝毒研究
’

郑淑贞 林晓 林慧贞 陈海生

(中国科 学院广州 化学研究所 广州 5 10 6 5 0 )

提要 对暨南大学水生生物研究所于 19 91 年 10 月从香港海域底泥分离后于实验室人工培

养的塔玛亚历 山大藻运用高效液相色谱分析麻痹性贝毒的组成
;
按照美国分析化学家协会的

小白鼠生物检定标准方法测试其毒性
。

结果表明
,

所含毒素成分主要是膝沟藻毒素 一2

(G T x Z )
,

含量为 94
.

13 x 1 0
一 ’29 / ce ll; 次要成分是膝沟藻毒素一4的 卜磺基氨基甲酞衍生物

C4
,

含量为 1 5
.

6 7 x 10
一 ’29 2 e e一

,

测得其毒性为 (3
.

2 3一4
.

1一) x 一。
一 ‘

M u / e e ll
。

研究表明
,

所

用的微藻麻痹性贝毒的提取方法和高效液相色谱分析方法都比较容易和有效
。

关键词 塔玛亚历 山大藻 毒性 膝沟藻毒素 高效液相色谱法

学科分类号 0 6 2 9
.

9

麻痹性贝毒 (PS P) 是众所周知的海洋生物毒素之一 (Shi m izu
,

19 9 3 )
。

香港海域近年

来发生了多起 由含有 Ps P 的裸甲藻 (协m , 2口d in l’u m sP p
.

)和原甲藻 (Pr or oc’en tr u m s
pp

.

)所

引起 的赤潮
,

造 成大量鱼死亡事故 (w on g 。t al
,

19 8 7)
,

因而引起 对存在于该海域 的毒

性微藻的注意
。

暨南大学水生生物研究所从 该海域 的底泥分 离出塔玛亚历山大藻 的抱

囊
,

以后又对该种微藻进行人工培养并获得成功
。

本文报告人工培养的塔玛亚历山大藻

的麻痹性贝毒的提取成分及其毒性
,

以期为有毒赤潮的研究及其引起的麻痹性贝毒中毒

事故的防治提供科学依据
。

1 材料与方法

L l 样品

所用微藻样品系暨南大学水生生物研究所于 19 91 年 10 月从香港海域底泥分离后于

实验室人工培养的塔玛亚历 山大藻 (Ale 二n dr iu m Ia m ar en se )
。

本研究第 一批 微藻样 品

( I )于 19 9 4 年 3 月 3 日采集
,

密度为 3 9 3 0 e e ll / m l;第二批微藻样品 (11 )于 19 9 4 年 5 月 2 5

日采集
,

密度为 8 7 5 0 e e ll / m l
。

1
.

2 毒素提取方法

藻液用 0. 45 卜m 滤膜过滤
,

除去培养介质 (f / 2 加富海水 ) ; 用少量 0. 03 m ol / L 醋酸

(H A c) 水溶液将微藻从滤膜上洗 下并收集于离心试管 中
,

用超声波处理 2一 5而
n ,

离心沉

降
。

将澄清液分成三部分
:

第一部分直接供生物试验和高效液相色谱(H PLC) 分析
;
第二

部分用 0
.

lm ol /l 盐酸 (H a )煮沸 sm in 后作 H PL C 分析 ;
第三部分加人澄清液量的 1% 的

*
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食盐 (Na O )后作生物试验
。

以 H P LC 方法分析麻痹性贝毒成分
。

L 3 H P L C 分析方法

用此方法分析麻痹性贝毒的成分
。

仪器为 日本分光公 司 (JA S C O )高效液相色谱
:

泵

(二 个) 8 5 0一p u 型 ;
紫外光鉴定 器为 UV ID E C-- 10 0一 111 ; 色谱 柱为 W a k o sil一 11 SC

, SH
·

G
·

1 50 x 4. 6 m m
,

一根或二根 (串联 )
。

测定条件
:

流动相为 Zm m ol 八 1一庚烷磺酸钠的磷酸

缓冲液 (p H = 7
.

2 ) ; 流速为 0
.

sm l / m in ; 紫外吸收波长为 Z lo n m
。

L 4 生物试验

按照美 国分析 化学 家协 会 (A O A C )标准方法 ”进 行试验并计算毒性
。

所用动物为

20 土 lg 雄性昆明纯种小 白鼠
,

经腹腔注射微藻提取液 lml 后有 ) 3个小 鼠死亡时间落在

5一 7 m in 之间
。

毒性以 鼠单位 / 细胞 (Mu / ce ll) 表示
。

1M u 代表在 1sm in 杀死 2 09 雄性

小 白鼠的剂量
。

样品 I 毒性试验一项
,

样品 n 毒性试验三项
。

2 结果与讨论
2

.

1 塔玛亚历山大藻麻痹性贝毒的成分

表 1

T a b
.

l

塔玛亚历山大藻的麻痹性贝毒的成分及含 t

Th
e e o rn po

n e n ts an d e o n e e n tra ti o n o f PS P fro m

毛 ta 丹王口r C 刀万召

成成分分 含 量量 摩尔百分数数

(((((((((((((((((((((((((((m o l% )))

XXXXX 10
一 2555 X 10

一 122222

(((((m o l/ e e ll))) (g / e ell)))))

CCC汀X ZZZ 2 3 999 9 4
.

1333 8 7名名

CCC444 3 3
.

222 15
.

6 777 12
.

222

H PL C 分析 结果 (表 l 和图 l) 表

明
,

经醋酸处理后 的提 取物和再经盐

酸处理后 的提取物都有膝 沟藻毒素
一2

(C T X 2) 的峰 出现
; 但后者 比前者多 出

一个 C l
,

X 4 小峰
,

这说 明原来存 在着

G T X 4 的 卜卜磺基氨基 甲酞衍生物 C4
,

在盐酸作用下 C 4 转变成 G T X 4
。

膝沟

藻毒素一2含量为 9 4
.

13 x 10
一 ” g / e e ll

,

0 8 16 24

N ll 2

NH卜NH嘿
凡

-�‘
月,

、一,乙

2一leslL�‘U

�‘口O

.‘
I
J

es
weweeseseseseseses月.,...

J占门
�

0 8

图 l

16 24

t / m in

塔玛亚历山大藻麻痹性 贝毒的 H PLC 图

R g
.

1 HPLC o f PSP fr o m 注 ta n 坦 r e n s e

a
.

醋酸提取物
.

b
.

盐酸处理 物
.

c
.

G I一 (孙 标准样 品
:

5 m l o
.

o 3 m o l/ L H A e 溶液含 0
.

5卜 m o l G I一以
,

其中 G I
,

1
.

74 x 一0
一 3 协 m o l; G2

,

1
.

9 2 x 10
一 飞
卜 m o l; G 3

,

6 7 6 X

10
一

、m o l:以
,

6
.

6 7 x 10
一 4
卜m o l

.

G I一以 依次代表

G I X I一G T X 4

图 2 塔 玛亚历山大藻麻痹性贝毒的结构

(L刁认 re n e e , 19 9 lb )

日 9
.

2 S tl 七c t
峨

5 o f PS P o f A ta ma
r e n s e

CT X Z C 4 G T X 4

R
一

H O H o H

凡 H 0 5 0 犷 0 5 0 丁

凡 0 5 0 犷 H H

凡 CO N-H
:

co N H Sq
一

co N H Z

l ) Ge rs ll n lan L L
,

19 8 4
.
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占总麻痹性贝毒摩尔百分数的 87
.

8 % ; 而 C 4 含量为 15
.

67 x 10
一 ’2 9 / ce n

,

仅占总麻痹性贝

毒摩尔百分数的 12
.

2 %
。

所以
,

塔玛亚历山大藻的 PS P 的主要成分是膝沟藻毒素
一2

。

次要

成分是膝沟藻毒素
一4的怜磺基氨基 甲酞衍生物 C 4 (结构式见图 2)

。

表 1 的 H PL C 数据是

采用一根色谱柱的分析结果
。

用二根色谱柱 (串联 )的分离效果得到改善
,

色谱 图的基线

飘移得小一些
,

而测得值基本相 同
。

从分析结果可认 为
,

本研究采用的 H PL C 分析方法是有效的
,

并且这个方法与已有的

其它方法 (O shim a 。2 a l
,

19 8 7 ; La w re n e e 。z a乙 19 9 1a, 1 9 9 lb )比较还显示出操作简便
、

设

备简单
、

方法容易等特点
。

因为它不必将毒素在柱前或柱后转变为萤光物质
,

不须用萤光

鉴定器和多个泵体
,

也不须梯度洗脱
。

2. 2 塔玛亚历山大藻麻痹性贝毒的生物试验结果

用两批人工培养的塔玛亚历山大藻 (I
,

11 )的麻痹性贝毒提取液对小 白鼠进行毒试

验结果见表 2
。

从香港海域底泥分 离并经多代繁殖的塔玛 亚历山大藻的 PS P 的毒性为

(3
.

2 3一4
.

1 1 ) x 10
一 6

M u / c e ll
,

与 S in g h 等 (19 8 2 )报道的塔玛亚历山大藻毒性范围 (4 5一

1 7 0) x 10
’ “

M U / c el l相 比
,

其毒性较低
。

此毒性可能与培养条件
、

藻体大小
、

繁殖代数等

等有关
。

本研究表明
,

生物试验时样品的纯度也影响麻痹性贝毒的毒性值
,

当注射样品中

含有食盐时
,

测得的毒性值降低
。

如注射样品含 l% N a a 时
,

小鼠死亡时间由 0 0 :0 5 : 38 延

长至 00 : 09 : 12
,

小鼠死亡时间延长了 0 0 : 03 : 34 (延长了约 60 % )
,

测得的麻痹性 贝毒的毒性

值 比不含 Na O 的样品低约 30 %
,

这与桥本芳郎 (198 0) 的报道相近
。

试验表明
,

PSP 毒性试验

的样品必 须保证 无盐
,

而要

除去培养介质或海水带人的

盐
,

过滤方法 比离心容易
,

特

别是在微藻毒性低 或细胞浓

度低而必须用较大量 的样品

时
,

用 离心方 法测 甚为麻 烦

和 困难
,

因为微藻 的细胞 壁

较脆
,

在离心 时 会受到离 心

力作 用而破 裂
,

从 而使测 得

毒 性 值 降低
。

从 Na O 降 低

表 2

T ab
.

2

塔玛亚历山大旅贝毒用于小白鼠试验结果

Th
e m o u s e b io as s a y o f PS P o f 注 ta ma

r e n s e

微微藻藻 提取物介质质 注射微藻量量 死亡 时间间 毒性性

样样品品 (m o l/ L))) (x 10 , ))) (而
n : s))) (x 10

一‘ M u zc e一l)))

IIIII 0刀3 H A ccc 4刀222 0 5 : 4 888 4
.

1 111

llllll 0
.

0 3 llA eee 5 2 111 0 5 : 3888 3
.

2 333

llllll 0刀3】IA ccc 5
.

2 111 0 9 : 1222 2 2 111

llllll (+ l% N a C I))) 6
.

9 555 0 6 : 1222 2 2 333

00000
.

0 3比、ccccccccc

(((((+ l% N aC I)))))))))

PS P提取液的毒性结果可 以间接推测
,

PS P 的毒理与毒素影响细胞膜钠离子通道的通透性

(Shi m iz u ,

19 8 2 )有关
。

3 结语

从香港海域的底泥分离出的抱囊经人工培养成的塔玛亚历山大藻是有毒的
,

它含有

俗称的麻痹性 贝毒
,

其毒素成分主要是膝沟藻毒素 一2
,

含量为 94
.

13 x 10
一 ”g / ce n ;

次要

成分是膝沟藻毒素
一4的卜磺基氨基 甲酞衍生物 C 4

,

含量为 巧 67 x 10
一 ’2

9 / ee n
。

由生物

试验测得其 PSP 毒性为 (3
,

2 3一 4
.

1 1) x 10
一 “

M U / c e ll
。

致谢 暨南大学水生生物研究所提供人工培养的塔玛亚历 山大藻
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研究室帮助进行 HP L C 测试
,
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《海洋与湖沼》学报简介

B R IE F IN T R O D t{C T IO N O F T H E O C E A N O L O G IA E T

L IM N O L O G IA S IN IC A

《海洋与湖沼》学报遵循科学技术要面向经济建设的宗旨
,

倡导不同学术观点的争鸣
,

开展国内外学术交流
,

以繁荣学术
、

提高研究水平
; 报道最新科研成果

,

为促进科学技术的

发展和加速社会主义现代化建设服务
; 发挥老科学家的指导作用

、

中年科技人员的骨干作

用
,

热情扶植青年学者
,

以利于科技人才的尽快成长
,

从而不断壮大科技力量
。

《海洋与湖

沼》学报
,

系海洋湖沼科技领域综合性的学术刊物
,

以报道基础研究
、

应用基础研究论文为

主
,

同时重视应用研究
、

开发研究成果 的发表 ;
论文涉及水圈范围内的物理学

、

化学
、

地质

学
、

环境学
、

生物学等学科及其分支学科的研究报告
、

简报
、

综述
、

学术争鸣
、

学术简报
、

科

学家简介
、

书评等栏 目
。

对于发明创造和同国计 民生有重大关系的研究成果
、

带有崭新学

术观点的论文和学术争鸣
,

特别是青年学者的优秀论文
,

将予以优先刊登
。

《海洋与湖沼》学报于 19 5 7 年创刊
,

第一任主编为中科院院士
、

第三世界科学院院士

曾呈奎教授
,

第二任主编为著名海洋生物学家刘瑞玉教授
,

现任主编为中科院院士秦蕴珊

教授
.

由于刊物一向注重高水平
、

高质量
,

为学术交流
、

国家建设
、

人才成长作出引人注 目

的贡献
,

因而在国内外均享有较高声誉
。

19 8 8一 19 93 年获省部级以上优 秀科技期刊奖 7

项
,

最高为国家二等奖
。


