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小定鞭藻毒素的分离与鉴定
’

何家莞 陈明惠 何振荣
�中国科学院水生生物研究所

,

武汉 � �   ! ��

提
、

要

从大量死鱼的鱼池中收集分离出小定鞭藻 � �� � �� �� �脚脚�� �二 的毒株
,

并在实验室成功地进

行了单种培养
,

当温度 �� ℃
,

光照 �� �
一

一�� � ��
,

盐度约 ��一 ���
。

左右时
,

该藻在海水及人工海水培

养基中均生长良好
,

在对数生长末期到平衡期溶血毒素活性最高
。

从藻细胞及浓缩的培养液中提

取出二种毒素 � 溶血毒素 �� � � � � ����� �� � �� ��和鱼毒素 �� � � ���� �� � �� ��
。

用新鲜牛血球测定了溶

血毒素活性 � 用孔雀鱼测定了鱼毒素活性
。

用部分纯化的溶血毒素经元素分析
、

红外光谱
、

核磁共

振及 �� � 质谱测定
,

结果显示该藻溶血毒素可能是一个糖脂
。

关键词 小定鞭藻
,

水华
,

溶血毒素
,

鱼毒素

小定鞭藻 �� �� �
� �� �� � �� ��

� � �广泛分布于海洋及半咸水内陆水体中
,

这种鞭毛藻

四季均可生长
,

但以春初
,

秋末繁殖迅速
,

并在水体中形成水华
。

这种水华不仅引起鱼类

大量死亡
,

而且对其它水生动物也产生不利影响
,

是渔业生产的一大天敌
。

国外对小定鞭藻已做了不少研究
,

认为该藻含有引起鱼及其他鳃呼吸动物死亡的鱼

毒素【
’

,

�】� 引起哺乳动物等红血球细胞溶解的溶血毒素及镇痉素��,
��

,

而且对溶血毒素进行

了纯化及结构测定
,

但其结论尚不一致
。

一些学者认为�� 该毒素是一个乳糖甘油脂 �而另

一些学者却认为它是一个磷酸蛋白脂等等��,
�】

。

国内自 �� � 年起先后在辽宁
、

内蒙
、

陕西
、

山东
、

天津等地的半咸水鱼池及水库中均

发现 了这种藻的存在
,

并报道了它对渔业生产带来的危害
,

一些科研单位
,

大专院校也进

行了有关该藻生物学及防治措施的研究
,

但对该藻毒素的特性及结构分析尚缺乏研究
。

本文报道 了有毒小定鞭藻的分离
、

培养
、

毒素的提取
、

测定
。

获得了少量较纯的溶血

毒素
,

并对其特性及结构进行了研究与探讨
。

材料和方法

� � 藻类培养

将天津
、

山东地区鱼池中形成水华的小定鞭藻采回实验室
,

按常规方法进行分离
、

纯

化
。

把获得的单克隆藻株进行扩大培养
,

培养液及培养条件参照文献 �� 并稍加修改
。

�其

,

国家自然科学基金资助项目
�

编号� �  ! ∀ #��
。

�� �  年 � 月 �� 日收到
。
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中一部份藻种为天津水产研究所赠送
,

由本室藻种库保存�
。

天然海水培养基

� � � � � �
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� � � � � � 刃� ��

� �
·

� �� � � �� ��� � �
�

�� �

� � � � �
,

� � �

� � � �� � � 拜�
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蒸馏水

人工海水培养基
’ �

� � �

�
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�
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为取 自青岛海洋所实验室经过滤的海水
。

� 用 �
�

� � ! � � 等人 �� 所用的培养基稍加修改
。

二种培养基的盐度均为 � ��� 左右
。

� � 毒素的提取

将种群增长至对数生长末期 ��� � 左右 �的藻细胞经 � �� � � � �� 离心取得藻细胞浆

和上清液
。

�
‘

�
�

� 从藻细胞提取毒素

将冷冻的藻细胞溶于 ��一�� 倍体积的氯仿 � 甲醇中�� � �� 进行研磨
,

� ℃放置 ��

左右
,

离心 ���� ��� � ��� ��� 弃杂物
。

上清液 �粗毒素�冷冻干燥
。

用丙酮 �一 � 次提取去

除部分叶绿素后
,

不溶物减压干燥
,

用少量氯仿 � 甲醇 �� � �� 溶解后上硅胶柱 ��� ��� � ��

�� � � �� ��
,

用不断增加甲醇比例直至氯仿 � 甲醇为 � �� 时进行洗脱
,

洗脱出含有不同色

素的 � 个带
,

测溶血素活性
,

溶血毒素最强的收集部分减压干燥后
,

过 � �� 柱 �� � � � �� ��

� �� �� �� ��  �� �
,

用甲醇及甲醇 �
‘

水 �� � � �洗脱
,

测溶血素活性后
,

将有毒的甲醇洗脱液

浓缩
,

用 � 倍体积的乙醚沉淀
,

离心收集沉淀
,

溶于 甲醇 � 水中 �� � ��
,

减压干燥
,

保存备

用
。

�
,

�
�

� 从培养液中提取毒素

该藻生长至对数末期
,

离心去除藻细胞
,

收集 �� �� 一�� �� �� 培养液
,

用边搅拌边加

浓碱 �� � � � �使其产生白色絮状沉淀
,

当 � � 为 ��一 �� 时
,

让其充分沉淀 ��
,

离心将沉

淀 溶 于 �� � �� � �  !�约 ���� � �
。

使 溶 液 � � 达 �一 �
。

置 透 析 袋 中 在

���� � � �� � , � � �中 �℃透析 ��
,

透析物冷冻干燥获约 �� �� � 粗毒素 �� �
。

将此物放

人冷的绝对丙酮得干燥物 �� �
,

用 �� � � 甲醇提取 �
,

减压干燥得约 ��  � 淡黄色粉末

�� �
,

将 � 放在绝对丙醇中洗
,

沉淀用丙醇 � 水 �� 二 �� 提取
,

减压干燥溶于 �� � �丙醇 �

水 �� 二 ��
,

离心去掉沉淀
,

其上清液不断加人绝对丙醇
,

减压干燥得约 �� � �� �浅黄色粉

末
,

按前所述
,

经硅胶柱和 � � � � 一��  ! � �� 柱进一步纯化
,

含毒素的部分
,

冷冻干燥
,

保存

备用
。
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� �� 毒素的测定

�
�

�
�
 溶血毒素 (H aem oly tie toxins)活性的测定

L 3. L I 牛血球的制备 取新鲜牛血溶入等体积等渗液于 4℃冰箱或室温保存
。

实验

前取血球溶于 10 倍体积 4℃保存的等渗盐溶液 (N aCI 73 m ol / m
3, 柠檬酸钠 42 m ol / m

3

葡萄糖 114 m ol/ m
, 用柠檬酸调 pH 至 5

.
0)

。

低速离心 s m in (so o r / m in )弃上液
,

如此

重复三次
,

然后将牛血球用等渗液稀释 50 倍(O D 640 约 0
.
8 左右)备用

。

L 3. L Z 标准曲线的制作 洋地黄皂贰

(Di gi to ni n) 是一种表面活性剂
,

具溶血作

用
,

用其做标准物可以测定藻细胞及培养

液中溶血素活性
。

配制 5
.
2# g / m l的标准

洋地黄皂贰水溶液
,

按浓度梯度取样使其

含 0
.
6一 14 溶血素单位 / m l

,

与 Zm l等渗

盐溶液 (pH S
.
0) 及经上述处理的新鲜牛血

球 lm l充分混合
,

置 30 ℃水浴锅 内
,

保温

25 m in
,

然后在 721 分光光度计上
,

在波长

640nm 处测光密度值
。

以 D igito n in 的浓

度为横座标
,

溶血的百分数为纵座标作图

(图 l)
。
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L 3. 1 3 溶血毒素活性的测定 在标准实验系统中加人经 甲醇溶解
,

并经稀释的藻毒

素 (毒素占总体积的 0
.
4% 左右)

,

按上述方法测光密度下降
,

确定溶血毒素活力的大小
,

并计算出溶血素单位
。

1 个溶血素单位 (H U )指的是:在 lm l标准实验系统中(含等渗液
、

牛血球
、

溶血毒素
、

混合后溶液 p H 为 5
.
0) 使牛血球溶解 50 % 时所需藻毒素的量 (l

.
3雌

的 D igit
onin 是 l 个溶血素单位)

。

1 3

.

1

.

4 鱼毒素活性的测定 用体长为 25一40 m m 的孔雀鱼作为实验材料
,

在 25 0m l

或 loom l烧杯中注人 loom l或 som l标准实验液 (Zom ol/ m
, t r i s 缓冲液 p H s

.
5

,

链霉素

或精胺 0
.
1一0
.
05 m g / m l) 其中放孔雀鱼 3 尾

,

同时加人 0
.
01 或 0. 02 m l甲醇溶解毒素粗

提液
。

在 25 ℃ (黑暗)观察鱼的死亡情况
,

规定 1个鱼毒素单位为 :在上述标准实验系统

中
,

s h 内杀死所有鱼时
,

每毫升所含藻毒素的最低量
。

1

.

4 溶血毒素的结构分析

按溶血毒素纯化的方法获得的较纯溶血毒素样品
,

进行了红外光谱
,

核磁共振光谱
,

质谱及元素的分析测定
。

2 实验结果

2
.
1 小定鞭藻的种群增长与产毒曲线
2
.
1
.
1 不同培养液与种群增长曲线

小定鞭藻是生长在海水及咸水水体中的浮游鞭毛藻类
,

因此在海水培养液中生长良

好
。

但对远离海的实验室往往很难得到海水(特别是大量培养时)
。

为此作者进行了人工

海水代替天然海水的培养试验
,

并观察它的种群生长 (温度 22 ℃
,

光照 8001x)
。

从图 2 可
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以看出
,

该藻在上述培养条件下
,

无论是用天然海水或人工海水培养液进行培养均生长良

好
。

通常当温度达到 30 一32 ℃时
,

藻细胞会停止生长
,

且变白沉淀
。

实验证明:盐度和光

强对藻 的正常生长也是很重要的
,

盐度在 12一16 %
。 ,

光照强度在 80 0一 loo ol
x
时

。

从藻

细胞和培养液中均能获取较多的毒素
。

2

.

1

.

2 从小定鞭藻种群不同生长期所收集的藻细胞浆
,

经反复冻融
,

按方法 (1
.
3) 测定其

毒性
。

结果表明该藻在指数增长末期进人平衡期时
,

突然出现毒性
,

并达到最高值
。

此结

果与 M itsui
,

等人用蓝藻抑
nee几oeoeeu, s p

.

的实验结果一致 (图 2 )
。

�一日\口国�祠补一>一例uV召祠之oE。目H��、日划哥报召她�华锻刘侧块
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图 2 小定鞭藻细胞生长与溶血毒素活性

F ig
.
2 H aem olytie aetivity ofm ethano lso lub le fr aetion s of the

eells during batc h eultu red grow th o f P ry m nesium 那
ruvu舰

1
.
溶血素活性(H

aem olytio ac ti
vity)

: 2
.
天然海水培养基 中的生长曲线(G

row th cu rve in natural

seaw ater m ed iu m )
; 3
.
人工海水培养基中的生长曲线(G

row th eu rve in a rtifieia lseaw ater m edium )

2. 2 小定鞭藻毒素的特性及其结构分析

2. 2
.
1 溶血毒素和鱼毒素活性

从标准曲线图可 以看出在溶血单位为 0
.
6一1

.
4 H U / m l这个范围内

,

溶血百分数与

溶血素浓度基本呈直线关系
,

在标准实验系统中
,

能使血球溶解 50 % 时
,

即为 1个溶血素

单位 (H u )
,

对于 D isi to ni nz 来说:相当于 1
.
3朋

。

据此
,

可查出从不同纯化阶段藻细胞中

提取出的溶血毒素和鱼毒素活性
。

经离心分离去除藻细胞后的培养液
,

按前述方法提取
,

并测定其中所含两种毒素的活

性 (表 l)
。

从表可看出
,

作者采用 v htzu
:
等和 Y avi vl

6, ’]等研究者对该藻毒素纯化方法
。

并用

硅胶和 B o nd 一El ut C 18 柱进一步纯化
,

( 柱层析 ;在溶剂混合物中的溶解性 ;在双相溶剂

混合物中分相等)从藻细胞和培养基中提取并纯化了溶血毒素和鱼毒素
。

2. 2. 2 小定鞭藻毒素的特性

该藻从对数生长末期进人稳定期产生毒素(图 2)
,

从藻细胞和培养液中提取出并获

得较纯毒素
,

毒素能溶于水
,

有机溶剂及双相溶剂混合物
,

p H 对毒素活性
,

特别是鱼毒素

活性有很大影响
。

当 pH < 5 时
,

表现出溶血素活性;而 pH 从 7一9时
,

鱼毒素的活性随

着 pH 的增加而提高 (表 2)
。

鱼毒素活性的大小不仅依赖某些辅助因子及阳离子18,
9]

,

而
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且受到这些因子浓度大小的影响
,

在所有辅助因子中以精胺 (spe rm
ine )4m ol / m

,
的激活

作用最强 ;C a+
十
有增加鱼毒素活性的作用

,

而 N a+ 有抑制活性的作用 (图 3)
。

表 1 小定鞭藻细胞和培养基中的毒素

Tab
.
l T h e toxins o falg ae eells and ex traeellu lar m ed ium o fP 尽m nesiu 用 Pa

rvu阴 cu ltu res

部位名称

F raetio n

纯化程度

P u rifi cation

溶血素活性(溶血素单位 / m g)

H aem o lytie aetivity

(H U / m g)

鱼毒素活性(鱼毒素单位 / m g)

Iehth yo toxie aetivity

(IU / m g)

藻细胞

A lgaleells

培养基

M edium

A (粗提液)

B (纯化液)

1100

2 700

A (粗提液)

B (丙酮提取液)

C (甲醇提取液)

D (纯化液)

1100

1400

4500

400

4 70

1400

1700

表 2 pH 对鱼毒索活性的影响

T ab
.
2 T he effe

et ofP H on ieh thyotox ie aetivity

辅助因子

C o一fa e to r u sed a t

e o n c母tr a ti o n o f Z m
o l / m

3

硫酸链霉素

Stre Ptom ycin

精胺

SP erm in e

氯化钙

C aC I

氯化钠

N a C I

对照(无辅助 因子)

C o ntrast

(w itho ut eo一fa cto r)

鱼毒素活性 (鱼毒素单位 / 毫升)

A etivity o fieh th yotoxin(IU / m l)

PH 7 0

< 100

< 100

PH 8
.
0

1000

10
,

0 0 0

P H g 乃

4 0 0 0

4 0
,

0 0 0

< 1 0 0 0 0 0

< 1 0 0 < 1 0 0 < 1 0 0

< 1 0 0 < 1 0 0
< 1 0 0

注
:
实验在 sm ol / m

3一
tri
s 缓冲液

,

20 一25 ℃黑暗中进行
,

8h
后记录实验结果

,

表中是用每个辅助 因子所做的 3

次实验结果

E xperim ents w ere e arri七d o u t a t p H 7
,

o

,

5 0
a n

d g 乃 w ith 5 m o l/ m
3一tr is b u

ffe
r a t Z o一25℃ i

n d a rk
.
R e su lts

w e re re e o r d e d a ft e r 8 h r
.
Id e n tic a l re su lts w e re o b ta in e d in a ll o f th e th re e a ssa y s e o n d u e ted w ith

ea c h eo fa c to r
.

2. 2. 3 纯化的溶血毒素结构初步测定

纯化的溶血毒素元素分析不含 N
,

为 C
.
H
.
O 组成的化合物

。

红外光谱分析在

34ooc m一‘,

1 1 5 0

“
m 一‘及 lo6o

cm一‘
有吸收带

,

说明含有经基
,

1 6 3 9

“
m 一‘有吸收带则含 e = e
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R
_
H

双健;同时在 896cm 一
,
有吸收峰可能有 诊c

一 c 了
,

从 FA B 质谱中可知未知物含有一
沪产 ,、

H R

个葡萄糖基
,

它的准分子离子峰是 6n [M + H r 则分子量 M 二 6 10
,

所以推测小定鞭藻的溶

血毒素可能是小分子糖脂
。

3 0

.

0 0 0

O

一
O

20.000

10.000

�一已、口卜一�u一xolo卜二1二。一驻盆蓄畏‘扮d忿
二日\妇呀报扮喇�划姐獭律倒

- - - - 一- 一一- - - - - - 一
4

热月之1。V

0
.
0 0 2 0

.
0 0 4 0

.
0 0 6 0

.
0 0 8

辅助因子浓度 (m ol /m ”
)

C
o n c e n t r a t io n o

f
e o 一

f
a e t o r s ( m

o l / m
3
)

图 3 精胺 1
、

链霉素 2
、

氯化钙 3
、

氯化钠 4 对小定鞭藻鱼毒素活性的影响 (所 用毒素 含 9000

鱼毒素单位 / m l)

F ig 3 T he effe
et of sp erm in e l

,
s

t
r e

P
t
o

m
y

e
i
n

Z

,

C
a

C 1
2

3
a n

d N
a

C I 4
o n a c

t
i
v

i
t

y
o

f

p 尽m n esiu m 那
rvuo iehthyotoxin (T he toxin eoneentration

,

9 0 0 0 I T U / m l
)

3 讨论

3
.
1 不同产毒藻类的毒性及致毒机理比较

作者从大量死鱼的咸水鱼池中分离的有毒小定鞭藻
,

成功地进行了大量培养
,

毒素分

离纯化
。

测定实验证明:该藻含有可引起鱼类死亡的鱼毒素
,

使红血球溶解的溶血素及引

起小白鼠死亡的毒素
。

’

Y
as

u

m ot

o

等I
’”I研究了

“

9

,

种底楼甲藻的毒素
。

从他们的研究结

果可以看出
,

甲藻可产生与小定鞭藻相同的毒素
,

而且各种毒素在不同种中的毒性强度亦

不同
,

其中有 6 个种可产生使小白鼠致死的毒素
,

3 个种可产生鱼毒素
,

而所有的种可以

产生溶血毒素
。

小定鞭藻所产生的毒素及毒素活性大小与甲藻 A用尹h id i
刀
i,

。“; ter i 较

为相似
。

M
i t

su
i

,

等l3]
,

也从海生蓝藻 匀ne rk oc oc cu :sP
.
中提取出与甲藻及小定鞭藻的毒

性与结构类似的溶血毒素
。

研究结果指出l3, 川致死老鼠的毒素是类似于肿瘤促发剂大田

软海绵酸 (o kad ai
c ac id) 的物质

。

由于引起动物肝损伤
,

使之死亡
。

溶血素被认为是类

似于 D igi to ni n 的物质
。

使动物红血球细胞溶解破裂 引起动物死亡
。

许多文献报

道[2,
’2]鳃是鱼毒素作用的靶器官

,

毒素对生物膜的可逆作用引起通透
、

泄漏
,

使之死亡
。
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可以推断小定鞭藻
、

甲藻与一种名称海生聚球藻的蓝藻所含毒素其致毒方式是相似的
。

1 2 溶血毒素结构的探讨

在小定鞭藻所含的 3 种毒素中
,

化学结构研究的较多的是溶血毒素
,

但所获得的研究

结果尚不一致
,

u h t
zu

:

和 shi fo 等l6]认为它是一种酸极性蛋白脂 ;K oz ak ai 等151 认为是一

种半乳糖甘油脂;近几年较多的研究[2,3 ]认为溶血毒素由 5 种组分组成
,

其中溶血素 工一 n

被认为是单或双半乳糖甘油脂
。

它们的毒素活性分别是商品型 D isi to ni n( 洋地黄皂贰)

活性的 80 % 和 25 %
,

而毒素111 一V 的毒素活性分别是商品型 Di gi to ni
n 的 10 0

,

9 和 2

倍
。

除 I 一 n 外
,

其它 3 种毒素的结构尚不清楚
。

K oz ak

ai 和 M its ul
,

A

,

等所做的小定鞭

藻溶血毒素 工一 n 和聚球藻的溶血毒素 工一 n 的结果与以上 甲藻溶血毒素 I 一 11 的结构类

似均为半乳糖甘油脂
。

作者从硅酸柱上也将粗毒素分成 5 个组分
,

仅取溶血素活性高
,

含

量多的一个组分进一步纯化
、

鉴定
。

由于纯结晶量少
、

核磁共振仅做了 + H N M R 而未

做
’3
C N M R 测定

,

但综合其它测定结果
,

特别是在 F A B 质谱分析中
,

未知毒素的准分子

离子峰是 6一1 [M + H ]
+ ,

其分子量 M = 610
,

又碎片峰中有 M / 5 477 则 6 10一4 7 7 = 16 3
,

显

示一个糖基
。

由于在测 IR 和 M S 时
,

将含有待测样品的丙醇溶液于 10 5℃干燥得固体

物
,

所以推测结构和可能结构如下
。

推测小定鞭藻溶血毒素组分之一结构如图 4 (A )

可能结构如图 4 (B )
[M +H ]十= 6 2 一 (A )

C H Z o H
O C H Z C H Z C H 3

H (

介灵\
,

H U 了一
、 、闷r

O H

。一。了
。 、

人
/
人

I

难忿
O
孔

。一

)

0 H

(B )

凡勺
产

沪沪州阵八沪~ 八

图 4 小定鞭藻溶血毒素组分之一结构

Fig 4 o n e eom po nen tof hem oly sin fr o m p尽俐ne siu m Pa
r vu州

作者初步认为小定鞭藻溶血毒素组分之一为糖脂
。

在测定中发现粗毒素 (含鱼毒素和溶血毒素)的红外光谱在 1725cm 一‘
有吸收带

,

说明

含有拨基
,

而纯化的溶血毒素红外测定则不含拨基或在进一步纯化过程中丢失;辅助因子

及 pH S一9均对鱼毒素活性有激活作用
,

而纯化的溶血毒素不受辅助因子影响
,

当在 pH

为 5 时活性稳定
,

所以这两种毒素的相互关系及结构异同点
,

尚不清楚
。

由于小定鞭藻毒

素较为复杂
,

化学结构及致毒机理将有待进一步深人研究
。
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