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近年来
,

有害赤潮在我国沿海养殖区发生越来越频繁
,

对水产养殖业造成的经济损失越来越严重
,

并

且对人类的健康构成了威胁
。

引起了我国重视
,

并开始了研究 �� ’�
。

有害赤潮所产生的毒素中
,

麻痹性贝

毒毒素在世界范围内分布最广
,

危害最大
,

引起人们加倍重视 �� 
。

由于麻痹性贝毒毒素在国 际间的传送

受到了严格限制
,

而我国处于研究起始阶段
,

缺乏标准毒素
,

缺乏易于进行培养的赤潮产毒藻株
,

给研究

工作带来了一定困难
。

一种能产生麻痹性贝毒毒素的淡水蓝藻水华束丝藻 �� �� � 株受到了注意
。

首先
,

作者可 以从中提取麻痹性贝毒毒素
,

若加以纯化
,

即可作为标准毒素
,

从而解决缺乏标准麻痹性贝毒毒素

的问题
�

其次
,

对其产毒机制的研究
,

可借鉴来研究其它有毒赤潮藻产毒的机制问题
。

第三
,

从中提取的

毒素可作为试验材料
,

以建立一套适当的鉴定分析麻痹性贝毒的方法
。

本研究正是基于以上考虑而进行

的
,

研究了水华束丝藻毒素产生与培养时间的关系
,

改善了提取毒素的方法
,

研究了其产毒机制
。

� 材料与方法

�
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然后

在实验室中分离
、

纯化
、

选择而来
。
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S L 血清瓶
,

以气泵通 空气
,

每天摇瓶 1次
。

培养温度 24 一 25 ℃
,

培养瓶表面光 强在培养初期为 70 一

90 卜 m o l q ua
n tu m m

一 2 s e e
一 ’
后期 150一 20 0 卜 m o l q u an

tum
m

一 ’ s e c
一 ’

。

离心收获藻细胞
。

1

.

3 生物检测 基本上采用 A O A C 小 鼠生物检测法
,

仅改用纯种 昆明小鼠 (原方法规定用 IC R-- S w i
ss)

。

18 一229 雄性小鼠
。

腹腔注射 lm L 适当稀释的受试材料
,

使小鼠死亡时间为 5一 7m in
,

然后根据 50
~
er

氏表
,

确定受试材料的毒性
,

以小鼠单位 M U 表示
。

其定义为 巧m in 使小鼠中毒致死所需的毒素量
.

1.4 毒素抽提 细胞经离心收获后
,

加 0
.
lm ol 乙酸

,

冻融 4 次
,

然后离心得上清
,

作为毒素粗提液
。

对照

则经冻融 3 次后
,

将离心所得沉淀再加适量 0
.
lm ol 乙酸

,

进行超声处理
,

直至镜检藻细胞完全破碎
。

再离

心
,

将上清与冻融后离心所得 上清合并
。

作为毒素粗提液
。

另一对照为藻细胞加水
,

经冻融处理
,

然后以藻细胞悬浮液作材料
,

测定毒性
。

2 实验结果与分析

2. 1 实验证实水华束丝藻 N H-- 5株产生麻痹性贝毒毒素

从小鼠生物检测表现的中毒症状来看
,

腹腔注射水华束丝藻 N H ess株提取的粗毒素后
,

小鼠即伏于

一处
,

出现腹式呼吸
,

最后
,

出现抽搐
,

不 自主的跳动
,

接着 因呼吸肌麻痹而停止呼吸
。

巧m in 以 内死亡
。

这是典型 的麻痹性贝 毒毒素中毒症候群
。

这与 M ahm
创:心t4] 测定水华束丝藻含有麻痹性 贝毒毒素

陇os ax itox in 和 Sax i
toxi n 的结果是一致的

。

所以水华束丝藻这种淡水蓝藻适于用来作麻痹性贝毒毒素的

起始材料
.

2. 2 产毒商峰期的研究

用生物检测法测定毒性
,

Z ld 培养物的毒性为 (引
.
7 士 3

.
6) M u / g 鲜藻

,

而 16d 的培养物则为(19 .2 土

1
.

05 ) M u / g 鲜藻
。

前者毒性明显比后者高
,

为后者的 2 倍以上
。

因而应在培养 Zld 后收获
。

M

a
l
l
w O X

I & C

~

ic h ae l
[’] 的实验结果是以 12一15d 的培养物的毒性高

。

作者的结果与他们的结果有差异
,

可能是由于培养条件不完全相同的缘故
。

例如
,

作者因 当时条件

所限
,

温度只能调到 24一25 ℃
,

而他们培养温度为 22 一240
.

下一步准备进行更严格的温度
、

光照及培养时间多 因子的对比试验
,

以获取最佳生长条件详细研究

毒素产生的环境因子
。

2 3 毒素提取方法的改进

P滋v n 等l5]提出了一种以浮游植物中提取麻痹性贝毒的标准方法
。

藻细胞离心收获
,

后加 0
.
1一sm ol

乙酸或0. 01m of H C I
,

冻融 3次
,

然后超声处理 sm in
,

再离心收集上清液
,

作为毒素的粗提物
。

作者发现
,

超声处理会明显增加光合色素的污染
,

需要增加处理步骤 以除去光合色素
。

Yi nlo

〕也发现

这一问题
.
那么

,

能否免去超声处理这一步骤呢? 试验表明
,

在冻融 4 次的条件下
,

即增加一次冻融处理
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时
,

超声处理这一环节
,

并不能增加水华束丝藻 N H
一
5株毒素的提取效率

,

其结果是
,

不经超声处理的毒

性为(巧.6 士 1
.
l) M U / g 鲜藻

,

经过超声处理者毒性为(巧
.
5 土 0. 9) M u / g 鲜藻

,

二者没有差别
。

因此
,

作

者认为
,

藻细胞经离心收获后
,

加 0
.
1{
.
sm ol 乙酸或者 0. 01 m ol H C I

,

冻融 4 次
,

离心收集上 清液
,

作为粗

毒素提取物
,

是一种较好的粗毒素提取方法
。

当然
,

本实验所 用 材料与 Ra vn [5] 等不 同
,

他 们使用 的是 一种海产有毒赤 潮 甲藻漩二
ndr lu m

似脚arense clo ne2 7
,

L F I

。

在筛选有毒藻时
,

常用水为介质
,

将藻水一起冻融处理
,

经处理的藻水悬液直接注射小鼠
,

以测定其

是否有毒
。

本实验表明
,

这种藻水悬液表达的毒性为 (13 .6 士 1
.

l) M U / g 鲜藻
,

即表达了前二种抽提方法

的 87% 左右
。

作为初步筛选毒藻的方法
,

有相 当的可信度
,

但测定毒性时不宜采用此法
。

2. 4 关于胞外物的毒性问题

在离心收集藻细胞时
,

在藻细胞沉淀物上层有一薄层黄色物质沉淀
。

镜检表明
,

这是一团团无细胞

结构的胞外分泌物
。

将此层黄色物质彻底刮下
,

然后用同样提取方法
,

分别提取藻细胞与胞外物的毒性
。

结果表明
,

胞外物的毒性只占总毒性的 3%
。

因为在刮取时
,

力求彻底
,

当然也刮除一部分藻细胞
。

所以

在这 3% 的毒性中
,

藻细胞还 占相 当比重
,

即是说
,

胞外物的毒性在 3% 以下
,

可忽略不计
,

认定为藻细胞

含毒
。

2. 5 关于培养物的毒性的问题

每 L培养物可 收获鲜藻 2
.
5一3

.
09 鲜藻

,

以培养 Zld 的培养物算
,

每g 鲜藻毒性为 42 M u
,

lL 培养物的

毒性约为 120 M u 左右
。

然而 M ah m
o od每 L培养物可 收获 72m g 干的藻粉

,

每 m g 藻粉的毒性为 SM U
,

则

每 L 培养 物的毒性 为 8 x 72
,

约为 580 M U
,

是本实验 结果 4. 8倍
。

作 者使 用昆 明小 鼠
,

他 们使 用

IC R-- S
w iss 小鼠

,

小鼠的差别也未必会造成 4
.
8 倍的差异

,

是否由于经本实验室长期培养后藻株毒性有所

退化? 能否筛选出高毒株? 这一问题尚待进一步研究
。
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