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� �� � � 川� � �� � � ���� �� �
,

�� � � ��� ��
� � � � � � �� �� � ��� �
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� � � ���  � � � �� � � �� � � �� �

微 囊藻毒素 �� �� � �  �� ��� �
,

简写 � �� �� � 是蓝藻 的 微囊藻属 ���
� �� 心

,� ��� �
、

鱼 腥 藻属

�注� � � � �  � �
、

颤藻属 �� � � ���� �口 � �� � 及念珠藻属 �� � � �� � � 的某此种或品系中产生的次生代谢物
,

系环

状多肤
,

一般结构为 � 环 �� 一丙氨酸 一 � 一 � 一赤 一刀一甲基 一 � 一 异天冬氨酸 一 � 一 � 一� � � � 一 � 一异

谷氨酸 一 � 一甲基脱氢丙氨酸�
,

其 中
,

� � � � 为
一

种特殊氨基酸
,

结构为 � 一氨基 一 � 一甲氧基 一 �
,

�,

� 一三甲基 一 �� 一苯一
,

� 一二烯酸
,

�
,

� 为两种可变的 � 氨基酸
,

由于 �
,

� 不同而产生近五十种微囊

藻毒素
,

其中存在最普遍
,

含量也相对较多的是 � �
、

� �
,

� �
,

其中 �
一

�
,

� 分别代表亮氨酸
,

精

氨酸
,

酪氨酸
。

由于水华发生越来越普遍和严重
,

微囊藻毒素成为了 一种广泛存在的天然有毒物
。

文

献报道这类毒素的毒性作用最常见的是表现在引起急性肝中毒
,

试验表明
,

无论是腹腔注射或 口 服给

药
,

实验动物都会在极短时间内引起肝脏的严重损伤
。

虽然未象麻痹贝类毒素那样有对人类急性中毒

事件发生
,

但近年来发现
,

这类毒素能抑制细胞蛋自磷酸酶
,

因而相对增加 了蛋白激酶 � 的活力
,

成

为强的肝肿瘤促进剂�’�, 因此对微囊藻毒素的研究已引起科学家的高度重视
。

研究微囊藻毒素对生物的作用及可能带来的环境影响
,

检测方法是
‘

个重要的限制因素
,

目前
,

国家自然科学基金资助
,

课题号
� � � ��� 巧 �

。

�‘刃� 年 � �� � ��
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检测毒素的方法有生物测试
,

化学分析
、

免疫检测技术及酶学方法
。

生物测试可较为粗略地判断藻提

取物是否有毒性
,

结果较为直观
、

快速
,

但无法用于准确定量测定
。

化学检测 目前主要是用 � ���
,

� � �
,

可作精确定性定量测定
,

而 � �� �� 法和酶学方法对毒素测定则具较高的灵敏度‘�
,

”,

国外在这

几项方法上发展很快
,

国内尚无这方面的报道
。

本研究建立了用高效液相色谱法定量测定水华样品中

几种微囊藻毒素的方法
。

同时考察了微囊藻毒素 � �
,

� � 在水中的稳定性及其它环境行为
,

为探讨藻

毒素对环境及最终对人可能造成的影响提供理论依据
。

材料与方法

实验中微囊藻 ��� ��
口�� � ��  !

�

� 在中国科学院水生生物研究所鱼塘或东湖在水华时采集
。

样品经

《扣幻�� � �� 离心后
,

将离心管上层和底层的藻分别冻融 � 次
,

然后冰冻干燥待测
。

� � 燕样毒素含� 的测定方法 根据 � �� �� � 等人的方法 �� 
,

称一定量干藻粉
,

按 �� � �� �
� � �� 加人

�� 醋酸
,

搅拌 �� � ��
,

离心
,

重复 �次
,

将合并的上清液过 ��� �� � �
��

小柱
,

先用水洗
,

然后用

� � �甲醇洗脱
,

浓缩后用流动相溶解
,

进行 � � ! 测定 � 在藻样中加人已知量的藻毒素标样
,

按上述步

骤操作测定标样添加回收率 � 同一藻同时做六个平行样
,

计算方法的精密度
。

�� 藻毒素稳定性试验 研究无菌条件下微囊藻毒素的稳定性
,

取一定量纯藻毒素 � �
,

� � 加人人

工配制软水中
,

室温下放置
,

曝气
,

不同时间取样测毒素含量
。

在有菌而有机质含量不同的情况下进行藻毒素稳定性研究
,

取一定量的藻细胞提取液和初步纯化

�酸提取液离心后用 � ��

小柱富集
,

再用甲醇洗脱� 的微囊藻毒素
,

分别加人接种了一定比例池塘水的

实验水中
,

室温下放置
,

曝气
,

不同时间取样
,

纯化后用�� � � 法测定毒素含量
,

实验温度 �� 一�� ℃
。

�� 毒素从微� 藻中的释放 将采集的鲜藻称湿重
,

取一定量加至人工配制软水中
,

�

避光
,

曝气
,

不

同时间取样
,

��� �� � 离心
,

然后分别测水中及固形物中毒素含量
。

�
·

� 仪器及试剂 � � �� � � 高效液相色谱仪
,

型号姗� �一期� �一 � �� 一
�� �

,

� �  �� ��� � , �

柱
,

��  � �刃� �
。

三种微囊藻毒素标样 � �
,

� �
,

� �
,

甲醇为色谱纯
,

其它试剂均为分析纯
。

� 结果

�� 色谱条件
、

方法回收率及精密度 微囊藻毒素是一种肤类物质
,

实验中曾比较了几种类型的反相

色谱柱
,

包括 � ��� � � � � ��

柱
,

� � � � � � � � ��

柱和 ”� � � � � � � � � �� ,

但很难将三种毒素

表 � 标样线性关系
、

平均回收率及精密度

�� �
�

� � 淤�� �� ��� � �� �� �
,

� � ��
��  ! � � �� � �� ��� ��  ! � � � ��� � � ����

微微囊藻毒素素 � ��� � ���  ���

!!!∀
#∃
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L R
,

R R

,

Y R 分开
,

无论怎样改变色谱条件
,

Y R 总是与
一

种毒素同时从柱 卜洗脱
,

而且重现性差
。

而 C O S M O SI L C
l,
柱则效果较好

,

三种标样的分离比较理想
,

并且能很好的用于样品测定
。

在o一50 ng

范围内毒素含量与峰面积有很好的线性关系
,

并且该方法具较好的精密度及回收率
,

结果见表 l
。

标

样及水华样品的色谱分离图见图 1
。
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图 2 微囊藻毒素在水中的稳定性
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闷卜 纯毒素 LR 或 R R

」.
一

初步纯化的毒素

习卜 藻细胞提取液

1 2 微襄藻死亡时毒素的释放 在ZL 人工配制软水中加人 10 9池塘采集的微囊藻
,

在不同时间分别测定固

形物及水中的微囊藻毒素 (表 2)
。

固形物中的毒素不 表 2 藻死亡时水琴固形物中毒素含t 的变化

,乙,二

:

�
UO
�11�

06ro

断减少
,

到 10 d约为原含量的 扮%
。

1 3 微班藻毒素稳定性测定 图 2 所示为微囊藻毒

素 L R
,

R R 在无菌水及接种了池塘水而有机质含量

不同的三种水中随时间变化的情况
。

接种了过滤池

塘水的系统中存在一定种类和数量的细菌
,

由图可

看出
,

当有细菌存在时
,

藻毒素降解迅速
:
而有机

物含量的不 同会影响毒素的稳定性; 无细菌时
,

毒

孔b
.2 C hi川罗5 of m ieroc ystin in w ate r an d Pre ciPita te

dur ing the de eay of al脚

时 间

伪y

藻毒素LR (
ng /m l)

固形物中 } 水 中

6
.
9

1
.
6
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图 3 东湖水华周期中微囊藻毒素的含量

F ig
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3 A m oun t of 而

eroc ystins in 功
ngh u L欢e d ur in g w ater

b loo m P e ro id
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」卜 R R J 卜 Y R j 卜 L R

素很稳定
。

2. 4 水华周期中微囊藻细胞内毒素的变化

为考察水华过程中微囊藻细胞内藻毒素

L R
、

R R

、

Y R 含量的变化规律
,

实验中还

分别观 察 了 池 塘 和 武 汉 东 湖 围 隔

(en d os 盯e) 中水华的情况
。

经镜检
,

确

认为微囊藻水华
,

从水华形成至 消失
,

约

持续半个月
,

在此期间定期采集藻样
,

测

定三种毒素的含量
。

本实验中所测到 的

毒素的总量范围为
,

池塘 65 5一820 雌 /g

干藻
,

东湖 3田一 8的咫 /g干藻
,

图 3 为在

东湖的一个水华周期中采集水华样 品所

测定的藻毒素的含量变化
。

3 讨论

微囊藻毒素研究目前在国内已开始受到重视
,

而定量检测方法尚未建立
,

国外现在较多采 用的

是 E LI sA 法和 Hl, LC法
,

前者具较高的检测灵敏度
,

后者能对多种毒素分别进行定量测定
。

本研究

所确定的 H PL C 方法重现性好
,

并可对几种毒素同时测定
,

对于微囊藻毒素的研究具有极重要 的

意义
。

据文献报道
,

水华时毒素 L R 在水体中的含量变化较大
,

从图 3可看到
,

东湖水华毒素 Y R 有时

能测到
,

有时测不出
,

毒素 R R 含量比 L R 要高
,

W
at

a n a
b

e 等人的报道也有类似结果
。

铜绿微囊藻纯

培养中
,

在对数生长后期
,

毒素 R R
,

Y R

,

L R 含量都达最大
,

而 R R 的量增加最多
,

到稳定期后开

始下降l5]
。

本实验中发现水华周期内水华样品中微囊藻毒素含量有一定变化
,

而整个周期中毒素总量

处于较高水平
,

与文献报道接近f5,
6 ,, 国外几项研究证明微囊藻死亡后毒素会释放到水中l6,

’1
,

对水质产

生影响18’
,

因此
,

在水华周期里水中毒素含量可能将一直处于比较高的状态
。

W
ic

ks 等人报道湖水中

微囊藻毒素的含量及种类在一年中呈季节性变化并与环境因子有关阁
,

本研究中也发现 R R
,

Y R

,

L R

含量在东湖与池塘中不同
。

藻细胞解体后毒素去向及释放到天然水体后稳定性如何
,

对于判断其生态毒理影响是一个重要依

据
。

它在环境中的持久性愈长
,

则其可能产生的危害也越大
。

日本学者W atanabe 等人阴 的研究表明
,

在铜绿微囊藻培养物达最大细胞密度后
,

停止光照
,

然后观察藻细胞死亡过程中毒素的释放情况
。

发现在一段时间内
,

存在于固形物包括藻和其它微生物中的藻毒素量与存在于水中的藻毒素量有很

好的消长关系
,

而到 42 d 后
,

固形物中的毒素为零而水中毒素也开始下降
,

这一现象被认为是由于细

菌的作用所致
。

本研究中固形物里毒素的减少的规律与 W at anabe 等人的结果大致相似
,

但减少的速

度要快得多
。

两个实验结果的差异
,

可能是由于本实验中加人藻密度较大
,

而且其中含有其它微生

物
,

藻死亡分解速度快
,

有机物剧增
,

使异养细菌生长快
,

加速了毒素的降解
。

T
s
uj i 等人的微囊藻毒

素稳定性实验发现
,

环境中色素的存在可以加速微囊藻毒素的分解l9]
,

这与本研究的结论是相似的
。

本研究中稳定性实验证明
,

当有细菌存在时
,

毒素降解明显加速
,

有机物含量高时
,

降解过程更迅

速
。

尽管藻毒素在有菌条件较易降解
,

但对于用作饮水源的水体
,

当有微囊藻存在时
,

因不断释放
,
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水中会有一定量的毒素
,

从而影响水质并对人类具有潜在危害
,

必须引起足够的重视
。

对 M C Y ST 的研究已进行多年
,

早期的工作多以哺乳动物为材料
,

主要研究 M C Y ST 的毒性作

用
。

其毒性已是十分肯定
,

但它致毒的机制
、

可能对人类造成的危害及途径等问题尚在进一步研究探

索中
。

当考虑可能对人带来的影响时
,

环境行为是必须要考虑的因素
。

W
at

an ab
e[0

] 用三种浮游动物研

究发现微囊藻毒素可在脆弱象鼻蚤中富集两倍
,

他们提出毒素有可能被某些生物富集
。

因此
,

M C Y S T

是否会经食物链在鱼体中浓缩
,

在鱼体中的代谢情况等
,

这些都值得进
一

步进行深人研究
。
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