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摘要:对 2005年分离自广东大亚湾的两种潜在产毒拟菱形藻进行了形态学观察和毒性

分析.通过透射电子显微镜 ( TEM )观察确认藻种为细弱拟菱形藻 (P seudo-n itzsch ia

cusp idata )和多纹拟菱形藻 (P. mu ltistriata) . 采用高效液相色谱法 (HPLC )对这两种

藻的常规培养样进行软骨藻酸毒素检测,结果均未检测到软骨藻酸.鉴于以上两种拟菱

形藻存在着潜在产毒特性,不同培养条件的诱导实验尚需继续.
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1987年加拿大爱德华王子岛东海岸发生因食用紫贻贝而造成的中毒死亡事件, 造成 100

多人中毒, 3人死亡.中毒者主要表现为腹痛、腹泻、呕吐,并伴有严重的头痛、记忆丧失、意识

混乱、昏迷等症状.其中 12人病愈后记忆丧失长达 18个月之久, 因此称之为记忆丧失性贝类

中毒 ( amnesic shellfish po isoning, ASP). 后经加拿大国立大西洋研究中心的专家们鉴定,发现

中毒物质为由多列拟菱形藻 (P seudo-nitzschiamu ltiser ies)产生的软骨藻酸 ( domo ic ac id). 此

后,在加拿大、美国海岸拟菱形藻产生软骨藻酸而引起危害事件不断被报道
[ 1]
.

到目前为止,拟菱形藻属已有 12种被报道可产生软骨藻酸
[ 2~ 4]

, 其中澳洲拟菱形藻 (P.

australis)、成列拟菱形藻 (P. seriata )与多列拟菱形藻 (P. multiseries)的产毒性已得到广泛的认

可.而其他 9种:靓纹拟菱形藻 (P. calliantha)、细弱拟菱形藻 (P. cusp idata)、拟柔弱拟菱形藻 (P.

p seudod elicatissima )、多纹拟菱形藻 (P. mu ltistriata)、尖刺拟菱形藻 (P. pungens)、柔弱拟菱形藻

(P. delicatesima )、P. f raudulenta、P. turg idula和 P. galax iae的毒性在不同地域则表现不同.

拟菱形藻也同样广泛分布于我国沿海,到目前为止,自南到北已报道的拟菱形藻有澳洲拟

菱形藻、细弱拟菱形藻、柔弱拟菱形藻、多列拟菱形藻、多纹拟菱形藻、尖刺拟菱形藻、拟柔弱拟

菱形藻、成列拟菱形藻、中华拟菱形藻、P. subpacif ica, P. subf raudu len ta, P. turg idu la共 12

种
[ 5, 6]

.其中有 9种是潜在产毒种, 在非中国海区均有产毒报道, 它们是: 澳洲拟菱形藻、细弱

拟菱形藻、柔弱拟菱形藻、多列拟菱形藻、多纹拟菱形藻、尖刺拟菱形藻、拟柔弱拟菱形藻、成列

拟菱形藻、P. turg idu la
[ 5, 6]

.虽然陈西平等 ( 2001)检测到我国渤海等海域部分海产品中存在

低浓度的软骨藻酸
[ 7]
,李大志等 ( 2002)也报道大连海域黑石礁省区的扇贝受到了软骨藻酸的

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Xiamen University Institutional Repository

https://core.ac.uk/display/41361811?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


 4期 邢小丽等: 大亚湾水域两种拟菱形藻的形态学鉴定及毒素分析

污染
[ 8]
, 但是到目前为止,尚无关于中国海域拟菱形藻产生软骨藻酸的直接相关报道.那么分

布在我国海域的潜在产毒拟菱形藻是否会产毒? 在何种情况下产毒? 这都需要我们进行相关

工作来进一步阐明.

最早用于检测软骨藻酸的方法是依据 AOAC确立的小鼠生物法
[ 9 ]
.该方法对软骨藻酸的

检测下限约为 40Lg /g,虽然方法简单易行, 但检测的精确度不高. 而高效液相色谱法 (HPLC )

由于其灵敏度高,最低检测下限可达到 0. 3~ 10ng,得到了广泛的认可和应用. 因此,本文对分

离自我国广东大亚湾的两种潜在产毒拟菱形藻 (即: 细弱拟菱形藻和多纹拟菱形藻 )在实验室

常规条件下培养,选用 HPLC方法检测其产毒的可能性.

1 材料和方法
111 藻株的培养

实验藻株:细弱拟菱形藻 (厦门大学硅藻实验室藻种库株系号 MMDL547, 下同 )与多纹拟

菱形藻 (MMDL548)均于 2005年 11月分离自广东大亚湾.

培养条件: 在 1 000cm
3
三角瓶中盛 800cm

3
f /2培养基培养. 海水采自厦门港, 用 0145Lm

滤膜过滤,高压灭菌后加入 f /2母液配成 f /2培养基. 培养基盐度: 29. 培养温度: 20e ,光照强

度: 5 000 lx,光周期B暗周期 = 12B12( h).

接种:取处于指数生长期的藻液,按藻液 B培养基 = 1B30的比例进行接种, 细胞起始浓度

约为 1 @ 10
4
个 / cm

3
.

112 形态学观察

采用光学显微镜 ( LM )和透射电子显微镜 ( TEM )观察毒素检测前的拟菱形藻的形态特

征.其中 TEM观察的样品处理方法为:取 5cm
3
的藻液,加入等体积浓硫酸, 100e 水浴 20m in,

用蒸馏水多次水洗至中性. 取 10mm
3
样品制成铜网, 自然晾干或在白炽灯下烘干后置于

JEM 2100 TEM下观察拍照.

113 高效液相色谱法检测藻毒素

11311 样品预处理  藻细胞及培养液的收集:从藻种扩大培养第 2天起, 隔天取藻液 15cm
3
,

至衰败为止.藻液经 0145Lm孔径滤膜过滤, 收集滤液,同时将留在滤膜上的藻细胞用 5cm
3
灭

菌海水将其从滤膜上转移到 10cm
3
离心管中 (离心管事先用酸浸泡过 ), 将滤液和重悬后的藻

液 - 20e 条件下保存备用.

藻细胞及培养液的预处理:参考 V ale( 2001)的方法
[ 10 ]

,将重悬的藻液用直径为 011cm的
超声波破碎仪 ( v irsonic 475 )冰浴破碎 5m in.保存的细胞培养液滤液和超声破碎后的混合物经

0122Lm滤膜过滤,取滤液直接进样.

11312 HPLC-DAD  采用 Ag ilent1100型高效液相色谱仪 (二极管阵列检测器, DAD )对预处

理的样品进行软骨藻酸检测.分析方法在 V ale等 ( 2001)建立的方法上做相应改动.

流动相:水B乙腈 B三氟乙酸 = 80B20B011; 流速: 015cm3
/m in;柱子: 反相 ZORBAX Eclipse XDB-

C8( 416mm @ 150mm);检测波长: 242nm,波宽: 10nm.柱温: 25e .进样量: 10mm
3 [ 10 ]

.

11313 软骨藻酸标准曲线的建立  用乙腈 B水 ( 1B9)混合液将软骨藻酸标准品稀释至浓度为
011mg /cm3

, 再用流动相将标准品分别配制浓度为 011、015、1、5、10、15、20、25Lg /cm 3
的软骨

藻酸标准溶液,进行 HPLC检测,每个样品测定 3次.以软骨藻酸的质量浓度 x (Lg /cm
3
)为横

#577#



台 湾 海 峡 26卷

坐标, 以 3次测定的软骨藻酸的平均峰面积 y为纵坐标,做出标准曲线.软骨藻酸标准样 (纯度

> 95Lg /cm
3
)购自上海生物工程公司.

2 结果
211 形态鉴定
细弱拟菱形藻的细胞间以壳面全长的 1 /3连接成链状群体.细胞壳面披针形,从壳面中部

向两端逐渐变成尖细,长 17~ 55Lm, 宽 119~ 311Lm.壳缝强烈偏心,具中央较大船骨点.肋突

分布均匀,密度为 10Lm内 19~ 25个. 肋纹密度为 10Lm内 35~ 44条. 点条纹由一排卵圆形或

方形孔组成,每微米 4~ 6个 (图 1 A) D).

多纹拟菱形藻的细胞间以壳面全长的 1 /9至 1 /11连接成链状群体. 壳面外形略呈 / S0

形,两端分别向相反方向弯曲. 壳面长 23~ 56 Lm,宽 215~ 4Lm. 管壳缝强烈偏心,无中央较大

船骨点.点条纹由两排孔纹组成,两条相邻的肋纹基部相连,并于相邻的肋突融合, 形成 / Y 0字
形.肋突密度为 10 Lm内 23~ 26个,肋纹密度为 10 Lm内 37~ 42,孔纹密度为每微米 5~ 6个

(图 1 E) H ).
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212 毒素分析

21211 软骨藻酸标准曲线的建立和
最低检测限  建立软骨藻酸 HPLC检

测的标准曲线,如图 2所示.结果表明:

软骨藻酸浓度在 011~ 25Lg /cm
3
时, 其

峰面积与质量浓度有良好的线性关系

(R
2
= 01999 9 ) , 回归方程为: y =

103125x. 本方法的最低检测下限为
10ng / cm

3
.

21212 回收率的测定  将浓度为

011mg /cm3
软骨藻酸标准品 0124cm3

与 2176cm3
的海水混合进行处理, 按 / 113110节的方法

进行处理,共做 6个平行.实验证实本方法的回收率为 901491%. Ag ilen t1100型高效液相色谱

仪的重现性标准偏差为 47116, 本实验方法的重现性标准偏差为 28149. 对藻液的提取方法并
未影响对软骨藻酸的分析.

21213 样品检测  软骨藻酸的出峰保留时间为 71418m in(图 3a所示 ). 分别对常规培养的细

弱拟菱形藻和多纹拟菱形藻进行 HPLC检测, 发现在预定的保留时间内都未出现样品峰 (图 3

b、c、d) ,表明从所检测的样品中未检测出软骨藻酸.
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3 讨论
拟菱形藻的产毒能力是一个比较复杂的情况. 报道过的有毒拟菱形藻并非一定会产生软

骨藻酸.大部分产毒拟菱形藻都具有产毒株和无毒株两种. 营养盐 (如磷、硅等 )、光周期、盐度

等条件的变化都可能对有毒拟菱形藻的产毒能力产生影响. Feh ling等 ( 2005, 2004)证实,有毒

种成列拟菱形藻在磷、硅缺陷条件下和长的光周期条件下 (光 B暗 = 18B6) ,会产生更多的软骨
藻酸

[ 11, 12]
. Thessen等 ( 2005)指出, 由食用产自高盐度海区牡蛎而引发的记忆缺失性贝毒

(ASP)事件远多于低盐度海区
[ 13]

. Bates等 ( 1998)认为, 氮不仅是藻细胞生长的必需元素, 同

时还是软骨藻酸合成的必需元素
[ 14]

.软骨藻酸可能是微量金属元素 (如铁、铜 )的鳌合物,所以

它的产生可能和海水中的铁和铜离子的浓度密切相关
[ 15]

. 培养于铁充足环境中的多列拟菱形

藻比在缺铁环境生长可产生较多的软骨藻酸, 而铜的情况刚好相反
[ 16]

.

虽然目前尚无关于中国海域拟菱形藻产生软骨藻酸的直接相关报道, 但是已有学者发现

我国渤海和大连等海域的海产品中存在低浓度的软骨藻酸
[ 7, 8]

.这提示我国海区的拟菱形藻

有可能产生软骨藻酸.

我们所分析的细弱拟菱形藻和多纹拟菱形藻在国外都已有相关产毒报道
[ 3, 17]

. 但是,本文

对实验室培养的这两种潜在产毒拟菱形藻在 HPLC检测限度内没有检测到软骨藻酸的产生,

其可能的原因有:

( 1) 大亚湾水域分离得到的这两种拟菱形藻不产生软骨藻酸.但在我国其他海区已发现

的贝类体内存在软骨藻酸,而中国南海海域为赤潮高发区,此水域分布的拟菱形藻种类和数量

非常丰富,因此可能存在尚未被检测到的产毒拟菱形藻. 所以我们还需进一步的分离、培养及

检测等相关工作来作进一步判断.

( 2) 这两种拟菱形藻可能需要一定条件的诱导才能产生软骨藻酸. 我们所分析只是在常

规培养条件下.因此, 我们将进一步改变营养盐、光照、温度等其他条件进行探讨.

( 3) 拟菱形藻在实验室培养条件下的产毒能力与其在自然海区的产毒能力存在着差别.

实验室培养条件可能会抑制其产生软骨藻酸. Bates指出,有性生殖产生的较大的新细胞较个

体小、分裂多次的细胞可产生更多的软骨藻酸
[ 18 ]

.我们发现,拟菱形藻在实验室培养一段时间

后,藻体细胞会发生变形, 细胞变小, 成链现象消失.且培养的时间越长,藻体变形就越严重,最

终会导致死亡.这提示藻细胞在实验室培养条件下处于的生长状态也可能影响其产毒能力.

上述原因都仅仅只是推测,我们正在进行相关的工作,以验证和进一步探讨中国南海及东

海海域拟菱形藻的产毒情况.
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Abstract: In th is paper, domo ic acid ( DA) con tentw as detected byHPLC fo r tw oP seudo-nitzsch ia

species isolated from Daya B ay in 2005. Based on the morpho log ica l characteristics observed under

transm itt ing e lectron ic m icroscope ( TEM ), they w ere ident ified as P seudo-n itzschia cusp idata

(H alse) H alse andP. multistriata ( Takano) Takano. These tw o a lga l strains w ere cultured in rou-

t ine cond ition: f /2 med ium, 20e under an irrad iance of 5 000 lx in a 12B12 lightBdark cycle. The

resu lts suggested that no DA was produced by these tw o stra ins under the lab cu lture. How ever, due

to the complex ity in DA production amongP seudo-nitzschia species and the po tent ia l tox ic production

ab ility of the above species in o ther areas o f the world, further studies on the tox icity are requested

under different grow th cond it ions.

Key words:P seudo-n itzschia; transm itting e lectron icm icroscope ( TEM ); domo ic acid( DA ) ; high

performance liqu id chrom atography (HPLC )
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