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赤潮生物的毒害机理与毒素生物化学研究 m

ΤΟΞΙΧ ΜΕΧΗΑΝΙΣΜ ΟΦ ΜΑΡΙΝΕ ΠΗΨΤΟΠΛΑΝΚΤΟΝΣ ΑΝ∆ ΤΗΕ

ΒΙΟΧΗΕ ΜΙΧΑΛ ΑΣΠΕΧΤΣ ΟΦ ΤΗΕΙΡ ΤΟΞΙΝΣ

周成旭 严小军

k中国科学院海洋研究所 青岛 uyysztl

对赤潮毒素的研究已成为当前国际上的一个研

究热点 ∀本文仅对赤潮生物的毒害机理与毒素生物化

学的研究进展进行综述 ∀

t 亚历山大藻k Αλεξανδριυµ ¶³³ql的毒

害机理

亚历山大藻的毒害机理是在代谢过程中产生麻

痹性贝毒 ∀t|zx年 o当第一个麻痹性贝毒石房蛤毒素

k≥×÷l 的化学结构用 ÷ 射线结晶学方法鉴定成功时 o

发现这个分子属于生物碱类型 o其基本骨架单元是全

氢化嘌呤 ∀通过同位素分子对 Αλεξανδριυµ ταµαρενσε

和 Απηανιζοµενο φλοσ2αθυαε 的培养试验发现 , 该毒素是

由精氨酸和乙酸通过一种特殊的合成途径形成的 ∀

从同位素示踪实验发现 o在石房蛤毒素合成过程

中 o乙酸分子通过一个不常见的氨基酸 ≤̄ ¤¬¶̈±缩合

方式加成到精氨酸的 Α碳上 o但是这种加成方式与卟

啉生物合成过程中 o琥珀酸加成到甘氨酸上形成 ∆2

氨基乙酰丙酸≈�°¬±²̄ √̈∏̄¬±¬¦¤¦¬§k���l 的过程颇为

相似 ∀而精氨酸分子则全体参与了石房蛤毒素的生物

合成 o尔后 o其氨基上又由另外一个精氨酸分子转移

上一个亚胺基团形成胍基 ∀石房蛤毒素侧链上的碳是

由蛋氨酸上的甲基所提供 o然后通过环氧化及精氨酸

的胱氨酸加成形成完整的石房蛤毒素 ∀因此 ov个精

氨酸 !一个乙酸和一个蛋氨酸组成了一个石房蛤毒素

分子 ∀石房蛤毒素分子还可以进一步衍生化 o如磺酸

化等形成其他麻痹性贝毒素 ∀最近的研究结果表明 o

在两种有毒藻 Αλεξανδριυµ ταµαρενσε 和 Α. χατενατυµ

中存在催化毒素转化的酶 ∀这种修饰性酶有非常重要

的应用价值 ,例如 , Α.ταµαρενσε 的细胞提取物可以将

石房蛤毒素的 t2��转化成 t2��� o形成两个新的衍

生物 o表现出细胞内的氧化酶活性特征 ∀从 Γψµνο2

δινιυµ χατενατυµ 中发现硫酸转移酶活性 o在外源性的

腺苷 2vχxχ2二磷酸的存在下 o 将石房蛤毒素中的

ut2��u 转化成 ut2�≥�p
v ∀

对于一个特定的浮游生物种来说 o°≥°并不是该

特定生物种的必需或必然的代谢产物 o因此 o产生毒

素并不是该种甲藻所普遍存在的 o其生物合成是不可

预测的 o产生毒素的种株具有局限性 o在对产毒藻进

行研究的过程中发现 o在同一地区 !同一种藻中有毒

和无毒的品系可以同时共存 ~实验室培养的有毒藻会

突然失去产毒的特征≈t  ∀例如 o 在产生 °≥°的甲藻

Αλεξανδριυµ ¶³³q具有许多不产毒的种株 ~ 而产生

°≥°的蓝藻 Α. φλοσ2αθυαε 仅有两株 o绝大部分是无毒

株 ∀另外 o产生 °≥°的生物种类多样化 ∀除甲藻之外 o

红藻 ϑανια¶³q和蓝绿藻 Αηανιζοµενον φλοσ2αθυαε 也可

以产生麻痹性贝毒毒素 ∀产毒生物的多样性促使人们

考虑毒素的真正来源 ∀同时 o在自然海域中 o尽管没有

明显的赤潮 o但贝类仍然表现出毒素的累积 o这些现

象都说明毒素可能并非只来自有毒藻本身 ∀对其他毒

素 o如河豚毒素的研究表明 o毒素产生往往同细菌存

在一定的联系 ∀因而在对有毒藻毒素产生机制的研究

中 o藻菌关系研究成为一个热点 ∀早在 t|yu年 o≥¬t√¤

就提出了甲藻内共生细菌产毒的假说 o并对内共生细

菌进行了研究 o但一直没有确切的细菌产毒证据 ∀直

到 t|{{年 o �²§¤°¤才首次从一株高毒的 Αλεξανδριυµ

ταµαρενσε 中分离到一株胞内产毒细菌 ∀它可以在独立

培养的条件下产生麻痹性贝毒毒素 o但产量相对较

低 ∀对这株细菌的生理生化研究表明 o这株细菌是
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Μοραξελλα属 o其产毒量在磷元素缺乏条件下升高 o这

同培养的产毒藻在磷缺乏条件下产毒量增加类似 ∀在

此之后 o该实验组又从其他地区的产毒藻中分离出了

产毒细菌 ∀ ⁄²∏¦̈··̈等≈u 应用生物化学和分子生物学

技术分离出 Αλτεροµονασ πσευδοµονασ类的细胞外细菌 o

它们产生的毒素组成相对稳定 o毒素含量在磷缺乏条

件下上升 o并且与作为能源的有机物有关 ∀这些证据

表明 o与产毒甲藻共存的细菌中有的可以产生麻痹性

贝毒 ∀但到目前为止 o还只有 �²§¤°¤实验组成功分离

了产毒细菌 ∀那么甲藻本身是否可以产生毒素呢 �研

究表明 o在培养条件一致时 o甲藻的毒素组成是相对

稳定的 o也就是说不同种甲藻 o甚至在不同的地理区

系中分离出的不同品系 o它们的毒素组成可能存在差

别 o而这种差别可以保持稳定 ∀

麻痹性贝毒究竟是由甲藻本身产生还是由甲藻

的共生细菌产生的 o有毒甲藻的交配试验可以说明许

多问题 ∀如果毒素遗传具有孟德尔规律 o说明毒素基

因位于染色体 ~如果毒素基因具有单亲型 o说明毒素

基因位于线粒体或叶绿体 ~如果毒素遗传出现随机性

特点 o说明毒素基因位于质粒或其他自动复制单元 o

如细胞内细菌 ∀到目前为止 o仅有非常少的甲藻交配

实验报道 o原因之一是有毒种株的交配十分困难 ∀对

具有不同麻痹性毒素组成的甲藻株进行交叉有性生

殖实验 o 实验的藻种包括 Αλεξανδριυµ ταµαρενσε , Α.

χατενελλα , Α. φυνδψενσε , 实验结果表明 o毒素组成的遗

传符合¯Β¯孟德尔分离 o这表明毒素组成是伴随染色

体稳定遗传的 ∀因此毒素组成与有毒藻本身遗传物质

密切相关 o由此推断至少毒素组成是由有毒藻本身的

酶决定的 ∀另外 o毒素的遗传与性别无关 o可以说明 o

产毒基因定位不在性染色体上 ∀

对于产生 ≥×÷ 的蓝藻 Απηανιζοµενον φλοσ2αθυαε 来

说 o这些藻株通常含有细菌 o细菌的数量与毒素的数

量呈正相关性 ∀从已有的结果来看 o麻痹性贝毒的遗

传基因是成块的 ∀但究竟是由甲藻本身产生还是由甲

藻的共生细菌产生尚不清楚 ∀但是似乎可以得出这样

的结论 }细菌可以产生麻痹性贝毒 ~但甲藻本身的染

色体基因也可以产生麻痹性贝毒 o并可以稳定遗传 ∀

u 短裸甲藻k Γψµνοδινιυµ βρεϖε)的毒

害机理

短裸甲藻的毒害机理是在代谢过程中合成短

裸甲藻毒素 k�µ̈√̈ ·²¬¬±l 和大田软海绵酸 k�®¤§¤¬¦

¤¦¬§l ∀短裸甲藻毒素的生物合成的起始结构是全反式

的多烯链 o而途径的关键步骤是该链的多次环氧化和

级联式开环反应 ∀对短裸甲藻毒素的生物合成研究表

明 o这种同时开环反应起始于分子的右末端 o因此 o所

形成的短裸甲藻毒素的右末端具有一个 Β羟基 ∀

大田软海绵酸的基本骨架几乎全部是由乙酸分

子构成的 o其起始分子则是乙醇酸 ∀但是 o到目前为

止 o分子中某些部分还不能用乙酸分子进行合理的解

释 ∀另外一个重要的结构特征是 }大田软海绵酸中的

甲基侧链是由乙酸通过亲核加成后脱羧形成的 ∀这种

甲基化方法与某些细菌的代谢产物的生物合成途径

相似 ∀

v 拟尖刺菱形藻kΠσευδο2νιτζσχηιαµυλ−
τισεριεσ)的毒害机理

拟尖刺菱形藻是通过代谢所产生的一种特殊

的氨基酸 ) ) ) 软骨藻酸致毒的≈v  ∀软骨藻酸可以干扰

哺乳动物及人的神经信号传递 ∀软骨藻酸可以与谷氨

酸神经递质的受体相结合 o它的结合效率比谷氨酸高

得多 ∀这种结合过程使神经细胞产生错误指令 o误认

为谷氨酸浓度过剩 o而将其排除出去 o直到所有的谷

氨酸都被消耗完 o以致使神经细胞死亡 ∀它的一种结

构类似物 o 海人草酸也是从红藻如 ∆ιγενεα σιµπλεξ ,

Παλµερια πλαµατα , Χεντροχετοσχλϖυλατυµ 中发现的 o 但

是 o它对神经受体的结合力没有软骨藻酸高 ∀由此开

发成功了非常灵敏的软骨藻酸测定方法 ∀先将海人草

酸进行放射性标记 o并使其与神经受体结合 ∀当出现

软骨藻酸时 o海人草酸就从受体上释放下来 o通过测

定游离的放射性强度 o就可以测定软骨藻酸的浓度 ∀

软骨藻酸的基本骨架是谷氨酸 o其侧链是单萜 o

即异戊二烯的二聚体 ∀其基本的生物合成途径是谷氨

酸与 vo w2二甲基辛二烯 2uo y2焦磷酸 k�̈ µ¤±¼̄ ³¼2

µ²³«²¶³«¤·̈l发生环化反应 ∀

w 赤潮异湾藻k Ηετεροσιγ µα ακασηιωο)

与褐胞藻( Χηαττονελλα) 的毒害机理

根据目前的研究 o赤潮异湾藻和褐胞藻赤潮对

人体无害但它却对渔业造成很大的危害 o特别是对网

箱养殖的鲑鱼 o对赤潮异湾藻和褐胞藻引起的死鱼进

行的组织病理学研究表明 o鱼的主要病理变化是腮瓣

粘膜层消失 o渗透调节功能受到损伤 o腮瓣水肿 o导致

缺氧死亡 ∀对于赤潮异湾藻和褐胞藻的毒害原因众说

不一 o例如 o不饱和脂肪酸 !鱼毒素等 ∀但目前更为广

泛接受的理论是自由基学说 o即赤潮异湾藻和褐胞藻
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产生的超氧自由基和羟基自由基可以对鱼造成危

害 ∀

赤潮异湾藻和褐胞藻含有许多叶绿体 o光合作

用过程中可以产生自由基 o赤潮异湾藻和褐胞藻对

细胞色素 ¦具有还原能力 o当将赤潮异湾藻细胞加

入含细胞色素 ¦的溶液中时 o反应快速进行 o在 ts

°¬±时达到平台期 o经过计算 o每 ts
w 个细胞可以产

生超氧自由基k�u # p
l的速率是 sqtyx ±°²̄r °¬±o产

生过氧化氢的速率为 sqsyu ±°²̄r°¬±o当加入超氧化

物歧化酶k≥�⁄l后 o对超氧自由基抑制效率为 xsh o

即使加入更多的 ≥�⁄o细胞色素¦的还原反应也不能

被完全抑制 o说明赤潮异湾藻具有与超氧自由基无

关的还原作用 ∀当加入过氧化氢酶后 o产生过氧化氢

的反应几乎被完全抑制≈w  ∀

褐胞藻具有强烈的杀菌能力 o以褐藻胶降解弧

菌k ςιβριο αλγινολψτιχυσ)为例 o褐胞藻可以强烈抑制弧

菌的生长 ∀例如 o当单独培养 z «o细菌数量可以增加

vs ∗ ws倍 o而如果与褐胞藻同时培养时 o细菌数量只

有起始接种数量的一半以下 ∀当加入过氧化氢酶和

超氧化物酶后 o细菌的数量完全恢复到空白状态相

同的水平 ~当单独加入过氧化氢酶时 o细菌数量为起

始数量的 tz倍 o而加入超氧化物酶后 o细菌数量仅

为 tqz倍 ∀另外加入少量的苯甲酸钠 o也可以使细菌

数量增加至 uw倍 ∀以上实验说明 o褐胞藻对褐藻胶

降解菌产生抑制作用的主要是羟基自由基 o而不是

超氧自由基 ∀因为苯甲酸钠是典型的羟基自由基清

除剂 o而对超氧自由基没有作用 ∀超氧自由基只是产

生羟基自由基的中间形态 o 其本身没有很强的毒

性 ∀羟基自由基是非常活泼的自由基 o已经证明 o它

可以使蛋白质降解 !⁄��长链断裂 o导致细胞死亡 ∀

赤潮异湾藻和褐胞藻在正常培养条件下就能产

生超氧自由基和羟基自由基 o采用电子自旋共振仪

清楚地观察到自由基的峰 o赤潮异湾藻和褐胞藻对

鱼毒害的室内实验也证明了同样的死亡原因 o在一

般的培养液条件下 o赤潮异湾藻和褐胞藻对鱼的死

亡率 uw «后可达 tssh o如果在培养液中加入超氧化

物歧化酶 o可以将鱼的死亡率下降为 ush o出现死亡

的时间延长至 tss «后 o单独加入过氧化氢酶不仅可

以使鱼的死亡率也下降至 ush o而且出现死亡的时

间延长至 uvs «∀证明 o羟基自由基清除成分可以更

有效地防止鱼由赤潮异湾藻和褐胞藻引起的死亡 ∀

但是 o究竟是什么原因使赤潮异湾藻和褐胞藻

产生自由基的呢 �一个原因是赤潮异湾藻和褐胞藻

含有丰富的铁元素 o铁元素在自由基的产生过程中

起了很强的促进作用 ∀另外 o赤潮异湾藻中含有的特

殊化合物也可能是产生自由基的原因 o这种有机化

合物可以与重氮盐发生反应 o因此 o极有可能是有机

胺 ∀另外 o最近提出了赤潮异湾藻免疫学说 ∀该学说

基于这样的事实 o即对世界范围内的赤潮异湾藻的

核糖体基因序列测定结果表明 o赤潮异湾藻的基因

序列具有很强的保守性 o说明种的遗传变异很小 o但

是 o世界各地的赤潮异湾藻却具有不同的毒性 o有些

地区的赤潮异湾藻尚未有渔业危害的报告 ∀对实验

室的品种也观察到同样的现象 o有些品种毒性很强 o

而有些则不 ∀由此说明 o赤潮异湾藻的毒害是与环境

密切相关的 o 例如赤潮异湾藻与细菌的相互作用

等 ∀免疫学说认为 o赤潮异湾藻在保护自身免受水体

中或细胞内细菌或其他病原体攻击时 o产生免疫反

应 o即产生自由基杀死细菌 ∀这个学说不仅与现有的

自由基理论相符合 o而且涉及了自由基学说没有涵

盖的生理生化过程 o指出赤潮异湾藻的毒害是与其

环境及生存群落中的其他微生物相互作用的结果 ∀

x 赤潮生物毒害机理的分子生物学研

究

大量的生理生态学和遗传学研究结果认为 o毒

素基因具有成块性 o一旦某个特定毒素合成的基因

被定位 o可以采用某些分子生物学手段 o如 °µ¬°̈ µ

• ¤̄®¬±ª°≤� 法分离出完整的毒素合成基因组 ∀因此 o

毒素基因的定位研究也十分诱人 ∀但是 o到目前为

止 o该领域的研究尚未取得成功 ∀

从理论上说 o有几种方法均可以用来直接鉴定

毒素的生物合成基因 ∀但到目前为止 o没有一种方法

获得成功≈x  ∀

直接鉴定基因的经典遗传学方法是 }首先通过

化学或紫外线等方法使大量的细胞遗传基因突变 o

然后 o将它们放到固体培养基上培养 o然后 o挑选单

个细胞形成的菌落 o筛选所希望获得的表型 o即无毒

株k·²¬
p
l ∀但是这个方法没有办法在毒素研究中获得

使用 o原因是甲藻的培养非常困难 ∀一些分子生物学

技术尚不完善 o如流式细胞仪目前无法区分有毒株

或无毒株 ∀而生化标记的方法也无法使用 o因为毒素

是胞内产物 o无法在活体情况下直接应用 ∀另外一个

问题是 o甲藻细胞具有非常庞大的基因组 o理论上来

说 o随机突变的数量必需达到 ts
w ∗ ts

z
o才能产生无

毒株 ∀而对于无毒株的筛选必须经过 �°�≤分析才能
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确定 o这样的工作量在实际上是无法实现的 ∀即使这

种突变方法成功地建立了无毒突变株 o对突变株的

遗传分析也十分困难 ∀由于毒素基因并非是微生物

的致死基因 o无法以此作为筛选手段 ∀

另外一种直接鉴定基因的方法是 }根据目标肽

链制备抗体 o然后筛选表达文库 o从而鉴定毒素基

因 ∀这个方法遇到的第一个困难就是 }毒素分子并非

肽类 o 而其生物合成过程中的酶的分离也异常困

难 ∀另外一个困难是 o海洋生物毒素具有特异性 o至

今尚未在其他生物中有已知的异源基因 ∀如果毒素

合成的基因在其他生物中是已知的 o鉴定海藻中的

基因就相对容易 ∀可以采用异源 ⁄��杂交 o保守域引

物的 °≤� 扩增来研究其基因定位 ∀

第三种直接鉴定基因的方法是 }将产毒株甲藻

的基因组全部克隆到大肠杆菌中 ∀这样的 ⁄��文库

可以通过对随机酶切的 ⁄��片断用噬菌体载体装配

来产生 ∀这个方法也不现实 o因为遗传子使用的特异

性及基因系列表达促进子的不同 o一个生物的基因

在另外一个生物中表达通常是较低的 ∀在另一种极

端情况下 o由于外源基因的高拷贝 o外源基因会得到

过量表达 o甚至造成主体的死亡 ∀即使这些外源基因

在大肠杆菌中得到了适度的表达 o还有一个问题是

无法克服的 o因为毒素合成过程中涉及多个酶系统 o

而大肠杆菌却只能克隆数千个碱基对 o因此 o很难将

毒素合成的全部基因克隆到一个大肠杆菌中 ∀这样 o

大肠杆菌就无法产生可以确认的毒素化合物 ∀在这

点上 o可能软骨藻酸是一个另外 ∀如果采用¦²¶°¬§载

体 k它与噬菌体 Κ载体合用可以克隆 vx sss ∗ wx sss

碱基对l o或酵母人工染色体k≠�≤l可以直接克隆 uss

sss ∗ xss sss碱基对 ∀⁄��库建立在理论上可以用这

些载体完成 o但筛选毒素合成的工作量仍将十分巨

大 o毒素合成基因在主体中不表达的可能性也很大 o

因此 o这个方法有很大的冒险性 ∀

最近采用的研究方法使毒素克隆研究取得了一

些新的进展 ∀这种方法就是环境差异法 ∀首先 o建立

多种不同的培养条件 o根据毒素累积的变化确定环

境差异条件 o如光强度 !营养介质组成 o或者不同生

长期的细胞等 ∀然后收获具有不同毒素产生水平的

细胞 o最理想的是在一个条件下有毒素产生 o而在另

一个条件下毒素不产生 ∀对于这两组不同的细胞 o分

别提取其 °� �� o 然后通过反转录酶形成单链的

⁄�� o 再将其转变成双链的 ¦⁄�� o 然后用 °≤� 扩

增 ∀对于扩增的 °≤� 产物进行电泳分析 o将只出现在

产毒株中的特异 ⁄��产物从凝胶上直接切下来 o并

放到特殊的载体中表达 ∀虽然 o最终证实这样的特异

⁄��究竟是不是毒素合成的基因还为时尚早 o但这

个方法为毒素基因的克隆提供了捷径 ∀

最近采用这个办法的研究结果发现 o 对于

Αλεξανδριυµ φυνδψενσε 细胞来说 o处于 �t期的细胞产

毒高 o而处于间歇期与有丝分裂期之间的细胞产毒

为零 o而且在这两种不同生长期的细胞中发现了特

异性的双链 ¦⁄�� 产物 ∀同样的方法对产毒蓝藻

Απηανιζοµενον φλοσ2αθυαε 进行研究发现 o当老细胞转

移到新鲜培养基时 o毒素产生数量下降 o这个毒素生

产的下降过程与细胞的快速分裂期吻合 o表明细胞

指数生长期的早期阶段对毒素有负调节作用 ∀而当

细胞进入静止期时 o毒素很快增加 ∀采用 °� ��体外

翻译系统发现 o在毒素累积阶段出现了特异性的 °�2

��∀

但是 o这个方法仍然存在潜在的问题 o毒素合成

酶可以通过多种环境因素来激活 o例如翻译后调节

方式 ∀而 °� ��可以是翻译调控 o而非转录调控 ∀在

甲藻中已经证明存在很高程度的翻译调控 ∀另外一

个弱点是 }由于 °≤� 在扩增过程中可以将少量的 o甚

至是单个的 °� ��拷贝大量扩增 o因此 o如果在非产

毒的甲藻中也存在微量的产毒株 o将会使真正的毒

素合成基因漏检 ∀最近发展的一项新技术 o称为代表

性差异分析 k� ⁄�l 可以克服上述方法的缺陷 ∀ � ⁄�

在上述方法基础上加入一个杂交步骤 o可以区分出

低水平的 °� ��∀因此 o可以预计 o随着分子生物学技

术的不断发展 o甲藻毒素的基因及其调控方式将在

不远的将来被阐明 ∀
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