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� � 赤潮可以严重危害海洋渔业、海水养殖业和旅
游业,甚至危害到人类的生命健康[ 1, 2] , 它的频繁发

生已经引起各国政府的高度重视。虽然可以通过每

日多次实时检测海水的水文、化学要素等来推测发

生赤潮的可能性[3] , 但是这些方法都不能直接反映

有害赤潮藻的种类和数量, 从而不能为赤潮监测和

预报提供最直接的参考数据。实际上,对海水中的藻

类进行分类、鉴定和数量分析是监测和预报赤潮发

生的最直接有效的方法 ,这包括对水样采集、藻种类

鉴定、毒性鉴定和赤潮藻定量计数等。传统的形态分

类技术可以解决赤潮监测中的多数问题, 但需要有

经过专门训练的分类专家, 而且还需要严格控制的

操作过程、精细的仪器设备以及获得合适观察分析

的机会,这就使得赤潮藻的鉴定与计数成为一件费

时费力的工作,难以满足有害藻检测的要求[ 4]。

当前,一些新的检测技术和方法已经逐渐综合

应用到海洋生态环境的研究之中, 这主要包括在传

统形态学基础上建立的自动影像分析技术, 基于藻

类色素分析的化学分类方法、现场荧光检测法、水色

遥感反演、核酸分子探针检测技术[ 5]、藻毒素色谱分

析技术[6]和免疫学方法等。在微藻的研究中,免疫学

检测主要是以特异性的抗体为基础构建的一系列的

藻细胞或藻毒素的检测方法。其主要过程包括:制备

多克隆抗体或者进一步细胞融合制备单克隆抗体、

抗体特异性检测及抗体标记、样品检测和结果分析。

这其中涉及到的检测方法和技术主要有荧光免疫测

定、免疫磁性微粒、免疫传感技术、酶免疫测定、流式

细胞术、单克隆抗体制备及封闭抗体技术等 ,这些方

法和技术在生命科学其他领域已经广泛应用, 较为

成熟可靠,并且开始用于有害藻的研究之中。

1 � 进展和问题

1. 1 � 免疫荧光检测
早在 1977 年, F liermans 等[7]就把免疫荧光用于

一种真核绿藻的研究,现在该技术在海洋浮游微藻研

究领域中得到了比较广泛的应用。在有害藻的检测

中, 通常采用间接免疫荧光检测技术, 荧光标记二抗

的引入可以实现对第一抗体的定量,增加检测的灵敏

性, 还可以适用于多种第一抗体的标记显示, 而第二

抗体已经商品化生产,可使实验过程得以简化。

1993 年 Anderson 等[8] 制备了 A ur eococcus anop h�
agef f erens 的多克隆抗体, 并利用免疫荧光技术研究

这种金藻在美国东北海岸的分布,显示了多克隆抗体

的良好应用价值。多克隆抗体的特异性可以达到种

的水平, 满足一般的检测要求,以特异性多抗为基础的

间接免疫荧光测定一般用于有害藻的定性研究。1999

年 Chang等[9] 发现一株 A lexandrium minutum 的多抗

与新西兰不同海域的 4 株该种海藻都有反应, 与 50

多种其他藻则没有荧光信号。2004 年 Cho 等[10] 制

备了 Cochlodinium p oly kr ikoid es 的特异性多克隆

抗体, 荧光探针检测灵敏度达到每毫升海水 5 个

细胞。

虽然多克隆抗体的制备方法单一,但仍旧可以通

过对免疫原纯化、改变免疫程序、选择合适试验动物

等方法来改善多抗的特异性和与抗原的结合能力。

2003年 Lin 等[ 11]在建立检测 Pf iester ia p iscicida 的

免疫荧光技术时发现用不溶性细胞碎片作免疫原比
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全细胞更容易产生高效价的抗体。这可能是因为相

对较小的细胞碎片能够暴露更多的抗原表位, 更容

易刺激实验动物的免疫系统进行初次免疫应答。

荧光抗体技术可以降低细胞鉴别中的难度, 但

对于繁重的计数过程并没有改进; 许多藻类自身可

以发出荧光,使检测背景加深,如果标记抗体的荧光

强度较弱,容易形成假阳性的结果[12] ; 此外, 当前常

用的荧光色素有些能够和细胞表面蛋白直接作用,

也可导致错误的鉴定。制备高特异性高亲和力的抗

体、增加荧光信号强度和对荧光基团进行必要改进

是解决问题的重要途径。

1. 2 � 免疫磁性微粒
磁性微粒无需进行离心过程即可实现靶分子或

细胞的分离纯化,将其应用于免疫检测, 可使操作过

程大为简化, 国外已有少数学者尝试把该方法用于

有害藻的分选过程。

Costas 等[13]在 1995 年借助高亲和力的多克隆

抗体利用该技术对天然海水样品中的 A lex andr ium

minutum 藻细胞进行分离, 发现 61% ~ 92% 的藻细

胞可被分选出来,而误选率只有 1% ~ 9% ,表明这项

技术可以应用于特定有害藻细胞的快速分离。Agu�
iler a等[14]的实验结果也表明该方法对野外和实验室

样品均有较好的分离识别效果。Lopez�Rodas 等[ 15]

对 Pr or ocentrum lima 分离试验结果说明, 与传统的

直接分离过程相比, 该技术耗费时间较少, 不易受样

品中的泥沙、碎屑等物质的干扰, 分选效率也比较高。

磁性微粒技术本身已经相对较为成熟, 限制其

应用的主要障碍来源于高亲和力高特异性有害藻抗

体的获得,以及抗体对其他杂质的非特异性吸附。

1. 3 � 免疫传感技术
免疫传感器是生物传感器的一种, 在藻毒素和

藻细胞的检测方面都有报道[16, 17]。在有害藻细胞的

检测中,有文献报道的主要是压电式免疫传感器, 其

检测信号主要来源于抗原与抗体结合之后晶片质量

所产生的变化[18]。1996年 Nakanishi等[ 19]把一种对

Chato nell mar ina 的表面糖蛋白具有高度专一性识

别的单克隆抗体在镀金的压电晶片上包被制作了一

种压电式免疫传感器来检测 C. mar ina, 可以检测出

每毫升 100~ 10 000 个藻细胞;同年, N akanishi等[ 20]

还制作了一种检测 A lex andr ium af f ine 的免疫传感

器,但采用的是一种等离子多聚已二胺薄膜固定抗

体,发现用这种方法制作的免疫传感器灵敏性有所

提高。利用免疫传感技术可以直接测定海水中的浮

游藻,但特异性抗体的获得是关键, 同时晶片容易被

海水侵蚀及其中的杂质沉积而导致检测不准确也是

一个限制其应用的技术障碍。

1. 4 � 酶免疫测定
酶联免疫检测方法目前在医学和生命科学其他

领域中已经得到了极其广泛的应用,亦有针对多种藻

毒素的 ELISA 检测方法得以建立[ 21, 22]。最近几年

以来, 以间接型 ELISA 为代表的酶免疫测定技术在

有害藻细胞的鉴定和计数方面表现出很大的应用潜

力。

2003 年辛泽毓等[23] 制备了 Chaetocer os cur vise�
tus 和C . debilis两种角毛藻的多克隆抗体,并建立了

一种竞争型间接 ELISA 方法计数这两种藻细胞, 检

测极限可以达到几百个细胞。由于抗体只表现出属

间的特异性, 所以其应用受到一定的限制。但初步显

示了利用该方法进行藻细胞定量检测是可行的。

Caron 等[ 24]制备了 A ur eococus anop hagef f er ens

的特异性单克隆抗体,建立了一种快速检测这种藻的

ELISA 方法。由于借助于预先封闭好的 96 孔过滤

板定量收集天然海水样品中的藻类, 使得检测时间

缩短为 3~ 4 h, 检测范围在 1 000~ 600 000 个细胞,

与直接计数基本吻合。每一块 96 孔板可以检测 20

多份样品, 大大降低了鉴定和计数过程的工作量, 对

于赤潮的预报意义重大。

2004 年, Xin 等[ 25] 制备了一种裸甲藻 Gy mno�
dinium sp. 的高特异性多克隆抗体, 并对竞争型

ELISA 的条件进行了探索和优化, 使得该方法的检

测范围达到了 24~ 6 250 000 个细胞,检测极限达到

了 12 个藻细胞,方法的批内和批间变异系数分别达

到 5. 8%和 9. 7% ,整个检测过程可在几个小时内完

成。对胶州湾 6 份天然海水样品中 Gy mnodinium

sp.的技术结果和光镜直接计数基本一致。

应用酶免疫技术检测有害藻细胞,选择合适的试

验方法对于工作量的降低、检测灵敏性的提高和检测

时间的缩短很关键。目前尚未发现采用直接 ELISA

定量检测有害藻细胞的文献, 与免疫荧光检测类似,

酶标第二抗体已商品化, 可简化实验过程, 还可以增

加检测的灵敏性。海水样品中的藻细胞碎片及细胞

内容物质对于 ELISA 定量检测可以产生一定的干

扰, 此外,获得高特异性的抗体也是应用该方法的前

提和关键。

1. 5 � 免疫流式细胞术
该技术以流式细胞仪为分析工具,用特异性的抗

体来识别待检测藻细胞,抗体或者第二抗体多采用荧

光物质进行标记。T aylor 等[26]用多克隆抗体标记

A lex andr ium tamarense 时发现不同株的细胞荧光信

号都有较大的差异;而抗体非特异性结合和藻类的自
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发荧光信号强度有时可以达到正常标记细胞的

30% [ 12] ; 此外,不同环境条件也可导致细胞表面抗原

表达量的变化,从而产生荧光信号差异, 这些都可能

导致错误的细胞识别, 限制该方法的实际应用。因

此,用该方法把特定的藻细胞从多种藻混杂的样品

中鉴定、计数和分选, 要保证每个待检藻细胞的荧光

信号在一定范围内保持恒定[27]。

1996 年, V r ieling 等[ 27] 用一种单克隆抗体研究

Gy ro dinium aur eol um 和Gy mno dinium nagas ak iense

在不同生长条件及不同生长时期表面抗原表达的差

异,发现各个生长时期的细胞都可以利用免疫流式

细胞技术进行识别和分选, 只是在细胞生长的平台

后期荧光信号才有所降低, 说明在细胞生长的末期,

即将死亡或者溶解的细胞对特定抗原的表达产生了

差异。因此,利用免疫流式细胞技术对处于不同生长

阶段的藻细胞进行鉴别和分选是可行的, 其成败与

否在很大程度上决定于特异性抗体的性质。如果特

异性多抗中含有较多的针对各个生长时期的抗体或

者制备的单抗是针对在各个生长时期都可以稳定表

达的一种表面抗原, 则实验取得成功的可能性比较

大。

Costas 等[13]把获得的高特异性和高亲和力的

A lex andr ium minutum 的多抗用于流式细胞仪计数

藻细胞,可以把假阳性控制在 1% 以下, 在较高细胞

密度时光学显微镜计数比较准确, 而在较低细胞密

度时,直接光镜计数最大误差在 28% , 流式细胞仪只

有 10%。对低密度细胞良好的计数能力使该项技术

在赤潮前期监测和预报中具有重要意义。

但目前流式细胞术对天然海水样品中聚生的藻

类细胞计数结果不准确[ 13] , 也不适于分析较大型的

浮游植物,许多研究者采用诸如单一激发荧光、多角

度散射、流动数字成像等较新的度量手段来扩大流

式细胞术识别细胞大小、形状的范围,并使之可以参

与藻类色素的分析[28]。

1. 6 � 单克隆抗体和封闭抗体
如前所述, 获得对藻细胞具有较高特异性的抗

体是各种免疫测定方法建立的关键, 抗体至少要具

有属或者种的特异性才可以开展相关的测定实验。

特异性的多克隆抗体的获得具有很大的随机性, 抗

体制备之前尚不具备对其特异性进行推测和评估的

有效手段,因此在很大程度上限制了多克隆抗体的

应用,为了解决这个问题, 具有种间特异性的单克隆

抗体得以发展[19, 24, 29]。

单抗良好的特异性使检测的准确度和灵敏性得

到提高,解决了部分多抗存在的交叉反应问题, 但是

传统的单抗制备技术较为复杂、成本较高、对操作要

求严格、筛选过程工作量大, 制约了单抗的开发和利

用。2003年向军俭等[ 30] 利用传统杂交瘤技术制备

了 Chattonella mar ina, C. o vata, H eteros igma

ak ashiw o, P ro rocentr um dentatum, P seudo nitz chia

p ungens 的单克隆抗体,其中一个细胞株分泌的单抗

可与除 P. p ungens 外的 4 种藻产生明显的高效价的

交叉反应, 显示此单抗可代替 5 种海藻的抗血清。

抗体封闭技术则为研究人员提供了一条去除交

叉反应, 改良抗血清的简易途径。1995 年 Mendoza

等[ 31] 用不同株系的 A lex andr ium minutum 和 A .

l usitanicum 分别封闭处理 A . lus itanicum 和 A .

minutum 的抗血清, 不仅完全排除了严重的种间的交

叉反应, 而且获得了具有克隆特异性的 A . minutum

的多克隆抗体, 可以分别区分不同株系的 A . minu�

tum 藻细胞;同样, 对具有良好种间特异性的 Gy mno�
d inium catenatum 和 Gy r odinium sp. 的多克隆抗体

分别用其不同株系的藻细胞封闭处理,同样可以获得

具有克隆特异性的多抗。1999 年 Lopez�Rodas 等[ 15]

制备了具有良好种特异性的 Pr or ocentr um lima 和

P . r ostr atum 的多抗, 然后通过预吸附处理也获得了

具有种特异性的P . tr ies tinum, P . micans , P. min�

imum的多抗。

对于细胞的分选过程,除抗体特异性外还必须考

虑到抗体和目标藻的结合能力。通常,单克隆抗体和

目标藻的结合能力比较弱,而封闭处理过的多抗仍具

有比较强的结合能力,因此, Costas 等[ 13]认为经过封

闭处理的多抗是进行快速免疫鉴定、计数以及分离的

最佳选择。

2 � 结语

在形态上相似的海洋微藻,其基因序列却可能有

较大差异, 传统的微藻分类方法则在一定程度上割裂

了表型(外部形态特征)与基因型(内部基因序列)的

相互联系。20 世纪 80 年代后分子生物学的迅猛发

展使人们已经可以在基因水平上对微藻进行鉴定分

析[ 32] , 同时使基于基因序列差异的有害藻核酸探针

定性定量检测技术成为可能[ 33] , 利用免疫学方法也

可以对藻类进行表型分析与归类[15] , 同其他分子生

物学方法一起 ,有助于澄清当前分类上的一些模糊,

解决一些传统分类上的争论。

2003 年 L in 等[11] 对免疫检测方法与 PCR 检测

技术做了对比 ,发现前者的灵敏性略低,但免疫方法

在较高细胞密度的检测结果更稳定,并对样品中存在

的抑制物质不敏感。与以核酸为待检目标的分子检
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测法相比较, 免疫方法的优势还在于不需要对自然

样品进行过多预处理就可以进行测定, 同时制备抗

体的成本较低廉。免疫荧光检测在细胞的鉴定方面

优势明显; EL ISA 法所需仪器设备简单, 可以同时实

现藻细胞的定性和定量, 便于对有害藻细胞进行快

速检测;单克隆抗体技术使制备高特异性、高度均一

的抗体成为可能; 封闭抗体技术则使多克隆抗体的

应用价值得到极大提高; 多种免疫检测方法的应用

则使有害赤潮藻细胞的抗体检测技术日趋成熟。总

之,免疫学方法是进行赤潮监测和预报的有力手段,

也是今后藻类检测技术的一个重要发展方向。
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