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塔玛亚历山大藻对罗非鱼肝及鳃组织 ΑΤΠ酶活性的影响 ∗

周立红 陈学豪

k集美大学水产学院 o水产生物技术研究所 厦门 vytsutl

提要 研究了罗非鱼 k Τιλαπια µ οσσαµ βιχαl 腹腔注射塔玛亚历山大藻 k Αλεξανδριυ µ

ταµ αρενσεl毒素粗提液对鳃及肝组织的 �¤
n
p �

n
p � × ° ¤¶̈ 活性的影响 ∀结果显示低浓度毒

素粗提液对罗非鱼鳃及肝组织 �¤
n
p �

n
p � × ° ¤¶̈ 有激活作用 o高浓度则有抑制作用 ∀

关键词 塔玛亚历山大藻k Αλεξανδριυ µ ταµ αρενσεl o麻痹性贝毒 o�¤
n
p �

n
p � × ° ¤¶̈
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水产养殖业在沿海国家中通常占据重要地位 ∀近几

十年来 o作为对捕捞业的重要补充 o水产养殖业的发展

十分迅速 ∀ 但有害赤潮的发生使养殖业受到严重的威

胁 ∀其中麻痹性贝毒是一个重要因素 ∀在亚太地区 o从

t|vw年到 t||w年间发生的赤潮对养殖业的危害事件

中 o麻痹性贝毒k°≥°l事件占了 wt qzh o导致这些事件

的主要是 Πψροδινιυ µ βαηαµ ενσε √¤µqχο µ − πρεσ2

συ µ , Αλεξανδριυ µ ταµ αρενσε , Γψµ νοδινιυ µ

χατενατυ µ 等甲藻 ≈t  ∀ 其中又以塔玛亚历山大藻

k Αλεξανδριυ µ ταµ αρινσεl分布最广≈u ∀

麻痹性贝毒是一类四氢嘌呤的衍生物∀现在已经发现

的毒素有 us多种o根据 � w基团的不同可以分为 w类o分

别是氨基甲酸酯类毒素k≤¤µ¥¤°¤·̈·²¬¬±lo包括石房蛤毒

素 k≥× ÷lo新石房蛤毒素 k± ²̈≥× ÷lo膝沟藻毒素 tpw

k�× ÷�p wl~ �p磺酰氨甲酰基类毒素 k�p¶∏̄©¦¤µ2

¥¤°²¼t·²¬¬±¶lo包括 �tpuo≤tpw~脱氨甲酰基类毒素

k§̈ ¦¤µ¥¤°²¼̄ ·²¬¬±lo 包 括 §¦≥× ÷ o §¦± ²̈≥× ÷ o

§¦�× ÷� p w~脱氧脱氨甲酰基类毒素k§̈ ²¬¼§̈ ¦¤µp

¥¤°²¼t·²¬¬±¶lo包括§²≥× ÷ o§²�× ÷uovo最近又在一

种蟹 Ζοσι µ υσαενευσ中检出了石房蛤毒素和新石房蛤毒

素的 �p羟基衍生物 k�p «¼§µ²¬¼¦¤µ¥¤°²¼̄ §̈ µ¬√¤2

·¬√ ¶̈l «¼≥× ÷ 和 «¼± ²̈≥× ÷ o可能是一类新的麻痹性贝

毒毒素≈u ∀由于 �¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈ 在低等 !高等生物体

内普遍存在o具有广泛的生态意义o在机体中起到至关重要

的作用o并且是多种毒物攻击的靶点≈v ∀因此在本次实验中

作者采用检测染毒生物体兴奋性和分泌性组织中 �¤
n
p

�
n
p � × °¤¶̈ 活力的方法o对塔玛亚历山大藻对该酶的影

响及机理进行分析∀

t 材料与方法

1 q1 塔玛亚历山大藻毒素粗提液

塔玛亚历山大藻由本实验室培养 o培养条件为非

无菌培养 o©ru培养基 ~温度 us ε ? t ε ~光照 v sss

¬̄~光暗比为 tu «Β tu «∀取培养 { §的藻液离心 ts

°¬±kw sssµr°¬±l弃去上清液 o加入等量 s qsx °²̄ r�

醋酸与藻细胞沉淀混匀后 o冻融多次 o再以 tx sss µr

°¬±离心 us °¬±去除藻壳 o得到毒素粗提液 ∀

1 q2 仪器设备与试剂

t qu qt 仪器 ktl ⁄�xus型紫外分光光度计 ~

kul高速冷冻离心机 ~kvl玻璃匀浆器 ~kwl电子天平 ~

kxl解剖器 ∀

t qu qu 试剂 ktl甘露醇ks qvx °²̄r�l~kul牛血

清蛋白 kt °ªr�l~kvl蔗糖 ks qux °²̄r �l~kwl ∞⁄× �

ks qsst °²̄r�l~kxl×µ¬¶p � ≤¯缓冲液k³� � z quo³� �

z qxl~kyl� × °kv °°²̄r�l ~kzl�¤≤ k̄tts °°²̄r�l ~k{l

� ª≤ ūkv °°²̄r �l ~ k|l �≤ k̄ts °°²̄r �l ~ ktsl

�¤u�°�wks qsst °²̄r �l ~kttl三氯醋酸 × ≤ �kushl~

ktul硫酸亚铁 p钼酸铵≈xª硫酸亚铁 n tsh硫酸钼酸铵

ts °�k硫酸钼酸铵用ts °²̄r�的溶液配制ln水稀释成zs
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°�  ~ktvl 考马斯亮蓝 ktss °ª考马斯亮蓝溶于 xs

°�|x h乙醇 o加入 tss °�磷酸定容于 t �容量瓶 o

过滤 ow ε 保存l ∀

1 q3 实验方法

t qv qt 罗非鱼 k Τιλαπια µ οσσαµ βιχαl的染毒处

理 罗非鱼体质量 xsªr尾左右 o采自集美大学淡水养

殖场 ∀在染毒前于曝气自来水中暂养 w{ «以上 o挑选健

壮 !活跃的个体随机分配到各个实验组中 o每一浓度梯

度组选取 w尾罗非鱼 ∀实验分为 w个浓度梯度组和一个

对照组 o对照组每尾鱼注射 s qw °�s qsx °²̄r �的醋

酸 o染毒组分别注射 s qw °�不同浓度的毒素粗提液 ∀浓

度设置为 xsh ovv qvh ouxh oty qzh组 o以毒素粗提液

为 tssh浓度 o其余百分比为毒素粗提液以蒸馏水稀释

后的浓度 ∀注射后暂养 tu «∀解剖取其鳃及肝脏并测定

其中 �¤
n
p �

n
p � × ° ¤¶̈ 活力 ∀

t qv qu 样品蛋白质含量的测定 ≈w 
ktl分别在

两组试管中 o各加入 s qx ªr �牛血清蛋白 kxs otss o

txs ouss Λ�l以 s qtx ° °²̄ r��¤≤¯补足至 xss Λ�o

同时以两管 xss Λ�的 s qtx ° °²̄ r��¤≤¯作空白对

照 ∀kul每管加入 x °�考马期亮蓝染料溶液 o振荡混

匀 o室温放置 u °¬±后进行比色测定k波长 x|x ±°l o

以消光值为纵坐标 o蛋白质含量为横坐标 o绘制标准

曲线 ∀kvl取 tss Λ�的样品加入 t °�考马期亮蓝染

料 o振荡混匀 o室温放置 u °¬±后 o于 yys ±° 处测吸

光度 Α o在标准曲线上查得相应蛋白质浓度 ∀

t qv qv �¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈ 活力的测定 ≈x 

ktl 制作磷标准曲线 } 分别在两组试管中各加入

s qsst °²̄ r ��¤u�°� wks qt o s qu o s qv o s qw o s qx

°�l o加双蒸水使各管体积均为 u q| °�o依次加入三

氯醋酸 s qt °�o硫酸亚铁 p钼酸铵 u qs °�o u °¬±

后 o于波长 yys ±° 处测 Α值 o以消光值为纵坐标 o磷

的含量为横坐标 o绘制标准曲线 ∀kul 样品 �¤
n
p

�
n
p � × ° ¤¶̈ 活力的测定 }取 s q| °�样品加入 t q{

°�酶反应液 ovz ε 保温 tx °¬± o加入 s qt °�us h

三氯醋酸终止反应 o加入 t qz °�硫酸亚铁 p钼酸铵

试液 ou °¬±后 o于波长 yys ±° 处测光密度 ∀在标准

曲线上查得相应磷浓度 ∀ kvl �¤
n
p �

n
p � × ° ¤¶̈

比活的计算 }酶活力以每小时每毫克蛋白水解 � × °

释放出的无机磷微摩尔数≈Λ°²̄ rk°ª# «l 表示 ∀

u 结果

根据小白鼠法测得本实验塔玛亚历山大藻毒素

粗提液原液的毒性为 y qww鼠单位r °�o由此算出每

尾鱼注射液相应的毒性大小并列于各浓度下 ∀从表 t

可见 o在注射毒素浓度为 ty qz h的情况下 o肝脏的

�¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈ 比活性最高 o平均值达 t q|tw∀当

毒素的浓度继续增加时 o 活性反而降低 ∀ 而鳃中

�¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈ 的比活也有类似现象 o见表 t及

图 t∀经统计分析 o染毒组个体肝脏 �¤
n
p �

n
p � ×2

°¤¶̈ 比活与对照组差异显著kΠ� s qsxl o而鳃的比活

差异不显著k Π� s qsxl ∀

v 讨论

实验罗非鱼经注射 ty qz h毒素粗提液 o其肝脏 !

鳃组织 �¤
n
p �

n
p � × ° ¤¶̈ 活性高于对照组 ∀而注

射 ux h ∗ xs h浓度则酶活性均低于对照组 ∀这说明

塔玛亚历山大藻毒素粗提液可造成实验罗非鱼鳃 !肝

脏等组织 �¤
n
p �

n
p � × ° ¤¶̈ 活性改变 ∀而且 o在较

低的浓度下往往是增加酶活性 o较高浓度则能抑制酶

活性 ∀我们认为这是因为毒素进入动物体与钠离子通

道结合 o阻断钠离子内流 ≈y 
o而生物的应激反应促使

酶超常活动以抵消危害 o因此使得低浓度组鱼组织

�¤
n
p �

n
p � × ° ¤¶̈ 的活力增加 ∀这种生物在不良

环境下的应激反应在不少研究中已被证实 ≈z 
o如某些

藻类在低浓度石油影响下会增加光合作用强度和分

裂速度 o但随着石油浓度的加大 o二者均被抑制而降

低 ~低剂量的 ⁄⁄× 引起蟹的神经兴奋 o激素分泌增

多 o因而促进其蜕皮和附肢的再生 ∀但随着注射毒素

浓度的增加 o塔玛亚历山大藻的毒性使得动物 �¤
n
p

�
n
p � × ° ¤¶̈ 受到抑制 o活性越来越低 o动物的生理

机能最终受到破坏 ∀

图 t 罗非鱼肝组织 �¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈ 活力比较

ƒ¬ªqt �¦·¬√¬·¼²©�¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈¬± ¬̄√ µ̈¶²©

Τιλαπια µ οσσαµ βιχα¬± §¬©©̈ µ̈±·ªµ²∏³¶
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表 1  塔玛亚历山大藻对罗非鱼鳃及肝脏 Να+ − Κ+ − ΑΤΠασε活力的影响

Ταβ .1  Εφφεχτσ οφ Αλεξανδριυµ ταµ αρενσεον ον αχτιϖιτψ οφ Να+ − Κ+ − ΑΤΠασειν γιλλσ ανδ λιϖερσ οφ Τιλαπια µοσσαµβιχα

组别及毒性 实验鱼号 鳃的比活 鳃比活平均值 ? ≥⁄ 肝的比活 肝比活平均值 ? ≥⁄

xs h kt qu{{鼠单位l t t q{uy t q{uy t qu{z t qu{z

t t qyxw t qutx

vv qv h u t q{vw t q|{t ? s qv|w s qzxz t quv{ ? s qwtv

ks q{x{鼠单位l v u qxxv t qutz

w t q{{u t qzyy

t u qzvx t qvtt

ux h u t q{zz u qtwy ? s qwux t qzux t qxws ? s qtzt

ks qyww鼠单位l v u qtzv t qxxz

w t qz|z t qxyz

t t qyw| t q{uy

ty qz h u u qy{| u qu|z ? s qxus t qywv t q|tw ? s quuv

ks qwvs鼠单位l v u qzwy u qtvw

w u qtsw u qsxw

t u qvxv t qvtz

对照组 u u qt{z u qszx ? s quv| t qz|y t qyyv ? s quvu

ks鼠单位l v t q|vz t qz|y

w t q{uy t qzwv

  注 }xs h组罗非鱼死亡较多 o数据结果仅供参考 ∀
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在本实验中各组罗非鱼鳃中 �¤
n
p �

n
p � ×2

°¤¶̈ 的比活差异不显著 o这可能因为实验采取腹腔

注射毒素的方法 o毒素未经过鳃而直接侵入肝脏组织

中 ∀也有可能因为麻痹性贝毒在鱼体内的不同组织中

含量各有差异 o通常在消化器官中的含量最高 o而其

他组织中的含量相对较低 ≈{ 
o因此 �¤

n
p �

n
p � ×2

°¤¶̈ 所受影响可能也不同 ∀

�¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈ 是一组在细胞内离子转运和

能量代谢过程中起重要作用的酶系统 ∀它从水解 � × °

分子中获得能量 o逆电化学梯度转运 �¤
n和 �

n
o也称钠

泵≈y ∀�¤n
p �

n
p � × °¤¶̈ 广泛分布于各类细胞质膜上 o

其活性在不同的组织内差异很大 o在兴奋性和分泌性组

织中酶活性很高 ∀麻痹性贝毒的毒理机制是在分子层级

上 o阻断钠离子内流 o其对钠离子通道具有特殊亲和

性 ∀当毒素与钠离子通道结合后 o将会使神经传导发生

困难≈{ ∀使细胞不能提供正常活动所需要的能量 o严重情

况下 o可导致生物死亡 ∀目前国内外在塔玛亚历山大藻

对海洋动物的影响方面进行了较多研究≈| ots 
o而本文就

毒素引起生物生化参数变化的研究则将有助于阐明其

作用的分子机制 o并且已有的研究表明毒物对�¤
n
p

�
n
p � × °¤¶̈ 抑制的浓度 !时间具有依赖性≈v ∀本实验

证明塔玛亚历山大藻对养殖动物重要的 �¤
n
p �

n
p

� × °¤¶̈ 活性有明显影响 o这对研究其对水生动物的亚

致死研究十分重要 o也显示该酶作为检测塔玛亚历山大

藻的指标有一定前景 ∀

w 结论

塔玛亚历山大藻毒素粗提液对罗非鱼鳃及肝脏

组织 �¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈ 活力有一定影响 o低浓度使

酶活性增加 o高浓度使酶活性降低 ∀

用动物肝 !鳃组织 �¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈ 活力的变

化作为监测塔玛亚历山大藻的亚致死研究将具有一

定价值 ∀
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Κεψ Ωορδσ : �ª¤µ²¶̈ o � ·̈«¼̄ ¤·¬²± o�¨̄ ¬̄±ª³²¬±·o�¨̄ ¶·µ̈±ª·«

Αβστραχτ

�± ·«̈ ¤³³̄¬¦¤·¬²± ²©¤ª¤µ²¶̈ o ¶̈³̈ ¦¬¤̄ ¼̄ ·²·«̈ µ̈¶̈¤µ¦« ²© °²§̈µ± ¥¬²̄²ª¬¦¤̄ ·̈¦«±²̄²ª¼ o ²̄º ª̈ ¯̄¬±ª

³²¬±·¤ª¤µ²¶̈ ¬¶± ¦̈̈¶¶¤µ¼ q �¶¬±ª º¤·̈µ©µ¤¦·¬²± ²© �¨̄¬§¬∏° ¤°¤±¶¬¬¤¶µ¤º °¤·̈µ¬¤̄ o¬±√ ¶̈·¬±ª¤·¬²±¶¬±·²

·«̈ ³µ̈³¤µ¤·¬²± ²© ²̄º ª̈ ¯̄¬±ª ³²¬±·¤ª¤µ²¶̈ ¥¼ ° ·̈«¼̄ ¤·¬²± µ̈¤¦·¬²± º¤¶¦¤µµ¬̈§²∏·q � °²§¬©¬̈§¤ª¤µ²¶̈

¦²±·¤¬±¬±ª¤̄®¼̄ ¤·̈§¤ª¤µ²¶̈ ·²·«̈ ¶·¤±§¤µ§²© ²̄º ª̈ ¯̄¬±ª³²¬±·¤ª¤µ²¶̈ q�·¶°¤¬± ³µ²³̈ µ·¬̈¶²©ª̈ ¯¶·µ̈±ª·«

kuyw ªr¦°
u
t qs h ª̈ l̄ o ª̈ ¯̄¬±ª³²¬±·kvs qt ε t qx h ª̈ l̄ ¤±§ °¨̄·¬±ª³²¬±·kyw q{ ε t qx h ª̈ l̄ ¤µ̈ ¤̄¯¶¬2

°¬̄¬¤µ·²·«²¶̈ ³µ²§∏¦̈§¥¼ ≥¬ª°¤¦²°³¤±¼ q
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� � � � �¬p �²±ª ≤ �∞� ÷∏̈ p �¤²

k Φισηεριεσ Χολλεγε & Ινστιτυτε οφ Αθυαχυλτυρε Βιοτεχηνολογψ , ϑι µ ει Υνιϖερσιτψ , Ξιαµ εν , vytsutl

Ρεχειϖεδ : �¤± qotz oussu

Κεψ Ωορδσ : Αλεξανδριυ µ ταµ αρενσε , °¤µ¤̄¼·¬¦¶«̈ ¯̄©¬¶«³²¬¶²±¬±ªo �¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈

Αβστραχτ

× «̈ �¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¬̈¶¬± ·«̈ ¬̄√ µ̈¶¤±§ª¬̄̄¶²© Τιλαπια µ οσσαµ βιχα º µ̈̈ ° ¤̈¶∏µ̈§¤©·̈µ

«²¶·©¬¶««¤§·«̈ ¦µ∏§̈ ·²¬¬± ¬̈·µ¤¦·̈§©µ²° Αλεξανδριυ µ ταµ αρενσε ¬±­̈¦·̈§¬±·²·«̈¬µ¤¥§²°¬±¤̄ ¦¤√¬·¼ q

× «̈ ¬±·̈±·¬²± º¤¶·² µ̈¶̈¤µ¦«·«̈ ©̈©̈ ¦·²©·²¬¬±¶²± ¤±¬°¤̄j ¶�¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¬̈¶ q× «̈ µ̈¶∏̄·

§̈ °²±¶·µ¤·̈§ ·«¤··«̈ ±̈½¼°¨¤¦·¬√¬·¬̈¶²© �¤
n
p �

n
p � × °¤¶̈ ¬±¦µ̈¤¶̈§¬± ²̄º µ̈¦²±¦̈ ±·µ¤·¬²±¶o¤±§§̈2

¦µ̈¤¶̈§¬± «¬ª«̈ µ¦²±¦̈ ±·µ¤·¬²±¶q
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