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    赤潮已成为当今国际社会共同关注的海洋环境

问题中急需解决的涉及全球变化的重要领域之一

h1。有毒、有害赤潮的危害之一是能产生和分泌毒

素。这些毒素经贝类和鱼类积累后可通过食物链进

入人体，严重危害食用者的健康，甚至威胁生命。误食

藻毒素污染的贝类引起人员中毒死亡的事件已不再

罕见12 1。近年来对中国沿海部分海区贝类毒素的调查

显示〔3-51，中国双壳贝类已经受到了贝类毒素污染的

威胁。辽东湾、胶州湾、莱州湾、秦皇岛、福建等海域均

发现贝类毒素，其中腹泻性贝毒 (diarrhetic shellfish

poisoning, DSP)的存在比较普遍。在胶州湾海域发现

DSP的“肇事藻”之一渐尖鳍藻(Dinophysis acuminata);

1998年9-10月份在渤海湾发生的大面积赤潮，其中

引发藻之一倒卵形鳍藻 (Dinophysis forth)也可产生

DSP 161; 1997年秋至1998年春广东沿海多次赤潮发生

期间的几种优势赤潮藻类中也有】DSP肇事藻— 利

玛原甲藻 (Prorocentruyn lima)和具尾鳍藻 (Dinophysis

caudate)存在[’]; 中国黄海、东海和南海均发现有具尾

鳍藻Is 1。显然，在中国研究DSl〕产生藻种及其产毒行为

和产毒机理的研究具有重要的现实意义。

1 腹泻性贝毒的来源
    能够产生腹泻性贝毒的藻类很多，有Dinophysis

acioninata, D. caudata, D. acuta, D. fortii, D. mitra,

D. nomegica, D. sacculus, D. tropos及Prorocentiwn Ii-

ma Dodge,  P. concazeim Fukuyo,  P. hoffmannianum

Faust, P. maculosuni Faust, P. faustiae Morton等!，，10 10
这些藻类作为食物，在海洋贝类、鱼类和其他动物的

滤食或摄食过程中，转移到它们的胃或食道中，经胃

和肠消化、吸收并导致DSP在贝体内的积累和转化，

从而引起食用者腹泻性中毒。可积累这类毒素的贝类

主要有日本栉孔扇贝(Chlamys nipponesis akazara)、凹

线蛤州 (Mucta sulcatara )、牡砺 (Ostrea sp.)、紫贻贝

(IVjytilus edulis )、沙海螂(Nlya~ )、凤螺(Strornbus

sp.)、锦蛤 (Tapes japonica )、蛤仔 伍uditapes phliP-

pinarum )、斧文蛤(Meretrix lamarchii )、中国蛤州伍vlactra

chinensis)和海扇(PlacoPecten magllanicus)等[[6.10. 111

2 腹泻性贝毒的分析方法

    腹泻性贝毒的分析方法主要包括化学分离分析及

生物分析两大类!111。化学分离分析方法有免疫分析

恤anunoassays)、气相色谱分析 (gaschr matogtaphy,

GC)、高效液相色谱(high一perfomnaance liquid chcnmatog-

raphy, IIPLC)、色谱质谱联用 (liquid chrtxnatogra-

phy -mass spectrcmetry, LC - NS) 、毛细管电泳法

(capillary electrophoresis, CE)及胶束毛细管电动色谱

(micellar electrokinetic capillary chrcrmtography, MEKC)

[11-15等。免疫分析法包括放射免疫分析(RIA)和酶联

免疫分析(ELISA)两种，该法具有选择性强、灵敏度高

的特点。目前，可用于藻类和贝类样品中大田软海绵酸

(okadaic acid, OA)和鳍藻毒素(dinophysistoxins, DTXI)

检测的酶联免疫分析试剂盒业已实现商品化。同时，

免疫化学技术已用于D61〕的分离和纯化。Puech等人

利用免疫亲和柱分离和纯化OA。无需进一步的处理，
贻贝甲醇抽提物的纯化率可达950,6;气相色谱法可

用于分离和测定()A系列的毒素。分析时首先用乙醚
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萃取，再用硅胶渗透色谱和反相分配色谱分离和纯

化，用氢焰检测器分析毒素的三甲硅油衍生物。高效

液相色谱法被认为是分析藻毒素最有效的工具，应用

非常广泛，也比较成熟。测定时先用80%的乙醇萃

取，过柱、淋洗纯化萃取物。对于不同的物质，需用不

同的荧光物质、色谱柱和流动相进行纯化，其缺点是

由于分析样品的复杂性可能会导致选择性比较差。

Gage〕一Martinez等人运用 “in situ" 9一anthryldia-

zctnethane (ADAM)衍生以克服这一缺陷，发现可将

DS〕的几类毒素完全分离出来。另外，人们发展了多

种色谱质谱联用技术，使得」DSP的检测更趋简捷、灵

敏，并在新毒素的鉴别方面发挥着重要作用。

    腹泻性贝毒的生物分析主要有小白鼠分析

(mouse bioassay)、大鼠分析(rat bioassay),哺乳鼠分析

(suckling mouse assay)、肠回路分析 (intestinal loop as-

say)和细胞毒性分析(cytotoxicity)等方法[Uol。小白鼠分

析法由Yasunnto等人建立，是AOA(:标准方法，使用

非常广泛，其测量单位是鼠单位(N1U)。先提取、分离

出样品中的DSP，用1%的吐温一60生理盐水溶解。

然后腹腔注射小白鼠，观察小白鼠存活情况，计算毒

力;大鼠分析检测法以大鼠为实验材料。取可疑贝样

组织(肝、胰、腺)，混在磨碎的鼠食中喂给禁食大鼠，

观察其摄入量及粪便的情况，毒性大小对照(大鼠分

析法的毒性参数》估算;哺乳鼠分析法原来是用于评

估细菌毒力的。用于分析DSP毒力时，首先给鼠喂服

贝类萃取物，然后测定肠中液体的富集情况。该方法

重现性差，只在缺少分析手段时采用;肠回路分析法

比较简便，但存在敏感性差、精确度低、重现性差的缺

憾。用1%的吐温一60生理盐水将DSP溶解后，注射

于兔或鼠的肠回路中。根据富集的流体体积 (ML)与

肠回路的长度(二)的比值确定样品是否染毒，若大于

10即可认为样品有毒;细胞毒性分析法有乳酸脱氢

酶渗漏法、鼠白血病细胞L1210的生长抑制法、蛋白

磷酸酶抑制法(protein phosphatase inhibition, PPI)等。

乳酸脱氢酶渗漏法通过测定鼠肝细胞经贝样萃取物

处理后的乳酸脱氢酶渗漏状况来判断毒力。L1210的

生长抑制法通过测定细胞生长受抑制的情况判断毒

性大小。蛋白磷酸酶抑制法则是根据()A,DTX为蛋白

磷酸酶1, 2A(protein phosphatases 1, 2A)的特异抑制剂

而设计，通过DSP对酶活性抑制程度进行检测。酶活性

可通过比色法或荧光法测定，灵敏度非常高，是一种非

常有潜力的分析方法。另外，Croci等〔17最近建立了一

种绿猴细胞毒性方法 (Buffalo Green Nbnkey cytotoxicity

test)和一种生物传感器法用于检测OA，可大大减小实

验动物的用量，为DSP的检测提供了新的选择。

3 腹泻性贝毒的组成及结构

    腹泻性贝毒是一类聚醚类或大环内醋类化合物，

根据这些成分的碳骨架结构，一般将它们分成3组:

(1)酸性成分的()A及其天然衍生物— 鳍藻毒素

(DTX 1一3) ; (2)中性成分的聚醚内酷— 蛤毒素

(pectenotoxins, PTXs) (PIX1一7, PTX一2SA, 7一epi一

FIX - 2SA) ; (3)其它成分的贝毒素— 扇贝毒素

(yessotoxins, YIX)及4, 5-经基扇贝毒素。它们都是

由彼此相连的环醚组成，其化学结构如图1

3 [6.’“，‘“〕。其中有些毒素组分在海洋浮游植物中并未

发现，如DTX一3型的酞化衍生物(acyl一derivatives of

the DIX3一type);有些毒素仅在藻类存在，双壳贝类

和浮游生物 (pelagic plankton)中却未能检出，如

I7IX一4型化合物(DTX4一type compounds)。其原因在

于，贝类在摄入产毒浮游生物后，浮游生物所产毒素在

体内会发生积累(accumulated)或转化(transformed)。研

究显示，其可能的转化方式有三类，即共扼物的水解、

氧化及非酸形式的酞化作用(acylation of the free一acid

forms)。各类毒素之间的生物转化途径非常复杂[1810

OA:R,=CH3;R2=H  DTX1:R,=CH3;R2=CH3   DTX2:R,=H;R2=CH3

图1 腹泻性贝毒酸性成份的化学结构
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PTX1: R=CH20H;

户下X4: R=CH20H;

P下X-2SA: C-7, R

C-7, R   PTX2: R=CH3; C-7, R

C-7, S   PTX6: R=000H; C-7, R

PTX3: R=CHO; C-7, R

PTX7: R=COON; C-7, S

7-epl-PTX-2SA: C-7, S

图2 腹泻性贝毒中性成分的化学结构

R,=H; R2=SO,Na   R,=OH; R2=SO,Na

图3 腹泻性贝毒其它成分的化学结构

4 腹泻性贝毒的毒理学特性
    腹泻性贝毒的成份复杂，目前已证实与腹泻有关

的组分是()A及其衍生物— DIX一1和DIX -

3 [161a
    OA是无色晶体，熔点156-158'C, [a] 2D=23'0

(C=0.43, CHCI3)，是一种高毒性化合物，小鼠i. v.

1D5。和1. p. ID99均为200 ftg/kg; DTX - 1是白色无定

性固体，熔点134̀C ,   [ a ]  20 D = 280(C = 0. 046,

CHCI3)，小鼠i.v. IDs。和i.p. ID、分别为166,160

ltg/kg ; DTX一3是无色固体，小鼠i.p. ID、和i.p

LD99均为500 Ftg/kg16,1610到目前为止，尚未见人类因

中腹泻性贝毒而致死的报道，但在所有海洋毒素中，

它的分布范围最广，发病率最高，几乎所有发达国家

都在本国海域发现和检出本类毒素[19 I0

    OA和DTX一1是蛋白磷酸酶(ppl和PP2A)的有

效抑制剂，并因此导致腹泻、小肠上皮细胞的腹泻性

退化和促进癌变的发展。OA可能扮演了霍乱弧菌相

似的角色:先激活腺昔酸环化酶 (adenylate cyclase,

AC)，从而引起一系列导致cAM〕增加的事件。cAMP

激活cAMP依赖性蛋白激酶，后者使某些调节小肠钠

盐分泌的蛋白磷酸化[2u I。许多研究证实了D6p对蛋

白质磷酸化酶和细胞调节的影响[161

    OA,= 一1和DTX一3还是肿瘤促进因子(211;同

时具有遗传毒性，可引致DNA加合物的形成[221; OA

还可通过改变细胞内第二信使Cat+的浓度发挥作用;

强烈增加心肌细胞中L型Cat+内流和气管平滑肌细

胞上Cat十依赖性K+通道开放状态的概率。其致癌机

理不是通过激活蛋白激酶C起作用，而是通过对磷酸

醋酶活性的抑制[23七由于其潜在的药理作用、生理活性
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和毒理机制，OA被列入十大海洋生物毒素之列。41。有

关DS〕的研究不仅受到赤潮界的重视，而且已引起医

药领域和细胞生物学研究者的关注和青睐(251。事实上，

由于甲藻具有特殊的进化地位，是间核生物，介于原

核生物和真核生物之间，又介于动物、植物之间，其生

殖与代谢途径比较特殊，可产生化学结构非常特殊的

代谢产物。有些代谢产物虽然有毒，但可开发为抗肿

瘤药物或为新药设计提供思路，因此已引起人们的高

度关注。日本海洋生物工程研究公司已成功实现了利

用水华束丝藻制取石房蛤毒素(saxltoxln, 5ZX)、海洋

细菌生产河豚毒素，为赤潮生物代谢产物的开发利

用、新型海洋药物重要导向化合物的发现与研究开创

了先河。

5 腹泻性贝毒的产生机理

    Dinophysis spp的实验室培养非常困难191，因此利

玛原甲藻Pivrocentrurn liana Dodge通常作为可产生腹

泻性贝类毒素的毒藻模型，被广泛用于研究腹泻性贝

毒产生动力学的研究，并已成为()A, DIX1毒素标准

的可靠来源[261。目前，人们对利玛原甲藻P7o7 ocentYZdn

liana Dodge的研究目前主要集中在毒物及毒理学、生

理生态学、检测方法等领域[[9, 27-301。生理生态学研究

的最重要的目标是阐明有毒种类的产毒机理，并保障

有充分的材料供毒物分析、毒理学和药理学研究。由

于毒素的材料问题是目前限制毒素开发利用和其他

领域研究的瓶颈，因此有关利玛原甲藻生理生态学的

研究，其中特别是有关DSP产生机制的研究备受人们

关注。

    研究显示，OA可能是在甲藻叶绿体中合成的并

贮存于叶绿体当中，很可能是甲藻光合作用的直接产

物[[311_但有人认为，OA及其衍生物贮存于胞质周围的

液泡中[32 1。单位细胞中()A的量与细胞脂质水平、叶

绿素浓度密切相关(281,随培养时间的延长逐渐增加，

至静止期时达到最大。这与PS〕产生情况有所不同，

后者在对数生长初期最大[33 1。毒素的产生个体差异

很大，来自不同区域，甚至同一地区的不同藻株，其毒

素组成和水平可能不同19, 341，这种差异可能缘自遗传

差异((28几也可能源于藻生理状态上的差异。DSP合成

后以低毒性的硫酸盐形式DIX4贮存于胞内，然后以

酸性活性形式()A分泌于水体[351，从而构成细胞对

OA毒性的自我保护体系(self - protective system) o DSP

分子中的所有碳均来自乙酸盐和乙醇酸盐[361，其碳骨

架通过聚酮化合物合成酶(PKS)合成，非常独特。与

放线菌(actinamycetes)多醚的合成不同，OA的生物合

成中可能存在一氧化机制(Oxide. Mechanise) 1371，存

在Baeyer一Villlger氧化[381a
    与PS〕情况相似，ASP的产生过程中，海洋细菌

也可能扮演重要角色。不少学者认为，DSl)是由藻细

胞内共生细菌生成的。但Zhou等[35对利玛原甲藻超

微结构研究显示，这种共生细菌可能并不存在。同时，

DS〕在无菌、有菌环境下均可由Prorocentrum产生，细

菌可能并不参与DSP的生物合成121,f但也有从利玛原

甲藻中分离得到海洋细菌的报道[[39, 4010

    环境因子对DSl〕的产生也有一定影响[411。培养

基中氮的水平是利玛原甲藻生长的限制因子，当藻生

长受到抑制时，毒素水平显著增加[[421,磷对利玛原甲

藻的生长、毒素合成的影响与磷的形态有关。无机磷

培养体系中藻的生长速率明显高于有机磷体系，但单

位细胞中毒素〔)A的水平却显著低于有机磷体系“310

另外，与哺乳动物细胞类似，当藻细胞密度比较低时，

利玛原甲藻还存在接触抑制作用([44

    近年来，藻毒产生与细胞周期、细胞分裂速度之

间的关系也引起了人们的关注’11, 461 o Aexand7ium

fundyense同步培养实验显示[451，                                       m 是在细胞周期

Gl期早期产生的。环境因子如果能够延长或者改变

细胞周期Gl期的时间，就可增加和影响毒素的产生

水平。而来自淡水微囊藻毒素的研究表明〔肠’，微囊藻

毒素的生成速率与细胞分裂速度存在线性关系;特殊

生理环境、温度、光照等因素对藻毒素的生成的影响

是通过作用于细胞分裂速度而实现的，并非直接作用

于毒素产生的代谢途径。DSI〕的生成比较复杂[471

GTX4的合成从G1延伸至S期，OA和D X1则是在S

期和G2产生的;但所有成分均是在光照条件下产生

的。不稳定的水溶性的〔7IX4可能是脂溶性毒素()A

等的前体物质。但有些藻株只能产生OA或GIXl，而

不产生G1X4。因此，OA的生成也可不受GIX4约束。

另外，温度、光照、盐度对利玛原甲藻生长、细胞分裂

速度和毒素的产生也有一定影响{42, 481,藻生长受到

抑制时，毒素水平显著增加;毒素水平在静止期时达

到最大，此时，细胞分裂终止。显然DSP的产生与细

胞周期事件、光照等明显相关，环境因子有可能通过

影响细胞周期时相或者细胞分裂速度进而影响毒素

的产生。
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6 腹泻性贝毒(DSP)分子生物学研究

    展望

    尽管人们已对利玛原甲藻DSP产生机制进行了

大量卓有成效的工作，但产毒机制并未完全阐明，许

多假设尚待证实、补充和完善，许多间题期待解决。比

如毒素产生与光合作用强度以及细胞分裂、细胞周期

的关系，环境因子影响毒素生成的途径和机制，产毒

相关基因的分离、鉴别及定位，毒素生成的分子调控

机制等等目前都不清楚，特别是毒素合成相关分子生

物学的研究几属空白。

    贝毒生成关键酶基因的分离和鉴别工作是一项

极具挑战性、又非常诱人的研究课题，业已引起赤

潮界的广泛注目，为此人们做了大量工作，但进展

甚微[49 , 501。其原因在于贝毒素不是蛋白质，许多分

离、鉴别基因的方法对藻类并不适合。作为藻类次生

代谢的产物，贝毒素的合成既受遗传控制也受共生体

的影响。毒素合成过程需要一系列的酶[50 I。其基因可

能通过转座子或噬菌体在藻类细胞之间及与细菌之

间发生转移，以基因簇的形式存在。产毒藻株DNA位

点可能同时接纳多种次生代谢物产生基因[[5r ]。如同

高等植物一样，次生代谢物的合成可能由代谢频道中

的关键酶和限速酶决定[[521。关键酶或限速酶往往是

多基因家族编码的同功酶中的特定成员。代谢频道内

酶可以多酶复合体的形式存在于细胞的不同部位，但

可协同表达[5310 Ds，生物合成途径的复杂性使得其酶

的分离、纯化研究进展非常缓慢，关键酶基因的克隆

非常困难。

    然而，近来Sako等’50队Gymnodiniwn catenaatwn

中分离出N一sulfotransferase，为赤潮毒素six生物合

成途径的研究打开了大门，对SIX基因 (samtoxin

genes)的分离将发挥至关重要的作用，因而对DSP基

因的研究也将具有重要的参考和借鉴价值。而且，多

种植物次生代谢物合成途径中关键酶基因的成功克

隆为DSP关键酶基因的研究提供了成功的典范和借

鉴。另外，借助PSP生成与细胞周期事件的相关性，

Taronche:一Oldenburg等{54’采用DD一PCR技术从

Alexandrian fundyens‘成功分离出3个与毒素生成可

能有关的基因，为贝毒素生物合成关键酶基因的克隆

注入了希望，提供了参照。同时，分子生物学方法和技

术的飞速发展和日渐成熟也为这一领域的研究和发

展提供了更多选择和机会。
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