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提要 于 19 97 年 11 月
,

在广东省汕头地区饶平县海面采集棕囊藻
,

采用显微观察和光谱分

析方法
,

进行形态特征与毒素结构的研究
。

结果表明
,

该种藻具有两种不 同的藻体形态
:

一种

是不运动的球形群体 (直径 0
.

1一3c m )
,

外具胶质被
,

群体内的细胞有近千至数万个
,

每个细胞

(直径 3一7
.

5卜m )有 2一3 个黄褐色的叶绿体 ; 另一种是游动的单细胞
,

具有两根几乎等长的鞭

毛和一根短的定鞭丝 (也称为附着鞭毛或触丝 )
,

常呈球形
。

将反复冻融或冷冻干燥的藻细胞

经有机溶剂提取
,

用新鲜牛血球测定显示 出具有强的溶血毒素特性
。

溶血毒素经硅胶柱层析

纯化
,

被分成 5 个组分
,

对溶血活性高的组分进行化学结构测定的结果表明
,

该藻溶血毒素是

一个以 1
, 一C卜十七碳二烯酞基一3

, - C卜 (6
es C卜a 一

任毗喃半乳糖一p一仆毗喃半乳糖基)一甘油为主

的糖脂混合物
。

关健词 赤潮 棕囊藻属 形态特征 溶血毒素

学科分类号 09 46

随着污染的加剧
,

近年来中国沿海不断发现新的产毒赤潮藻类和毒素
。

19 97 年 7一 12

月在 中国东南沿海水面首次发生大规模的棕囊藻类有毒赤潮
,

给水产养殖造成了严重损

失
,

同时对渔民生活构成 了一定 的威胁
。

棕囊藻属隶属于定鞭藻类 (Pry lnn es io p hy te s 或

H ap to Ph ytes )
,

对于该属藻类有关毒素方面的研究报道极少
,

Ei le rts en 等 (19 9 4) 报道该藻能

产生有溶血作用的毒素
,

Y an g 等(19 9 2) 指出在 Ph ae o cy 、tis sP
.

水华发生期间的水体中含

有丙烯酸 (A cry lic ac id) 和二甲硫醚 (顶m e th yl sul fi de
,

D Ms)
,

但进一步的研究尚未见报

道
。

本文报告对在赤潮现场收集到的一种棕囊藻的形态特征与毒素结构的研究结果
,

以

期为研究中国的赤潮棕囊藻类及其产生的毒素特征提供资料
。

1 材料与方法

1
.

1 样品的采集和前处理

19 9 7 年 n 月
,

用 10 号和 25 号浮游生物网在广东省汕头地区饶平县拓林镇的大 门港

和小门港海面采集赤潮藻
,

并进行前处理
:

取部分藻细胞
,

分成新鲜和固定二份标本
,

带回

*
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实验室进行形态特征观察及藻种分离
; 取较多的赤潮藻类

,

滤去海水
,

将浓稠的藻细胞洗

去盐分
,

冷冻干燥 (或 一 20 ℃冰箱保存)后备用
。

采集时水温为 20 ℃左右
,

pH 二 7. 0
。

L Z 形态特征观察

用 O lym pus B HS 型显微镜对样品进行观察
,

并对其形态特征进行鉴别和研究
。

L 3 毒素的提取

取在 一 20 ℃冰箱保存的浓稠藻细胞约 2. 09
,

加人适量蒸馏水
,

反复研磨并冻融至少 3

次
,

离心
、

收集上清液并浓缩
,

进行毒素检测
。

取出上清液后
,

沉淀
、

用 甲醇反复提取
,

将提

取液蒸发干燥后加适量蒸馏水进行毒素检测
。

L4 毒素活性测定

牛血球悬浊液的制备及标准曲线制作参照何家苑等 (19 96)
。

在每个 5司 试管中加入

3nil 牛血球悬液 (0珠
。 “ 0

.

7) 和 0. 05 印
.

1而 样品或对照 (水或甲醇
、

乙醇等)
,

混合液在 37 ℃

恒温水浴中温育 20 而
n ,

在 O甄
〕

处测定光吸收值
。

对照标准曲线计算出溶血素单位
。

L S 毒素的结构分析

将 获得 的较纯毒素样 品进行傅 立叶变换 一红外 光谱 (曰七IR)
、

快速原 子轰击质谱

(FA B 一Ms) 和色谱一质谱联用 (C C - MS) 分析
,

测算毒素的分子结构
。

2 结果

2. 1 赤潮藻的形态特征

赤潮在海面上呈带状分布
,

黄色
,

手感粘滑
,

发出难闻的气味
,

肉眼可见到许多大小不

等的球形胶质体
。

这种赤潮可长达 10 多公里
,

宽达几公里
。

经显微镜鉴别表明
,

赤潮中的

藻类主要是以胶质群体的形态存在
,

同时还存在游动的单细胞形态
。

根据该赤潮藻的群

体与游动的细胞的形态特征可确定它为定鞭藻类 (脚m ne sio恤yte s或 H ap to p hyte s )中的棕

囊藻属 (助
a e o 妙s ris )

。

其形态特征描述如下
:

群体形态
:

群体一般呈球形或近球形
,

外具一层柔软的胶质被
。

群体大小 的差别很

大
,

最小的群体仅 0
.

Ic m 左右
,

最大的群体可达 2一3c m
,

内含近千至数万个细胞
,

基本上分

布在群体的周层
。

群体中的细胞
,

呈球形或近球形
,

有时形状不规则
,

直径 3一7
.

5 卜m ;
每个

细胞具 2一 3 个叶绿体
,

圆盘状和片状
,

周生
,

黄褐色
。

群体内的细胞以不断的分裂进行增

殖 (图 l
:
l

,

3
,

4 )
。

游动的单细胞形态
:

细胞常呈球形或近球形
,

前端略凹人
,

直径 2
.

5一 7
.

0 “m
,

前端具两

条几乎等长的鞭毛
,

约为体长的 1
.

5一2 倍
,

一条 向前呈波状运动
,

一条斜向后方 ; 除两条鞭

毛外还有一条短的定鞭丝 (亦称附着鞭毛或触丝
,

约为体长的 1 /4
,

直向
。

游动细胞一般在

破裂的大群体水样中见的较多 (图 1 :

2)
。

2. 2 赤潮藻毒素的鉴定与纯化

取 2g 冷冻的鲜藻细胞
,

加适量水反复研磨并冻融 3 次后
,

10 o 0 0r /而
n离心 20 而

n ,

获

得约 10 m l黄绿色上清液
,

蒸发浓缩至 2 m l
,

按 1
.

4 中的方法测出溶血毒素活性约为 17 溶血

毒素单位 (H U ) / m l; 同时将离心沉淀的藻细胞用 甲醇反复提取
,

获得 3m l提取液
,

经测定

溶血活性为 22 H U / m l
。

结果均表明该藻含有溶血毒素
。

在确定该藻含溶血毒素后
,

将冷冻干燥的藻细胞进一步作毒素的分离纯化
。

称取 5g
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正丁醇提取液被蒸发至干燥
。

将 3 次提取的正丁醇干燥物 (约 50 m g )
,

用氯仿一甲醇
一
水

(7: 13 :8) 混合液提取
,

在分液漏斗中充分混合后静置 lh
,

慢慢取出混合液的下相
,

将下相

旋转蒸发干燥
,

用少量氯仿一甲醇 (7 : 3) 棍合液溶解后过硅胶柱 (si lica g el )
,

然后再用氯仿
一甲醇 (10 : l) 混合液洗脱

,

收集含不同色素的 5 个组分
,

经测定
,

将溶血毒素活性高的洗脱

液浓缩干燥
,

得到较纯毒素固体物 sm g
,

每毫克含 1 5 00 溶血毒素单位
。

2. 3 毒素结构的测定

较纯 的溶 血毒素红 外光 谱分 析表 明
,

在 3 40 0c m
一 ’

系 经基 的伸缩 振动 吸 收峰
,

1 150 c m
一 ’

及 1 O8 0 cm
一 ’系 C es O 键的伸缩振动吸收峰

,

说明含有轻基
; 1 6 5 3 cm

一 ‘

系非共扼

,乙

并芝划泪

季 篆

波数触口

图2

R g
,

2 Th
e

棕囊藻溶血毒素的傅立叶变换一红外光谱图

FTes 1R spe e

tra
o f he m ol ysin in Ph

e a o cy s心 ef. P o u ehe 瓦i

的 C 二C双键的伸缩振动吸收峰
,

说明含有非共扼 的C = C双键
;

C 一0 一C键 的对称和逆对称伸缩振动吸收峰
,

说

明含有醋键 (图 2)
.

取 较纯的溶血毒素约 lm g
,

加 lom l甲醇
、

0
.

4 9恤O H
,

在 so oC 回流 4 h 后加 sm l去离子水
,

用 6 m of / L HC I调到 p H = 2一 3
,

毒素中的脂肪

1 7 3 5e m
一 ’、 1 2 4 6 em

一 ’

系

酸被溶液中的 甲醇进行醋交换而生成脂肪酸甲

酷
,

用乙醚提取 2一 3 次
,

合并提取液
,

浓缩干燥
。

而
干燥后的脂肪酸 甲酷经色谱一质谱联用分析测

定
,

结果如图 3 所示
。

图3

由图 3 可知
,

该毒素含有 C
14 。

和 C
16 0

饱和脂

肪酸
,

而未检出不饱和脂肪酸
,

说明在制备脂肪 R g3

酸甲醋的过程中
,

不饱和脂肪酸被破坏了
。

实验

同时选择了比较温和的条件进行脂肪酸的甲醋

化方法
,

但未检测出脂肪酸
,

说明该类溶血毒素

50 0 600 7 00 800
扫描次数

90 0 10 00

棕囊藻溶血毒素中脂肪酸甲醋的CC 一
MS

总离子流图

Th
e 〔汇一M S to tal io n eu n ℃ n t o f fat ty ac id

m eth yl e ste r d e ri v e d fro m he m o lysin in

Ph
a e o cy s山 c f P o u c he rii

1
.

C 14 : o ; 2
.

C 16 : o
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图4 棕囊藻溶血毒素的FA B质谱图

丁七e FA B m as s spe e
tra

o f he m o lysin in Ph
a e o cJ 活 tis e仁 P o u ehe tii

中的脂肪酸难以用一般的甲醋化条件进行衍生
,

剧烈的甲酷化条件常常导致不饱和脂肪

酸分解
。

由 FA B 质谱图 (图 4) 可知
,

该溶血毒素主要组分之一的准分子离子峰 [M + H1
十 =

66 5
,

则其分子量为 6 64
,

推测该分子中含有两个毗喃半乳糖
、

一个甘油和一个 C
17 : 2
脂肪酸

。

该结果与前沟藻 (力
矛势hidin ium c a r ttr ia )产生的溶血毒素 11相类似 (Y as

umo
to e r a l

,

19 8 7)
。

虽然从队B 质谱分析结果来看
,

该溶血毒素中的 C
, 7 : 2
脂肪酸丰度很高

,

但在将溶血毒

素皂化的同时也进行甲醋化后
,

只检测出 C
: ; :。和 C

, 6 : 0两种脂肪酸
。

这可能是 C
, 7 : 2
脂肪酸在

这种甲醋化条件下极其不稳定所致
。

高效液相色谱 (H PLC) 和色谱
一
质谱联用 (CC - MS) 分析表 明

,

该溶血毒素是一种搪

醋类混合物
,

其分子中脂肪酸可为 C , 4 :。
、

C 16 :。和 C 17 : 2
等脂肪酸

。

该溶血毒素的主要成分是

l
’
一

任十七碳二烯酞基
一3

, - 。卜 (6 - 0 卜 a 一

介毗喃半乳糖
一p一卜毗喃半乳糖基 )一甘油

。

3 讨论

3. 1 赤潮中棕囊藻属种类的分类问题

棕囊藻属隶属于定鞭藻类 (Pry m ne si o phy te s 或 H ap to p hy te s)
,

至今 已报道的种类约有

9 种
,

其 中以鲍奇棕囊藻 (P. p ou ch e tii )最为 常见
,

报道也最 多
;
其次是 球形棕囊藻 (P.

g lo bos a)
,

但是 S o a
rm a( 19 8 8) 对棕囊藻属中的种类进行分析后

,

认为大多数的种类是可疑

的
,

而只有鲍奇棕囊藻较为可靠
,

甚至球形棕囊藻也是它的一个同物异名
。

此次在汕头地区沿海赤潮 中采得的棕囊 藻属标本 (以下简称为
“

汕头标本
”

)
,

将其形

态特征 与鲍奇棕囊藻有关的形态特征描述进行的比较
,

发现 由于不同学者的描述有所不

同
,

因此汕头标本的形态特征与不同学者的描述都存在有异 同性 (托 bbe rd 。t al
,

19 85;

In o
uy

e ,

199 0)
。

汕头标本的基本特征与鲍奇棕囊藻较为相近
,

但也存在 明显的不同
:

(l)

汕头标本的群体超常地大
,

最大直径可为文献描述的 30 倍左右
; (2) 汕头标本中游动的细
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胞未见到星状 的驱器 (Ej ec til e o rg an ell e)
。

另一方面
,

棕囊藻属的生活史 比较复杂
,

它不仅

有群体和游动性的单细胞二个阶段
,

同时还有微抱子
、

大抱子等生殖过程 (可能还存在有

性生殖过程)
,

而汕头标本只观察到胶质群体和游动性单细胞二种藻体形态
,

生活史的其

它阶段和形态尚未见到
。

另外汕头标本游动细胞外的硅质鳞片由于种种原 因也未进行观

察
.

按照 S o u
rni a( 19 8 8) 的建议

,

在对棕囊藻属进行种类鉴定时
,

因其形态的复杂性和可变

性
,

种名的确定应非常谨慎
,

在没有十分把握时
,

种名应暂写成 Ph ae o cy s tis cf. p o uc he tii

(表示所鉴定的标本与鲍奇棕囊藻相似 )
,

甚至可写成未定种形式 Ph ae o cy , tis sP
, 。

鉴于对

汕头标本只进行了初步的形态观察
,

且对其生活史未进行研究
,

虽然其基本形态与鲍奇棕

囊藻相似
,

但只能将其种名暂定为 Ph ae o cy s tis cf. p 口uc he tii
。

应 当指出的是
,

虽然球形棕囊藻被归在鲍奇棕囊藻中
,

但鲍奇棕囊藻明显地存在有两种

形态
,

即
“

鲍奇形态
”

(po uc he tii 一ke
)和

“

球形形态
”

(g fo bo
s

a--l ike )
。

同时
,

据文献记载 (Jah nk
e ,

19 8 9)
,

鲍奇棕囊藻为冷水性种类
,

而球形棕囊藻为暖水性种类
。

因此
,

采于水温达 20 ℃左右

的汕头标本很可能是属于球形形态的
“

鲍奇棕囊藻
” ,

即是原来的球形棕囊藻
。

它的群体超常

地大
,

这是否是鲍奇棕囊藻由于环境引起的一种形态变化现象
,

有待进一步研究
。

3. 2 关于 Ph ae
口cy s公 cf. p ou ch e浦的危害及其毒素结构

棕囊藻 (Ph ae o cy s此 cf. p o uc h翻i) 球形群体外围具有一层柔软的胶质被
,

且藻体含多

糖 (Myki es tad
,

1995 )
,

当它们大量繁殖形成赤潮时
,

含胶质和糖的藻体紧紧贴在鱼鳃上
,

严

重影响鱼 的呼吸及摄食
,

致使鱼窒息
、

缺食而死亡
;
其次

,

巨大的生物量 (尤其是在黎 明和

傍晚)可造成水体缺氧
,

也是造成灾害的另一个原因
;
再加上藻细胞及藻体腐烂产生的毒

素如溶血毒素
、

二甲硫醚等对水环境及人体健康造成大的危害
,

因此棕囊藻赤潮成为我国

有害有毒的严重赤潮之一
,

研究它的发生及产毒机理
,

预防其危害是 当务之急
。

本文首先将采集 的棕囊藻浓缩液进行小白鼠生物毒性测试实验
,

发现该藻不含赤潮

甲藻 所 产 生 的 麻 痹毒素 (PS P)
、

神 经毒 素

(NS P) 和腹泻毒素 (DS P)
,

而牛血球和小 白鼠

红 血 球 实 验 表 明 该 藻 含 溶 血 毒 素

(He m of ys in )
,

同时发现牛血球对毒素比较敏

感
。

形成赤潮并产生溶血毒素的藻主要有小

定 鞭 藻 护厂Fm
n e s iu m 夕a r v um ) 和 聚 球 藻

(Sy n e eho e o e e u s sp
.

)等
,

尽管溶血毒素化学结

构的研究结果 尚不 一致
,

但近期多数研究表

明
,

它们属于糖酷类或糖贰类物质 (肠 ts in 。t

al
,

19 8 8 ; 心ya e r a z
,

1 9 9 3 )
。

根据红外光谱

(FT
一IR)

,

快速原子轰击质谱 (FA B 一MS) 和色

谱一质谱联用 (CC 一MS) 分析结果
,

本文推测棕

囊藻溶血毒素结构见图 5
。

H O O H

H

喘二 ,

。 O
n丫 }

匕火 _ n

?
H

Ho
,

笼沐私
/ “\/ 火 / “

丫
’

OH O

图5 棕囊藻溶血毒素的结构式

R g
.

5 The strU c tu 比 o f he m o lysin in Ph
a e o 即s ti s

cf P o u ehe厅i

A :

R= C H3 (CHZ )
11 CH 2 ; B :

卜C践(CHZ )
13 CH2

一

;

C :

卜CH3 (C践)
;
Cl卜Cll一C HZ 一CH = CH 一

~

(C玫)SCHZ

以上研究结果表明
,

该藻所含溶血毒素的结构与作者曾报道过的小定鞭藻溶血毒素

特性和结构相似
,

这可能是 由于它们同属定鞭藻目
,

因此产生类似的毒素
。

有关这方面的

研究
,

需在纯培养成功后才能深人进行
.
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