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　　［摘要］　海洋生物毒素具有分布广、毒性强及解毒难等特性，对我国公共安全和人民健康造成极大的威胁。为了保护我

国的公共安全，保障人民健康，对海洋生物毒素检测的研究已经越来越多。目前，海洋生物毒素的检测方法有生物检测法、免

疫分析法、液相色谱法、酶活力抑制分析法、细胞毒性试验等。本文将对海洋生物毒素检测技术的研究进展作一综述。
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　　海洋生物毒素是研究进展最为迅速的海洋生物

活性物质，绝大部分海洋生物毒素仅为海洋生物特

有，在陆生动物中极为罕见。海洋生物毒素对受体

作用具有高选择性和高亲和性，通常特异作用于神

经和肌肉，可兴奋细胞膜的关键靶点，如神经系统受

体或离子通道，从而影响与受体有关的一系列细胞

调控活动。海洋生物毒素有多种不同的分类方法。

依据化学结构，可分为多肽类毒素、聚醚类毒素、生

物碱类毒素等；根据最初分离得到的来源，可分为河

毒 素 （ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ）、西 加 鱼 毒 素

（ｃｉｇｕａｔｏｘｉｎ，ＧＴＸ）、芋螺毒素（ｃｏｎｏｔｏｘｉｎ，ＣＴＸ）

等；在与人类饮食密切相关的贝类毒素中，根据毒性

作用机制可将海洋毒素分为腹泻性贝毒（ｄｉａｒｒｈｅｔｉｃ

ｓｈｅｌｌｆｉｓｈｐｏｉｓｏｎｉｎｇ，ＤＳＰ）、麻痹性贝毒（ｐａｒａｌｙｔｉｃ

ｓｈｅｌｌｆｉｓｈｐｏｉｓｏｎｉｎｇ，ＰＳＰ）、神经性贝毒（ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃ

ｓｈｅｌｌｆｉｓｈｐｏｉｓｏｎｉｎｇ，ＮＳＰ）和失忆性贝毒（ａｍｎｅｓｉｃ

ｓｈｅｌｌｆｉｓｈｐｏｉｓｏｎｉｎｇ，ＡＳＰ）等
［１］。

由于海洋生物毒素具有分布广、毒性强及解毒

难等特性，美、日等国在第二次世界大战之前就对以

海洋有毒鱼类为主的海洋生物毒素进行了广泛的调

查研究，获得了大量资料；禁止化学武器组织也将部

分海洋生物毒素如石房蛤毒素（ｓａｘｉｔｏｘｉｎ，ＳＴＸ）列

入禁止化学品的第一类清单中；尽管目前全世界大

部分国家已经签署了《禁止化学武器公约》，但随着

世界多极化格局的发展，在复杂的国际环境下，恐怖

分子利用海洋生物毒素的威胁是明显存在的［２］。此
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外，近年来海洋污染日趋严重，有害赤潮频发，直接

影响了海洋产品的食用安全，存在极大的安全隐患。

基于上述背景，近年来针对海洋生物毒素检测的研

究进展迅猛。传统海洋生物毒素的检测方法是生物

检测法，随着研究者对海洋生物毒素作用机制认识

的逐渐深入，不断有新的检测方法被开发出来。本

文将对海洋生物毒素检测技术的相关研究进行

综述。

１　生物检测法

生物检测法主要采用小鼠生物检测法（ｍｏｕｓｅ

ｂｉｏａｓｓａｙ，ＭＢＡ）。该方法由美国分析化学家协会

（Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｏｆｆｉｃｉａｌ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｓ，

ＡＯＡＣ）于１９８０年进行了标准化，是最早用于海洋

生物毒素检测的一种经典方法，其原理是将毒素注

射入小鼠体内，根据注射后小鼠的存活时间和中毒

症状来评价毒性，通常用鼠单位（ｍｏｕｓｅｕｎｉｔ，ＭＵ）

来表示。目前我国贝类毒素的测定标准中，ＭＢＡ仍

然占有较大比例，如国家标准《ＧＢ／Ｔ５００９．２１２

２００８贝类中腹泻性贝类毒素的测定》和《ＧＢ／Ｔ

５００９．２１３２００８贝类中麻痹性贝类毒素的测定》，行

业标准《ＳＣ／Ｔ３０２３２００４麻痹性贝类毒素的测定 生

物法》《ＳＣ／Ｔ３０２４２００４腹泻性贝类毒素的测定 生

物法》《ＳＮ／Ｔ１５７３２００５贝类中神经性贝类毒素检

验方法 小鼠生物法》等。该方法的优势在于不需要

复杂的设备、有历史数据、应用广泛［３］，但也存在一

定缺点与不足：只能测出毒性的大小，无法确知其组

成及含量；所测得的毒性和小鼠的品系、状态、体质

量等有关，不确定因素多；毒性测定结果重复性

差［４］。同时由于每年有大量小鼠被用于贝类毒素的

日常检验，在学术界已引起伦理学的争论［５］。

２　免疫分析法

免疫分析法是基于抗体与抗原或半抗原之间的

高选择性反应而建立起来的一种生物化学分析法，

即根据抗原抗体反应，采用特异性抗体来检测药

物、激素、蛋白质、微生物等物质的定量分析方法。

免疫分析法主要包括酶联免疫法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ

ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）、放射性免疫法、荧

光免疫法等，具有方便、快速的特点，但也存在一定

的缺点，如费用较高、毒素之间的交叉反应难避免、

实验结果重现性较差等。

ＥＬＩＳＡ是检测海洋生物毒素所采用的主要免

疫方法。该技术可用目测，也可用酶标仪测定光密

度值，具有易定性定量的优点［６］。Ｔｓａｏ等
［７］采用单

克隆抗体ＥＬＩＳＡ检测法检测ＡＳＰ中的软骨藻酸

（ｄｏｍｏｉｃａｃｉｄ，ＤＡ），并建立了基于单克隆抗体的胶

体金免疫条检测法；该方法的检测限为５ｎｇ／ｍＬ，在

１０ｍｉｎ内就可完成测定，提示免疫条检测可用来快

速检测贝类样品中的ＤＡ。也有研究者建立了基于

基因工程单链抗体竞争ＥＬＩＳＡ检测方法，该方法最

大的优势是毒素可在大肠杆菌中快速、大量得到表

达，且容易和其他小分子融合，形成融合蛋白以用于

检测或其他用途；对该方法进行验证发现，其与标准

高 效 液 相 色 谱 法 （ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）检测结果有较好的相关

性［８］。李军涛等［９］建立ＤＳＰ免疫荧光层析试纸条

检测方法，灵敏度可达０．１２５μｇ／ｍＬ，达到我国贝类

产品中ＤＳＰ所允许的限量。Ｄｕｂｏｉｓ等
［１０］建立了间

接竞争ＥＬＩＳＡ方法检测ＳＴＸ，该方法用毒素的偶联

物免疫产生的抗体来检测贻贝、牡蛎和扇贝中的

ＳＴＸ类毒素；在检测之前，用９０％的乙醇溶液将

ＳＴＸ类毒素从贝类组织里快速提取出来，该方法的

最低检测限为５μｇ／ｋｇ。Ｇａｒｔｈｗａｉｔｅ等
［１１］也建立了

４类贝毒的ＥＬＩＳＡ方法，均可满足贝类提取物中样

品的鉴定，且样品回收率较高。ＴＴＸ为氨基全氢喹

唑啉型化合物，是自然界中所发现的毒性最大的神

经毒素之一［１２］。Ｔｈａｔｔｉｙａｐｈｏｎｇ等
［１３］建立了一种侧

流免疫层析技术来实现ＴＴＸ的快速检测，并运用该

方法检测了河及食用鱼中ＴＴＸ的含量；与液相色

谱串联 质 谱 法 （ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍ

ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣＭＳ／ＭＳ）相比，该方法的灵

敏度为９４．０％，特异性为９２．４％。总的来说，侧流

免疫层析技术可用于大批量样本的筛选，阳性结果

的样本再使用ＬＣＭＳ／ＭＳ进行确认，减少了ＬＣ

ＭＳ／ＭＳ的测试量，降低了检测成本。Ｒｅｖｅｒｔｅ等
［１４］

开发了一种基于双硫醇自组装单分子膜的新

ＥＬＩＳＡ方法，该方法可用于检测河中ＴＴＸ的含

量，检测限为０．２３ｍｇ／ｋｇ，其与ＬＣＭＳ／ＭＳ法的相

关性为０．９９１。

大田软海绵酸（ｏｋａｄａｉｃａｃｉｄ，ＯＡ）是ＤＳＰ中的

主要成分，属于聚醚类海洋生物毒素，尚无致死病

例，但长期摄入可以致畸及致癌［１５］。刘仁沿等［１６］通

过细胞融合，制备抗ＯＡ单克隆抗体和胶体金标记

·９４１１·
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抗体，建立快速检测ＯＡ的免疫层析试纸条分析方

法，该方法检出限为５００ｎｇ／ｍＬ。该研究组在此基

础上进行改进，使用卵清蛋白合成高耦联比的包被

抗原，以硝酸纤维素膜为载体，改进后方法检测限达

１２ｎｇ／ｍＬ
［１７］。张洋等［１８］采用自行研发的免疫胶体

金试纸条对双贝壳类ＤＳＰ的主要成分ＯＡ的污染

情况进行调查，通过与ＥＬＩＳＡ检测法的结果进行比

较，发现该方法检测结果准确可靠，未出现假阳性结

果。Ｊｏｈｎｓｏｎ等
［１９］对４种已经商业化的快速检测试

剂盒是否可检测英国双壳贝类中的ＤＳＰ进行验证。

这４种试剂盒包括１种ＥＬＩＳＡ试剂盒、１种蛋白磷

酸酶２Ａ（ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ２Ａ，ＰＰ２Ａ）试剂盒以

及２种侧流免疫测定（ｌａｔｅｒａｌｆｌｏｗｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，

ＬＦＩ）试剂盒。实验结果表明，ＥＬＩＳＡ与ＬＣＭＳ／

ＭＳ具有较好的相关性，且不存在结果偏大的情况，

但是存在假阴性结果；２种ＬＦＩ试剂盒与ＬＣＭＳ／

ＭＳ检测结果大部分具有一致性，但存在假阴性结

果。总的来说，选择何种方法去检测ＤＳＰ主要取决

于检测要求、实验室的条件、实验人员是否经过训练

以及对结果的要求是半定量的还是定性的。

Ｊｅｌｌｅｔｔ快速检测试纸条（Ｊｅｌｌｅｔｔｒａｐｉｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐ，

ＪＲＴ）是一种现场检测ＰＳＰ的有效手段，该方法是通

过样品中的ＰＳＰ与结合到检测线上的毒素竞争结

合标记的抗ＳＴＸ抗体来实现。为了达到敏感度水

平，试纸条上添加的抗体总量是一定的，随着样品中

毒素浓度的增加检测线逐渐消失。该方法的检测限

与ＭＢＡ相似，同时与 ＭＢＡ有很好的相关性
［２０］。

Ｃｏｓｔａ等
［２１］将ＪＲＴ与其他ＰＳＰ检测法进行比较，结

果表明，ＨＰＬＣ适用于每一种ＰＳＰ的检测，但是

ＨＰＬＣ耗时较长、仪器要求高以及需要一定专业知

识的技术人员。ＪＲＴ和受体结合分析法都是基于抗

体的检测方法。ＪＲＴ是实现快速筛查的一种有效手

段，但是由于该检测方法假阳性率较高，在该方法检

测出阳性结果之后有必要再使用ＨＰＬＣ进一步确

认，从而避免不必要的误报；受体结合分析法也可实

现高通量筛查ＰＳＰ且未发现假阳性结果，但是该方

法需要放射性材料因而限制了其使用；ＥＬＩＳＡ无法

检测阿留申岛贝类中的ＰＳＰ，可能是由于阿留申岛

贝类ＰＳＰ衍生物较多，而ＥＬＩＳＡ法更适合毒素衍

生物成分较少的贝类检测。从日常大批量检测的角

度考虑，ＪＲＴ可用于现场初步筛查，接着使用受体结

合分析法和ＨＰＬＣ检测结果进行确认。

适配体（ａｐｔａｍｅｒ）是单链或双链ＤＮＡ或ＲＮＡ，

是基于指数富集的配体系统进化技术（ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ

ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｌｉｇａｎｄｓｂｙｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ，

ＳＥＬＥＸ），从随机寡核苷酸库中通过多轮循环筛选

所富集获得［２２］。筛选过程就是利用不同核酸序列，

形成特异空间构象，通过分子间的密切适应，得到与

靶分子强特异性、高亲和力结合的特异核酸分子，即

适配体。与经典抗体相比，适配体具有明显的特性。

现在报道的适配体靶分子既有蛋白质等生物大分

子，又有燃料、金属离子、药物、氨基酸等小分子，甚

至还有病毒、孢子、完整细胞等。因此，基于适配体

可以建立各种生物毒素的检测技术［２３］。２０１３年美

国ＦＤＡ的研究人员报道通过ＳＥＬＥＸ筛选出了特

异结合ＳＴＸ的适配体
［２４］。焦炳华教授课题组［２５］利

用ＳＴＸＥＬＩＳＡ试剂盒（ＡｂｒａｘｉｓＬＬＣ，产品编号：

５２２５５Ｂ），在优化的适配体与ＳＴＸ结合缓冲液中分

析适配体与ＳＴＸ的结合情况。结果发现：适配体与

试剂盒中的标准ＳＴＸ和酶标的ＳＴＸ都能特异结

合，并呈剂量依赖关系；适配体能阻断ＳＴＸ的溶红

细胞作用，还能抑制ＳＴＸ对藜芦定和哇巴因激活的

钠离子通道的阻断作用，以及延长ＳＴＸ对小鼠的毒

性等。利用生物膜干涉技术测定亲和常数，发现适

配体的Ｋｄ值为７．４４μｍｏｌ／Ｌ，通过优化适配体的序

列和结构，一条预测能形成Ｇ四联体的序列Ｋｄ值

为１２８ｎｍｏｌ／Ｌ，由此得到了一条与ＳＴＸ亲和力提

高了４０倍的新适配体
［２５］。该课题组还验证了ＯＡ

适配体ＯＡ３４也能与ＯＡ特异结合，并拟进一步筛

选包括游离 ＧＴＸ、ＴＴＸ以及与磁珠定向耦合的

ＧＴＸ、ＢＴＸ等毒素的适配体
［２３］。２０１５年，该课题

组［２６］基于ＳＥＬＥＸ开发了一条新的ＳＴＸ适配体Ｍ

３０ｆ，该适配体的 Ｋｄ值为１３３ｎｍｏｌ／Ｌ，与之前

Ｈａｎｄｙ研究组
［２４］报道的ＳＴＸ适配体ＡＰＴＳＴＸ１相

比，亲和力提高了３０倍，有较好的应用前景。

３　酶活力抑制分析法

ＰＰ２Ａ酶是主要的丝／苏氨酸蛋白磷酸酶，作用

于磷酸酶的α亚单位，广泛存在于生物的细胞组织

中，占细胞总蛋白质的０．０５％～０．２５％。ＤＳＰ能够

高效抑制ＰＰ２Ａ酶的活性，造成细胞内磷酸化蛋白

的急剧增加，从而改变肠细胞钠的分泌和细胞膜的

通透性，导致腹泻。因此可以利用该类毒素抑制

ＰＰ２Ａ酶活力的特性，选择一种在酶催化反应后能

·０５１１·
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产生荧光产物的物质作为底物，依据酶反应过程中

产物产生的速率来指示酶活力受抑制的程度，进而

计算抑制剂的浓度。

Ｉｋｅｈａｒａ研究组
［２７］利用杆状病毒表达系统，通

过遗传工程技术合成了人重组ＰＰ２Ａ 催化亚基

（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔｏｆｈｕｍａｎＰＰ２Ａ，

ｒｈＰＰ２Ａｃ），并定量检测了水中微囊藻素的含量
［２８］。

２０１０年，该课题组又采用ＰＰ２Ａ酶抑制法检测了扇

贝和贻贝中的ＯＡ含量
［２９］，结果显示该方法检测扇

贝和贻贝中 ＯＡ 的检测限为０．０３４８μｇ／ｇ和

０．０６１１μｇ／ｇ，低于欧盟标准（０．１６μｇ／ｇ），且ＰＰ２Ａ

酶抑制法与ＬＣＭＳ结果有较好的相关性。孙海燕

等［３０］基于ＤＳＰ抑制ＰＰ２Ａ酶活性的原理构建了固

定化ＰＰ２Ａ酶生物传感器并对时间、ｐＨ和温度等影

响电流响应的参数进行了优化，以构建的传感器对

ＯＡ进行检测，采取４参数ｌｏｇｉｓｔｉｃ曲线法进行标准

曲线拟合，曲线的犚２值达０．９９４７，拟合度较好，ＯＡ

的检测限为１０．０７μｇ／Ｌ，组间ＲＳＤ为８．３％，在４℃

放置７ｄ后，其响应电流为初始电流的８７％，与

ＨＰＬＣ检测结果相比具有较好的相关性，可用于

ＯＡ的快速检测。李爱峰等
［３１］利用ＰＰ２Ａ酶活力法

检测了３个牡蛎样本中的ＯＡ含量，实验结果表明

样本中不含 ＯＡ 和鳍藻毒素（ｄｉｎｏｐｈｙｓｉｓｔｏｘｉｎ，

ＤＴＸ），但水解后可检出ＯＡ毒性，其中２个牡蛎水

解样品的毒性当量分别为１．８１和１．２１μｇ／ｋｇ贝组

织。Ｐｒａｓｓｏｐｏｕｌｏｕ等
［３２］的实验结果也表明，ＰＰ２Ａ

酶活力抑制分析法检测结果与 ＨＰＬＣ荧光检测法

（ｆｌｕｏｒｉｍｅｔｒｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＦＬＤ）的结果有较好的相关

性。有研究者将ＰＰ２Ａ酶活力测试试剂盒与其他３

种商业化的快速检测试剂盒包括１种ＥＬＩＳＡ试剂

盒以及２种ＬＦＩ试剂盒进行了比较，实验结果表明，

ＰＰ２Ａ试剂盒是唯一没有假阴性结果的方法，且与

ＬＣＭＳ／ＭＳ结果相关性较好，缺点是检测出来的毒

性偏大［１９］。

４　细胞毒性试验

ＰＳＰ类毒素具有钠离子通道阻滞剂的特性，可

拮抗箭毒、藜芦碱的作用，减少细胞形态的改变及细

胞裂解死亡，拮抗作用与ＰＳＰ类毒素的量呈剂量反

应关系。细胞毒性试验即利用ＰＳＰ的钠离子通道

阻滞剂的特性，使用钠离子通道激活剂箭毒、藜芦碱

协同开放成神经细胞瘤细胞钠离子通道，通过检测

细胞的死亡情况来判断ＰＳＰ类毒素的毒性。早期

方法是用显微镜计数活细胞数以检测ＰＳＰ类毒素

的量，检测时间长，操作烦琐。２０世纪９０年代初，

研究者对此方法进行改进，应用结晶紫对细胞进行

染色，用酶标仪进行测定。该方法实现了检测的自

动化，可批量检测样品，但需要对细胞染色，多次洗

板，并固定、干燥、裂解细胞，仍存在操作烦琐的缺

点［３３］。后来，研究者们对该方法进一步改进，用四

甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）代替结晶紫。该方法操作简

便、操作时间短、方法易掌握，不仅可检测ＰＳＰ类毒

素，还可以检测钠离子通道激活剂ＮＳＰ和ＧＴＸ等，

检测限分别为０．２５ｎｇ／ｍＬ和０．０１ｎｇ／ｍＬ
［３４］。陈

洋［３５］用小鼠皮肤细胞、人肝细胞、人肝癌细胞和小

鼠神经瘤细胞作为受试细胞对ＤＳＰ的重要组分ＯＡ

和其他几种成分进行 ＭＴＴ比色细胞毒性试验，结

果表明，ＯＡ对这４种细胞的增殖呈显著抑制作用，

且抑制作用与毒剂剂量呈正相关。

研究者们还发现细胞生物传感器可动态、实时

监测细胞的新陈代谢以及细胞的激活与阻滞。２０１５

年，Ｚｏｕ等
［３６］开发了一种可检测ＰＳＰ的细胞生物传

感器，该传感器是基于成神经瘤细胞，检测限为

０．０３ｎｇ／ｍＬ，较之前的检测方法，其在灵敏度和选

择性上皆有大幅提高。２０１６年，Ｚｏｕ等
［３７］在前期研

究基础上，设计了基于ＨｅＬａ细胞和ＨｅｐＧ２细胞的

生物传感器，该传感器可检测ＤＳＰ代表毒素ＯＡ，检

测限分别为１０．２μｇ／Ｌ和３．３μｇ／Ｌ，灵敏度远高于

传统 的 细 胞 测 试 法 （ＨｅＬａ 细 胞 检 测 限 为

２１．２μｇ／Ｌ、ＨｅｐＧ２细胞检测限为９．８μｇ／Ｌ）。

５　犎犘犔犆

生物分析法注重的是样品的毒性，在专一性和

灵敏性方面存在一定的不足。化学分析方法一般以

液相色谱分离原样或净提取物为基础，然后用物理

化学方法进行特异性毒素检测。ＨＰＬＣ是目前检测

海洋生物毒素最常见的化学分析方法之一，已被包

括中国在内的多个国家列为国家标准方法。ＨＰＬＣ

具有灵敏、准确、可靠、能确定各种毒素成分、使用广

泛、易校正、所需检测的样品量少等优点。近年来随

着色谱质谱联用技术的飞速发展，ＨＰＬＣＭＳ及

ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ已经成为毒素分析的一种主流技

术。ＨＰＬＣＭＳ联用技术可以不使用毒素标准品和

衍生试剂，相比其他检测器具有很大的优势。
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罗璇等［３８］建立了可用于微量 ＤＳＰ分析的

ＨＰＬＣＭＳ联用技术，并首次报道了我国近海渐尖

鳍藻产毒状况，在渐尖鳍藻样品中检测到了ＯＡ、

ＤＴＸ和扇贝毒素２（ｐｅｃｔｅｎｏｔｏｘｉｎ２，ＰＴＸ２）等毒素

成分，含量分别为２．５４、４．０４和１．７３ｐｇ／ｃｅｌｌ。于慧

娟等［３９］建立了ＨＰＬＣＭＳ检测方法，并以虾夷扇贝

和菲律宾蛤仔为测试对象，对方法的有效性进行了

评价。结果显示，ＳＴＸ、脱酰基甲酸石房蛤毒素

（ｄｅｃａｒｂａｍｏｙｌｓａｘｉｔｏｘｉｎ，ｄｃＳＴＸ）和新石房蛤毒素

（ｎｅｏｓａｘｉｔｏｘｉｎ，ｎｅｏＳＴＸ）检测限为 １００μｇ／ｋｇ，

ＧＴＸ１～ ＧＴＸ５、脱 酰 基 甲 酸 西 加 毒 素 ２

（ｄｅｃａｒｂａｍｏｙｌｃｉｇｕａｔｏｘｉｎ２，ｄｃＧＴＸ２）和ｄｃＧＴＸ３

检测限为５０μｇ／ｋｇ。

２０１４年，曹文卿等
［４０］采用ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法

进行了河鱼肝脏中ＴＴＸ含量的快速检测研究。

研究结果表明，该方法检测限为４０μｇ／ｋｇ，在５０～

１０００μｇ／ｋｇ范围内线性关系良好。该研究组还建

立了ＱｕＥＣｈＥＲＳ／ＬＣＭＳ方法
［４１］，该方法也可实现

快速检测红鳍东方肉中ＴＴＸ的含量，采用外标法

基质标准曲线定量方法的检出限为１０μｇ／ｋｇ，检测

限为３０μｇ／ｋｇ。为了能更好地完成日常监测ＤＡ和

脂类海洋毒素的任务，ＭｃＣａｒｒｏｎ等
［４２］在采用液相

色谱与混合三重四极杆离子肼质谱仪联用技术的同

时，还引入了选择反应监测技术和数据相关采集扫

描功能，分析了ＤＡ、ＯＡ、ＤＴＸ、ＰＴＸ、原多甲藻酸贝

类毒素、虾夷扇贝毒素等海洋毒素。实验结果表明，

该方法的检测限、灵敏度、可信度均较好。２０１５年，

李军等［４３］建立了快速、准确检测红鳍东方中ＴＴＸ

的ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ的分析方法，选择正离子多反应

监测（ＭＲＭ）模式进行ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ测定，外标法

定量。结 果 表 明，该 方 法 检 测 ＴＴＸ 在 ５～

１００ｎｇ／ｍＬ范围内呈良好的线性关系，检测限为

５ｎｇ／ｍＬ，适用于检测红鳍东方中的ＴＴＸ。王丽

英等［４４］建立准确、快速检测ＴＴＸ的超高效液相色

谱串联质谱的分析方法，以了解市售烤鱼片、鱿鱼

干制品和鱼丸中ＴＴＸ的污染状况。结果市售的

１０７份样品中，鱿鱼干制品和鱼丸中没有检出ＴＴＸ；

６４ 份 烤 鱼 片 样 品 中 检 出 １６ 份 含 有 ＴＴＸ。

Ｔｓｕｊｉｍｕｒａ和Ｙａｍａｎｏｕｃｈｉ
［４５］建立了一种ＬＣＭＳ／

ＭＳ快速检测ＴＴＸ的方法，该方法只需很小体积的

血液就可检测出ＴＴＸ，且检测限低达０．５ｎｇ／ｍＬ。

Ｖｌａｍｉｓ等
［４６］通过超高效液相色谱串联质谱首次检

测到希腊贝类中存在ＴＴＸ。

除了建立新的方法，也有研究者对已经建立的

ＬＣＭＳ方法进行了改进。ＳＴＸ和大部分衍生物都

是通过ＬＣＭＳ／ＭＳ进行定性和定量。传统的前处

理过程一般是在溶液中加盐酸来萃取ＳＴＸ，Ｈａｒｊｕ

等［４７］认为盐酸具有较强的基质抑制效应，不适合作

为萃取溶剂，通过实验发现１％乙酸是最佳的ＳＴＸ

萃取剂；研究者还尝试了很多纯化的方法，发现最合

适的方法是使用乙腈沉淀。优化后的方法可定性并

定量检测ＳＴＸ及衍生物，检测结果与 ＨＰＬＣＦＬＤ

法基本一致。由于ＬＣＭＳ／ＭＳ样品处理过程需要

旋蒸等一系列操作，耗时较长，因此临床上ＴＴＸ中

毒的快速诊断一直难以实现。Ｓａｉｔｏ等
［４８］使用羧基

键合相和酰胺键合相的ＳＰＥ小柱提取尿液、血浆中

的ＴＴＸ，用１０％乙酸溶液０．１ｍＬ作为洗脱液洗脱

柱子得到ＴＴＸ，使用ＬＣＭＳ／ＭＳ直接分析洗脱液，

避免了大量烦琐的前处理步骤。美国疾控中心合

成了１５Ｎ４ＳＴＸ，以此作为内标建立了一种在线

固相萃取ＬＣＭＳ联用技术，可检测人尿液中

ＳＴＸ和ｎｅｏＳＴＸ。与之前报道的人工前处理相

比，在线固相萃取节省了７０％的处理时间。该方

法的ＳＴＸ和ｎｅｏＳＴＸ检测限分别为１．０１ｎｇ／ｍＬ

与２．６２ｎｇ／ｍＬ
［４９］。

免疫亲和柱（ＩＡＣ）是一种基于抗原抗体反应的

新型层析柱，利用生物大分子具有对一类生物大分

子特异识别和可逆结合的特性制作而成，具有独特

的选择专一性和良好的吸附净化性能。严忠雍

等［５０］基于ＬＣＭＳ的高灵敏度和精确性，利用ＩＡＣ

的独特选择识别性，建立了一种快速、简便、高效测

定海洋生物中ＴＴＸ的分析方法并应用该方法对鹰

爪虾、对虾、海鳗、曼氏无针乌贼、贻贝、花蛤等共计

１３种样品进行了检测，其中织纹螺、花蛤、圆尾鲎样

品中 检 出 ＴＴＸ，浓 度 依 次 为 ５６．４、２．４３和

１７４μｇ／ｋｇ。实验结果表明采用ＩＡＣ净化、ＬＣＭＳ

法检测海洋生物中ＴＴＸ的方法灵敏度高，精密度和

回收率均能满足检测分析的要求。

ＨＰＬＣＦＬＤ也是检测海洋生物毒素常用方法，

通过使用衍生剂将毒素衍生成含荧光基团的物质，

用荧光检测器进行检测，在毒素分子上引入荧光基

团可使检测灵敏度提高。我国检测ＴＴＸ和ＰＳＰ的

国家标准中均有 ＨＰＬＣＦＬＤ。Ｓａｙｆｒｉｔｚ等
［５１］通过

ＨＰＬＣＦＬＤ将ＳＴＸ的检测限降低到８９μｇ／ｋｇ，可

·２５１１·
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满足标准低于３１３μｇ／ｋｇ的要求。Ｊａｍｅｓ等
［５２］将

ＤＡ与荧光显色剂ＮＢＤＦ反应，生成荧光ＤＡ衍生

物，该方法检测限为６ｎｇ／ｇ贝类组织。Ｍａｒｏｕｌｉｓ

等［５３］对该方法进行了改进，用ＮＢＤＣｌ替换ＮＢＤ

Ｆ，结果显示改进后的方法检测限低至２５ｐｐｂ。

Ｃｈａｎ等
［５４］对该方法预处理过程进行了改进，即在

ＳＰＥ柱中加入ＴｉＯ２，可以更好地吸附ＤＡ，并探讨了

最佳ｐＨ值。Ｐｒａｓｓｏｐｏｕｌｏｕ等
［３２］采用 ＭＢＡ、ＰＰ２Ａ

法以及ＨＰＬＣＦＬＤ３种方法，首次检测了希腊贻贝

中ＯＡ的酯化形式，实验结果表明，３种方法的结果

具有较好的相关性，其中 ＨＰＬＣＦＬＤ的检测限为

５．８６μｇ／ｋｇ。

６　毛细管电泳（犮犪狆犻犾犾犪狉狔犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊，犆犈）法

ＣＥ是近年来发展速度最快的高效技术之一，它

是一类以毛细管为分离通道、以高压直流电场为驱

动力、以样品的多特征（如电荷、大小、等电点、极性、

亲和行为等）为依据的液相微分离分析技术。ＣＥ是

继ＨＰＬＣ之后的又一重大进展
［５５］。

ＣＥ技术最初为配有紫外检测器的毛细管胶束

电动电泳。Ｌｉ等
［５６］优化了该方法的实验条件，建立

了检测ＯＡ与ＤＴＸ２的毛细管胶束电动色谱技术，

该方法检测限为３．２５μｇ／ｍＬ。李大志等
［５７］通过萃

取、离子交换等技术，建立了毛细管电泳／紫外检测

法分析ＡＳＰ的主要成分ＤＡ的方法，结果表明ＤＡ

在０．２～５０ｍｇ／Ｌ时具有良好的线性关系，检出限

为０．０６３ｍｇ／Ｌ。利用该方法对５种经济贝类样品

进行了测定，该方法简单、灵敏、高效、成本低，对

ＤＡ的检测和监控具有重要意义。

Ｋｅｙｏｎ等
［５８］将ＣＥ分别与电容耦合非接触电导

（ｃａｐａｃｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｃｏｎｔａｃｔｌｅｓｓ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ，

Ｃ４Ｄ）、ＦＬＤ、ＵＶ吸收检测和ＭＳ联用进行检测。考

虑到氧化后的毒素是中性的，一般采用胶束动电毛

细管色谱法（ＭＥＫＣ）进行海洋毒素的分离检测。

Ｋｅｙｏｎ等
［５８］比较了ＣＺＥＵＶ、ＣＺＥＣ４Ｄ、ＣＺＥＭＳ

和ＭＥＫＣＦＬＤ检测ＰＳＰ的能力，样品中ＰＳＰ含量

在８００ｎｇ／ｍＬ左右，ＣＺＥＵＶ和ＣＺＥＭＳ在检测范

围上不能满足 ＰＳＰ 的检测要求，ＣＺＥＣ４Ｄ 和

ＭＥＫＣＦＬＤ的检测可基本满足要求。ＣＺＥＣ４Ｄ可

在几分钟内检测出大部分样品，但是由于背景干扰

过强，无法应用于ＰＳＰ的检测。此外，由于ＣＺＥ本

身的特性使得ＣＺＥ无法检测分离Ｃ１和Ｃ２毒素。

ＭＥＫＣＦＬＤ可检测各种ＰＳＰ样本包括Ｃ１和Ｃ２。

与ＨＰＬＣＦＬＤ相比，尽管 ＭＥＫＣＦＬＤ灵敏度低，

但是ＭＥＫＣＦＬＤ可以直接定量检测３种毒素，而

ＨＰＬＣＦＬＤ一次只能检测一种毒素。ＭＥＫＣＦＬＤ

可作为一种快速大批量的筛选手段。李大禹［５９］通

过ＣＥ法对ＣＴＸ的３个不同半胱氨酸保护策略线

形肽空气氧化成单环肽进行跟踪检测，得到反应动

力学数据及其方程；还通过图形工作站的构相预测

软件对其结构及其单环肽进行了结构预测，得到了

低能量下的构象。

７　拉曼光谱法

表面增强拉曼散射（ｓｕｒｆａｃｅｅｎｈａｎｃｅｄＲａｍａｎ

ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，ＳＥＲＳ）技术因其灵敏、快速、便携等特

性，在化学恐怖物质的侦检领域逐渐受到重视。目

前的便携式拉曼光谱仪一般以近红外激光为光源，

仅针对样品表面做无接触、无损探测，能够提供仅与

样品振动转动有关的特征性拉曼光谱，其特异性可

与ＭＳ媲美，且谱峰清晰尖锐，更适合定量和数据库

搜索，是突发事件应急检测的重要工具之一。

２００８年，Ｐｅａｒｍａｎ等
［６０］以银纳米粒子为基底进

行了ＳＴＸ的ＳＥＲＳ检测，其检测限为３ｎｍｏｌ／Ｌ，定

量限为２０ｎｍｏｌ／Ｌ，显示出ＳＥＲＳ技术在低浓度海

洋生物毒素水溶液检测中的潜力。２００９年，Ｌｉｎ

等［６１］以平板印刷技术制得的尺寸、形状、形状可控

的纳米阵列为基底，进行了ＴＴＸ的ＳＥＲＳ检测，检

测限可达０．９μｇ／Ｌ，并对ＳＥＲＳ谱图的主要峰位进

行了归属。２０１２年，Ｚｈｕ等
［６２］建立了一种全新、快

速、超灵敏的对微囊藻毒素ＬＲ的ＳＥＲＳ免疫检测

方法。以金纳米棒作为ＳＥＲＳ活性基底，金纳米棒

通过其上配基的免疫识别富集形成链状结构，修饰

在金纳米棒上的探针分子由于金纳米棒之间的热点

的ＳＥＲＳ增强作用而被检测。利用该法，微囊藻毒

素ＬＲ的线性范围为０．０１～５μｇ／Ｌ，最低检测限可

达５ｎｇ／Ｌ，具有较高的灵敏度，极具应用价值。

表 面 等 离 子 体 共 振 （ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ

ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）与ＳＥＲＳ均具有强烈的纳米尺寸

依赖性，研究认为ＳＥＲＳ与ＳＰＲ具有一定的关联

性［６３］。Ｃａｍｐｂｅｌｌ等
［６４］开发了分子作用仪和ＳＰＲ技

术，并用来检测藻类毒素以及新毒素———海葵毒素。

结果表明，由于时间限制，分子作用仪不适用于藻类

毒素以及海葵毒素的检测；ＳＰＲ技术可较好地检测
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藻类毒素以及海葵毒素，该仪器还具有ＧＰＳ芯片，

可完成远程样品分析。Ｇａｒｉｂｏ等
［６５］通过ＳＰＲ免疫

传感器检测贻贝中的ＯＡ，该方法只需少量的样本

以及较短的时间就可检测出样本中的ＯＡ含量，且

与ＬＣＭＳ／ＭＳ结果有较好相关性；但该方法的主要

缺点是灵敏度较低。Ｓｔｅｖｅｎｓ等
［６６］建立了一个ＳＰＲ

生物传感器系统，该系统可检测贝类、藻类以及海水

中４～６０ｐｐｂ的ＤＡ。

８　结　语

已报道的海洋生物毒素检测技术由于检测原理

不一，优缺点也各不相同（表１）。ＭＢＡ法虽然灵敏

度较低且需要大量动物，但是具有可靠性强、有历史

数据、仪器要求低、使用广泛等优点。此外，ＭＢＡ法

是检测不常见毒素和新毒素必需的方法。ＨＰＬＣ具

有准确、灵敏、可靠、能确定各种毒素成分等优点，已

成为国际标准方法，是对海洋生物毒素进行准确定

性鉴别的有力工具。但是该方法也存在仪器设备要

求较高、需要专门的技术人员等不足，在一定程度上

限制了该方法的推广和运用。免疫分析法具有快

速、特异性强、可实现大批量样品检测、操作简单等

优点，但该方法存在交叉反应，不能全面体现出样本

的毒性。研究者们陆续开发出的一些新技术如细胞

毒性试验、酶活力抑制分析法、ＣＥ法、拉曼光谱法

等，各有优势，但也都还存在各自的不足之处，仍需

进一步改进和完善。

表１　海洋生物毒素检测方法的优缺点和适用环境比较

方法 优点 缺点 适用环境 文献

生物检测法 不需要复杂的设备；有历史数

　据；可检测毒性大小

无法确知其组成及含量；不确定的

　因素多；结果重复性差

水产品毒素毒性检测 ［３，５］

免疫分析法

　ＥＬＩＳＡ 方便快速；不同种类的毒素间

　特异性较好；易定性定量

制作费用较高；存在同类毒素间

　的交叉反应

水产品初步定量筛查；实验室毒

　素定量检测

［７，２０，１４］

　免疫试纸条 可实现快速筛查；不同种类的

　毒素间特异性较好

制作费用较高；假阳性率较高；同

　类毒素间的交叉反应

大批量样本样品定性初步筛查 ［９，１７］

　适配体 稳定性好；免疫原性低；易于

　自动化学合成

筛选适配体困难 水产品初步定量筛查；实验室

　毒素定量检测

［２６］

酶活力抑制分析法 灵敏度较高；假阴性结果较少 仅能检测腹泻性毒素 水产品中腹泻性毒素初步

　定量筛查；实验室腹泻性

　毒素定量检测

［２９］

细胞毒性试验

　细胞毒性试验 减少实验动物的使用；可在一

　定程度上评价毒素毒性

可检测毒素种类较少；重现性差 离子通道激动或阻断剂类毒素

　的实验室定量检测

［３４］

　细胞生物传感器 检测速度快；操作系统简单，

　易实现自动分析

检测稳定性低；生物识别与案件再

　生以及可重复利用问题无法解决

离子通道激动或阻断剂类毒素

　的实验室定量检测

［３６３７］

ＨＰＬＣ

　ＨＰＬＣＭＳ／

　ＨＰＬＣＦＬＤ

灵敏、准确、可靠；能确定各种

　毒素成分；使用广泛、易校

　正；所需检测的样品量少

需要仪器较复杂；需要专门的技术

　人员

水产品中毒素定量检测；实验室

　定量检测

［４４，４８，５０５１，５３］

ＣＥ 自动化程度高；快速；缓冲液

　较少

制备能力差；电渗会因组成而变

　化，影响分离重现性

实验室定量检测 ［５６５７］

拉曼光谱法

　ＳＥＲＳ 可完成现场、无损检测；测试

　速度快；不用制备样品

灵敏度低 现场检测 ［６０６１］

　ＳＰＲ 可实现实时检测；只需少量样

　品；不需要制备样品

稳定性差；检测效率偏低 生物学实时检测 ［６６］

　　ＥＬＩＳＡ：酶联免疫吸附法；ＨＰＬＣ：高效液相色谱法；ＭＳ：质谱；ＦＬＤ：荧光检测法；ＣＥ：毛细管电泳；ＳＥＲＳ：表面增强拉曼散射检测；

ＳＰＲ：表面等离子体共振
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第９期．孟文琪，等．海洋生物毒素检测技术研究进展

　　海洋生物毒素毒性强烈，对国家公共安全以及

人民健康构成较大威胁，因此海洋生物毒素的检测

方法研究尤其重要。未来此领域的研究将主要集中

于以下２个方面：一是高灵敏度、高稳定性、重复性

好、普适性强的ＨＰＬＣＭＳ研究。海洋生物毒素具

有毒性强、半数致死量低的特点，所以建立灵敏度

高、稳定性好的检测方法是海洋生物毒素检测发展

的重要方向。ＨＰＬＣＭＳ因具有灵敏度高、专一性

强、准确性高、分离效果好、结果稳定重复性好、能够

全面提供毒素信息等优势，现已成为国际标准方法。

另一方面则是便携性好、操作简便、抗干扰能力强、

可自动调谐的适用于现场工作的ＳＥＲＳ光谱仪的研

制。ＳＥＲＳ技术以其快速、便携等特性，在海洋生物

毒素的现场侦检中具有显著优势，极具开发潜力。
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