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　　摘要　随着世界各国对微囊藻毒素的重视 ,中国也在相关水质标准里新增了微囊藻毒素这项指标。因此 ,水环境中微囊藻毒

素的检测和控制变得非常重要 ,而检测更是控制的基础。比较详细地综述了目前国内外在微囊藻毒素检测方面的各种不同的研究

方法和成果 ;并在总结这些研究的基础上 ,展望了微囊藻毒素检测的发展方向。
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　　水体富营养化致使水质恶化 ,更严重的是异常增

殖藻类释放生物毒素———藻毒素 ,这些次级代谢产物

严重危害了人类的健康和生态安全。淡水藻类中的

蓝绿藻属分泌的蓝藻毒素是污染范围最广的一类藻

毒素 ,蓝藻毒素中又以微囊藻等产生的微囊藻毒素
(MCs)更应该引起重视 ,其中的微囊藻毒素2LR是目

前已知的毒性最强、急性危害最大的一种淡水蓝藻毒

素。基于此 ,世界各国和国际组织都制定了严格的标

准限制藻毒素。如 WHO推荐的饮水中的藻毒素标

准为 1. 0μg/ L [1 ] ,加拿大健康组织规定饮水中可接受

的藻毒素标准为 0. 5μg/ L ,澳大利亚学者建议 1μg/ L

为安全饮用水的上限 ,我国现颁布执行的生活饮用水

水质卫生规范 (2001 ,0. 001 mg/ L)和地表水环境质量

标准 ( GB 3838—2002 ,微囊藻毒素2LR 为 0. 001

mg/ L)都包含了 MCs的检测项目。

　　综合目前 MCs分析和检测研究的进展情况 ,藻

毒素的检测分析方法主要有生物分析法、物理化学分

析法和生物化学分析法。另外 ,从预警的角度出发 ,

也有人开展了对藻类的监测研究。

1　生物分析法

　　传统的生物分析法通常用小鼠腹腔注射或口腔

灌喂评价 MCs的毒性。

　　用纯化的 MCs或水华蓝藻中粗提藻毒素进行

测试 ,根据其生理病变及半致死量可初步确定其毒

性 (除个别异构体的 LD50为 200～250μg/ kg ,多数

MCs的 LD50为 60～70μg/ kg) 。这也是毒理评价的

常用方法。此外还有用无脊椎动物如虾、贝、水蚤及

其卵进行毒性评价的研究 ,以细菌进行毒性试验和

生物分析也有报道[2 ,3 ]。这类方法灵敏度较差 ,所得

到的毒型结果与小鼠的品系有关 ,可比性较差 ,且无

法确定毒素类型及结构。但该方法操作简单 ,且可

以监测到过去未曾发现的新毒素[4 ]。

　　Gehringer 等[5 ]研究了一种植物试验检测水体

中藻毒素的方法 ,采用家独行菜作为检测植物 ,秧苗

持续暴露在 1μg/ L 的 MC2L R中时 ,根部从 2～6 d

明显有退化现象 ,叶也有明显的变化。

2　物理化学分析法

2. 1　高效液相色谱及相关检测技术

　　液相色谱可以分析一些气相色谱无法分析的挥

发性差、极性强、热稳定性差的物质。常用的检测器

有紫外2可见光 (UV2V IS)检测器、示差折光检测器、

荧光、化学发光检测器、火焰离子化检测器和电化学

检测器等[6～11 ]。

　　目前 ,对 MCs 的化学检测常采用 HPL C/ UV

法。一般步骤是先采用正相或反相色谱柱对毒素进

行固相萃取分离 ,然后将纯化后的毒素进行紫外检

测。将被测毒素与标准毒素的滞留时间 (即峰出现

的时间)进行比较 ,可对被测的不同藻毒素种类进行
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鉴定 ;将被测毒素与标准毒素的峰面积进行比较 ,可

对某种藻毒素进行精确定量。监测限度一般为 ng

级[12 ]。对于常见的有标准毒素出售的几种毒素 ,用

H PL C方法监测毒素含量是目前常规监测的主要方

法之一。但由于 HPL C检测技术需要标准毒素用

来获得标准曲线和吸收峰值 ,而目前已发现 60多种

MCs ,多数缺乏标准毒素 ,这很大程度上限制了

MCs的定性、定量监测 ;而且 H PL C设备比较庞大 ,

前处理较为复杂 ,尤其是从水样中提取和纯化藻毒

素。目前关于 H PL C的改进检测技术大多基于以

下方面。

　　(1) Tsut sumi 等[13 ]开发了一种免疫吸附柱
( IAC)可用于自来水中痕量 MCs (pg/ L～ng/ L )的

浓缩 ,再利用 HPL C或酶联免疫吸附检测 ( EL ISA)

检测分析 ,回收率在 80 %以上。

　　(2) Kondo 等[14 ]为了解决 H PL C对于样品预

处理过程复杂且要求高度纯化的难题 ,开发了一种

可用于纯化 MCs的免疫亲和吸附柱。这种吸附柱

表面包被了一层 MC2L R 的单克隆抗体 ,当水样通

过柱子时 ,MCs被吸附固定下来 ,对柱子进行洗脱 ,

将洗脱液干燥后溶解于甲醇水溶液中 ,用于 L C/ MS

检测和分析。这种吸附柱具有可再生性 ,但是建议

只再生 3次 (3次再生后 ,恢复率仅为 63 %～77 %) 。

　　这样的纯化能使具有 Adda结构的藻毒素共存

于洗脱液中 ,而其他的物质早已被滤液带走。利用

H PL C - PDA (光二极管阵列 , Photo Diode Array)

分析洗脱液 ,能得到各种藻毒素的明显吸收峰 ,干扰

较少 ,因而可比较精确地测定各种藻毒素的含量 ,累

计即得总量。

　　许多因素影响 HPLC对样品中 MCs的回收率 ,

聚丙烯塑料容器和移液枪头将吸附部分 MC2LR ;使

用溶剂对 MC2LR进行稀释时 ,采取纯水或不同浓度

的甲醇、乙腈 ,差别将会很大[15 ]。另外 ,固相萃取柱的

使用也是影响 MC2LR回收率的一个重要因素。有人

用阳离子表面活性剂对自然水体中的蓝藻毒素进行

多点萃取和预富集 ,对 MC2LR和 M2RR的回收率分

别为 (113. 9±9) %和 (87. 1±7) %[16 ]。

2. 2　液相色谱 - 质谱联用

　　由于缺乏标准毒素 ,这限制了 H PL C的进一步

应用。但 L C/ MS技术很好地解决了这一问题 ,即

使没有标准毒素 ,只要知道这种毒素的分子量 ,L C/

MS技术即可对毒素进行精确定量检测[17 ,18 ]。

　　液相色谱/电喷雾电离质谱 ( HPLC/ ESI - MS)可

以测定水中的 MCs ,一般采用乙腈2水2甲酸作为流动
相 ,通过准确的分子量及结构信息 ,确定毒素类型[19 ]。

　　虞锐鹏等[20 ]先通过固相萃取富集 MCs ,并采用

HPLC/ ESI - MS测定微囊藻毒素 RR、LR ,分别在 mz

为 520. 4、996. 3时 ,采用选择离子扫描方式 ,提高检测

灵敏度。该法检出限为 0. 01μg/ L ;线性定量范围为

0. 02～20. 00μg/ L。该方法实用性强 ,可为水质检测

领域藻毒素风险评价和监测水处理脱毒效能提供痕

量、快速、灵敏、准确的分析方法。

2. 3　MMPB法

　　多数化学监测技术能够监测某一种 MC的含

量 ,但不能对总毒素进行定量。也有人研究用化学

方法对 MCs 进行总量测定[21 ]。Sano 等[22 ]建立了

一种监测 MCs 总量的化学监测技术 ,他们将 MCs

中的一个氨基酸残基 Adda 上的碳碳双键氧化断裂

后得到 22甲基232甲氧基242苯丁酸 (MMPB) ,可通过

气相色谱以火焰离子化检测器 ( GC - FID)分析或液

相色谱与荧光检测器 ( HPL C - FD)分析。该法需要

萃取、清洗、氧化、后处理等烦琐的程序以消除衍生

化过程中的溶剂干扰 ,利用臭氧氧化 MCs 形成

MMPB将大大缩短合成时间 ,也避免了烦琐的过

程。该法可快速、准确地分析样品的 MCs总浓度 ,

还可运用到复杂固体基质中的毒性分析 ,监测限度

为 pg级[23 ,24 ]。由于 Adda是所有 MCs均具有的结

构 ,因此用这种方法得到的是 MCs的总量 ,但整个

过程要花费很长时间。为克服这一缺点 , Harada 等

建立了一种利用臭氧分解产生 MMPB的方法 ,他们

将悬浮在甲醇溶液中的藻细胞直接在低温下 ( - 78

℃)进行臭氧分解 ,然后用热激发液相色谱/质谱
( TSP - L C/ MS)或电离子化气相色谱/质谱 ( ESI -

GC/ MS)进行监测 ,整个过程可在 30 min 内完成 ,

监测限度为 ng级[25 ]。

2. 4　薄层色谱法

　　薄层色谱法 ( TL C)由于其设备要求低 ,操作简

单、方便、快速 ,有较好的灵敏度 ,在 MCs分离、分析

中有较好的应用前景。但由于水样中存在较多干扰

物 ,对其实际应用还有待研究[ 26 ]。

　　Pelander等[27 ]进行了 TL C用于检测MCs的研

究 ,N ,N2二甲基21 ,42苯二胺二氯化物 (N ,N2DPDD)

的采用使该方法更加优化 ,能达到 W HO 给定的 1

μg/ L 的检测限。

3　生物化学分析法

3. 1　免疫检测技术

　　自 20世纪 80年代开始 , EL ISA开始用于MCs

的监测。水质免疫检测中最常用的检测方法是竞争

性非匀相酶联免疫检测。常用的商品化 EL ISA 试
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剂盒是利用 MC2L R—HRP 的直接竞争性 EL ISA

方法。其程序一般是先将 MCs抗体包被 (固定)在

酶标板上 ,使用时加入水样和定量的 MC2L R—HRP

偶联物 ,最后加入显色底物后 ,显色测定。

　　Chu等[28 ]首先提出了应用 EL ISA监测MCs的

完整程序 ,他们将 MC2L R与牛血清蛋白偶联 ,用得

到的偶联物免疫兔制备兔抗 MC2L R 多克隆抗体 ,

然后将 MC2L R与辣根过氧化物酶偶联 ,以邻苯二

胺 (OPD)为底物用直接竞争法做 EL ISA。用不同

浓度的标准毒素 MC2L R 作标准曲线 ,根据底物的

显色程度与标准曲线作比较即可求出毒素的含量 ,

监测限度为 0. 20μg/ L。他们发现抗 MC2L R PAb

与 MC2L R、2RR、2YR 有较好的交叉反应性 ,但与

MC2L Y、2LA的交叉反应性低。

　　EL ISA技术和 EL ISA 试剂盒的关键是所应用

的 MCs的抗体。关于 MCs多克隆抗体和单克隆抗

体的制备研究 ,国外已经有多篇文献报道[29～34 ] ,主

要研究方向是完全抗原的制备、抗体的制备 (尤其是

单抗) 、抗体的性能测试、抗体的应用等 ,主要评价指

标是检验所获得的抗体在应用过程中是否具有良好

的特异性、稳定性 ,是否能达到应用的目的和需求。

3. 2 细胞毒性检测技术

　　细胞毒性检测技术是利用毒素对细胞的毒性作

用来监测毒素的一种技术 ,不仅可以判断毒素存在

与否 ,而且可以对毒素进行精确的定量。这种方法

监测的也是能发挥相同毒性作用的毒素的总量。

　　Fladmark等[ 35 ]建立了一种根据 MCs导致鲑鱼

或大鼠肝细胞凋亡的程度来确定 MCs的方法。他

们将分离的鲑鱼或大鼠的肝细胞悬浮培养 ,然后加

入 MCs ,根据细胞凋亡的程度即可求出 MCs 的含

量 ,监测限度为 10～20 ng。动物细胞凋亡的第一个

信号是发生凋亡的细胞与邻近的细胞分离。根据这

一特性 ,Fladmark 等还建立了用 MCs 导致悬浮培

养的鲑鱼或大鼠肝细胞解聚的程度来监测毒素的方

法 ,所得结果比用判断细胞凋亡的程度所得结果灵

敏 5～10倍。

3. 3 蛋白磷酸酶抑制试验

　　MCs是通过作用于蛋白磷酸酶 1和 2A的 Ser和

Thr而发挥其毒性作用的 ,毒素与其 Ser和 Thr之间

有很高的亲和力 ,根据这一特性 ,人们可以通过对酶

活性的抑制程度来监测这几种毒素。自 Holmes等提

出蛋白磷酸酶抑制检测技术 (PPIA)以来 ,这种技术得

到了迅速发展[36～38 ]。但由于竞争性抑制检测技术针

对的是毒素的功能而不是结构 ,因此所得结果是具有

相同功能的毒素的总量 ,而不是某一种毒素的量 ,所

测物质被称为 MCs类物质 ,并以 MC2LR当量作为测

定结果。但是蓝藻本身具有的内源蛋白磷酸酶活性

有可能使监测结果偏低。

　　PPIA 多数以32 P 标记的糖原磷酸化酶 a 为底

物。由于糖原磷酸化酶 a 只能被 PP1 和 PP2A 水

解 ,而 PP1 和 PP2A 又可被 MCs 等抑制 ,因此在

MCs、PP和糖原磷酸化酶反应后根据 PP水解糖原

磷酸化酶 a 释放出32 P 的量就可计算出毒素的量。

一般用不同浓度的标准毒素 MC2L R 作标准曲线 ,

用 MC2L R的量来代表总毒素的量。随着对硝基苯

酚磷酸酯 (pN PP)可被 PP水解现象的发现 ,人们建

立了一种以 pN PP为底物的磷酸酶抑制比色监测技

术 ,根据 pN PP被水解后产生的有色产物的多少来

确定毒素的量。PPIA 的监测限度为 pg级 ,它监测

的是能抑制 PP的总毒素的量 ,而不是某一种毒素

的量。但蓝藻本身具有的内源蛋白磷酸酶活性有可

能使 PPIA的结果偏低[39 ]。

　　徐立红等[40]也用鱼肝 PP2A和不同时间制备的32 P

标记底物 ,建立了毒素对蛋白磷酸酶抑制的标准曲线 ,

重现性非常好 ,定量检测的下限为 0. 02μg/ L。

　　Serres等[ 41 ]让未标记的被测毒素和125 I标记的

MC2YR一起与 PP2A进行竞争结合 ,达平衡后进行

凝胶过滤 ,使与 PP2A 结合的毒素和未与 PP2A 结

合的毒素分离 ,然后测收集到的125 I2MC2YR2PP2A

放射性。根据用 B/ (B0 - B) (B0为无毒素时125 I2MC2
YR的放射性 ,B 为有标准毒素或待测毒素时125 I2
MC2YR的放射性)和标准毒素的浓度得到的标准曲

线即可求出待测毒素的量。这种技术受样品中其他

物质的干扰较小 ,灵敏度更高 ,对 MCs和 Nodularin

的检测限度低于 2. 5 p g/ L。

4　藻类监测技术

　　藻类的监测工作也开展得很多[ 42 ]。监测淡水

水体中藻类的生长情况能够预测水体中藻毒素的增

长情况 ,其中可能还有某种相关关系[43 ]。

　　有人利用特异引物 ( TOX 1P/ 1F , TOX 2P/ 2F)

检测特殊的多肽合成酶基因———mcyB片段在 38种

水华蓝藻中的分布情况 ,结果显示 ,所有能产生

MCs的微囊藻都有特异扩增条带 ,非产毒株则没

有。本研究发展了以全细胞 PCR检测法适用于不

同来源的蓝藻材料。全细胞 PCR法不仅可用于实

验室产毒微囊藻的鉴定和筛选 ,如果结合产毒细胞

数与水体毒性大小的相关性 ,及时监测自然水体里

的产 MCs的微囊藻藻株 ,还可建立以产毒细胞数为

标准的不同层次的警报系统 ,及早地对毒素的危害
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表 1　几种微囊藻毒素检测技术的比较

检测技术 优势 劣势

小鼠法
毒素的有害效应易检测到
操作简单

不能区分微囊藻毒素的异构体
工作量较大

HPLC 对不同毒素可进行定性和定量
样品需预处理 ;缺乏标准品
设备庞大、昂贵 ;需专业人员

EL ISA

可检测到毒素的不同同系物
商品试剂盒的出现大大方便了操作

高灵敏度

对多种同系物的识别需要广谱抗体 ;

商品化的试剂盒可靠性需进一步检验 ;

标准不统一

PPIA
只监测 PP1和 PP2A的抑制剂

高灵敏度
测定毒素总量 ,不能区分特异的毒素同系物
需要新制备的放射性底物 ;放射性废物的处理困难

细胞毒性监测
用原代肝细胞可获得高灵敏度
用建立的细胞系可方便实验

原代肝细胞的生产工作量大
建立的细胞系往往灵敏度较低

加以控制和去除[ 44 ,45 ]。

　　Miguel等[46 ]开发了一种基于组织学的生物传

感器检测系统 ,其原理是利用水体植物中发生光合

作用的组织作为敏感源 ,通过检测这种光合作用的

强度来确定水体中某种化学拮抗剂的含量。传感器

的感应部位是一个目前已广泛应用的用来测定活体

光合作用组织的荧光感应器。他们用这套检测系统

来监测田纳西州所有饮用水水源水中藻类的生长情

况。这种传感器的显著特点是能够非常简单方便地

实时在线检测水源的水质。这套传感器检测系统完

全可以用来对阳光直射的饮用水水源进行长期的快

速预警检测 ,一旦发现藻类生长迅速 ,浓度高 ,即意

味着水体里由藻类分泌产生的藻毒素含量即将要升

高 ,于是水厂能够及时采取措施来处理这一变化 ,避

免事故的发生。

5　分析和展望

　　关于藻毒素的检测和分析方法的研究已经成为

一个研究热点 ,许多的研究机构已经参与进来 ,提出

了各种不同的思路和方法 ,也有人热衷于将目前常

用的几种方法相互对比 ,挖掘出各自的优劣所在 ,这

里不再详细描述 ,对于几种常见的检测方法的比较 ,

列于表 1。

　　需要指出的是 ,高效液相色谱仪及液相色谱/质

谱联用是定量检测和分析 MCs最经典最可靠的技

术 ,检测限 ng以下 ,准确度和选择性都表现最为突

出 ;同时 ,蛋白磷酸酶抑制试验和酶联免疫吸附试验

越来越体现出其特有的优势 ,其研究也开展得越来

越广泛 ,但总体来说 , PPIA、EL ISA 等检测技术仍

然处于研究开发阶段 ,大规模的应用尚需在检测精

度的提高、稳定性的保持、操作的简便和经济性等方

面加强和提高。

　　总之 ,水环境中 MCs的分析和检测方法的发展

趋势是更加经济、方便、快速、准确 ,并有望实现水中

MCs的连续和在线监测分析。
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高山湿地保护是全球湿地保护的重点
　　世界上一些大江大河起源于高山湿地。高山湿地常被视作“世界水塔”,这类湿地是全球湿地保护的重点之一。在“湿地

公约”秘书处组织帮助下 ,近 10年来 ,已对安第斯山脉建立起有效的信息交流网络和协调机构 ,并监测哥伦比亚高山湿地系

统 ,开展对泥炭地和农村环境影响评估活动 ,对该地区湿地环境实施管理 ,受益人口超过 1亿 ;关都库什———喜马拉雅山脉的

高山湿地是恒河、湄公河、长江和黄河的发源地 ,流域人口超过 10亿 ,湿地公约秘书处目前正在与当地和世界自然基金会合

作 ,对该地区采取保护措施。
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