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利用电压敏感荧光染料测定贝体中的麻痹性贝毒
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摘　要　麻痹性贝毒 (paralytic shellfish poisoning , PSP)是分布最广、危害最大的赤潮毒素 , 可阻断钠离子

通道从而抑制动作电位的形成导致动物体中毒。以膀胱癌移行细胞 T24为实验材料 , 采用电压敏感荧光染

料 bis2oxonol , 根据 PSP毒素 GTX2 ,3对藜芦定诱导细胞去极化的抑制作用 , 建立了一种麻痹性贝毒电压敏

感荧光染料检测法。实验结果显示 , 在 2～100 ng·mL - 1范围内 , PSP毒素 GTX2 ,3可显著改变培养体系的

荧光强度 , GTX浓度与荧光强度之间存在很好的线性关系。市售贝类 PSP毒素检测结果表明 , 此方法测定

结果与小鼠法基本一致 , 但灵敏度更高 , 说明根据 GTX浓度与荧光强度之间的线性关系可实现对样品中

PSP毒素的快速检测。利用电压敏感荧光染料测定贝体中的麻痹性贝毒是一种非常有潜力的贝毒快速筛查

方法。
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引　言

　　近年来 , 全球范围内有害赤潮发生的频率、规模及其危

害效应呈现逐渐上升的趋势 , 给人类健康、水产养殖和海洋

生态系统等带来严重的危害。赤潮的主要危害之一是某些赤

潮藻类能够产生毒素 , 毒素通过食物链进入贝体内 , 人们食

用染有贝毒的贝类后造成中毒甚至死亡 [1 ]。赤潮毒素的毒性

各异 , 根据毒素对人类引发的中毒症状和藻源 , 可分为麻痹

性贝毒 (paralytic shellfish poisoning , PSP)、腹泻性贝毒 (di2
arrhetic shellfish poisoning , DSP)、神经性贝毒 ( neurotoxic

shellfish poisoning , NSP)、记忆缺失性贝毒 (amnesia shell2
fish poisoning , ASP)和西加鱼毒 (ciguatera)等 , 其中以 PSP

分布最广 , 危害最大。我国 4大海域均有检出 [2 ]。PSP毒素

是一类神经肌肉麻醉剂 , 与兴奋膜上的电压门控 Na +通道位

点的氨基酸残基高度亲和 , 通过选择性阻断 Na +内流 , 抑制

动作电位的形成 , 造成神经系统传输障碍 [3 ]。PSP对酸、热

稳定 , 一般的食品加工很难破坏其毒性 , 中毒后死亡率非常

高 , 其中石房蛤毒素毒性是眼镜蛇毒素的 80 倍。更严重的

是 , 这类毒素目前尚无对症的解毒剂。因此 , 国内外对 PSP

的检测 , 特别是 PSP毒素的快速筛查技术尤为重视。

目前国际上有关 PSP 的调查、检测多采用小鼠法和

HPLC[4 ]。小鼠法虽然快捷 , 能给出样品的毒性 , 但需大量

的小鼠 ,花费大、耗时、灵敏度低、假阳性高、受待检样品量

和标准活体动物的限制 , 用于批量样品的检测尚不够理想。

HPLC对样品预处理条件要求很高 , 费用昂贵 , 且标准品问

题难以有效解决 , 更重要的不能及时有效、准确地反映样品

的实际毒性 , 因而也不理想。

利用电压敏感染料 (Voltage sensitive dye)光学记录膜电

位是电生理研究中的一项崭新技术 , 具有非介入性 , 高度时

间、空间分辨力的特点 [5 , 6 ]。应用电压敏感染料对记录细胞

或组织进行一定的染色 , 当膜电位变化时 , 作为分子转换

器 , 电压敏感染料随膜电位的变化在膜表面出现荧光或吸光

变化 , 这些光学变化被探测系统记录 , 从而获得膜电位变化

的信息 [729 ]。Bis2oxonol是一种慢反应电压敏感染料 , 潘雅萍

等 [10 ]利用 Bis2oxonol 建立了一种适用于高通量的钾通道调

节剂快速筛选方法。Russell等 [11 ]根据 PSP毒素能够抑制藜

芦定诱导神经突触体去极化作用的原理 , 利用对电压敏感的

荧光玫瑰精探针检测神经突触体膜电压的变化用于 PSP的

检测。由于该方法直接利用了毒素的毒理特征 , 能真正反映



样品的实际毒性 , 且灵敏度高、操作简单、方便 , 对仪器的

要求不高 , 因此是一种颇有潜力的贝毒筛选方法。但由于小

鼠突触体的制备比较复杂 , 影响和限制了其推广和应用。为

克服这一缺点 , 本文拟选择易培养且钠通道丰富的膀胱癌移

行细胞 T24 , 采用 Bis2oxonol 建立一种以细胞为基础的、基

于毒素毒理特征的、用于 PSP毒素检测的电压敏感荧光染料

测定法。

1　实验部分

111　主要仪器与试剂

CO2 培养箱 (美国 Themro) , F24500荧光分光光度计 (日

本 Hitachi) , 超净工作台 (苏州) , 倒置显微镜 (日本 Olym2
pus) , 电热恒温鼓风干燥箱 (南京) , 低速离心机 (Dopont) ,

电子天平 , 血球计数板。

胎牛血清 (杭州四季青公司) , DMEM/ F12 (1∶1)培养基

(杭州吉诺公司) , 胰蛋白酶 (上海生工) , 荧光染料 Bis2ox2
onol , 藜芦定 (Verat ridine)和短杆菌肽 ( Gramicidin) (Sigma公

司) , GTX2 ,3由暨南大学理工学院江天久研究员提供 , 其他

试剂为分析纯。

112　实验动物与细胞

膀胱癌移行细胞系 T24 购于中国科学院上海生命科学

研究院细胞资源中心 ; 昆明系雄性小鼠 , 体重 16～20 g , 由

暨南大学实验中心提供 ; 贝类购自广州市黄沙海产品批发市

场 , 共 5种 , 分别为海湾扇贝 ( A rgopecten i rradians) 、华贵

栉孔扇贝 ( Chlam ys nobi l is) 、翡翠贻贝 ( Perna vi ri dis) 、毛蚶

( S ca pharca subcrenata ) 、西施舌 ( Coelomact ra antiquata ) 。

样品采集后 , 迅速送至实验室 , 洗净外壳泥沙 , 将肉与壳分

离。对于海湾扇贝和华贵栉孔扇贝 , 将其消化腺剪下单独保

存 , 将处理的样品立即放入 - 20 ℃冰箱冻存备用。

113　细胞培养

将 T24 细胞接种于 25 cm2 的细胞培养瓶中 , 加入含

10 %胎牛血清的 DM EM/ F12 (1 ∶1)培养基 , 于 37 ℃、5 %

CO2、饱和湿度的细胞培养箱中培养。1～2 d换一次液 , 待

细胞生长至对数生长期时 , 用 0125 %胰蛋白酶消化传代。

114　细胞荧光强度与 PSP毒素浓度的关系

荧光测定参照 Louzao 的方法 [12 , 13 ]。取适量细胞密度为

215×105 cells·mL - 1的细胞悬液加入至 1 mL 的比色杯中 ,

依次加入终浓度为 4 nmol·L - 1的Bis2oxonol、40μmol·L - 1

的藜芦定和一定浓度的 GTX2 ,3毒素标准品 , 使毒素的终浓

度分别为 2 , 20 , 40 , 80和 100 ng·mL - 1 ,最后加入 10μg·

mL - 1短杆菌肽。对照组加入双蒸水。于激发波长 530 nm ,发

射波长 560 nm , 狭缝 510 nm , 流速 1 200 nm·min - 1条件下

测定荧光 , 计算 GTX2 ,3对荧光强度的抑制率 , 绘制抑制率

与毒素浓度间的关系曲线。

115　贝类样品中毒素的分析

取适量贝肉 , 沥净多余水分 , 匀浆。取 100 g于烧杯中 ,

加入 100 mL 0118 mol·L - 1盐酸溶液 , 搅拌均匀 , 调节 p H

210～410 , 徐徐煮沸 5 min , 充分搅拌。冷却至室温 , 再次调

节 p H 210～410 , 于 4 000 r ·min - 1离心 5 min , 取上清液 ,

即得 PSP粗提掖。

采用上述荧光染料测定法和小鼠生物测定法测定毒素含

量。小鼠生物测定采用 AOAC (association of official analyti2
cal chemist s)推荐的“麻痹性贝毒小鼠测定法”进行 , 结果以

鼠单位 (MU ·g - 1 )表示 , 1个小鼠单位是指使 1只体重 20 g

小鼠在 5 min内死亡的毒素的量 , 相当于 0118μg STX。

2　结果与分析

211　细胞荧光强度随荧光染料的变化

于细胞悬液中加入 Bis2oxonol、藜芦定和一定浓度的

GTX2 ,3后 , 细胞荧光强度的变化曲线如图 1所示。可以看

出 , 加入 Bis2oxonol后细胞荧光强度趋于不变 ; 加入藜芦定

诱导细胞去极化后 , 荧光强度迅速增加 ; 加入 GTX后 , 荧光

强度明显降低 ; 加入短杆菌肽使细胞完全去极化 , 荧光强度

再次升高。表明毒素 GTX的加入可有效改变细胞的荧光强

度。由于 Bis2oxonol在细胞内外的分散具有电压依赖性 , 达

到能斯特平衡后 , 加入藜芦定诱导细胞去极化。钠通道开

放 , Na +内流 , 阴离子染料 Bis2oxonol被释放到细胞膜表面 ,

膜表面染料浓度增加 , 荧光增强。加入钠通道的阻断剂

GTX2 ,3 , 降低藜芦定诱导的去极化 , Bis2oxonol又进入细胞

内 , 细胞膜表面染料浓度降低 , 荧光强度也会降低。最后加

入短杆菌肽使细胞完全去极化 , 荧光强度再次升高。

Fig11　Changes of fluorescence intensity in T24 cells after

addition of bis2oxonol , veratridine and GTX2 ,3

212　荧光强度与 GTX2 ,3浓度的关系

图 2为荧光强度与 GTX2 ,3浓度的关系。可以看出 , 加

入不同浓度 GTX时 ,细胞荧光强度发生不同程度的降低 ,

Fig12　Changes of fluorescence intensity induced by

different amounts of GTX2 ,3 in T24 cells
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荧光强度的变化与 GTX之间存在明显的剂量2效应关系。
　　进一步计算 GTX2 , 3对荧光强度的抑制率 , 绘制抑制

率与毒素浓度间的关系曲线 , 如图 3。可以看出 , 毒素浓度

在 2～100 ng·mL - 1之间时 , 抑制率与 GTX的浓度呈明显

的的线性关系 , R2 达 0198 , 说明可以利用 PSP毒素对藜芦

定诱导细胞去极化的抑制作用来测定毒素的含量。

213　市售贝类 PSP毒素的检测

市售贝类 PSP毒素的检测结果如表 1所示。由于不同的

毒素毒力有显著不同 , 为便于比较 , 表 1中将小鼠法和荧光

法测定结果均换算成 STX毒力 , 1MU 相当于 0118～0122

μg STX , 1μg GTX2 ,3相当于 0176μg STX。可以看出 , 两

种方法的检测结果基本一致 , 荧光检测法比小鼠检测法检出

限更低 , 灵敏度更高 , 小鼠法的检出限只有 160 ng STX·

mL - 1 , 相当于 210 ng GTX·mL - 1 , 而荧光检测法的最低检

测限为 2 ng·mL - 1。

Fig13 　Relationship between the inhibition of GTX2 , 3 on

veratridine2induced depolarization and GTX2 , 3

concentration

Table 1　PSP toxin value in shellf ish obtained by fluorescence assay and by the mouse bioassay

贝样

小鼠检测法

毒素含量
/ (μg GTX21 3·g - 1贝肉)

相对 STX毒力
/ (μg STX·g - 1贝肉)

电压敏感荧光染料检测法

毒素含量
/ (μg GTX21 3·g - 1贝肉)

相对 STX毒力
/ (μg STX·g - 1贝肉)

毛蚶 0 0 0161±01 37 0145±0125

翡翠贻贝 0 0 01 59±01 063 0144±0104

施舌 0 0 0123±01 07 0117±0126

海湾扇贝 101 71±1161 1193±0109 2191±01 56 2121±0158

华贵栉孔扇贝 22±0148 3196±1102 5151±01 57 4118±0143

3　讨　论

　　麻痹性贝毒 (paralytic shellfish poison , PSP)是目前世界

上分布最广、危害最严重的一类贝毒 ,现已发现 20多种衍生

物 , 按其取代基不同可分为四种类型 [14 ] : (1)氨基甲酸酯类

毒素 ( Carbamate toxins ) , 包括石房蛤毒素 ( Saxitoxin ,

STX)、新石房蛤毒素 (NeoSTX)和膝沟藻毒素 124 ( Gonyau2
toxins , GTX12GTX4)等 ; (2) N2磺酰氨甲酰基类毒素 (N2sul2
focarbamoyl toxins) , 包括 B12B2和 C12C4等 ; (3)脱氨甲酰

基类毒素 (Decarbamoyl toxins) , 包括 dcSTX、dcneoSTX和

dc GTX124 等 ; ( 4 ) 脱氧脱氨甲酰基类毒素 ( Deoxydecar2
bamoyl toxins) , 包括 doSTX和 do GTX223。不同毒素的毒力

大小不同 , 毒力大小依次为 [6 ] : STX > dcSTX = neoSTX >

GTX1 , 4 > dcneoSTX > GTX2 , 3 > dc GTX2 , 3 > GTX5。

由于 PSP毒素属于剧毒品 , 可作为化学武器 , 国际上限

制流通 , 因此标准品的获得非常困难。另外 , 新的 PSP毒素

衍生物的不断发现提示以 HPLC为代表的成分分析法会存

在毒素漏检的情况 , 因此很难准确反映样品的实际毒性。其

他方法如 MS2LC、毛细管电泳检测技术相对于传统的液相

色谱技术有了一定的改进 , 但这些方法需要昂贵的仪器设

备 , 样品前处理复杂 , 也存在类似 HPL C的问题。免疫检测

法方便、迅速 , 但价格高 , 偶联难度大且存在交叉反应 , 不

能完全体现出样品的毒性。

本文以膀胱癌移行细胞 T24为材料 , 采用荧光探针 Bis2
oxonol , 借助 PSP毒素阻塞钠通道的特性 , 建立了一种以毒

素毒理特征为基础的 PSP毒素荧光测定法。实验结果显示 ,

毒素浓度在 2～100 ng·mL - 1之间时 , 荧光强度的抑制率与

GTX的浓度呈明显的线性关系 , 表明利用 PSP毒素对藜芦

定诱导细胞去极化的抑制作用来测定毒素的含量是可行的。

为进一步说明这一问题 , 我们分别用本方法和小鼠生物测定

法测定了市售贝类中的 PSP 毒素 , 并进行了比较。结果表

明 , 两种方法检测结果基本相同 , 与文献对相关贝类的检测

结果基本一致 [15 ]。与小鼠法相比 , 荧光法更敏感 , 对 GTX

的最低检测浓度可达 2 ng·mL - 1 (约 0102 MU·g - 1 ) , 比小

鼠法低 2个数量级。更重要的 , 由于该方法是根据 PSP毒素

的毒理特征设计的 , 可以检出一些未知结构的 PSP毒素 , 有

效避免了毒素漏检的情况。同时 , 该方法对样品的提取无特

别要求 , 操作非常简单 , 测定时间短。所用细胞膀胱癌移行

细胞 T24为常见细胞株 , 易培养。实验室只需配备相应的细

胞培养设备和荧光分光光度计 , 就可开展 PSP毒素的检测和

筛查工作。因此 , 本方法有很强的推广应用前景。
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A Fluorescent Dye Method Based on Changes in Membrane Potential for
Detecting PSP Toxins in Shellf ish

GAO Li2juan1 , YAN G Wei2dong1 , 2 3 , L IU Jie2sheng1 , 2

1. Department of Biotechnology , Jinan University , Guangzhou　510632 , China

2. Guangdong Province’s Higher Education Key Lab of Eutrophication and Red Tide Control , Guangzhou　510632 , China

Abstract　We developed a method to screen paralytic shellfish poisoning ( PSP) toxins based on their functional activity. The as2
say was a fluorimetric assay by detecting changes in the membrane potential of t ransitional cell carcinoma of the bladder cells T24

and involved several steps : stain of T24 cells with fluorescent dye bis2oxonol , cell depolarization with verat ridine , and inhibition

of depolarization with PSP toxins GTX2 ,3 or shellfish samples containing PSP toxins. Toxic potency of the samples was evalua2
ted by measuring toxin2induced changes in membrane potential. Within 22100 nmol·L - 1 of GTX2 ,3 , verat ridine2induced depo2
larization was shown to be inhibited by GTX2 ,3 in a dose2dependent manner. There was a linear correlation between the percent2
age of inhibition and toxin concentration. The PSP toxin value in shellfish obtained by this fluorescence assay was in concordance

with that by the mouse bioassay , and with higher sensitivity. In conclusion , the fluorescent dye method based on changes in

membrane potential was a rapid , specific , and reliable method for detecting paralytic shellfish poisoning toxins in shellfish.

Keywords　Paralytic shellfish poisoning toxins ; Fluorescent dye
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