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麻痹性贝类毒素GTX1/4和GTX2/3的提取与纯化
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摘    要：麻痹性贝类毒素 GTX1/4 和 GTX2/3 是我国近海危害最严重的藻毒素。本研究以染毒紫贻贝为

原料，贝肉均质后以 0.18 mol/L 甲酸溶液超声提取，提取液先用乙酸乙酯和氯仿洗涤，然后用大孔吸附

树脂 SP700 净化，亲水型高效制备液相色谱分离纯化，得到麻痹性贝类毒素 GTX1/4 和 GTX2/3 组分，

为麻痹性贝类毒素标准物质的研制提供了可靠的技术方法。
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Extraction and purification of paralytic shellfish toxins GTX1/4 and GTX2/3
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Abstract: GTX1/4 and GTX2/3 are the most harmful algal toxins in the coastal waters of China. The paralytic
shellfish toxins from mussel samples were extracted with 0.18 mol/L formic acid aqueous solution, cleaned up
with  ethyl  acetate  and  trichloromethane.  Then,  the  crude  PSTs  solutions  were  separated  by  macroporous
adsorption resin SP700 and purified by preparative high performance liquid chromatographic (PHPLC) coupled
with Hillic column. It developed an effective method for the preparation of paralytic shellfish toxins reference
materials.
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麻痹性贝类毒素（paralytic shellfish toxins, PST)
主要是一类由海洋甲藻产生的神经毒素。随着

全球气候变暖、海水酸化、陆源污染及氮、磷营

养盐比例失调加重等，麻痹性贝类毒素在全球近

海污染呈逐年加重趋势，是全球性危害最大的海

洋生物毒素之一[1-2]。

麻痹性贝类毒素是一类四氢嘌呤的生物碱

（图 1），易溶于水，不溶于绝大多数有机溶剂，在

弱酸和低温条件下较稳定，碱性条件下易发生氧

化，较难形成结晶[3]。目前已报道的麻痹性贝类

毒素共有 58 种类似物[3]，其中，膝沟藻毒素 GTX1/4
和 GTX2/3 在中国近海检出率最高[4]。麻痹性贝

类毒素的中毒症状主要包括：麻木、肌肉无力、

运动不协调和呼吸效率下降等，严重时还会致人

死亡 [5]。麻痹性毒素主要是作用于神经细胞和

肌肉细胞的钠通道，阻断钠离子的流入，阻碍动
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作电位的形成 [6]。全球每年发生麻痹性贝类毒

素中毒事件 2000 余次，造成约 300 人死亡[7]。近

十几年来，我国近海动物体中麻痹性贝类毒素污

染问题十分突出，2013－2015 年的调查结果表

明，我国近海动物体中麻痹性贝类毒素超标率

为 17.4%。2016 年 4 月和 2017 年 6 月分别在河

北秦皇岛和福建漳州发生麻痹性贝类毒素中毒

事件[4]。
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图 1    麻痹性贝类毒素的结构

Fig. 1    The structure of paralytic shellfish toxins
 

目前，国际上针对麻痹性贝类毒素分析检测

的方法主要有：小白鼠生物毒性检测法（mouse
bioassay，MBA） [8-9]、高效液相色谱荧光检测法

（ high  performance  liquid  chromatography-fluore-
scence  detection，HPLC-FLD） [10-11]、亲水作用色

谱-液相色谱串联质谱法（hydrophilic interaction
chromatography  liquid  chromatography-tandem
mass  spectrometry， HILIC-LC-MS/MS)[12-13] 和 酶

联免疫检测法（enzyme linked immunosorbent assay，
ELISA）[14]。

贝类毒素标准物质是开展相关毒素检测的

基础，但目前全球仅有加拿大和西班牙两家公司

可提供麻痹性贝类毒素相关标准物质，存在到货

周期长及出入境限制严格等诸多问题。因此，开

展高纯麻痹性贝类毒素尤其是膝沟藻毒素 GTX1/4
和 GTX2/3 的制备研究，对研发毒素标准物质保

障海产品食用安全具有重要的意义。 

1   材料与方法
 

1.1    实验材料

染毒贻贝于 2019 年 5 月采自河北省秦皇岛

市附近海域。采集到的贻贝送至实验室后先用

清水洗净贻贝外壳，切断闭壳肌，开壳，蒸馏水淋

洗内部去除泥沙及其他异物，取出贝肉分散置于

筛子上沥水 5 min，捡出碎壳、石子等杂物，沥水

结束后将贝肉均质备用。 

1.2    试剂与仪器

试剂：麻痹性贝类毒素 GTX1/4 和 GTX2/3
标准物质购自加拿大海洋生物研究所（NRCC）；

色谱纯的甲醇、乙腈购自德国默克公司；分析纯

的甲酸、盐酸、乙酸购自天津市科密欧化学试剂

公司；大孔吸附树脂 HP20 和 SP700 购自日本三

菱公司；色谱仪器用水为蒸馏水，购自屈臣氏公

司；0.22 μm 滤膜购自上海兴亚净化材料厂。

仪器：高效液相色谱（Ulitimate 3000，Thermo）-
三重四级杆质谱（API4000，AB）联用仪；半制备

型高效液相色谱仪（Agilent 1260-6120，单四级杆

质谱检测器，安捷伦）；制备型高效液相色谱仪

（P2100，紫外检测器，辽宁谱道）；旋转蒸发仪（I-
300，BUCHI）；冷冻干燥机（Scientz-18N,宁波新

芝）；温控型超声波细胞粉碎机（Xinchen）；高速

冷冻离心机（2-16 KL，Sigma）；制备型反相液相

色谱柱（Ultimate Hillic Amide，50×250 mm，10 μm，

120 Å，上海月旭）；半制备型反相液相色谱柱

（Ultimate Hillic Amphion II，10×250 mm，5 μm，上

海月旭）；反相液相色谱柱（Luna C18，4.6×250 mm，

5 μm，100 Å，phenomenex）。 

1.3    实验方法 

1.3.1    麻痹性贝类毒素的提取

称取均质后的贝肉，加入其质量 1.2 倍体积

的酸溶液，混匀后超声提取 10 min 或煮沸 5 min，
10000 r/min 离心 10 min，倒出上清液，残渣继续

用等量的酸重复提取，合并提取液，依次用乙酸

乙酯和氯仿洗涤，收集水相浓缩，得到麻痹性贝

类毒素的粗提液，用 HPLC 检测其中 GTX1/4 和

GTX2/3 的含量。 

1.3.2    麻痹性贝类毒素的净化

称取活化后的大孔吸附树脂 1 kg，装入带有

砂板的玻璃层析柱中，稳定后用蒸馏水冲净。粗

提液用 0.1 mol/L 的乙酸溶液或蒸馏水稀释后以

2.0 L/h 的流速通过大孔吸附树脂。上样结束后，

吸附 2～3 h。然后用 0.1 mol/L 的乙酸或蒸馏水

和乙醇的混合溶液淋洗树脂柱，HPLC 检测洗脱

液中 GTX1/4 和 GTX2/3 的含量，收集相应组分。 

426 海    洋    环    境    科    学 第 40 卷



1.3.3    麻痹性贝类毒素的定性分析

采用柱后衍生液相色谱荧光检测法检测麻

痹性贝类毒素 [15]。液相色谱条件：色谱柱为

Luna C18（4.6×250 mm，5 μm）；荧光检测激发波长为

330 nm；荧光检测发射波长为 390 nm；进样量为

10 μL；柱温为 40 ℃；流动相 A 为 3.0 mmol/L 庚

烷磺酸钠，8.5 mmo/L H3PO4，pH=7.1；流动相 B 为

4.0  mmol/L 庚 烷 磺 酸 钠 ， 45.0  mmo/L  H3PO4，

pH=7.1；流动相 C 为乙腈。流动相洗脱梯度详见

表 1。
  

表 1       高效液相色谱检测麻痹性贝类毒素的条件

Tab.1    The analysis condition of paralytic shellfish toxins by HPLC

时间/
min

流动相A/
(%)

流动相B/
(%)

流动相C/
(%)

流速/
mL·min−1

0 100 0 0 1.0

20 100 0 0 1.0

20.5 0 93.5 6.5 0.9

45 0 93.5 6.5 0.9

45.5 100 0 0 1.0

60 100 0 0 1.0
 
 

柱后衍生条件，柱后衍生的反应液为氧化液和

酸液的混合溶液，氧化液为 10.0 mmol/L 高碘酸

和 50.0 mmol/L K2HPO4，pH=9.0；酸液为 1.0 mol/L
乙酸；反应温度：75 ℃；反应液的流速：0.4 mL/min。 

1.3.4    麻痹性贝类毒素的纯化

首次制备：色谱柱为 Ultimate  Hillic  Amide
（50.0×250 mm，10 μm，120 Å）；柱温为室温；流动

相 A 为水，流动相 B 为乙腈；流速为 40.0 mL/min；
进样量为 10 mL；馏分收集器为 1 min/管；等度洗

脱为 40%A 相，60%B 相。

再次制备：色谱柱为 Ultimate Hillic Amphion
II（10×250 mm，5 μm）；柱温为40 ℃；流动相A 为0.1%
的甲酸水溶液，流动相B 为乙腈；流速为 4.0 mL/min；
进样量为 100 μL；等度洗脱为 40%A 相，60%B 相。 

2   结果与讨论
 

2.1    麻痹性贝类毒素的提取条件 

2.1.1    不同提取方式对麻痹性贝类毒素提取的

影响

麻痹性贝类毒素在弱酸性条件下稳定，提取

时多用酸，目前已报道的酸有甲酸[16]、盐酸[17] 和

乙酸 [18] 等酸的水溶液，此外超声和煮沸常用于

辅助提取贻贝中的麻痹性贝类毒素。本研究先

用 0.18 mol/L 的甲酸、乙酸和盐酸作为提取液，

在提取过程中，辅以超声 10 min 或煮沸 5 min，
比较了不同酸和不同提取方式的提取效果。结

果表明，不同酸和不同提取方式得到的提取液中

毒素的浓度存在较大差异：甲酸（超声）>盐酸（煮

沸）>乙酸（煮沸）>甲酸（煮沸）>乙酸（超声）>
盐酸（超声）。其中，甲酸溶液超声 10 min 效果

最好，提取液中麻痹性贝类毒素 GTX1-4 的总含

量为 1227 ng/mL；以盐酸或是乙酸作为提取溶剂

时，煮沸 5  min 的效果明显好于超声 10  min
（图 2）。在规模化提取毒素过程中，从操作简便

性考虑，采用超声辅助提取毒素。
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图 2    不同提取方式对麻痹性贝类毒素提取的影响

Fig. 2    The effect  of different methods on the extraction of

PST
  

2.1.2    提取次数对麻痹性贝类毒素提取的影响

均质后的贝肉用酸提取一次后，再用同样的

酸提取两次，同时辅以超声破碎。结果表明：不

论是用甲酸、乙酸或是盐酸超声提取贻贝中的

毒素，两次提取即达到最佳效果，第三次提取液

中未检测到麻痹性贝类毒素（表 2）。尽管用乙

酸和盐酸第二次提取的效果要好于甲酸，但综合

比较两次提取毒素总效果，甲酸最好。 

2.1.3    酸的浓度对麻痹性贝类毒素提取的影响

为考察甲酸浓度对提取效果的影响，改变提

取麻痹性贝类毒素所用酸的浓度，分别用 0.18
mol/L、0.10 mol/L 和 0.05 mol/L 的甲酸提取等量

的贝肉，结果表明：降低酸的浓度，提取到的麻痹

性贝类毒素含量随之降低（图 3）。 
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表 2       提取次数对贻贝中麻痹性贝类毒素提取的影响

（ng/mL）        
Tab.2    The effect of different times on the extraction of PST

化合物
甲酸 乙酸 盐酸

第一次 第二次 第一次 第二次 第一次 第二次

GTX1 400 165.4 331 214.9 189 191

GTX2 95 48 125 62.8 117 69.2

GTX3 212 95.8 239 93.2 151 118.5

GTX4 520 114.8 313 188.3 212 145.1

合计 1,227 424 1,008 559.2 669 523.8
 
 

  

0.18

1200

GTX4
GTX3
GTX2
GTX1

800

400

0
0.050.10

甲酸的浓度/mol·L−1

提
取

液
中

 G
T

X
1
-4

 的
含

量
/n

g
·m

L
−1

图 3    酸的浓度对麻痹性贝类毒素提取的影响

Fig. 3    The effect  of different methods on the extraction of

PST
  

2.2    麻痹性贝类毒素的净化

麻痹性贝类毒素的粗提液用乙酸乙酯和氯

仿去除蛋白，减压浓缩后，用大孔吸附树脂初步

净化。大孔吸附树脂在固相吸附毒素跟踪技术

（solid phase adsorption toxin tracking，SPATT）中
常用于监测水体中的毒素变化，最早由新西兰学

者 Mackenzie 提出 [19]。麻痹性贝类毒素易溶于

水，不溶于常见的有机溶剂，在用大孔吸附树脂

净化时，需考察不同类型的大孔吸附树脂的吸附

净化效果[20-21]。

本研究分别探讨了大孔吸附树脂 HP20 和

SP700 对麻痹性贝类毒素粗提液的净化效果。

为了达到大孔树脂的最佳吸附性能，前述得到的

浓缩液在用大孔吸附树脂净化前需稀释。分别

用 0.1 mol/L 乙酸和超纯水稀释浓缩液，考察大

孔吸附树脂的吸附性能。实验结果表明：对于大

孔吸附树脂 HP20，无论是用 0.1 mol/L 乙酸还是

蒸馏水稀释，上样液中的麻痹性贝类毒素都无法

在树脂上吸附，同时上样液中的杂质也未在树脂

上吸附，净化效果不明显。对于大孔吸附树脂

SP700，当用 0.1 mol/L 的乙酸稀释时，上样液中

的毒素和绝大部分杂质都无法在树脂上吸附，没

有净化作用；当用蒸馏水稀释时，尽管麻痹性贝

类毒素无法在树脂上吸附，但提取液中的大部分

杂质可被树脂吸附，上样液呈棕黑色，流出液呈

淡黄色。继续用不同比例的乙醇-水溶液淋洗树

脂柱，发现 50% 的乙醇-水溶液可将树脂吸附的

大部分杂质冲出，此时流出液呈黑色。因此，用

SP700 对毒素提取液进行净化，尽管树脂无法吸

附毒素，但可以吸附其中的杂质，同样可以达到

净化的目的。实验结束后，用 95% 的乙醇冲洗

树脂柱，然后依次用 0.1 mol/L 的盐酸和 5% 的氢

氧化钠对树脂柱进行再生。 

2.3    麻痹性贝类毒素的纯化

麻痹性贝类毒素 GTX1/4 和 GTX2/3 是一类

特殊的水溶性物质，在用制备型高效液相色谱

（PHPLC）对其进行分离纯化时，毒素在常规的

C18 色谱分离柱上无法保留，只能在亲水的 Hillic
柱上保留 [12]。本研究先用 Hillic 柱对毒素的提

取液进行初步纯化，流出液的检测结果表明：

GTX1/4 和 GTX2/3 在首次制备时无法分离，但

可以除去提取液中的大部分杂质，达到初步纯化

的目的（图 4）。
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图 4    不同收集瓶中麻痹性贝类毒素的含量

Fig. 4    The  content  of  PST  in  different  retention  time  via

PHPLC
 

再次制备时，用配有质谱检测器的半制备型

高效液相色谱系统，实时监测流出液中的毒素组

分的荷质比（m/z）。对首次制备得到的 GTX1/4
和 GTX2/3 的混合物进行多次反复制备，分别收

集含有 GTX1/4 和 GTX2/3 的流出液。流出液经
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浓缩干燥后分别得到 4.5 mg 的 GTX1/4 和 2.2 mg
GTX2/3 的白色固体粉末。 

3   结　论

（1）本项研究以染毒贻贝为原料，经过提取、

萃取、树脂净化、制备液相纯化，最终得到高纯

麻痹性贝类毒素 GTX1/4 和 GTX2/3 组分。

（2）提取贻贝中麻痹性贝类毒素的最佳条件

为：1.2 倍体积的 0.18 mol/L 的甲酸超声提取两

次，每次 10 min。
（3）用大孔吸附树脂 SP700 可实现毒素粗提

液的净化，去除大部分的杂质。

（4）经过亲水性制备型高效液相色谱多次制

备纯化后，可获得高纯的 GTX1/4 和 GTX2/3。
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