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塔玛亚历山大藻毒素及其对中国对虾的急性毒性
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摘要: 利用美国分析化学家协会(Association of Official Analytical Chemists, AOAC)所推荐的小鼠生物法(mouse bioassay, MBA), 测定了塔玛亚历山大藻(Alexandrium tamarense)(ATHK藻株)毒素粗提液的麻痹性贝毒(paralytic shellfish poisoning, PSP)毒性；采用浸浴方式, 研究了该藻株对中国对虾的急性毒性; 采用HE染色方法, 分别对有毒藻浸浴处理和毒素粗提液注射处理后96 h中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)的鳃和肝胰腺石蜡切片进行观察。结果表明, 该藻株麻痹性贝毒毒性为3.9×10–5 MU/cell (相当于7.3 pg STX Equal/cell), 在同种藻株中属低毒藻株; 在96 h急性毒性实验中, 塔玛亚历山大藻对中国对虾的半致死浓度(LC50)为1.0×104 cells/mL, 安全浓度(SC)为1.0×103 cells/mL; 石蜡切片观察发现, 塔玛亚历山大藻与毒素粗提液分别引起了鳃和肝胰腺组织出现细胞肿胀、空泡化等病理变化。以上研究结果提示, 塔玛亚历山大藻对中国对虾有急性致死作用。为了保证中国对虾的健康养殖, 养殖水体中的塔玛亚历山大藻浓度至少应该控制在1.0×103 cells/mL以下; 鳃的病变直接导致对虾窒息死亡可能是塔玛亚历山大藻暴露后对虾急性致死作用的最重要原因；塔玛亚历山大藻所产的PSP毒素可引起虾体代谢和解毒的主要器官—肝胰腺的病变。
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塔玛亚历山大藻(Alexandrium tamarense) 是一种典型的麻痹性贝毒(Paralytic Shellfish Poison, PSP) 产毒藻[1]。塔玛亚历山大藻除产生PSP外, 还可以产生其他非PSP的有毒物质[2]。在我国对虾养殖池塘, 由塔玛亚历山大藻引发的赤潮多次发生[3–4], 虾类的养殖也受到了这种甲藻赤潮的威胁, 因此需对其危害进行评价分析[5], 但目前为止, 还未见有对虾养殖池塘塔玛亚历山大藻浓度的报道。中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)是我国北方池塘主要水产养殖品种之一[6], 目前已发现塔玛亚历山大藻对贝类[2]和鱼类[7–8]等的生存、生长均有不同程度影响, 但其对虾类毒害影响研究报道较少, 对虾类的危害机制还不清楚。

本研究通过分析塔玛亚历山大藻及其毒素粗提液对中国对虾的急性毒性及组织器官的病理变化, 探讨塔玛亚历山大藻对虾类的危害机制, 以期更好地了解有害赤潮藻对对虾养殖业造成的影响, 为对虾的健康养殖提供理论依据, 也为进一步研究该藻在低密度下对中国对虾的生长和免疫的影响打下基础。

1  材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  中国对虾  中国对虾购自山东青岛宝荣水产科技发展有限公司, 体长(6.8 ±0.3) cm, 体质量(3.6±0.2) g。对虾暂养于实验室200 L的PVC桶中, 每日投喂3次人工配合饵料, 连续充气, 1周后开始实验。

1.1.2  塔玛亚历山大藻  塔玛亚历山大藻(ATHK藻株)由中国科学院海洋研究所提供, 采用 f/2 配方培养液, 置于光照培养箱中培养, 培养温度(20±1)℃, 光照3 000 lx, 光暗比为14 h︰10 h。培养用海水煮沸消毒后备用, 海水盐度为30。

1.1.3  塔玛亚历山大藻毒素粗提液  取对数生长期藻液500 mL, 记录细胞密度后离心10 min (4 000 r/min) 弃去上清液, 加入约8 mL 0.1mol/L的HCl后, 细胞破碎仪破碎15 min, 沸水浴5 min, 12 000 r/min离心20 min, 取上清液, 0.45 μm滤膜过滤得到藻毒素粗提液, 蒸馏水定容到l0 mL用于实验。

1.1.4  小白鼠  实验所用小鼠购自青岛市药检所动物中心, 为中国昆明雄性小鼠(动物生产许可证号: SCXK0013), 体质量(20±1) g。

1.2  实验方法

1.2.1  塔玛亚历山大藻毒性的测定  藻毒性的测定依照美国分析化学家协会(Association of Offi​cial Analytical Chemists, AOAC)所推荐的小鼠生物法(mouse bioassay, MBA)[9]。取1 mL藻毒素粗提液, 经腹腔注入小白鼠体内, 记录其死亡时间。根据Sommer’s表得到PSP的浓度, 浓度单位为鼠单位(mouse unit, MU)。藻的毒性以鼠单位/细胞(MU/cel1)表示。1MU代表在l5 min内杀死体质量为20 g小鼠的剂量。

1.2.2  塔玛亚历山大藻浸浴实验
实验在100 L (实验液的体积为50 L)的塑料整理箱中进行, 海水经500目的筛绢过滤。海水过滤后, 加入塔玛亚历山大藻培养液。根据预实验结果, 塔玛亚历山大藻培养液按等对数间距[10]稀释成6个浓度组(4.21×103、5.66×103、7.62×103、1.0×104、1.38×104、1.86×104 cells/mL), 另设不加塔玛亚历山大藻的1组对照, 每组2个平行, 每个平行30尾对虾。实验期间海水盐度30, 水温22~25℃, 24 h连续充气, 每隔24 h更换1次藻液。实验共进行96 h。观察并记录对虾的平衡、游动、死亡等情况, 及时清除死虾。
1.2.3  塔玛亚历山大藻毒素粗提液注射实验  根据预实验结果, 塔玛亚历山大藻毒素粗提液(1.05×106 cells/mL)按等对数间距稀释成5个浓度组(2.87×104、3.81×104、5.03×104、6.63×104、8.76×104 cells/mL)。实验组每尾对虾注射20 µL藻毒素粗提液, 对照组每尾对虾注射20 µL 0.1 mol/L 的HCl稀释液(0.1 mol/L 的HCl用纯水稀释12倍)。96 h急性毒性实验过程中只注射一次藻毒素粗提液, 其余方法同1.2.2。

因为塔玛亚历山大藻毒素以0.1 mol/L HCl提取得到塔玛亚历山大藻毒素粗提液母液(1.05×106 cells/mL)后, 用纯水稀释最低倍数12倍后对中国对虾进行注射, 因此对照组以0.1 mol/L HCl用纯水稀释12倍进行注射。
1.2.4  塔玛亚历山大藻对中国对虾组织病理变化的影响
实验结束时, 分别取浸浴处理的1.0×104 cells/mL组和注射处理的6.63×104cells/mL组对虾的鳃和肝胰腺以及各自相应对照组对虾的鳃和肝胰腺, 用Davidson固定液固定, 石蜡包埋切片, HE染色, Olympus显微镜拍照, 观察其组织病理变化。

1.3  数据处理

每组死亡个体数取2个平行实验的平均值。根据改进的寇氏法[11]计算塔玛亚历山大藻对中国对虾的半数致死浓度LC50 (half lethal concentr​ation), 按公式SC=0.1×96 h LC50 求其安全浓度SC (safety concentration)。

2  结果与分析

2.1  塔玛亚历山大藻的毒性
塔玛亚历山大藻的PSP的毒性为3.9×10–5 MU/cell。根据昆明小鼠l MU的毒素含量相当于0.189 g的石房蛤毒素(STX)[12], 可得塔玛亚历山大藻的PSP的毒性为7.3 pg STX Equal/cell。
2.2  塔玛亚历山大藻对中国对虾的急性毒性影响

直接暴露在亚历山大藻培养液中的中国对虾的反应: 当浓度≥1.0×104 cells/mL时对虾表现出惊恐、暴躁, 在水中时而冲出水面时而触碰整理箱内壁的异常反应。对照组对虾未表现出明显的异常生理状态。

注射毒素粗提液后中国对虾的反应: 实验中所有浓度梯度组的对虾, 均表现出典型的神经中毒症状: 步足麻痹, 游泳不稳定, 身体痉挛。当注射浓度≥6.63×104 cells/mL时对虾身体痉挛斜卧于水体, 或侧卧在整理箱底部; 游泳足, 颚足缓慢不规则运动。濒临死亡的对虾肌肉痉挛, 腹部不同程度的弯曲收缩。在注射毒素粗提液后, 若对虾在1~3 h内不死亡, 则在96 h的急性实验期间基本也不会死亡, 仅从表面现象看与正常对虾无明显差别。对照组对虾未表现出明显的异常。

在96 h的急性实验中, 中国对虾的累积死亡率随塔玛亚历山大藻浓度的增加而增加(图1)。中国对虾的累积死亡率与藻细胞浓度对数的关系分别为y =124.12x–446.88, R2 =0.990 1和y = 122.73x– 539.41, R2 =0.904 9。通过浸浴暴露得到的塔玛亚历山大藻对中国对虾半致死浓度为1.0×104 cells/mL; 塔玛亚历山大藻对中国对虾的安全浓度为1.0× 103 (表1); 通过毒素注射途径得到的亚历山大藻对中国对虾半致死剂量为1.2×103 cells, 安全剂量为1.2×102 cells (表1)。浸浴和注射实验中各自对照组的中国对虾均未出现死亡。
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图1  塔玛亚历山大藻对中国对虾死亡率的影响

A. 塔玛亚历山大藻浸浴; B. 塔玛亚历山大藻毒素粗提液注射

Fig. 1  Effect of A. tamarense on the mortality rate of F. chinensis 

A. exposure to the culture of A. tamarense; B. injection of crude toxin extracted from A. tamarense cells.
表1  塔玛亚历山大藻对中国对虾的半致死浓度和安全浓度

Tab. 1  The LC50 and safe concentration of A. tamarense to F. chinensis
	样品sample
	96 h LC50
	安全浓度safe concentration

	塔玛亚历山大藻A. tamarense
	1.0×104 cells/mL
	1.0×103 cells/mL

	藻毒素粗提液crude toxin extracted from A. tamarense
	1.2×103 cells
	1.2×102 cells


2.3  塔玛亚历山大藻对中国对虾的组织病理变化的影响

中国对虾的鳃由鳃轴、鳃瓣和鳃丝等三级分支构成, 正常虾的鳃丝排列整齐, 结构清晰, 细胞和核明显(图2A, 2C)。暴露在1.0×104 cells/mL塔玛亚历山大藻培养液中4 d后, 显微病理显示中国对虾的鳃组织充血、肿胀; 鳃丝排列紊乱, 有的区域出现粘连(图2B); 核出现固缩, 变小或消失(图9, 图10)。注射6.63×104 cells/mL藻毒素粗提液4 d后中国对虾的鳃未见明显的病理变化(图2D)。
对虾的肝胰腺为复管状腺, 由多级分支的小管组成, 肝小管是其结构与功能的基本单位, 其外壁由单层柱状上皮细胞构成, 其上皮细胞按功能分为吸收细胞和分泌细胞。各肝胰腺小管之间有结缔组织与脂肪组织包裹与分隔, 并伴有血管分布, 管腔呈五角或四角星形。正常对虾的肝胰腺小管结构完整, 基底膜完整, 边界清晰, 管腔呈星形(图2E, 2G)。暴露在1.0×104 cells/mL塔玛
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图2  塔玛亚历山大藻(1.0×104 cells/mL)浸浴和毒素(6.63×104cells/mL)注射后96 h中国对虾鳃和肝胰腺组织结构的变化
A. 塔玛亚历山大藻浸浴实验, 对照组对虾的鳃组织; B. 塔玛亚历山大藻浸浴实验, 实验组对虾的鳃组织; C. 塔玛亚历山大藻毒素粗提液注射实验, 对照组对虾的鳃组织; D. 塔玛亚历山大藻毒素粗提液注射实验, 实验组对虾的鳃组织; E. 塔玛亚历山大藻浸浴实验, 对照组对虾的肝胰腺组织; F.塔玛亚历山大藻浸浴实验, 实验组对虾的肝胰腺组织; G. 塔玛亚历山大藻毒素粗
提液注射实验, 对照组对虾的肝胰腺组织; H. 塔玛亚历山大藻毒素粗提液注射实验, 实验组对虾的肝胰腺组织.
Fig. 2  The structure of gill and hepatopancreas of F. chinensis after 96 h exposure to the culture of A. tamarense (1.0×104 cells/mL) and injection of crude toxin extracted from A. tamarense cells (6.63×104cells/mL)
A. Gill from the control shrimp in the experiment of exposure to A. tamarense; B. Gill from the shrimp exposed to 1.0×104 cells/mL A. tamarense; C. Gill from the control shrimp in the experiment of injection; D. Gill from the shrimp administered injection of 6.63×104cells/mL crude toxin; E. Hepatopancreas from the control shrimp in the experiment of exposure to A. tamarense; F. Hepatopancreas from the shrimp exposed to 1.0×104 cells/mL A. tamarense; G. Hepatopancreas from the control
shrimp in the experiment of injection; H. Hepatopancreas from the shrimp administered injection of 6.63×104cells/mL crude toxin.
亚历山大藻培养液中4 d后, 通过对肝胰腺组织的显微结构观察显示未见肝胰腺明显病变(图2F)。注射ATHK 6.63×104 cells/mL藻毒素粗提液4 d后, 肝小管排列比较整齐, 边界比较清晰, 但肝小管官腔扩大, 不规则, 吸收细胞和分泌细胞出现空泡化, 显微镜下可见坏死的细胞核、 残余的组织散落在肝小管间隙(图2H)。

3  讨论

本实验所用的塔玛亚历山大藻ATHK株采集自香港海域, 是一株典型的PSP产毒藻, 用MBA法测得的PSP毒性在为3.9×10–5 MU/cell。 颜天等[7]、吴振兴等[13]和谭志军等[14]均用高效液相色谱(HPLC) 法对采集自香港海域的塔玛亚历山大藻所含的PSP毒素进行了测定, 其结果分别为11 pg STX Equal/cell、5.01 pg STX Equal/cell和5.538 pg STX Equal/cell, 与本实验结果相近。而郑淑贞等[15]用MBA法测得采集自香港海域的塔玛亚历山大藻的PSP毒性为3.23×10–6~4.11×10–6 MU/cell, 与本实验结果相差10倍以上。Anderson等[16]用高效液相色谱(HPLC) 法测得采集自香港海域的塔玛亚历山大藻的PSP毒性为0.7~0.9 STX Equal/cell, 也与本实验结果差异较大, 这说明即使是采集自同一海域的同种藻间, 可能因为藻细胞的培养条件、培养时间及提取的方法等方面的不同, 会导致其在不同实验室中检出不同结果。藻毒素的提取的方法及所制备的样品的纯度对用MBA法进行PSP毒性测定所得的实验结果影响较大。付金花等[17]报道, 在制备藻毒素样品时, 用0.05 mol/L冰乙酸作为萃取剂比用0.1 mol/L盐酸作为萃取剂时测得的塔玛亚历山大藻的毒性强。郑淑贞等[15]研究发现, 若制备的塔玛亚历山大藻粗提液样品含有1%NaCl时, 测得的麻痹性贝毒的值比同一PSP浓度下不含NaCl的样品约低30%。不同海域的亚历山大藻间毒性大小存在着很大差别, Cem​b​ella等[18]报道的美国和加拿大东北沿海多个亚历山大藻株的毒性在1.38×10–4~8.68×10–4 MU/cell, 本实验所用的塔玛亚历山大藻株的毒性与其相比毒性较低, 但高于江天久等[19]测得的大鹏湾藻株毒性(0.5×10–5~3.1×10–5 MU/cell), 而与新英格兰南部海域[20] 和东海海域[13]的亚历山大藻毒性相当。
本藻株虽毒力较低, 但在一定的浓度下对鱼类[8]、贝类[2]具有致毒效应, 对虾类也有急性致死作用, 谭志军等[1]研究发现该藻株对黑褐新糠虾(Ne​omysis awatschensis) 96 h LC50为7.0×103 cells/mL。塔玛亚历山大藻对虾类的致死作用也在该藻的其它藻株中被研究证实, 王雪虹和马嵩[21]研究发现, 塔玛亚历山大藻(ATDHO1)对南美白对虾(Penaeus vannamei)蚤状幼体的存活率随该藻细胞密度升高而降低, 对南美白对虾蚤状幼体的96 h LC50为7.5×103 cells/mL。发生在台湾养殖池塘的塔玛亚历山大藻藻华导致养殖斑节对虾(Penaeus monodon)大量死亡, 斑节对虾暴露于1.0×104 cells/mL 塔玛亚历山大藻的虾池海水, 12 h后死亡率高达90%。厦门及邻近地区对虾养殖池发生的塔玛亚历山大藻赤潮, 几天内虾池内对虾全部死亡。在本实验中塔玛亚历山大藻对中国对虾也有急性致死作用, 其对中国对虾96 h LC50为1.0×104 cells/mL, 高于黑褐新糠虾和南美白对虾的LC50, 这可能与虾的种类及其生长阶段等有关。颜天等[7]研究发现暴露在相同浓度的塔玛亚历山大藻中发育早期幼鱼死亡率高于后期幼鱼。此外, 塔玛亚历山大藻的不同藻株的毒性差异也可能导致了实验结果的不同。塔玛亚历山大藻对中国对虾的安全浓度为1.0×103 cells/mL, 为了保证中国对虾的健康养殖, 养殖水体中的塔玛亚历山大藻浓度至少应该控制在1.0×103 cells/mL以下。

本实验所用的塔玛亚历山大藻(ATHK)细胞中PSP毒素成分有磺酰氨甲酰基类毒素(C1、2, B2)、膝沟藻毒素(GTX1、2、3、4), 其中GTX 毒素的含量最高[14], 塔玛亚历山大藻所产的PSP毒素, 是特异性钠离子通道阻断剂, 可导致膜内外的渗透压不平衡, 从而使膜部分溶解。PSP进入生物体后, 可发生毒素成分的转化[22–23]。生物转化的结果, 可能伴有大量的活性氧自由基产生[24], 从而导致细胞膜脂质过氧化(LPO)[25], 而生成的脂质过氧化物如丙二醛(MDA)等能与膜上蛋白质反应, 使膜通透性增加, 引起膜渗漏, 还可使膜结构溶解[26]。本实验中中国对虾在注射塔玛亚历山大藻毒素粗提液后, 肝胰腺的上皮细胞空泡化, 可能就是以上的原因导致了上皮细胞膜溶解而造成的病变。但肝胰腺组织的病变可能并不是中国对虾在毒素注射后急性致死的最重要原因, 因为在实验中中国对虾表现出明显的神经中毒症状-身体痉挛, 游泳失衡, 由此我们推测神经系统的麻痹、损伤可能是其在注射毒素后急性致死的重要原因, 对虾在中毒后, 因神经活动被影响, 代偿性地增加耗氧, 呼吸变急促, 最终因呼吸系统受损而窒息死亡[7], 对虾的脑和心脏有可能是PSP毒素进入中国对虾体内后直接作用的靶器官[27], 这需要在今后的实验中进一步证实。中国对虾注射藻毒素粗提液后鳃组织并未出现明显的病变, 而暴露在塔玛亚历山大藻培养液中的中国对虾鳃组织出现水肿现象, 鳃丝部分区域出现粘连, 这说明鳃的病变可能不是由PSP毒素导致的, 而是和鳃直接与藻接触有关, 塔玛亚历山大藻对鳃的机械损伤已在鱼类的研究中得到证实[28], 塔玛亚历山大藻表面所具有的尖刺结构, 可能是导致鳃组织出现水肿现象的主要原因之一。另外, 亚历山大藻产生的一些位于细胞表面或分泌到细胞培养液中的非PSP毒素[2, 29]也可造成鳃上皮肿胀、成空泡状等病变[30]。鳃是虾类的呼吸器官, 鳃的病变直接导致对虾窒息死亡可能是塔玛亚历山大藻暴露对虾急性致死作用的最重要原因。鳃可能是塔玛亚历山大藻最初作用的器官[31]。一方面塔玛亚历山大藻的尖刺结构及产生的非PSP毒素, 直接与鳃作用而影响鳃的正常呼吸, 另一方面塔玛亚历山大藻所产的PSP毒素进入对虾体内后, 在达到某一剂量时可引起虾体代谢和解毒的主要器官-肝胰腺的病变, 神经系统麻痹等异常, 以上两方面可能是塔玛亚历山大藻对中国对虾的主要作用机制。
本实验结果提示, 塔玛亚历山大藻(ATHK)可产生麻痹性贝毒, 其毒性为3.9×10–5 MU/cell, 属低毒藻株; 塔玛亚历山大藻对中国对虾有急性致死作用, 该藻对中国对虾的96 h LC50为1.0×104 cells/mL, 安全浓度分别为1.0×103 cells/mL; 塔玛亚历山大藻和其毒素可分别造成对虾鳃和肝胰腺出现细胞肿胀、空泡化等病理变化。尽管研究结果显示当塔玛亚历山大藻浓度控制在1.0×103 cells/mL及以下不会对中国对虾有致死作用, 但在这样的低浓度情况下是否会对中国对虾的生长、免疫及抗病力等方面有不利影响是下一步需要研究的。
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The toxicity of Alexandrium tamarense to Fenneropenaeus chinensis
LIANG Zhongxiu, LI Jian, LI Jitao, TAN Zhijun, REN Hai, LIU Deyue
Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China
Abstract: Cultured shrimps are often exposed to different toxic algae during rearing practices that may affect survival and quality of the product. This study investigated the toxic effect of Alexandrium tamarense, a dinoflagellate producing paralytic shellfish poison, on Chinese shrimp, Fenneropenaeus chinensis. A mouse bioassay (MBA) method was used to determine the toxicity of the extract from A. tamarense (mouse units, MU/cell), and the acute toxic effect of A. tamarense on F. chinensis was studied. In addition, histopathology observation was conducted in gill and hepatopancreas after 96 h exposure to 1.0×104 cells·mL−1 of A. tamarense and intramuscular injection with 20 µL the extract from A. tamarense (6.63×104 cells/mL). Toxicity of A. tamarense was low, which was 3.9×10–5 MU/cell. In acute toxicity experiment, the 96 h LC50 of A. tamarense was 1.0×104 cells/mL. Based on the 96 h LC50, the safe concentrations were obtained, which was 1.0×103 cells/mL. Histopathology observation revealed that A. tamarense and the extract could cause some abnormal histological changes in gill and hepatopancreas, respectively, such as cellular swelling and vacuolated. Our study revealed that pond productivity of the harvested organisms may be affected by A. tamarense. Accordingly, the concentration of A. tamarense in the prawn ponds should be controlled below 1.0×103 cells/mL at least. Gills of F. chinensis might be the sensitive tissues to A. tamarense exposure. The lesions in the gills of F. chinensis that impedes the occurrence of gaseous interchanges is the most likely cause of shrimp death after A. tamarense exposure. The PSP produced by A. tamarense could cause the lesions in the hepatopancreas of F. chinensis.
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