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腹泻性贝类毒素及检测技术研究进展 
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摘  要: 近些年来海洋污染越来越严重, 赤潮频发直接导致海洋生物毒素对贝类产品大面积污染, 这不仅直接

影响海洋产品的品质和食用安全, 更加阻碍了海洋养殖业的健康发展, 对食品安全造成极大威胁。为了解决海

洋产品的食品安全问题, 保障人们生命健康, 对海洋生物毒素分析检测的研究已越来越多。本文综述了腹泻性

贝类毒素的主要特征、主要毒素成分及毒理效应, 并对小鼠生物测试法、酶联免疫检测法、胶束电动色谱法、

酶活力抑制法、毛细管电泳法、高效液相色谱以及高效液相色谱-质谱法等常用的检测方法作以综合性评价, 并

对其研究进展加以介绍。 
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Research progress on diarrhetic shellfish poison and the detection methods 
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ABSTRACT: In recent years, marine pollution has become more and more serious. The frequent occurrence of 

red tides directly leads to marine toxins pollution on shellfish, which not only directly affect the quality and 

safety of marine products, but also hinder the healthy development of the marine aquaculture industry. In order 

to solve the safety problem of marine products and protect people's life and health, the analysis and detection of 

marine biological toxins has been more and more concerned. The main characteristics, toxin components and 

toxicological effect of the diarrhea shellfish poisoning were reviewed in this paper. The detection methods 

including mouse bioassay, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), molecular biological detection, 

micellar electrokinetic chromatography, enzyme inhibition methods, capillary electrophoresis, high 

performance liquid chromatography(HPLC), high performance liquid chromatography-mass spectrometry 

(HPLC-MS) were used to evaluate the comprehensive evaluation, and were also summarized in this paper. 
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1  引  言 

近些年来海洋污染越来越严重, 有害赤潮频发和海

洋生物毒素对海洋产品的大范围污染, 直接影响了海洋产

品的品质和食用安全, 这不仅给人们留下极大的安全隐患, 

并且极大阻碍了海洋养殖业的可持续发展。海洋生物毒素
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大多由藻类或浮游植物产生, 根据化学结构可将其大致分

为多肽类毒素、聚醚类毒素和生物碱类毒素 3大类。也可

以根据毒性作用机制分为 4 大类毒素, 分别是腹泻性贝类

毒素(diarrhetic shellfish poisoning, DSP)、麻痹性贝类毒素

(paralytic shellfish poisoning, PSP)、神经性贝类毒素

(neurotoxic shellfish poisoning, NSP)和记忆缺损性贝类毒

素(amnesic shellfish poisoning, ASP), 其中因腹泻性贝类毒

素在世界海域分布广、对人体危害大而受到人们的关注和

重视。本文主要综述了腹泻性贝类毒素结构特征、主要成

分及相应毒理效应, 并对其常用的检测方法、原理及研究

进展加以介绍。 

2  腹泻性贝类毒素 

2.1  化学结构与理化性质 

腹泻性贝类毒素(DSP)是一类脂溶性物质, 其化学结

构是聚醚或大环内酯化合物 [1], 不易溶于水, 热稳定性极

高, 通常的加热处理不易破坏。DSP 毒素分子结构中含有

1个饱和的 5,6,6-三螺环基团和一个饱和的 6,6-二螺环, 还

有一个不饱和的 6,6-二螺环[2]。见图 1。DSP毒素分子结构

中的羧基官能团与荧光物质反应, 生成的荧光性物质可被

液相色谱的荧光检测器检测。 

腹泻性贝类毒素主要分为软海绵酸 (okadaic acid, 

OA) 、 鳍 藻 毒 素 (dinophysistoxin, DTX) 、 蛤 毒 素

(pecteno-toxins)和虾夷扇贝毒素(yessotoxins, YTX)。大田软

海绵酸的二醇酯衍生物[3-5]类型主要有 OA-1、OA-2、OA-3、 

OA-4、OA-5和 OA-6, 鳍藻毒素的主要衍生物是 DTX-1、

DTX-2、DTX-3、DTX-4、DTX-5a 和 DTX-5b。软海绵酸

(OA)和鳍藻毒素衍生物(DTXs)有着密切的联系, 两者不仅

结构十分相似, OA 和 DTX-2 还互为同分异构体, 并且

DTX-3是 7-O-acyl-DTX-1。 

OA 和 DTXs(鳍藻毒素衍生物总称)毒素对蛋白磷酸

酶 1(PP1)和蛋白磷酸酶 2A(PP2A)型的蛋白磷酸酶的抑制

作用具有高效性和专一性[6], 其中OA和DTX毒素对PP2A

的抑制能力比 PP1 高千倍, 而 OA 还可以对蛋白磷酸酶

3(PP3)和蛋白磷酸酶 4(PP4)产生抑制作用[7]。利用这一性

质人们开发了 OA 检测相关技术以及电化学检测酶传感器
[8-10]。OA不仅对蛋白质的超磷酸化以及增生基因的表达有

促进作用, 还具有明显致癌作用[6,11], 对霉菌有极强的抑

制能力[12]。OA和 DTX-1对成人的最小致死量分别为 48 μg

和 38.4 μg[2]。有报道称, 贝类产品肝脏内 OA和 DTX-1毒

素的含量分别超过 2 μg/g和 1.8 μg/g, 被人类食用就会产

生毒害作用[13]。目前, 欧美等一些发达国家对冷藏鲜贝肉

腹泻性贝毒的最高允许限量 0.8 µg/g[14]。 

2.2  中毒途径与毒性 

在世界许多海域的贝类中都发现有腹泻性贝毒的存

在, 在一定程度上它的种类决定于地理位置。我国北方黄

海、渤海等养殖区的贝类产品多被腹泻性贝类毒素所污染
[15]; 从爆发时间来看, 每年 4~11月份是贝类产品收获的季

节, 也是腹泻性贝毒高发期[15,16]; 以季节来看, 发生在夏

季的居多, 尤其是初夏。DSP 毒素在贝类脂肪组织内大量

积累, OA和 DTXs毒素通过进行酰化反应, 都能连接上一

个饱和或不饱和的 C14~C22 长度不一的脂肪酸化合物
[13,17], 而这些酰化衍生物也具有毒性, 有人认为这些酰化

衍生物是贝积累毒素后的代谢产物[17]。在碱性条件下加热

水解这些酰化衍生物, 就可以都得到原来的 OA和 DTXs毒

素。OA毒素能够导致中毒者出现腹泻、腹痛、呕吐等中毒

症状, 可引起小肠上皮细胞的腹泻性退化并促进癌变的发

展, 其主要作用机制是抑制丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶(PPs)

活性[7]。OA通过激活肠道细胞内环磷酸腺苷(cAMP)介质系

统而引起腹泻, 它依赖 cAMP的蛋白激酶随着细胞内 cAMP

的升高而被激活, 蛋白质磷酸化, 细胞大量分泌水、氯及碳

酸盐, 抑制细胞对钠的正常吸收, 从而导致水泻[18]。 

 
 
 

 
 

毒素名称            R1            R2           R3           R4 

okadaic acid, OA              CH3       H        H       H 
Dinophysistoxin-1, DTX-1      CH3       CH3      H       H 
Dinophysistoxin-2, DTX-2      H         CH3      H        H 
Dinophysistoxin-3, DTX-3      CH3       CH3      Acyl     H 

 
 

图 1  腹泻性贝类毒素化学结构 

Fig. 1  Structure of diarrhetic shellfish toxins 
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腹泻性贝毒中毒的主要症状是腹泻、恶心、呕吐和腹

部疼痛等, 但有些腹泻性贝毒根本不会导致腹泻。中毒症

状可能会持续 3 d, 不会留下后遗症更不会致命。 

3  腹泻性贝类毒素的生物检测分析方法 

3.1  小鼠生物测试法 

小鼠生物测试法是目前国内检测 DSP 毒素普遍认可

的常规方法[19], 其具体操作是: 用丙酮提取贝类中 DSP毒

素, 经乙醚分配后, 减压旋转蒸干后溶解到 1%的吐温-60

生理盐水中, 再以含 1%吐温-60 的生理盐水为分散介质, 

制备 DSP-1%吐温-60生理盐水混悬液, 提取液注射到体重

约为 20 g的小鼠腹腔内, 在 24~48 h观察其病理效应。 

小鼠生物测试法的优点是检测技术简单、方法易掌

握、仪器简易, 不需要精密的高端仪器和专门的操作人员。

缺点是：DSP 毒素是亲脂性聚醚类化合物, 无特异性, 为

保证毒素的提取效率, 样品提取步骤相当繁琐和复杂, 另

外, 小鼠法不能有效地分析 DSP 毒素的组分, 并且小鼠死

亡时间的判断受主观因素、实验室饲养条件以及实验人员

操作手法影响, 样品中生物基质成分复杂、干扰程度比较

大, 特别是游离脂肪酸对小鼠毒性影响很大, 常常造成假

阳性[20-23]。因此, 尽管小鼠生物测试法一直是海洋毒素检

测分析的常用检测方法, 却不能成为标准测试方法。 

3.2  免疫分析法 

免疫分析法主要利用特异性抗原-抗体结合来检测药

物、激素、蛋白质、微生物等物质的定量分析方法。免疫

分析主要包括放射免疫分析 (RIA)和酶联免疫分析

(ELISA)。酶联免疫分析方法以特异性抗体-抗原的反应为

基础, 将待测物与酶连接, 酶与底物发生显色反应, 所建

立的一种用于定量测定的免疫分析技术, 因其特异性强、

灵敏快速、操作简便, 不需要大型精密的检测设备以及专

门的技术人员, 对于现场和大批量样本的分析检测具有

优越性, 近年来在海洋生物毒素的快速检测中应用越来

越广泛, 有很多的生物公司都研发出用于 DSP 毒素的酶

试剂盒。 

Garthwaite等[24]建立了 4类贝毒(ASP、NSP、DSP和

PSP)的酶联免疫分析法, 具有很高的灵敏度, 可以满足对

贝类提取物中可疑样品的鉴定, 并发现使用酒精提取样品

所有毒素都有很好的回收率。宋向明等[25]使用酶联免疫法

测定牡蛎中腹泻性毒素在样品中添加 1.0、3.0和 5.0 µg/kg

腹泻性毒素标准品, 平均回收率分别达到 88.0%、86.7%和

88.6%。李军涛等[26]建立腹泻性贝类毒素免疫荧光层析试

纸条检测方法, 其灵敏度能够达到 0.125 μg/mL, 完全达到

了我国贝类产品中 DSP 所允许的限量, 甚至超过了美国 

200 µg/kg的检测限量。 

刘仁沿[27,28]通过细胞融合, 制备抗软海绵酸单克隆抗

体和胶体金标记抗体, 建立快速检测软海绵酸的免疫层析

试纸条分析方法, 该方法检出限为 500 ng /mL, 并在此技术

上改进, 使用卵清蛋白合成高偶联比的包被抗原, 以硝酸纤

维素膜为载体, 改进后方法检出限可达 12 ng/ mL。张洋等[29]

首次应用自行研制开发的免疫胶体金试纸条, 对双壳贝类

腹泻性贝毒的主要成分大田软海绵酸的污染情况进行调查, 

实验结果验证: 应用免疫胶体金试纸条检测贝类样品与

ELISA 检测结果 100%吻合, 且检测结果准确可靠, 没有假

阳性的出现, 基本满足对 OA安全食用标准的检测要求。 

免疫分析法因具有高特异性和灵敏度、样品前处理操

作简便、检测用样少、适用于大批量检测等优点使其在海

洋生物毒素检测分析中得到广泛使用。酶联免疫分析法中

所采用的抗体专一性较强, 仅与 OA 和 DTX-1 反应, 且不

与其他毒物反应, 灵敏度可达 10-9, 其敏感性要比相应的

小白鼠生物法或 HPLC法高得多, 检测级可以达到 10-12级
[13]。但对于生物基质成分较多的毒素, 交叉反应难以避免, 

导致实验结果的重现性较差。 

3.3  细胞毒性测试法 

细胞毒性测试法原理是利用贝类毒素与细胞膜上的

敏感成分相互作用启动特异反应, 根据细胞膜通透性的改

变来进行细胞毒性的检测。细胞毒性测试法检测 DSP原理

是使用小鼠正常的细胞或者肿瘤细胞作为受试细胞, 加入

OA 毒素标准品或样品提取物, 在最适的实验条件下培养

细胞 24 h, 在细胞培养终止前 4 h加入 0.5%MTT, 作为细

胞内线粒体琥珀酸脱氢酶的底物参与反应, 细胞活化增殖

时通过线粒体能量代谢过程, 将 MTT 代谢形成紫蓝色的

甲攒沉积于细胞内或细胞周围, 甲攒可经异丙醇或二甲亚

砜完全溶解, 可用酶标仪测定细胞培养物的 OD 值。因甲

攒形成的量与细胞活化增殖的程度成正比, 故可根据 OD

值反映细胞活化增殖情况[30]。 

陈洋[31]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 毒素的重要组分—OA

毒素和其他几种成分进行 MTT 比色细胞毒性测试实验, 

实验结果表明, OA毒素对这 4种细胞的增殖呈显著抑制作

用, 且抑制作用与毒素剂量呈正相关。但 Dickey等[32]研究

发现, 在毒性测试过程中很容易造成细胞大面积死亡, 且

不同实验室、不同操作条件以及不同操作人员实验差异性

很大, 即重现性极差, 甚至结果可能相差几千倍, 所以细

胞毒性测试法的应用范围受到极大的限制。 

3.4  酶活力抑制分析法 

酶活力抑制分析法检测 DSP 毒素基于 OA 和 DTXs

毒素抑制蛋白磷酸酶的酶活力的特点所建立的一种生物化

学测试法。在 Tubaro[33]、Honkanen[34]和 Mountfort[35]等基

础上, 李爱峰等[36]利用 OA对 PP2A酶活力抑制的特性, 选

择在酶催化反应后产生荧光产物的一种物质作为底物, 依
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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 OA 的浓度, 建立了碱性蛋白磷酸酶活

力变化检测 OA毒性当量的酶活力抑制分析法。赵前程等[37]

也建立了检测贝类中OA毒素抑制磷酸酶法, 并得到其定性

检测限和定量检测限分别为 30.3 µg/kg和 70.3 µg/kg。 

3.5  毛细管电泳法 

毛细管电泳是近几年发展起来的具有高效灵敏、操作

简便、检测快速等优点的分析检测技术, 在海洋生物毒素

检测分析有广阔的应用前景, 目前已在腹泻性贝类毒素分

离分析中得到应用。Bouaïcha等[38]首先用配有紫外检测器

的毛细管胶束电动电泳对贻贝中的OA与DTX-2毒素进行

检测, 但是由于缓冲液选择不佳, 导致实验效果不是很理

想。在此基础上, Li 等[39]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, 并得到

该方法检测限为 3.25 μg/mL。张基木等[40]建立了 OA 和

DTX-1 毒素的高效毛细管电泳分离分析方法, 将大体积进

样的柱富集法巧妙地运用于胶束毛细管电动色谱, 考察了

运行缓冲液的 pH、胶束浓度、缓冲液浓度、进样时间和电

渗流排基体时间等因素对富集的影响。 

4  腹泻性贝类毒素化学分析法 

4.1  气相色谱法 

气相色谱法主要是利用混合物中各组分沸点、吸附能

力、极性等物理性质的不同, 进行分离、分析的一种以气

体为流动相的色谱分析方法。气相色谱法对直接挥发成气

体或者一定温度下转化成气体的生物毒素进行检测分析, 

针对极性强、不宜挥发、性质稳定的物质不能直接进行检

测, 实验室内使用气相色谱法检测 DSP毒素的实际应用不

多。气相色谱法检测 DSP 毒素方法是采用二乙基醚提取, 

用硅酸、渗透凝胶和反相分散色谱依次纯化样品, 三甲基

硅烷化后用配有氢火焰离子化检测器进行分析[2]。但是由

于 DSP对热稳定, 不易挥发的特点, 气相色谱法分析 DSP

毒素, 不能得到推广使用。 

4.2  薄层色谱法 

薄层色谱法的原理是将适宜的固定相均匀地涂布在

玻璃板、铝箔或者塑料上呈一薄层, 以合适的溶剂作为流

动相在点样后进行洗脱, 对混合毒素进行分离、鉴定和定

量的层析分离技术。薄层色谱法检测 DSP毒素方法是使用

硅胶平板, 点样后用甲苯-丙酮-甲醇混合溶液洗脱, 然后

向平板喷洒含有香草醛的硫酸-乙醇混合溶液, 在室温下

放置几分钟后, OA、DTXs 和二醇酯衍生物均可显色为粉

红色, 其中OA和DTXs毒素的显色较亮, 二醇酯的显色稍

暗, 该方法对纯化后的 OA 毒素的检出限约为 1 μg, 与

其他方法相比, 该检出限相对较高[2]。薄层色谱分析因检

出限过高、定量不准确等缺点, 在 DSP毒素的分析检测中

应用中并不很常见。 

4.3  液相色谱法 

液相色谱法是利用两相对混合物中不同组分亲和力

的差别来达到分离效果的一种定性和定量分析技术, 也是

是检测 DSP 毒素的中是最重要的方法之一, 原理是利用

OA和 DTX上的羧基以及和荧光试剂之间的反应标记毒素, 

以酸化的乙腈水溶液作为流动相, 用 C18 反相柱分离, 最

后用配有荧光检测器的液相色谱检测[41]。陈则玲等[42]在国

内最先建立检测 OA 的高效液相色谱法, 并使用该方法测

得 OA的最低浓度是 0.1 μg/100 g。袁骐等[43]建立了四甲基

氢氧化胺和 9-氯乙基蒽衍生的高效液相色谱法对江苏及浙

江共 5 个采集点的贝类中 OA 毒素进行检测, 并对紫外线

照射 OA和 DTX1来鉴别两者的色谱峰的方法做了分析和

研究。傅云娜等[44] 对腹泻性贝毒的高效液相色谱测定方法

的条件进行改进, 使原来对实验条件要求苛刻的方法更适

宜于一般的实验室使用, 使该方法更有希望代替小鼠法。

Louppis等[45]使用 ADAM作前柱衍生试剂, 由配有荧光检

测器的高效液相色谱检测 OA、DTX 及其相关酯类, 该方

法与液质联用法、小鼠生物法检测结果相关性分别为

100%、97.1%。液相色谱法对 OA 的灵敏度很高, 被广泛

应用于 DSP毒素分析检测, 但由于样品基质存在很大的背

景干扰, 检测分析成本高、仪器设备昂贵、操作和维护需

要专门技术人员, 由于 ADAM价格昂贵, 在常温下化学性

质不稳定, 该法应用受到一定限制。 

4.4  液相色谱-质谱联用法 

液相色谱-质谱联用法是目前在海洋生物毒素分析检

测中最有优势的一种分析检测方法, 它将色谱的分离与质

谱的定性这 2种优势有机结合, 发展成为一种能够准确定性

定量, 并能够提供准确的分子结构信息的新型分离技术。 

李爱峰[2]建立了检测分析OA和DTX-1毒素的液相色

谱-质谱联用阴离子和阳离子检测方法, 用阴离子检测时

OA和 DTX-1检出限分别为 110和 220 pg; 用阳离子检测

时, OA和 DTX-1检出限分别为 49.6和 84.6 pg。之后国内

有很多学者都使用液质联用方法对腹泻性贝类毒素进行检

测分析, 取得了很好的结果[46-54]。样品的主要处理步骤是

在贝类样品, 加入 80%(V:V)甲醇溶液, 超声提取后离心, 

用正己烷脱脂, 45 ℃下氮吹, 之后 HLB固相萃取小柱进行

固相萃取。李晓晶等[55]通过样品前处理条件的优化和改进, 

建立了固相萃取结合超高效液相色谱－串联质谱同时测定

贝类水产品中 OA 类贝类毒素的检测方法, 方法定量下限

(LOD)为 0.05~0.8 μg /kg。 

5  结  语 

在腹泻性贝类毒素的检测分析中, 小白鼠生物法仍

然是目前最常用的方法, 其检测技术简单、方法易掌握, 仪
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器简易, 不需要专业的高端仪器和专门的操作人员, 但是

由于缺乏准确的定量且不能做定性研究, 操作步骤繁琐, 

样品中生物基质成分复杂、干扰程度比较大等缺点, 使其

应用受到了很大的限制。免疫分析法因其因其高度的准确

性、特异性、稳定性, 适用范围广、检测速度快以及费用

低等优点在腹泻性贝类毒素的分析检测中使用非常广泛。

毛细管电泳法有望成为有效的检测手段 , 但因方法本身

存在的一些尚未解决的问题, 使此方法一直未能推广使

用。而高效液相色谱技术因其灵敏度高、专一性强、准确

性高、分离效果好、结果稳定重复性好的优点, 并且提供

更多毒素信息等优势已成为国际标准方法。质谱联用技术, 

因其快速、精准, 高效, 能够提供准确的分子结构信息的

特点, 在海洋生物毒素检测分析中比高效液相色谱在定

性和定量方面更有优势。因为液相和质谱联用技术都需要

专门的技术人员且仪器设备价格昂贵, 在一定程度上限

制了其推广和运用。 
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