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用高效液相色谱法检测天然水体中的微囊藻毒素 

季林丹 刘慧刚 徐 进 徐立红 
(浙江大学医学院生物化学与遗传学系，杭州 310058) 

DETECTIoN oF MICRoCYSTINS IN NATI刀RAL W ATER BY 

m GH．PERFoRMANCE LIQUID CHRoMAToGRAPHY 

JI Lin—Dan，LIU Hui—Gang，XU Jin and XU Li—Hong 

(Department ofBiochemistry and Genetics，School ofMedicine，Zhejiang University，Hangzhou 310058) 

关键词：水华；微囊藻；微囊藻毒素；高效液相色谱法 

Key words：Water bloom；Microcystis；Microcystin；HPLC 

中图分类号 ：Q．331 文献标识码 ：A 文章 编号 ：1000—32o7(2007)o4·0604-03 

由于大量氮、磷等物质释放到水体中，导致水体富营养 

化加剧 ，水华 的发生 已成为全球性 环境问题 。在长 江 、黄河 、 

松花江等 主要 河 流 和 太湖 、滇 池 、巢 湖 等 每 年都 有 水 华 发 

生⋯ 。因此建立快速 、灵敏 、可靠 、简 便可行 的蓝藻毒素 检测 

方法以对毒素进行早 期检测 和预 报是 保护水 生生 态系 统和 

人类健康的关键措施之一。在过去的研究中已证实高效液 

相色谱法(HPLC)可对多种微囊藻毒素进行精确的定性定量 

测定，但其样品测定前的处理步骤较为繁琐，费时较长。因 

此，本文采用水样处理步骤简化后的高效液相色谱法对发生 

水华的杭州市华家池水样进行了检测，并对该水体中的藻种 

进行 了鉴定 。 

1 材料与方法 

1．1 仪器 Beckman Coulter 32 KaratT 高效液相色谱仪、166 

可编程紫外检 测器 、旋 转挥发 器 RE一52AA(上 海振 捷 )、显微 

镜 (Olympus DPS0)。 

1．2 试剂 两种微 囊藻毒 素标样 RR与 LR(由 日本名 城大 

学原 田健 一教 授 赠送 )，Chromatorex ODS(1o0—2o0目)购 于 

Fuji Silysia Chemical有限公司，其他试剂均为市售分析纯。 

1．3 藻类鉴定 取华 家池新 鲜水 样 ，静置 30min后 ，用吸 管 

吸取一 滴悬 浮的藻样细胞 滴于载玻 片上 ，用盖玻 片推匀后 在 

显微镜(Olympus DP50)100×和 40O×下随 机选 取若干个 视野 

观察其中藻细胞 的形态和数量 。 

1．4 样品处理 取 杭州 市华 家池 水样 用 GF／C(Whatman公 

司 )过滤 ，滤液进行 以下处理 ：每 个水 样各 1L滤 液过 ODS小 

柱(用 10mL甲醇 (色 谱 纯 )和 10mL高纯 水 活 化 )；然 后 用 

10mL高纯 水洗脱杂 质 ，再用 5mL甲醇收集 于梨形 烧瓶 ；5mL 

甲醇洗脱液用旋转挥发器(39~C)将甲醇挥发干，剩余残渣用 

1mL高纯水溶解 ；置于 4℃保存 ，待测。 

1．5 标样 制备 RR标样 ，0．05mg／mL RR(50％ 甲醇 )；LR标 

样 ，0．05mg／mL LR(50％甲醇)。 

1．6 色谱 分 析条 件 色谱 柱 ：COSMOSIL Cl8柱 ，4．6 mm× 

150ram(NACALAT TESQUE INC)；流 动 相 ：甲 醇／0．05mol／L 

KH2Po4(pH=3)=58：42；柱 温 ：27℃ ；进 样 量 ：5／~L；流 速 ： 

1mL／min；检测波 长 ：238nm。 

2 结 果 

2．1 高效液相色谱法结果 

标 准样 品和浓缩 水样 各进 样两 次 ，其峰 高(峰面积 )、保 

留时间取均值计算，微囊藻毒素(MC—LR和 MC．RR)的确定通 

过其各 自保 留时间 ±0．05min来确定。 

结 果显 示 MC．LR的保 留时 间为 ：6．958min；MC—RR的保 
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留时间为：4．450min。华家池水样中同时含有 MC．LR和 MC— RR；其含量分别为21．O08,ctg／L和 23、800ttg／L。 
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图 1 微囊藻毒素标样的高效液相色谱图 

Fig．1 The High performance Liquid Chromatography of the standard samples of Microcystins 
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图2 华家池水样的高效液相色谱图 

Fig．2 Th e High pe rformance Liquid Chromatography 

ofthefield samplefrom Huajia Pond 

2．2 藻类鉴定结果 

2005年 夏季 ，杭州天气 炎热 ，杭州 市华家 池 由于未与外 

界水域交通，同时水体中氮、磷等营养物质富余过多，出现了 

明显的水华 ，而且持续 时 间较长 。经 藻类鉴 定 ，证 明形 成 水 

华的优势藻类是铜绿微囊藻(Microcystis aeruginos0)。 

3 讨 论 

水体中微囊藻毒素对人体、家畜及野生动物存在着严重 

的健康危害l20 J。由某些蓝藻类(如微囊藻、鱼腥藻、念珠藻、 

颤藻)产生 的肝脏毒素如微囊 藻毒素 (MCYST)和节 藻毒素 可 

与 Ser／Thr蛋 白磷酸酶l4 结合并抑制其活性，是强烈的促 

肿瘤物质l7 J。微囊藻毒素和节藻毒素进入肝细胞后引起蛋 

白的过磷酸化 、不可逆 的细胞微丝重构 及肝脏细胞 的破坏从 

而产生肝脏毒性l8 ⋯。在采集水样期间，可见华家池水体中 

浮起大量的死鱼，这很可能与微囊藻毒素的急性毒作用相 

关。 

目前 ，实验室研究 中对微囊藻毒 素的主要检测 方法有 小 

鼠生 物检测 法、酶联免疫吸附试验 、蛋 白磷 酸酶抑制法 、高效 

液相色谱法等几种。小鼠生物检测法能粗略地区分毒素的 

毒作用特征，但无法进行准确的定性定量检测。酶联免疫吸 

附试验对微囊藻毒素检测的灵敏度很高，但是对某些微囊藻 

毒素的异构体的交互反应性比较低。微囊藻毒素是极强的 

蛋 白磷 酸酶抑 制剂 ，因此能用蛋 白磷 酸酶抑 制法检测微 囊藻 

毒 素，目前 已发展有 同位素法 、比色法 和荧光法 ；但此法 易受 

其他具有蛋白磷酸酶抑制活性的因素影响。高效液相色谱 

法在 有各 种毒 素标 准样 品存 在 的情 况 下可 对水样 中各 种微 

囊藻毒素进行 定性定 量检 测 ，但 其 样品 处理步 骤较 为繁 琐 ， 

费时 较 长。 本 次 研 究 中我 们 采 取 了 简 化 的 水 样 处 理 步 

骤——初始水样初滤后直接过 ODS柱一次性进行清洗、浓 

缩，代替以往的先过硅胶柱再过 Sep．pak C18柱的两次清洗、 

浓缩ll刮；检测结果显示浓缩 水样 中杂 质干 扰较 小 ，RR和 LR 

分离 清楚 ；因此通过 本次 研究 ，我 们认 为微囊 藻毒 素检 测的 

高效 液相 色谱 法中水样的处理步骤简 化是可行 的 ，并 且这一 

简化大大缩 短了高效液相色谱法检测 的总耗时 ，从 而更适应 

于天然水体中微囊藻毒素的常规检测。 

结合 HPLC法和藻类 鉴定 ，本研究 证实 华家 池发生 水华 

的水体中铜绿微囊藻是主要优势藻类，而对水样测定的结果 

表明水体中微囊藻毒素类物质的毒素水平已远远高于世界 

卫生 组织 所要求的饮用水 中 LR<1 g／L的标 准，这 预示水华 

形成将对水质产生严重的影响 ，应该引起高度重视 。 
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