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摘要：河豚毒素（Ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ， ＴＴＸ）在镇静、镇痛、麻醉、戒毒等神经性疾病治疗方面效果显著且无

致瘾性，因此具有极好的应用前景，但由于其从河豚体内提取的成本过高，所以难以大量推广应用。
越来越多的证据表明 ＴＴＸ 来源于河豚体内共生的微生物。 我们从野生横纹东方鲀（Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｏｂ⁃
ｌｏｎｇｕｓ）肝脏中分离得到了一株产 ＴＴＸ较高的芽孢杆菌 ３Ｇ２（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ３Ｇ２），通过 ＥＬＩＳＡ 和胶体

金的方法检测到其发酵液 ＴＴＸ含量为 ３５ ｎｇ ／ ｍＬ。 将该菌株接种于专用透析培养器中，不断流加新

鲜培养基实现连续培养，同时实现简化分离工艺，对发酵液进行小鼠生物活性检测、ＴＴＸ 试纸条检

测，并通过河豚毒素抗体免疫共沉淀纯化得到 ＴＴＸ粗品后进行高效液相色谱鉴定均表明发酵液中

含有 ＴＴＸ且含量较高。 本研究通过筛选产 ＴＴＸ的优质菌株进一步了证实河豚毒素外源性假说，并
初步验证了透析法生产河豚毒素的优越性，为后续商业应用提供实践性基础。
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　 　 河豚毒素（Ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ）是一种海洋天然

神经毒素，毒性是氰化钠（ＮａＣＮ）的 １ ２５０ 多倍，１
ｍｇ的微量摄入就能够毒死一个体重 ５０ ｋｇ 的成年

人［１］。 不同于芋螺毒素、海葵毒素等多肽类毒素，
ＴＴＸ是一种耐热，毒力很强的生物碱，相对分子质量

为 ３１９．２７，通过特异性抑制神经纤维的电压门控钠

离子通道（ＶＧＳＧｓ）亚型发挥作用。 ＶＧＳＧｓ 介导人

体的疼痛感觉，因此河豚毒素在止痛方面有很大的

潜力［２］。 由于 ＴＴＸ具有抑制神经兴奋的功能，且无

副作用无成瘾性，因而具有极高的生理药理研究价

值，目前已经在镇静、镇痛、麻醉、戒毒等神经性疾病

治疗方面具有良好的应用前景。 早在 １９８６年，加拿

大国际公司已经利用 ＴＴＸ 成功研制出名为 Ｔｅｒｏｄｉｎ
的戒毒药物［３］。

ＴＴＸ像其他海洋药物一样存在着含量极少的问

题，导致分离纯化困难，造价过高等行业壁垒，因此

目前获得 ＴＴＸ的方法主要有三种：从河豚体内分离

纯化、海洋细菌发酵以及人工化学合成法。 目前市

场上 ＴＴＸ的主要生产来源还是通过捕捞野生河豚，

从中提取纯化，而从河豚体内直接提取、纯化、制备

ＴＴＸ的工艺复杂，产量极低，所以价格昂贵，限制了

目前在临床药物的大规模应用。 同时，经过人工养

殖以后，河豚毒力减弱，因此从一定程度上证实了

ＴＴＸ的微生物起源假说。 １９８８年 Ｔｈｕｅｓｅｎ等就从携

带 ＴＴＸ的生物体中分离到产毒菌株［４］。 岳田芳等

（２００７）采用海藻希瓦氏菌（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ａｌｇａ）作为出

发菌株，发酵生产得到了 ＴＴＸ粗品［５］。 但是一些研

究表明，细菌在培养过程中 ＴＴＸ的产生在几次传代

后丢失［６］。 而芽孢杆菌属的 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． １８３９ 经过

长期持续培养后仍能分离到 ＴＴＸ。 目前也仅在芽孢

杆菌属中发现产生的 ＴＴＸ是通过细胞死亡、毒素排

出、芽孢形成、细菌孢子萌发等方式释放到环境

中的［７］。
ＴＴＸ的检测方法主要基于其理化性质、抗原特

异性、神经毒性三方面展开。 由于实验方法简单方

便、实验结果清晰明确，小鼠的生物检测法仍然是现

在国内外最常用的毒素检测方法，但其缺点是检出

限高，不可区分 ＴＴＸ 类似物，检测结果只能作为参
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考，仍然需要后续定性定量实验。 纪元等（２０１０）应
用 ＥＬＩＳＡ试剂盒对不同海域的河豚进行检测，结果

发现该方法与小鼠生物检测法一致性较高［８］。
ＥＬＩＳＡ检测法方法使用简单方便，可以实现 ＴＴＸ 的

快速检测。 董雪等（２００９）建立的单克隆抗体的直

接竞争 ＥＬＩＳＡ，预先包被酶联抗原，与待测的 ＴＴＸ
竞争抗 ＴＴＸ 抗体，标记检出限为 １．１ ｎｇ ／ ｍＬ［９］。 但

该方法仅能作为定性和定量的辅助手段，仍然无法

避免 ＴＴＸ类似物的干扰。 苏捷等（２０１３）研发了河

豚毒素免疫层析快速检测试纸条用于检测 ＴＴＸ 样

品，使用方便快捷，肉眼可直接判读结果，但检出限

较高，为 １００ ｎｇ ／ ｍＬ［１０］。 高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）
是目前分析领域最常用的方法之一，具有准确度高，
精密度好的优点，在纯度鉴定方面无法被其他方法

取代［１１］。 王少蓉等（２０１０）利用 ＨＰＬＣ 分析菌株发

酵液，发酵样品与 ＴＴＸ 标准品出现一致波峰，初步

证实菌株提取物得到的有毒成分为 ＴＴＸ［１２］。
通过传统摇床发酵获得的发酵液，下游分离工

艺复杂、回收成本高、回收率低，而透析培养可以通

过连续培养的方式不断添加新鲜培养基，并且在下

游分离纯化过程中，也减少了培养基中大分子杂质

的干扰。 透析培养的原理是利用半透膜调节两侧物

质交换，把大分子蛋白质与菌体分隔开。 传统的透

析器分两个部分，即装着营养物质的培养基室和装

着海水的细菌培养室，两室之间由半透膜进行营养

物质与代谢产物的渗透交换［１３］。 另外细菌在海水

中生长繁殖更符合其原始的海洋自然环境，对菌株

产 ＴＴＸ的稳定性也有一定的提升。 本研究旨在筛

选优质产 ＴＴＸ 的菌株以进一步证实河豚毒素外源

性假说，并初步验证透析法生产河豚毒素的优越性，
为后续商业开发提供实践性基础。

１　 材料与方法

１．１　 实验材料

１．１．１　 材料 　 本研究野生河豚采集自福建省漳州

市东山岛海域。 在河豚体内，因为受卵巢发育情况

影响，河豚体内的毒素受季节、年龄的影响较大。 两

次采样时间分别为 ２０２０ 年 ９ 月（１０ 只，均为雄性）
和 ２０２１年 ４月（１４只，８只雌性，６只雄性）。
１．１．２　 培养基 　 ２２１６Ｅ 液体培养基及含 １．５％琼脂

粉的 ２２１６Ｅ固体培养基，透析培养液为盐度 ２７的灭

菌海水。
１．１．３　 透析培养器 　 由河北施坦纳生物科技有限

公司提供透析器（专利号 ＣＮ２０１４５９１３７Ｕ），日本进

口 １０ ｋＤ 透析膜、充气泵、空气过滤器、细化器等共

同组成透析培养装置。
１．１．４　 试剂盒及其他主要试剂 　 天根海洋动物组

织基因组 ＤＮＡ提取试剂盒、河豚毒素快速检测试剂

盒、ＴＴＸ标准品、河豚毒素抗体均购自武汉优博生物

科技有限公司，ＴＴＸ 检测胶体金试纸条由福建省水

产研究所苏捷博士馈赠，Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｒｅｓｉｎ 购自南京

金斯瑞生物科技有限公司，ＧＥＮ ＩＩＩ 微孔板购自美国

Ｂｉｏｌｏｇ公司。
１．２　 方法

１．２．１　 河豚物种鉴定及产 ＴＴＸ 菌株的分离 　 河豚

鱼采集后用无菌水洗涤除去体表脏物，解剖取出卵

巢、肝脏、脾脏、表皮组织称重。 取 ２０ ｍｇ 肝脏组织

使用天根海洋动物组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提

取 ＤＮＡ，采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ引物与 Ｃｙｔｂ 引物分别扩增

其基因序列。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 正向引物序列为：５′⁃ＣＧＣ⁃
ＣＴＧＴＴＴＡＴＣＡＡＡＡＡＣＡＴ⁃３′；反向引物序列为： ５′⁃
ＣＣＧＧＴＣＴＧＡＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＣＧＴ⁃３′。 Ｃｙｔｂ 正向引物

为：５′⁃ＴＡＣＣＡＴＧＡＧＧＡＣＡＡＡＴＡＴＣＡＴＴＣＴＧ⁃３′；反向

引物为：５′⁃ＣＣＴＣＣＴＡＧＴＴＴＧＴＴＡＧＧＧＡＴＴＧＡＴＣＧ⁃３′，
反应条件：９４ ℃ ３ ｍｉｎ，９４ ℃ ３０ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃
１ ｍｉｎ，循环数 ３０ 个，最后进行 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。
称取每只河豚各组织样品剪碎，利用匀浆器匀浆，加
入 ５ ｍＬ ０．１％的乙酸，再煮沸搅拌 １０ ｍｉｎ。 待样品

冷却后，全部样品转入 １５ ｍＬ 离心管，４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心（肝脏吸去脂肪层）１０ ｍｉｎ，加入去离子水至 １０
ｍＬ，取 １ ｍＬ提取液用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 至中

性，立即用于河豚毒素 ＥＬＩＳＡ 快速检测试剂盒检

测。 选取试剂盒检测结果中毒素含量最高的两只河

豚，在离心管中分别对其卵巢、肝脏、脾脏、表皮组织

进行剪碎匀浆研磨，然后用灭菌海水稀释，采用系列

稀释平板涂布法进行系列稀释，各取 １００ μＬ稀释后

的样品，用涂布棒均匀涂在 ２２１６Ｅ 海洋微生物固体

培养基上，每个稀释度设置两个重复，置于 ２８ ～
３０ ℃培养箱，培养 ２４～ ４８ ｈ。 分别挑取颜色不同形

状大小各不相同的菌落用末端稀释划线法进行纯

化，直至长出单菌落。
１．２．２　 产 ＴＴＸ菌株基因组 ＤＮＡ的提取　 采用煮沸

法简易提取 ＤＮＡ，首先挑取上述平板上的单菌落接

种到已经加有 １ ｍＬ ２２１６Ｅ液体培养基的灭菌 ９６深
孔板中，２８ ℃摇床培养 １２ ｈ。 离心收集菌体沉淀，
再加入 １００ μＬ灭菌水重悬，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 继续离心

１ ｍｉｎ，去上清，菌体沉淀加 １００ μＬ灭菌水重悬煮沸

１０ ｍｉｎ，冰上冷却 １ ｍｉｎ，简短离心去除壁上水珠，获
得的 ＤＮＡ在 ４ ℃或－２０ ℃保存。
１．２．３　 产 ＴＴＸ菌株的分子鉴定 　 采用细菌通用引
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物扩增菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ序列。 正向引物序列为 ２７Ｆ：
５′⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３′；反向引物序列为

１４９２Ｒ： ５′⁃ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃３′。 反应

条件：９４ ℃ ３ ｍｉｎ，９４ ℃ ３０ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １
ｍｉｎ，循环数 ３０ 个，最后进行 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。
ＰＣＲ产物序列由厦门铂瑞生物科技公司测序确定，
将 １６Ｓ ｒＲＮＡ序列提交到 ＧｅｎＢａｎｋ 的数据库进行序

列对比，选取一致性较高的序列进行分析。
１．２．４　 发酵液的 ＥＬＩＳＡ检测　 根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序

结果以及产河豚毒素菌株类别的研究初步确定可能

的生产菌种，由河豚毒素快速检测试剂盒检验。 取

每个待检测菌株发酵液样品 ９００ μＬ，加入 １００ μＬ
１％乙酸水溶液使其终浓度为 ０． １％，加热煮沸 １０
ｍｉｎ，离心取上清，用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ溶液调 ｐＨ 为中

性用于检测。 每个样品和标准品做 ３ 孔平行，记录

所在位置，每孔加入标准品或发酵样品 ５０ μＬ，加入

酶标抗体工作液 ５０ μＬ 混匀，用封板膜封板，２５ ℃
反应 ３０ ｍｉｎ。 将孔内液体甩干，用洗液 ２５０ μＬ每孔

洗板 ４～５次，每次间隔 １５ ～ ３０ ｓ，用吸水纸拍干，每
孔加入显色液 ＴＭＢ １００ μＬ，轻轻振荡混匀，２５ ℃避

光显色 １０ ｍｉｎ。 每孔加入终止液 ５０ μＬ，轻轻振荡

混匀，利用酶标仪在 ＯＤ４５０进行检测，５ ｍｉｎ内读完数

据，测定每孔 ＯＤ 值。
１．２．５　 真空冷冻干燥机进行冻干处理　 选取 ＥＬＩＳＡ
初筛得到的产量较高的菌株，在 ３０ ｍＬ ２２１６Ｅ 培养

基中 ２２ ℃ １８０ ｒ ／ ｍｉｎ摇床培养 １２ ｈ，得到的发酵液

提前放入－８０ ℃冰箱冷冻 ２ ｈ 以上，然后放入真空

冷冻干燥机进行冻干处理，得到淡黄色冻干粉，使用

时用 ５ ｍＬ ０．１％乙酸加热溶解取上清，调 ｐＨ中性后

继续用于 ＥＬＩＳＡ复筛检测。
１．２．６　 产 ＴＴＸ菌株的透析培养 　 本研究进行了透

析法生产 ＴＴＸ的实验，使用的透析培养器由河北施

坦纳生物科技有限公司设计制造，将上述 ＥＬＩＳＡ 复

筛显示高产 ＴＴＸ的菌株进行透析培养，将配置好的

８ Ｌ ２２１６Ｅ 培养基和 ８ Ｌ 海水分装到透析器培养基

室和培养液室中，１２１ ℃高压灭菌 ２０ ｍｉｎ，将高压后

的透析器冷却到室温后进行接种。 出发菌株接种于

１００ ｍＬ 培养基中 ２８ ℃， １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇瓶培养至

ＯＤ６００值为 ０．６，接种量为 ３％ ～ ５％。 ２５ ℃充气静置

培养 ４８ ｈ 后，收取培养液室的菌液，冻干后加入

０．１％乙酸溶解煮沸 １０ ｍｉｎ 离心取上清调 ｐＨ 中性

用于后续验证。
１．２．７　 小鼠毒性验证　 选取体重 ２０ ｇ 的 ＩＣＲ 小白

鼠 ８只，雌雄不限，每只小鼠腹腔注射 ０．５ ｍＬ 透析

培养上清液，观察记录染毒症状和时间。

１．２．８　 试纸条验证　 从包装袋中取出试纸条，置于

水平清洁桌面上。 在检测卡上标记待检样本编号，
滴加 ５０ μＬ ｐＨ已调中性的样品于加样孔中，加样后

开始计时，１０ ｍｉｎ后读取结果。 两条红色条带带即

质控区（Ｃ）和检测区（Ｔ）均出现红带为阴性，只有

质控区（Ｃ）出现一条红色条带为阳性。
１．２．９　 高效液相色谱法检测 　 首先利用免疫沉淀

初步纯化获取 ＴＴＸ 粗品，具体操作如下：取 ２００ μＬ
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｒｅｓｉｎ 用 １ ｍＬ ＰＢＳ 清洗 ３ 次后加入 １００
μＬ河豚毒素抗体，４ ℃旋转混合 ２ ｈ，加入上述冻干

溶解煮沸后的上清液继续旋转混合 ４ ｈ，６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ｂｅａｄｓ ３ ～ ５ 遍后，沸水浴加热

１０ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心取上清得到 ＴＴＸ粗品。 然

后采用高效液相色谱仪分析上述 ＴＴＸ粗品与 ＴＴＸ标

准 品。 ＨＰＬＣ 分 析 条 件： 流 动 相： ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４，０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４，２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ庚烷磺酸

钠，ｐＨ ６．８；ＴＴＸ 标准品：０．３４ μｇ ／ ｍＬ；检测波长：２１０
ｎｍ；流速：０．５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：常温；进样体积：７．５ μＬ。
１．２．１０　 进化树构建及生理生化鉴定 　 利用 Ｃｌｕｓｔ⁃
ａｌＷ软件对菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列进行比对。 通过

ＭＥＧＡ７软件，以邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ）建立系

统进化树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 置信值估算重复次数为 １ ０００
次。 把上述检测产量最高的菌株进行平板划线直至

出现单克隆菌落，用棉签轻轻挑取单菌落到 ＧＥＮ ＩＩＩ
微孔板适配的接种液中混匀，每孔 １００ μＬ 加入

ＧＥＮ ＩＩＩ ９６孔微孔板中，３７ ℃培养箱孵育，９ ｈ 后观

察颜色变化进行分析。

２　 结果与讨论

２．１　 产河豚毒素菌株的分离鉴定

提取的河豚基因组 ＤＮＡ 经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 与 Ｃｙｔｂ
两种引物进行 ＰＣＲ 鉴定及测序，测序结果与 ＮＣＢＩ
数据库 ＢＬＡＳＴ分析，发现均与横纹东方鲀（Ｔａｋｉｆｕｇｕ
ｏｂｌｏｎｇｕｓ）高度同源，相似度均在 ９９％以上，因此本

研究所采集的河豚鉴定为横纹东方鲀。 ＴＴＸ 含量

ＥＬＩＳＡ结果显示编号 １３ 和编号 １ 号河豚毒素含量

较高，每 １ ｇ 肝脏组织分别含 ９．６７４ μｇ 和 ７．８９３ μｇ
ＴＴＸ。 菌株筛选情况及活性鉴定：１３ 号和 １ 号河豚

发现其均为雌性，采用系列稀释涂布法涂布从河豚

卵巢、肝脏、表皮、鳃部、脾脏中筛出共 １１２株不同菌

株，其中包括不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）２４株不同菌

株；芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）１４ 株不同菌株；假交替单

胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ） １１ 株不同菌株；希瓦式

菌属（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ）８株不同菌株［６ 株海藻希瓦式菌

（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ａｌｇａｅ）， ２ 株未定种］；假 单 胞 菌 属
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（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）１１株不同菌株；弧菌属（Ｖｉｂｒｉｏ）３４ 株

不同菌株［１６ 株为溶藻弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ）］；
海单胞菌属（Ｍａｒｉｎｏｍｏｎａｓ）４ 株不同菌株；气单胞菌

属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）６株不同菌株。
２．２　 发酵液的 ＥＬＩＳＡ检测

根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ测序结果以及产河豚毒素菌株

类别的研究，初步确定可能的生产菌种，利用河豚毒

素快速检测试剂盒进行初筛。 将不同标准品浓度

ＯＤ 值（Ｂ ｉ）与空白对照 ＯＤ（Ｂ０）值的比值的 ｌｏｇｉｔ 函
数与标准品浓度（１６、３２、６４、１２８ ｎｇ ／ ｍＬ）对数做拟

合曲线（图 １），初筛后的菌株经冷冻干燥处理后浓

缩约 ６倍，０．１％乙酸溶解煮沸后的上清进行 ＥＬＩＳＡ
复筛实验，最终筛出产量最高一株为芽孢杆菌 ３Ｇ２
（１６Ｓ ｒＲＮＡ 的 ＧｅｎＢａｎｋ 序列号为 ＯＰ５６３７２７），分离

自 １３号河豚的肝脏组织，发酵液产量为 ３５ ｎｇ ／ ｍＬ，
复筛浓缩 ６ 倍后 ＥＬＩＳＡ 显示结果为 ２２７．２４ ｎｇ ／ ｍＬ，
显著差异性分析表明 ３Ｇ２ 浓缩后样品与未浓缩相

比具有极显著差异（Ｐ＜０．０００１，图 ２）。

图 １　 ＥＬＩＳＡ ＴＴＸ标准曲线

Ｆｉｇ． １　 ＥＬＩＳＡ ＴＴＸ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

２．３　 河豚毒素生产菌的透析培养

细菌在海水中生长繁殖更符合其原始的海洋自

然环境，对菌株产 ＴＴＸ 的稳定性也有一定的提升。
而透析培养后，在下游分离纯化过程中，减少了培养

基中大分子杂质的干扰。 岳田芳等通过传统摇床发

酵法在相同的 ２２１６Ｅ 培养基条件下获得的 ＴＴＸ 生

产菌干重为 １．３８ ｇ ／ Ｌ，且在装液量为 １５０ ｍＬ（１ Ｌ三

角瓶）时菌体干重最大，继续增加培养液菌体干重

反而有所下降［５］。 本研究采用的透析培养法可以

通过在透析膜间隔条件下，向培养基室不断流加新

鲜培养基，使细菌培养室在通气良好时达到高密度

图 ２　 标准品及样品反竞争性 ＥＬＩＳＡ
Ｆｉｇ． ２　 Ａｎｔｉ⁃ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ＥＬＩＳＡ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ

增长。 经透析培养收集的菌液粘稠浑浊度高，离心

冻干后干菌重达到 １５． ３ ｇ ／ Ｌ，产量比传统摇床发

酵［５］提高了近 １０倍。
２．４　 小鼠生物毒性检测

小鼠腹腔注射 ０．５ ｍＬ上述透析培养液 １ ｍｉｎ后
出现染毒症状。 主要表现为进行性活动减弱，呼吸

困难，蜂腰症状明显。 随着时间延长，基本无主动活

动能力，毛发竖立，最后抽搐衰竭而亡。 雌雄小鼠染

毒症状有差异，雄性比雌性先期 １ ｈ 死亡。 所有小

鼠 １０ ｈ内全部死亡。
２．５　 试纸条检测

试纸条结果左侧为 ＥＬＩＳＡ 检测 ＴＴＸ 含量低的

两株菌发酵液，右侧为筛出的两株高产量菌发酵

浓缩液（图 ３），左侧两纸条显示两条杠为阴性，右
侧两试纸条均显示一条杠为阳性。 已知试纸条检

出限为 １００ ｎｇ ／ ｍＬ［９］ ，进一步验证其 ＥＬＩＳＡ结果的

正确性。

图 ３　 发酵液试纸条检测结果

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ
ａ、ｂ： ＴＴＸ含量低的两株菌发酵液；ｃ、ｄ： ３Ｇ２菌株发酵液。

２．６　 高效液相色谱鉴定

对于复筛毒性最强的菌株 ３Ｇ２ 发酵提取液经
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过免疫共沉淀，使其得到初步纯化后，进行 ＨＰＬＣ 分

析，结果表明菌株样品与标准品出现一致的波峰

（检测波长 ２１０ ｎｍ，图 ４），其保留时间与 ＴＴＸ 标准

品一致，初步证实菌株 ３Ｇ２ 发酵液提取物得到的毒

性成分为 ＴＴＸ。
２．７　 菌株 ３Ｇ２生理生化特征及进化树构建

菌株 ３Ｇ２菌落呈白色，不透明，直径 ２ ～ ５ ｍｍ，
表面湿润光滑，边缘整齐，为革兰氏阳性菌；菌体细

胞为杆状，产芽孢，芽孢圆形或柱形，生理生化指标

鉴定结果如下（表 １）。 对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序结果进行

ＢＬＡＳＴ分析，菌株 ３Ｇ２与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．ｓｔｒａｉｎ ７００５４ 相

似度为 ９９．８６％。 下载与目的序列相似度较高的序

列以及筛选出的其他菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列构建系统

进化树， 通过进化树分析可以看出菌株 ３Ｇ２在进化

关系 上 与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｎｔｈｒａｃｉｓ、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ 接 近

（图 ５）。

图 ４　 菌株 ３Ｇ２发酵样品及 ＴＴＸ标准品色谱图

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ３Ｇ２ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅ
ａｎｄ ＴＴＸ ｓｔａｎｄａｒｄ

表 １　 菌株 ３Ｇ２ 的生理生化特征

Ｔａｂ． １　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ３Ｇ２

生理生化指标 反应型 生理生化指标 反应型 生理生化指标 反应型 生理生化指标 反应型 生理生化指标 反应型

糊精 ＋＋ Ｄ⁃麦芽糖 ＋ Ｄ⁃海藻糖 ＋＋ Ｄ⁃纤维二糖 ＋ 龙胆二糖 ＋＋

蔗糖 ＋＋ 松二糖 ＋＋ 水苏（四）糖 ＋＋
阳性对照

（芽孢杆菌类）
＋＋ ｐＨ ６ ＋＋

ｐＨ ５ － Ｄ⁃棉子糖 ＋＋ α⁃Ｄ⁃乳糖 ＋ Ｄ⁃蜜二糖 ＋
β⁃甲基⁃Ｄ⁃
葡萄糖苷

＋＋

Ｄ⁃水杨苷 ＋＋
Ｎ⁃乙酰⁃Ｄ⁃
氨基葡萄糖

＋＋
Ｎ⁃乙酰基⁃
β⁃Ｄ⁃甘露糖胺

＋＋
Ｎ⁃乙酰基⁃
Ｄ⁃半乳糖胺

＋＋ Ｎ⁃乙酰神经胺酸 ＋＋

１％ ＮａＣｌ ＋＋ ４％ ＮａＣｌ ＋＋ ８％ ＮａＣｌ ＋＋ α⁃Ｄ⁃葡萄糖 ＋ Ｄ⁃甘露糖 ＋

Ｄ⁃果糖 ＋＋ Ｄ⁃半乳糖 ＋＋ ３⁃甲基⁃葡萄糖 ＋ Ｄ⁃岩藻糖 ＋＋ Ｌ⁃岩藻糖 ＋＋

Ｌ⁃鼠李糖 ＋ 肌苷 ＋＋ １％乳酸钠 ＋＋ 夫地西酸 － Ｄ⁃丝氨酸 ＋＋

Ｄ⁃山梨糖醇 ＋＋ Ｄ⁃甘露醇 ＋＋ Ｄ⁃阿拉伯糖醇 ＋＋ 肌醇 ＋＋ 甘油 ＋＋

Ｄ⁃葡萄糖

⁃６⁃磷酸
＋＋ Ｄ⁃果糖⁃６⁃磷酸 ＋＋ Ｄ⁃天冬氨酸 ＋ Ｄ⁃丝氨酸 ＋＋ 醋竹桃霉素 ＋＋

利福霉素 ＋＋ 二甲胺四环素 － 明胶 ＋＋
甘氨酰⁃Ｌ⁃
脯氨酸

＋＋ Ｌ⁃丙氨酸 ＋＋

Ｌ⁃精氨酸 ＋＋ Ｌ⁃天冬氨酸 ＋＋ Ｌ⁃谷氨酸 ＋＋ Ｌ⁃组氨酸 ＋＋ Ｌ⁃焦谷氨酸 ＋＋

Ｌ⁃丝氨酸 ＋＋ 林肯霉素 ＋＋ 盐酸胍 ＋＋ 硫酸四癸钠 － 果胶 ＋＋

Ｄ⁃半乳糖醛酸 ＋＋ Ｌ⁃半乳糖酸内酯 ＋ Ｄ⁃葡萄糖酸 ＋＋ Ｄ⁃葡萄糖醛酸 ＋＋ 葡萄糖醛酰胺 ＋＋

粘酸 ＋＋ 奎宁酸 ＋＋ Ｄ⁃糖酸 ＋＋ 万古霉素 ＋＋ 四唑紫 ＋＋

四唑蓝 ＋＋ 对羟基苯乙酸 ＋＋ 丙酮酸甲酯 ＋＋ Ｄ⁃乳糖甲酯 ＋＋ Ｌ⁃乳酸 ＋＋

柠檬酸 ＋＋ α⁃酮戊二酸 ＋＋ Ｄ⁃苹果酸 ＋＋ Ｌ⁃苹果酸 ＋＋ 溴琥珀酸 ＋

萘啶酸 － 氯化锂 ＋＋ 亚碲酸钾 ＋＋ 吐温 ４０ ＋＋ γ⁃氨基丁酸 ＋＋

α⁃羟基丁酸 ＋＋ β⁃羟基⁃Ｄ，Ｌ⁃丁酸 ＋＋ α⁃酮丁酸 ＋＋ 乙酰乙酸 ＋＋ 丙酸 ＋＋

乙酸 ＋＋ 蚁酸 ＋＋ 氨曲南 ＋＋ 丁酸钠 ＋＋ 溴酸钠 －

　 　 注：“＋＋”、“＋”表示阳性结果；“－”表示阴性结果。
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图 ５　 菌株 ３Ｇ２的系统进化树分析

Ｆｉｇ． ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ３Ｇ２

２．８　 讨论

从各种携带 ＴＴＸ的生物体及海洋、淡水中发现

了 １５０ 多株 ＴＴＸ 产生菌，其中 ３１ 个为细菌［１４］。 最

常见的 ＴＴＸ产生菌有芽孢杆菌属、假单胞菌属、气
单胞菌属、弧菌属、希瓦式 菌 属［１５］。 如 Ｗｕ 等

（２００５）从渤海河豚中分离出 ３６ 株细菌，其中 ３２ 株

芽孢杆菌为优势菌［１６］。 然而分离鉴定出的细菌所

产 ＴＴＸ 含量大多很低，很难满足工业化需求，比
Ｙａｎｇ等（２０１０）从暗纹东方鲀（Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｏｂｓｃｕｒｕｓ）中
分离出一株气单胞菌，ＴＴＸ 产量为 １．８８ ｎｇ ／ ｍＬ［１７］。
Ｗａｎｇ等（２０１０）从暗色东方鲀（Ｆｕｇｕ ｏｂｓｃｕｒｕｓ）中分

离出一株梭状芽孢杆菌，２００ ｍＬ 发酵培养物中用小

鼠生物检测法测定 ＴＴＸ含量为 ２３．９ ＭＵ［１８］。 Ｙｕ 等

（２０１１）从星点东方鲀（Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｎｉｐｈｏｂｌｅｓ）肠道中分

离出一株拉乌尔菌（Ｒａｏｕｌｔｅｌｌａ ｔｅｒｒｉｇｅｎａ），培养 ２４ ｈ
后，培养基通过 ＥＬＩＳＡ 法测定产生 ＴＴＸ 含量为 ４．３

ｎｇ ／ ｍＬ［１９］。 近些年国内外对产 ＴＴＸ 菌株的研究主

要集中在 ＴＴＸ的中和、免疫抗体研发、高通量测序、
宏基因组学研究等，如 Ｂｉｅｓｓｙ 等（２０２０）利用高通量

测序评估了新西兰蛤蜊中 ＴＴＸ和非 ＴＴＸ细菌群落，
结果表明弧菌和芽孢杆菌菌群可能是其 ＴＴＸ 的来

源［２０］。 目前对筛选 ＴＴＸ 生产菌进行发酵实验较

少，陆燕等（２０１０）通过杂合设计对发酵条件进行优

化， ＴＴＸ 产量从 ６６６． ６５ ｎｇ ／ Ｌ 提高 到 １ ９００． ６０
ｎｇ ／ Ｌ［２１］。 虽然有一定的作用，但是提高 ＴＴＸ 产量

的效果仍不理想，需要开发新的研究方法以提高

ＴＴＸ产量。
本研究为首次利用 ＥＬＩＳＡ 与胶体金联合的方

法进行简便有效的大规模初筛验证，确认得到的高

产菌株，而经过放大发酵培养后 ＴＴＸ含量仍然有 ３５
ｎｇ ／ ｍＬ。 由于 ＴＴＸ产生菌在细菌培养物中往往 ＴＴＸ
水平太低以及培养基杂质干扰无法达到检出限，通
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常只能采用色谱柱分离浓缩或者更加精密的检测仪

器［１４］，而本研究提出一种利用免疫共沉淀即可从发

酵产物中快速分离浓缩 ＴＴＸ 的方法。 后期我们准

备继续由该菌株作为出发菌，进行杂合正交实验以

优化透析培养条件，进一步提高产量、实现工业生产

规模，为之后利用其生产的 ＴＴＸ 开发止痛贴、戒毒

针剂、医疗美容产品等提供支持。

３　 结论

通过河豚毒素 ＥＬＩＳＡ 检测手段初筛毒性较强

的河豚并从其组织中分离菌株，在分离到的 １１２ 株

菌株中选择毒素含量最高的一株芽孢杆菌 ３Ｇ２ 进

行透析培养，得到的透析培养液经 ＥＬＩＳＡ 检测 ＴＴＸ

含量为 ３５ ｎｇ ／ ｍＬ。 通过小鼠毒性试验和胶体金的

方法再次验证，并与 ＴＴＸ 标准品一同对比进行

ＨＰＬＣ检测，证实发酵液所分离得到的毒性成分确

定为 ＴＴＸ，验证了所筛菌株的药理学特性、产毒性，
更反映了透析培养法的高效产能，后续还可以通过

继续优化发酵条件提高毒素产量。 此外生长在透析

器海水室中的生产菌株因为其环境更接近原始海洋

生长环境，因此具有更高的 ＴＴＸ 遗传稳定性，同时

透析膜使得大分子杂质得以初步去除，通过不断更

换新鲜培养基实现的连续培养更有利于后续大规模

工业化应用。 本研究进一步证实了河豚毒素外源性

假说，并初步验证透析培养法对后续工业生产河豚

毒素的优越性，为后续商业应用提供实践性基础。
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