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节球藻和柱胞藻毒素免疫分析的

前处理方法研究
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摘要：采用固相萃取前处理技术和酶联免疫吸附（ＥｎｚｙｍｅＬｉｎｋｅｄＩｍｍｕｎｏＳｏｒｂｅｎｔＡｓｓａｙｓ，

ＥＬＩＳＡｓ）检测技术，研究了水样中节球藻和柱胞藻毒素的免疫前处理方法．由于两种藻毒素极

性差异较大，分别对水样中节球藻和柱胞藻毒素采用不同的前处理方法，具体如下．①节球藻毒

素：先后用１０ｍＬ甲醇和１０ｍＬ纯水活化Ｃ１８柱，以３～４ｍＬ／ｍｉｎ的速度上样后用１０ｍＬ纯水

淋洗，再用１２ｍＬ甲醇洗脱节球藻毒素，氮气吹干后纯水定容至１ｍＬ待测．②柱胞藻毒素：先

后用１０ｍＬ甲醇和１０ｍＬ纯水活化碳黑固相萃取柱，以２～３ｍＬ／ｍｉｎ的速度上样后用１０ｍＬ

甲醇淋洗，再用１２ｍＬ含０．１％三氟乙酸的甲醇洗脱柱胞藻毒素，氮气吹干后用０．１％氨水定容

至１ｍＬ待测．结果表明，这两种前处理方法对节球藻与柱胞藻毒素的ＥｌＩＳＡｓ检测能保证有较

好的回收率，加标回收率可分别达到９９．４％和７７％．
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０　引　　言

自１８７８年ＧｅｏｒｇｅＦｒａｎｃｉｓ报道第一起澳大利亚有毒蓝藻水华事件以来
［１］，全世界范围

内由于加速的水体富营养化（ｅｕｔｒｏｐｈｉｃａｔｉｏｎ）现象而产生的淡水水华越来越多．有毒藻类形

成的水华或赤潮越来越频繁地出现在沿海及内陆水域，欧洲、美洲、非洲、大洋洲、中东和亚

洲等地区均出现过蓝藻引发的水华［２］，其中有５０％～７５％的蓝藻水华会产生藻毒素
［３］，并

以微囊藻、节球藻和柱胞藻藻毒素最为常见．它们主要通过饮水或食用被毒素污染的水产品

等途径进入人体，进而影响人类健康［４］．目前对微囊藻毒素的研究较为普遍，而同样广泛发

生的节球藻和柱胞藻毒素由于技术的原因（微量、干扰严重及前处理复杂等）研究较少．节球

藻毒素（Ｎｏｄｕｌａｒｉｎｓ，ＮＯＤ）是一种环状的五肽肝毒素，主要作用于肝脏，能抑制丝氨酸／苏

氨酸蛋白磷酸酶１和２Ａ的活性，具有强烈的促肝肿瘤的作用
［５］，它不仅是肿瘤促进剂，也

是直接的致癌物质［６］．柱胞藻毒素（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｓｐｅｒｍｏｐｓｉｎｓ，ＣＹＮ）是近年来才发现的一种生

物碱类肝毒素，主要作用于肝脏和肾脏组织，能够抑制蛋白质的合成，以共价修饰改变ＤＮＡ

或ＲＮＡ引起基因损伤．柱胞藻毒素及其代谢物能够作用于细胞分裂过程中的纺锤体或着

丝粒，导致整个染色体丢失［７］．目前对于节球藻和柱胞藻毒素的分析方法几乎空白，而节球

藻和柱胞藻毒素在实际饮用水中的污染问题却日渐严重，因此急需一种灵敏、快速、准确的

方法对其进行检测和定量．

对于藻毒素的前处理研究主要运用于高效液相色谱法等化学检测中，免疫检测的样品

都不经过前处理，水样过滤后直接进行免疫检测．由于水样的复杂背景会影响免疫检测的效

果，同时考虑到免疫检测的特殊性，应用于化学检测中的前处理程序也不能直接用于免疫检

测．因此，本文在综合国内外文献的基础上，采用比较研究的方法，以ＳＰＥ技术和ＥＬＩＳＡｓ

为手段，对节球藻和柱胞藻藻毒素的富集前处理做了重点研究．在杂质淋洗和目标化合物洗

脱等关键过程优化的基础上，建立了这两种藻毒素的前处理方法，以保证水体中痕量毒素检

测的快速性和准确性．

１　材料与方法

１．１　仪器和材料

Ｃ１８反相固相萃取柱（Ｗａｔｅｒｓ，美国）；碳黑固相萃取小柱（ＣＮＷ，德国）；０．２２μｍ水相滤

膜（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ，美国）；酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ，美国）；超纯水系统 （ＭｉｌｌｉＱ，美国）；甲醇（ＳＩＧ

ＭＡ，美国）；甲酸、三氟乙酸（ＡＣＲＯＳ，美国）；节球藻毒素／柱胞藻毒素检测试剂盒（Ｂｅａｃｏｎ

９０１
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美国）．

１．２　节球藻和柱孢藻毒素的检测步骤

按照试剂盒说明书操作进行．

１．３　实验方法

藻毒素的固相萃取前处理流程为：活化柱子→上样→淋洗→洗脱→吹干定容→Ｅｌｉｓａ

检测．

本次实验对该流程中节球藻毒素的淋洗，柱胞藻毒素的柱子活化及洗脱给予了重点优

化，具体步骤如下．

１．３．１　节球藻毒素淋洗方式优化

１００ｍＬ纯水中加入１ｍＬ１μｇ／Ｌ的ＮＯＤ标样，混匀后通过预先经１０ｍＬ纯甲醇和

１０ｍＬ纯水活化的Ｃ１８固相萃取柱，流速３～４ｍＬ／ｍｉｎ，然后分别用１０ｍＬ纯水、１０％甲醇和

２０％的甲醇淋洗，每组做３个平行加标和１个空白对照，１２ｍＬ纯甲醇洗脱，收集于底部有

刻度的梨形烧瓶中，洗脱液在３５℃下用氮吹仪吹干，氮吹过程中用少量纯甲醇淋洗瓶壁，吹

干后用纯水定容至１ｍＬ，并利用水相针式过滤器（０．２２μｍ）过滤到样品瓶中，根据１．２步骤

检测，对比纯水、１０％甲醇和２０％甲醇三者的淋洗效果．

１．３．２　节球藻毒素湖水加标实验

取０．２２μｍ水相滤膜过滤后的淀山湖水１００ｍＬ，加入１ｍＬ１μｇ／Ｌ的 ＮＯＤ标样，混

匀，上样后用１０ｍＬ纯水淋洗，其它步骤同１．３．１．做３个平行加标和１个空白对照．

１．３．３　柱胞藻毒素固相萃取柱活化方式

碳黑固相萃取小柱的活化有两种方式：Ａ组用１０ｍＬ纯甲醇和１０ｍＬ纯水活化，Ｂ组

用１０ｍＬ甲醇和１０ｍＬ０．１％甲酸水溶液活化，两组分别做３个平行加标和１个空白对照．

１００ｍＬ纯水中加入１ｍＬ１μｇ／Ｌ的ＣＹＮ标样混匀，然后以２～３ｍＬ／ｍｉｎ的速度通过活化

的碳黑固相萃取柱，用１２ｍＬ含０．１％三氟乙酸的甲醇洗脱，收集于底部有刻度的梨形烧瓶

中，洗脱液于３５℃下用氮吹仪吹干，氮吹过程中用少量纯甲醇淋洗瓶壁，吹干后用０．１％氨

水定容至１ｍＬ，并利用水相针式过滤器（０．２２μｍ）过滤到样品瓶中，根据１．２步骤检测得出

结果，对比两种活化方式的效果．

１．３．４　柱胞藻毒素洗脱溶剂优化

选择１０ｍＬ纯甲醇和１０ｍＬ纯水活化碳黑固相萃取小柱，采用纯水加标的方式，选择

含１％甲酸的５０％甲醇和含０．１％三氟乙酸的甲醇作为洗脱溶剂，其他步骤同１．３．３，对比

两种洗脱溶剂的效果，每组分别做３个平行加标和１个空白对照．

１．３．５　柱胞藻毒素湖水加标实验

取０．２２μｍ水相滤膜过滤后的淀山湖水１００ｍＬ，加入１ｍＬ２μｇ／Ｌ的ＣＹＮ标样，混

匀，用１０ｍＬ纯甲醇和１０ｍＬ纯水活化碳黑固相萃取小柱，用含０．１％三氟乙酸的甲醇为

洗脱溶剂，其他步骤同１．３．３．做３个平行加标和１个空白对照．

２　实验结果

２．１　节球藻毒素优化实验结果

２．１．１　节球藻毒素淋洗方式优化

纯水、１０％甲醇和２０％甲醇三者的淋洗效果如表１．结果显示，淋洗中随着甲醇浓度的

０１１
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增加，回收率逐渐降低，即淋洗损失的毒素也越来越多，而纯水淋洗则能够保证回收率在

８０．６％．因此，节球藻毒素的淋洗中，本实验选择纯水作为淋洗溶剂，以减少在这一过程中毒

素的损失，保证回收率．

表１　淋洗方式优化

Ｔａｂ．１　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｕｒｇｅｓｏｌｖｅｎｔ

淋洗方式 加标／（μｇ·Ｌ
－１） 空白 回收率／％ ＲＳＤ（狀＝３）／％

纯水 ０．８０６２ ０ ８０．６ ７．５６

１０％甲醇 ０．７３３７ ０ ７３．４ １０．２

２０％甲醇 ０．１６６７ ０ １６．７ ５．２５

２．２　节球藻毒素湖水加标实验

淋洗方式的优化结果显示纯水的淋洗效果较好，为了验证在实际水样中整个固相萃取

流程的效果，做了湖水加标实验．结果如表２所示．选择纯水淋洗、甲醇洗脱的整个固相萃取

流程回收率为８３％～１０６．７％，平均回收率为９４．３％，表明该固相萃取流程能够作为实际水

体中节球藻毒素免疫检测的前处理方法．

表２　犖犗犇湖水加标结果

Ｔａｂ．２　ＲｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆＮＯＤａｄｄｅｄｉｎｌａｋｅｗａｔｅｒ

样品 加标／（μｇ·Ｌ
－１） 空白／（μｇ·Ｌ

－１） 回收率／％

样品１ １．３２４３ ０．３９１４ ９３．３

样品２ １．２２１５ ０．３９１４ ８３．０

样品３ １．４５８３ ０．３９１４ １０６．７

２．３　节球藻毒素优化后方法

优化后的节球藻毒素前处理方法如下：分别用１０ｍＬ甲醇和１０ｍＬ纯水活化柱子，以

流速３～４ｍＬ／ｍｉｎ上样，然后用１０ｍＬ纯水淋洗，１２ｍＬ甲醇洗脱，洗脱液于３５℃下用氮

气吹干，纯水定容至１ｍＬ，４℃保存待测．整个流程如下，其中重点优化步骤为淋洗方式．

活化柱子→上样→１０ｍＬ纯水淋洗→１２ｍＬ甲醇洗脱→吹干定容→Ｅｌｉｓａ检测．

２．４　柱胞藻毒素固相萃取柱活化方式

纯水活化与０．１％甲酸水活化的效果对比如表３．结果显示，两者都能保证实验的回收

率，但是纯水活化的效果更好，而且取材方便．因此柱胞藻毒素固相萃取柱的活化就选择纯

水，即选择１０ｍＬ纯甲醇和１０ｍＬ纯水活化碳黑固相萃取小柱．

表３　固相萃取柱活化方式

Ｔａｂ．３　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

活化方式 加标／（μｇ·Ｌ
－１） 空白 回收率／％ ＲＳＤ（狀＝３）／％

纯水 １．０６６ ０ １０６．６ ５．８

０．１％甲酸水 ０．９１６５ ０ ９１．６５ ９．２

２．５　柱胞藻毒素洗脱溶剂优化

用含１％甲酸的５０％甲醇和含０．１％三氟乙酸的甲醇作为洗脱溶剂，对比两种溶剂的

洗脱效果，结果如表４所示．两者都能充分洗脱柱胞藻毒素，回收率分别是１００．４％和

１１８．７％，由于后者在氮吹过程中比前者速度快，因此，洗脱溶剂就选择０．１％三氟乙酸的甲

醇，既能较快完成氮吹过程，又能充分洗脱毒素，提高效率．
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表４　洗脱溶剂优化结果

Ｔａｂ．４　Ｏｐｔｉｍｉｓａｔｉｏｎｏｆｅｌｕｅｎｔ

洗脱溶剂 加标／（μｇ·Ｌ
－１） 空白 回收率／％ ＲＳＤ（狀＝３）／％

１％甲酸的５０％甲醇 １．００３５ ０ １００．４ ５．５

０．１％三氟乙酸的甲醇 １．１８７ ０ １１８．７ ６．１９

２．６　柱胞藻毒素湖水加标实验

根据柱胞藻毒素固相萃取柱活化方式及洗脱溶剂的优化结果，即１０ｍＬ纯甲醇和

１０ｍＬ纯水活化柱子，０．１％三氟乙酸的甲醇洗脱毒素，采用湖水加标的方式验证整个流程

在实际水样检测中的效果，结果如表５所示．由此发现，１０ｍＬ纯甲醇和１０ｍＬ纯水活化碳

黑固相萃取柱，０．１％三氟乙酸的甲醇洗脱，对实际水样中柱胞藻毒素的检测，能保证有较好

的回收率，可以作为实际水样中柱胞藻毒素免疫检测的前处理过程．

表５　犆犢犖湖水加标结果

Ｔａｂ．５　ＲｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆＣＹＮａｄｄｅｄｉｎｌａｋｅｗａｔｅｒ

样品 加标／（μｇ·Ｌ
－１） 空白 回收率／％

样品１ １．５６６ ０ ７８

样品２ １．５４４６ ０ ７７

样品３ １．５２３１ ０ ７６

２．７　柱胞藻毒素优化后方法

柱胞藻毒素的前处理优化方法中对柱子的活化方式和毒素的洗脱溶剂进行了重点优化

优，具体步骤为：１０ｍＬ甲醇和１０ｍＬ纯水活化碳黑固相萃取小柱，以２～３ｍＬ／ｍｉｎ的速度

上样，然后用１０ｍＬ甲醇淋洗，用１２ｍＬ含０．１％三氟乙酸的甲醇洗脱毒素，洗脱液在３５℃

条件下氮气吹干，用０．１％氨水定容至１ｍＬ，４℃保存待测．整个流程为：活化柱子→上样→

１０ｍＬ甲醇淋洗→０．１％三氟乙酸甲醇洗脱→吹干０．１％氨水定容→Ｅｌｉｓａ检测．

３　讨　　论

ＥＬＩＳＡｓ是应用最为广泛的一种免疫检测方法，其基本原理是把抗原抗体反应的特异

性和敏感性与酶的高效催化作用相结合．它在实际检测中具有一系列的优势，如灵敏度高、

检测速度快等，自１９９０年ＥＬＩＳＡｓ就开始用于藻毒素的检测
［８］．但在实际水样的检测中，由

于毒素含量低，水样背景复杂，干扰因素多，在分析前一般需要对样品进行预富集．目前用固

相萃取柱（ＳｏｌｉｄＰｈａｓｅＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＰＥ）对藻毒素水样进行富集的方法已有很多研究．

在节球藻毒素的固相萃取中，洗脱液一般用纯甲醇［９１１］，也有少数采用含有０．１％三氟

乙酸的甲醇［１２］．在本实验的ＥＬＩＳＡｓ检测中，ＨＲＰ标记的毒素与样品中的毒素竞争结合数

量有限的抗体位点．研究显示
［１３］，极少量的三氟乙酸也能强烈抑辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）的

活性，甲醇对ＨＲＰ也有着明显的抑制作用，从而造成假阳性结果．因此本文选取纯甲醇作

为洗脱溶剂，氮气吹干后纯水定容，避免了有机溶剂对ＥＬＩＳＡｓ反应中ＨＲＰ活性的干扰．湖

水加标结果显示，该方法回收率为８３％～１０６．７％，平均为９４．３％，能够满足环境样品免疫

检测的前处理需要．

对于柱胞藻毒素的固相萃取前处理，由于它的极性很强，在各种固相萃取柱上的保留效

果都不是很好，有关环境水样中柱胞藻毒素的富集方法研究尚少．一般是将毒素从藻细胞或
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水样中萃取出来后直接进行 ＨＰＬＣＰＤＡ或 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析．Ｓａｃｈｉｋｏ
［１４］利用阴离子交

换原理在ＯａｓｉｓＭＡＸ柱上富集环境水样中的柱胞藻毒素，Ｍｅｔｃａｌｆ
［１５］用Ｃ１８柱和碳黑小柱串

联富集水样中的柱胞藻毒素，把Ｃ１８柱接在碳黑小柱前以除去水样中非极性或弱极性干扰

物，得到了满意的富集效果．目前，国内关于柱胞藻毒素的富集分析方法很少．参考文献发

现，根据所选柱子的不同，一般有两种不同的富集方法：甲醇—纯水作活化液，１％甲酸的

５０％甲醇作洗脱液
［１６］，或者是甲醇—含０．１％甲酸的纯水作活化液，０．１％三氟乙酸的甲醇

作洗脱液［１７］．本实验通过纯水加标的方式对这两种活化方式和洗脱溶剂进行了优化．如前

文所述，ＥＬＩＳＡｓ检测中ＨＲＰ标记的柱胞藻毒素与水样中的毒素竞争结合有限的抗体，而

ＨＲＰ活性很容易被酸抑制，因此需要考虑氮气吹干后洗脱液中残留的酸对 ＨＲＰ的影响．

故在洗脱液吹干定容时用０．１％氨水定容，以避免残留液中的酸抑制ＨＲＰ活性造成假阳性

的结果．湖水加标结果显示，该方法回收率为７６％～７８％，平均为７７％，能够满足环境样品

免疫检测的前处理需要．

４　结　　论

ＷＴＯ及我国的饮用水标准规定，水体中微囊藻毒素ＬＲ含量不能高于１μｇ／Ｌ．对于节

球藻和柱孢藻毒素，由于发现较晚且研究资料有限，目前还没有国家和组织对其进行含量限

制．因此，本文的前处理方法可为相关标准的建立提供基础依据．

本文的节球藻和柱胞藻毒素的免疫前处理过程如下：①节球藻毒素　分别用１０ｍＬ甲

醇和１０ｍＬ纯水活化柱子，３～４ｍＬ／ｍｉｎ的速度上样后１０ｍＬ纯水淋洗，１２ｍＬ甲醇洗脱，

洗脱液在３５℃条件下氮气吹干后用纯水定容至１ｍＬ，４℃保存待测．②柱胞藻毒素　分别

用１０ｍＬ甲醇和１０ｍＬ纯水活化碳黑固相萃取小柱，２～３ｍＬ／ｍｉｎ的速度上样后１０ｍＬ

甲醇淋洗，１２ｍＬ含０．１％三氟乙酸的甲醇洗脱，洗脱液在３５℃条件下氮吹仪吹干后用

０．１％氨水定容至１ｍＬ，４℃保存待测．这两种前处理方法对节球藻和柱胞藻毒素的ＥＬＩ

ＳＡｓ检测能保证有较好的回收率，加标回收率可达到９４．３％和７７％，能够满足环境样品免

疫检测的前处理需要，可用于环境水样的监测，确保广大居民的饮用水安全．同时本方法的

研究结果也能为建立节球藻和柱胞藻毒素的ＥＬＩＳＡ检测标准提供依据．
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