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秦皇岛近岸海域脂溶性藻毒素污染状况与来源分析 
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摘要: 2016 年以来, 秦皇岛地区多次出现麻痹性贝类毒素导致的中毒事件, 但对于该海域脂溶性藻毒

素的污染状况仍不够了解。2020—2021 年, 本研究通过对秦皇岛近岸海域为期 1年的现场采样调查, 应

用高效液相色谱-质谱联用手段检测了浓缩浮游植物和贻贝(Mytilus galloprovincialis)、牡蛎(Crassostrea 

gigas)和扇贝(Chlamys farreri)3种贝类中脂溶性藻毒素的污染状况, 并通过高通量测序手段对浮游植物

样品中的潜在有毒藻种进行了分析。结果表明, 在秦皇岛近海浮游植物样品和贝类中均可检出扇贝毒

素-2(pectenotoxin-2, PTX2), 其中 2021 年 4—5 月浓缩浮游植物样品中的 PTX2 毒素含量达到最高值

1.36 ng/L, 贝类中的 PTX2 毒素也主要在该时段检出, 4 月 26 日 3 种贝类中均可检出 PTX2, 含量最高

达到 1.10 g/kg。对浮游植物样品的高通量测序结果表明, 样品中检测到的鳍藻序列数与毒素含量具有

显著线性相关性, 推测 PTX2 毒素主要来自样品中的渐尖鳍藻(Dinophysis accuminata)和倒卵形鳍藻(D. 

fortii)等。综合一年的调查结果表明, 秦皇岛近岸海域的脂溶性藻毒素主要为 PTX2, 其污染状况在春

季最高, 由于贝类中 PTX2 毒素含量很低, 引发脂溶性藻毒素中毒事件的风险较小。本文调查结果可为

秦皇岛近岸海域有害藻华和藻毒素的监测研究工作提供依据。 
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海洋中的部分微藻可以产生高活性的藻毒素 , 

能够在双壳类等软体动物体内累积, 危害人类健康。

目前已发现的赤潮藻毒素及其衍生物约有 200 多种[1], 

根据其化学结构, 可以将常见藻毒素分为大田软海

绵酸毒素(okadaic acid, OA)、扇贝毒素(pectenotoxin, 

PTX)、虾夷扇贝毒素(yessotoxin, YTX)、环亚胺类毒

素 (cyclicimine, CI) 、 氮 杂 螺 环 酸 类 (azaspiracid, 

AZA)、短裸甲藻毒素(brevetoxin, BTX)、软骨藻酸毒

素(domoic acid, DA)和石房蛤毒素(saxitoxin, STX)等

8 类[2]。其中, 除 DA 和 STX 类毒素易溶于水外, 其

他藻毒素因极性低 , 更易溶于有机溶剂 , 因此统称

为脂溶性藻毒素(lipophilic marine toxins, LMTs)。因

脂溶性藻毒素导致的中毒事件在全球许多沿海国家

都有报道[3]。 

近年来, 我国近海多次出现赤潮藻毒素导致的食

用海产品中毒事件。2016 年 5 月, 河北省秦皇岛海域

发生了一起食用紫贻贝引起的中毒事件[4], 造成多人

中毒, 类似中毒事件之后也有发生。对贝类和浮游植 

物的分析表明, 中毒事件是由麻痹性贝类毒素造成, 

毒 素 主 要 来 源 于 一 种 产 毒 的 链 状 亚 历 山 大 藻

(Alexandrium catenella)[5]。与我国近海其他海域相比, 

秦皇岛近岸海域的链状亚历山大藻只产生高毒性的

氨甲酰基类毒素, 导致中毒事件的风险较高。但是, 

对于该海域脂溶性藻毒素污染状况缺少认识, 该海域

是否存在脂溶性藻毒素导致中毒的风险不清, 有必要

进行系统研究。 

脂溶性藻毒素结构复杂, 种类繁多, 如何高效分

析各类藻毒素是一个巨大的挑战。近年来, 随着液相
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色谱-质谱联用技术的快速发展, 液-质联用技术在脂

溶性藻毒素分析中得到广泛应用[6]。由于各类脂溶性

藻毒素的化学性质相近, 可以利用液相色谱对毒素进

行初步分离, 结合质谱检测器强大的定性分析能力, 

从而实现对各类藻毒素的同步检测。自 2003 年以来, 

相关学者先后研发了多种脂溶性藻毒素的同步分析

方法[7-9], 显著提高了对近海藻毒素污染状况的认识。

应用液-质联用分析手段, 在我国近海采集的贝类、浮

游植物、海水和沉积物等样品中检测到了 OA、PTX、

YTX、CI、AZA 等大部分已知的脂溶性藻毒素[10-21], 

为针对性地开展脂溶性藻毒素检测和监测奠定了基

础。但是, 已有工作大多为短时间内完成的大面调查, 

缺少对特定海域的长时间精细调查。在秦皇岛近岸海

域, 长时间序列的精细调查也存在欠缺。 

目前海洋中已知的脂溶性藻毒素主要由甲藻产生, 

如鳍藻属(Dinophysis)、亚历山大藻属(Alexandrium)、

裸甲藻属(Gymnodinium)、原甲藻属(Prorocentrum)、原

多甲藻属(Protoperidinum)及凯伦藻属(Karenia)中的部

分藻种等[2, 22]。在以往工作中, 对于调查海域脂溶性藻

毒素的来源缺少针对性分析, 多数工作只能依据检测

到的藻毒素组分, 结合对培养甲藻产毒状况的分析结

果进行推测。近年来, 随着高通量测序技术的快速发

展, 宏条码技术开始逐渐应用于浮游植物群落组成分

析中[23], 在有害藻华研究中也得到了很好的应用。高

通量测序方法可通过提供浮游植物组成的详细信息, 

揭示我国近海有毒有害藻种的多样性, 也为染毒藻种

的筛查提供了一种新的技术手段[16, 24-25]。 

针对秦皇岛近岸海域潜在的藻毒素污染问题 , 

本研究选择多个采样点, 进行了为期一年的连续观

测, 应用液-质联用方法分析了浓缩浮游植物和贝类

样品中的藻毒素污染状况, 并通过宏条形码手段分

析了鳍藻属藻种情况, 初步探讨了该海域脂溶性藻

毒素的污染风险及其毒素来源。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集与处理 

在渤海秦皇岛近岸海域设置四个采样点 SHG-1 

(119.74°N, 39.94°E)、SHG-2(119.80°N, 39.89°E)、SHG-3 

(119.63°N, 39.90°E)和SHG-4(119.69°N, 39.84°E) (图1), 

进行样品采集。于 2020 年 8 月—2021 年 7 月期间进行

样品采集, 根据每次采样分析结果所反映出的藻华发

生情况和贝类中毒素污染状况, 适当调整采样时间, 

期间共采样 15 次。 

 

图 1  渤海秦皇岛近岸海域毒素样品采集站位示意图 

Fig. 1  Sampling sites along the coast of Qinhuangdao in 
the Bohai Sea 

 
在每一站点泵采表层海水 1 000 L, 先用孔径

200 µm 的筛绢过滤除去浮游动物后, 再用 20 µm 的

筛绢浓缩, 并以过滤海水调整总体积至 850 mL, 混

匀后取 200 mL 浓缩液过滤到玻璃纤维滤膜(What-

man, GF/C, 英国)上, 置于–20 ℃冷冻保存, 用于脂

溶性藻毒素分析; 另取 50 mL 藻液, 加入 2~3 mL 鲁

格试剂固定 , 常温下保存 , 用于浮游植物形态鉴

定。采集表层海水 2 L, 以 200 μm 筛绢去除浮游动

物后 , 以聚碳酸酯滤膜 (Millipore, HTTP04700, 美

国 )过滤 , 控制抽滤泵压力<50 kPa, 滤膜放入冻存

管后 , 于液氮中保存 , 用于浮游植物宏条形码分

析。贝类样品采自 SHG-1 站位附近养殖区, 共采集

贻贝样品 13 次, 在 2021 年 4—5 月的 7 次调查中还

采集了扇贝和牡蛎样品。每次采集约 1 kg 新鲜贝类, 

解剖取出软组织 , 置于–20 ℃冷冻保存 , 用于毒素

分析。 

1.2  脂溶性藻毒素分析 

脂溶性藻毒素提取参照实验室以往建立的方

法 [13-14], 简述如下 : 取冷冻保存的滤膜 , 以甲醇提

取并定容至 10 mL。取 1 g 贝类匀浆组织 , 以甲醇

提取并定容至 10 mL。毒素粗提液采用 Strata™-X

固相萃取小柱进行净化 , 将藻类提取液 (5 mL)或

贝类提取液(1 mL)以超纯水稀释成约 30%(体积分

数)的甲醇提取液上柱 , 以 1 mL 20%的甲醇溶液淋

洗后 , 抽干 , 加入 1.2 mL 含 0.3%氨水的甲醇洗脱 , 

洗脱液经 0.22 μm 有机相滤膜过滤后进行液-质联

用分析。  

脂溶性藻毒素分析参照 Gerssen 等建立的多类

藻毒素同步分析方法[8], 并略作调整[13-14]。液-质联 
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用系统包括超高效液相色谱仪 (Thermo Fisher Ul-

tiMate3000, 美国)和三重四极杆线性离子阱质谱仪

(AB Sciex, Qtrap®-4500, 美国)。色谱柱为 C18 反

相 色谱柱 (Waters, X-bridge C18, 3.5 μm, 3 mm× 

150 mm, 美国), 采用二元梯度洗脱 , 流动相 A 为

10%乙腈水溶液(6.7 mmol/L NH4OH, pH=11); 流动

相 B 为 90%乙腈水溶液(6.7 mmol/L NH4OH, pH=11), 

具体分析过程参见 Liu 等[13]。质谱检测器先以标准

毒素进行调谐, 设置质谱检测参数并对其优化。采

用正负离子快速转换的扫描方式, 通过多反应模式

(multiple reaction monitoring, MRM)对毒素进行检

测, 其中在 0~7.5 min 采用负离子扫描模式, 分析检

测 OA、DTX1、YTX; 7.5~10 min 采用正离子扫描

模式, 分析检测 AZA1; 10~14 min 采用正离子扫描

模式分析检测 SPX1、GYM、PTX2, 具体检测参数

Liu 等 [13]。 

分析中采用的甲醇、乙腈均为色谱级(MERCK, 

美国), 氨水色谱级, 含量为 28%(Sigma, GER)。有证

脂溶性标准藻毒素 OA、DTX1、YTX、AZA1、PTX2、

SPX1、GYM 等购自加拿大国家研究院海洋生物科学

研究所。  

1.3  浮游植物宏条码分析 

浮游植物宏条码分析过程参照 Chen等的方法[26], 

简述如下: 以 CTAB 法提取浮游植物样品中的 DNA, 

采用真核生物 V4 区引物(正向引物 D514 5′-TCCA-

GCTCCAATAGCGTA-3′, 反向引物 B706R 5′-AATC-

CRAGAATTTCACCTCT-3′)进行 PCR 扩增, 扩增反应

条件和过程参照 Chen 等[26]。扩增反应产物用 1%琼脂

糖凝胶电泳进行检测, 应用 Illumina HiSeq2500 平台

对 PCR 产物进行测序, 测序工作由北京百迈客生物

科技有限公司完成。原始数据经数据拆分、拼接、裁

截、过滤和清洗后, 获得高质量序列, 使用 Uparse 软

件(http://drive5.com/uparse/)将相似性≥97%以上的序

列聚类成 OTU, 以 Silva 18S rDNA 真核数据库

(Release 119, https://www.arb-silva.de/documentation/ 
release-119/) 以及 NCBI 核酸数据库 (https://blast. 

ncbi.nlm.nih.gov/)对获得的 OTUs 进行物种注释。从

NCBI 数据库中下载现有鳍藻属的 18S rDNA V4 区

序列, 结合测序获得的 OTU 序列使用 Mega 软件

(Version 7.0)构建 OTU 代表序列进化树(maximum 

likelihood, ML), 重复次数 1 000。 

1.4  浮游植物样品的显微镜观察 

采集的浮游植物样品参照 Utermöhl (1958)方法

沉降后, 在显微镜下观察。 

1.5  数据统计分析  

采用 SPSS 26.0 进行统计学分析。通过 Pearson

相关系数进行相关性检验。P≤0.05 时, 存在显著线

性相关关系。 

2  结果与讨论 

本次调查中 , 在秦皇岛近岸海域采集的浓缩浮

游植物样品和贝类样品中仅检出了 PTX2 毒素(图 2),  

 

图 2  脂溶性藻毒素标准品(A)和 2021 年 4 月 26 日 SHG-3 站位浮游植物样品(B)的液-质联用分析谱图 

Fig. 2  Liquid chromatography–tandem mass spectrometry chromatograms of the lipophilic toxin standards (A) and a net-con-
centrated phytoplankton sample (B) collected on April 26, 2021  
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这与以往对渤海西部海域脂溶性藻毒素污染状况的

认识基本一致。对四个采样点采集的浓缩浮游植物

样品的检测结果表明, 浮游植物样品均可检出 PTX2

毒素(图 3)。其中 SHG-3 站位采集的样品中毒素含量明

显高于 SHG-1 站位, 两个站位 PTX2 毒素含量的变化

特征基本一致, 春季毒素含量最高, 在 2021 年 4—5 月

份达到峰值, 最高含量分别达到350和1.00 ng/L; 秋季

毒素含量也略有上升, 2020 年 10—11 月毒素含量相对

较高。以往调查中也发现, 渤海海域春夏季浮游植物样

品中脂溶性藻毒素含量较高, 其中 PTX2 毒素含量最

高可达 1.11 ng/L, 与本研究在 SHG-3 站位的分析结果

(1.14 ng/L)大致相当[13]。与浓缩浮游植物样品中毒素含

量变化相似 , 在本研究采集的贝类样品中 , 也仅在

2021 年 4 月 18—26 日期间采集的样品中检测到 PTX2

毒素(图 4)。其中, 4 月 18 日仅在牡蛎样品中检测到了

PTX2 毒素, 含量为 0.77 μg/kg。在 26 日采集的贝类样

品中, 贻贝、扇贝和牡蛎等三种贝类中均检测到了毒素, 

其中牡蛎体内毒素含量最高, 达到 1.10 g/kg, 明显高

于 18 日牡蛎样品中的毒素含量。扇贝和贻贝样品中的

PTX2 含量分别为 0.62 μg/kg 和 0.50 μg/kg。这表明渤

海海域 PTX2 毒素在春季最容易造成贝类染毒。与之

相比, 北黄海海域双壳类中 PTX2 毒素含量在夏季最

高[18], 而南海大亚湾采集的贝类样品中 PTX2 毒素含

量在春、秋季最高, 这种区域差异可能与海域中产毒藻

种丰度的季节变化有关[27]。 

 

 

图 3  2020 年 9 月—2021 年 7 月秦皇岛近岸海域浓缩浮游

植物样品中 PTX2 含量的变化情况 

Fig. 3  Variation in pectenotoxin-2 content in net-concentrated 
phytoplankton samples collected from the coastal waters 
of Qinhuangdao from September 2020 to July 2021 

 

图 4  2021 年 4 月秦皇岛近岸海域牡蛎、贻贝和扇贝体内

PTX2 含量情况 

Fig. 4  Pectenotoxin-2 content in oysters, mussels, and 
scallops collected along the coast of Qinhuangdao 
in April 2021 

 
刘仁沿等在对渤海贝类中脂溶性藻毒素的调查

中, 在贝类样品中就只检测到了 PTX2 毒素, 且含量

较低[28]。2014 年, 柳阳等对渤海周边 5 处海域的浮

游植物和贝类样品中的脂溶性藻毒素污染状况进行

了调查, 发现 PTX2、OA 和 DTX1 等毒素含量较高,

此外还检测到了环亚胺类毒素 SPX1 和微量的 GYM

等毒素成分[14]。根据渤海脂溶性藻毒素的调查结果, 

在渤海西部秦皇岛、汉沽和葫芦岛海域贝类中, PTX2

是最为常见的脂溶性藻毒素成分, 在葫芦岛中的贝

类中检测率高达 83%, 秦皇岛样品中阳性检出率也

有 67%, 葫芦岛样品阳性率超过 50%。除渤海外, 在

我国近海其他海域采集的贝类样品中, PTX2 毒素也

是一种常见的毒素组分, 在北黄海、东海和南海的贝

类样品中都有检出[18, 27]。其中, 北黄海和大亚湾的个

别贝类样品中, PTX2 毒素含量超过欧盟食品安全标

准, 最高甚至超过 1 000 μg/kg[18, 29]。与之相比, 渤海

海域贝类样品中 PTX2的阳性检出率较高, 但毒素含

量很低, PTX2 毒素含量均低于 4.28 µg/kg, 与本研究

中检测的最高毒素含量 1.10 µg/kg 处于同一量级。扇

贝毒素属于大环内酯类毒素, 以往研究中常和腹泻

性贝毒联系在一起, 但通常不会导致严重的腹泻症

状。研究发现, PTX 类毒素会对肝脏造成损伤, 因此

又被称为肝损伤性贝毒(hepatotoxic shellfish poison-

ing, HSP)[22]。欧洲食品安全管理局建议 PTX2 在贝

类中不能超过 120 μg/kg, 欧盟设定的贝类食用安全

控制标准为 160 μg/kg。参照上述标准, 秦皇岛近岸
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贝类中的 PTX2 毒素不会导致中毒问题。 

海洋中的 PTX 类毒素主要由鳍藻属中的倒卵

形鳍藻(D. fortii), 尖锐鳍藻(D. acuta), 渐尖鳍藻(D. 

acuminata), 具尾鳍藻 (D. caudata)、挪威鳍藻 (D. 

norvegica)、三角鳍藻(D. tripos)、圆形鳍藻(D. ro-

tundata)等产生[30-31]。在我国近海, 产毒鳍藻广泛分

布[31-32]。PTX2 是鳍藻中最为常见的毒素组分[33-34], 

进入贝类后可被快速水解产生 PTX2sa [33, 35]。对

2021 年 4 月各站位浮游植物样品中的鳍藻进行形态

学鉴定发现, 海水中主要存在渐尖鳍藻、倒卵形鳍

藻等鳍藻藻种。以往对两种鳍藻单细胞产毒特征的

分析发现, 两种鳍藻均可以产生 PTX2 毒素[32], 推

测秦皇岛近海浮游植物与贝类中的 PTX2 毒素可能

来自倒卵形鳍藻和渐尖鳍藻。以往研究发现, 在烟

台 近 海 有 较 高 密 度 的 渐 尖 鳍 藻 和 倒 卵 形 鳍 藻

(200~600 cells/L), 在同一海域也检测到有高含量

的 OA、DTX1 和 PTX2, 总量可达 2.0~9.0 ng/L[36]。

北黄海和大亚湾海域中贝类毒素的变化也与渐尖

鳍藻丰度的变化密切相关 [27, 37]。 

本研究选择高通量扩增的 V4 靶区, 对部分鳍藻

藻种进行了种系进化关系分析 , 结果表明 , 鳍藻属

藻种 V4 区序列差异很小, 多种产毒的光合自养型鳍

藻聚成一簇(图 5), 无法对不同藻种进行甄别。但是, 

该簇藻种主要由产毒鳍藻藻种构成, 具有产生 PTX2

等毒素的报道[19, 31, 38], 因此, 该 OTU 有可能代表产

毒鳍藻。对采集浮游植物样品中表征该簇产毒鳍藻

的 OTU 进行分析可以看出, 样品该 OTU 序列数与

PTX 毒素含量具有显著的正相关关系(P<0.05, 图 6), 

在一定程度上反映了 PTX2 毒素源自产毒鳍藻。值得

说明的是, DNA 提取及目标序列扩增偏好性对高通

量测序结果影响很大, 如果采用更具特异性的 qPCR

方法, 可能会得到更加可靠的结果。因此, 基于 V4

丰度对 PTX 毒素乃至 OA 类毒素的指示意义值得进

一步关注。 

 

图 5  基于 18S rRNA 基因 V4 区序列分析的常见鳍藻藻种系统进化树(最大似然法) 

Fig. 5  Phylogenetic tree established for Dinophysis species based on the V4 region sequences of the 18S rRNA gene 

 
 

3  结论 

本文应用高效液相色谱-质谱联用和高通量测序

等手段, 对秦皇岛近岸海域 2020—2021 年采集的浮

游植物和贝类样品进行了分析, 发现秦皇岛近海浮

游植物和贝类样品中均可检出 PTX2毒素, 毒素含量

在春季(4—5 月)达到最高, 但贝类样品中的 PTX2 毒

素含量很低, 因此秦皇岛海域脂溶性藻毒素引发中

毒事件的风险不大。高通量测序和形态学观察结果

表明, 样品中的 PTX2毒素主要来自渐尖鳍藻和倒卵

形鳍藻等有毒藻种, 选择 V4 区序列有可能指示浮游

植物中 PTX 毒素含量的变化。 
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图 6  2020 年 8 月~2021 年 7 月秦皇岛浮游植物样品中有

毒鳍藻 OTU 数与 PTX2 含量的相关关系 

Fig. 6  Correlation between the operational taxonomic unit 
number representing toxic Dinophysis spp. and pec-
tenotoxin-2 content in net-concentrated phyto-
plankton samples collected in the coastal waters of 
Qinhuangdao from August 2020 to July 2021 
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Abstract: Shellfish contamination by paralytic shellfish toxins has led to repeated poisoning episodes in Qinhuangdao 

since 2016, but the contamination status of lipophilic marine toxins in this area remains poorly understood. Here, a 

year-round investigation was performed in Qinhuangdao from 2020 to 2021. Lipophilic marine toxins in 

net-concentrated phytoplankton samples and three bivalve species, such as mussel, Mytilus galloprovincialis, scallop, 

Chlamys farreri, and oyster, Crassostrea gigas, were analyzed by high performance liquid chromatography coupled 

with tandem mass spectrometry. High throughput sequencing data of the phytoplankton samples were analyzed to 

identify potentially toxic microalgae. Only pectenotoxin-2 (PTX2) was detected in the phytoplankton and shellfish 

samples. PTX2 content in net-concentrated phytoplankton samples was highest (1.36 ng/L) from April to May 2021. 

Similarly, PTX2 was detected in shellfish during this time, and the maximum PTX2 content in the three bivalve spe-

cies was 1.10 g/kg on April 26. A significant linear correlation was observed between the operational taxonomic unit 

number representing toxic Dinophysis spp. derived from the high throughput sequencing data and toxin content in 

net-concentrated phytoplankton. The dinoflagellates D. acuminata and D. fortii, which were observed in phytoplank-

ton samples by light microscopy, were the most likely originators of the PTX2. These results suggest that the major 

lipophilic marine toxin present in Qinhuangdao coastal waters is PTX2, which reached its highest level during the 

spring, but the risk of poisoning associated with PTX2 was low. These results will support the monitoring and research 

of harmful algal blooms and phycotoxins in the coastal waters of Qinhuangdao. 
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