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摘　要：调查并比较了野生横纹东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｏｂｌｏｎｇｕｓ）与养殖的菊黄东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｆｌａｖｉｄｕｓ）、暗纹东方
（Ｔａｋｉｆｕｇｕｏｂｓｃｕｒｕｓ）的毒性。随机选取１７尾野生横纹东方并用２％乙酸两次煮沸法提取各组织中河毒
素ＴＴＸ，超滤离心去除杂蛋白，之后采用本实验室制备的免疫磁珠层析试纸条做定性检测，并对筛选出来的典
型样本用国标小鼠生物法定量检测毒素含量与定性检测作对照，分析对比各组织 ＴＴＸ含量。野生横纹东方
肌肉和精巢ＴＴＸ含量在０～７μｇ／ｇ组织，由于个体差异处于无毒或弱毒水平；肝脏和卵巢 ＴＴＸ含量在４～
４００μｇ／ｇ组织范围内，属于强毒水平；养殖菊黄东方和暗纹东方各组织均处于无毒水平。
关键词：横纹东方；毒性；ＴＴＸ；小鼠生物法；免疫层析
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　　河鱼肉鲜嫩味美，因此被誉为“长江三鲜”
之首［１］。与一般鱼类和肉类相比，河鱼肉具有

高蛋白、低脂肪的特点，并富含人体必需氨基酸、

矿物质等［２］。但河鱼大都含有河毒素

（ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ），毒素集中于卵巢、肝脏、肾
脏、血液、眼睛、鱼鳃及皮肤中。含有ＴＴＸ的生物
分布广泛，在美国，欧洲［３］，以及我国东南沿海地

区［４］都有分布。ＴＴＸ分子量为３１９ｕ，分子式为
Ｃ１１Ｈ１７Ｏ８Ｎ３；在海洋生物毒素中，河毒素毒性最
强［５］。ＴＴＸ是一种神经毒素［６］，１ｇ河毒素的
毒性是１ｇ氰化物的１万倍，而且比较稳定，用盐
腌、日晒、一般加热烧煮等方法都不易消除，严重

妨碍了对河鱼的加工应用［７］。长期以来，河

一直是我国食品卫生部门禁止鲜食的鱼类之

一［４］。从２０１６年１０月起，农业部国家食品药品
监督管理总局关于有条件放开养殖红鳍东方

（Ｔａｋｉｆｕｇｕｒｕｂｒｉｐｅｓ）和养殖暗纹东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕ
ｏｂｓｃｕｒｕｓ）加工经营的通知农办渔［２０１６］５３号，先
行有条件地放开了养殖红鳍东方和养殖暗纹

东方两个品种产品的加工经营，食用加工过的

养殖河肌肉，更有安全保障。但尽管有条件的

解禁，河鱼相比其他一些水产品，客观上仍存

在风险。已有商家打着解禁的旗号在市场上堂

而皇之地销售“活体河鱼”［８］。广东省疾控中

心通报，全省共接报河鱼毒素中毒事件８起，
合计５１人中毒，其中死亡 １人［９］。本文调查了

广东野生河鱼横纹东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｏｂｌｏｎｇｕｓ）
各组织的毒性，并与养殖河鱼毒性比较。该实

验采用的实验室开发的免疫磁珠层析试纸条检

测河毒素，此方法简易、实用、快速，可为河

食用安全提供及时和可靠的检测，为食用河鱼

安全提供技术保障。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
样品：２０１６年 ３月 ３１日，野生横纹东方

（来自广东，由江苏中洋集团股份有限公司提供）

１７尾（其中雌性１０尾，雄性７尾）；养殖暗纹东方
和菊黄东方各３尾，购自江苏中洋集团。在
４℃条件下，立即送到实验室解剖检样取出完整
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的内脏组织，分别标签注明并放入 －４０℃冰箱
中。

主要仪器与试剂：乙酸（ＡＲ）、氢氧化钠
（ＡＲ）等试剂购自国药集团化学试剂有限公司；
Ｔｗｅｅｎ２０、牛血清蛋白（ＢＳＡ），购自上海生工生物
制剂有限公司。

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超滤离心管购自上海天承生物技术
有限公司；ＴＴＸ（ＨＰＬＣ级）标准品购自北京盈则
纳新化学研究院（＞９９％）；还有ＴＤＣ４０Ｂ台式离
心机，电子天平，移液器等其他常规设备。ＴＴＸ
特异性抗体由本实验室自己制备（特异性抗体杂

交瘤细胞产生）；样品垫，结合垫，ＣＮ１４０膜，吸水
垫购自上海捷宁生物科技有限公司。磁珠购自

上海奥润微纳新材料科技有限公司。雄性昆明

小鼠购自上海斯莱克实验动物有限责任公司。

１．２　试验方法
１．２．１　样品制备

参考本实验室之前的样品前处理方法［１０］，称

取绞碎的组织样品２ｇ加入５ｍＬ２％乙酸水溶
液，煮沸１０ｍｉｎ，冷却后收集上清，然后在沉淀中
继续加入３ｍＬ２％乙酸水溶液再次煮沸３ｍｉｎ，
冷却后收集上清，调ｐＨ至７～８并定容至１０ｍＬ，
进行超滤处理，样品待测。超滤后收集滤液，用

实验室自己开发的免疫磁珠层析试纸条进行定

性检测。

１．２．２　试纸条制备
参考本实验室之前的免疫层析试纸条制备

方法［１１１２］，免疫层析试纸条由样品垫，结合垫，ＮＣ
膜，吸水垫组成。ＮＣ膜上面划 Ｃ线，质控线，为
羊抗鼠抗体；Ｔ线，检测线，为 ＴＴＸＢＳＡ抗原，
ＴＴＸＢＳＡ由ＴＴＸ和ＢＳＡ偶联得到［１３］。

ＴＴＸ特异性抗体由实验室自己培养的 ＴＴＸ
特异性杂交瘤细胞产生并经过抗体纯化得到［１４］，

纯化后的抗体和磁珠偶联后得到实验所需的免

疫磁珠［１１］，层析液由磷酸缓冲液和 Ｔｗｅｅｎ２０、
ＢＳＡ混合而成。

在检测时按照样品∶磁珠∶层析液为１０５∶１∶
１５的比例混合，滴加在试纸条上，加样后１０ｍｉｎ
读取结果。

１．２．３　试纸条的定性结果判定
试纸条是基于竞争 ＥＬＩＳＡ方法原理制备的。

Ｔ线是ＴＴＸ抗原，Ｃ线是二抗，当样本中没有ＴＴＸ
时，免疫磁珠就会与 Ｔ线抗原结合，显示 Ｔ线，Ｃ

线可以捕捉到少量没被 Ｔ线捕捉到的免疫磁珠；
样品中有 ＴＴＸ时，免疫磁珠会与样品中 ＴＴＸ结
合，在Ｔ线就不会有免疫磁珠被捕捉，从而只有Ｃ
线。结果如下：Ａ．阴性结果：质控区（Ｃ）和检测
区（Ｔ）均出现条带（Ｔ条带颜色更深）或检测区
（Ｔ）出现条带，判定为阴性；Ｂ．阳性结果：仅质控
区（Ｃ）有一条带出现或均出现条带（Ｃ条带颜色
更深），检测区（Ｔ）无红色条带出现；Ｃ．检测结果
无效：质控区（Ｃ）没有条带出现，表明此检测卡已
经失效。

１．２．４　小鼠生物法
按照出入境检验检疫行业标准《出口河鱼

中河毒素检测方法》ＳＮ／Ｔ１５６９．２—２０１３中相
应的方法检测［１５］，对每只试验小鼠腹腔注射 １
ｍＬ提取液，并参照该标准中结果处理方法进行
数据分析。

２　结果与讨论

２．１　免疫磁珠层析试纸条检测结果
图１为野生横纹东方各个组织样本图片，

分别为完整野生横纹东方、其肝脏、精巢和卵

巢。

图１　野生横纹东方各组织样本
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅ

ｏｆＴａｋｉｆｕｇｕｏｂｌｏｎｇｕｓ
（ａ）横纹东方；（ｂ）肝脏；（ｃ）精巢；（ｄ）卵巢

（ａ）Ｔａｋｉｆｕｇｕｏｂｌｏｎｇｕｓ；（ｂ）Ｌｉｖｅｒ；（ｃ）Ｔｅｓｔｉｃｌｅ；（ｄ）Ｏｖａｒｙ

　　免疫试纸条定性检测野生横纹东方各组
织样本检测结果如图２所示。每个样品都用３个
试纸条检测作为平行样本对照。

图２中标号１为阴性对照，阴性对照为 ＰＢＳ
缓冲液，此种情况表示无毒；其他标号为组织样

本抽选。抽选出８个具有代表性的组织样本，由
图可见，Ｔ线颜色逐渐变浅，Ｃ线颜色逐渐增加，
标号１，２，３样本Ｔ线颜色很深，Ｃ线颜色很浅，为
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无毒；标号４，５，６，７样本Ｔ线颜色和 Ｃ线颜色相
差无几，弱毒；标号８样本 Ｔ线颜色很浅，Ｃ线颜
色很深，为强毒；其他组织样本的试纸条定性检

测结果和图２中的相似，由于篇幅限制，不再一
一列举。

图２　野生横纹东方组织样本定性检测图
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆ
ｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓｉｎｗｉｌｄＴａｋｉｆｕｇｕｏｂｌｏｎｇｕｓ

１．阴性对照；２．肌肉（雌）；３．精巢；４．卵巢（稀释１００倍）；

５．肝脏（雄稀释１００倍）；６．卵巢（稀释１０倍）；７．肝脏（雄稀

释１０倍）；８．肝脏（雄）

１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ；２．ｍｕｓｃｌｅ（ｆｅｍａｌｅ）；３．ｔｅｓｔｉｃｌｅ；４．ｏｖａｒｙ

（ｄｉｌｕｔｅｄ１００ｔｉｍｅｓ）；５．ｌｉｖｅｒ（ｄｉｌｕｔｅｄ１００ｔｉｍｅｓ）；６．ｏｖａｒｙ

（ｄｉｌｕｔｅｄ１０ｔｉｍｅｓ）；７．ｌｉｖｅｒ（ｍａｌｅｄｉｌｕｔｅｄ１０ｔｉｍｅｓ）；８．ｌｉｖｅｒ

（ｍａｌｅ）

　　图３包含了１７尾横纹东方组织样本全部
检测结果，肉眼观察定性结果可知，１７尾野生横
纹东方肌肉和精巢均处于无毒或弱毒水平，卵

巢和肝脏都处于强毒水平，根据试纸条结果进行

初筛，选出几个具有代表性的样本进行小鼠生物

法检测。

２．２　小鼠生物法定量检测结果
由于小鼠生物法是检测ＴＴＸ的标准方法，具

有直观、快速、症状典型、易操作等特点，被国际

上广泛采用。因此根据试纸条结果对样品进行

初筛，选取几个具有代表性的样本用小鼠生物法

进行检测，无毒或弱毒，强毒样本都包括在内；并

且有雌性、雄性横纹东方样本。共选取７尾野
生横纹东方总计１５个样本：其中３尾横纹东方
（雄性１尾、雌性２尾）提供了３个肌肉样本，１
个精巢样本，２个卵巢样本和３个肝脏样本；另外
两条雄性横纹东方提供精巢样本２个；另外两
尾雌性横纹东方仅提供卵巢２个和肝脏样本２
个。另外，又选取养殖菊黄东方雄性、雌性各３
尾，暗纹东方雄性、雌性各 ３尾，分别提供肌
肉，卵巢，精巢和肝脏总计１２个样本。

　　根据《出口河鱼中河毒素检测方法》ＳＮ／
Ｔ１５６９．２－２０１３中方法进行小鼠实验，以ＴＴＸ标
准品注射剂量为自变量（Ｘ），小鼠死亡时间倒数
为因变量（Ｙ）绘图，获得了 ＴＴＸ注射剂量与小鼠
死亡时间倒数的线性关系（图４）。

图３　１７条野生横纹东方组织样本定性检测图
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１７
ｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓｉｎｗｉｌｄＴａｋｉｆｕｇｕｏｂｌｏｎｇｕｓ

标号１１７为不同野生横纹东方个体。图片分为上中下３

部分，其中上为肌肉样本，中为精巢或卵巢样本，下为肝脏样

本，其中１，４，５，８，９，１０号为雄性样本，其他为雌性样本

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ１１７ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｉｖｉｄｕａｌＴａｋｉｆｕｇｕｏｂｌｏｎｇｕｓ．Ｉｍａｇｅｉｓ

ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ３ｐａｒｔｓ，ｔｈｅｕｐｐｅｒｐａｒｔｏｆｉｍａｇｅｆｏｒｍｕｓｃｌｅｓａｍｐｌｅｓ，

ｔｈｅｍｉｄｄｌｅｐａｒｔｏｆｉｍａｇｅｆｏｒｔｈｅｇｏｎａｄｓｓａｍｐｌｅｓ，ｔｈｅｌｏｗｅｒｐａｒｔｏｆ

ｉｍａｇｅｆｏｒｔｈｅｌｉｖｅｒｓａｍｐｌｅｓ，１，４，５，８，９，１０ｆｏｒｔｈｅｍａｌｅｓ，

ａｎｏｔｈｅｒｓｆｏｒｔｈｅｆｅｍａｌｅｓ

图４　ＴＴＸ剂量昆明系小鼠死亡时间倒数关系曲线
Ｆｉｇ．４　ＣｕｒｖｅｓｏｆＴＴＸｄｏｓａｇｅａｇａｉｎｓｔ
ｍｅａｎｄｅａｔｈｔｉｍｅｏｆＫｕｎｍｉｎｇｍｉｃｅ

　　根据标准曲线公式和注射组织样本后小鼠
的死亡时间，计算得出横纹东方各组织和养殖

河鱼各组织样本的 ＴＴＸ含量，见表１（统计学
数据显著性检验Ｐ值＜０．０５）。

６２９
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表１　野生横纹东方和养殖河鱼各组织毒素含量
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｔｉｓｓｕｅｓｉｎＴａｋｉｆｕｇｕｏｂｌｏｎｇｕｓａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄｐｕｆｆｅｒｆｉｓｈ

序号

Ｎｕｍｂｅｒ
样本组织来源

Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅ
毒素含量／（μｇ／ｇ）

Ｔｏｘｉｃｉｔｙ
毒素含量／（ＭＵ／ｇ）

Ｔｏｘｉｃｉｔｙ
毒性判定

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｏｘｉｃｉｔｙ
１ 肌肉雄性１号鱼 Ｍａｌｅｍｕｓｃｌｅ １．０７ ５．９９ 无毒

２ 肌肉雌性２号鱼 Ｆｅｍａｌｅｓｍｕｓｃｌｅ ６．６５ ３７．３４ 弱毒

３ 肌肉雌性３号鱼 Ｆｅｍａｌｅｓｍｕｓｃｌｅ ０．５９ ３．３１ 无毒

４ 精巢１号鱼 ｇｏｎａｄｓ ５．８３ ３２．７６ 弱毒

５ 精巢４号鱼 ｇｏｎａｄｓ ０．８２ ４．６０ 无毒

６ 精巢５号鱼 ｇｏｎａｄｓ ０．９５ ５．３５ 无毒

７ 卵巢６号鱼 ｏｖａｒｙ ９．８２ ５５．１７ 弱毒

８ 卵巢２号鱼 ｏｖａｒｙ ６．３８ ３５．８４ 弱毒

９ 卵巢３号鱼 ｏｖａｒｙ ５０．３９ ２８３．０９ 强毒

１０ 卵巢７号鱼 ｏｖａｒｙ ４．５１ ２５．３７ 弱毒

１１ 肝脏雄性１号鱼 Ｍａｌｅｌｉｖｅｒ ３４４．１５ １９３３．４４ 剧毒

１２ 肝脏雌性２号鱼 Ｆｅｍａｌｅｓｌｉｖｅｒ １６．９１ ９５．０２ 弱毒

１３ 肝脏雌性３号鱼 Ｆｅｍａｌｅｓｌｉｖｅｒ ９２．６６ ５２０．５８ 强毒

１４ 肝脏雌性６号鱼 Ｆｅｍａｌｅｓｌｉｖｅｒ １８４．７２ １０３７．７８ 剧毒

１５ 肝脏雌性７号鱼 Ｆｅｍａｌｅｓｌｉｖｅｒ ２５７．２６ １４４５．２６ 剧毒

１６ 暗纹肌肉雌 Ｆｅｍａｌｅｓｍｕｓｃｌｅ ＜０．２２ ＜１０ 无毒

１７ 菊黄肌肉雌 Ｆｅｍａｌｅｓｍｕｓｃｌｅ ＜０．２２ ＜１０ 无毒

１８ 暗纹肌肉雄 Ｍａｌｅｍｕｓｃｌｅ ＜０．２２ ＜１０ 无毒

１９ 菊黄肌肉雄 Ｍａｌｅｍｕｓｃｌｅ ＜０．２２ ＜１０ 无毒

２０ 暗纹卵巢 ｏｖａｒｙ ＜０．２２ ＜１０ 无毒

２１ 菊黄卵巢 ｏｖａｒｙ ＜０．２２ ＜１０ 无毒

２２ 暗纹精巢 ｇｏｎａｄｓ ＜０．２２ ＜１０ 无毒

２３ 菊黄精巢 ｇｏｎａｄｓ ＜０．２２ ＜１０ 无毒

２４ 暗纹肝脏雌 Ｆｅｍａｌｅｓｌｉｖｅｒ ＜０．２２ ＜１０ 无毒

２５ 菊黄肝脏雌 Ｆｅｍａｌｅｓｌｉｖｅｒ ＜０．２２ ＜１０ 无毒

２６ 暗纹肝脏雄 Ｍａｌｅｌｉｖｅｒ ＜０．２２ ＜１０ 无毒

２７ 菊黄肝脏雄 Ｍａｌｅｌｉｖｅｒ ＜０．２２ ＜１０ 无毒

　　从表１可以看出，此次检测的所有养殖河
鱼（暗纹东方、菊黄东方）样本 ＴＴＸ含量（序
号１６－序号２７）都处于无毒水平（此结果根据标
准中规定小鼠死亡时间超过 ３０ｍｉｎ判定为无毒
得出）。

按日本谷氏对河毒性强弱的分类标准，每

克组织中含有小于 １０个鼠单位（ＭＵ）的可认为
无毒，在１０～１００ＭＵ的为弱毒，在１００～１０００
ＭＵ的为强毒，在１０００ＭＵ以上的为剧毒。对人
而言，含毒在 １０个鼠单位以内，即２．２μｇＴＴＸ／ｇ
鱼组织，不能致人死亡。这也是一般认为的可食

用的河鱼的安全标准［１６］。

根据图３试纸条定性检测结果，肌肉和精巢
处于无毒、弱毒水平，肝脏处于强毒剧毒水平。

由表１可见，野生横纹东方肌肉和精巢ＴＴＸ含
量在０～４０μｇ／ｇ组织，为无毒或者弱毒；卵巢
ＴＴＸ含量在 ２５～３００μｇ／ｇ组织范围内，为弱毒
或者强毒；肝脏ＴＴＸ含量在９０～２０００μｇ／ｇ组织
范围内，为强毒或剧毒。由此可见，小鼠生物法

和试纸条检测结果相吻合。本研究所用野生河

鱼横纹东方采自冬季，非产卵期，故此卵巢

毒素含量偏低，处于弱毒水平，但３号野生横纹
东方的卵巢组织（序号９）处于强毒水平，肝脏
（序号１３）强毒水平，较其他肝脏剧毒水平偏低，
可能由于此河鱼处于排卵期，卵巢毒素含量高

来保护后代，属于个体差异［１７］。许多文献报道都

显示野生河鱼有毒。ＩＴＯＩ报道野生星点东方
毒素含量随季节变化而不同，产卵期显著高于

非产卵期；雌性卵巢、皮肤和雄性肝脏、皮肤在任

何时期都有毒素［１８］。近５年来，在全世界范围内
食用野生河鱼引起了４３０例中毒和５２例死亡
事件［１９］。ＫＯＳＫＥＲ等报道，野生河鱼体内 ＴＴＸ
含量与季节和性别都相关，肝脏和性腺毒素含量

较高，肌肉也有毒性，食用有危险［２０］。日本海域

的野生虫纹东方皮肤 ＴＴＸ含量很高［２１］。

ＫＯＳＫＥＲ调查了地中海不同季节河不同部位
的ＴＴＸ含量，发现无论在哪个季节，都大于２μｇ／
ｇ，与表１检测数据吻合［２０］。ＫＩＲＩＡＫＥ等报道成
年河毒素主要聚集在肝脏，幼年河会把毒素

由肝脏转移到皮肤［２２］；检测的序号１２肝脏组织
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和序号２肌肉组织来源于２号的野生横纹东方
，肝脏和肌肉毒素含量都处于弱毒水平，因此

推测此河鱼可能处于幼年，也有可能由于死亡

时间久，导致了毒素的弥散和转移。

小鼠生物法检测的 １５个野生横纹东方组
织样本是从免疫磁珠层析试纸条检测结果中挑

出的含量低、中、高的野生横纹东方组织样本，

并用河毒素经典检测方法国标小鼠生物法检

测，两种方法检测结果吻合，说明免疫磁珠层析

试纸条检测效果比较好，而且方便快捷，相对更

适应于现场检测。

３　结论

本研究发现，养殖河鱼的肌肉处于无毒水

平，但我们调查的野生横纹东方的河鱼肌肉

有可能由于死亡之后毒素扩散有毒性，且内脏组

织毒素含量远高于养殖河鱼，提醒广大人民群

众野生河鱼味道虽美，但是食用需谨慎。而且

从２０１６年１０月起，农业部国家食品药品监督管
理总局关于有条件放开养殖红鳍东方和养殖

暗纹东方加工经营的通知农办渔［２０１６］５３号
先行有条件地放开养殖红鳍东方和养殖暗纹

东方两个品种产品的加工经营，因此建议食用

加工过的养殖河肌肉，更有安全保障。本研究

采用的实验室开发的免疫磁珠层析试纸条检测

河毒素，此方法简易、实用、快速，可为河食

用安全提供及时和可靠的检测，为食用河鱼安

全提供了技术保障。
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