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摘要：针对实验室进行藻毒素（ＭＣ）相关研究过程中ＭＣ样品昂贵且难以获取这一难题，以太湖水体中的蓝藻干藻粉为研

究对象，分别以甲醇、乙醇、乙酸和丁醇－甲醇－水混合溶液为提取剂进行ＭＣ提取试验。考察了提取剂种类、干藻粉研磨时间、
提取剂体积分数、搅拌时间、微波消解工艺条件对ＭＣ提取量的影响。结果表明：４种提取剂都可以提取 ＭＣ－ＬＲ，提取量约为
２５０～３００μｇ／ｇ。而以甲醇为提取剂，研磨９０ｍｉｎ，甲醇体积分数为６０％，搅拌时间为２ｈ，微波消解１ｍｉｎ时，ＭＣ－ＬＲ提取量最
多约为３００μｇ／ｇ左右。该方法可为实验室从事藻毒素毒性、化学或生物降解机制等研究工作提供便利，也可为藻泥的商品化
提供参考。
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　　水体富营养化使得蓝藻水华大面积爆发，引起
的藻毒素（ＭＣ）污染问题，日益引起人们的关
注［１－２］，使得有关 ＭＣ的研究成为当今环保、生物、
医学等领域的热点问题之一［３－４］。蓝藻多发生在夏

季，但研究工作需全年开展，有的实验室远离湖泊，

获取蓝藻困难，实验室培养的蓝藻相对较少，难以获

取足够量的 ＭＣ。商品化的藻毒素标样（纯品）昂
贵，高达 ３０００元／μｇ［５－６］，使得实验室研究难以开
展。常州位于太湖西北角，是太湖蓝藻主要聚集区

域，每年夏秋２季打捞数千万吨的藻浆，经脱水后产生
近万吨藻泥。国内外有关微囊藻毒素（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎｓ，
ＭＣｓ）的提取、提纯已有相关报道，如 １９８２年 Ｂｏｔｅ
等［７］首先研究了ＭＣｓ的提取、提纯方法。李耕［８］用

５０ｍＬ乙酸溶液超声震荡萃取 １０ｍｉｎ，微囊藻毒素
ＭＣ－ＬＲ提取量约为１５μｇ／（ｇ湿藻浆）。闫海、潘纲
等［９－１０］采用４０％甲醇溶液，超声震荡１ｈ，从滇池水
华蓝藻中提取出至少 １２６０μｇ／ｇ的微囊藻毒素

ＭＣ－ＲＲ和８４０μｇ／ｇ的微囊藻毒素ＭＣ－ＬＲ（干藻）。
基于藻泥的资源化，笔者将这种脱水藻泥制成

干藻粉，筛选合适提取剂（甲醇、乙醇、乙酸、丁醇－
甲醇－水混合溶液），优化 ＭＣ提取工艺参数，建立
了一套“藻泥干化－干藻粉研磨－提取－富集－检测”
提取路线。

１　材料与方法

１１　材料
实验设备：ＪＹ９６型超声波细胞粉碎机；ＲＥ－

５２ＡＡ型旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；ＳＨＺ－Ｄ
循环水式真空泵；ＱＭ－１ＳＰ行星式球磨机；
ＳＯＲＶＡＬＬ多用途高速台式离心机；ＸＨ－Ｃ漩涡混合
器；微孔滤膜（尺寸为６０ｍｍ，孔径为０４５μｍ）；微
波炉。

实验试剂：ＭＣ－ＬＲ藻毒素标准样品，上海酶联
生物科技有限公司生产；甲醇，色谱纯；乙醇，色谱
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纯；乙酸，色谱纯；丁醇，色谱纯；纯净水等。

１２　实验方法
１２１　蓝藻的采集与保存

太湖蓝藻爆发时期（每年６～９月），从太湖蓝藻
站收集脱水后的藻泥，置于太阳下晒干后保存。

１２２　藻粉的制备
取１２０ｇ晒干的蓝藻，置于球磨罐中，加入磨球

１５个（直径 ｒ＝１５ｍｍ），转速为 ４００ｒ／ｍｉｎ，研磨
９０ｍｉｎ，过６０目筛，得藻粉。
１２３　ＭＣ－ＬＲ的提取

取１ｇ藻粉放入１００ｍＬ锥形瓶中，加入６０ｍＬ
提取剂，加入搅拌子放在磁力搅拌器上搅拌２ｈ，再
将混合溶液超声振荡２０ｍｉｎ，然后再离心１０ｍｉｎ（转
速为４０００ｒ／ｍｉｎ），得到上清液。重复２次，将得到
的上清液合并，于 ５５℃真空旋转蒸发，去除溶液中
的提取剂。在粗提液中加入稀盐酸调节ｐＨ至４，静
置４ｈ，可明显看到溶液中有絮状沉淀物，离心
１０ｍｉｎ去除絮状物（４０００ｒ／ｍｉｎ），得到浅黄色上清
液［１１－１３］。在循环水式真空泵抽提下过 ０４５μｍ滤
膜，用稀氨水（５％）调节ｐＨ为７，得到较为理想的粗
提液。

１２４　ＭＣ－ＬＲ的纯化和富集
用５０ｍＬ的玻璃注射器吸取１０ｍＬ１００％甲醇

溶液，然后缓慢注入到 Ｃ１８固相萃取小柱，自然滴
下，当甲醇液面快要到萃取小柱上层筛片时，立即加

入１０ｍＬ超纯水活化Ｃ１８固相萃取小柱，活化过程
中不能使Ｃ１８小柱变干，将小柱和ＳＰＥ固相萃取装
置连接；将稀释１０００倍的粗提液缓慢流过固相萃
取小柱，富集浓缩，控制流速为 ４ｍＬ／ｍｉｎ。富集结
束后先用 ５ｍＬ１０％甲醇溶液淋洗 Ｃ１８小柱，再用
１０ｍＬ洗脱溶液（用甲醇将三氟乙酸定容到１００ｍＬ
容量瓶中）洗脱 ＭＣ－ＬＲ［１４－１５］。洗脱液用氮气缓缓
吹干，用５ｍＬ超纯水溶解，用注射器吸取溶解液经
过一次性０４５μｍ针头式过滤器，测定 ＭＣ－ＬＲ提
取量。

１３　检测方法
ＭＣ－ＬＲ提取量测定方法：采用《微囊藻毒素

（ＭＣ）酶联免疫分析》（上海酶联生物科技有限公
司）中所述方法，详细步骤参考试剂盒使用说明书。

２　结果与讨论

２１　提取剂对ＭＣ－ＬＲ提取量的影响
用６０％的甲醇、６０％的乙醇、５％的乙酸以及５∶

２０∶７５（体积比）的丁醇－甲醇－水混合溶液作提取剂

对ＭＣ－ＬＲ进行提取，结果如表 １所示。由表 １可
以看出，４种提取剂提取 ＭＣ－ＬＲ的提取量约为
２５０～３００μｇ／ｇ。而以甲醇为提取剂时ＭＣ－ＬＲ提取
量最多，达到 ２９７３８μｇ／ｇ。乙醇为提取剂时 ＭＣ－
ＬＲ提取量相对较少，为２８９２０μｇ／ｇ。由此可见，４
种提取剂均能有效提取 ＭＣ－ＬＲ，其提取量顺序是：
甲醇＞丁醇－甲醇－水＞乙酸＞乙醇。

表１　提取剂对ＭＣ－ＬＲ提取量的影响

提取剂 甲醇 乙醇 乙酸 混合溶液

藻毒素提取量／（μｇ·ｇ－１） ２９７３８ ２８９２１ ２８９２０ ２９３２９

２２　研磨时间对ＭＣ－ＬＲ提取量的影响
研磨时间短，藻粉粒径大，比表面积小，与提取

液的接触面积小，溶出效率低；研磨时间长，粒径小，

比表面积大，与提取液接触面积大，溶出效率高，但

能耗较高，样品处理时间延长，增加了样品处理工作

量。取研磨 ３０、６０、９０ｍｉｎ以及 １２０ｍｉｎ的藻粉各
１ｇ放入锥形瓶中，按上述方法测定藻毒素提取量，
结果如表２所示。由表２可以看出，随着研磨时间
的增加，ＭＣ－ＬＲ提取量也在增加，在９０ｍｉｎ后提取
量达到平衡，为２９６１５μｇ／ｇ。因此，适宜的研磨时
间为９０ｍｉｎ。

表２　研磨时间对ＭＣ－ＬＲ提取量的影响

研磨时间／ｍｉｎ ３０ ６０ ９０ １２０

藻毒素提取量／（μｇ·ｇ－１） ２７６１３ ２８６５１ ２９６１５ ２９５８５

２３　甲醇溶液体积分数对ＭＣ－ＬＲ提取量的影响
２０％、４０％、６０％以及 ８０％的甲醇溶液对 ＭＣ－

ＬＲ提取量的影响如表 ３所示。由表 ３可以看出，
２０％的甲醇为提取剂时提取效率相对较低，为
２８２６４μｇ／ｇ。随着提取液体积分数的增加，ＭＣ－ＬＲ
提取量也相应增加；当提取液体积分数为 ６０％时，
ＭＣ－ＬＲ提取量最大，为２９６４２μｇ／ｇ；甲醇提取液体
积分数继续增大时，ＭＣ－ＬＲ提取量开始减少，这是
由于甲醇体积分数太高改变了 ＭＣ－ＬＲ的性质。因
此，６０％的甲醇提取剂能够最大限度地提取出
ＭＣ－ＬＲ。

表３　甲醇体积分数对ＭＣ－ＬＲ提取量的影响

甲醇质量分数／％ ２０ ４０ ６０ ８０

藻毒素含量／（μｇ·ｇ－１） ２８２６４ ２８４７１ ２９６４２ ２８９６１

２４　搅拌时间对ＭＣ－ＬＲ提取量的影响
取１ｇ藻粉 ５份置于锥形瓶中，分别搅拌 ３０、

６０、９０、１２０ｍｉｎ以及１５０ｍｉｎ，考察搅拌时间对 ＭＣ－
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ＬＲ提取量的影响，结果如表４所示。由表４可以看
出，搅拌时间越长，ＭＣ－ＬＲ的提取量越高，在搅拌
１２０ｍｉｎ后ＭＣ－ＬＲ提取量达到平衡，为２９７３８μｇ／ｇ。
因此，适宜的搅拌时间为１２０ｍｉｎ。

表４　搅拌时间对ＭＣ－ＬＲ提取量的影响

搅拌时间／ｍｉｎ ３０ ６０ ９０ １２０ １５０

藻毒素含量／（μｇ·ｇ－１） ２７５３１２８４７１２８９６１２９８６１２９７３８

２５　微波消解对ＭＣ－ＬＲ提取量的影响
微波消解是利用提取剂与藻粉混合液中的极性

分子在微波产生的磁场作用下产生键的振动、撕裂

以及离子间的相互摩擦碰撞产生大量热能，促使提

取剂与藻粉更好地接触和反应；另一方面混合液比

藻粉表面高几个数量级的热能，产生热对流，搅动并

清除不活泼的表面层，不断产生新的接触表面［１６］，

从而加速有机质的溶解。取１ｇ藻粉４份分别置于
锥形瓶中，放入６０ｍＬ６０％甲醇提取剂按上述方法
进行试验，在超声振荡２０ｍｉｎ后，把锥形瓶放入微
波炉中，分别消解０、１、３、５ｍｉｎ。由于采用普通微波
炉消解，消解 ３、５ｍｉｎ的提取液基本蒸发。消解
１ｍｉｎ的样品，ＭＣ－ＬＲ提取量提高约 １０μｇ／ｇ，可
见，微波消解可以促进ＭＣ－ＬＲ的提取。
２６　经济效益测算

以４种提取剂提取１ｋｇ藻粉中的ＭＣ－ＬＲ进行
成本测算，结果如表 ５所示。由表 ５可以看出，甲
醇、乙醇、乙酸、丁醇－甲醇总金额分别为１００８元、
１４４元、１５元、５１元。１ｋｇ藻粉市场价按 ２０元计，
则以甲醇作为提取剂提取 １ｇ藻毒素的成本为
４０２６７元。大大降低了实验室研究藻毒素的成本，
同时为实验室研究微生物降解藻毒素实验提供了材

料来源。若按１年处理１０ｔ藻粉计，需投入成本约
为１２０８万元，产生近９００万元产值，可见其商业价
值还是非常可观的。

表５　４种提取剂提取ＭＣ－ＬＲ的成本

序号 提取剂 用量／Ｌ 价格／（元·Ｌ－１） 总金额／元

１ 甲醇 ３６ ２８ １００８

２ 乙醇 ３６ ４０ １４４０

３ 乙酸 ３ ５０ １５０

４ 丁醇－甲醇 ３～１２ ５８～２８ ５１０

　　注：总金额＝提取剂用量×价格。

３　结论

（１）甲醇、乙醇、乙酸、５∶２０∶７５的丁醇－甲醇－

水均能从蓝藻干藻粉中提取出ＭＣ－ＬＲ，提取量约为
２５０～３００μｇ／（ｇ干藻粉）。以甲醇作为提取剂的最
佳参数条件是：研磨９０ｍｉｎ，甲醇体积分数为６０％，
搅拌时间为２ｈ，微波加热时间为１ｍｉｎ时，ＭＣ－ＬＲ
提取量最多，约为３００μｇ／（ｇ干藻粉）。

（２）以蓝藻干藻粉为原料，甲醇等为提取剂的
藻毒素提取方法，可为实验室从事藻毒素毒性、化

学或生物降解机制等研究工作提供了便利。经测

算，以甲醇为提取剂提取 １ｇ藻毒素的成本仅
４０２６７元。
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