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摘 　要 :为建立昆明小鼠定量测定河豚毒素 ( TTX) 方法 ,选用雄性昆明小鼠进行研究 ,结果显示 :

TTX致昆明小鼠的LD50为 01165μg ,TTX剂量在 0145～2156μg 之间与昆明小鼠平均死亡时间成线

性关系 ;当河　鱼样品提取液 TTX 浓度低于 0145μgΠml 时 ,腹腔注射 1 ml 提取液致小鼠平均死亡

时间大于 4 min ,在此范围内与 ICR 小鼠进行比较 ,毒素检测结果基本一致。此外对该传统实验方

法进行了无需小鼠体重校正、利用平均数计算等项改进。用昆明小鼠定量测试河豚毒素既方便又

可靠。
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Abstract : To establish laboratory methodology for the quantitative detection of tetrodotoxin (TTX) , a bioassay

was carried out using Kunming strain male mice. The results indicated that the 50 % lethal dose (LD50 ) of

TTX for Kunming mice was 01165μg. A linear relationship between the TTX dose (0145～2156μg) and the

mean time of death in Kunming mice was observed1 When TTX concentration in globefish extracts was lower

than 0145μgΠml , the mean time of death of mice was 4～30 minutes. This coincided with the results of TTX

detection using ddy mice or ICR mice. The results of the study suggest that the quantitative detection of TTX

with Kunming mice is convenient and reliable.
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　　目前在河豚毒素 ( TTX) 定量检测方面已进行了

大量的研究 ,有生物 ,理化和免疫化学 3 方面的多种

方法。[1 ]然而最具有权威的方法仍是小鼠生化试验

法。与其他检测方法相比 ,这一方法具有直观性和

可靠性 ,在日本被作为法定方法广泛应用。[2 ] 在日

本 ,TTX小鼠测试法使用的实验动物是雄性 ddy 小

鼠 ,台湾学者于 20 世纪 90 年代初试用 ICR 小鼠替

代 ,效果良好。[3 ] 中国大陆因为禁食鲜河　 ,至今尚

未建立 TTX小鼠测定方法 ,鉴于我国目前无 ddy 小

鼠 ,ICR 小鼠饲养点极少 ,本课题选用国内常用的昆

明小鼠作为实验动物 ,进行 TTX 定量测试的研究 ,

并与 ddy、ICR 鼠进行比较。与此同时 ,我们对国外

传统方法中关于进行小鼠体重校正的方法及使用中

位数统计的方法 ,作了进一步探讨 ,提出了新的见

解。

1 　材料与方法

111 　材料　雄性昆明小鼠和雄性 ICR 小鼠 ,由中国

预防医学科学院实验动物繁育中心提供。

TTX标准品 　由大连奥森制药厂提供 ,纯度经

(TLC) 测定为 9414 % (其衍生物毒性极小 ,忽略不

计) ,测定单位中国科学院大连化学物理研究所。

TTX溶液 　用 011 %的醋酸配置与稀释 (醋酸

为分析纯) 。

112 　方法

11211 　TTX对昆明小鼠和 ICR 小鼠半数致死量的

测定 　将鼠重 (2010 ±015) g 的昆明小鼠、ICR 小鼠

各自随机分为 4 个组 , 每组 10 只 , TTX 浓度为

01151、01163、01175、01188μgΠml。给小鼠腹腔注射

不同浓度 TTX 溶液 1 ml ,记录小鼠死亡数 ,用 Bliss

法计算 TTX小鼠半数致死量 (LD50 ) 。用 t 检验判定

两组动物LD50差别。

11212 　昆明小鼠死亡时间与体重关系分析 　用昆

明小鼠 59 只 ,体重为 17～27 g ,腹腔注射同一剂量
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TTX溶液 (0145μgΠml) 。掌握注射时间在 15 s 左右 ,

从注射结束开始计时 ,至小鼠呼吸停止为止 ,记录小

鼠死亡时间 ,用相关分析统计小鼠死亡与鼠重的相

关关系。另取昆明小鼠 30 只 ,鼠重为 19～21 g ,用

如上方法和浓度实验 ,观察小鼠死亡时间与鼠重的

相关关系。

11213 　不同 TTX 剂量致小鼠平均死亡时间的测定

　随机将昆明小鼠、ICR 小鼠分成 12 组 ,每组 10

只 ,鼠重为 (20 ±015) g。TTX 浓度为 01139、01151、

01163、01175、01188、01200、01212、01224、0145、0164、

1128、2156μgΠml ,每鼠腹腔注射 1 ml。记录每组小

鼠的平均死亡时间 ,与所用 TTX 的剂量相对应 ,绘

制剂量 - 平均死亡时间关系曲线。

11214 　河　鱼不同组织 TTX 毒力的检测 　于山东

青岛、威海两市分别采集养殖、海捕两种资源的 5 种

河　鱼样品进行检验。取 5 g 样品 ,参照传统的提

毒方法[4 ]制备河　鱼组织提取液 ,测试昆明小鼠平

均死亡时间。对于毒力较高的溶液要进行稀释 ,至

能够反映 TTX 剂量与小鼠平均死亡时间两变量关

系的最佳浓度。从剂量与平均死亡时间关系曲线查

得 TTX 浓度 ,乘以稀释倍数 ,除以样品重量 (g) ,得

所测河　鱼组织 TTX毒力 (μgΠg) 。

国际上习惯用鼠单位 ( MU) 表示河　鱼毒

力 ,[2 ,3 ]以 TTX对实验小鼠的半数致死量为 1 MU 将

本实验测得结果用鼠单位表示 ,
[3 ] 并与以往文献报

道进行比较。

对毒力较强的样品提取液同时作 ICR 小鼠的对

照实验 ,观察其差异性。

2 　结果

211 　TTX对昆明小鼠、ICR 小鼠 LD50的测定和比较

　用 (2010 ±015) g 昆明小鼠和 ICR 小鼠测得的 LD50

及 95 %的可信限分别为 01165 μg (01160～ 01170

μg) 、01159μg(01155～01163μg) 。见表 1 和表 2。对

　　　　　　　　
表 1 　TTX对昆明小鼠半数致死量的测定 μg

剂量 动物数 死亡数 死亡率 % LD50及 95 %可信限

01188 10 10 100 01165

01175 10 9 90 (01160～01170)

01163 10 8 80

01151 10 1 10

表 2 　TTX对 ICR 小鼠半数致死量的测定 μg

剂量 动物数 死亡数 死亡率 % LD50及 95 %可信区间

01175 10 10 100 01159

01163 10 8 80 (01155～01163)

01151 10 1 10

昆明小鼠、ICR 小鼠的LD50结果进行比较 ,差异无显

著性 ( P > 0105) 。昆明小鼠和 ICR 小鼠 TTX 半数致

死量比较见表 3。

表 3 　昆明小鼠和 ICR 小鼠 TTX半数致死量比较

剂量μg
平均死亡时间 中位死亡时间

昆明鼠 40 只 ICR 鼠 30 只 昆明鼠 40 只 ICR 鼠 30 只

2. 560 2. 21 ±0. 24 1. 49 ±0. 09 2. 30 1. 50

1. 280 3. 11 ±0. 36 2. 14 ±0. 19 3. 07 2. 17

0. 640 4. 41 ±0. 56 3. 88 ±0. 36 4. 32 3. 37

0. 450 6. 73 ±0. 84 4. 48 ±0. 47 6. 72 4. 58

0. 320 — 6. 70 ±0. 61 — 6. 64

0. 224 13. 64 ±1. 77 10. 92 ±0. 98 13. 67 11. 08

0. 212 15. 10 ±2. 34 11. 14 ±0. 89 15. 57 11. 20

0. 200 18. 36 ±3. 56 12. 22 ±2. 10 18. 20 12. 00

0. 188 22. 76 ±3. 75 17. 04 ±3. 14 22. 28 16. 43

0. 175 23. 84 ±6. 13 17. 79 ±3. 15 20. 22 17. 17

0. 163 27. 47 ±5. 73 20. 62 ±4. 61 25. 17 19. 83

LD50μg 　65 ±0. 050 LD50μg 0. 159 ±0. 031

注 : P > 0105

212 　TTX致小鼠死亡时间与小鼠体重相关关系 　

分别用 17～27 g 体重昆明小鼠 59 只 ,19～21 g 体重

昆明小鼠 30 只 ,腹腔注射 0145μgΠml 浓度的 TTX各

1 ml。17～27 g 体重范围的昆明小鼠 ,其体重与死

亡时间有正相关关系 , r = 01532 8 , P < 0101 ;而在 19

～21 g 范围内 ,昆明小鼠体重与死亡时间无相关关

系 , r = 01165 1 , P > 0105。见表 4。

表 4 　昆明小鼠体重与死亡时间的相关关系

体重 g 动物数 回归方程 r P

17～27 59 y = 212413 + 012115 x 015328 010001

19～21 30 y = 217021 + 011982 x 011651 014515

2. 3 　TTX剂量与小鼠死亡时间的关系 　选用 (2010

±015) g 小鼠 ,每组 10 只进行死亡时间测定 ,得出

每组的平均死亡时间和中位死亡时间 ,结果显示同

组小鼠的平均死亡时间和中位死亡时间差异没有显

著性 ,见表 5。

表 5 　不同剂量致昆明小鼠、ICR 小鼠死亡时间对比 min

剂量μg
平均死亡时间 中位死亡时间

昆明小鼠 ICR 小鼠 昆明小鼠 ICR 小鼠

21560 2121 ±0124 1149 ±0109 2130 1150

11280 3111 ±0136 2114 ±0119 3107 2117

01640 4141 ±0156 3188 ±0136 4132 3137

01450 6173 ±0184 4148 ±0147 6172 4158

01320 — 6170 ±0161 — 6164

01224 13164 ±1177 10192 ±0198 13167 11108

01212 15110 ±2134 11114 ±0189 15157 11120

01200 18136 ±3156 12122 ±2110 18120 12100

01188 22176 ±3175 17104 ±3114 22128 16143

01175 23184 ±6113 17179 ±3115 20122 17117

01163 27147 ±5173 20162 ±4161 25117 19183

　　根据昆明小鼠和 ICR 小鼠不同 TTX 剂量所致

的不同平均死亡时间作图 (图 1) ,可以看出 ,两曲线
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趋势相似 ,低剂量时二者差异小 ,高剂量 (尤其是剂

量大于 0145μg) 时死亡时间有所不同 , ICR 小鼠死

亡时间早。表明 ICR 小鼠较昆明小鼠敏感。

以不同 TTX 剂量所致昆明小鼠和 ICR 小鼠中

位死亡时间作图 (图 2) ,其曲线形态与图 1 相似。

图 1 　2 种小鼠平均死亡时间与 TTX剂量关系的比较

图 2 　2 种小鼠中位死亡时间与 TTX剂量关系的比较

将实验结果用传统的鼠单位 (MU) 表示 ,
[2 ,3 ] 分

别与 ddy 小鼠及 ICR 小鼠比较 ,结果见表 6 及图 3。

表 6 　小鼠死亡时间与鼠单位关系的实验动物比较 MU

致死时间 min
MU

昆明小鼠 ddy 小鼠 ICR 小鼠

4 5103 5162 4185

5 3164 3177 3175

6 2185 2189 2190

7 2130 2139 2150

8 2110 2108 2120

9 1194 1186 1195

10 1152 1170 1180

11 1145 1158 1160

30 1100 1100 1100

　　由表 6、图 3 可见对于昆明小鼠、ddy 小鼠、ICR

小鼠相同致死时间指示 TTX毒力值 (MU)差异较小。

214 　河　鱼组织 TTX毒力的测定

21411 　用昆明小鼠测定河　鱼组织 TTX 毒力 　选

用 (20 ±015) g 体重昆明小鼠 ,每组 5 只 ,腹腔注射

图 3 　3 种小鼠死亡时间与样品毒力 (MU)关系的比较

待测河　鱼组织样品提取液 (或其稀释液) ,记录小

鼠死亡时间并统计其平均值。通过 TTX 剂量与昆

明小鼠平均死亡时间的关系曲线 (见图 1) 得到相应

的 TTX剂量值 ,以鼠单位 (MU)表示 ,结果见表 7。

表 7 　昆明鼠对河　鱼样品 TTX毒力测定结果

组织 鱼种 类别
样品数

份

毒力范围

MU

检样毒力最大值

毒性表示
红鳍东方　 养殖 8 < 10 无毒

肌肉 假晴东方　 养殖 7 < 10 无毒

虫纹东方　 海捕 3 < 10 无毒

红鳍东方　 养殖 8 < 10 无毒

皮肤 假晴东方　 养殖 7 < 10 无毒

虫纹东方　 海捕 3 < 10～14 弱毒

红鳍东方　 养殖 8 < 10 无毒

肝脏 假晴东方　 养殖 7 < 10 无毒

虫纹东方　 海捕 12 12～1120 猛毒

21412 　用于河　鱼组织 TTX 毒力测定的实验动物

对比 　选取 5 份 TTX 阳性的虫纹东方　样品提取

液 ,在同样的实验条件下与 ICR 小鼠进行对比 ,结果

见表 8。

表 8 　5 份虫纹东方　组织样品毒力测定的实验动物对比结果

样品编号 组织
小鼠平均死亡时间 min

昆明小鼠 ICR 小鼠
动物数 t P

1 皮肤 10155 9198 6 11072 > 0105

2 肝脏 3158 3105 8 11705 > 0105

3 肝脏 4171 4127 6 21469 < 0105

4 肝脏 5102 4168 8 11016 > 0105

5 肝脏 8150 8144 8 01038 > 0105

3 　讨论

3. 1 　中国昆明小鼠作为实验动物进行 TTX 定量检

测的可行性 　本实验结果表明 ,TTX 对昆明小鼠的

半数致死量为 01165μg ,对北京 ICR 小鼠的半数致

死量为 01159μg 。Deng2Fwu Huang 等报道 , TTX 对

台湾 ICR 小鼠的LD50为 01178μg ,对日本 ddy 小鼠的

LD50为 01220μg ,
[3 ] 均高于本实验结果 ,表明昆明小

鼠对 TTX的敏感性稍高于日本 ddy 小鼠及台湾 ICR
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小鼠。该结果可能存在异地实验的某些影响因素。

我们把昆明小鼠与北京 ICR 小鼠进行了比较 ,结果

北京 ICR 小鼠比昆明小鼠稍敏感一些。

312 　关于剂量效应曲线 　本课题选用 (2010 ±015)

g 体重的小鼠进行不同剂量 TTX与小鼠死亡时间的

测定 ,确定了 TTX 校正曲线 ,依此进行样品测定。

由曲线可以看出 ,TTX在 0145～2156μg 剂量范围内

与小鼠的平均死亡时间成线性关系 ,较小的时间差

异对应着较大的剂量差异。因此 ,不宜根据此段曲

线进行 TTX 含量测定 ,图线显示 ,小鼠平均死亡时

间在 5～8 min 范围是观察 TTX 剂量与小鼠平均死

亡时间两变量关系的最佳阶段。这与日本 ddy 小

鼠 ,台湾 ICR 小鼠该实验剂量效应曲线的特点相一

致。

3. 3 　关于对实验小鼠的体重校正问题 　本研究选

用 17～27 g 体重的昆明小鼠 ,在 0145μg 剂量下 ,进

行了体重与死亡时间的相关分析。结果发现 ,17～

27 g 体重范围内的小鼠与死亡时间有非常显著的正

相关关系 ,而 19～21 g 体重范围的小鼠则无相关关

系。因此 ,日常测定样品时 ,如选用 19～21 g 体重

范围的小鼠不需要进行校正。这与日本、台湾报道

的不同。[3 ]

3. 4 　对实验动物组别死亡时间平均数的指标选择

　表 5 结果显示 ,平均死亡时间与中位死亡时间差

异无明显性。因此 ,我们采用平均死亡时间绘制

TTX剂量与死亡时间关系的校正曲线 ,目的是方便

计算、更好地显示变量值的变异度、便于对两组资料

进行比较。这与传统的用中位死亡时间制作曲线的

方法有所不同。[2 ,3 ]需要说明的是 :当样品毒力低时 ,

实验组可能有小鼠存活。TTX毒力为 1 MU 左右时 ,

可能出现存活鼠低于半数的情况。此时 ,可用调和

均数处理 ,不影响结果。

3. 5 　方法验证 　将本实验结果用鼠单位方法表

示 ,[3 ]与日本 ddy 小鼠 ,台湾 ICR 小鼠的实验结果进

行比较 ,显示结果基本一致 ,符合情况良好。根据鼠

单位的定义 ,1 MU 系指在 30 min 内杀死 1 只 20 g 体

重的雄性 ddy 小鼠的毒素量、给药途径为腹腔注

射 ,
[2 ,3 ]因敏感性的不同 ,不同实验动物 1 MU 所表

示的 TTX 含量不同。如何进行换算 ,未见明确报

道 ,但见台湾学者以 LD50作为 1 MU ,
[3 ] 日本也是如

此应用 (学术会交流) 。由于昆明小鼠敏感性较强 ,

在筛选可食河　鱼时对于一定 TTX 含量的样品 ,昆

明小鼠死亡时间较短。

用本研究方法测定了 63 份河　鱼组织样品 ,昆

明小鼠与 ICR 小鼠对河　鱼组织 TTX 毒力检测结

果基本一致 ,养殖的红鳍东方　等品种不仅肌肉无

毒 ,肝脏一般也不带毒 ;而虫纹东方　肝脏含毒量

高 ,可达猛毒水平。说明我国的昆明小鼠和 ICR 小

鼠对 TTX非常敏感 ,均可作为筛选可食河　鱼生物

试验的实验动物 , ICR 小鼠虽可应用 ,但鉴于饲养条

件不易普及 ,当前 ,在我国使用昆明小鼠更为实际。

本实验结果与报道[4～6 ]相一致。由此也验证了本课

题研究结果的可行性。
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SALATRIM (short and long acyl triglyceride molecule) :是一类结构重组三甘油酯的通称。这类独特的三甘油

酯分子中至少包含一个低热量短链脂肪酸 (SCFA) 和一个不被吸收的长链脂肪酸 (LCFA) 。SALATRIM 具有

与普通食用油脂相似的物化性质 ,可以以任何比例代替普通油脂 ,用于低含水或高脂肪体系食品中 ,以满足

不同的需要。SALATRIM 的热值低 (2019 kJΠg) 、安全性好 (1994 年获美国 FDA 安全性审查 ,批准为 GRAS 食

品) 、高氧化稳定性 (AOM 值达 300 hr 以上) 、口感和物理性质与天然油脂相类似 ,具有非常好的应用前景。
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