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摘要：Ⅱ型核糖体失活蛋白（ＲＩＰｓ）是一类重要的蛋白毒素，该类毒素大都具有一对二硫键连接的 Ａ⁃Ｂ 链结构特

征，Ｂ 链具有半乳糖结合特性，能够与真核细胞膜表面受体特异性结合，将具有 Ｎ⁃糖苷酶活性的 Ａ 链导入细胞，与
核糖体特定位点发生脱嘌呤作用使核糖体失活，最终通过抑制蛋白质合成而展现出细胞毒性。 Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素毒

性极强，来源于植物的蓖麻毒素（ｒｉｃｉｎ）和相思子毒素（ａｂｒｉｎ）的毒性分别是神经性毒剂维埃克斯（Ｖｘ）的 ３８５ 倍和

２ ８８５ 倍。 同时，该类毒素来源广泛、易于制备、稳定性好，成为一类潜在化生恐怖战剂，受到国内外广泛关注，其中

蓖麻毒素作为唯一的蛋白毒素被收录于禁止化学武器公约禁控清单。 近年来发生的多次蓖麻毒素邮件恐怖事件，
进一步促进了有关Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的准确、灵敏、快速的检测鉴定技术的发展。 剧毒性Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的检测鉴定

方法主要涉及免疫分析法为代表的特异性识别和生物质谱分析为主的定性定量检测方法，以及基于脱嘌呤反应活

性和细胞毒性的毒素活性检测方法。 基于抗原⁃抗体作用的免疫检测法及基于寡核苷酸适配体的特异性识别检测

法具有速度快、灵敏度高的优势，但对于复杂样品中高度同源蛋白的检测，易产生假阳性结果。 随着生物质谱技术

的快速发展，电喷雾离化（ＥＳＩ）或基质辅助激光解吸离化（ＭＡＬＤＩ）等技术广泛应用于蛋白质的准确鉴定，不仅能

够提供蛋白毒素的准确分子量和结构序列信息，而且能够实现准确定量。 酶解质谱法是应用最为广泛的检测鉴定

方法，通过酶解肽指纹谱分析，实现蛋白毒素的准确鉴定；对于复杂样品中蛋白毒素的分析，通过多种蛋白酶酶解

策略获得丰富的特异性肽段标志物，然后进行肽段标志物的靶向质谱分析从而获得准确的定性及定量信息，方法

有效提升了Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素鉴定的准确度和灵敏度。 免疫分析法和生物质谱法能够准确鉴定Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素，但无

法识别毒素是否还保持毒性。 对于Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的活性分析，主要包括基于 Ｎ⁃糖苷酶活性的脱嘌呤反应测定法

和细胞毒性测定法，两种方法均可实现毒素毒性的简便、快速、灵敏的分析检测，是Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素检测方法的有效

补充。 由于该类毒素的高度敏感性，国际禁止化学武器组织（ＯＰＣＷ）对相关样品中Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的分析提出了

唯一性鉴定的技术要求。 该文引用了Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素及其检测方法相关的 ７０ 篇文献，综述了以上Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素

的结构性质、中毒机理及典型剧毒性Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素检测方法的研究进展，对不同检测方法的特点和应用潜力进行

了总结，并结合 ＯＰＣＷ 对Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素唯一性鉴定的技术需求，展望了未来Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素检测技术研究的发展

趋势。
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ｒａｔｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏｘｉｎｓ ｃａｎ ｂｅ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｙ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃａｌｌｙ
ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ． Ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓａｍｐｌｅｓ， ａｂｕｎｄａｎｔ ｐｅｐｔｉｄｅ ｍａｒｋｅｒｓ
ａｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｍｕｌｔｉ⁃ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ． Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｐｅｐｔｉｄｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ａｃｃｕｒａｔｅ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｅｆｆｅｃ⁃
ｔｉｖｅｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＲＩＰ ｔｏｘｉｎｓ． Ａｌｔｈｏｕｇｈ
ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ａｎｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｃｃｕｒａｔｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｙｐｅ Ⅱ ＲＩＰｓ， ｔｈｅｙ ｃａｎｎｏｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ｔｏｘｉｎｓ ｗｉｌｌ ｒｅｔａｉｎ ｐｏｔｅｎｃｙ． Ｔｈｅ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＲＩＰｓ ｉｎｃｌｕｄｅ ｄｅｐｕｒｉｎａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｎ⁃
ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ． Ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｓｉｍｐｌｅ， ｒａｐｉｄ， ａｎｄ ｓｅｎｓｉ⁃
ｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＲＩＰ ｔｏｘｉｃｉｔｙ， ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｏｔｈｅｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｏｗｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ
ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＲＩＰ ｔｏｘｉｎｓ， ｔｈｅ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｗｅａｐｏｎｓ
（ＯＰＣＷ） ｈａｓ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｃｌｅａｒ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌｅ⁃
ｖａｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｗｅ ｈｅｒｅｉｎ ｒｅｖｉｅｗｅｄ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＲＩＰ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ； ｎｅａｒｌｙ ７０ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｙｐｅ Ⅱ ＲＩＰ
ｔｏｘｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｃｉｔｅｄ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ
ＯＰＣＷ ｆｏｒ ｔｈｅ ｕｎａｍｂｉｇｕｏｕｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｔｏｘｉｎｓ， ｔｈｅ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｆｕｔｕｒｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｙｐｅ
Ⅱ ＲＩＰ⁃ｂａｓｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｅｘｐｌｏｒｅｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｔｙｐｅ Ⅱ ｒｉｂｏｓｏｍｅ⁃ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ ＲＩＰｓ）； Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ｔｏｘｉｎ；
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ； ｒｅｖｉｅｗ
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　 　 核糖体失活蛋白（ＲＩＰｓ）是一类 Ｎ⁃糖苷酶家族

的特征毒蛋白，基于蛋白结构，ＲＩＰｓ 被分为Ⅰ型、Ⅱ
型、Ⅲ型共 ３ 类［１］。 Ⅰ型 ＲＩＰｓ 由单亚基或两个亚基

通过非肽键相连构成，相对分子质量约为 ３０ ｋＤａ，
具有 ＲＮＡ⁃Ｎ⁃糖苷酶活性，例如商陆植物（Ｐｈｙｔｏｌａｃ⁃
ｃａ ａｃｉｎｏｓａ）的 ＰＡＰ 蛋白和玉米黍的 Ｍａｉｚｅ ｂ⁃３２ 蛋

白等［２，３］。 Ⅲ型 ＲＩＰｓ 全部由单亚基构成，相对分子

质量约为 ２５ ｋＤａ，通常以前体形式存在，包括 Ｎ⁃糖
苷酶活性区和未知功能区，经酶切加工转换生成有

活性的ⅡＩ 型 ＲＩＰｓ，目前，仅在大麦中分离检测出Ⅲ
型 ＲＩＰ 蛋白 ＪＩＰ６０［４］。 Ⅱ型 ＲＩＰｓ 是两个亚基通过

二硫键连接构成的异二聚体蛋白，含有 Ａ、Ｂ 链，其
中 Ａ 链为功能链，具 Ｎ⁃糖苷酶活性；Ｂ 链为结合链，
具半乳糖结合的凝集素活性。 与 Ｉ 型和Ⅲ型 ＲＩＰｓ
相比，Ⅱ型 ＲＩＰｓ 多了具有凝集素活性的 Ｂ 链，导致

其毒性远高于 Ｉ 型和Ⅲ型 ＲＩＰｓ［３］。 目前，除在少数

几种细菌和真菌中发现以外，Ⅱ型 ＲＩＰｓ 主要存在于

一些有毒植物中，并且具有明显的组织特异性，普遍

发现植物成熟种子中Ⅱ型 ＲＩＰｓ 活性相对较高［２］。
３ 种类型的 ＲＩＰｓ 结构及代表蛋白质如图 １ 所示。

表 １　 剧毒Ⅱ型 ＲＩＰｓ 及其毒性［２］

Ｔａｂｌｅ １　 Ｈｉｇｈｌｙ ｔｏｘｉｃ ｔｙｐｅ Ⅱ ＲＩＰｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔｏｘｉｃｉｔｙ［２］

Ｔｏｘｉｎ Ｓｏｕｒｃｅ
Ｔｏｘｉｃｉｔｙ

Ｈｅｌａ ｃｅｌｌ ＩＣ５０ ／ （ｍｏｌ ／ Ｌ） ａ） Ｍｉｃｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ＬＤ５０ ／ （μｇ ／ ｋｇ） ｂ）

Ａｂｒｉｎ （相思子毒素） Ａｂｒｕｓ ｐｒｅｃａｔｏｒｉｕｓ ｓｅｅｄｓ ３．９×１０－１２ ０．０４
Ｒｉｃｉｎ （蓖麻毒素） Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ ｓｅｅｄｓ ６．０×１０－１３ ３
Ｍｉｓｔｌｅｔｏｅ ｌｅｃｔｉｎ Ｉ （槲寄生凝集素 Ｉ） Ｖｉｓｃｕｍ ａｌｂｕｍ ｌｅａｖｅｓ １．７×１０－９ ２．４
Ｍｏｄｅｃｃｉｎ （药莲毒素） Ａｄｅｎｉａ ｄｉｇｉｔａｔａ ｒｏｏｔ ２．８×１０－１２ ５．３
Ｖｏｌｋｅｎｓｉｎ （蒴莲毒素） Ａｄｅｎｉａ ｖｏｌｋｅｎｓｉｉ ｒｏｏｔ ３．０×１０－１３ １．７
ＲＩＰ （ＲＩＰ 毒素） Ａｄｅｎｉａ ｇｏｅｔｚｉｉ ｃａｕｄｅｘ １．０×１０－１２ －
Ｌａｎｃｅｏｌｉｎ （柳杉毒素） Ａｄｅｎｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ｃａｕｄｅｘ ５．０×１０－１３ ６．８
Ｓｔｅｎｏｄａｃｔｙｌｉｎ （西番莲毒素） Ａｄｅｎｉａ ｓｔｅｎｏｄａｃｔｙｌａ ｃａｕｄｅｘ ３．０×１０－１３ １．２
Ａｒａｌｉｎ （阿拉林毒素） Ａｒａｌｉａ ｅｌａｔａ ｓｈｏｏｔｓ １．３×１０－１２ －
Ｒｉｐｒｏｘｉｍｉｎ （利普西敏毒素） Ｘｉｍｅｎｉａ ａｍｅｒｉｃａｎａ ｐｏｗｄｅｒ １．１×１０－１２ －
　 ａ） ＩＣ５０： ｈａｌｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ； ｂ） ＬＤ５０： ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ ５０％． －： ｎｏｔ ｒｅｐｏｒｔｅｄ．

　 　 Ⅱ型 ＲＩＰｓ 发挥毒性作用的分子机理是能够特

异、不可逆地催化脱去真核细胞核糖体的 ２８Ｓ ｒＲＮＡ
中保守 ＧＡＧＡ⁃茎环结构中的第一个腺苷上的腺嘌

呤，导致核糖体失去进行正常的蛋白质合成功能，从
而引起细胞死亡［５，６］。 表 １ 列举了代表性剧毒Ⅱ型

ＲＩＰｓ 蛋白的来源及毒性［２］。 在已发现的剧毒Ⅱ型

ＲＩＰｓ 毒素中，蓖麻毒素和相思子毒素的毒性最强、
危害最大。 由于分布广泛、易于获得、致命性强等特

点，Ⅱ型 ＲＩＰｓ 被一些国家军方深入研究并制作为化

学武器［７］，第一次世界大战期间，美军曾对蓖麻毒

素开展过深入研究，并开展了蓖麻毒素作为吸入剂

图 １　 ３ 种类型核糖体失活蛋白的结构示意图［１］

Ｆｉｇ． １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍｅ⁃
ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ＲＩＰｓ） ［１］

的测试试验。 在第二次世界大战期间，英国军方研

发了一种含有蓖麻毒素的复合炸弹，只是由于难以

将大剂量的蓖麻毒素原体转化为气溶胶状态，这类

武器还未在正式战争中使用［４］。 但是，蓖麻毒素经

常被作为生物恐怖战剂用于恐怖袭击以及政治暗杀

等活动中［７］。 １９７８ 年在伦敦的国际间谍人员曾用

装有蓖麻毒素的伞尖在公开场所行刺，造成保加利

亚作家及持不同政见者乔治·马可夫中毒身亡。
２０１３ 年和 ２０２０ 年，美国时任总统奥巴马和特朗普

都收到了含有蓖麻毒素粉末的信件。 此外，Ⅱ型

ＲＩＰｓ 毒素来源广泛，易于制备，一旦被不法分子掌

握其制备技术，将会成为严重的安全隐患。
　 　 因此，无论是化学武器核查还是生物恐怖防御，
对剧毒Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素开展检测研究十分重要，也是

国内外学者关注的热点。 目前国际禁止化学武器组

织（ＯＰＣＷ）正在组织国际相关领域实验室开展毒素

分析演练工作，旨在形成技术体系完善的检测能力，
并将毒素分析结果根据获得的信息分为 ４ 级，分别

是：唯一性鉴定（ｕｎａｍｂｉｇｕｏｕｓ）、确证（ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ）、
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临时 性 确 证 （ ｐｒｏｖｉｓｉｏｎａｌ ） 和 未 确 证 （ ｕｎｃｏｎ⁃
ｆｉｒｍｅｄ）。 由于 Ⅱ 型 ＲＩＰｓ 毒素的高度敏感性，
ＯＰＣＷ 要求对样品必须实现最高级别的唯一性鉴

定［８］，这包括必须提供：１）应用质谱或电泳检测的

毒素分子量信息；２）应用酶解⁃串联质谱检测至少两

条分别来源于 Ａ 链和 Ｂ 链肽段标志物的质谱鉴定

结果；３）应用酶联免疫吸附检测（ＥＬＩＳＡ）检测的毒

素定量分析结果；４）应用脱嘌呤或体外细胞毒性检

测方法对Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素 Ａ 链的脱嘌呤活性以及可

选的 Ｂ 链凝集素活性的鉴定结果。 本课题组所在

的防化研究院分析化学实验室作为 ＯＰＣＷ 指定实

验室代表中国持续参加该毒素分析演练任务，研究

并构建了包括酶解质谱结构鉴定、ＥＬＩＳＡ 定量检测

以及体外脱嘌呤活性检测等Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素唯一性

鉴定技术体系［９－１２］。 本文综述了典型Ⅱ型 ＲＩＰｓ 蓖

麻毒素和相思子毒素的理化性质、毒理作用及其检

测鉴定方法研究进展，以期为开展相关科学研究提

供参考依据。

１　 Ⅱ型 ＲＩＰｓ 的毒性作用机理

１．１　 毒理作用

　 　 Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的 Ａ 链具 Ｎ⁃糖苷酶活性，特异

性水解真核细胞核糖体 ６０Ｓ 大亚基 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 保守

茎环结构顶部四核苷酸 ＧＡ４３２４ＧＡ 的腺嘌呤残基；Ⅱ
型 ＲＩＰｓ 毒素的 Ｂ 链具凝集素特性，通过两个球状

结构域发挥活性，每个结构域含有一个半乳糖结合

位点，与细胞表面的半乳糖结合，介导 Ａ 链进入细

胞［１３］，导致核糖体失活，从而抑制蛋白质合成，最终

引起细胞死亡［９－１１］。 研究［１４］ 显示， 蓖麻毒素与

ＨｅＬａ细胞具较强的相互作用，在每个细胞上检测到

约 ３ ３×１０７ 个毒素结合位点，结合常数达到 ２ ６ ×
１０７ ｍｏｌ－１。 然而，Ⅱ型 ＲＩＰｓ 对植物细胞展现的毒性

远不如动物细胞，原因可能是植物细胞壁表面的半

乳糖结合位点较少［２］。
　 　 Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒性强，相思子毒素和蓖麻毒素的小

鼠静脉注射毒性是神经性毒剂维埃克斯（Ｖｘ） 的

２ ８８５ 倍和 ３８５ 倍。 同时，研究［１５，１６］ 发现，序列高度

同源的Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素以及毒素不同亚型之间的毒

性具有较大差异。 例如，同样来源于植物蓖麻子中

的蓖麻凝集素（ＲＣＡ１２０）具有与蓖麻毒素相似的糖

苷酶活性，其氨基酸序列与蓖麻毒素 Ａ 链和 Ｂ 链的

同源性分别达到了 ９３％ 和 ８４％，但其细胞毒性不足

蓖麻毒素的十分之一［１７］。 相思子毒素存在 ａ、ｂ、ｃ

和 ｄ ４ 种亚型，同源性高达 ７８％，但毒性差异较大，
其中相思子毒素⁃ｂ 和相思子毒素⁃ｃ 由于其 Ｂ 链的

凝集素活性较低而只有较弱的细胞毒性，反之相思

子毒素⁃ａ 与相思子毒素⁃ｄ 具有极强的细胞毒

性［１５，１８］。 ＲＩＰｓ 细胞毒性产生巨大差异的原因主要

与细胞表面的受体数量、受体亲和力以及 ＲＩＰｓ 本身

的抗降解能力等因素有关。
１．２　 细胞内转运途径

　 　 对于Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素在细胞内的代谢途径，目前

公认的机理是［１９］： Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素通过胞吞作用进

入细胞膜，一部分返回细胞膜表面，另一部分进入初

级内体 （ ｅａｒｌｙ ｅｎｄｏｓｏｍｅｓ） 后被转运至次级内体

（ ｌａｔｅ ｅｎｄｏｓｏｍｅｓ）；次级内体中的毒素大部分进入

溶酶体中进行降解，仅约 ５％ 的毒素原体到达高尔

基体反面网络结构，经逆向转运至内质网（ＥＲ）；在
蛋白质二硫键异构酶和分子伴侣的作用下，Ⅱ型

ＲＩＰｓ 毒素 Ａ 链和 Ｂ 链解离，暴露出疏水区域的 Ａ
链从 ＥＲ 释放到细胞质中发挥毒理作用 （见图

２） ［７］。 此 Ａ、Ｂ 链解离代谢途径在酵母中得到了证

实，研究［２０］ 表明进入内质网的蓖麻毒素 Ａ 链

（ＲＴＡ）通过误折叠激活内质网相关蛋白质降解途

径（ＥＲＡＤ），将 Ａ、Ｂ 链解离并使 ＲＴＡ 穿过 ＥＲ 膜进

入胞浆后在完整核糖体诱导下重新折叠，恢复活性，
催化 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 脱去腺嘌呤，破坏核糖体结构，导致

细胞死亡。

２　 Ⅱ型 ＲＩＰｓ 的检测鉴定方法

　 　 由于Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的特点及毒害作用，使得此

类致命毒素在化生防护、化武履约核查和防反化生

恐怖等工作中备受关注。 利用分析检测技术准确鉴

定环境及生物医学等样本中的Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素，可为

Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的使用取证、核查分析以及染毒人员

的救治提供重要技术依据。 基于结构与活性，我们

将剧毒性Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的检测方法分为 ３ 大类，第
一类是基于免疫等原理的特异性识别检测方法分析

方法，第二类是生物质谱分析方法，前两类均属于毒

素非活性定性定量分析方法；第三类是基于脱嘌呤

反应活性和细胞毒性的毒素活性体外检测分析法。
２．１　 特异性识别检测方法

２．１．１　 酶联免疫吸附检测

　 　 ＥＬＩＳＡ 是将可溶性的抗原或抗体结合到聚苯乙

烯等固相载体上，利用抗原抗体专一性结合进行免

疫反应的定性和定量检测方法。 ＥＬＩＳＡ 方法种类较
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图 ２　 Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素进入细胞及在细胞内运输途径的示意图［７］

Ｆｉｇ． ２　 Ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＲＩＰ ｔｏｘｉｎｓ ｅｎｔｅｒｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ ｉｎ ｃｅｌｌｓ［７］

ＥＲ： ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ．

多且具有敏感度高、特异性强、操作简便等特点，使
其在Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的检测中应用最为广泛。 随着

增强比色法和化学发光技术的出现，进一步提高了

ＥＬＩＳＡ 方法的灵敏度［２１，２２］。 Ｓｈｙｕ 等［２３］建立了尿液

和血清样品中蓖麻毒素的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 定量

检测方法，检出限达到了 ５ ０ ｎｇ ／ ｍＬ。 王晨宇等［２４］

利用蓖麻毒素单克隆抗体（ＭＡｂ）３Ｄ７４ 和标记的小

鼠抗⁃蓖麻毒素单克隆抗体 ４Ｃ１３ 辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ），建立了定量检测血清和大鼠组织样品中蓖

麻毒 素 的 双 夹 心 ＥＬＩＳＡ 方 法， 检 出 限 为 １ ２５
ｎｇ ／ ｍＬ，方法应用于蓖麻毒素组织分布的定量测定，
在静脉染毒大鼠的心、肝、脾、肺、肾、肠和脂肪等组

织中均成功检测出蓖麻毒素。 Ｌｅｉｔｈ 等［２５］ 应用亲和

素⁃生物素⁃过氧化物酶复合物法 （ ａｖｉｄｉｎ⁃ｂｉｏｔｉｎ⁃
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｍｅｔｈｏｄ， ＡＢＣ 法），建立了动

物组织样本中蓖麻毒素的竞争 ＥＬＩＳＡ 检测方法，检
出限达到 ０ ２ ｎｇ ／ ｍＬ。 ＥＬＩＳＡ 方法的缺点是对抗体

的要求极为苛刻，一旦出现抗体对同源性抗原间的

交叉反应，极容易产生假阳性结果。 同源蛋白干扰

（如蓖麻毒素与蓖麻凝集素 ＲＣＡ１２０，相思子毒素与

相思子凝集素（ａｂｒｕｓ ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ））一直是 ＥＬＩＳＡ 方

法检测Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的技术瓶颈，随着样品基质复

杂程度的提高，出现假阳性结果的可能性也大大提

高。 为了区分Ⅱ型 ＲＩＰｓ 同源蛋白蓖麻毒素和

ＲＣＡ１２０，德国 Ｒｏｂｅｒｔ Ｋｏｃｈ 研究中心［２６］ 开发了蓖

麻毒素和 ＲＣＡ１２０ 的专属双夹心 ＥＬＩＳＡ 方法。 蓖

麻毒素⁃ＥＬＩＳＡ 双抗体夹心方法应用单抗 Ｒ１８（抗蓖

麻毒素 Ａ 链）与单抗 Ｒ１０９（抗蓖麻毒素 Ｂ 链），对蓖

麻毒素的最低检出限达到 ２ ｐｇ ／ ｍＬ，定量范围为 ５～
７０８ ｐｇ ／ ｍＬ，在蓖麻毒素定量线性检测范围内，该方

法与同源蛋白 ＲＣＡ１２０ 基本不发生交叉反应；
ＲＣＡ１２０⁃ＥＬＩＳＡ 双抗体夹心方法应用 ＲＣＡ１２０ 单抗

ＡＲＫ４ 和多抗 ＩＧＹ ＲＣ２２，对 ＲＣＡ１２０ 的最低检出限

达到 １ ｐｇ ／ ｍＬ，定量范围为 ３ ００ ～ １ ５４９ ｐｇ ／ ｍＬ，在
ＲＣＡ１２０ 的线性检测范围内，该方法对同源蛋白蓖

麻毒素基本不发生交叉反应。 该中心［２７］ 应用这两

个方法，在 ２０１３ 年国际“复杂基质中蓖麻毒素定性

和定量检测”能力考试中，准确鉴定出 ９ 个样品中

添加的蓖麻毒素或蓖麻凝集素，定量检测结果准确

度均达到 ９０％ 以上。 ２０１７ 年，Ｈｅ 等［２８］ 从 ７ 种相思

子毒素新型单克隆抗体中分别筛选出专属相思子毒

素 Ａ 链和 Ｂ 链的单克隆抗体，并建立了相思子毒素

夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法，该方法能够区分相思子毒素

和其同源蛋白相思子凝集素，对牛奶等基质，相思子

毒素检出限达为 １ ｎｇ ／ ｍＬ。 随着抗体技术的不断发

展，ＥＬＩＳＡ 分析法在专属性方面取得了很大的进步，
然而，要想获得专属性强的抗体，制备成本非常高，
而且需要忍受较短的储存期限和苛刻的保存条件。
２．１．２　 蛋白质免疫印迹法

　 　 蛋白质印迹法（ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ＷＢ）是将经过凝

胶电泳分离的蛋白质样品转移到固相膜载体（例如

硝酸纤维素薄膜）上，再利用抗原抗体结合专一性

进行免疫反应的定性和定量检测方法。 近年来，
ＷＢ 也常应用于Ⅱ型 ＲＩＰ 毒素的检测，Ｌａｎｇ 等［２９］

采用抗 ＲＴＡ 的兔血清作为抗体，建立了蓖麻毒素的

ＷＢ 检测方法，最低检出限可达 １ ｎｇ。 该方法已成
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功应用于兔血清、肝脏组织样品中蓖麻毒素的检测，
能够分别在最低加标水平为 ０ ６７ μｇ ／ ｍＬ 的兔血

清、肝脏组织匀浆样本中检测出蓖麻毒素。
２．１．３　 免疫磁性微球及生物传感检测

　 　 免 疫 磁 性 微 球 （ ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｍｉｃｒｏ⁃
ｓｐｈｅｒｅｓ， ＩＭＭＳ）检测将目标蛋白抗体与磁性微球

进行偶联，特异性捕获复杂基质中的目标蛋白，从而

达到分离纯化和检测目的。 免疫磁性微球捕获具分

离速度快、效率高、操作简单、重现性好等优点，结合

荧光、化学发光或电化学发光检测技术，极大地提升

了检测速率，使检测时间由 ８ ｈ 缩短至 ２～４ ｈ［３０，３１］。
基于免疫原理发展的生物传感检测技术，其最大优

点是能够通过微型芯片的设计，实现多种毒素的同

时快速检测，是事故现场快速检测的有效手段。
Ｄｅｌｅｈａｎｔｙ 等［３２］使用配备电荷耦合原件的抗体微阵

列免疫芯片，在 １５ ｍｉｎ 内实现了霍乱毒素、葡萄球

菌肠毒素 Ｂ（ＳＥＢ）、蓖麻毒素和芽孢杆菌的同时检

测，其中蓖麻毒素的检出限为 １０ ｎｇ ／ ｍＬ。 Ｌｉｇｌｅｒ
等［３３］对免疫芯片进一步优化设计，实现了 ６ 种毒素

的同时检测。 Ｍｕ 等［３４］ 发展了一种基于隧道磁阻

（ＴＭＲ）生物传感器的蓖麻毒素快速检测新方法，将
磁免疫色谱试纸与 ＴＭＲ 磁敏传感器信号检测有效

地结合在一起，通过检测功能化磁信号探针在免疫

色谱试纸上产生的磁场强度，实现蓖麻毒素的快速

检测， 定 量 检 测 的 线 性 范 围 为 １ ｎｇ ／ ｍＬ ～ ２００
μｇ ／ ｍＬ。 该方法克服了复杂环境干扰物对毒素检

测的影响，可以满足水、土壤、食物、血液等复杂样品

的分析要求。 Ｎａｓｉｒａｈｍａｄｉ 等［３５］以含有 ９ 个氨基酸

的肽段分子印迹聚合物作为模板，在紫外光作用下，
在功能单体和表位之间的氢键作用下形成分子印迹

聚合物，然后使用 ２ ５％ 的十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）
和 ０ ６％ 乙酸对聚合物进行衍生，最终得到生物传

感芯片；将设计的纳米生物传感器应用于血浆和尿

样等样品中槲寄生蛋白毒素的快速检测，检出限分

别为 ０ ５ 和 １ ２５ ｎｇ ／ μＬ。
２．１．４　 适配体分析法

　 　 目前已报道的基于抗体识别原理的免疫分析法

具有灵敏度高、专属性好、耗时短、定量准确等优点，
广泛应用于复杂基质中Ⅱ型 ＲＩＰｓ 蛋白蓖麻毒素和

相思子毒素的检测。 存在的不足是：方法依赖亲和

力强、效价高的抗体，对实验室抗体制备能力要求较

高，且抗体的贮存稳定性较差。 Ｓｈｕ 等［３６］ 通过指数

富集的配体系统进化技术（ＳＥＬＥＸ），结合 ＰＣＲ 体

外扩增，经过数轮反复的体外筛选、扩增得到与蓖麻

毒素抗体亲和力和特异性相当的寡核苷酸适配体，
建立了基于适配体识别的多纳米孔检测技术，实现

了蓖麻毒素的有效检测。 Ｔａｎｇ 等［３７，３８］ 使用 ＳＥＬＥＸ
技术筛选出了蓖麻毒素和相思子毒素的适配体并应

用于两种毒素的定量检测，定量限分别为 １ μｇ 和

０ ３ μｇ。 与免疫识别法相比，适配体的最大优势在

于稳定性好、可反复使用，但存在筛选过程复杂、灵
敏度较差等问题。 因此Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的特异性识

别技术的一个关键在于设计制备稳定性好、灵敏度

高的适配体。
２．２　 生物质谱分析

　 　 ２０ 世纪 ８０ 年代发展起来的基质辅助激光解吸

附离子化（ＭＡＬＤＩ）和电喷雾离子化（ＥＳＩ）技术，为
分析稳定性差、难挥发的生物大分子样品提供了优

越的分析手段，越来越多的科学家将质谱技术应用

于核酸、蛋白质等大分子的检测与鉴定。 如今，生物

质谱法已成为复杂样品中蛋白质鉴定的基本方法。
利用生物质谱技术可以实现大分子蛋白质相对分子

质量的测定，２０００ 年，Ｄｅｓｐｅｙｒｏｕｘ 等［３９］ 使用 ＥＳＩ⁃
四极杆（Ｑ）质谱对蓖麻毒素进行鉴定，蓖麻毒素原

体经电喷雾离化产生多电荷离子，将数据进行解卷

积计算，最终得到平均相对分子质量为 ６３ ｋＤ 的质

谱峰簇，即为蓖麻毒素的相对分子质量。 高分辨质

谱的发展可以提供更为准确的相对分子质量信息，
从而有效提升鉴定结果准确性。 例如 ＭＡＬＤＩ⁃飞行

时间（ＴＯＦ）高分辨质谱被报道用于鉴定完整蓖麻

毒素原体，该方法检测到的蓖麻毒素的相对分子质

量为 ６２ ７６６ Ｄａ［４０］。 然而，在实际应用中，相对分子

质量测定法仍无法给出Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的准确结构

信息［４１］。 随后，人们［４２］ 尝试在分析前将毒素进行

酶解，再应用 ＬＣ⁃ＭＳ 分析肽指纹图谱或 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
靶向测定特异性肽段，通过酶解肽段氨基酸序列的

鉴定，鉴定蛋白毒素的序列结构，依据这种策略发展

出了酶解质谱分析法。
２．２．１　 酶解质谱鉴定法

　 　 与免疫分析方法相比，酶解质谱法具有很多优

势：１）能够准确鉴定毒素特异性肽段的氨基酸序

列，从而实现高度同源蛋白间的差异性鉴定；２）准

确识别毒素蛋白分子内的二硫键位置及翻译后修饰

信息；３）通过靶向特异性肽段的定量检测从而实现

Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素原体的定量检测。 此外，酶解质谱技

术可以与各种分离纯化技术（如凝胶亲和、免疫磁
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珠、一维及二维电泳等）结合，在质谱分析前对目标

蛋白进行富集纯化，降低基质干扰，实现复杂基质中

Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素专一、灵敏的检测。 酶解质谱法的分

析策略如图 ３ 所示［４２］。

图 ３　 酶解质谱法分析蛋白策略［４２］

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ［４２］

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ： ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｐｈａｔｅ⁃ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．

　 　 酶解质谱法将大分子蛋白质酶解生成多肽混合

物，然后使用高分辨质谱技术（ＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ＭＳ 或

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ） 分析肽指纹图谱 （ＰＭＦ） 或 ＬＣ⁃
ＥＳＩ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 靶向测定特异性肽段，从而实现蛋白质

的鉴定。 ２００１ 年，Ｄａｒｂｙ［４０］ 首次将 ＰＭＦ 法应用于

蓖麻毒素 的 鉴 定， 分 别 使 用 ＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ＭＳ 和

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 对蓖麻毒素的酶解产物进行分析，
结合数据库检索，成功鉴定出蓖麻毒素的 １４ 条肽

段。 Ｓｏｕｓａ 等［４３］ 采用加速溶剂萃取（ＡＳＥ）技术处

理含有蓖麻毒素的复杂样品，经 ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝

胶（ＰＡＧＥ）、胰蛋白酶解后采用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 对

酶解的肽段进行鉴定，通过 ＰＭＦ 数据库检索，鉴定

出蓖麻毒素的 １９ 条肽段，然后对其中 ３ 条唯一性肽

段进行 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ ／ ＭＳ 二级质谱检测，实现了

蓖麻毒素的唯一性鉴定。
　 　 这些方法虽然准确度高，但在酶解前需要变性、
还原和烷基化等步骤，整个过程步骤多、周期长。 为

解决这一问题，有机溶剂辅助直接酶解蛋白质原体

的方法被开发并应用于蓖麻毒素的分析鉴定，例如

在酶解样品中使用甲醇等能够有效促进胰蛋白酶解

效率、缩短酶解时间，这些方法在蓖麻毒素的鉴定与

高灵敏检测等方面都取得了较好的结果。 目前，
Ｔ７Ａ、Ｔ１１Ａ、Ｔ６Ｂ 和 Ｔ１８Ｂ 是蓖麻毒素的胰蛋白酶解

肽段中使用最多的代表性肽段标识物，被广泛应用

于粉末、蓖麻子粗提物、牛奶、饮料等复杂基质中痕

量蓖麻毒素的唯一性鉴定［４１，４４－４９］。 但是，该方法存

在酶解效率较低、易发生漏切等缺点。 本课题组［１１］

研究发现乙腈有助于胰蛋白酶准确酶解毒素原体、
高效生成标识性肽段，并开发和建立了一种乙腈辅

助胰蛋白酶直接酶解蓖麻毒素原体的方法，显著提

高了酶解效率，将酶解反应时间从 １８ ｈ 减至 ４ ｈ。
　 　 随着技术的不断发展，近年来，免疫磁珠、凝胶

亲和等技术常作为高效的样品制备手段被应用于复

杂基质中目标物的分离与纯化，与质谱等技术相结

合，在蛋白质鉴定等方面发挥着重要的作用。 ２０１１
年，美国疾控中心（ＣＤＣ）的 ＭｃＧｒａｔｈ 等［４６］ 通过制

备修饰蓖麻毒素抗体的免疫磁珠，对饮用水、牛奶、
果汁等基质中的蓖麻毒素进行富集，经胰蛋白酶酶

解，利用液相色谱⁃线性离子阱质谱靶向鉴定蓖麻毒

素 Ａ 链和 Ｂ 链的标志性肽段（Ｔ７Ａ 和 Ｔ１８Ｂ），最终

实现了蓖麻毒素的高灵敏鉴定与定量分析，最低检

出限达到 ０ ６４ ｎｇ ／ ｍＬ。 ２０１５ 年，Ｆｒｅｄｒｉｋｓｓｏｎ 等［５０］

采用半乳糖凝胶树脂填充柱，对饮用水，饮料、粉末

以及擦拭样品中的典型剧毒Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素（蓖麻

毒素、相思子毒素、蓖麻凝集素）进行选择性富集，
结合胰蛋白酶解和高分辨质谱靶向检测技术，实现

了复杂样品中Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素准确鉴定。 Ｆｅｌｄｂｅｒｇ
等［５１］采用琼脂糖凝胶亲和富集结合三重四极杆串

联质谱技术建立了复杂环境样品中痕量蓖麻毒素的

检测方法；该方法对从不同地理区域获取的 ６０ 种不

同环境样本（例如土壤、沥青和植被）进行测定，蓖
麻毒素的最低检出限达到 １ ｎｇ ／ ｍＬ（ｇ）。
　 　 除了使用胰蛋白酶解以外，近年来，科学工作者

们还探索了其他酶解方法。 本课题组［１２］ 系统研究

了蓖麻毒素在不同蛋白酶解（糜蛋白酶、胃蛋白酶、
蛋白酶 Ｋ 和胰蛋白酶 ／胞内蛋白酶（Ｇｌｕ⁃Ｃ）串联酶

·６６２·



　 第 ３ 期 梁龙辉，等：剧毒性Ⅱ型核糖体失活蛋白蓖麻毒素和相思子毒素的检测鉴定方法研究进展

解）体系中的最优酶解条件，采用 ＬＣ⁃ＥＳＩ⁃Ｑ ／ ＴＯＦ
ＭＳ 高分辨质谱对酶解产生的肽段进行鉴定，结合

美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）数据库检索比

对，对所有肽段的专属性进行确认与分类，最终筛选

鉴定出专属性强且质谱响应好的肽段作为蓖麻毒素

的肽段标志物，大大丰富了唯一性鉴定蓖麻毒素肽

段标志物的选择范围。 此外，本课题组［５２］ 通过离子

交换、ＨＰＬＣ 等方法对我国东北槲寄生植物（Ｖｉｓ⁃
ｃｕｍ． Ｏｌｏｒａｔｕｍ Ｎａｋａｉ）中的槲寄生毒素进行分离

纯化，使用 Ｇｌｕ⁃Ｃ 酶解槲寄生毒素，然后采用 ＭＡＬ⁃
ＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 对酶解的肽段进行测定，首次鉴定出含

有四对二硫键的槲寄生毒素 Ｂ７。 Ｂｒａｕｎ 等［５３］ 报道

了使用糜蛋白酶蓖麻毒素进行酶解过夜，使用高分

辨液相色谱⁃质谱对糜蛋白酶酶解产生的两条蓖麻

毒素肽段进行靶向鉴定，成功实现了植物提取物和

土壤样品中蓖麻毒素的准确鉴定。
　 　 近年来，酸消解技术也被用于Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的

分析鉴定。 Ｃｈｅｎ 等［５４］ 采用微波辅助⁃热酸消解方

法选择性水解蓖麻毒素氨基酸序列中的天冬氨酸残

基，水解时间仅需要 １５ ｍｉｎ，大大提高了反应效率，
结合 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 检测，成功鉴定出蓖麻毒素中

的二硫键肽段，为蓖麻毒素的物证鉴定提供了一种

可靠的技术手段。
２．２．２　 质谱定量检测

　 　 随着 ＬＣ⁃ＭＳ 技术的发展，目前除了实现痕量毒

素的定性检测外，更多的努力被放在定量分析研究

中。 液相色谱⁃三重四极杆质谱（ＬＣ⁃ ＱＱＱ ＭＳ）的

多反应监测模式（ＭＲＭ）和液相色谱⁃四极杆⁃轨道

离子阱质谱（ＬＣ⁃Ｑ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＭＳ）的平行反应监测

模式（ＰＲＭ）在较宽的动态范围内具有很好的线性

响应，在Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的定量分析方面得到了广泛

的关注和应用。 质谱定量离不开同位素标记的内

标，目前的研究大多基于同位素标记多肽为内标的

绝对定量策略（ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｔｒａｔ⁃
ｅｇｙ， ＡＱＵＡ）：在质谱分析前，向样品中添加已知浓

度的同位素标记的多肽内标，由于内标肽段与目标

肽段标识物具有相同的色谱和质谱特征，通过比较

定量肽段和内标肽段的绝对丰度，实现复杂样品中

目标蛋白质的定量检测。 Ｓｃｈｉｅｌｔｚ 等［４９］采用 ＡＱＵＡ
方法和酶解质谱策略，对 １８ 种不同产地植物蓖麻子

中的蓖麻毒素和 ＲＣＡ１２０ 进行定量检测，该研究揭

示了不同产地蓖麻子中两种Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的含量

差异信息。 ＭｃＧｒａｔｈ 等［４６］ 以同位素内标肽段建立

了饮用水、牛奶、果汁等食源性基质中蓖麻毒素的免

疫捕获⁃酶解质谱定量检测方法，线性范围在 １０ ～
１０ ０００ ｆｍｏｌ ／ ｍＬ。 ２０１７ 年，Ｈａｎｓｂａｕｅｒ 等［１８］ 应用胰

蛋白酶解结合液质检测不同亚型相思子毒素肽段标

志物，首次实现了不同亚型相思子毒素和相思子总

蛋白的定量检测。
　 　 ＡＱＵＡ 定量方法虽然显著提高了复杂样品中目

标蛋白质的定量准确度，但是由于内标肽段无法兼

容复杂样品的前处理程序，只能在样品制备后加入

内标，导致定量结果仍然存在偏差。 针对以上问题，
科学家［５５，５６］提出了以稳定同位素标记的蛋白质为

内标的蛋白质内标绝对定量 （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ
ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＰＳＡＱ）策略。 基于无细胞

快速表达系统，在体外表达合成稳定同位素标记的

内标蛋白质，由于 ＰＳＡＱ 内标与目标蛋白质具有相

近的生化性质，因此可以在分析的最初阶段将蛋白

质标样加入样品中，在样品制备及酶解过程中发生

的蛋白质损失将不会影响蛋白质定量的准确性。
Ｄｕｐｒé 等［５７］ 使用单链 ＰＳＡＱ 内标标记法结合 Ｑ⁃
Ｏｒｂｉｔｒａｐ高分辨质谱定量研究体液、食品等复杂基

质中的蓖麻毒素 Ａ 链、金黄葡萄球菌毒素 Ｂ 和产气

荚膜梭菌毒素（ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）３ 种毒素，
检出限均达到 １ ｎｇ ／ ｍＬ。 该方法的主要是缺点是

ＰＳＡＱ 内标的合成制备难度大、成本高昂，仅适用于

Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素单链的定量检测。 全毒素内标的设

计与制备，将是实现Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素绝对定量检测的

关键，然而，目前应用无细胞体外表达和细胞表达技

术均未实现具链间二硫键的Ⅱ型 ＲＩＰｓ 全蛋白毒素

同位素内标的生物合成。
２．３　 毒性活性的体外检测

　 　 免疫分析法和酶解质谱法成功应用于Ⅱ型

ＲＩＰｓ 毒素的定性定量检测，但无法鉴定毒素是否还

保持毒性。 Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的活性鉴定在反应机理

评估、酶学性质研究、寻找抑制剂以及毒素的检测诊

断等方面具有重要意义。 由于该类毒素的高度敏感

性，禁止化学武器组织在核查分析中，不仅要求对其

进行定性定量检测，同时还要求对其活性进行准确

表征。 目前，对于Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的活性鉴定一般选

择脱嘌呤活性的间接测定法和细胞毒性测定法。
２．３．１　 脱嘌呤活性体外检测

　 　 １９８７ 年 Ｅｎｄｏ 等［５８］ 开发的苯胺裂解测定法是

最早用于检测Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的脱嘌呤活性的分析

方法；结果表明，２８Ｓ ｒＲＮＡ 经Ⅱ型 ＲＩＰｓ 处理后迁移
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率发生变化，对核糖核酸酶产生了抗性，实验进一步

证明，Ⅱ型 ＲＩＰｓ 以水解方式剪切了 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 中

Ａ４３２４位的 Ｎ⁃糖苷键；脱去 Ａ４３２４后，２８Ｓ ｒＲＮＡ 的第 ５０
和 ３０ 个磷酸二酯键变得不稳定，聚丙烯酰胺凝胶染

色结果显示，苯胺处理后释放出约 ４００ 个核苷酸的

ＲＮＡ 片段，实现蓖麻毒素的活性鉴定。
　 　 ２０１０ 年，Ｍｅｌｃｈｉｏｒ 等［５９］ 开发了一种定量实时

ＰＣＲ 检测方法，该方法利用逆转录酶将一个腺嘌呤

插入模板 ｒＲＮＡ 中发生脱嘌呤反应的碱基位点上，
使该位点从 Ｔ 转化为 Ａ；在 ５５ ℃、ｐＨ ５ ０ 条件下，
蓖麻毒素与模板 ＲＮＡ 相互作用，然后反转录为

ｃＤＮＡ；使用定量 ＰＣＲ 法对突变和未突变的 ＲＮＡ 进

行定量检测，实现蓖麻毒素对 ＲＮＡ 底物的脱嘌呤活

性鉴定。 该方法被应用于检测环境样品和食品基质

中的低浓度蓖麻毒素的脱嘌呤活性，方法灵敏度高、
重复性好。
　 　 １９８９ 年，Ｚａｍｂｏｎｉ 等［６０］ 首次使用 ＨＰＬＣ 检测

到真核生物核糖体经脱嘌呤反应释放的腺嘌呤：将
蓖麻毒素等Ⅱ型 ＲＩＰｓ 蛋白与真核生物核糖体进行

孵育反应，经乙醇提取、氯乙醛衍生，最终使用荧光

检测器通过 ＨＰＬＣ 检测腺嘌呤，氯乙醛衍生大大提

高了 ＨＰＬＣ 对腺嘌呤的检测灵敏度，蓖麻毒素的检

测限为 １００ ｎｇ。 后来的研究发现，Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素还

可以对 ＤＮＡ、ＲＮＡ 及 ｐｏｌｙ（Ａ）底物发生脱嘌呤作

用［６１，６２］。 Ｃｈｅｎ 等［６３］ 采用 ＨＰＬＣ 方法研究 ＲＴＡ 对

茎环结构的 ＲＮＡ 底物脱嘌呤反应机理及动力学，结
果表明，ＲＴＡ 对 ＲＮＡ 底物的催化速率在 ｐＨ ４ ０ 条

件下达到最高。 ＨＰＬＣ 分析法的缺点是，氯乙醛衍

生物必须进一步用饱和的乙醚萃取，并通过 ０ ４５
μｍ 过滤等操作才能用于 ＨＰＬＣ 分析，导致该方法

步骤复杂，耗时较长。
　 　 为了避免 ＨＰＬＣ 分析法操作繁琐的衍生步骤，
质谱、表面增强拉曼光谱（ＳＥＲＳ）等技术被引入，用
于毒素的脱嘌呤活性检测。 Ｂｅｃｈｅｒ 等［６４］ 将抗体磁

珠富集后的蓖麻毒素与人工合成的 ＲＮＡ 底物在体

外特定的条件下孵育，使用 ＬＣ⁃ＭＳ 检测样品中的腺

嘌呤，对蓖麻毒素的最低检出限达到 ０ １ ｎｇ ／ ｍＬ。
Ｓｕｚａｎｎｅ 等［６５］应用抗体磁珠富集纯化复杂样品中

的蓖麻毒素，然后与人工合成的单链 ＤＮＡ 底物进

行体外脱嘌呤反应，最后利用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 检

测 ＤＮＡ 底物在反应前后相对分子质量的变化，实
现样品中活性蓖麻毒素的鉴定。 Ｔａｎｇ 等［６６］ 提出了

一种基于 ＳＥＲＳ 检测的蓖麻毒素活性检测方法，将

连接单链 ＤＮＡ 底物多聚 Ａ（２１ｄＡ）的金纳米探针组

装在二氢硫辛酸修饰的硅晶片 （ ＳＨ⁃Ｓｉ） 上，组成

ＳＥＲＳ 芯片，蓖麻毒素与 ＳＥＲＳ 芯片进行反应，通过

监测脱嘌呤反应引起的腺嘌呤 ＳＥＲＳ 信号的衰减实

现活性蓖麻毒素的快速检测。 最近，研究人员［６７］ 还

发展了脱嘌呤活性分析与荧光纳米探针技术的联用

分析方法，并应用于复杂基质中活性Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素

的现场检测。
　 　 脱嘌呤分析法成功实现了痕量Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素

的活性鉴定，但是，此类方法使用的脱嘌呤 ＤＮＡ 及

ＲＮＡ 底物在酸性条件下都会发生不同程度的自水

解反应，阴性对照具有较高的响应，导致方法灵敏度

降低。 目前在实际样品检测中，一般以高于 １０ 倍阴

性对照响应作为检出标准。 通过底物序列的设计优

化，筛选出不易自水解的最适底物以提高检测方法

的灵敏度和专属性，是此类方法迫切需要解决的技

术难题和未来的发展趋势。
２．３．２　 体外细胞毒性检测

　 　 对于Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的活性，常采用基于实验动

物和细胞的毒性分析法。 董娜等［６８］采用 ３⁃（４，５⁃二
甲基噻唑⁃２） ⁃２，５⁃二苯基四氮 ｂａｉ 唑溴盐（ＭＴＴ）比
色法探索了蓖麻毒素对不同细胞以及小鼠各主要组

织脏器的毒性作用；细胞活性检测结果表明，不同浓

度的蓖麻毒素对 Ｃａｃｏ⁃２、 ＭＤＣＫ、 ＭＤＣＫ⁃ＭＤＲ１、
ＨｅｐＧ２ 和 Ｈ１２９９ 细胞均有一定的毒性，毒素浓度与

细胞毒性呈现明显的效量关系，ＭＤＣＫ 细胞对蓖麻

毒素最为敏感；病理学检测结果表明，在经灌胃方式

中毒的小鼠血清中发现谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转

氨酶（ＡＳＴ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）、
甘油三酯（ＴＧ）、肌酐（ＣＲＥＡ）均有升高趋势，表明

小鼠中毒 ３ ｈ 内肝功能和肾功能已出现一定程度的

损伤。
　 　 ２００５ 年，Ｚｈａｏ 等［６９］ 开发了一种基于萤光素酶

表达的非放射性测定方法，使用半衰期短的编码荧

光素酶不稳定衍生物的 ｃＤＮＡ 转染细胞；荧光素酶

ｃＤＮＡ 通过腺病毒转导进入细胞中，并利用荧光素

酶的光输出来测量蛋白质的合成水平，从而实现Ⅱ
型 ＲＩＰｓ 毒素的毒性测定。 此外，该团队［６９］ 还开发

出一种基于 ９６ 和 ３８４ 孔的高通量筛选方法，用于检

测不同细胞对Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的敏感性；使用此分析

方法筛选了针对Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的 １４ ０００ 个小分子

文库，发现两种化合物在Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的细胞内转

运步骤中起抑制作用，该方法证明了使用非放射性

·８６２·
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分子 筛 选 Ⅱ 型 ＲＩＰｓ 毒 素 抑 制 剂 的 可 行 性。
Ｗａｈｏｍｅ等［７０］ 在 ２０１０ 年开发了一种简化的细胞荧

光素酶测定法，该方法不需要用荧光素酶 ｃＤＮＡ 转

染细胞，将 Ｖｅｒｏ 细胞接种在 ３８４ 孔板中，孵育过夜，
加入萤光素酶以及萤光素底物，随后进行蓖麻毒素

处理；萤光素酶的荧光信号强度与细胞 ＡＴＰ 水平成

正比，从而可以反映细胞的活力水平。 该方法用于

Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的活性测试灵敏度和信噪比均较高，
并且具有较好的稳定性和重现性。
　 　 综上，虽然脱嘌呤分析法和体外细胞毒性检测

方法能够实现Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的活性鉴定，但是目前

此类方法无法区分Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的种类，需要结合

酶解质谱等分析方法才能实现Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的唯

一性鉴定。

３　 结论与展望

　 　 由于Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素具有毒性极强、制备简便以

及难以防治的特点，其快速、准确的识别检测技术已

成为各国反化生恐怖发展规划中的重要工作。 然

而，针对Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的检测方法各有优缺点，尚
未有一种分析方法能够同时实现Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的

准确鉴定与活性检测。 正如 ＯＰＣＷ 对生物毒素唯

一性鉴定的要求标准，实现剧毒Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素（蓖
麻毒素，相思子毒素等）的唯一性鉴定必须要同时

准确获得其结构鉴定信息、毒素与抗体的免疫识别

信息以及毒性活性 ３ 个方面的完整信息。 因此，在
实际样品的准确分析中，往往需要多种检测方法的

联合使用，发展剧毒性Ⅱ型 ＲＩＰｓ 毒素的准确、灵敏、
特异的多重检测方法是当前乃至今后生物毒素唯一

性鉴定研究工作的重点。
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