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鹅膏肽类毒素检测方法的历史与现状
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摘  要：每年因误食毒蘑菇导致中毒死亡事件在世界各国都有发生，也是我国食物中毒事件中导致死亡的重要因素

之一。鹅膏菌属中某些种类含有的肽类毒素是主要的致死原因，快速而有效地检测样品（包括有毒蘑菇子实体、食

物剩余物、呕吐物、中毒患者血液和尿液等）中的毒素对于食物中毒的毒源鉴定和中毒后的针对性治疗具有重要意

义。本文从化学显色反应、生物化学法、物理法、色谱法等4 个方面对鹅膏肽类毒素检测方法的历史和研究进展进

行整理和总结，并对其在我国的应用加以讨论和展望。
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每年因误食毒蘑菇而引起的中毒死亡事件在世界

各国都有发生。在我国，蘑菇中毒事件更是频频发生，

2004—2009年全国共报告毒蘑菇中毒事件311 起，中毒

1954 人，死亡409 人，病死率为20.93%，毒蘑菇中毒是

我国食物中毒事件中导致死亡的主要原因之一 [1-2]。在

欧洲和北美，90%以上的蘑菇中毒死亡是由含鹅膏肽类

毒素的蘑菇引起 [3]，主要的剧毒种类包括有：绿盖鹅膏

（Amanita phalloides Secr.）、春生鹅膏（A. verna（Bull.）

Lam.）、鳞柄鹅膏（A. virosa Secr.）、双孢鹅膏（A. 
bisporigera G. F. Atk.）和赭鹅膏（A. ocreata Peck）等[4]。

1993—2012年期间，我国南方地区共报告102 起蘑菇中毒

事件，其中64.69%中毒起数、78.05%中毒人数和70.49%
死亡数是由含鹅膏肽类毒素的蘑菇种类引起，主要的剧毒

种类包括有：灰花纹鹅膏菌（A. fuliginea Hongo）、致命

鹅膏菌（A. exitialis Zhu L. Yang & T. H. Li）、黄盖鹅膏白

色变种（A. subjunquillea var. alba Zhu L. Yang）[5]。含有鹅

膏肽类毒素的有毒蘑菇除鹅膏菌属的一些种类外，还包括

有盔孢伞属（Galerina）和环柄菇属（Lepiota）中的一些

种类[3-4]。人们对于鹅膏肽类毒素的研究已有100多年的历

史，根据其氨基酸的组成和结构可把鹅膏肽类毒素分为鹅

膏毒肽、鬼笔毒肽和毒伞素3 类。目前已分离鉴定的天然

毒素有22 种[6]，它们都是环肽化合物。其中鹅膏毒肽是

一类双环八肽，已发现的有9 种；鬼笔毒肽类为双环七

肽，已发现的有7 种；毒伞素是一类单环七肽，已发现的

有6 种。鹅膏肽类毒素化学性质稳定，耐高温、耐干燥和

酸碱，一般的烹调加工不会破坏其毒性，该类毒素易溶

于甲醇、乙醇、液态氨、吡啶和水。

含有鹅膏肽类毒素的蘑菇引起的中毒属于急性肝损

害型，中毒症状明显表现出潜伏期、肠胃炎期、假愈期

和肝脏损害期4 个阶段，最后导致肝、肾、心、脑、肺
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等器官功能衰竭，中毒患者一般在5～8 d内死亡 [3,5]。

由于鬼笔毒肽不被肠道所吸收，因此在鹅膏菌中毒事

件中起主要作用的是鹅膏毒肽，其中的α-鹅膏毒肽和 

β -鹅膏毒肽含量最高并且也是主要的致死毒素。鹅

膏毒肽能抑制真核生物的RNA聚合酶Ⅱ的活性，即

与RNA聚合酶Ⅱ的RBP1亚基结合形成一个复合体，

使RBP1亚基降解，导致mRNA转录、蛋白质合成受

阻，最终导致细胞坏死[7-8]。Wang Dong[9]、Kaolan[10]、

Brueckner[11]等利用晶体结构分析方法，进一步阐述了

RNA聚合酶Ⅱ与α-鹅膏毒肽之间的结构与功能关系，表

明α-鹅膏毒肽与RNA聚合酶ⅡRBP1亚基启动环上的氨基

酸残基His1085能发生直接作用，此外α-鹅膏毒肽与启动

环、桥螺旋之间存在其他的间接作用，这种相互作用限

制了启动环和桥螺旋的运动，从而削弱了核苷酸的结合

和易位，导致转录的抑制。

由于鹅膏肽类毒素在蘑菇中毒死亡事件中起着重要

的作用，因此快速而有效地检测样品（包括有毒蘑菇子

实体、食物剩余物、呕吐物、中毒患者血液和尿液或者

胃抽取物等）中的毒素对于食物中毒的毒源鉴定、蘑菇

中毒预防和中毒后的针对性治疗具有重要意义。本文对

鹅膏肽类毒素检测方法的历史和研究进展进行总结和梳

理，对其在我国的应用加以讨论，并进一步对其未来发

展做出展望。

1 早期化学检测技术（显色反应）

早在1909年人们就开始试图分离研究鹅膏毒素，

但直到1941年才在德国Wieland教授的实验室真正获得2

种鹅膏毒素，一种是快作用毒素，被命名为鬼笔毒肽；

一种是慢作用毒素，被命名为鹅膏毒肽[12]。二次大战之

后，随着新的分析方法如纸层析、纸电泳、薄层层析和

柱层析等的发展，一种可灵敏区分鹅膏毒肽和鬼笔毒肽

的化学显色方法随之建立，即肉桂醛在盐酸环境下与鹅

膏毒肽反应显深紫色，而鬼笔毒肽呈浅蓝色[13]。利用这

些分析工具，在随后的20世纪50—70年代里，Wieland[6]

实验室陆续发现了鹅膏菌中的22 种天然肽类毒素，之后

再也没有从鹅膏菌中发现新的肽类毒素。

上述的肉桂醛显色反应在鹅膏肽类毒素的分离与发

现中发挥了重要作用，1955年Block等[14]即利用该显色反

应原理发明了一种快速而简单的纸层析检测蘑菇中毒素

的方法，该方法可检测0.1 g鲜菇组织中的毒素。除上述

显色反应外，还有一些其他显色反应应用于鹅膏肽类毒

素的鉴定[6]，例如：巴豆酸与鹅膏毒肽反应呈酒红色，而

与鬼笔毒肽反应呈淡黄色；茴香醛和磷酸在100 ℃时遇鹅

膏毒肽产生蓝紫色，遇鬼笔毒肽产生浅蓝红色；1,2-二羟

基环丁烯二酮在HCl存在时，会使鹅膏毒肽产生蓝绿色反

应；鹅膏毒肽与Ehrich试剂（二甲氨基苯甲醛）在浓硫酸

作用下呈红色，与Hopkins-Cole试剂（乙醛酸和浓硫酸）

反应显亮蓝色。但是除肉桂醛显色反应外，以上这些显

色反应很少被后人采用。

Wieland[6]1949年还报道了一个简便的检测鹅膏毒肽

的显色反应方法。该方法通过将一片鲜菇的汁液压在一

张报纸上，待印迹干后，在印迹处滴上一滴浓HCl溶液，

如鲜菇含有鹅膏毒肽，5～10 min后便产生蓝绿色反应。

这一显色反应不仅可检测鲜菇而且也可检测干菇中的鹅

膏毒肽，其检测限可达50～100 ng。由于该方法操作简便

易行，因此特别适宜于野外采集时对毒菇的初步鉴别。

2 生物化学检测技术

2.1 放射免疫检测法

鹅膏毒肽的放射免疫（radioimmunoassay，RIA）

检测方法最早由Fiume[15]和Faustich[16]等于1975年建立。

Fiume等[15]首先从大鼠中获得了抗体，Faulstich等[16]于用

同样的结合体，但经过戊二醛交联改造，从兔中也获得

了抗体，毒素采用木炭吸附或者利用硫酸铵沉淀获得，

用3H作放射性标记，2 种方法的检出限可达到0.5 ng/mL。 

Faulstich等[17]通过将α-鹅膏毒肽与胎球蛋白的结合体用作

（制备）兔的抗体，该抗原具有更低毒性和更高的免疫

原性，此外，利用α-鹅膏毒肽衍生物获得的抗体不会与

其他鹅膏毒肽产生交叉反应，获得的免疫球蛋白IgG组

分以共价键结合在尼龙纤维网上，该网再结合上带有放

射性活性的鹅膏毒肽一起制成小片，即可用于检测，检

出限达3 ng/mL。该方法已用于鹅膏中毒病人的血浆、尿

液、十二指肠和胃液中鹅膏毒肽的检测。

Andres等 [18]1986年报道了一种新的检测尿和血浆

中鹅膏毒肽的放射免疫检测方法。该方法采用无毒的α-

鹅膏毒肽衍生物作抗原，用125I作放射性标记，整个检

测时间只需100 min。其检出限为：尿液1 mg/L、血浆

0.1 mg/L。这种125I标记方法在速度、简便性和抗干扰方

面相对3H的RIA均有显著的改进。

RIA虽然灵敏度高、特异性强，但由于涉及放射性核

素，在很大程度上已经被酶联免疫吸附测定法（enzyme-

linked immunosorbent assay，ELISA）所取代。

2.2 鹅膏毒肽的ELISA
ELISA具有方便快速、灵敏度高、特异性好等优

点，在生命科学各领域得到广泛应用。瑞士Bühlmann 

Laboratories公司于2000年开发生产出鹅膏毒肽ELISA试

剂盒，Staak等[19]最先用该方法检测了100 份尿液中的鹅

膏毒肽。Abuknesha等[20]报道了用ELISA检测中毒患者体

液中的β-鹅膏毒肽的方法，其检出限约为80 pg/mL。近年

来该试剂盒广泛用于鹅膏毒肽中毒的临床检验[21-22]。
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2.3 鹅膏毒肽的RNA聚合酶Ⅱ抑制检测法

鹅膏毒肽在很低的质量浓度时（5 ng/mL）能专一性

地抑制RNA聚合酶Ⅱ的作用，从而影响转录中尿苷三磷

酸掺入RNA的能力。Preston等[23]依据这一理论建立了定

量检测鹅膏毒肽的方法，即在变性DNA和RNA聚合酶Ⅱ

存在条件下，测定10 min内3H标记的尿苷三磷酸并入合成

RNA的能力，100～2 000的液闪计数对应于20～2 ng/mL 

的鹅膏毒肽。在20世纪70—80年代该方法被应用于检测

几种鹅膏菌的毒素含量。

张志光等 [24]依据鹅膏毒肽能专一性地抑制RNA聚

合酶Ⅱ的作用，从而影响RNA的转录和蛋白质的合

成、抑制种子萌发的原理，建立了一种“抑芽法”检

测鹅膏毒肽的方法：水提法提取粗毒液（质量浓度为

0.025～0.05 g/mL），绿豆种子在28 ℃培养24～72 h

时，其下胚轴生长被抑制率在95%以上时，可能是剧

毒鹅膏菌；当被抑制率在60%～80%，可能为微毒鹅膏

菌；当被抑制率在30%以下时可能是无毒鹅膏菌。该

方法简便、实用、准确。

2.4 鬼笔毒肽的丝状肌动蛋白结合测定法

Schafer等[25]依据鬼笔毒肽能专一性地与丝状肌蛋白

（F-actin）结合的原理，建立了鬼笔毒肽的肌动蛋白结

合测定法。

将放射性标记的鬼笔毒肽与兔肌F-actin混合于待检

测鬼笔毒肽的溶液中，待反应平衡后，用活性炭吸附并

离心去除没有结合的鬼笔毒肽。如果含有F-actin上清液

中放射性比较弱，说明待测样品中鬼笔毒肽与F-actin竞

争结合的能力比较强，其浓度比较高。该方法的检出限

为160 ng/mL。

利用鬼笔毒肽可以调节保护牛胰腺脱氧核糖核酸酶Ⅰ 

（DNaseⅠ）不受F-actin的抑制这一特性，Mullersman等[26] 

发展了一个更为灵敏的检测鬼笔毒肽的方法。DNaseⅠ在

G-actin与F-actin共同存在条件下，鬼笔毒肽会专一性的

与F-actin结合，使F-actin竞争性抑制DNaseⅠ作用减轻，

DNase活性增强，检测DNaseⅠ的活性即可对鬼笔毒肽进

行定量分析。这一方法的检测灵敏度达到6.3 ng/mL。然

而以上2 种方法很少得到实际应用。

3 物理检测技术

3.1 紫外吸收光谱检测技术

早在20世纪50年代就发现鹅膏毒肽的紫外吸收最大

峰位于300 nm波长处，鬼笔毒肽的最大吸收峰在290 nm

波长处，该特性广泛用于薄层层析、液相色谱和高效液

相色谱法检测毒素中。

3.2 荧光检测技术

Vlaskin[27]、Gulikova[28]等分别报道了一种利用荧光

光谱快速检测鹅膏毒肽的方法，发现将鹅膏毒肽加入到

溴化乙啶中，会有新的荧光波段产生。溴化乙啶最大吸

收峰波长为610 nm，加入α-、β-鹅膏毒肽后，会分别在

560 nm和525 nm波长处出现新的波峰，稳定性可保持

15～30 min，其检出限达1 µmol/L。

4 色谱检测技术

4.1 早期的纸层析、薄层层析、柱层析法

早期的纸层析、薄层层析和柱层析法多用于鹅膏肽

类毒素的分离纯化，目前已经发现的22 种鹅膏肽类毒素

都是20世纪50—70年代采用这些方法分离获得。Wieland

等[29]首次采用纸层析技术分离检测毒素，用正丁醇∶丙

酮∶水（20∶2∶5，V/V）作层析系统，后来于1960年被改进

为正丁醇∶丙酮∶水（30∶3∶5）作为适宜的层析系统[30]。 

Block等 [14]发明了一种快速而简单的利用纸层析法检

测蘑菇中毒素的方法，可检测0 . 1 g鲜菇组织中的毒

素，其所使用的层析溶液为甲基乙基酮∶丙酮∶水∶丁醇

（20∶6∶5∶1）。以上层析结果都采用显色反应来检测。

在20世纪60年代中期，Sullivan等[31]首次用硅胶薄层

层析分离检测α-、β-、γ-鹅膏毒肽，流动相系统为甲醇∶

甲基乙基酮（1∶1）。之后有大量的溶剂系统被使用，

Wieland[6]以硅胶作固定相，用A液（正丁醇∶乙酸乙酯∶

水（14∶12∶4））、B液（氯仿∶甲醇∶水（65∶25∶4））作

流动相，建立了一个有效的双向薄层层析系统，并采用

该方法检测了欧洲的绿盖鹅膏中的鹅膏毒肽含量[32]。

Stijve等[33]发明了快速、灵敏的高效薄层层析检测绿

盖鹅膏粗提取液中鹅膏毒素的方法。这个方法是在薄层

层析的基础上，应用紫外吸收光谱与标样进行比较进行

测定的，检出限达到50 ng。

相对于纸层析及薄层层析，柱层析法，尤其是以葡

聚糖凝胶Sephadex G25、Sephadex LH20为固定相的柱层

析系统，在分离纯化和发现含量低的鹅膏毒素方面起到

了重要作用，例如从鳞柄鹅膏（A. virosa）分离出的毒伞

素都是通过Sephadex LH20分离获得而发现[34]。

Yocum等[35]利用Sephadex LH20柱系统结合紫外光谱

和薄层层析分析方法对美国东北部的几种剧毒鹅膏菌中

的鹅膏毒肽和鬼笔毒肽进行了定量分析，认为该方法的

检出限达到0.03 mg/g干子实体。

4 . 2  高效液相色谱（ h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d 

chromatography，HPLC）法

Beutler等[36]首次利用HPLC检测鹅膏菌的肽类毒素，

但其采用的是硅胶柱。Pastorello等[37]采用Spherisorb ODS

柱进行反相HPLC，检测了中毒患者血清中α-鹅膏毒肽

的含量，检出限达50 ng/mL。在20世纪80年代主要利用

HPLC检测中毒病人的体液以及子实体中鹅膏毒肽的含
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量，直至1992年Enjalbert等[38]用反相HPLC建立了一种可

以同时检测绿盖鹅膏子实体中8 种鹅膏毒肽和鬼笔毒肽的

方法，提取液中每种毒素的检出限达10 ng/mL。此后，

HPLC法广泛应用于不同采集地点的各种剧毒鹅膏菌子

实体不同部位、不同发育时期以及中毒患者体液中肽类

毒素的检测[39-42]，其检出限可达2 ng/mL[43]。同时也用于

鹅膏肽类毒素的分离纯化和制备[44-45]。HPLC法具有速度

快、灵敏度高、分辨率好、用量少等优点，但是它主要

依据被检测成分紫外吸收峰与毒素标样的保留时间来确

定毒素的种类，如果样品的吸收峰比较多，就有可能存

在不确定性。

4.3 液相色谱-质谱联用（liquid chromatography-mass 

spectrometry，LC-MS）法

随着LC-MS联用，尤其是串联质谱（tandem mass 

spectrometry，MS-MS）新技术的出现和不断改进，LC-

MS-MS已成为现代分析化学中的重要方法，这些检测技

术需要的样品量更少、具有更高的灵敏度。Maurer等[46] 

首先报道了应用LC-MS检测经免疫亲和提取的尿液中 

α-和β-鹅膏毒肽的方法，其检出限达2.5ng/mL。Filigenzi

等[47]采用液相色谱-多级线性离子阱质谱联用法，以MS-

MS-MS模式测定了中毒病人血清和肝脏中α-鹅膏毒肽，

其检出限分别为0.25 ng/g和0.5 ng/g。Ahmed等[48]采用液

相色谱与电喷雾离子化飞行时间质谱检测了有毒蘑菇中

的α-、β-鹅膏毒肽和二羟鬼笔毒肽，其检出限分别为30、

30 ng/g和10 ng/g。Gonmori等[49]利用基质辅助激光解析电

离飞行时间质谱技术检测了尿液中的以上3 种毒素，其检

出限达5 ng/g。

Nomura[50]和Leite[51]等分别报道了利用超高压液相色

谱与MS-MS检测体液和肝组织中的α-和β-鹅膏毒肽，其

在尿液中的检出限分别为0.22 ng/g和0.20 ng/g，在肝组织

中的检出限分别为10.9 ng/g和9.7 ng/g。柳洁[52]、张秀尧[53] 

等也分别采用超高压液相色谱与MS-MS检测了有毒蘑菇

子实体、血浆和尿液中的鹅膏肽类毒素。

H e l f e r 等 [ 5 4 ]建立了一种新型的基于涡流色谱

（turbulent flow chromatography，TFC）的在线萃取技

术，并结合LC-MS-MS技术直接检测了人体尿液中的鹅

膏毒肽，TFC技术可以在线处理生物样品，速度快、选

择性好、灵敏度高、易于实现自动化。

4.4 毛细管区带电泳法

该方法与HPLC相比效率更高、样品和试剂耗量

更少且其仪器结构也简单，紫外、荧光、电化学、质

谱、激光等多种类型检测器均可结合用于该方法的检

测。Brüggemann等 [55]首次利用毛细管区带电泳法结合

光电二极管阵列检测器检测了绿盖鹅膏提取液和中毒病

人尿液中的α-和β-鹅膏毒肽的含量，但其检出限只达到

1 µg/mL；Robinson-Fuentes等[56]通过利用硼酸盐缓冲液

代替磷酸盐缓冲液做背景电解质并优化主要参数，极

大地提高了灵敏度，其检出限可达1.5 ng/mL。Rittgen

等 [57]也报道了利用毛细管电泳结合质谱法检测鹅膏菌

子实体中α-、β-、γ-鹅膏毒肽的含量，其检出限可达

13～79 ng/mL。

5 鹅膏肽类毒素检测方法在我国的应用及展望

在20世纪90年代中期之前，尽管我国的毒蘑菇中

毒事件每年都有发生，但有关鹅膏肽类毒素的认识仅

仅停留在一些有毒蘑菇种类识别及其毒素的知识传播

方面 [58-60]，从未有过实验室分析检测毒素的报道。直

到1997年，李东屏等 [61]首次报道利用反相HPLC从黑

鹅膏（现在称为灰花纹鹅膏）子实体中分离鉴定6 种

鹅膏肽类毒素。2 000年之后，我国在有毒蘑菇，尤

其是鹅膏菌属的资源分类和中毒事件调查及毒素研究

方面开展了一些研究并取得了很好的进展，在毒素检

测方面主要利用HPLC开展了我国各地不同种类的鹅

膏菌子实体、不同部位、不同发育时期的肽类毒素检

测 [ 4 0 , 6 2 - 6 3 ]；龚庆芳等 [ 6 4 ]利用HPLC检测了中毒患者体

液（血清液和尿液）中的α-鹅膏毒肽，其检出限可达

0.1 µg/mL。并且其研究表明中毒病人早期（前3 d）

血液中α-鹅膏毒肽浓度明显要高于第6天；同时也利用

HPLC开展了鹅膏肽类毒素的分离纯化和制备[44-45]。此

外，近年来在我国也采用超高压液相色谱与串联质谱

检测了有毒蘑菇子实体、血浆和尿液中的鹅膏肽类毒

素，检出限达0.01 µg/mL[52-53]。

由于含鹅膏肽类毒素的毒蘑菇所引起的中毒明显表

现出潜伏期、肠胃炎期、假愈期和肝脏损害期4 个阶段，

在进入肝损害期的前几天内，中毒病人和没有经验的医

疗机构容易轻估其严重性，而耽误了最佳治疗时期，第

4～5天后导致严重的肝肾等器官损害，一般在5～8 d后死

亡。因此如果能够在假愈期之前及时的诊断出中毒类型

并加以正确的治疗方法可大大降低死亡率。蘑菇中毒后

的早期诊断在很多情况下难以获得毒蘑菇标本或者剩余

物，此时可以通过检测中毒病人的呕吐物、血液和尿液

中的鹅膏肽类毒素来确定。欧洲和北美的一些治疗机构

就是利用ELISA试剂盒或者HPLC方法通过检测早期中毒

病人血液和尿液中的α-鹅膏毒肽而得以诊断[21,65]。但是在

我国没有一例这样的临床病例报告，因此，建议疾病预

防控制中心和医疗机构在条件具备的情况下能开展鹅膏

肽类毒素的早期检测工作，为毒蘑菇中毒诊断和治疗提

供强有力的依据，减少我国因误食毒蘑菇而导致死亡的

食物中毒事件。
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