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# 种杀菌剂和氟虫腈* 根据 _L&Y-"!&%!* -食品
安全国家标准 食品中农药最大残留限量. (!%)对结
果进行判定"" 份样品的农药残留量均未超出国家
规定的限量值*

"$小结
本试验前处理采用固相萃取’旋转蒸发浓缩的

技术"质谱检测模式上应用分段 UG[m与 UG[j扫描
方式"建立了水果中 !% 种常用杀菌剂和杀虫剂#氟
虫腈$同位素内标+液相色谱+串联质谱同时检测的
方法* 方法简便’灵敏度高"满足我国实验室农药
残留的检测要求*
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实验技术与方法
免疫亲和柱净化+高效液相色谱+串联质谱法

测定鱼肉和肝脏中河鲀毒素
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作者简介!岳亚军$男$副主任技师$研究方向为生物毒素检测$U+K:9B$H=CH:0=;!#Y,V!&-12AK

摘$要!目的$采用免疫亲和柱净化鱼肉和肝脏中的河鲀毒素"建立高效液相色谱+三重四级杆质谱串联&\>+TG/

TG’方法检测鱼肉和肝脏中的河鲀毒素"为水产品中的河鲀毒素检测提供方法依据! 方法$选用 592+69B92色谱柱

&!(% KKs&.! KK"( !K’"以 !% KKAB/\甲酸铵+%.!b甲酸+乙腈为流动相"采用梯度洗脱进行分离! 样品用 !b乙

酸+甲醇沉淀蛋白提取"上清液加入 aLG 缓冲液后经免疫亲和柱净化"将洗脱液氮吹至干定容后上机测定! 多重反

应监测&T’T’方式检测! 结果$河鲀毒素的线性范围为 !.% f! %%%.% ;</KB"鱼肉和肝脏中河鲀毒素的检出限分

别为 %." 和%.& !</J<"回收率在 (&.*b fY&.-b之间! 结论$本方法特异性强%提取效果好%无基质抑制效应"适

用于鱼肉和肝脏中河鲀毒素的痕量检测!

关键词!河鲀毒素# 鱼# 肝脏# 免疫亲和柱# 液相色谱+串联质谱法# 基质效应# 检测
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$$河鲀毒素#RRe$是一种毒性很强的神经毒素"它
通过对钠离子通道的阻断作用而抑制神经冲动的传
导"使感觉神经麻痹"四肢瘫痪"呼吸困难"最后因呼
吸抑制而死亡* 河鲀毒素对人的最小致死量约为
%.( K</-% J<L‘"毒性比氰化钠大 ! %%% 倍* 河鲀鱼
虽然含有剧毒"但肉味鲜美’营养丰富"被沿海地区的
人们所喜爱"亚太沿海地区河鲀毒素食物中毒事件常
有发生(!+-) *

截至目前的研究表明%河鲀毒素除了主要存在
于河鲀鱼体内"还广泛地分布于其他多种生物体
内"包括毛颚类’腹足类’软体动物’棘皮类’两栖
类’纽虫’海藻等生物"这些生物体内大都含有能分
泌 RRe的细菌 (Y) "所以通过食物链的传递使生物携
带 RRe的情况较为普遍"RRe对水产品及相关加工
食品的污染已经引起了社会的广泛关注* 从广东
省进行过的调查结果来看"大部分样品没有检出
RRe成分"个别有检出的样品 RRe含量也很低"分
析原因可能是%RRe的检测方法目前还存在不足"

例如酶联免疫法定量不准确"回收率不高"稳定性
不好&液相色谱+荧光检测法及 _L/R&"&!Y!&%%,
-水产品中河豚毒素的测定 液相色谱+荧光检测
法. (,)检测效果并不理想"样品前处理回收率不高"

基质抑制效应严重"对于含有痕量 RRe的样品难以
检出"因此要做好 RRe的含量调查"首先必须要对
检测方法进行优化"高效液相色谱+质谱联用法由于
其检出限低’准确度高"可作为 RRe检测的首选方
法"但目前国内报道的关于检测鱼肉组织中 RRe的
高效液相色谱+质谱联用法中存在很多问题"例如回
收率不高’基质抑制效应大’用工作曲线代替标准
曲线虽能提高相对回收率"但对不同样品需做基质
匹配"较为繁琐"且不利于 RRe含量很低的样品检
测 (#) * 针对这些问题"本文采用 !b乙酸+甲醇溶液
对样品中的 RRe进行提取"再利用免疫亲和柱进行
净化"绝对回收率较高且稳定性好"并有效的消除

了基质的抑制效应"对于不同的样品无需再进行基
质匹配"该方法灵敏可靠"适合鱼类水产品肌肉和
肝脏组织中 RRe的痕量检测*

!$材料与方法
!.!$材料
!.!.!$样品

样品来自广东省惠来县沿海地区渔民打捞"包
括暗鳍腹刺鲀’六斑刺鲀’白点凹鼻鲀’横纹东方
鲀’星斑叉鼻鲀 ( 种河鲀"每种样品各 ( 份"样品于
j&% p下保存于冰箱*
!.!.&$主要仪器与试剂

-*!%LRD9OBCW=:F 高效液相色谱+质谱联用仪
#配有 !&%% 高效液相色谱仪和电喷雾离子源 UG["

美国 )<9BC;@$’592+69B92色谱柱#!(% KKs&.! KK"
( !K&德国 TCD2J$’河鲀毒素免疫亲和柱#!%%% ;<"
" KB&北京华安麦科$’高速低温离心机’_]e+&Y! 型
全自动固相萃取仪#法国吉尔森$’R=DMAk:O "定
量浓缩仪#美国 L9A@:<C$*

去离子水#美国 T9BB9OADCW$"乙腈’甲醇’甲酸’

甲酸铵均为色谱纯"冰乙酸’ ?:&6aX*1!&6&X’
?:6&aX*1&6&X’?:>B均为分析纯"RRe标准品
#>)G%*"-,+&,+#"纯度为 ##b"大连瑞芳生化物品
有限公司 $’ 玻璃纤维滤纸 #T_ ((%+6)" 美国
k[>)T$*
!.&$方法
!.&.!$标准溶液的配置

标准储备液%取 RRe标准品 ! K<于 !% KB容量
瓶中"用 !b乙酸+甲醇溶液溶解并定容至刻度"即
为标准储备液"于 j&% p下保存*

标准使用液%取适当体积的标准储备液用初始
流动相溶液#!% KKAB/\甲酸铵+%.!b甲酸%乙腈 r
"%lY%"-E-$进行稀释"得到浓度范围在 !.% f! %%%
;</KB的标准使用液* 磷酸盐缓冲液 #aLG"%.%(
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KAB/\"O6rY."$%称取 ?:&6aX* (."( <"?:6&aX*1
&6&X&.!Y( <"?:>B,.( <"用去离子水溶解并定容
至 ! %%% KB*
!.&.&$样品处理

称取 & <匀质鱼肉或鱼肝脏样品于 (% KB塑料
离心管中"加入 !% KB!b乙酸+甲醇溶液"漩涡振荡
" K9;&*% p水浴中超声提取 !( K9;"冷却室温后"
- %%% D/K9; 离心 ( K9;&取上清液 Y KB加入 &, KB
aLG 溶液进行稀释"玻璃纤维滤纸过滤"取 &( KB滤
液过免疫亲和柱&流速控制在 ! f& 滴/I"待液体排干
后"!% KB蒸馏水清洗 ! 次"流速控制在 & f" 滴/I&待
液体流完后用空气彻底排干"加入 * KB&b乙酸+甲
醇进行洗脱"流速控制在 ! 滴/I&收集洗脱液于
(( p下氮吹至干"用 ! KB初始流动相定容" 过
%.& !K滤膜"供上机测定*
!.&."$仪器条件

质谱条件%电离源 UG[m’干燥气温度 "(% p’干
燥气流量 !!.% \/K9;’雾化压力 &-& Ja:"毛细管电
压 * %%% k"监测模式为 T’T"$EN"&%.%/"%&.! 为
定量离子对"$EN"&%.%/!-&.! 为辅助定性离子对*

色谱条件%色谱柱%592+69B92#!(% KKs&.! KK"
( !K$"流动相%)为 !% KKAB/\甲酸铵+%.!b甲酸水
溶液"L为乙腈"流动相流速 %.& KB/K9;’柱温
&( p’进样量 !% !B"梯度洗脱程序见表 !*

表 !$梯度洗脱程序
R:MBC!$_D:F9C;@CB=@9A; ODA<D:K

时间/K9; 流动相 )/b 流动相 L/b 流速/#KB/K9;$
% "% Y% %.&
%.,% "% Y% %.&
".%% ,% &% %.&
(.%% ,% &% %.&
(.%! "% Y% %.*
!!.%% "% Y% %.*

&$结果与分析
&.!$前处理方法的优化

本方法样品前处理采用的是 RRe免疫亲和柱
固相萃取"由于 RRe抗原和抗体结合的特异性"只
有 RRe在免疫亲和柱上有保留"其他在柱子表面被
吸附的杂质通过清洗被除去"然后 RRe被洗脱液洗
脱下来"通过这样的净化过程"样品中的 RRe大部
分被富集"对于 RRe含量极低的样品的提取效果更
好* 在使用免疫亲和柱时需要注意%亲和柱应保存
在 & f, p"不能冷冻&使用前应回至室温#&& f&(
p$&每种亲和柱都有自己的柱容量"本方法所选用
的柱容量为 ! %%% ;<"对于 RRe含量较高的样品"要
做适当的稀释"然后再进行上样"否则就会上样过
载"造成检测结果不准确&上样溶液的 O6要保持在

- f, 之间"保证抗原和抗体发生结合的环境条件"
若偏离此范围需用盐酸或氢氧化钠调节 O6&上样的
流速要控制在 ! f& 滴/I"速度过快 RRe来不及吸
附"速度过慢会影响富集效率&洗脱液的乙酸浓度
是影响洗脱效果的一个关键因素"比较了从%.(b f
(.%b的乙酸浓度"发现 &b的乙酸浓度洗脱效果较
好"此外洗脱的流速要控制在 ! 滴/I"确保结合在柱
子上的 RRe全部被洗脱下来*

&.&$色谱柱的优化

基质效应在液相色谱+质谱联用法中普遍存
在"它是影响目标物检测效果的一个重要因素&如
果样品前处理方法不当"目标分析物和有抑制效
应的内源性组分在离子源上共流出"将影响目标
物的离子化效率"所以需要采取适当的前处理方
法避免基质效应* 消除基质效应可以通过优化样
品前处理’同位素内标’合适的色谱分离方法来降
低甚至消除 (!%) * 由于 RRe没有内标物"这就要求
样品前处理尽可能的富集目标物和除去抑制 RRe
响应的杂质"这样才可能获得较好的回收率* 色
谱柱选用两性离子的亲水性色谱柱#592+69B92$ "对
RRe这种极性较强的化合物有很好的保留"同时
两性离子的色谱柱耐酸碱范围更宽"保留时间和
峰型的重现性较好* 样品前处理主要是通过固相
萃取# GaU$来富集目标物"所尝试过的 GaU柱的
类型有 >!, ’T>e’免疫亲和柱">!,柱对弱极性的杂
质有保留"但处理后的基质效应太大"T>e阳离子
交换柱在酸性环境下能够较好地与 RRe进行离子
选择而保留在柱上"但样品回收率不高"免疫亲和
柱在保证了较高的回收率的前提下"很好地消除
了基质效应"而且对痕量 RRe的样品提取效果良
好"回收率也较稳定*
&."$定性和定量结果

RRe的精确分子量为 "!#.!"在电离源 UG[m下
电离形成(Tm6) m"母离子为 "&%.%"经过能量碰
撞形成特征碎片"选取 $EN"&%.%/"%&.! 作为定量
离子对"$EN"&%.%/!-&.! 为辅助定性离子对"RRe
的二级质谱图见图 !*
&.*$方法特异性

取空白鱼肉和肝脏样品按 !.&.& 处理后与空白
基质加标样品进行分析"结果空白鱼肉和空白肝脏
基质中在 RRe出峰位置上无响应"说明空白基质无
干扰"方法特异性较好"见图 &*
&.($方法的线性方程’检出限和定量限结果

用初始流动相将 RRe标准储备液进行稀释"得
到浓度范围为 !.% f! %%% ;</KB的标准使用液* 以
RRe的浓度为横坐标#9$"峰面积为纵坐标#1$进行
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图 !$RRe的二级质谱图
E9<=DC!$GC2A;F:DHK:IIIOC2@D=KA3RRe

$$$

线性回归* 以 RRe在空白鱼肉和肝脏基质中响应
值的 " 倍信噪比# !EM""$对应的浓度作为检出限
#\X]$"以 !% 倍信噪比#!EMr!%$对应的浓度作为
定量限#\XW$* 鱼肉和鱼肝脏中 RRe在线性范围
内线性良好")g%.###"检出限和定量限均低于 _L/
R&"&!Y!&%%, 中的值"能够满足 RRe的痕量检测
要求"见表 &*
&.-$方法的回收率结果

在空白鱼肉和鱼肝脏中添加适量的 RRe标准
溶液"配制成含 RRe高’中’低 * 个浓度 #!.%’&(’
!%%’&(% !</J<$的质控样品各 - 份"按照 !.&.& 处
$$$$

注%)为空白鱼肉样品&L为空白肝脏样品&>为空白鱼肉加标样品#&( !</J<RRe$ &]为空白鱼肝脏加标样品

#&( !</J<RRe$ &U为 &% ;</KBRRe标准品

图 &$T’T质谱结果
E9<=DC&$’CI=B@IA3T’T24DAK:@A<D:K

表 &$RRe在鱼肉和肝脏中的线性范围’检出限’定量限
R:MBC&$\9;C:DD:;<C"OP<"OP?A3RRe9; 39I4 K=I2BC:;F B9PCD

样品 线性方程 ) OP</#!</J<$ OP?/#!</J<$ 线性范围/# ;</KB$

鱼肉 1r&,&,."!**9j(,%&.-Y-( %.### # %." !.% !.% f! %%%.%

鱼肝脏 1r&(,-.,#(%9m-!((.&-Y- %.### - %.& %.- !.% f!%%%.%

理后进行分析* 以当日标准曲线计算各样品中 RRe
的含量"计算 - 份质控样品的相对标准偏差#C!<$"
作为批内精密度* 同法重复测定 - 天"计算 C!<
值"作为批间精密度"结果见表 "*
&.Y$实际样品检测

本课题组对暗鳍腹刺鲀’六斑刺鲀’白点凹鼻
鲀’横纹东方鲀’星斑叉鼻鲀共 ( 种河鲀鱼的鱼肉

和鱼肝脏样品进行了检测"检测结果见表 ** 从表
中结果来看"暗鳍腹刺鲀’六斑刺鲀’白点凹鼻鲀
这" 种河鲀鱼鱼肉中 RRe的含量高于鱼肝脏中的
含量"可能与品种’采样季节有关&横纹东方鲀的
肌肉中 RRe的含量和肝脏中的含量相差不大"星
斑叉 鼻 鲀 鱼 肝 脏 中 的 RRe 含 量 是 鱼 肉 中
的* 倍多*
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表 "$鱼肉和鱼肝脏中 RRe的回收率和精密度
#& r-$

R:MBC"$’C2APCDH:;F C!<A3RRe9; 39I4

K=I2BC:;F B9PCD

样品
添加浓度
/#!</J<$

批间 批内

回收率/b C!</b 回收率/b C!</b

鱼肉

鱼肝脏

!.% -(.( ".( -!.& !.#
&( -".* !.& (&.* &.-
!%% -&.# "." (Y.* !.,
&(% -".- %.* (,." !.(
!.% -*.* "., -"." !.,
&( -,." #.! -(.( !.Y
!%% -&.( *.& -(., !.(
&(% (#.# ,.( Y&.- !.!

表 *$( 种河鲀鱼的鱼肉和鱼肝脏中河鲀毒素的含量
R:MBC*$RRe2A;@C;@A3K=I2BC:;F B9PCD9; 39PCJ9;FIA33=<=I

品种 肌肉/#!</J<$ 肝脏/#!</J<$

暗鳍腹刺鲀 -!.% &".#

六斑刺鲀 "-.& ,.#

白点凹鼻鲀 &(.* !#."

横纹东方鲀 &Y*.& &Y*.*

星斑叉鼻鲀 &-.- !!*.%

"$小结
本文所采用 \>+TG/TG 技术建立的鱼肉和肝

脏中的河鲀毒素检测方法"样品前处理方法特异性
好’无基质抑制效应’检出限低"适用于鱼肉和肝脏
等组织中的河鲀毒素检测"为河鲀毒素的食物中毒
检测提供了科学的参考依据*
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在附件 & 中 )部分表格 ! 增加.!"U7-%#/&%!" 提到的婴幼儿食品"包括特殊医学用途的婴幼儿食品/

类别! U部分食品类别由.所有食品允许的食品添加剂/修改为.所有食品允许的食品添加剂"但不包括特

供以外的婴幼儿食品/#同时规定二氧化碳等 !! 种添加剂在婴幼儿食品中的使用标准!
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