
!%&/$$ !
中国食品卫生杂志

(8Y9UIU;ZV*9)[ZGGZZ\8]:YU9U !&’/ 年第 !. 卷第 % 期

实验技术与方法
免疫亲和柱净化-亲水液相色谱-串联质谱法测定水产食品中河鲀毒素
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摘$要!目的$本文采用免疫亲和柱选择性吸附样品溶液中的河鲀毒素!建立了测定水产食品中河鲀毒素+PPb,

的亲水液相色谱-串联质谱分析方法" 方法$样品以含 ’‘乙酸的甲醇溶液提取!磷酸盐缓冲溶液稀释!再经免疫

亲和柱富集和净化后进样分析" 目标物以 PIk-OEC)M<HE-.& 亲水色谱柱 +’+& MMm!0& MM!+ &M,分离!乙腈-

&0’‘甲酸水溶液+含 + MM@C1[乙酸铵,梯度洗脱!采用电喷雾离子源!选择反应监测+I*T,正离子模式检测!溶剂

标准曲线校正!外标法定量" 结果$PPb在 ’ h’ &&& &O1[范围内线性良好!方法的检出限为 ’ &O1LO!定量限为
% &O1LO!在 % h%&& &O1LO范围内加标回收率为 "%0/‘ h#+0!‘!相对标准偏差+?3H,为 +0%"‘ h’&0"‘" 结论$

该方法可有效消除复杂基质样品中普遍存在的基质抑制效应!操作简便!色谱保留时间稳定!灵敏度高!准确度和

重复性好!适用于烤鱼片#风味鱼干等水产食品中河鲀毒素的测定"
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$$河鲀毒素 #DEDF@H@D@̂<>"PPb$是小分子量非蛋 白神经毒素"为自然界中毒性最强的神经毒素之
一"存在于河鲀和多种海洋脊椎动物及无脊椎动物
体内"如织纹螺,蝾螈和虾虎鱼等 )’* + PPb属氨基
全氢喹唑啉型化合物"可高选择性和高亲和性地阻
断神经兴奋膜上钠离子通道"阻碍神经传导"从而
引起神经麻痹"严重者可导致死亡+ PPb化学性质
稳定"一般烹调手段难以破坏"中毒后也缺乏有效
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的解救措施"导致 PPb中毒事件时有发生+ 水产食
品从外观上很难判断原料产品的种类和品质"一些
不法商贩使用未正确处理的河鲀鱼或混入河鲀鱼
的原料加工水产食品"使水产食品的 PPb残留风险
大大提高+ 近年来已出现多起因食用烤鱼片,调味
鱼干等水产食品导致 PPb中毒事件的报道 )!* "因此
建立一种准确度,灵敏度高的水产食品中 PPb的检
测方法"对于 PPb监测和防控具有重要意义+

目前"河鲀毒素的检测方法以免疫分析法 )%* ,

液相色谱法 ),-+*和液相色谱-串联质谱法 )/-.*为主"其
中液相色谱-串联质谱法因能对 PPb进行定性,定
量分析"可避免免疫法在特异性和准确性方面的欠
缺"也可弥补色谱法定性困难的不足"而成为目前
使用最多的 PPb分析方法+ 但由于水产食品的基
质复杂"质谱分析时存在明显的基质抑制效应"使
得现有水产食品中 PPb的液相色谱-串联质谱检测
法的灵敏度和准确度不高"需采用基质匹配标准曲
线定量来校正回收率"但不同的水产食品基质空白
较难获取且受基质成分的影响"PPb分析的色谱保
留时间不稳定"偏移较大"造成定性困难+

本文采用免疫亲和柱净化样品"优化了样品前
处理条件和色谱分析条件"建立了适用于水产食品
中 PPb的液相色谱-串联质谱测定方法+ 本方法中
PPb的保留时间稳定"消除了基质效应"无需基质
匹配以标准溶液外标法即可准确定量"检出限低至
’ &O1LO"与目前水产食品中 PPb测定方法相
比 )#-’&* "灵敏度提高 ’ h! 个数量级"且精密度良好"

操作简便"已应用于烤鱼片,鱼干等复杂基质样品
中 PPb的测定+

’$材料与方法
’0’$材料
’0’0’$样品来源

!&’+ 年 % h’& 月在青岛市的超市,海产品批发
市场"随机采集水产食品样品共 ’&& 份"其中烤鱼片
"& 份,风味鱼干 %& 份"密封冷藏保存+
’0’0!$主要仪器与试剂

PIccB=>DBM)44EKKPT液相色谱-串联质谱仪
#美国 P6EFM@G<K6EFI4<E>D<5<4$ ,9-Uj)_’’! 型氮
气吹扫仪#美国 ZFO=>@M=D<@>$ ,P’. ?=K<4型均质机
#德 国 Yk)$ , !, 通 道 固 相 萃 取 装 置 # 美 国
IBSEC4@$ ,免疫亲和柱#柱容量 ’ &&& >O"% MC"江苏
美正生物科技有限公司$ ,高速离心机,旋涡混合
器,S8计,T<CC<-c超纯水仪+

河鲀毒素 标 准 品 #()I% ,%/.-!.-#" 纯 度 $
##0&‘"美国 I<OM=$&甲醇,乙腈,甲酸均为色谱纯"

冰乙酸#优级纯$"超纯水#’.0! T’04M$"磷酸盐缓
冲溶液#_NI"&0&+ M@C1["S8a"0%$"其他试剂均为
国产分析纯试剂+
’0!$方法
’0!0’$样品前处理

提取%称取 !0& O粉碎后的烤鱼片或鱼干样品
于 +& MC离心管中"加入 . MC含 ’‘乙酸的甲醇溶
液"均质提取 ! M<>",+ f水浴超声提取 !& M<>"以
. &&& F1M<> 离心 + M<>"转移上清液于 ’& MC比色管
中"用含 ’‘乙酸的甲醇溶液定容至 ’& MC+ 移取
" MC提取液"加入 !. MC_NI 溶液以 ’l,的比例进行
稀释后用玻璃纤维滤纸过滤"准确移取 !+ MC滤液"

用 ’ M@C1[9=Z8调 S8在 #"0+ i&0+$范围内"待
上样+

净化%放出免疫亲和柱保存液"将样品溶液以
’ 滴1K的流速过免疫亲和柱"再用 ’& MC超纯水淋
洗"抽干"用 % MC含 !‘乙酸的甲醇溶液洗脱"洗脱
液于 ,+ f氮气吹干"加入 ’0&& MC&0’‘甲酸-乙腈
溶液#’l’";1;$溶解残渣"超声 ’ M<>"过 &0! &M滤
膜后"供液相色谱-串联质谱分析+
’0!0!$仪器条件

色谱%PIk-OEC)M<HE-.& 色谱柱 # ’+& MM m
!0& MM"+ &M$&流动相%)为乙腈"N为 &0’‘甲酸
水溶液 #含 + MM@C1[乙酸铵 $&洗脱梯度% & h
!0& M<>" %&‘ N& !0’ h/0& M<>" #&‘ N& /0’ h
.0& M<>"%&‘N&流速 &0%& MC1M<>"柱温 ,& f"进样
体积 !& &C+

质谱%电喷雾离子源 #UIY$"选择反应监测
#I*T$"喷雾电压 , .&& j"鞘气压力 ’! [1M<>"辅
助气压力 ! [1M<>"离子传输管温度 %+& f"源内碰
撞诱导解离电压 ’& j+ PPb的质谱定量,定性离子
对分别为 5<=%!&0&1’/!0& 和 5<=%!&0&1%&!0!"相
应碰撞能分别为 %# 和 !+ Ej+

!$结果与分析
!0’$色谱条件的优化

PPb属强极性化合物"在反相(’.色谱柱上不保
留"因此本方法选用亲水色谱柱进行分析+ 比较了
)DC=>D<K8Y[Y(I<C<4=和 PIk-OEC)M<HE-.& 柱的色谱
分离效果"发现 PIk-OEC)M<HE-.& 柱对 PPb的保留
能力较强"与杂质分离效果更好"故本方法选择
PIk-OEC)M<HE-.& 色谱柱作为分析柱+ 同时考虑到
河鲀毒素的分子结构中含有胍基基团"在酸性条件
下易发生质子化"因此本方法选择酸性流动相"分
别考察了乙腈-&0’‘甲酸水溶液和乙腈-&0’‘甲酸
水溶液#含 + MM@C1[乙酸铵$两种流动相对分析物
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离子化效率和色谱峰形的影响+ 试验发现"乙腈-
&0’‘甲酸水溶液#含 + MM@C1[乙酸铵$作为流动
相与乙腈-&0’‘甲酸水溶液相比"前者的 PPb离子
化效率更高"灵敏度提高 ! 倍以上"并减小拖尾"从
而改善峰形"提高与杂质的分离度"故本方法选择
乙腈-&0’‘甲酸水溶液#含 + MM@C1[乙酸铵$为流
动相"按照 ’0!0! 洗脱程序"获得了保留时间稳定"
且峰形对称无杂质干扰的色谱图"见图 ’+

图 ’$PPb标准溶液色谱图#’& &O1[$

G<OBFE’$(6F@M=D@OF=M@5PPbKD=>H=FH

!0!$样品前处理方法的优化
!0!0’$提取剂的选择

PPb的极性较大"且具有胍基基团"在碱性条
件下不稳定"因此常用方法以酸性试剂作为提取
剂 )’’-’!* + 本试验分别选择含 &0’‘,&0%‘,’‘乙酸
的水溶液和含 &0’‘,&0%‘,’‘乙酸的甲醇溶液作
为提取剂进行回收率比较"结果见图 !+ 试验发现
以含乙酸的水溶液作为提取剂时"随着乙酸浓度的
增加"提取出的共萃物增加"当乙酸浓度增至 ’‘
时"提取液浑浊,粘稠"无法进行下一步净化操作&
乙酸浓度为 &0%‘时"过柱净化较困难"且回收率不
足 +&‘&乙酸浓度为 &0’‘时"易于净化"但提取效
果不理想"回收率仅为 /&‘左右+ 以上结果说明"
以乙酸水溶液为提取剂时"可能由于水产食品的基
质复杂"共萃取出的脂类,蛋白质等杂质成分较多"
影响了免疫亲和柱对目标物的吸附能力而导致回
收率偏低+ 而以含乙酸的甲醇溶液作为提取剂时"
甲醇有沉淀蛋白质的作用"提取液澄清"易于下一
步净化操作"且回收率随着乙酸浓度的增加而升
高"含 ’‘乙酸的甲醇溶液的回收率达 #&‘以上"因
此"本方法选用含 ’‘乙酸的甲醇溶液作为提取
试剂+
!0!0!$净化方法的选择

水产食品基质复杂"需要有效的净化步骤以去
除杂质干扰+ 检测 PPb的净化方法主要有 (’.固相

萃取法 )’%* ,cBU(6U*I 法 )’&*和免疫亲和柱 )’,*等"其
中免疫亲和柱能选择性吸附样品溶液中的 PPb"特

图 !$不同提取剂对 PPb回收率的影响
G<OBFE!$U55E4D@5H<55EFE>DÊDF=4D<@> K@CQE>D@> PPbFE4@QEFJ

异性强"已较好地应用于生物样品的净化 )’+* "而上
述其他方法均为非特异性方法"不能较好地去除杂
质"存在一定的基质抑制效应"方法的灵敏度和准
确度不高+ 试验考查了不同净化方法处理后的烤
鱼片样品溶液中基质效应对目标物测定结果的影
响+ 移取 ’ MC’&& &O1[的 PPb标准溶液"于 ,+ f
氮气 吹 干" 分 别 加 入 按 (’. 固 相 萃 取 法

)’%* ,

cBU(6U*I 法 )’&*和本文 ’0!0’ 净化处理的阴性烤
鱼片基质溶液溶解并定容于 ’ MC"则各样品溶液中
PPb的含量均为 !& &O1LO#作为考察定量结果的理
论值$"将样品溶液用 PPb标准系列溶液外标法校
正"定量结果见表 !"谱图见图 %+ 结果表明"由于样
品溶液中共萃物对离子化效率的抑制"用非特异性
方法净化的样品溶液中基质抑制效应明显"定量结
果仅为理论值的 ’/0’‘ h%"0+‘"而用免疫亲和柱
净化样品"定量结果与理论值较吻合"基本消除基
质效应"且从图 % 的信噪比看出本方法净化效果优
于其他净化方法"明显提高了目标物检测的灵敏
度"且保留时间更为稳定+

表 !$不同净化方法处理的样品基质中 PPb的定量结果
#* a%"&O1LO$

P=?CE!$cB=>D<D=D<QEFEKBCDK<> D6EH<55EFE>DSBF<5<EH ÊDF=4DK

净化方法 理论值
定量结果

’ ! %

(’.固相萃取净化方法 !& %0!! %0," %0.&

cBU(6U*I 净化方法 !& "0"& "0!# "0,+

本文净化方法 !& ’.0/. ’#0!% ’.0,/

!0%$方法学验证
!0%0’$线性关系和灵敏度

取适量 PPb标准溶液进行稀释后配制成一系
列浓度梯度的标准工作液"在 ’0!0! 条件下依次测
定"以定量离子的峰面积对 PPb浓度进行线性回
归"线性方程为 -a,&%’,0!Is!!"!0+!"相关系数
#(!$为 &0### /"线性范围为 ’ h’ &&& &O1[+ 采用
空白样品添加低浓度的标样"按 ’0! 方法进行测定"
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$$$

注%)为 (’.固相萃取净化方法&N为 cBU(6U*I 净化方法&(为本文净化方法

图 %$不同净化方法处理的样品基质中 PPb的色谱图#!& &O1LO$

G<OBFE%$(6F@M=D@OF=MK@5PPb<> D6EH<55EFE>DSBF<5<EH ÊDF=4DK

以信噪比 3<C$ % 确定 PPb的检出限 #[Z\$ 为
’ &O1LO"以信噪比 3<C$ ’& 确定 PPb的定量限
#[Zc$为 % &O1LO+ 试验结果表明"方法中 PPb的
线性良好"灵敏度较高"适用于 PPb的定量分析+
!0%0!$准确度和精密度

选用阴性的烤鱼片和调味鱼干样品为空白测

试基质"分别添加 % 个浓度的 PPb标准溶液"每个
浓度做 / 个平行样品"按本方法进行准确度和精密
度试验"分析结果见表 %+ 由表 % 看出"PPb的回收
率在 "%0/‘ h#+0!‘范围内"相对标准偏差小于
’+‘+ 方法的准确度与精密度均满足 PPb的日常
监测要求+

表 %$方法的加标回收率和精密度结果#* a/$

P=?CE%$*E4@QEF<EK=>H ?3HK@5HEDEFM<>=D<@>

分析物
添加水平
1#&O1LO$

烤鱼片 调味鱼干
回收率1‘ ?3H1‘ 回收率1‘ ?3H1‘

% "+0!"".0/".!0+"#&0"""/0&"./0! "0,. #’0.""/0%".&0,""#0+"."0&".+0’ /0.&
PPb %& .&0""#&0!""/0."#+0!"#,0%".!0/ .0., #"0+"#/0’""%0/".%0""./0#".&0, ’&0"

%&& ..0’".!0""#/0/".&0+"./0#""#0! "0,/ #&0!"./0%"#!0/".’0&"#,0!"."0# +0%"

!0,$方法的实际应用
应用本方法对烤鱼片,风味鱼干等 ’&& 份水产

食品进行分析"发现 % 份样品含 PPb"分别为 ! 份烤
马面鱼片#含量分别为 "0#+ 和 !!0% &O1LO$和 ’ 份
河鲀鱼干#含量为 !.! &O1LO$"其中 ’ 份烤马面鱼
片阳性样品的色谱图见图 ,+ 试验结果说明方法适
用于鱼片,鱼干等水产食品中 PPb的定量和定性分
析"同时也发现烤鱼片在加工过程中可能掺入河鲀
鱼原料而引入 PPb残留风险"需在食品安全监控中
重点关注+

图 ,$阳性烤鱼片样品#!!0% &O1LO$的色谱图
G<OBFE,$(6F@M=D@OF=M@5=S@K<D<QEF@=KDEH 5<K6 5<CCEDK

%$小结
建立了测定水产食品中河鲀毒素的亲水液相

色谱-串联质谱分析方法+ 色谱条件的优化使目标
组分和杂质得到良好分离"保留时间稳定"有助于
准确定量和定性&免疫亲和柱的应用有效净化了水
产食品的复杂基质成分"消除了共流出组分对离子
化效率的抑制&方法操作简便"适用于烤鱼片,风味
鱼干等实际样品的测定"方法的应用为市场流通的
水产食品中 PPb含量检验提供了有效的技术手段+
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实验技术与方法
免疫亲和柱层析-超高效液相色谱法测定动物性食品中 / 种黄曲霉毒素

李可!梁肇海!曾胜波!温权
!深圳市福田区疾病预防控制中心"广东 深圳$+’.&,&#

摘$要!目的$建立一种快速#灵敏的超高效液相色谱法!同时测定动物性食品中黄曲霉毒素 N’ #N! #:’ #:! #T’

和 T! " 方法$甲醇-水+.&l!&!;<;,提取粉碎或匀浆动物性食品中的黄曲霉毒素!取部分样液经过免疫亲和柱层

析净化!经 (’.色谱柱+%0& MMm+& MM!’0" &M,分离!荧光检测器检测" 保留时间定性!峰面积定量" 结果$

+ M<> 内完成分离!黄曲霉毒素 N’ #N! #:’ #:! #T’ 和 T! 检出限分别为 &0&%.#&0&’&#&0&/!#&0&’&#&0’’&#&0&’/ &O1LO"

标准曲线线性范围分别为 )GN’ ’’0!. h!&0, &O1[&)GN! ’&0%! h+0&. &O1[&)G:’ ’’0!/ h!&0! &O1[&)G:! ’&0%’ h

+0&& &O1[&)GT’ ’’0!+ h!&0& &O1[&)GT! ’’0!+ h!&0& &O1[!相关性在 &0### " h&0### # 之间" 不同浓度水平 /

种黄曲霉毒素平均加标回收率在 "%0!‘ h#,0’‘之间!精密度在 &0!‘ h%0.‘之间" 结论$该方法可同时#快速#

高效#准确测定动物性食品中 / 种黄曲霉毒素的含量"

关键词!黄曲霉毒素& 超高效液相色谱& 动物性食品& 免疫亲和柱& 真菌毒素& 食品污染物& 检测
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