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贝类食物中膝沟藻毒素快速筛选方法研究

周秀锦 ,周向阳 ,王淑娜 ,徐君辉 ,邵宏宏
(舟山出入境检验检疫局 , 浙江 舟山 316000)

摘要:为了建立了一种贝类食物中膝沟藻毒素快速筛选方法。将样品用 0.05mo l/L 的盐酸提取

膝沟藻毒素 ,阴离子柱净化提取液 ,柱前衍生化反应后在波长为 310 nm 的紫外灯下观察有无荧光

产生 ,快速筛选贝类食物中的膝沟藻毒素。结果表明 ,衍生化产物在避光条件下 30min 内保持稳

定 ,当膝沟藻毒素添加量为 0.8mg/kg 时 ,荧光现象明显。与高效液相色谱分析的检测结果有较好

的一致性。该方法快捷 、准确 ,可用于贝类食物中的膝沟藻毒素快速筛选。
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Development of A M ethod for Rapid Screening

Gonyautoins in Shellfish

ZHOU Xiu-jin ,ZHOU Xiang-yang ,WANG Shu-na , XU Jun-hui ,SHAO Hong-hong
(Zhoushan Entry-exit Inspection and Quarantine Bureau , Zhoushan 316000 , China)

Abstract:A method fo r rapid screening the gonyaut ions in shel lfish w as developed in this study.

Gonyautions in the shellf ish samples w ere ex t racted w ith 0.05mo l/L hydrochloric acid , the super-

natant w as cleaned up by passing through SPE anion exchange cart ridge and derived by derivat iza-

tion reagent.The derivatives w ere inspected by UV lamp at 310 nm .The fluorescence signal of

the samples spiked at 0.8mg/kg wi th gonyautions were obviously observed and kept stable in 30

minutes.The results show ed consistent credibility and accuracy as compared to the method wi th

HPLC.The method of ex traction and derivation of gonyautions f rom shellfish samples w ere es-

tablished.
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　　麻痹性贝类毒素(PSP)是最早发现的一类贝类

毒素 ,是到目前为止分布最广 、通过食物链传递对人

类危害最严重的毒素之一 。许多国家制订了贝类中

PSP 的限量标准。美国 、欧盟 、我国质监总局发布水

产品中 PSP 的法规限量 , 要求其毒性总和不高于

0.8mg/kg 。

PSP 是一类烷基氢化嘌呤化合物 ,目前已知有

20多种毒素 , 其中石房蛤毒素(S TX)、新石房蛤毒

素(neoSTX)、膝沟藻毒素 1-4(GTX1-4)最常见 ,对

于它们的研究也最为广泛[ 1] 。江天久等[ 2] 、胡颢琰

等[ 3] 对舟山海域的麻痹性贝类毒素进行调查后发

现 ,舟山渔场主要存在的贝毒成分为 G TX1-4 和

S TX 。目前国内外建立了多种方法检测贝类毒素 ,

主要有生物法 、理化分析方法 、免疫化学法。然而 ,

生物法灵敏度低 ,在标准程序中不同小鼠的品系 、批

次 、损伤程度和大小对毒素的灵敏度有很大的波动

性[ 4-5] 。理化分析方法主要是液相色谱法 , 包括

Oshima95及改进方法[ 6-8] 的柱后衍生和 Law rence
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等[ 9-11] 柱前衍生方法等 ,但是麻痹性贝类毒素类似

物的毒性种类都是唯一的 ,很多类似物很容易相互

转化 ,对样品中的原始或潜在总毒性作出判断较困

难 ,且存在 PSP 分析标准品全球缺乏的普遍问题 。

免疫化学法目前缺乏合适的结合物与所有的 PSP

特异性结合。目前 ,快速筛选海产品中贝类毒素的

方法少有报道。鉴此 ,采用便携式紫外灯筛选 ,研究

了固相萃取 、柱前衍生的快速衍生反应机制 ,检测了

衍生化产物的检测灵敏度及其稳定性 ,以探寻缩短

样品前处理的技术与方法 ,为贝类食品质量安全的

日常监管 、安全预警的决策提供技术保障。

1　材料和方法

1.1　试剂和设备

试剂:盐酸 、冰醋酸 、氨水 、氢氧化钠 、乙醇 、乙酸

乙酯 、乙酸异戊酯 、甲酸铵 、磷酸铵 、磷酸二氢钠 、磷

酸二氢钾 、过氧化氢 、高碘酸等为分析纯;乙腈为色谱

纯;衍生化试剂 01 、衍生化试剂 02 、阴离子交换柱(自

填;3mL);膝沟藻毒素标准品:GTX1- 4 、GTX2- 3;试

验用水为去离子水;样品为新鲜贻贝 ,购于舟山水产

品批发市场 。

设备:高效液相色谱仪(Agi lent HPLC 1100)、

Gemini C18 rever sed-phase column(250mm ×4.6

mm , 5μm;Phenomenex ,Manchester , UK)水浴锅 、

恒温水浴锅 、离心机 、UV-Ⅱ 型紫外灯等。

1.2　测定条件

1.2.1　紫外灯检测条件　根据 Turner 等
[ 12]
的研

究结果 ,衍生产物在激发波长为 340nm 时 ,发射的

蓝紫色荧光波长为 390 nm ,强度最大;激发波长增

大和减小都使发射的荧光有一定程度的减弱 。由于

受到紫外灯规格的限制 ,只选取接近的 312nm 的紫

外灯 。

1.2.2　色谱条件 　色谱柱:Gemini C18 reversed-

phase column(250mm ×4.6mm , 5μm;Phenome-

nex , Manchester , UK);流动相:0.1mol/ L 的甲酸

铵(用 0.1mol/L 的乙酸调 pH =6.0)和 0.1mol/ L

的甲酸铵(用 0.1mol/ L 的乙酸调 pH =6.0)+5%

的乙腈等比例洗脱;流速:1mL/min;检测波长:激

发波长:340 nm ,发射波长:395 nm 。进样量:30μL 。

1.3　试验方法

1.3.1　标准溶液的快速衍生　用 0.003mo l/L 的

盐酸溶液将G TX1-4和 GTX2-3标准品稀释到不同

的质量浓度。分别取 200μL 质量浓度为 0.5 、1.

0g/L 的 G TX1-4和 GTX2-3加入 200μL 衍生化试

剂 01和 50μL 氨水溶液 ,在 40℃条件下衍生 5min ,

取出加入 50μL 0.05mo l/L 醋酸溶液 ,摇匀后静置

10min;加入 200μL 衍生化试剂 02 ,在 60℃水浴中

反应 50min 。取出 , 加到白色点滴板上 , 在波长

310nm 紫外灯下观察 。每个质量浓度 5 次重复 ,同

时做试剂空白试验 。

另取一组质量浓度为 0.5 、1.0 g/L 的 GTX1-4

和 GTX2-3标准工作液 ,按照 1.3.1的步骤进行衍

生化 , 以试剂空白加标为对照 , 衍生化产物过

0.45μm滤膜 ,高效液相色谱待测 。

1.3.2　贝类样品的前处理方法

1.3.2.1　样品提取和净化　取匀质的贝肉 5.0 g ,

加入 6mL 0.05mol/ L 的盐酸溶液 ,漩涡混匀后沸

水浴 5m in。取出冷却 ,4 000 r/min离心 5min ,吸取

全部上清液 ,用氨水溶液调节 pH 为 8.0 ,过脱脂棉

柱管(不需要活化),抽干柱管 ,收集滤液过离子交换

柱(5mL 甲醇活化 , 5mL 蒸馏水平衡),控制流速为

1 ～ 2滴/ s ,弃去流出液并抽干柱体;在交换柱中加

入 0.5mL 的 0.05mol/L 的 醋酸溶液洗脱 ,收集洗

脱液。

1.3.2.2　样品衍生　取 200μL 洗脱液 ,加入 200μL

衍生化试剂 01和 50μL氨水溶液 ,在 40℃条件下衍

生 5min ,取出加入 50μL 0.05mol/ L 的醋酸溶液 ,

摇匀后静置 10min;加入 200μL 衍生化试剂 02 ,在

60℃水浴中反应 50min 。取出 ,加到白色点滴板上 ,

在波长 310nm 紫外灯下观察荧光 ,根据有无产生荧

光进行结果判定。

1.4　衍生化产物稳定性试验

膝沟藻毒素添加量分别为 0.8 、1.2mg/kg ,平

行测定 5次 。按 1.3.2步骤进行样品前处理 ,提取

液进行 2 组衍生化反应 , 一组在衍生化后 1min 、

5min 、10min 、25min 、50min 、100min分别观察荧光

现象 ,另一组衍生后过 0.45μm 滤膜 ,高效液相色谱

待测。

1.5　检测灵敏度试验

在空白贝肉样品添加 0.8 、1.2mg/kg 的膝沟藻

毒素标准溶液 ,各做 12个平行 ,设空白贝肉为对照 ,

按照 1.3.2方法快速提取和衍生 ,测定检测灵敏度。

1.6　液相色谱(HPLC)对比验证试验

在空白贝肉样品中添加膝沟藻毒素标准溶液 ,

使其最终质量浓度为 0.8 、1.6 、3.2 、5.0mg/kg ,每

个样品重复 6次 ,按照 1.3步骤进行样品前处理 ,样

液过 0.45μm 微孔滤膜 ,分别用便携式紫外灯 UV-

Ⅱ与高效液相色谱仪测定 ,分析 2种检测方法的相

符性。
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2　结果与分析

2.1　样品前处理的最优条件

2.1.1　pH 对柱保留效率的影响　取 5份贝肉 ,提

取处理后取滤液 ,用氨水-氯化铵溶液调节 pH 分

别为 7 、8 、9 、10 、12 ,各自吸取 3mL 过离子交换柱 ,

收集流出液并挤干柱体;加入 0.5mL 0.05mol/L 的

醋酸溶液于柱子中洗脱 ,收集洗脱液。按照 1.3.2步

骤进行衍生化 ,以试剂空白加标为对照 ,使用高效液

相色谱-荧光检测器检测离子交换柱在不同 pH 值

下的保留效率 ,从而选择最佳的 pH 值 。结果表明 ,

pH 值为 7时 ,无明显色谱峰;pH 值≥9 时 ,有杂质

干扰;而 pH 值为 8时 ,交换柱的保留效率最好。

2.1.2　pH 值对衍生化效果的影响　取过柱后的

洗脱液 , 调节 pH 值分别为 6 、7 、8 、10 、12 , 按照

1.3.2的步骤进行衍生化 ,采用高效液相色谱-荧光

检测器检测不同 pH 值下的衍生化效果 ,从而选择

最佳的衍生化 pH 值。结果表明 , pH 值为 6 时 ,未

出现目标色谱峰;pH 值≥10时 ,有其他物质或分解

产物的干扰;而 pH 值为 8左右时 ,衍生效果最为

理想 。

2.1.3　衍生反应温度 、时间的确定　膝沟藻毒素在

常温下即可进行衍生化反应 ,为防止衍生物的分解 ,

采用 40℃水浴条件进行试验。由于衍生化产物在

碱性条件下不够稳定 ,易分解 ,将时间控制在 5m in

效果较好 ,当衍生时间大于 5min 以后 ,高效液相色

谱峰响应值明显降低(图 1)。后续的衍生化反应在

酸性条件下进行 ,但要注意避光。

图 1　不同衍生时间的高效液相色谱

2.2　贝类样品中膝沟藻毒素的检测结果

在 UV-Ⅱ紫外灯下观察 ,膝沟藻毒素标准物质

衍生物呈明显的蓝紫色荧光 ,且随着毒素含量的增

加荧光强度增强 ,空白对照则不显荧光。当膝沟藻

毒素标准质量浓度为 0.5g/L 时 ,其衍生物在反应

孔呈蓝紫色荧光。同时 ,将该衍生物进行高效液相

色谱测定 , 它在色谱柱上的保留时间为(3.415±

0.2)min ,色谱峰分离较好(图 2)。

被检贝类样品中 , 阳性样品的衍生化产物在

UV-Ⅱ紫外灯下呈现蓝紫色荧光 ,阴性样品无荧光 ,

阴性样品和阳性样品的紫外筛查二者差别明显 ,另

外 ,使用该方法的检测结果与高效液相色谱法的检测

结果有较好的一致性 ,也证实了此方法是可行的。

图 2　0.5g/L的 GTX混标衍生物高效液相色谱

2.3　衍生化产物稳定性试验结果

膝沟藻毒素添加至贝肉样品中 ,按照 1.3.2步骤

进行样品前处理 ,分别在 1min 、5min 、10min 、30min 、

50min 、100min时观察荧光。试验结果表明 ,在避光

条件下 ,衍生化产物在 30min时相对稳定 ,在 UV-Ⅱ

紫外灯光下的荧光现象明显 ,说明衍生产物的稳定时

间可以满足日常筛选所需时间的要求。

2.4　检测灵敏度试验结果

在空白贝肉样品中添加膝沟藻毒素标准溶液 ,

以空白贝肉为对照 ,按照 1.3.2方法快速提取和衍

生 ,测定检测灵敏度 。当膝沟藻毒素添加量分别为

0.8 、1.0mg/kg 时 ,均可观察到明显的荧光 ,而阴性

样品无荧光出现 。结果表明 ,该方法的灵敏度检测

特性可以满足国内外贝类毒素的法规限量为

0.8mg/kg的检测要求 。

2.5　液相色谱(HPLC)对比验证试验结果

膝沟藻毒素在 0.8 ～ 5.0mg/kg 范围内进行测

定 ,以膝沟藻毒素添加量为横坐标 ,峰面积为纵坐标 ,

绘制膝沟藻毒素标准曲线 ,线性方程为Y =0.49×

10
3
x +0.47 ,R

2
=0.9978 ,保留时间为(3.415±0.2)

min。同系列毒素添加量的贝肉样品用便携式紫外灯

UV-Ⅱ检测 ,均可观察到明显的荧光现象 ,表明经该方

法快速处理样品 ,形成特异性的膝沟藻毒素衍生化产

物 ,并在 UV-Ⅱ紫外灯下有良好的荧光性质 ,可用于膝

沟藻毒素的快速筛查。

3　结论与讨论

贝类样品采用盐酸溶液提取 ,离子交换柱净化
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富集 ,醋酸溶液洗脱;在弱碱性条件下进行第一步衍

生化 ,酸性条件下第二步衍生化;310 nm 紫外光激

发荧光进行检测;衍生化产物在 30min 内保持相对

稳定 ,与高效液相色谱检测方法有较高的相符性 ,可

满足贝类食品中膝沟藻毒素的快速筛查 。生物测定

法虽然易掌握 ,不需要专门的仪器设备 ,但缺点是专

一性差 ,操作繁琐 ,且小鼠的品系 、大小和损伤程度

等因素均可影响到该法的灵敏度。黄宗锈等[ 13] 在

生物法数据分析中对表达 PSP 毒性结果准确度的

中位数法提出了质疑 ,建议进行更多数据的总结和

分析进行论证。本试验建立的方法与高效液相色谱

法[ 9-12] (HPLC)相比 ,虽然原理基本一致 ,都是基于

毒素在碱性条件下氧化生成荧光物质 ,进行荧光检

测;二者的区别在于该方法无需昂贵的仪器设备和

专业操作人员 ,只需配备简易的设备便可用于现场

操作 ,样品前处理比较简单 ,检测成本较低 ,可大力

推广使用 。该方法可结合实验室高效液相色谱或液

质联用确证方法 ,形成联合技术体系 ,为贝类食品质

量安全的日常监管 、安全预警的决策提供技术保障 。
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