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提　要　提出一种腹泻性贝毒素—软海绵酸的检测方法。贝类

组织经甲醇水溶液浸提后, 经多氯甲烷提取, 9-亚甲基重氮蒽

衍生化和固相净化后, 在 H PLC的 C18柱上得以分离, 并能在

E x= 254nm, Em= 412nm 的荧光检测器上灵敏的检测。该方法

对样品的最低检测浓度为 1ng /g, 衍生化及固相净化的回收率

> 95% , 重复检测的相对标准差< 6%。

关键词　贝毒素　软海绵酸　高效液相色谱

软海绵酸 ( Okada ic A c id, OA )是海洋毒素中腹泻性贝毒

( D ia rrhe tic She llfish Po ison ing, DSP )的主要毒素。由它引起的

食物中毒事件几乎遍布全球〔1〕。能产生腹泻性贝毒素的微小藻

类在我国海域分布广泛, 最近渤海湾赤潮的二种引发藻之一就

是能产生 DSP的倒卵形鳍藻。但我国目前对 DSP的检测除了

半定性的小白鼠法外,还没有针对毒素的准确检测方法报道。

我们在参照了国外相关文献的基础上, 建立了一种完善的软海

绵酸的高效液相色谱 -荧光检测方法 (HPLC /FLD )。 此法应用

到贝类样品的检测中, 其最低检测浓度可达 1ng /g,对高、低含

量的样品进行重复检测, 精密度良好。

1　实验材料和方法

1. 1　实验器材　 JJ-2电动搅拌组织捣碎机 (江苏国华仪器

厂 ); LD4-2离心机 (北京医用离心机厂 ); XW -80旋涡混合器

(上海医科大学仪器厂 ); M ode 15000DG微量移液管 (N ich iry o

C o. L td. , Japan); HP1050系列高效液相色谱配备 H P 1046A

荧光检测器和 HP工作站 (H ew le tt-Packa rd, Pa lo A lto DA );

250mm× 4. 6mm 的 T ech sphere ODS 5u C18高效液相色谱柱

(M acclesfie ld C hesh ire Sk ll 6P J, UK )。

1. 2　实验试剂　 ( 1)溶剂: M illi-Q重蒸馏水; 色谱纯甲醇、乙

腈; 经重蒸馏、硅胶过滤的正乙烷、氯仿、二氯甲烷; ( 2)标准软

海绵酸 (OA )及溶液 : 软海绵酸 (W ako Pu re Chem ica l Indus-

tries L td. Japan), 配成 12. 5μg /m l的标准储备液和 5. 0μg /m l

的工作溶液, - 20℃储备; ( 3) 9-亚甲基重氮蒽 (ADAM )及荧光

标记溶液: 9-亚甲基重氮蒽 ( Funako sh i C o, L td. Japan)分装成

2m g, 在避光氨瓶中 - 80℃储存; 用 1m l甲醇溶解成 0. 2%的

ADAM 溶液, 使用当天配制。

1. 3　样品处理　生鲜带壳或者冷冻后在室温下半解冻的样

品, 用刀切开闭壳肌开壳取出贝肉,将可食部与中肠腺分离,放

在网眼细小的金属网上,沥水 5m in, 沥水后的组织在组织捣碎

机中彻底匀浆, 装瓶冷冻保存。

1. 4　软海绵酸的提取: 　取 4. 0g匀浆贝组织, 加入一定量的

甲醇 /水 ( 8∶ 2), 经涡旋振荡充分混合后 (约 5m in ), 再用 8∶ 2

的甲醇 /水定容至 20. 0m l,再振荡混合 3m in, 将混合液移入离

心管中,在不低于 4000r /m in的条件下离心 10m in以上, 使固

液两相彻底分开, 移出上清液, 冷冻保存。 取上述粗提取液

5. 0m l, 先用 5. 0m l正已烷分 2次提取,弃去正已烷相, 水相继

续分别用 6. 0m l氯仿 (或二氯甲烷 )提取 2次,弃去水相, 合并

2次氯仿提取物并在氮气流下 37℃水溶蒸干, 残留物用 1. 0m l

甲醇超声溶解, 在低温下密封储存, 此提取液每 m l相当于

1. 0g样品。

1. 5　ADAM 衍生化和 SPE固相净化　根据 OA的含量,取一

定量 (V 1μl)的提取液, 移入 1. 5m l的避光密闭氨瓶中, 加入

100μl 0. 2%的 ADAM 溶液, 37℃超声混合 10m in后, 在 37℃

温度下反应 2h后, 再在 N 2流下蒸干, 残留物用 300μl氯仿 /正

已烷 ( 1∶ 1)溶解。将溶解物移入经氯仿、氯仿 /正已烷 ( 1∶ 1)活

化后的硅胶 SPE柱 (NO 51900, W a tets C o. )上, 依次用 5m l氯

仿 /正已烷 ( 1∶ 1)和 5m l含 1. 15%乙醇的氯仿溶液以 1d / s的

流出速度洗柱, 弃去液体, 再用 5m l甲醇 /氯仿 ( 1∶ 9)洗脱 OA

的衍生化产物 (OA -AM ), 将收集的洗脱液在 N 2流下 37℃蒸

干, 并用 500μl甲醇溶解, 作为 H PLC -FLD分析液。

1. 6　 LC-FLD分析条件　甲醇 /乙腈 /水= 55∶ 30∶ 15( V /V /

V ); 流速 1. 0m l /m in; 柱温: 35℃, 荧光检测器波长为 Ex=

254nm, Em= 412nm, 进样量 10μl。

2　结果和讨论

2. 1　方法原理及反应条件选择　软海绵酸 (OA )是一种毒性

很强的天然物质 ( LD 50= 192ug /kg ),对它进行超痕量测定,首

先必需将其转化为 H PLC检测器有很强响应值的物质。 到目

前为止,国外报道的 OA -H PLC检测方法主要有 3种, 其代表

分别为 ADAM 衍生化转化成 OA -AM 法〔2〕、共轭大 π键上的

溴甲基衍生化法〔3, 4〕和 A E-O TF衍生化法〔5〕。 在这几种方法

中, 虽然 ADAM 不易保存, 但由于衍生化效果最好, 衍生化反

应易于操作且检测的灵敏度最高,而被广泛应用。 它的反应原

理是:利用分子 (结构见图 1)中的羧基官能团与活泼的亚甲基

重氮反应, 使分子与荧光性蒽甲基联在一起生成 OA -AM,

OA-AM 的荧光性使 OA可以在超痕量得以检测。具体反应如

下:

图 1　软海绵酸结构图

虽然此反应可以在常温下进行,但我们通过实验发现低温

及较短的反应时间,难以保证实际测定中有较好的精密度,利

用超声波清洗使反应物质充分混合, 并将反应温度提高到
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37℃, 反应时间延长到 2h, 能使反应的回收率达 95%以上。

2. 2　提取方法的优化　OA 是种脂溶性物质, 对它进行超痕

量的提取,既要保证方法的准确性, 又要尽可能剔除提取物中

可能与 ADAM 发生反应的小分子游离脂肪酸, 需要进行多步

繁琐的操作, 其中包括甲醇溶液对样品进行浸提,正已烷对脂

肪类剔除, 多卤代烃对 OA 的两相分配提取, B r it A a se等人〔6〕

曾采用交叉实验方法对这些条件进行了优化,我们的实验采用

了他们的优化条件, 但实际操作中发现氯仿在两相分配中极易

产生乳化现象, 造成两相不能彻底分层,且很难破乳,将氯仿改

用毒性较小的二氯甲烷, 大多数情况下分层都较好, 即使发生

个别分层不好的现象, 在氯仿相中加入少许甲醇或者在水相加

入少许氯化钠饱和水溶液, 可在瞬间破乳。 实验结果表明二氯

甲烷和氯仿对同一样品的检测结果无差别。

2. 3样品净化方法的选择　　由于衍生化反应中加入过量的

ADAM, 以及提取液中残留的分子量较小的游离脂肪酸, 对荧

光检测势必要造成干扰。 为了解决这个问题, 多数报道方法都

采用了硅胶柱进行 SPE固相提取。实际操作中装柱很繁琐,我

们采用了 W atets公司的 SEP-PAK硅胶柱,并对冲洗溶剂 、洗

脱溶剂及柱的使用寿命等进行了筛选发现: ( 1)冲洗液中适量

加入 < 2%的无水乙醇有利于提高分析的回收率; ( 2)由于

OA -AM 最后由甲醇 /氯仿洗脱出来, SEP-PAK柱对标准品可

重复利用 8次, 但在实际样品分析中为防止残留在柱内的干扰

物质对下一次实验的干扰, 每次 OA -AM 洗脱后需用一定量

(约 5m l)甲醇对柱进行彻底洗净。

2. 4　仪器条件的选择　考虑到峰的分离效果、柱压的大小及

检测周期等综合因素, 我们选定检测流动相为 CH3OH /

CH 3CN /H2O= 55 /30 /15( V /V /V ), 尽管以往的国外文献对

ADAM 衍生化方法的 FLD条件都选为 E x= 365nm,但我们在

实验中发现 Ex= 254nm, OA -AM 的响应值最大, 所以 FLD的

波长选择为 Ex= 254nm, Em= 412nm。 在以上仪器条件下,标

准品 OA和实际样品的分离分析谱图为图 2和图 3, 从图 3可

见 OA -AM 的出峰时间 ( 12. 393m in )。此处没有干扰峰出现。对

于另外几个大峰 ( 15. 225m in、 17. 697m in、 22. 223m in), 与文献

比较怀疑是 OA 的天然衍生化物—鳍藻毒素 DTX1～ DTX3,

对它们的确定需借助于 LC /M S实验和标准品,受实验室条件

局限。 此工作需进一步完善。

图 2　软海绵酸 ADAM衍生化

物 HPLC /FLD谱图

图 3　赤潮污染贻贝 ADAM 衍

生化物 HPLC /FLD谱图

2. 5　方法的评价及实际样品测定　为了节省标准品, 我们在

方法的评价中重点进行了标准曲线的线性范围、衍生化反应和

衍生化产物的净化效果、方法的精密度等研究。 对于提取方法

的回收率, B r it A ase等人〔6〕在他们的报道中已作了细致的研

究, 我们的研究没有重复。

分别取 2. 0ng、 5. 0ng、 10. 0ng、 20. 0ng、 30. 00ng、 40. 0ng的

标准 OA 进样分析, 所得浓度和峰高的回归曲线为 y=

161. 67x+ 169. 69, r= 0. 9987。

对于实际样品测定, 设定取提取液 V 1进行衍生化和 SPE

净化, 吹干后 V 2μl, 10μl的进样量在 HPLC /FLD检测出峰的

峰高相当于W ng, 则样品中 OA含量为:

OA (μg /g )=
W×V 2

10×V 1

以赤潮污染海区贻贝和文蛤、无污染区的贻贝为标本进行

重复分析测定, 测定结果见表 1。

表 1　实际样品测定的精密度

样品
采样

地点

时间

(年.月 )

检测

次数

检测结果 (μg /g)

(浓度± SD)

RSD

(% )

贻贝 兴城芷锚湾 98. 11 6 24. 42± 0. 79 3. 23

文蛤 兴城芷锚湾 98. 11 6 8. 64± 0. 41 4. 74

贻贝 大连棉花岛 98. 11 6 0. 68± 0. 04 5. 88

　　以文蛤为标本, 经浸提、氯仿提取及浓缩后,分别添加相当

于样品量的 5. 0μg /g和 10. 0μg /g的标准 OA, 而后进行

ADAM 衍生化、 SPE固相净化及 H PLC /FLD测定,测定结果

见表 2。

表 2　衍生化和 PSE净化的回收率

添加量 ( ug /g) 重复次数 测定值 (μg /g) (C± SD ) 回收率 (% )

0 6 8. 64± 0. 41 -

0. 5 3 13. 46± 0. 52 96. 4

10. 0 3 18. 33± 0. 71 98. 9

　　本方法对 OA进行分析, 在进样量 2～ 40ng范围内线性较

好, 实际样品测定的精密度和回收率能满足检测的要求。

(以上工作得到了丹东市卫生防疫站李力军、管兆军等同志的大力

协助,谨表谢意。)
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