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高效液相色谱法检测水中微囊藻毒素的实验条件优化

乔素兰

(深圳水务集团水质检测中心,广东 深圳 518055 )

摘 要: 通过实验优化高效液相色谱检测水中微囊藻毒素的方法, 对水样前处理过程中使用的固相萃取柱、淋洗剂、洗

脱剂及浓缩定容方式等进行了选择。用流动相为 V ( 1. 25% TFA水溶液 ) V (甲醇 ) = 40 60的溶液洗脱, MC - RR和 M C-

LR在 15 m in内有较好的分离, 工作曲线的范围为 0. 1 mg /L ~ 10 mg /L, 方法检测限为 0. 1 g /L, 两者的回收率分别为

98. 1%和 101%。测定方法简易、可靠和实用。
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Abstract: Them icrocyst insandits (M C) determ ination method w as optim ized in the test steps o f the w ater

samp le preparat ion and high performance liquid chromatog raphy ( HPLC ) . The se lected exper iments w ere per-

fo rmed in columns o f so lid phase extraction, elu tion so lutions and w ay o f concentrat ion. TheMC- RR (m icro-

cyst ins RR) andMC- LR (m icrocystins LR ) cou ld be tota lly separated in 15m in at isocratic elution w ith mo-

b ile phase V ( 1. 25% trifluoroace tic ac id) V ( methano l) = 40 60. The range o f linear relat ion w as from

0. 1mg /L to 10 mg /L, sample detect ive lim its 0. 1 g /L, the recoveryMC- RR 98. 1% andMC- LR 101% .

The opt im izedmethod is re liable and practical fo r detection ofMC in the w ater.
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高效液相色谱 (HPLC )法测定微囊藻毒素不

仅能定量,还能够区分 MC异构体
[ 1]
, 但国内实验

室的条件和检测程序差别较大
[ 2 - 5 ]

,需要对样品前

处理和检测过程进行研究,为实际工作提供依据。

1 材料与方法

1. 1 仪器和试剂

W aters 2690高效液相色谱仪, W aters symm etry

C18 ( 5 m, 4. 6 mm 250 mm )色谱柱; Zmark Au-

to trace自动固相萃取装置; 6 mL, 500 mg的 Sep -

pak C18固相萃取柱和 6 mL, 500 mg的 Oasis HLB

固相萃取柱 ( W aters公司 ); 甲醇 (色谱纯, TE-

DIA ) , 三氟乙酸 ( TFA, 化学纯, 上海化学试剂公

司 ) ; M C- LR和 MC- RR标准品 ( ALEXIS产品 ),

用 V ( TFA ) V (甲醇 ) = 0. 10 99. 9溶液分别配制

质量浓度为 0. 10 mg /L, 0. 25 mg /L, 0. 50 mg /L,

1. 0mg /L, 2. 5mg /L的标准工作溶液。

1. 2 色谱方法

优化色谱参数选择 3种方案。方案 1采用 V

( 1. 25% TFA水溶液 ) V (甲醇 ) = 30 70的溶液作

为流动相; 方案 2的流动相采用 V ( 1. 25% TFA水

溶液 ) V (甲醇 ) = 40 60的溶液,均在柱温为 25

条件下作洗脱; 方案 3采用文献 [ 2]推荐的方法,

即用 0. 05% TFA水溶液和甲醇组成的流动相在柱

温为 40 条件下,进行梯度洗脱。流动相流量为

1mL /m in, 进样量为 20 L, 检测波长为 238 nm。

根据标准色谱图中的保留时间 ( RT)对 MC- LR和
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MC- RR定性,用外标法定量。

1. 3 样品前处理

1. 3. 1 水样采集及保存

用采水器采集 2 L水样, 置于棕色玻璃容器

中。自来水中加入硫代硫酸钠至质量浓度为

80 mg /L, 以去除其中的氯。用冰乙酸调整水样 pH

值为 3,和不作酸化处理的同一水样用相同方法检

测,结果作对比。水样经 GF /C玻璃纤维滤膜过滤

后富集,若无法立即处理, 置 4 冰箱保存,保存期

不超过一周。

1. 3. 2 藻毒素的富集与净化

用W aters Sep- pak C18柱和W aters O asis HLB

柱吸附 1 000 mL 水 样中的 MC, 过 柱流量

5 mL /m in,吸附柱用氮气吹干, 洗脱液用氮吹仪浓

缩,定容至 1 mL。若不及时进样, 将样品密封, 置

- 20 冰箱内保存。观察 2种不同吸附柱、4组不

同的淋洗剂和 3种洗脱剂对检测结果的影响。

2 结果与讨论

2. 1 色谱条件

选择的 3种洗脱方法的结果表明, 用方案 1,

8 m in内 MC - LR, MC - RR 出峰完成, 但在

MC- RR出峰处有干扰; 用方案 2, 在 15 m in内完

成出峰,避开了 MC- RR出峰处的干扰, 见图 1;用

方案 3, 干扰不明显,但 35 m in~ 40m in出峰才能

完成, 且 MC- RR峰形较差。

图 1 MC- RR, M C- LP的 H PLC色谱峰

对系 列 标 准 样 品 (质 量 浓 度 分 别 为

0. 050mg /L, 0. 10 mg /L, 0. 25 mg /L, 0. 50 mg /L,

1. 0mg /L, 2. 5 mg /L, 5. 0 mg /L, 10 mg /L,

50 mg /L, 100 mg /L )进样分析, 绘制 MC- RR和

MC- LR的标准工作曲线, 在 0. 1mg /L~ 10 mg /L

两者相关系数 r > 0. 999。MC- RR和 MC- LR的

仪器检测限 (信噪比为 3时的进样检测质量浓度 )

均为 0. 1 mg /L, 绝对检出量为 1 ng。该实验将样

品富集浓缩 1 000倍, 方法的检测限为 0. 1 g /L。

2. 2 样品前处理

2. 2. 1 SPE柱吸附效率的比较

MC- RR和 MC- LR各 500 ng加入去离子水

1 L中,比较 Sep- pak C18柱和 Oasis HLB柱 MC测

定结果的回收率。结果表明,在方案 2为流动相洗

脱的条件下, 2种 SPE柱的 MC回收率为 80% ~

95%, 经统计检验无显著性差异。用 Sep- pak C18

柱吸附样品,其测定结果的相对标准偏差比 Oasis

HLB柱的小, 重复性好, 所以用 Sep- pak C18 SPE

柱萃取 MC更加适合,见表 1。

表 1 不同 SPE柱的 MC吸附效果 ( n= 3) %

柱名称
MC- RR M C- LR

回收率 RSD 回收率 RSD

Sep- pak C18 91. 5 5. 2 92. 9 2. 8

OasisHLB 87. 8 6. 2 91. 3 3. 7

2. 2. 2 淋洗剂效果的比较

将不同淋洗剂处理方法分为 4组, 各组先用

40mL去离子水淋洗 1次,再分别用下列不同的溶

液淋洗
[ 2- 5]
。 体积分数 10%甲醇 20 mL淋洗 1

次后,再用体积分数 20%甲醇 20 mL淋洗 1次;

体积分数 20%甲醇40mL分 2次淋洗; 体积分数

20%和 30%的甲醇各 20 mL先后淋洗 1次; 体

积分数 30% 的甲醇 40 mL分 2次淋洗。实验发

现,体积分数 10%和 20%甲醇作先后淋洗效果最

好。淋洗剂的甲醇体积分数大于 20%时, M C的回

收率下降很快, MC- R和 MC- LR回收率由高到

低依次为 组、 组、 组、 组,见表 2。

表 2 不同淋洗液对回收率的影响 %

组号 MC- RR M C- LR

98. 1 105

45. 2 71. 9

36. 8 44. 8

13. 1 29. 8

各组淋洗剂间差异有显著性意义 ( p < 0. 05) ,

随着淋洗剂中有机成分甲醇的体积分数减小,干扰

MC测定的成分增多
[ 2]
。综合去除杂质和回收率

两方面考虑, 建议选用 组淋洗方式对 SPE柱进

行淋洗。

2. 2. 3 洗脱剂的比较

用去离子水加入 MC标准品,配制质量浓度为
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0. 50 g /L待测标准回收水样。待测标准回收水

样通过 C18柱固相萃取,并用体积分数 10%和 20%

甲醇各 20 mL先后各淋洗 1次,对选用的不同洗脱

剂进行回收率比较实验。每次洗脱剂用量 5 mL,

洗脱流量为 3 mL /m in。比较实验的洗脱剂分组如

下: V ( TFA ) V (甲醇 ) = 0. 10 99. 9溶液 2次洗

脱; 100%甲醇 2次洗脱; 体积分数 90%甲醇 2

次洗脱。对经酸化处理和未经酸化处理的加标样

品进行洗脱,结果见表 3。

表 3 不同洗脱剂和样品酸化处理对回收率的影响 %

组号
MC- RR MC- LR

酸化样品 非酸化样品 酸化样品 非酸化样品

91. 8 98. 1 95. 8 101

6. 9 11. 9 11. 2 41. 8

93. 9 34. 8 89. 0 48. 9

组和 组洗脱 MC- RR与 MC- LR经酸化

处理的加标样品的回收较高, 组洗脱 MC- RR

与 MC- LR的回收率差, 组洗脱 MC- RR与 MC

- LR未经酸化处理的加标样品的效果也不理想。

对于未经酸化处理的加标样品, 用5 mL V ( TFA ) V

(甲醇 ) = 0. 10 99. 9溶液洗脱 2次;对于经酸化处

理的加标样品, 用 5 mL的 V ( TFA ) V (甲醇 ) =

0. 10 99. 9溶液洗脱 2次, 或者用 5 mL体积分数

90%甲醇洗脱 2次,均能够满足洗脱要求。

TFA和处于酸性环境的 SPE柱可使 MC质子

化。回收率较高的 3个处理组, 都能促进 MC多肽

质子化,使 SPE柱吸附的 MC容易被洗脱。在无

TFA存在的情况下, 体积分数 90%甲醇洗脱剂也

满足了 MC质子化的条件, 得到了较高的回收率。

用 100%甲醇作洗脱剂, M C的回收率约 10%, 这与

文献 [ 2]中的洗脱回收率分别为 88. 3%和 81. 3%

相悖。洗脱剂中水体积分数增加会使其浓缩时间

倍增, 这是由于水的沸点较甲醇的高, 蒸发速度减

慢所致。因此, 兼顾回收率和省时两因素, 水样不

需酸化,选 V (TFA ) V (甲醇 ) = 0. 10 99. 9的溶液

作为 SPE柱的洗脱剂。

2. 2. 4 不同浓缩定容方式比较

浓缩定容过程中不同吹脱方式对 MC回收量

有影响
[ 2, 4]

, 用氮吹仪对 10 mL 洗脱液吹脱, 约

30 m in将洗脱液的体积浓缩至 1 mL以下。通过

比较发现, 洗脱液吹至半干后, 定容所得的 MC回

收量显著高于其完全吹干后再定容的回收量,与文

献 [ 2]报道一致。

2. 5 环境水样检测

采用优化后的 MC检测方法,对水厂周边水域

不同季节的 90份水样进行检测。部分水样可检测

到 MC,质量浓度为 0. 1 g /L~ 0. 5 g /L,且季节

差异不明显,低于国家标准值。从该水域取水厂的

出水和其管网的水样偶能检出 MC- RR或者 MC

- LR,但测定值低于 MC的卫生指导值
[ 6]
。

3 结论

微囊藻毒素测定方法的前处理流程为:水样经

玻璃纤维滤膜过滤, 滤液过 Sep- pak C18 SPE柱。

SPE柱经 40 mL去离子水淋洗, 再用体积分数为

10%甲醇溶液 20mL, 体积分数为 20% 甲醇溶液

20mL各淋洗 1次, 然后用 V ( TFA ) V (甲醇 ) =

0. 10 99. 9溶液洗脱。洗脱收集液用氮吹仪浓缩,

吹至半干用 V ( TFA ) V (甲醇 ) = 0. 10 99. 9溶液定

容至 1. 0mL。

HPLC进样分析时,用方案 2作为流动相进行

洗脱,在 15 m in内能完全分离 MC- RR和 MC-

LR, 同时又避免杂质干扰, 其方法检测限为

0. 1 g /L。方法的 MC- RR, MC- LR的回收率分

别为 98. 1%和 101%。实际水样中微囊藻毒素的

检测结果表明, 该方法简便、可靠和实用。
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