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高效液相色谱法测定太湖水中微囊藻毒素

戚莉莉， 程子波， 邹华’， 阮文权
(江南大学环境与土木工程学院，江苏无锡214122)

摘 要：微囊藻毒素是有害的蓝藻水华释放的有毒代谢物。建立了有效准确的检测方法，对固相

萃取一高效液相色谱测定水中痕量藻毒素的部分实验过程进行了优化处理。流动相体积分数：35％

乙腈+65％水；体积流量：0．8～1．0 mL／min；紫外检测波长239 nm；进样量10肛L；在该条件下，以

HPLC测定MC的检测限值为0．1 mg／L。应用该法分析了2007年太湖蓝藻爆发期间的水样，结

果表明方法具有实用性。
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HPLC Determination of Microcystin in Taihu Lake

Qi Li-ly，CHEN Zi—bo，ZOU Hua‘， RUAN Wen-quan

(School of Environment and Civil Engineering，Jiangnan University，Wuxi 214122，China)

Abstract：The potent toxin microcystin was frequently released during cyanobacterial blooms in

eutrophic waters and made a risk to human health and environment．An efficient and accurate

determination method iS needed．This manuscript mainly focuses on the determination of Trace

Level Microcystions in Water using Solid—phase Extraction and High Performance Liquid

Chromatography，and optimizes part of the experiment steps．The detection limite for MC in

water system is 0．1 mg／L．This method described here has preferable value in practical

application proved by analysis with natural water．

Key words：microcystin，Solid—phase Extraction，H PLC，optimize

太湖藻华连年爆发，其导致的微囊藻毒素(Mi—

crocystions，MC)污染对无锡等周边城市的饮用水

安全构成了严重的威胁口-2]，已受到了社会各界的

广泛关注。

如何检测毒素国家尚未有一个标准方法，而且

天然水体中通常微囊藻毒素的浓度较低，因此研究

和发展低浓度藻毒素的分析鉴定方法以对其进行

监测十分重要。目前测定方法主要有色谱法[3’5]、

酶联免疫法[4_5]、蛋白磷酸酶抑制法[5-6]和极谱

法[73等。酶联免疫法比较方便，容易掌握，但假阳

性出现几率大，重现性差。蛋白磷酸酶抑制法灵敏

度高、检测限较低，但该方法尚不够成熟，酶反应体

系中的很多变量尚未进行量化和建立一个统一的

标准，方法选择性较差，只能测定毒素总量，无法分
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别测定不同种类毒素的量。此外，蛋白磷酸酶价格

很昂贵，若自己制备则对设备和操作人员的要求非

常高。新开发的极谱法尚不成熟。可见，这些方法

要实际应用于环境监测都存在较大困难。色谱法

结果稳定可靠，操作简单，是目前应用最多的方法，

有广阔的发展前景。

探讨了痕量微囊藻毒素的测定方法，通过考察

痕量MC的富集方法，优化环境样品的前处理过

程，对HPLC法分析MC—RR和LR环境样品的方

法进行了优化。并对太湖的水样进行分析，获得了

较为满意的效果。

1材料与方法

1．1试剂和仪器

1)MC标准样品MC-LC和MC-RR，瑞士A—

lexis公司产品；三氟乙酸(TFA分析纯)；甲醇(色

谱纯)；乙腈(色谱纯)；超纯水。

2)HPll00高效液相色谱仪(HPLC)：紫外检

测器；SB-C18(4．6 mm×150 mm，ZORBAX 5肛m)

分析色谱柱(Agilent)；

3)C18固相萃取小柱(Supelco Envi218，容量

6 mL，填充500 mg)；0．45／．tm和0．22弘m混合纤

维酯微孔滤膜。

1．2色谱分析条件

流动相为乙腈一水(含质量分数0．05％三氟乙

酸)；体积流量：0．8～1．0 mL／min；进样量10弘L，

色谱柱恒温箱设为30℃。

1．3样品

水样、藻样取自太湖蓝藻爆发期间，放于冰箱

中在0℃的温度下保存，所有样品在48 h内完成萃

取、净化和浓缩等处理过程。

1．4 C。。固相萃取柱的活化

用10 mL浓甲醇溶液分3次冲洗萃取柱：分别

润洗10，5，2 min；然后用30 mL纯水分3次浸洗

10，5，2 min。洗去萃取柱上的干扰杂质并使柱子的

活性位释放。吹干密封，保存备用。

1．5毒素的提纯

取一定量水样，于杯式抽滤器中经0．45“m的

微孔滤膜减压过滤。将水样液经活化过后的C。。固

相萃取柱净化富集，将水样以5～10 mL／min的体

积流量流过圊相萃取柱进行富集浓缩。最后用纯

水10 mL，体积分数10％甲醇10 mL，及体积分数

20％甲醇5 mL冲洗柱子，将杂质洗脱，抽掉空气干

燥2 rain，最后用10 mL体积分数100％甲醇洗脱

毒素，并旋转蒸发至干，残留物用lmL纯水溶解。

2结果与讨论

2．1检测波长的选择

在HPLC上分别对MC-RR和LR标准品的出

峰进行紫外吸收扫描，结果见图1。

圈1 MC-RR／LR在200～300 8111紫外吸收扫描的谱

图

Fig．1 Scanning profiles of absorbance of MC-RR／LR

in the ultraviolet range from 200 to 300 nnl

无论是MC-RR还是LR都也在239 nm左右

有最大的紫外吸收峰，与文献中所述的检测波长一

致。因此选择了239 nrn作为定量测定MC—RR和

LR的紫外吸收波长。在水样的测定中，毒素峰的

确定是以出峰物质的紫外吸收扫描图的特征和保

留时间来确定。

2．2流动相的选择

对于肽类化合物的HPLC分离，多采用甲醇一

磷酸盐缓冲液[83或乙腈一水(三氟乙酸调节pH和做

流动相)[9]。考虑到甲醇一磷酸盐缓冲液体系由于盐

浓度较高，分析后仪器管路不及时冲洗容易出现结

晶，堵塞色谱柱而对仪器要求高，因而采用后者，色

谱柱易清洗，可节约分析时间。选用含质量分数

0．050A三氟乙酸的超纯水，与乙腈配比作为流动

相。在水与乙腈的体积比例分别为75：25、70：

30、65：35、60；40的条件下，考察HPLC对藻毒

素的分离情况。实验表明V(水)：y(乙腈)=65：

35时，洗脱毒素MC-RR和MC-LR在色谱柱上取

得了理想的分离和检测结果。HPLC色谱图出峰

效果较好，杂质影响不明显，MC-RR的保留时间

(RT)在4．5 min左右，MC—LR的保留时间在10．5

min左右(见图2)，且两种毒素分离效果较好。

2．3线性范围与检测限

将MC-LR和MC-RR标准样品逐级稀释配制

成0．25k0．5、1．0、5．0、10．0、15．0、25．0 mg／L一系

列不同质量浓度的MC—LR和MC-RR标准溶液，
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固定10 pL进样量，经HPLC上测定后，建立了峰 30『

面积(x，mAU。s)与质量浓度(y，mg／L)之间的一 3
25 l

元线性回归方程：质量浓度y LR=0．033 5x+o．052 冒20}

1(R2一o．999 3)(图3)，Yee一0．031 3x+0．132 2 篓15}
(R2=0．998 6)(图3)。在o～25 mg／L范围内，建 一10 l

立的方程较好地表达了MC-LR和MC-RR质量浓度
、

5 I

与其对应峰面积之间的线性关系，测量结果准确可0^

靠，灵敏度较高。在进样量10“L的条件下，0．1 rag／

L的标准样品能够产生区别于基线噪声的色谱峰，信
30

噪比(s／n)为3的条件下，绝对检测限达到1 ng。
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凰2标样fMC-LR及MC-RR)和水样(MC-LR及

MC-RR)的HPLC色谱图

Fig．2 HPLC chromatograms of standard sample(MC．

LR and MC-RR)and water sample(Mc-LR and

MC-RRl
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图3 Microcystin-LR线性方程

Fig．3 Linear relationship between the peak areas and

the concentrations of Microcystin-LR

2．4藻毒素的提取、提纯

准确称取0．500 g干藻粉，按3种不同方法处

理：1)加入50 mL纯水，超声振荡30 min；2)加入

50 mL体积分数5％乙酸，磁力搅拌2 h。3)。加入

50 mL体积分数75％甲醇，磁力搅拌2 h。不同提

取方式提取水平结果见表1。

由表1可见，3种提取方式都可以有效提取藻

毒素，方法1需要超声设备，而且超声会使少部分

毒素降解导致损失；方法3采用体积分数75％甲

醇，提取率较高但甲醇易挥发，且有毒；方法2采用

体积分数5％乙酸提取，能有满意的提取率，且操作

简便。故在本实验中都采用体积分数5％乙酸提取

胞内毒素(图4是乙酸提取毒素的HPLC色谱图)。

表l不同提取方式的提取量

Tab．1 The extraction of microcystin-RR and LR extracted with different methods

提取方式
MC—RR(ug／g dry cells) MC-LR(ug／g dry cells)

1 2 3 平均 1 2 3 平均

水+超声破碎 661．3 465．9 653．3 593．5 456．3 368．9 409．3 411．5

体积分数5％乙酸 780．8 745．2 669．6 731．9 523．6 459．3 499．5 494．1

体积分数75％甲醇 776．5 763．9 698．3 746．2 546．6 433．9 503．6 494．7
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2．5 富集提纯

将MC粗提液配成已知质量浓度的MC水样，

过经活化过的SPE小柱后进行洗脱。用10 mL体

积分数分别是10％、25％、50％、75％、90％、100％

的甲醇水溶液洗脱。

经过对不同体积分数的甲醇水溶液洗脱能力

的比较(表2)，发现体积分数lo％的甲醇溶液只能

洗下杂质，体积分数25％以上的甲醇就会有毒素洗

脱，体积分数75％以上的甲醇可以较完全地将毒素

洗脱下来。

o

葺

圈4乙酸提取藻毒素

Fig．4 HPLC chromatograms of MC-LR and MC-RR by

acetic breaking method

裹2不同体积分数甲醇洗脱液中MC质量浓度

Tab．2 Concentration of mierocystins(MCs)in rinse solution

不同的文献中[10’11]描述的最佳淋洗和洗脱的

甲醇水溶液体积分数有较大差别，其原因应该是实

验所使用的SPE小柱吸附性能不同所导致。故实

验中可用体积分数10％和体积分数20％的甲醇水溶

液淋洗杂质，用75％以上的甲醇洗脱毒素。可获得

较好的洗脱结果。

2．6太湖水样的分析

2007年6月由于蓝藻水华的爆发，导致濒临太

湖的城市的供水水质恶化。作者对水源水、自来水

和江南大学生产的饮用净水，用建立的方法富集和

分析了水中的MC含量。如图5所示。
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图5 2007年6月太湖水样经C。。柱富集50倍后藻毒

素检测结果

Fig．5 HPLC chromatograms of MC-RR and MC-LR in

TaiHu Lake afar 50 times concentration in June-

2007

结果表明，在水源水样中检测到MC-LR质量

浓度为0．30 mg／L和MC-RR质量浓度为1．16

mg／L(图5)。而在自来水和饮用净水中未检出有

MC-LR和RR(含量在O．01／L￡g／L以下)。

3 结 语

HPLC法测定MC-RR和LR稳定可靠，可以

准确定量测定水体中MC—RR和LR的质量浓度。

HPLC分析测定的条件是：流动相体积分数：35％

乙腈、65％水(含有质量分数0．05％的三氟乙酸)；

体积流量0．8 mL／min；紫外检测波长239 nm；进样

量10肛L。

对于低质量浓度微囊藻毒素可以用SPE-

HPLC方法富集测定，该法操作简便，灵敏度高，能

够满足目前规定的1．0／嚏g／L限值的分析要求，适

合水质监测部门的应用。

从固相萃取柱洗脱毒素的同时会洗出对毒素

峰有干扰的物质，可以通过用水和低体积分数甲醇

淋洗，去除或降低干扰。
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《食品与生物技术学报》被评为首届“中国精品科技期刊"

近日，从科技部在北京国际会议中心举行的“中国科技论文统计结果新闻发布会”上悉，《食品

与生物技术学报》被评为首届“中国精品科技期刊”。

国家科技部自2000年以来，为提升中国科技期刊的整体水平，增强国际竞争能力，更好地为

我国科技自主创新提供支撑和保障，提出了打造精品科技期刊的概念。通过建设精品科技期刊数

据库平台、培育精品科技期刊等工作，凝聚和培养高水平编辑人才队伍，引领和带动我国科技期刊

资源整体水平提高。

“中国精品科技期刊”经过公开征集社会各界意见和多次专家研讨及中国精品科技期刊遴选

指标体系综合评价，在6000多种科技期刊中评选出300种首批中国精品科技期刊。

另外，在2008年版中国科技期刊引证报告中，《食品与生物技术学报》在全国轻工，纺织类期

刊中影响因子排名第五；在食品类期刊中，影响因子排名第一。

 万方数据


