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摘要: 在稀碱条件下, 河鲀毒素(TTX)与次溴酸钠和尿素于一定温度下反应生成具有荧光性能的物质, 该反应与已报道的TTX在强碱下生成C-9碱的碱解不同。本研究拟对该衍生反应所需条件进行详细研究, 并尝试依据该反应建立一种新型的河鲀毒素荧光检测方法。荧光扫描光谱显示, 产物最大激发波长(EX)为233 nm, 最大发射波长(EM)为370 nm。该反应对pH要求比较严格, 反应最适pH在11.6~11.9之间。对样品进行衍生检测获得最强荧光信号的条件为: 次溴酸钠0.036~0.09 mol/L、尿素10~50 g/L、碳酸钠0.2~0.3 mol/L, 温度75℃。样品检测结果显示, 此衍生反应具有高度专一性, 信号强度与TTX含量成正比, 在0.01~10 µg/mL质量浓度范围内线性方程为y=109.17x+0.3965, 线性相关系数为0.999。依据该衍生反应建立柱前衍生–高效液相色谱荧光检测法检测水产品中河鲀毒素含量, 检测限达到20 μg/kg, 平行样品检测相对标准偏差为0.44%~7.25%, 准确度高。对河鲀、虾虎鱼和织纹螺产品检测表明, 该反应特异性强, 不易出现假阳性, 可用于河鲀毒素检测的确证。
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河鲀毒素(Tetrodotoxin, TTX)是自然界中已发现的毒性最大的神经毒素之一, 属氨基全氢喹唑啉型化合物。它通过对细胞膜上钠离子通道的阻断作用而抑制神经冲动的传导, 使感觉麻木、肌无力、恶心、呕吐, 严重者感觉失常甚至呼吸衰竭致麻痹、死亡[1]。哺乳动物静脉注射半致死剂量(LD50)为2~10 μg/kg, 皮下注射LD50为10~14 μg/kg, 小鼠口服LD50为 334 μg/kg[2], 0.5 mg的剂量即可导致1名体质量75 kg的成人死亡[3]。TTX在自然界中分布较为广泛, 除河鲀外, 在其他水生、陆生动物, 甚至在一些沉积物中也存在TTX或其类似物[4–7]。[image: image1.png]


科鱼类、虾虎鱼和织纹螺等是最常见的引起人类河鲀毒素中毒的水产品。由于TTX化学性质稳定, 一般的烹饪手段难以将其完全破坏[8], 且分布较广泛, 在生物中的分布具有毒性因季节和生长环境而不同、有毒品种和无毒品种外形相似肉眼难以区分等不确定性的特点, 容易造成混淆误食, 是造成河鲀毒素中毒事件屡有发生的原因。因此开展河鲀毒素的检测工作, 加强对水产品中河鲀毒素的监测十分必要。

目前国内已有如小鼠生物法[9]、酶联免疫法(ELISA)[10–11]、高效液相柱后衍生荧光检测法[12]等一些标准检测方法用于河鲀毒素的检测, 但由于均存在一定的缺陷, 如小鼠生物法不能专一地检出TTX, ELISA操作繁琐、技术要求高、容易出现假阳性, 而国家标准规定的荧光检测法需要配备柱后衍生装置和昂贵的联用质谱仪进行确证, 使得该方法难以普及应用。近年有不少研究者开展了TTX检测研究, 主要集中在免疫学检测法[13–20]和一些理化检测方法上。在免疫学检测方面, 研究朝向提高准确度、降低操作难度、快速分析的方向发展, 一些快速检测方法的研究取得了突破, 例如基于竞争性免疫层析原理的快速检测试剂盒已经研制成功[21], 该产品体积小、在常温下可长时间保存、所需检测样品量少、检测时间短、使用简易, 苏捷等[13]以河鲀毒素胶体金层析快速检测卡分析织纹螺及河鲀实际样品, 准确率达100%, 单个样品测试时间只需20 min; 基于表面等离子体子共振(SPR)免疫反应原理开发的生物传感器分析方法[22], 也具有准确度高和分析速度快的特点。在理化检测方面, 近几年研究的关注点基本集中在针对TTX本身的一些色谱方法的改进上, 如通过改善样品前处理方法[23–26]或改变色谱分离方式[27–31]等来提高检测灵敏度和准确度, 而针对其衍生物的检测方法研究较少, 尤其针对河鲀毒素分子特点开展新型衍生检测的研究目前尚未见报道。

笔者在进行针对河鲀毒素衍生反应的研究时发现, TTX在稀碱和一定温度条件下, 与次溴酸盐和尿素反应, 被定量地转化成具有较强荧光性能的物质, 反应条件与已报道的在浓碱沸水浴下碱解有所不同[32]。该荧光产物EX=233 nm、EM=370 nm, 并非C-9碱(EX=370 nm、EM=495 nm), 可能为一种新型衍生反应。本研究对该衍生反应所需条件进行了详细研究, 并尝试依据该反应建立一种新型的荧光检测方法, 为加强水产品中河鲀毒素监测工作提供更多可行可靠的检测方法。

1  材料与方法

1.1  主要仪器设备和试剂

1.1.1  仪器设备  高效液相色谱, 配有FLD检测器(AgiLent1100, 美国安捷伦公司); 旋转蒸发仪(N-1000, 日本); 固相萃取装置(SUPELCO, 美国); 自动平衡离心机(TDZ5-WS, 湖南湘仪仪器公司); 超声波清洗仪(Transsonic TI-H 10, 德国); 氮吹仪(N-EVAPTM112, 美国)。
1.1.2  耗材试剂  SupeLcLeanTM LC-18 SPE Tubes, 3ML(CNW); CNWBOND WCX SPE TUBES, 3ML/500MG(CNW); 河鲀毒素冻干标准品(sigma 公司); 冰醋酸, 甲醇, 氨水, 磷酸二氢铵, 尿素, 碳酸钠, 溴酸钾, 溴化钾, 氢氧化钠, 浓盐酸(以上试剂均为分析纯); 

1.1.3  实验材料  铅点东方鲀(Fugu alboplu​mb​eu)、兔头鲀(Lagocephalus lagocephalus)、横纹东方鲀(Takifµgu oblongus), 采自广东省汕头市; 云斑裸颊虾虎鱼(Yongeichthys criniger), 采自广东省湛江市; 西格织纹螺(Nassarius siquinjorensis), 采自广东省深圳市。

1.2  实验方法

1.2.1  试剂配制  提取及纯化溶液: 2%乙酸-甲醇(V/V); 0.2%醋酸水溶液(V/V); 氨甲醇溶液[25%氨水与甲醇1: 9(V/V)混合]; 衍生试剂: 2 mol/L Na2CO3; 50%尿素(m/V); 20% NaOH(m/V); 次溴酸钠贮备液(称取6.69 g溴酸钾、30.0 g溴化钾, 于50℃水浴加热加水溶解, 用水定容至100 mL); 次溴酸钠工作液Ⅰ(吸取0.5 mL次溴酸钠贮备液, 加入浓盐酸0.5 mL, 密封混匀静置5 min, 加入2 mL 20% NaOH, 混匀, 加盐酸调节pH至9.0, 加水定容到10 mL, 避光保存); 次溴酸钠工作液Ⅱ(取5 mL次溴酸钠贮备液, 加入浓盐酸1 mL, 密封混匀静置5 min, 然后加入2.89 mL 20% NaOH, 混匀, 加入水定容到10 mL, 即配成有效溴浓度为0.6 mol/L的工作液, 现配现用)。

1.2.2  样品提取与净化  参照文献[33], 称取5 g搅碎样品置于100 mL带旋盖离心管中, 加入25 mL 2%乙酸-甲醇溶液, 加盖摇匀, 于60℃水浴超声提取15 min(35 KHz, 强度100%)。4 500 r/min离心5 min, 将上清转入100 mL蒸馏瓶。再向离心管中加入25 mL提取液, 振荡使沉淀悬浮, 重复超声提取1次, 离心, 合并提取的上清, 65℃减压浓缩至近干。向蒸馏瓶中加入5 mL水和10 mL二氯甲烷充分振荡洗瓶, 转移至离心管中4 500 r/min离心5 min。取1 mL上层清液过C18小柱(使用前依次用3 mL甲醇、3 mL 0.2%乙酸活化), 1.5 mL 0.2%乙酸洗柱, 收集全部流出液, 加入1 mL 0.75%氨水, 混合后立即将其全部加载到WCX小柱(使用前用3 mL氨甲醇溶液活化), 过柱, 用5 mL水淋洗后, 用6 mL 2%乙酸-甲醇分两次洗脱, 收集洗脱液, 65℃减压浓缩, 或80℃氮气吹干后用1 mL水溶解。

1.2.3  衍生化  取0.4 mL上述样液, 依次加入0.2 mL Na2CO3、100 µL 50%尿素、100 µL次溴酸钠工作液Ⅱ, 混合后于75℃保温20 min后取出加入100 µL 15%磷酸中和, 定容至1 mL。过0.22 µm过滤器滤, 注入液相色谱仪分析, 荧光检测器检测, 测得峰面积为Ai。另取0.4 mL样液, 加入一定量TTX标准(Cs), 衍生, 测定峰面积为As+i。

1.2.4  色谱条件  色谱柱: Agilent TC-C18, 250 mm× 4.6 mm(5 µm); 流动相: 50 mmoL/L磷酸二氢铵; 进样量: 20 µL; 流速: 1.0 mL/min; 柱温: 30℃; 检测信号: EX=233 nm, EM=370 nm。

1.2.5  计算公式  样品中河鲀毒素的含量按以下公式计算。
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式中, X为样品中河鲀毒素的含量, 单位为µg/kg;
Cs为提取液中河鲀毒素的含量, 即液相色谱仪测定的值, 单位为µg; 

Ai为样品衍生测定的峰面积; 

As+i为加入TTX标准品后测得的峰面积; 

m为样品的称取量, 单位为g。

2  结果与分析

2.1  影响荧光衍生反应因素的研究

TTX与次溴酸钠和尿素反应, 生成具有较强荧光信号的物质, 生成物荧光扫描图谱如图1所示, 荧光物质最大激发波长EX=233 nm, 最大发射波长EM=370 nm。将反应产物在高效液相色谱C-18反相色谱柱上分离检测, 可得到1个较强的主峰(图3, RT=4.76 min), 表明荧光产物主要成分很可能为一种物质。参考文献[32]方法将TTX碱解, 碱解条件为1.5 mol/L NaOH、80℃、45min, 在相同参数下(测定液pH一致, EX=233 nm, EM=370 nm)进行荧光扫描, 未获得相同或相似的扫描谱图, 其碱解产物(C9碱)最大激发和发射波长分别在380 nm和490 nm附近(图2); 将碱解产物注入色谱分析也未得到相应色谱峰。由此可判断本研究衍生方法所得荧光产物并非C9碱, 衍生反应机理与碱解可能不同。该反应对pH条件比较敏感, 同时次溴酸钠和尿素等试剂的用量、反应温度等也会对信号强度产生一定的影响。下面将从这3个方面对反应条件进行优化。
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图1  TTX衍生物荧光扫描图谱

Fig.1  The fluorescence scanning spectrograms of TTX derivative
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图2  TTX碱解产物(C9碱)荧光扫描图谱

Fig.2  The fluorescence scanning spectrograms of alkaline hydrolysis product of TTX (C9-base)

2.1.1  pH对衍生反应的影响  取0.5 µg/mL TTX标准溶液1 mL, 加入100 µL 50%尿素、100 µL次溴酸钠工作液Ⅰ, 然后加入NaOH溶液, 使pH在11~13之间。立即置于75℃水浴中, 反应20 min后取出冷却定容至2 mL, 用高效液相色谱测定荧光信号强度。结果如图4所示, 相同浓度TTX参加反应, 荧光信号强度随反应pH值变化而发生变化, 反应pH低于11.6时, 随着pH升高
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图3  TTX衍生物标准色谱图

Fig.3  The chromatogram of TTX derivative
荧光信号显著增强, 在pH=11.6时达到峰值, 在11.6~11.9之间变化不大, pH继续升高时信号又显著下降。由此可以看出, 该反应受pH的影响较大, 要获得最强信号, 反应pH应严格控制在11.6~ 11.9之间。

在对实际样品检测时, 如果仍然使用NaOH 调节反应体系pH, 因每个样品的基质条件有所差异, 不同样品所需加入量不同, 操作起来极不方便。笔者考虑用Na2CO3代替NaOH, 经测定Na2CO3浓度为0.2 mol/L时pH值为11.7, 可以满足反应需要。以河鲀提取液作为测试对象, 比较了不同Na2CO3浓度对反应的影响, 如图5所示, 当不加入Na2CO3调节反应体系pH时, 荧光信号非常弱; 加入浓度0~0.2 mol/L时, 荧光信号随着浓度的增加而升高; 浓度为0.2 mol/L时, 信号达到最大值; 在0.2~0.4 mol/L区间信号强度变化不明显, 但呈缓慢下降的趋势, 因此其浓度不宜过
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图4  pH对TTX衍生反应的影响 

Fig.4  The impact of pH on the deriving reaction of TTX
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图5  不同浓度Na2CO3对TTX衍生反应的影响

Fig.5  The impact of the concentration of Na2CO3 on the 
deriving reaction of TTX
高。对于取用0.4 mL样品提取液体系, 适宜的Na2CO3浓度为0.2~0.3 mol/L。
2.1.2  次溴酸钠的用量对衍生反应的影响  取0.4 mL经检测不含TTX的样品提取液, 加入一定量TTX标准, 再依次加入100 µL 2 mol/L Na2CO3、100 µL 50%尿素溶液和不同量的次溴酸钠工作液Ⅱ, 于70℃水浴反应20 min, 冷却至室温后加入磷酸调节pH至中性, 定容。测定主峰峰面积。次溴酸钠用量对反应的影响如图6所示, 当次溴酸钠浓度为0时, 信号为0, 这表明其在衍生反应中是必需试剂; 随着次溴酸钠用量的增加, 信号增强, 浓度0.036 mol/L时达到最大值, 在区间0.036~0.09 mol/L内变化不大。之后随着次溴酸钠用量的增加, 信号值有所下降, 这表明次溴酸钠过量会导致荧光产物量下降。次溴酸钠适宜用量为0.036~0.09 mol/L。

2.1.3  尿素用量对衍生反应的影响  操作如2.1.2, 加入不同量的尿素, 其中次溴酸钠用量为100 µL 次溴酸钠工作液Ⅱ。图6下方曲线显示了信号强度与尿素用量之间的关系。尿素对反应的影响与次溴酸钠相似, 尿素也是衍生反应的必需试剂; 信号强度随着尿素浓度增加而增加, 0.01 g/mL时达到最大值, 之后在区间0.01~0.05 g/mL内变化不大, 质量浓度大于0.05 g/mL后信号强度缓慢下降。尿素的适宜用量在0.01~0.05 g/mL之间。
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图6  衍生试剂用量对TTX衍生反应的影响

Fig.6  The impact of the reagent concentration on the deriving reaction of TTX
2.1.4  温度和反应时间对衍生反应的影响  将衍生反应置于不同温度下进行, 并每隔5 min取出部分测定衍生产物的含量(荧光物质峰面积)。结果如图7所示, 可以观察到如下现象: 当反应进行至5 min时, 在85℃下反应荧光产物量最多, 各反应温度下衍生产物量由高到低依次为: 85℃、80℃、90℃、75℃、70℃、65℃; 反应温度在65~75℃之间, 产物量达最大值后稳定不变, 最大产物量由高到低依次为75℃、70℃、65℃; 反应温度高于或等于80℃, 产物量随着时间而下降, 下降程度由高到低依次为90℃、85℃、80℃。这些现象表明: (1)高温对衍生反应有利, 温度越高反应越快; (2)在温度低于或等于75℃的条件下, 荧光产物比较稳定; (3)温度大于或等于80℃会造成荧光产物的降解, 此时温度越高, 降解速度也越快。为解释这些现象, 笔者推测TTX在反应体系中可能至少参与了两种类型反应: (1)衍生反应, 生成了荧光物质; (2)在pH11.7的碱性条件下发生类似碱解的反应。这两种反应同时消耗TTX。可能在65~75℃之间时, TTX降解速率变化不大, 而衍生反应速率随着温度增加, 这造成在较高温度下TTX更多地转化为荧光物质; 而在温度高于80℃条件下, 碱解速度显著加快, 短时间内消耗了较多的TTX, 使得90℃下荧光产物量小于80℃和85℃(反应进行5 min时); 而85℃可能是两种反应综合竞争使得荧光产物最大化的拐点温度, 但在该温度下产物会降解, 不适合于实际的检测操作。综上所述, 衍生反应最适宜在75℃进行, 反应时间应大于10 min。
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图7  温度对TTX衍生反应的影响

Fig.7  The impact of the reation temperacture on the deriving reaction of TTX

2.2  检测方法评价

2.2.1  定量方法的确定  以已被检测为无毒的兔头鲀(Lagocephalus lagocephalus)(肌肉)作为样品, 按1.2.2规定方法进行大批量的提取纯化, 取提取液0.4 mL, 分别加入0.01 µg、0.1 µg、1 µg、10 µg TTX标准品, 每一加标浓度做4个平行。然后按1.2.3规定方法衍生, 最后定容至1 mL, 注入高效液相色谱仪测定荧光主峰峰面积。结果如表1所示, 以河鲀样品液作为基底, TTX在0.01~10 µg/mL浓度范围内, 线性很好, 线性方程为y = 109.17x + 0.3965, R² =0.999, 加标各浓度平行样品相对标准偏差在0.44%~7.25%范围内, 可见在相同的样品基底下衍生稳定性较好。另再以云斑裸颊虾虎鱼(肌肉)和西格织纹螺(可食部分)样品进行加标(1 µg)衍生反应, 计算衍生检测灵敏度列于表1, 3种样品衍生检测的灵敏度由高到低依次为河鲀(109.2, Area·mL/µg)、虾虎鱼(Yongeichthys criniger, 106.5, Area·mL/µg)、织纹螺(Nassarius siquinjorensis, 123.4, Area·mL/µg), 三者之间差异较大。另外, 对河鲀肌肉、肝、皮肤和卵等不同部位检测也有类似结果, 即来自不同采样部位的样品衍生检测的灵敏度也有所差别; 对于相同的样品, 前后不同批次进行提取纯化, 其衍生检测灵敏度也有所差别。这表明样品基质对衍生反应具有较大影响。但基质相同时, 衍生稳定性较好(表1)。基于以上原因, 对样品进行定量检测时不宜采用外标法, 而标准加入法可以消除基底差异造成的影响, 使定量准确。因此本研究采用标准加入法进行定量检测。 

图8为对河鲀加标检测色谱图, 空白样品色谱图在目标峰处无干扰峰。此外, 按本研究规定的

表1  对于不同基质样品TTX加标衍生数据

Tab.1  Data of the addition experiment of TTX from different samples

	样品

samples
	本底值/(µg·mL–1)

background value
	添加量/µg

addition dosage
	峰面积

peak area
	相对标准偏差/%

RSD
	灵敏度a
sensitivitya

	兔头鲀

Lagocephalus lagocephalus
	0
	0.01
	1.22±0.09
	7.25
	109.2

	
	
	0.04
	4.39±0.28
	6.38
	

	
	
	0.1
	10.82±0.41
	3.83
	

	
	
	0.2
	22.07±0.80
	3.62
	

	
	
	1
	111.0±1.7
	1.71
	


	
	
	10
	1112±4.9
	0.45
	

	云斑裸颊虾虎鱼

Yongeichthys criniger
	0.672
	1
	178.1±5.7
	3.20
	106.5

	西格织纹螺

Nassarius siquinjorensis
	0
	1
	123.4±4.6
	3.73
	123.4


注: a灵敏度定义为1 µg/mL质量浓度的TTX衍生测定所对应的主峰峰面积.

Note: a Sensitivity is defined as the peak area of 1 µg/mL TTX derivative.
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图8  河鲀样品色谱图
A. 空白样品; B. 加标样品(0.04 µg/mL).

Fig. 8  Chromatogram of the puffer fish samples

A. Check; B. Spiked sample(0.04 µg/mL).
提取、纯化和衍生方法, 对虾虎鱼、织纹螺、罗非鱼、对虾和牡蛎等空白样品进行检测, 均不出现干扰峰, 表明反应特异性很强, 用本方法检测不容易出现假阳性。
2.2.2  检测准确性  样品按1.2.3规定方法进行提取纯化, 样品液分别用紫外法[33]和荧光法测定含量。荧光法测定时, TTX标准加入量应为样品内TTX含量的0.5~2倍, 操作按1.2.4进行。测定结果如表2所示。相比于紫外法, 荧光法检测结果总体上略偏高。配对t检验结果显示, 荧光法与紫外法检测结果一致性良好, t计=0.960<t0.05, 两种方法无显著性差异, 准确性较好。
2.2.3  方法检测限  以无毒的河鲀提取液加入TTX标准品0.01 µg, 衍生, 定容到1 mL, 于液相色谱测定, 色谱峰平均信噪比为4.2(6平行), 以3倍信噪比计算, 最低检测浓度约为0.008 µg/mL, 代入1.2.5换算为样品最低检测限为20 µg/kg。
表2  两种方法检测含TTX样品的结果比较

Tap.2   Comparison of the sample determining results by two methods

	样品名称
sample
	紫外法(µg·kg(1)
measured by HPLC-UV
	荧光法/ measured by HPLC-FD
	配对t检验

t0.05, 6=2.447

	
	
	Ai
	添加量/µg
spiked
	As+i
	测定含量
/(µg·kg(1) amount
	

	铅点东方鲀

Fugu alboplumbeu
	肌肉muscle
	1021
	46.3
	0.5
	100
	1078
	0.960

	
	肝liver
	20672
	908.8
	10
	2054
	20442
	

	
	卵ovary
	21574
	1088.7
	10
	2307
	21647
	

	横纹东方鲀(肌肉)

Takifugu oblongus(muscle)
	4263
	190.3
	2
	406.5
	4401
	

	兔头鲀(肌肉) Lagocephalus lag​o​ce​phalus(muscle)
	3686
	163.4
	2
	381.8
	3741
	

	云斑裸颊虾虎鱼(肌肉)

Yongeichthys criniger(muscle)
	672
	30.1
	0.5
	83.3
	706
	

	西格织纹螺

Nassarius siquinjorensis
	ND
	0
	/
	/
	ND
	

	
	
	
	
	
	
	


注: Ai为样品峰面积; As+i为样品加入相应量TTX标准品后衍生检测所得峰面积.

Note: Ai is initial peak area; As+i is peak area after spiked.

3  讨论

3.1  荧光衍生反应机理

TTX分子通常以两性离子的形式存在, 其上有1个pKa值很高、在水溶液中极易质子化、在碱性溶液中非常不稳定的胍基和1个在酸或碱中均易发生水解的原羧酸基[1], 属于活泼基团。笔者在用坂口反应试剂(α-萘酚、次溴酸盐、尿素等)[34–35]针对TTX分子结构中所含有的胍基进行衍生研究时, 发现反应后体系有较强的荧光信号。但荧光信号来源并不是由α-萘酚与TTX分子中胍基反应的产物, 因为进一步研究发现, 在没有α-萘酚参与的情况下, 反应荧光信号并未消失或减弱。由此可以断定所进行的反应并非坂口反应。

已知TTX在强碱中水解后生成发荧光的2-氨基- 6-羟甲基-8-羟基喹唑啉(简称 C-9碱), 碱解通常在1.5~4 mol/L NaOH或KOH溶液中、80~110℃下进行, 其产生C-9碱的最大激发波长在370~380 nm附近, 最大发射波长在495 nm附近[32]。虽然本研究衍生反应也在碱性条件下进行, 但要求碱强度较弱, 反应pH必须控制在一定范围内(11.6~11.9), 且必需有次溴酸钠和尿素的参与; 本研究结果证实在1.5~4 mol/L NaOH的碱性条件下不会发生这一荧光衍生反应; 荧光扫描结果表明, 本实验条件下所生成的产物并非C-9碱。因此, 可以确定其衍生的机理与碱解机理[32]不同。有研究表明, TTX上的原羧酸基团在碱性条件下会发生水解生成河鲀酸[36–37], 反应过程有可能为TTX先转化为河鲀酸, 而河鲀酸作为中间产物再与其他物质反应生成荧光产物。

此外, 次溴酸钠和尿素是参与反应的主要衍生试剂, 对于衍生反应二者缺一不可, 且似乎二者在用量上有一定的相关性, 当固定其中一个的用量时, 另一个过量较多时就会造成一定荧光信号的降低, 即产物减少。在反应体系中, 具有较强氧化性的次溴酸钠很可能充当反应的引发剂。笔者用次氯酸钠替代次溴酸钠参与反应, 也能生成相同的荧光产物。而次氯酸钠与尿素反应是工业生产中用于合成水合肼的典型反应, 即水合肼的尿素合成法, 而肼是一种活性很强的物质, 在碱性条件下具有很强的还原性[38–39]。为探讨荧光产物是否与肼有关这一可能性, 笔者用水合肼代替次卤酸盐和尿素与TTX在相同的条件下反应, 却没有检测到荧光信号。尽管如此, 也不能排除次溴酸钠先与尿素反应生成的中间活性物质参与反应的可能。因为在70℃左右温度下, 肼的合成反应会发生一系列副反应, 除最终生成肼外, 还会产生一系列活性中间体[40–41], 这些活性中间体或副反应产物是否可能与荧光产物的生成有关, 还有待证实。

总之, 这一反应是一种新型的TTX荧光衍生反应, 在已发表的关于TTX检测的文献中未曾有报道。其反应机理目前尚不清楚, 还有待进一步的研究。

3.2  衍生检测方法存在的问题
笔者在参考文献[33]样品处理的基础上, 依据新发现的这一衍生反应, 建立了TTX柱前衍生荧光检测法, 检测精密度较好, 准确性较高。与原方法相比, 灵敏度更高, 最低检测浓度由20 ng/mL降低到8 ng/mL, 定量检测下限则由200 ng/mL降低至10 ng/mL, 约降低了20倍。但荧光法检测步骤更加复杂, 在原紫外法样品处理上还需进一步衍生化。笔者在研究时曾尝试在参考文献[33]基础上简化样品处理步骤, 但未获得理想结果。另外, 由于衍生检测结果受样品液基质影响较大, 不能采用标准曲线法定量, 每一个样品的定量检测需要前后测定原液和加标液2个样品, 这造成了定量工作的繁琐。本研究建立的荧光法与国标荧光检测法[12]比较, 检测限由50 µg/kg降低至20 µg/kg, 降低了2.5倍, 同时也不需要配备柱后衍生装置, 具有更强的适用性。
3.3  衍生检测方法的应用前景
笔者对河鲀、虾虎鱼、南美白对虾、牡蛎等水产品进行衍生测定, 所有空白样品(用紫外方法[33]检测不含TTX)色谱图在主峰处均不出峰, 且谱图较干净; 但对于含TTX的样品(质量浓度大于10 ng/mL), 则必定相应地出现荧光主峰, 且信号强度与TTX含量高度线性相关。这些结果证明了衍生反应对TTX具有高特异性, 可用来准确鉴别TTX。
尽管如上文所述, 本荧光法具有步骤繁琐和定量麻烦的缺点, 实际检测中相对于紫外法优势不明显, 但还是有价值的。根据笔者多年使用紫外法[33]分析检测水产品中TTX的经历, 由于样品背景复杂、纯化不足, 或连续分析大批量样品时靠前的样品含有强保留物质, 或因色谱柱长时间使用使得柱效的降低等原因, 常出现一些样品的目标峰与杂质峰重叠, 使定性定量困难的情况。当出现这种情况时, 再辅以本荧光衍生法做进一步检测和确证, 准确率极高。紫外法与荧光衍生确证相结合, 不需再重新处理样品, 在节省时间和劳力的同时, 保证了结果准确性。这种使用方式类似于GB/T 23217-2008的柱后衍生荧光检测–质谱确证。当前在国内, 配备紫外、荧光这类光学检测器的HPLC与质谱相比较为普遍, 因此紫外法结合荧光衍生检测TTX具有更广泛的适用性。
4  结论与展望

本文首次报道了TTX在稀碱条件下与次溴酸钠和尿素反应生成具有荧光特性物质的现象, 并相应建立了一种TTX荧光检测方法。尽管目前荧光衍生机理和荧光产物结构还未清楚, 但目前研究结果表明, 其具有将TTX光学检测限下降至8 ng/mL甚至更低的潜力。研究反应进行的机理, 优化衍生反应条件, 研究相应的TTX提取纯化手段, 简化检测步骤, 建立简单快速灵敏的检测方法等, 将是进一步需要开展的工作。
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Identification of tetrodotoxin in aquatic products by a new method using pre-column fluorimetric-derivatization high-performance liquid chromatography

XIN Shaoping1, 2, CEN Jianwei1, LI Laihao1, YANG Xianqing1, HAO Shuxian1 , WEI Ya1, ZHOU Wanjun1, WANG Zihuai1
1. South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Aquatic Product Processing, Ministry of Agriculture; National R＆D Center For Aquatic Product Processing, Guangzhou 510300, China; 
2. College of Food Science and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China
Abstract: Tetrodotoxin (TTX), one of the most toxic natural neurotoxins found in several kinds of fishery products, can cause TTX poisoning. Therefore, detection methods for routine analysis of TTX should be developed. We found that TTX could be converted into a new compound with fluorescence properties by reaction with sodium bromate (NaBrO) and urea. The reaction was sensitive to the acidity level of the solution and the pH value needed to be strictly controlled between 11.6 and 11.9. The fluorescence scanning spectrum showed the fluorescent compound had maximum excitation wavelength of 233 nm and emission wavelength of 370 nm, and was not the product of alkaline degradation (quinazoline). Hence, a new type of fluorescence detection method was developed for identifying TTX in aquatic products. After reaction with NaBrO (0.036–0.09 mol/L) and urea (10–50 g/L) in 0.2–0.3 mol/L sodium carbonate solution (Na2CO3) at 75℃, the TTX derivative solution was neutralized with 15% phosphoric acid and then detected by reverse-phase high-performance liquid chromatography with a fluorescence detector. The result was quantified by the standard addition method. The detection limit was 20 μg/kg and the relative standard deviation was 0.44%–7.25%. The method was specific, accurate, and sensitive, and can be used for identification of TTX determination.
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