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一种新型毛细管色谱柱在2,3,7,8-TCDD

检测中的应用
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摘   要：本实验利用DB-Dioxin毛细管色谱柱和GC-ECD成功建立了鱼肉组织中2,3,7,8-四氯代二苯并-P-二噁含量

的检测方法。采用Bio-beads S-X3凝胶色谱柱和多色谱纯化对样品进行前处理，以DB-Dioxin毛细管色谱柱进行分

离，ECD 对鱼肉组织中的2,3,7,8-TCDD 进行检测。结果该方法在1.5～100pg 范围内呈线性关系(R2=0.9999)，标准

回收率为103.2% ± 3.04%，变异系数为2.95%，其最低检测限为1pg。2,3,7,8-TCDD 和其衍生物及样品中的杂质

分离良好。
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Abstract ：The study aimed to set up a method of GC-ECD (electron capture detector) and DB-Dioxin capillary chromatographic

column for the detection of 2,3,7,8-TCDD in fish meat. Sample was purified by Bio-beads S-X3 GPC, separated in DB-Dioxin

capillary column and detected by GC-ECD. The results showed that the detecion of 2,3,7,8-TCDD has better linearity in the

range of 1.5 to 100 pg (R2=0.9999). The average standard recovery rate is 103.2%±3.04% with variation coefficient 2.95%. The

detection limit is 1pg. It was demonstrated that 2,3,7,8-TCDD is well separated from sample.
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二噁英是一种有毒的含氯化合物，是目前世界已知

的有毒化合物中毒性最强的。它的致癌性极强，还可

引起严重的皮肤病和伤及胎儿[1-2]。因其具有明显的致癌

性、生殖毒性和免疫毒性，二噁英及其类似物的污染

在国际上一直受到关注。2,3,7,8-四氯代二苯并二噁英(2,

3,7,8-TCDD)是最典型和毒性最强的物质。据专家研究，

长期食用含有二恶英的食品会患上淋巴癌、肺癌等癌

症，而摄入较低含量的二噁英也能引起糖尿病和婴儿的

发育残缺。

目前，在二恶英的分析方法中，常使用 DB-5 MS

毛细管色谱柱对样品进行分离，由于DB-5MS对2,3,7,8-

TCDD 和 2,3,7,8-TCDF 难以分离，因此一些具有一定极

性的特殊色谱柱如DB-225、SP-2330等[3]对二噁英类化合

物的分离起到了一定的作用。在实验中发现，DB-Di -

oxin毛细管色谱柱对2,3,7,8-TCDD有较好的分离能力，

故此开展研究。

1 材料与方法

1.1 材料

鱼肉    市购。

1.2 试剂

1,2,3,7,8-五氯代二苯并-P-二噁英(1,2,3,7,8-PeCDD)、
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1,2,3,4,7,8-六氯代二苯并-P-二噁英(1,2,3,4,7,8-HeCDD)、

1,2,3,7,8,9-六氯代二苯并-P-二噁英(1,2,3,7,8,9-HeCDD)、

1,2,3,4,6,7,8-七氯代二苯并-P-二噁英(1,2,3,4,6,7,8-HpCDD)

和1,2,3,4,6,7,8,9-八氯代二苯并-P-二噁英(1,2,3,4,6,7,8,9-

OCDD)标准品含量均为50μg/ml    Accu Standard公司；

2,3,7,8-TCDD (99%)    Cerrilliant公司；二氯甲烷、正己

烷为色谱纯级试剂    BiqbeadsS-X3Bio-Rad公司；酸性

氧化铝、氟罗里硅士均为国产层析用填料。

1.3 仪器

DB-Dioxin 毛细管色谱柱    Agilent公司；GC-2010

气相色谱仪    日本岛津公司；RE-52AA 型旋转蒸发器

上海亚荣生化仪器厂；SORVALL Stratos离心机    科峻

仪器公司；ALPHA1-2 冻干机    德国Martin Chvist 公

司；BS210S分析天平    德国Sartorius公司。

1.4 方法

1.4.1 标准溶液的配制

2,3,7,8-TCDD标准贮备液的配制：用正己烷作溶剂

配制成 36 μg/ml 标准储备液，置于冰箱中保存。

混合标准溶液配制：除2,3,7,8-TCDD外，将1.2中

的6 种标准品各取适量配成混合溶液，使每种标准品在

混合溶液中的浓度均为5.0μg/ml。

1.4.2 鱼肉中样品的提取

取适量鱼肉组织，经匀浆后用冻干机冻干置干燥器

中保存，备用。

取10g冻干的鱼肉样品，用正已烷和二氯甲烷(1:1，

V/ V )浸泡 24 h，超声萃取。将萃取液旋转蒸发，浓缩

至 2～3ml，然后用正己烷定容到 5ml 以备纯化。

1.4.3 样品的多色谱纯化

凝胶渗透色谱(GPC)的纯化：GPC填料为Bio-Beads

SX3，经溶胀后填充到 GPC 柱中(30cm × 25mm)，用二

氯甲烷∶正己烷(1:1，V/V)做洗脱液。以适当的流速

(3.0ml/min)进行淋洗，收集一定时间段的淋洗液(据检测

而定，一般情况下，第一级份50ml 为杂质组分；收集

第二级份70ml )。将淋洗液旋转蒸发至干，转移到试管

中，用氮气吹扫至进样量。

酸性氧化铝柱的纯化：将130℃活化的6g酸性氧化

铝填料装入色谱柱中(30cm × 2.0mm)，上层装1cm 的无

水硫酸钠。用 10 0 m l 正己烷预淋洗。洗脱条件为：二

氯甲烷∶正己烷(1:1，V/V)40ml，收集全部洗脱液。旋

转蒸发至干，定容到 2 m l。

弗罗里土柱的纯化：将装入 1g 弗罗里硅土填料的

柱子在 140℃活化至少24h。用50ml正己烷预淋洗，而

后用35ml 二氯甲烷∶正己烷(5:95，V/V)洗脱液洗脱，

弃去洗脱液；继后用 40ml 二氯甲烷洗脱，收集，即为

二噁英级份。

将收集的洗脱液吹扫，定容为2ml，进行GC 分析。

1.4.4 GC 分析

1.4.4.1 色谱条件

色谱柱：J＆W DB-Dioxin 毛细管色谱柱(60m × 0.

25mm，0.25μm)；柱温升温程序：90℃(2min)20℃/min 180

℃(1min) 5℃/min 220℃(0min) 3℃/min 260℃(30min)  1℃/min

270℃(30min)；柱压：196.5kPa(41min) 20kPa/min240.7 kPa

(5 min) 20kPa/min 370.6kPa(30min) ；温度：进样器280℃；

检测器300℃；其他条件：吹扫流量3ml/min，尾吹气

30ml/min，进样方式为无分流进样，进样量 1.0μl。

1.4.4.2 2,3,7,8-TCDD的工作曲线

将2,3,7,8-TCDD标准储备液用正己烷配成0.001、0.005、

0.01、0.05、0.10、0.20、1.00μg/ml的工作液。按上述

色谱条件进行测定。然后分别以2,3,7,8-TCDD的面积对相

应的进样量作图制作工作曲线，并计算回归方程。

1.4.4.3 2,3,7,8-TCDD保留时间的测定

将一系列标准浓度的2,3,7,8-TCDD溶液，按上述色

谱条件进行测定，计算保留时间。

1.4.4.4 重复性试验

在上述相同的色谱条件下将同一浓度的2,3,7,8-TCDD

标准溶液按上述方法重复进样(n=5)，检查重复情况。

1.4.4.5 标准回收率实验

将一系列浓度的2,3,7,8-TCDD标准溶液，按上述色

谱条件进行测定，按回归方程求得含量，与实际进样

量比较，计算标准回收率。

1.4.4.6 最低检测限的测定

将2,3,7,8-TCDD标准溶液进行一系列稀释，测定2,

3,7,8-TCDD的色谱峰高，其S/N为 2～3时的进样量即为

该法的最低检测限。

1.4.4.7 样品中2,3,7,8-TCDD的分离

取一定量的样品，加入适量的2,3,7,8-TCDD标准溶

液，按上述方法进行提取、净化，同时作空白对照，

然后进行GC 分析，检查2,3,7,8-TCDD 与样品中其它杂

质的分离情况。

1.4.4.8 2,3,7,8-TCDD及其部分衍生物的分离情况

将2,3,7,8-TCDD标准溶液和上述部分衍生物的标准

溶液进行混合，按上述色谱条件进行分析，检查2,3,7,

8-TCDD 及其衍生物的GC 分离情况。

2 结果与分析

2.1 凝胶渗透色谱(GPC)柱纯化结果

图1 为GPC 柱纯化结果，从图1 中可以看出样品中

的油脂在14min 就基本上洗脱出来，排除了大分子的脂

肪对结果的影响。
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图1    GPC 纯化色谱图

Fig.1     GPC chromatogram for purifying sample
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图2    2,3,7,8-TCDD的工作曲线

Fig.2       Working curve of 2,3,7,8-TCDD
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2.3 2,3,7,8-TCDD的保留时间

经测定2,3,7,8-TCDD的保留时间为38.72±0.047min

(n=12)，变异系数为0.12%，出峰时间稳定。标准2,3,

7,8-TCDD 的 GC 色谱图见图3。

2.4 2,3,7,8-TCDD的重复性实验

将10ng/ml的2,3,7,8-TCDD重复进样(n=5)，其面积

积分值为9857.80±112.82，变异系数为1.14%(见表1)。

图4    2,3,7,8-TCDD的检测限

Fig.4     Detection limit of 2,3,7,8-TCDD
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由表 1 可见，该检测方法重复性良好。

2.5 2,3,7,8-TCDD的标准回收率

2,3,7,8-TCDD的标准回收率实验结果见表2，其标

准平均回收率为103.20%± 3.04%，变异系数为2.95%。

2.6 最低检测限

2,3,7,8-TCDD的S/N为2～3时的最低进样量分别为

1pg，所以该法的最低检测限为1pg，相当于1ng/ml(图

表1   标准 2,3,7,8-TCDD的重复性试验

Table 1   Experimental results of repeatability of standard 2,3,7,8-

TCDD

次数(n) 1 2 3 4 5

峰面积 9931 10003 9713 9801 9841

峰面积
9857.80±112.82

平均值(X ±SD)

CV(%) 1.14

GPC纯化被认为是处理高分子物质或大量脂肪等生物

组织所必需的步骤之一。目前纯化二噁恶英类化合物的

GPC填料最为广泛的是Bio-Beads SX3，它的成份为中性、

带孔的聚苯乙烯珠，依靠分子量的大小进行分离。在样

品纯化中，分子量很大的脂肪等干扰物质被提前洗脱出

来，从而与二噁英等小分子物质分离。因此，本实验

用GPC 对样品中的脂肪进行去除并达到了很好的效果。

2.2 2,3,7,8-TCDD的工作曲线

2,3,7,8-TCDD的工作曲线(图2)在1.5～100pg范围内

呈良好的线性关系，回归方程为 Y(pg)=0.0011 － 0.

5253X，相关系数R2为0.9999。

4 ) 。检测限相对较低。

2.7 样品中2,3,7,8-TCDD的分离

取一定量的样品，加入适量的2,3,7,8-TCDD标准溶

液，按上述方法进行提取、净化，同时作空白对照，

图3   标准2,3,7,8-TCDD的GC色谱图

Fig.3    GC chromatogram of standard 2,3,7,8-TCDD

3.75
3.25
2.75
2.25
1.75
1.25
0.75
1.25
-0.25

μ
V
(
×
1
0
5 )

时间(min)

2.
5

7.
5

12
.5

17
.5

22
.5

27
.5

32
.5

37
.5

42
.5

理论值(pg) 峰面积 回收率(%)

1.5 1947 107.76

5 5161 103.04

10 9931 103.99

50 45752 99.6

100 92830 101.59

平均回收率(X±SD)                          103.20%±3.04%

         变异系数                                        2.95%

表2   2,3,7,8-TCDD的标准回收率

Table 2   Standard recoveries of 2,3,7,8-TCDD

然后进行GC分离。由图5、6可知：样品中2,3,7,8-TCDD

和其他杂质分离良好。

2.8 2,3,7,8-TCDD及其部分衍生物的分离情况

将2,3,7,8-TCDD标准溶液和部分衍生物的标准溶液

进行混合，按上述色谱条件进行分析，2,3,7,8-TCDD和
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其衍生物分离情况良好(图7)。

3 结  论

实验利用DB-Dioxin毛细管色谱柱建立了鱼肉组织

样品中 2,3,7,8-TCDD 残留的检测方法，标准回收率为

103.20%，变异系数为 2.95%，最低检测限 1pg，具

有较高的灵敏度，可用于样品中 2,3,7,8-TCDD 检测的

筛选工作；对样品中2,3,7,8-TCDD 含量较高的检测不

失为一个较好的方法，可用于2,3,7,8-TCDD 组织代谢

的研究。

DB-Dioxin毛细管色谱柱是一种非常适合分离2,

3,7,8-TCDD的色谱柱，其可有效排除杂质对2,3,7,8-

T C D 的干扰，对其他的二噁英类衍生物也能达到良

好的分离效果，因此可用于环境污染物中 2,3,7,8-

T C D D 的分离。

DB-Dioxin毛细管色谱柱由于不耐高温(≤300℃)，

在进行程序升温过程中需同时进行程序升压，否则分离

时间较长。
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图5  空白样品的GC色谱图

Fig.5   GC chromatogram of blank sample
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图6   空白样品加标的GC色谱图

Fig.6    GC chromatogram of blank sample spiked with 2,3,7,8-

TCDD
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图7   2,3,7,8-TCDD及其衍生物的分离色谱图

Fig.7     GC chromatogram of 2,3,7,8-TCDD and it s derivative
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