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辛基功能化离子液体键合硅胶固相萃取海水中

贝类毒素的方法研究
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摘摇 要摇 贝类毒素(Shellfish toxins)是重点监控的海洋污染物。 本研究通过将辛基功能化离子液体接枝到硅

胶表面,制备了一种混合模式的共价键合硅胶材料 (Silica鄄[SOIM][PF6 ]),利用红外光谱、核磁共振和元素

分析进行了表征。 采用自制材料填制固相萃取柱,通过固相萃取鄄液相色谱鄄质谱联用(SPE鄄LC鄄MS / MS)技术

对海水中贝类毒素(大田软海绵酸毒素(OA)、鳍藻毒素鄄1 (DTX鄄1)和鳍藻毒素鄄2 (DTX鄄2))进行富集检测。
研究发现,此固相萃取材料与目标贝类毒素可能存在疏水作用和离子交换作用等多重相互作用。 分别对进样

溶液的体积和 pH 值、淋洗剂和洗脱剂的种类、用量以及 pH 值范围等因素进行了优化。 结果表明,此固相萃

取材料对海水中 3 种贝类毒素具有良好的萃取效果,优于或与商用化萃取材料性能相当,检出限(LOD)为
0郾 01 滋g / L,定量限(LOQ)为 0郾 05 滋g / L,在 0郾 02 ~ 2郾 50 滋g / L 范围内线性关系良好(R2 >0郾 995),回收率在

93郾 0% ~ 116%之间。 同时,材料具有良好的重现性,批内和批间的相对标准偏差均小于 15% 。 本方法准确、
灵敏、简便、可靠,可用于实际样品中贝类毒素的萃取检测。
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1摇 引 言

我国是世界上最大的贝类养殖国。 海洋中有毒微藻或微生物产生的贝类毒素,可污染海洋水体和

海洋生物,并主要在双壳贝类中富集,可经食物链浓缩放大上万倍,最终危害人类的生存和健康[1 ~ 5]。
贝类毒素已成为发达国家制定贸易和技术壁垒的重要指标。 欧盟指令(EC)No. 15 / 2011 规定小鼠生物

法测定贝类毒素含量作为官方标准于 2014 年以后停用,液相色谱鄄串联质谱法(LC鄄MS / MS)作为取代方

法,可对单个组分分别进行定性和定量分析,已成为监测贝类毒素的重点发展方法[6 ~ 12],并建立了相应

的检测标准[13]。 然而,由于贝类毒素结构复杂、种类较多,提取富集等前处理技术成为限制其准确定量

分析的主要瓶颈。 为更好地评价贝类毒素对海洋生态的影响,监控赤潮等有毒藻类爆发,保障贝类等水

产品的质量安全,亟需开发更有效的前处理方法和更灵敏的检测技术。
固相萃取是复杂样品富集净化的常用前处理技术,目前,用于污染物富集纯化的商用固相萃取柱与

萃取对象作用模式单一。 针对复杂样品中的多种组分分别提取纯化,步骤繁多, 耗时费力, 成本较高,
同时耗用大量有机试剂,造成严重环境污染。 因此,亟需研发含多种官能团的混合模式固相萃取材料,
实现对样品中复杂多组分同时富集纯化, 提高分离检测效率。 离子液体(Ionic liquids, ILs)是一种新型

的萃取材料,凭借良好的热稳定性、低可燃性、不易挥发及低毒性等优点被广泛用于色谱样品的前处

理[14,15]。 经过多年研究,离子液体色谱材料的选择性能得到了逐步改善。 将离子液体键合固定到载体

上,可得到具有离子液体功能结构的固相萃取(Solid phase extraction, SPE)新材料。 目前,固定化的离

子液体多用于液相色谱柱[16 ~ 18]、气相色谱柱[19,20]及毛细管电色谱柱[21,22]的固定相,极少作为固相萃取

吸附剂使用。 Tian 等[23]于 2009 年首先提出了离子液体固相吸附剂的研究方案,与离子液体鄄液液萃取
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相比,可有效克服离子液体粘度大、不易操作等缺点,同时增大了被分离物质与离子液体的接触面积,在
痕量组分的分离富集中具有良好的应用前景。 固定化离子液体的相关研究起步较晚,主要用于萃取分

离常见有机污染物[24,25]。 离子液体固相萃取材料可在保留原有固相载体性质的基础上,同时发挥离子

液体的特异选择性。 另外,萃取材料可再生重复利用,将有效减少离子液体的使用量,增加萃取材料的

使用率,降低前处理成本。 因而,制备新型的离子液体固相萃取材料,是发展高效萃取技术的重要途径

之一。
本研究通过接枝方法将辛基功能化离子液体固定到硅胶载体上,即形成离子液体共价键合硅胶材

料,是具有混合模式的功能化萃取材料,可实现对样品中多性质组分分离纯化的目标。 由于离子液体具

有大体积的阳离子和小体积的阴离子,与偏酸性目标物可能存在阴离子交换作用。 因此,选择 3 种弱酸

性贝类毒素(大田软海绵酸毒素(Okadaic acid, OA)、鳍藻毒素鄄1 (Dinophysistoxin鄄1, DTX鄄1)和鳍藻毒

素鄄2 (Dinophysistoxin鄄2, DTX鄄2))作为目标物,将 ILs鄄SPE 技术应用于海水样品中 OA、DTX鄄1 和 DTX鄄2
的富集和净化。 优化了进样溶液的体积和 pH 值、淋洗剂和洗脱剂的种类、用量及 pH 值等条件,考察了

各种因素对萃取效果的影响,评价了检测方法的可行性和重现性。

2摇 实验部分

2郾 1摇 仪器与试剂

TSQ Quantum AccessTM 液相色谱鄄串联质谱仪(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); Kinetex XB C18

色谱柱(150 mm 伊 2郾 1 mm,4 滋m,美国 Phenomenex 公司); XW鄄80A 型旋涡混合器(上海医大仪器厂);
Milli鄄Q 型超纯水仪(美国 Millipore 公司); Thermo Sorvall Biofuge Primo 型离心机(美国 Thermo Fisher
Scientific 公司); Karlsruhe 红外光谱仪、Avance II spectrometer 核磁共振仪(德国 Brucker 公司); Vario
EL cube 元素分析仪(德国 Elementar 公司)。 Oasis HLB 固相萃取(SPE)柱(3 mL, 60 mg,美国 Waters
公司)和 C18固相萃取柱(3 mL,60 mg,天津博纳艾杰尔科技有限公司)。

OA 和 DTX鄄1 标准品(纯度逸95% ,台湾 Algal Science 公司); DTX鄄2 标准溶液((4郾 7依0郾 3) 滋g / mL,
加拿大海洋生物科学研究所); 甲醇 (色谱纯,德国 Merck 公司); 乙腈(色谱纯,德国 CNW 公司); 甲

酸、甲酸铵(色谱纯,德国 Fluka 公司); 1鄄苄基咪唑(色谱纯,Fluka 公司); 六氟磷酸钾(色谱纯,J&K
Chemical 公司)。 其余溶剂和试剂均为分析纯, 实验用水为来自 Milli鄄Q 超纯水系统的超纯水。

混合标准使用液:分别称取适量的 OA 和 DTX鄄1 标准品,用甲醇定容,配制成 10郾 0 滋g / mL 的标准储

备液,于-18益避光保存。 准确吸取适量的 OA、DTX鄄1 和 DTX鄄2 标准储备溶液,用甲醇配制 1. 00 滋g / mL
的混合标准溶液,于-18益避光保存。
2郾 2摇 仪器条件和参数

柱温:35益; 流速:0郾 3 mL / min; 进样量:10 滋L; 流动相, A:2 mmol / L 甲酸铵溶液, B:乙腈鄄
2 mmol / L甲酸铵溶液 (95颐 5, V / V),梯度洗脱程序:0 min,30% B; 0 ~ 3郾 00 min,30% ~90% B; 3郾 00 ~
6. 00 min,90% B; 6. 00 ~ 6. 01 min, 90% ~30% B; 6. 01 ~ 8. 00 min, 30% B 。

电喷雾电离源(ESI),多反应监测(MRM)离子模式; 负离子监测; 喷雾电压为 4000 V; 鞘气和辅助

气体均为高纯氮气,鞘气压力:36 L / min,辅助气压力:10 L / min,碰撞气为氦气; 离子传输杆温度为

350益。 碰撞能(Collision energy)及其它相关质谱条件见表 1。
表 1摇 贝类毒素的质谱扫描参数
Table 1摇 Mass spectroscopy (MS) parameters for analysis of shellfish toxins

化合物
Compound

扫描模式
Scanning mode

母离子
Parent ions
(m / z)

子离子
Product ions

(m / z)

碰撞能量
Collision energy

(eV)

Okadaic acid (OA) ESI- 803郾 5 255. 1*, 563郾 4 45, 41
Dinophysistoxin鄄2 (DTX鄄2) ESI- 803郾 5 255. 1*, 563郾 4 45, 41
Dinophysistoxin鄄1(DTX鄄1) ESI- 817. 4 255. 1*, 151. 0 47, 51

Note:* indicates quantitative ion; ESI, electrospray ionization.
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2郾 3摇 辛基离子液体键合硅胶(Silica鄄[SOIM][PF6])的制备

离子液体及键合硅胶的制备过程参照图 1。

图 1摇 离子液体键合硅胶材料的合成路线

Fig. 1摇 Schematic for preparation of ionic liquid鄄modified silica

2郾 3郾 1摇 辛基咪唑的合成摇 将体积分数为 36% 甲醛(8. 35 g)和体积分数为 32% 乙二醛(18. 1 g)加入

250 mL 三口烧瓶中,搅拌加热至 50益回流,然后分别将体积分数 28%氨水(6. 05 g)和辛胺的甲醇溶液

(12郾 9 g 溶于 50 mL 甲醇)逐滴加入到三口烧瓶,加完后继续回流反应 4 h,纯化干燥得到淡黄色辛基咪

唑产品。
2郾 3郾 2摇 硅烷基辛基咪唑氯盐的合成摇 将 酌鄄氯丙基三甲氧基硅烷的甲苯溶液(0郾 08 mol, 15. 9 g,溶于

25 mL甲苯)加入三口烧瓶中, 将 2郾 3郾 1 节制得的辛基咪唑(0郾 08 mol, 14郾 4 g)加入溶解并搅拌均匀,在
氮气气氛下回流 48 h,产物纯化干燥得到粘稠状淡黄色液体, 即硅烷基辛基咪唑氯盐([SOIM][Cl])。
2郾 3郾 3摇 硅烷基辛基咪唑六氟磷酸盐的合成摇 将硅烷基辛基咪唑氯盐的甲醇溶液(0郾 05 mol, 18. 9 g, 溶

于 25 mL 甲醇中)加入圆底烧瓶中,同时将等摩尔的 KPF6 溶于甲醇(0郾 05 mol, 9. 20 g, 溶于 10 mL 甲

醇),将两种溶液混合,室温搅拌反应 24 h,得到淡黄色沉淀; 纯化干燥得到粘稠状淡黄色液体, 即硅烷

基辛基咪唑六氟磷酸盐( [SOIM][PF6] )。
2郾 3郾 4摇 离子液体键合硅胶的制备摇 选择粒径 200 ~ 300 目的硅胶粉,通过一定浓度的 HCl 或甲烷磺酸

酸化,使硅胶外表面带有羟基,调节 pH 至中性后高温干燥,备用。 称取约 2 g 辛基离子液体

[SOIM][ PF6]溶于 10 mL 乙腈,再加入 HCl 处理的硅胶(40 ~ 60 目)约 4 g,氮气保护下回流反应 24 h
后; 将反应液过滤,用乙腈和去离子水冲洗去除残留物,80益真空干燥 5 h,得到淡黄色离子液体键合硅

胶 Silica鄄[SOIM][PF6],产率约 80% 。
2. 4摇 离子液体键合材料性能分析摇

通过多种仪器分析商用硅胶和离子液体键合硅胶的结构、构型以及二者的差异。 首先通过红外光

谱表征比较键合离子液体前后硅胶材料官能团结构的变化; 其次,采用核磁共振技术于确定功能化离

子液体的结构; 然后,通过元素分析,得到离子液体键合硅胶材料中 C、H、N 元素的百分含量,并计算硅

胶表面离子液体的键合含量。
2郾 5摇 固相萃取柱的制备

选用固相萃取柱的柱管体积为 3 mL,柱管材料为聚丙烯,进出口筛板选用高纯度聚乙烯材料(直径

6. 4 mm,孔径 20 滋m,厚度 1. 5 mm),内部填充固相萃取填料选用自制的 Silica鄄[SOIM][PF6](50 mg,粒
径 40 ~ 60 滋m)。 先在空柱管底部放入出口筛板,然后装入自制离子液体键合硅胶层,轻轻敲打使其分

布均匀,其上垂直压入进口筛板,最后用甲醇冲洗填实,并保证所有小柱填充后,填料高度保持(5 依
0郾 05)mm。
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2郾 6摇 样品处理

海水水样用 0郾 45 滋m 滤膜过滤,除去悬浮颗粒。 固相萃取柱使用前,分别用 2郾 0 mL 甲醇和2郾 0 mL
50 mmol / L乙酸铵活化,弃去流出液。 取 20 mL 过滤后的海水样品,以约 5. 0 mL / min 流速通过活化的固

相萃取小柱进行富集。 用 2郾 0 mL 50 mmol / L 乙酸铵淋洗,减压抽干后, 用 3郾 0 mL 体积分数为 5% 的

NH4OH鄄甲醇洗脱,洗脱液在 40益下氮气吹干, 用 0郾 5 mL 初始流动相复溶,充分涡旋溶解残渣, 滤液经

0郾 22 滋m 滤膜过滤,供液相色谱鄄串联质谱测定。

3摇 结果与讨论

3郾 1摇 红外光谱分析

红外光谱(IR)是提供结构和构象信息的有力工具[26,27]。 对离子液体[SOIM][PF6]的红外光谱表

征发现,3127 和 3059 cm-1对应于咪唑环上 C H 的伸缩振动,2958、2932 和 2868 cm-1对应于甲基和亚

甲基的伸缩振动,1156 cm-1对应于 Si C 的伸缩振动,1083 cm-1和 1023 cm-1对应于 Si O 的伸缩振

动,证明存在硅烷基。
与未修饰的商用硅胶材料相比,制备的离子液体键合硅胶在 1570 cm-1处出现了一个弱峰(图 2)。
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图 2摇 商用硅胶(Silica)和离子液体修饰硅胶 (Silica鄄
[SOIM][PF6])的红外光谱图

Fig. 2 摇 Infrared ( IR ) spectra of silica and silica鄄
[SOIM][PF6]

因为酰胺基的特征峰处于 1500 ~ 1600 cm-1之间[28],
这说明一些带有 C N 基团的离子液体与商用硅胶

有效的化学键合生成了新的物质。 上述结果表明成

功制备了功能化离子液体键合硅胶。
3郾 2摇 核磁共振谱分析

离子液体[ SOIM] [PF6 ]核磁共振分析结果如

下: 1H鄄NMR (DMSO, 不含 TMS; 400 MHz; 啄 ppm):
9. 16 ( s, 1H), 7. 78 (m, 2H), 4郾 15 (m, 4H),
3郾 47 (m, 9H), 1. 85 (m, 4H), 1. 25 (m, 10H),
0郾 86 (t, 3H), 0郾 54(m, 2H)。 其中, 9. 16 和 7. 78
对应咪唑环上的 H 的位移, 4郾 15 对应与咪唑环相连

的两个亚甲基上 H 的位移,3郾 47 对应硅烷基上 H 的

位移, 1. 85 对应与咪唑环相连的第二个亚甲基 H 的

位移,1. 25 对应辛基取代基上 5 个亚甲基 H 的位移,
0郾 86 对应辛基取代基上甲基 H 的位移,0郾 54 对应于与硅烷基相连的亚甲基 H 的位移。 结果表明,成功

制备了辛基功能化离子液体。
3郾 3摇 元素分析

对修饰前后的硅胶材料进行元素分析,未修饰硅胶中只测得 H 元素的含量(0郾 983% ),辛基功能化

离子液体修饰后,N、C 和 H 元素的质量百分含量分别为 2郾 73% 、9. 65% 和 2郾 07% ,说明离子液体成功

修饰到硅胶上,并可根据 N 元素的含量推算出 1 g 硅球表面有机基团键合量,对应辛基功能化离子液体

的键合量为 1. 95 mmol。
3郾 4摇 固相萃取条件优化

采用制备的辛基离子液体键合硅胶 Silica鄄[SOIM][PF6]填制固相萃取柱(3 mL,50 mg),用于富集

净化水中 3 种贝类毒素 OA、DTX鄄1 和 DTX鄄2。 采用空白基质加标方式(0郾 5 滋g / L),对影响萃取效率和

回收率的参数进行优化,包括样品预处理条件、样品溶液进样条件、杂质淋洗条件和目标物洗脱条件,每
个条件下做 6 个平行实验。
3郾 4郾 1摇 进样溶液体积的影响摇 固相萃取填料有载样上限,超负荷进样,会影响目标物的回收率和净化

效果。 取适量贝类毒素(OA、DTX鄄1 和 DTX鄄2)混合加标浓度为 0郾 5 滋g / L 的海水进行分析,研究不同进

样体积(5、10、20、30 和 50 mL)对萃取效果的影响(本研究部分均采用 2郾 0 mL 纯水淋洗,2郾 0 mL 甲醇洗

脱),结果见图 3。

701第 1 期 孙晓杰等: 辛基功能化离子液体键合硅胶固相萃取海水中贝类毒素的方法研究 摇 摇



95

OA
Shellfish toxins

Re
co
ve
ry
（ %

）

100

90
85
80
75
70
65
60

DTX鄄1 DTX鄄2

5 mL 10 mL 20 mL 30 mL 50 mL

图 3摇 进样溶液体积对萃取效果的影响

Fig. 3摇 Effect of volume of sample solution on recovery

根据公式(1)计算富集倍数(EFs):
EFs =C t / C0 = (nt / Vt) / C0 (1)

其中,C t为最终样品溶液中目标物浓度,C0为初始样

品溶液中目标物浓度,nt为目标物最终摩尔量,Vt为

最终定容溶液体积。
当最终定容溶液体积 Vt和初始样品溶液浓度 C0

确定后,进样量越大,对应最终摩尔量 nt越大,富集

倍数越高,方法灵敏度越好。 然实验中发现,随着进

样体积增大,引入杂质增多,对目标物的干扰增大,
且进样速度变缓,50 mL 整体进样时间超过0郾 5 h,
增大了净化难度。 综合考虑方法的前处理效率和灵

敏度,最终选择进样体积为 20 mL。
3郾 4郾 2摇 进样溶液 pH 值的影响摇 辛基离子液体键合硅胶 Silica鄄[SOIM][PF6]含有阴阳离子基,可能与

目标贝类毒素发生疏水作用、离子交换作用和静电作用等多种模式作用。 如图 4 所示,3 种贝类毒素的

结构中都含有羧基,在不同 pH 值条件下稳定态不同,可能影响其回收率。 分别通过甲酸和氨水调整进

样海水 pH 值,取 20 mL 海水进样,比较了 pH 5. 5(5%甲酸)、pH 10郾 5(5%氨水)、pH 7. 0 和 8. 0(常规

海水 pH 值为 7. 5 ~ 8. 3) 的贝毒加标海水样品 (0郾 5 滋g / L) 的回收率 (均采用 2郾 0 mL 纯水淋洗,
2郾 0 mL 甲醇洗脱)。 结果表明,当进样液 pH 值为 7. 0 和 8. 0 时,目标贝类毒素的回收率均大于 80%
(图 5 ), 明 显 高 于 弱 酸 ( pH 5. 5 ) 和 弱 碱 ( pH 10郾 5 ) 条 件, 说 明 离 子 交 换 作 用 可 能 不 是

Silica鄄[SOIM][PF6]型小柱与贝类毒素间的主要作用力。 为操作方便和方法的可重复性,海水样品可

采取直接萃取富集,不调整 pH 值的方式。
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图 4摇 贝类毒素 OA、DTX鄄1 和 DTX鄄2 的分子结构

Fig. 4摇 Molecular structures of shellfish toxins OA, DTX鄄1 and DTX鄄2
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图 5摇 进样溶液 pH 值对萃取效果的影响

Fig. 5 摇 Effect of pH values of sample solutions on
recovery

3郾 4郾 3摇 淋洗溶剂的影响摇 对复杂基质样品,为排除

基质干扰及提高检测灵敏度,洗脱目标物之前需增

加淋洗步骤。 由于硅胶表面修饰了离子液体,同时

检测对象为海水样品,沸点高且盐含量较高,为避免

对质谱仪器造成污染,固相萃取过程的第一步淋洗

剂采用纯水,可去除大量水溶性干扰物。 取20 mL贝
类毒素 ( OA、 DTX鄄1 和 DTX鄄2) 混合加标浓度 为

0郾 5 滋g / L的海水进样,分别评价了 30% 甲醇、纯水和

50 mmol / L乙酸铵溶液作为淋洗液的净化效果和回收

率(2郾 0 mL 甲醇洗脱)。 结果发现,30%甲醇和纯水淋

洗时,3 种贝类毒素都有不同程度损失,说明离子交换

作用可能不是自制 Silica鄄[SOIM][PF6]柱与目标贝类毒素间的主要作用力。 当使用 50 mmol / L 乙酸铵作

为淋洗液时,目标贝类毒素的回收率最高、损失最小。 此外,为确定淋洗液的用量,考察了不同体积(1. 0 ~
6. 0 mL)淋洗液的效果,当体积小于2郾 0 mL时,随淋洗液用量增加,洗出液的干扰量逐渐增大; 当淋洗液大
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于 2郾 0 mL 后,不再出现干扰峰。 因此,选择 2 mL 50 mmol / L 乙酸铵作为后续研究的淋洗剂。
3郾 4郾 4摇 洗脱溶剂的影响摇 如图 4 所示,3 种目标贝类毒素结构中都含有羧基基团,属于弱酸性物质。
考虑到 Silica鄄[SOIM][PF6]上咪唑基的弱碱性,适当 pH 值的洗脱溶剂可使辛基离子液体键合硅胶

Silica鄄[SOIM][PF6]或目标贝类毒素变为中性,从而可能打破吸附剂与目标分子间的相互作用力。 因

此,洗脱溶剂 pH 值可能是影响贝类毒素从 Silica鄄[ SOIM] [PF6 ]柱上洗脱效果的重要因素。 以 5%
NH4OH鄄甲醇、2% HAc鄄甲醇和纯甲醇作为洗脱溶剂进行了初步测试。 结果表明(表 2),采用纯甲醇洗

脱时,3 种贝类毒素的回收率均大于 85% ,推测 Silica鄄[SOIM][PF6]材料的保留性能同反相 C18小柱相

似,与目标贝类毒素间存在疏水作用力; 另外,5% NH4OH鄄甲醇洗脱不仅能得到无色、澄清的流出液

体,而且回收率优于 2% HAc鄄甲醇和纯甲醇,推测 Silica鄄[SOIM][PF6]材料与 3 种贝类毒素间同时存在

阴离子交换作用,部分以阴离子状态存在的贝类毒素转化成分子形式被洗脱下来。 因此,选择含有

NH4OH 的甲醇溶剂洗脱分析物。 在此基础上,考察甲醇中 NH4OH 含量(0% 、2% 、5% 和 10% )对回收

率的影响。 结果表明,NH4OH 含量从 0 增加到 5% ,3 种分析物的回收率迅速增加,当浓度进一步增加

表 2摇 不同洗脱溶剂对贝类毒素各组分回收率的影响
Table 2 摇 Recoveries of shellfish toxins eluted by different elution
solutions (n=6)

化合物
Compound

回收率 Recovery (% )
5% NH4OH鄄MeOH 2% HAc鄄MeOH MeOH

OA 108 94郾 5 88. 4
DTX鄄1 116 92郾 3 96. 8
DTX鄄2 93郾 0 85. 4 86. 2

到 10%时,回收率增大幅度变慢。 因此,选
择 5% NH4OH鄄甲醇作为洗脱溶剂。 对洗

脱剂体积进行了优化,结果表明, 3 mL 5%
NH4OH鄄甲醇即可充分洗脱分析物,过量会

延长氮吹浓缩时间。 因此,选择洗脱体积

为 3 mL。
3郾 5摇 与商用萃取柱比较

摇 摇 贝类毒素的相关研究多采用 HLB 柱、 C18 柱等净化材料。 本研究通过空白海水加标方式

(0郾 50 滋g / L),分别对比了最优条件下自制离子液体键合硅胶柱(Silica鄄[SOIM][PF6])和两种商用化固

相萃取柱(HLB 柱和 C18柱(3 mL,60 mg))的净化效果和回收率。 加标海水进样体积均为 20 mL。 两种

商用固相萃取小柱预先用 5 mL 甲醇和 5 mL 水活化,进样后用 2 mL 水淋洗、2 mL 甲醇洗脱。 相应条件

下做 6 个平行,回收率见表 3。 结果表明,自制离子液体键合硅胶柱回收效果与商用 HLB 柱相当,均优

于 C18柱。 自制的离子液体键合硅胶柱(Silica鄄[SOIM][PF6])与商用 C18柱相比,不仅具有辛基疏水基

表 3摇 不同固相萃取柱对贝类毒素各组分回收率的影响
Table 3摇 Effect of solid phase extraction cartridges on recoveries of
shellfish toxins (n=6)

化合物
Compound

回收率 Recovery (% )
Silica鄄[SOIM][PF6] HLB C18

OA 108. 0 103. 0 68. 4
DTX鄄1 116. 0 98. 3 69. 8
DTX鄄2 93郾 0 95. 0 96. 2

团,与目标物间还可能存在离子交换作用等

多种混合作用力,萃取效果明显改善。 同

时,自制小柱填料量(3 mL,50 mg)少于商

用 HLB 柱(3 mL,60 mg),说明其萃取性能

与同时具有亲脂亲水性能的 HLB 柱相当。
3. 6摇 方法评价

3. 6. 1摇 方法的检出限及定量限摇 取0郾 02 ~
2郾 50 滋g / L 的混合贝类毒素海水进样,以色谱峰面积与贝毒混合标准溶液浓度绘制校正曲线,3 种贝类

毒素线性相关方程分别为: OA, y =-2郾 96676+2944郾 44x (R2 =0郾 9969); DTX鄄2, y=622郾 875+904郾 353x
(R2 = 0郾 9995); DTX鄄1: y=20郾 3688 +2463郾 97x (R2 =0郾 9997)。 3 种贝毒的检出限( LOD, S / N>3)为

0郾 01 滋g / L,定量限(LOQ, S / N>10)为 0郾 05 滋g / L,表明制备的离子液体键合硅胶具有较好的萃取效果。
3郾 6. 2摇 方法的精密度及萃取材料的重现性摇 在优化条件下,通过贝类毒素加标水样(0郾 50 滋g / L),考
察方法的日内( n = 5)和日间( n = 3)精密度。 在不同时间,测得 3 种贝类毒素的 RSD 在 2郾 8% ~
12郾 3%之间,表明此方法精密度较好。 对同一批次和不同批次制备材料的萃取效果进行重现性评价,同
一批次萃取材料(n=5)在同一时间对 3 种贝类毒素的 RSD 在 3郾 8% ~ 9. 5% 之间,不同批次萃取材料

(n=3)在同一时间测得结果 RSD 为 6. 2% ~11. 6% ,说明此萃取材料的制备重现性良好。
3郾 7摇 实际应用

参照本研究 2郾 2 和 2郾 6 节的仪器检测方法和样品处理方法,按最优的萃取方法对取自青岛沙子口

的海水样品进行处理,如图 6A 所示,海水样品中不含贝类毒素。 为评价方法的富集净化效果,以此样

901第 1 期 孙晓杰等: 辛基功能化离子液体键合硅胶固相萃取海水中贝类毒素的方法研究 摇 摇



品作为空白样品,添加两个浓度水平(0郾 2 和 1. 0 滋g / L)的贝类毒素,测定方法的回收率。 贝类毒素加

标海水样品的多反应监测(MRM)图见图 6B,经离子液体键合硅胶柱处理后,贝类毒素得到了有效富集

净化,根据公式(1)计算富集倍数约为 40。 如表 4 所示, 3 种贝类毒素的加标回收率在 93郾 0% ~
116. 0%之间,RSD 均小于 12% 。 结果表明,自制离子液体键合硅胶固相萃取材料及相关前处理方法适

用于海水中贝类毒素的萃取检测。

t （min）

c

b

a

DTX鄄1

RT:4.66B

1 2 3 4 5 6 7 8
t （min）

c

b
a

DTX鄄2

RT:4.44
A

1 2 3 4 5 6 7 8

OA

RT:4.26

图 6摇 海水中贝类毒素多反应监测模式色谱图: (A) OA 和 DTX鄄2; (B) DTX鄄1
a. 空白海水经固相萃取柱富集; b. 贝类毒素加标海水经固相萃取柱富集; c. 贝类毒素标准溶液

Fig. 6摇 Multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms of shellfish toxins: (A) OA and DTX鄄2; (B) DTX鄄1
a. blank seawater extracted by silica鄄[SOIM][PF6] cartridge; b. shellfish toxins spiked seawater extracted by silica鄄[SOIM][PF6]

cartridge (0郾 20 滋g / L); c. standard solution of shellfish toxins (20 ng / mL)

表 4摇 实际海水加标样品中 3 种贝类毒素各组分的回收率
Table 4摇 Recoveries of three kinds of shellfish toxins spiked in
real seawater samples

化合物
Compound

加标浓度
Spiked
(滋g / L)

回收率
Recovery
(% )

相对标准偏差
RSD

(% , n=5)

OA

DTX鄄2

DTX鄄1

0郾 2 97. 0 6. 7
1. 0 108 10郾 8

0郾 2 93郾 0 7. 9
1. 0 102 4郾 3

0郾 2 95. 2 11. 3
1. 0 116 5. 7

4摇 结 论

制备了一种混合模式辛基功能化离子液体

共价键合硅胶萃取材料,并应用于海水中贝类

毒素的萃取分析。 研究表明, 此固相萃取材料

可能通过疏水作用、离子交换作用等多种模式

与目标贝类毒素(OA、DTX鄄1 和 DTX鄄2)作用,
结合液相色谱鄄串联质谱,对海水中 3 种贝类毒

素的检测显示了良好的灵敏度和准确性。 优化

的萃取条件为: 进样 20 mL 海水, 用 2 mL
50 mmol / L乙酸铵溶液淋洗、3 mL 5 % NH4OH鄄
甲醇洗脱。 结果表明,本方法的萃取效果优于商用 C18柱,与 HLB 柱性能相当,表明本方法是一种测定

海水中贝类毒素含量的可行的替代方法。 同时,此离子液体功能化硅胶材料具有良好的重现性,可通过

淋洗再生,反复使用,降低了检测成本。 另外,可灵活设计制备具有多个不同基团的离子液体,通过键合

硅胶作为功能化萃取材料,实现对环境和食品不同基质中污染物的富集净化,具有良好的应用前景。
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Abstract摇 Shellfish toxins are a kind of important marine pollutant. In this study, a novel ionic liquid bonded
silica gel material (silica鄄[SOIM][PF6]) was prepared by grafting octyl鄄functionalized ionic liquid onto silica
gel, which was characterized and analyzed by infrared spectroscopy ( IR), nuclear magnetic resonance
(NMR), and elemental analysis. Solid phase extraction cartridge of silica鄄[SOIM][PF6], coupled with LC鄄
MS / MS technique was used to extract and determine the concentration of shellfish toxins [ Okadaic acid
(OA), Dinophysistoxin鄄1 (DTX鄄1) and Dinophysistoxin鄄2 (DTX鄄2)] in seawater for the first time. It was
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found that the solid phase extraction material silica鄄[SOIM][PF6] had multiple interactions with the 3 kinds
of shellfish toxins, such as hydrophobic and ion鄄exchange. The method was optimized in aspects of volume and
pH of the loaded sample solution, as well as the usage of rinsing and eluting reagents. Results indicated that
the silica鄄[SOIM][PF6 ] had good extraction effect on target shellfish toxins in seawater, which was better
than or equivalent to the performance of commercial extraction materials. The method had a good linearity
(R2>0郾 995) in the concentration range of shellfish toxins from 0郾 02 滋g / L to 2郾 50 滋g / L, with limit of
detection (LOD) of 0郾 01 滋g / L and limit of quantification (LOQ) of 0郾 05 滋g / L. The average recoveries for
3 kinds of shellfish toxins were 93郾 0% -116郾 0% at different spiking levels in blank seawater.
Simultaneously, the material had good reproducibility, with the relative standard deviation (RSD) of less than
15% intra鄄 and inter鄄batch. This method was accurate, sensitive, simple and reliable, and could be used for
the extraction and detection of shellfish toxins in actual samples.
Keywords摇 Ionic liquid; Solid phase extraction; Multiple mode; Shellfish toxins; Seawater
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樊春海教授团队发展出基于 DNA 折纸技术的新型分子加密系统

摇 摇 近日,上海交通大学化学与化工学院樊春海教授团队发展了一套以 DNA 折纸技术为基础的分子加密系统。 该系统

超越了基于硅基计算机的常规加密体系,且同时具有保护信息完整性和访问控制的功能。 相关论文以“DNA origami
cryptography for secure communication冶为题发表于 Nature Communications (2019)10:5469。 张祎男博士和王飞博士为共同

第一作者,同济大学化学科学与工程学院柳华杰教授为共同通讯作者。
信息安全的三个要素 CIA,包括了机密性(Confidentiality)、完整性( Integrity)和可用性(Availability),在当今社会信

息安全中起到了关键作用。 为了适应日益提高的 CIA 需求,基于硅基计算机的体系采用了越来越复杂的加密算法。 而

基于生物分子的加密则采用热动力学控制的生物分子反应来执行加密过程,具有很高的特异性,有可能避免来自计算机

的攻击。 其中,基于 DNA 分子反应的文本信息隐写术得到了很大关注。
樊春海教授团队在长期从事 DNA 自组装研究的基础上,提出应用 DNA 折纸技术来编码信息,以充分挖掘 DNA 在

多维度加密应用上的潜力。
DNA 折纸技术的原理为通过几百条短链对于一条长骨架链的任意折叠,以得到不同形状的 DNA 结构。 利用 DNA

折纸术可以构建任意图案且可以实现完全的物理可寻址。
他们以此为基础,开发出一套安全有效的 DNA origami cryptography(DOC)加密系统。 在该系统中,发送者首先将文

本信息加密为类似盲文图案的点阵排列,然后以骨架链的折叠作为密钥将点阵排列进一步加密为杂交若干生物素化短

链的骨架链。 接收者通过共享骨架链折叠的密钥可以生成对应的订书链,将骨架链折叠为正确的形状。 在该形状中生

物素位点的排列与加密图案相同,可通过结合链霉亲和素进行识别,最终接收者将图案解密得到文本信息。
该方法实现了加密术与隐写术的整合,采用一条长 7000 碱基左右的骨架链可实现约 700 位的理论密钥长度,远超

经典 AES 算法的强度。 而通过对 DNA 折纸不同区域位点的定义以及 DNA 折纸间的特异性识别,该系统还可实现完整

性保护和访问控制的功能。 该团队采用该系统进行了包括文本、音符、图片等多种形式的信息传递,并模拟战争环境实

现了对战役时间地点信息的保密传递。 该 DNA 加密系统为信息安全的发展提供了一种具有巨大潜力的生物分子解决

方案。
该工作得到了国家重点研发计划项目 (2018YFA0902600)、国家自然科学基金项目 (21834007, 21675167,

21603262)、上海交通大学王宽诚基金等资助。
原文链接:https: / / www. nature. com / articles / s41467-019-13517-3
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