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摘要"母离子扫描!

G.5a8

#是一种功能强大的扫描模式"但较少受到质谱工作者关注&本实验利用
G.5a8

的功能特性和微囊藻毒素!
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#的分子结构特征"建立了一种鸟枪法用于非靶向快速初筛青鱼!
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残留&通过优化固相萃取条件和质谱参数"选取
9

%

D)+P

!*

2

*

I

))

Fg

I

+

g

#为特征碎片峰"快速初步定性筛查了所有含该基团的
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&实验发现"
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在质谱气相环境内更

容易形成双电荷离子"且谱图较纯净"以*
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#g为主&通过方法学验证"该方法的线性关系良好"

相关系数
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"重现性较好$方法回收
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"能够满足一般分析测试的要求&采用该方法对市售青鱼

进行
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快速初筛"阳性检出率为
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"主要检出的种类为微囊藻毒

素
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72?HH
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#&该方法能够快速检测青鱼中
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残留"可以为相关部门提供依据和

参考"从而为消费者食品安全提供保障&
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#又称黑

鲩'乌鲭"是长江中下游和沿江湖泊的重要渔业

资源*

)

+

"具有肉质细嫩'味道鲜美'饲料系数低'

生长速度快等诸多特点"一直深受广大消费者

的青睐*

#

+

&近年来"由于环境'饲料等因素导致

的青鱼病害问题不断发生"尤其是水体富营养

化污染容易急性大范围暴发"造成青鱼大规模

死亡"带来巨大的经济损失&

微囊藻毒素!
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#是一类

由水体富营养化引起的蓝藻水华产生的肝脏毒

素"具有较大的毒害性*
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具有单环七肽

分子结构"为环
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丙氨酸
?2?H)?

赤
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甲基
?K?

异天冬氨酸
?2?H#?EOO0?K?

异谷氨酸
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甲基

脱氢丙氨酸#"其中
H)

和
H#

在不同的
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异

构体中代表不同的
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氨基酸"并以此命名该毒

素*
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异构体种类多"且性质稳定"煮沸

后不失活"耐酸碱变化&
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进入肝细胞后"

甲 基 脱 氢 丙 氨 酸 !
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#的不饱和羧基可与
2

亚基活性位点的

半胱氨酸的巯基共价连接形成蛋白加合物"从

而抑 制 蛋 白 磷 酸 酶
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#的活性*

P

+

&其中"微囊藻毒素
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#是公认的肝毒素和促癌剂"目前

已知的生理毒性仅次于二英*
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主要

通过饮用水和被污染的水产品!鱼虾'软体动物

及藻类制品等#进入人体"严重威胁人类健康"

世界卫生组织设定临时可耐受的每日摄取量为
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常用的检测手段主要包括小鼠腹腔

注射生物分析法'化学分析法'酶联免疫法'蛋

白磷酸酶抑制法等*
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氧

化生成
#?

甲基
?+?

甲氧基
?!?

苯基丁酸!
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#"

经甲酯化衍生后用气相色谱
?

质谱!
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%
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#测

定
726

总含量&郭坚等*

)#

+采用固相萃取
?

液

相色谱%紫外检测法!
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#测定

水体'土壤等样品中的
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&近年来"因液相

">)

质 谱 学 报
!!

第
!"

卷



色谱
?

串联质谱技术!

IGA2?78

%
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#既可以准

确定量"又能够提供化合物的结构信息"被广泛

用于食品中兽药残留等污染物的检测分

析*

)+?)P

+

&但上述方法普遍存在操作复杂"且无

法实现不同种类
726

分析鉴定等缺点&-鸟枪

法.是在电喷雾电离质谱技术基础上改进后"利

用源内分离原理"创立的无需色谱分离就可直

接分析的质谱技术&这不仅可以避免液相色谱

法中经常存在的样品残留问题"还简化了操作

步骤"且能够同时检测多种
726

&

本研究针对
726

的分子结构特征"通过优

化前处理及检测条件"以
726

的共有特征官能

团为线索"拟建立一种基于串联质谱技术的鸟

枪法非靶向快速筛查青鱼中
726

"希望为开展

青鱼中
726

污染研究提供技术支持&
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仪器与装置
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司产品$
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串联飞行时间质谱仪)美国
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流注射泵'电喷雾离子源!
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超低温冰箱)
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公司产品&
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材料与试剂

鲜活青鱼样品)购自杭州本地市场"经鉴定

为青鱼!
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湾
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公司产品$

F0646IAJ

固相萃

取柱)美国
[0;5.6

公司产品$甲醇'乙腈和甲

酸)均为色谱纯"德国
75.:R

公司产品$纯净

水)由
74&&4?L

超纯水处理系统制得$其他试剂

均为分析纯&
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!

实验条件

HIJIH

!

样品处理
!

新鲜青鱼经去鳞'去头'去

内脏后取背部和胸部肌肉"切成小块"剔除明显

骨刺$组织肌肉经斩拌成鱼糜后"置于
!e

冰箱

冷藏"备用&

各取
"@")

Q

726

标准品"甲醇溶解"定容

至
)"<A

棕色容量瓶"制得
)@"

Q

%

A

的
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标

准品溶液"于
!

"

>e

冷藏"备用&

HIJI"

!
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提取
!

取
)

Q

青鱼肌肉组织肉糜

于
)P<A

离心管中"加入
P<A

乙醇
?

水
?

甲酸萃

取液 !
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"

E

%

E
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E

#"剧烈振 荡

#"<4/

"随后用探头式超声!

#PRIV

"
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变

幅#辅助提取
)"<4/

"混合物在
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下以
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.

%

<4/

冷冻离心
)P<4/

&用移液枪转移离心管

中上清液至新移液管"并继续向沉淀中加入

P<A

萃取液"重复上述操作"提取
#

次&合并

+

次提取的上清液"氮气吹干"用甲醇
?

水溶液

!

*"f)"

"

E

%

E

#复溶至
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依次用
><A

甲醇和水活化
F0646IAJ

固

相萃取柱&萃取液均匀上样"并依次用
><A

超纯水和乙醇
?

水淋洗液!

Pf*P

"

E

%

E

#淋洗"弃

去淋洗液"用
P<A

纯甲醇洗脱吸附在
IAJ

柱

上的
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"控制流速约为
)

滴%秒"收集洗脱

液&氮气吹干"用甲醇复溶至
)<A

"过
"@##

!
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有机滤膜"待质谱分析&

HIJIJ

!

质谱条件
!

注射泵进样流速
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质量扫描范围
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$电喷雾离子源

!
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#"正离子模式$

L)

全扫描和母离子扫描
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9

.5:-.6%.4%/6:0/

"

G.5a8

#模式"特征碎片离

子
9

%

D)+P@#

$喷雾电压
P@PR$

$干燥温度

PP"e

$源内碰撞诱导解离气为氮气&具体质

谱参数列于表
)

&

HIJIK

!

数据处理和统计分析
!

采用
E/0&

=

6;

L8_#@"

软件进行数据采集与分析"用
BU:5&

对
726

提取中
>

组平行数据进行标准差分析"

并用
F.4

Q

4/

软件作图&

"

!

结果与讨论

"IH

!

固相萃取优化

由于青鱼组织样品的基质较复杂"选取合

适填料的固相萃取柱对降低基质效应和提高

726

回收率至关重要&实验比较了
N&%.464&

柱

!

)"<<M)<<

#'

IAJ

柱!

)"<<M)<<

#和

2)T

柱!

)"<<M)<<

#的富集'净化效果"结

果示于图
)

&由图可见"

IAJ

对
726

的回收率

最高!

>T@#K

"

T+@!K

#"其次为
2)T

!

>+@PK

"

ST@PK

#"而
N&%.464&

对
726

的固相萃取效果不

佳"回收率仅为
>"K

左右&

IAJ

柱的吸附剂

是由亲脂性二乙烯苯和亲水性
I?

乙烯基吡咯

)>)
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表
H

!

L

种
D<3

质谱参数

M(7>-H

!

D(333

)

-+A,%6-A,

8)

(,(6-A-,3%0D<3

)

-+&-3

化合物

2%<

9

%-/O6

单电荷母离子

84/

Q

&

=

:30.

Q

5O

9

.5:-.6%.4%/6

*

7gI

+

g

双电荷母离子

C%-W&5:30.

Q

5O

9

.5:-.6%.4%/6

*

7g#I

+

#g

质量参数

7066

9

0.0<5;5.6

去簇电压

CG

射入电压

BG

碰撞电压

2B

碰撞室射出电压

2̂ G

72?HH )"+*@" P#"@+ S" )" !P T

72?XH )"!>@" P#+@T >P T #" )!

72?AH **>@) !*T@S !" )" )> )"

72?AN *TS@# !*!@) +P )" )> )"

72?A[ )"#!@* P)+@T +P T #" T

图
H

!

不同固相萃取填料对
D<3

回收率的影响

4&

/

OH

!

?00-+A%03%,7-.AA

8)

-3%.A5-,-+%B-,

8

%0D<3

烷酮两种单体按一定比例聚合而成的大孔共聚

物"对极性污染物的富集效率高"且具有相对较

高的容量因子*

)>

+

&考虑到样品中
72

种类多

且复杂"实验选用
IAJ

固相萃取柱富集净化

样品中
726

&

青鱼组织样品基质较复杂"在洗脱
726

前

有必要对
8GB

柱进行淋洗"通常是在淋洗液中

加入一定比例的甲醇或乙腈以去除色素等干扰

物质"但会造成目标化合物一定程度的损失&

本实验分别用
#K

'

PK

'

)"K

和
)PK

的甲醇
?

水

溶液淋洗
8GB

固定相&结果发现"

PK

甲醇会

造成
726

流失"且流失程度随甲醇比例的提高

而增加"因此选用
#K

甲醇
?

水溶液作为淋洗

液&本实验还考察了
T"K

'

*"K

和纯甲醇作为

洗脱液的洗脱效果&实验发现"

T"K

甲醇作为

洗脱液时"

726

回收率较低"无法将吸附在

IAJ

填料上的
726

解吸完全$而用纯甲醇作

为洗脱液时"会同时洗脱一些杂质"造成质谱峰

干扰&因此"选用
*"K

甲醇作为洗脱液&

"I"

!

质谱条件的优化

将
726

母液稀释
)""

倍得到
)"<

Q

%

A

的

工作液"通过直接进样的方式优化母离子和子

离子参数&由于
72

是一类环肽化合物"且

B8a

离子源是一种软电离方式"因此
726

会同

时形成
g)

价'

g#

价离子以及其他钠'钾等加

合离子&在
L)

全扫描模式下"化合物质谱峰

主要集中在低分子质量段!

9

%

D!P"

"

PP"

#"

726

母离子以双电荷母离子*

7g#I

+

#g为主"

#>)
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其中信号响应最强的为
9

%

DP#"@+

!*

HHg

#I

+

#g

#"其次为
9

%

DP#+@T

!*

XHg#I

+

#g

#&

将高分子质量段窗口放大后"可观察到
726

的

单电荷母离子"如
9

%

D**>@)

!*

AHgI

+

g

#'

9

%

D)"#!@*

!*

A[gI

+

g

#以及
9

%

D)"!>@"

!*

XHgI

+

g

#等"但其信号响应强度比双电荷

母离子小
#

个数量级"示于图
#

&因此"本实

验选取双电荷母离子*

7g#I

+

#g为主要研究

对象&

在子离子扫描!

9

.%O-:;?4%/6:0/

"

Ga8

#模

式下分析各个
72

的裂解规律与碎片特征&以

72?HH

为例"选取
9

%

DP#"@+

!*

HHg#I

+

#g

#为

母离子进行碰撞诱导解离"通过编辑
H0<

9

观

察碰撞电压!

2B

#动态变化过程中的碎片特征&

结果发现"在不同
2B

下"

72?HH

的典型碎片

峰包括
9

%

D+SP

'

#)+

和
)+P

等"其中
9

%

D)+P

为
72

的共有基团
EOO0

的甲氧键断裂形成的

特征碎片峰!*

2

*

I

))

FgI

+

g

#"示于图
+0

$

9

%

D

#)+

是基团
C?\&-

断裂形成的特征碎片峰

!*

2

*

I

)!

F

!

(

#

gI

+

g

#$

9

%

D+SP

为!*

2

))

I

)P

Fg

\&-g7O30gI

+

g

#&这
+

种离子为大部分

72

共有结构的特征碎片"本实验所检测的

图
"

!

=

H

全扫描模式下$

D<3

的质谱图

4&

/

O"

!

D(333

)

-+A,26%0D<32.$-,

=

H02>>3+(.

图
J

!

D<!''

的二级质谱图%

(

&和以
3

!

4HJLI"

为特征碎片的母离子扫描图%

7

&

4&

/

OJ

!

D*

"

6(333

)

-+A,26%0D<!''

%

(

&

(.$

)

,-+2,3%,&%.3+(.%03

!

4HJLI"

%

7

&
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P

种
726

子离子谱图中均产生这
+

种特征碎片

峰&通过优化
2B

能量"在各个碎片峰最优能

量下"

9

%

D)+P

信号强度最大"达
+@PM)"

S

&因

此"本实验选择
9

%

D)+P

为
726

的特征碎片进

行
G.5a8

扫描&

使用
72?HH

标准工作液直接进样"以
9

%

D

)+P

为特征碎片进行
G.5a8

扫描"示于图
+W

&可

见"质谱图较为纯净"

9

%

DP#"@#

*

HHg#I

+

#g为

信号响应最强峰"除此之外"也可观察到少量

的
9

%

DP+)@+

*

HHgIg(0

+

#g和
9

%

DP!#@#

*

HHg#(0

+

#g

$在
9

%

D)"+*@"

处未检测到单

电荷离子峰*

HHgI

+

g

&

72?XH

'

72?AH

'

72?AN

和
72?A[

的质谱碎裂特征与
HH

相

似&使用
P

种
726

混合标准工作液直接进样

后的结果示于图
!

&虽然进样浓度相同"但是

各个
72

的离子化效率不同"导致信号响应强

度差异较大"

72?XH

和
72?AH

较容易离子

化"因此离子峰强度相对较高"达到了
#@PM

)"

P

"而
72?HH

'

72?AN

和
72?A[

信号相对较

弱&该结果进一步验证了
726

离子化后更倾向

于生成双电荷离子"以
9

%

D)+P

为特征碎片离子

的
G.5a8

扫描几乎不产生单电荷*

726gI

+

g

&

图
K

!

母离子扫描模式下
L

种
D<3

质谱图

4&

/

OK

!

D(333

)

-+A,26%0D<3

)

-+&-323&.

/)

,-+2,3%,&%.3+(.6%$-

"IJ

!

基质对方法线性的影响

726

鸟枪法没有将样品经色谱分离即直

接进样"因此混合物成分较复杂&基质效应主

要来自两方面)

)

#样品中的杂质分子会对
726

的离子化产生干扰$

#

#不同种类
726

之间存

在离子化竞争效应"会影响信号的强度和稳定

性*

)S

+

&通常以基质对目标化合物回收率的增

强和减弱效应评价基质效应的影响&本实验采

用实际样品基质加入混合标准品的方法同时建

立
P

种
726

标准曲线"通过标准曲线的线性关

系间接反映基质效应的影响"结果列于表
#

&

可见"在线性范围内"各个
72

的相关系数
.

#

介于
"@**#P

"

"@**S)

之间"各个数据点的基

质效应在拟合标准曲线的过程中部分抵消"线性

关系良好"能够满足一般分析测试需求&

"IK

!

方法学验证

采用标准添加法测定方法灵敏度"根据

+

倍和
)"

倍信噪比!

8

%

(

#确定
726

的方法检

出限!

AFC

#和定量限!

AFL

#"结果列于表
#

&

可知"该方法的灵敏度较高"检出限和定量限分

别不大于
)@#P

!

Q

%

A

和
+@**

!

Q

%

A

"能够满足

726

高灵敏度检测的要求&在空白青鱼样品

中添加
726

标准品工作溶液"制成
)""

'

#""

!

Q

%

A

的加标样品"按
)@+

节方法进行精密度和

回收率实验"每个添加水平做
>

次平行测定"结

果列于表
+

&可知"

726

的日内精密度和日间

!>)
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表
"

!

鸟枪法非靶向快速筛查
D<3

的线性和灵敏度

M(7>-"

!

;&.-(,&A

8

(.$3-.3&A&B&A

8

%035%A

/

2.2.A(,

/

-A-$3+,--.&.

/

%0D<323&.

/

6(333

)

-+A,%6-A,

8

化合物

2%<

9

%-/O6

线性范围

A4/50..0/

Q

56

标准曲线

20&4W.0;4%/:-._56

相关系数

2%..5&0;4%/

:%5114:45/;6

!

.

#

#

检出限

AFC6

%!

!

Q

%

A

#

定量限

AFL6

%!

!

Q

%

A

#

72?HH )"

"

P""

5

o#M)"

S

Og)#++> "@**#P "@T# #@PP

72?XH P

"

P""

5

oTM)"

S

Og)P##" "@**S) "@)+ "@!#

72?AH P

"

P""

5

oTM)"

S

Og)#+*# "@**+! "@#) "@S)

72?AN )"

"

P""

5

o)"

S

Og)T)P# "@**PT )@#P +@**

72?A[ )"

"

P""

5

o+M)"

S

Og)+>)S "@**#P "@P) )@>T

表
J

!

鸟枪法非靶向快速筛查
D<3

的灵敏度#精密度和回收率

M(7>-J

!

*-.3&A&B&A

8

$

(++2,(+

8

(.$,-+%B-,

8

%035%A

/

2.2.A(,

/

-A-$3+,--.&.

/

%0D<323&.

/

6(333

)

-+A,%6-A,

8

化合物

2%<

9

%-/O6

添加量

8

9

4R5O

&5_5&6

%!

!

Q

%

A

#

日内精密度

a/;.0?O0

=9

.5:464%/6

测定值

750/

%!

!

Q

%

A

#

H8C6

%

K

日间精密度

a/;5.?O0

=

9

.5:464%/6

%

K

回收率

H5:%_5.456

测定值

750/

%

K

H8C6

%

K

72?HH #"" )+> S@# S@* >T@# >@T

72?XH )"" T"@) >@T S@# T"@) P@S

72?AH )"" SS@T S@) S@T SS@T !@P

72?AN #"" )P+ S@P T@" S>@* >@)

72?A[ #"" )>> T@> *@) T+@! P@*

精密度的相对标准偏差分别为
>@TK

"

T@>K

和

S@#K

"

*@)K

"说明该方法的重现性较好$回收

率为
>T@#K

"

T+@!K

"

H8C

为
!@PK

"

>@TK

"能

够满足一般分析测试的要求&

"IL

!

样品检测

为了解市场上青鱼中
726

污染情况"采用

建立的质谱鸟枪法快速初筛市售
#"

个青鱼样

品"并对结果进行数理统计分析&结果发现"

#"

个青鱼样品中"共计
+

个样品检出
726

为

阳性"检出率为
)PK

"主要检出的
726

种类为

72?HH

和
72?AH

"

726

总浓度为
+@!

"

)P@T

!

Q

%

R

Q

"其余样品均未检出
726

&青鱼喜好以

螺蛳等贝类为食"而螺蛳常以泥土中的微生物

和腐殖质'水中浮游植物'幼嫩水生植物'青苔

等为食"因此
726

较容易通过食物链富集到青

鱼体内&

J

!

结论

本研究建立了一种鸟枪法非靶向快速筛查

青鱼中
726

残留&该方法在准确度'回收率等

方面略逊于常规的
A2?78

%

787H7

模式"但

鸟枪法的检测速度极快"可靠性和线性基本满

足要求"尤其适合在待检样品数量巨大的情况

下快速初步筛查
726

阳性样品"然后通过

IGA2?78

%

78

对阳性样品进行准确定量"可

显著提高工作效率"提高检测通量&
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其控制去除技术*

,

+

'

环境科学与技术"

#")+

"

!

>

#)

>#?>>'

8Y X0&4/

Q

"

CB(\ X4.%/

Q

' 74:.%:

=

6;4/64/

5-;.%

9

34:&0R560/O;354.:%/;.%&&4/

Q

0/O.5<%?

_4/

Q

<5;3%O6

*

,

+

' B/_4.%/<5/;0& 8:45/:5 m

D5:3/%&%

Q=

"

#")+

"!

>

#)

>#?>>

!

4/234/565

#

'

*

!

+

!

2IHa8DaE(8B( \

"

NE8D(BH,

"

BHIEHC

7

"

5;0&'74:.%:

=

6;4/W4%6

=

/;356464/G&0/R;%?

;3.4U

)

Q

5/56

"

5_%&-;4%/

"

0/O <0/4

9
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