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实验技术与方法
固相萃取7液相色谱7串联质谱法测定贝类中的脂溶性贝类毒素

陈剑刚#!朱炳辉!!梁素丹#!张瑰#!吴西梅!
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摘’要!目的’建立了测定贝类中大田软海绵酸%>6&$鳍藻毒素%TX@# $TX@! &$紫贻贝毒素%=X@&$原多甲藻酸

贝毒素%6G6# &$螺环内酯毒素%4*@# &% 种脂溶性贝类毒素的固相萃取7高效液相色谱7串联质谱方法# 方法’匀浆

贝类组织!用 3".甲醇提取!4SQMSMXd7@固相萃取小柱净化!"-(.氨水甲醇溶液洗脱!离心超滤管离心纯化# 采用
@XKQQM" d4 +#3柱%#/" YYf!-# YY!(/ !Y&分离!以含 %-& YYEV0F氨水的 )".乙腈7水溶液为流动相进行梯度洗

脱!选择多反应监测模式检测!正$负离子切换扫描!基质标准校正外标法定量# 结果’% 种脂溶性贝类毒素的定量

限为 "-! q#-" !C0[C!在相应浓度范围内线性良好!相关系数均 2"-))/’低$中$高 ( 个添加水平的平均加标回收率

在 &3-3. q##%.之间’相对标准偏差%CDE&为 (-3. q#$-/.# 应用建立的方法对多份贝类样品进行分析!均未

检出目标组分# 结论’方法选择性$灵敏性和准确度高!适用于贝类产品中脂溶性贝类毒素的确证及定量分析#
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’’贝类毒素$U<KVV;AU< SEPAB%是由海洋中的有毒藻
类通过食物链传递给藻食性的鱼’贝类等生物"并

在其体内蓄积形成的有毒生物活性物质 (#) "人进食
了含藻源毒素的贝类便会引起中毒* 贝类毒素的
结构和理化性质存在很大差异"根据溶解性可分为
脂溶性贝类毒素和水溶性贝类毒素"尤以前者毒性
更大* 脂溶性贝类毒素主要包括大田软海绵酸
$>6%及其衍生物鳍藻毒素 $TX@%’紫贻贝毒素
$=X@%’原多甲藻酸贝毒素 $6G6%’螺环内酯毒素
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$4*@%等常见藻毒素"这些脂溶性毒素"可通过食物
链在贝类体内蓄积"给消费者的健康带来潜在威
胁"受到国际社会的关注 (!) *

脂溶性贝类毒素的检测方法主要采用生物测
定法 (() ’高效液相色谱法 $H*F+% ($7/)及液相色谱7

串联质谱法 $F+7d40d4% (/73) * 生物测定法只能测
定毒性大小"无法确定毒素的具体成分及其含量"
测定干扰因素也多* H*F+法需要经过柱前或柱后
衍生以提高灵敏度"前处理步骤复杂"定性准确度
也较差* F+7d40d4 法灵敏度高’可同时进行确证
及定量"已成为贝类产品中海洋生物毒素检测的首
选分析方法* 目前商品化的贝类毒素标准品稀少
昂贵"至今尚无对应的同位素标记物作为内标物"
国内文献报道的 F+7d40d4 方法均采用空白基质
液直接加标的外标法定量 ()7##) "添加的标准物未能
与样品同步进行提取’净化* 尽管国内一些研究前
处理采用了固相萃取 $ 4*_%净化"然而 F+7d40d4
技术本身对样品基质效应十分敏感"往往影响结果
的准确性"导致部分目标组分的回收率偏低#同时
经 4*_后"仍然有极少的共流出组分对目标物的离
子化效率产生抑制* 本文采用 3".甲醇提取样品"
4SQMSMXd7@为 4*_小柱"洗脱液经 ( """ dj离心超
滤管离心再次纯化"以空白基质加标’同步前处理
的方式绘制定量工作曲线"建立了 F+7d40d4 测定
贝类产品中 >6’TX@!’=X@’TX@#’6G6#’ 4*@# 等
% 种脂溶性贝类毒素的确证及定量方法* 经 4*_与
超滤离心管离心等前净化步骤"能最大程度地减少
基质效应#采用空白基质加标工作曲线定量"有效
地补偿了基质直接加标外标法因基质干扰造成的
目标物损失"提高了结果的准确度* 本研究的方法
定性定量准确"重现性好"灵敏度高"% 种脂溶性贝
类毒素的定量限均在 #-" !C0[C以下"能满足实验
室检测的技术要求*

#’材料与方法
#-#’主要仪器与试剂

6VVAMB:K!%)/ 高效液相色谱仪’"-/ YV( """ dj
离心超滤管均购自美国 jMSKQU"jMSKQUpIMSSQE*QKYAKQ
@_三重四级杆质谱仪$英国 dA:QEYMUU%"4SQMSMXd7@固
相萃取柱 $( YV" %" YC#美国 Z<KBEYKBP%"6CAVKBS
eM:IIYdMBA;EVJ #! 孔固相萃取小柱装置 $美国
6CAVKBS%"氮吹仪"低温高速离心机"超声波仪*

贝类毒素标准品& >6$ #(-& !C0YV%’ TX@!
$&-3& !C0YV%’=X@$/-/ !C0YV%’TX@# $#/-# !C0
YV%’6G6#$#-!$ !C0YV%’4*@#$&-"$ !C0YV%均购自
加拿大海洋生物科学研究所#乙腈’甲醇均为色谱

纯"乙酸铵$优级纯%"氨水$分析纯%"纯水由实验室
的 dAVVA7p净化系统制备*
#-!’方法
#-!-#’样品前处理

称取 # C匀浆后的贝类组织样品于 #/ YV聚丙
烯离心管中"加入 $-" YV3".甲醇提取"旋涡振荡
! YAB"超声提取 / YAB"$ h 3 """ Q0YAB 离心/ YAB"
分离出上清液"重复上述操作一次"合并上清液*
$" h吹氮浓缩至近 # YV"加入 # Y# 水涡旋混匀"待
净化*

依次用 ! YV甲醇’! YV(".甲醇水溶液活化
4SQMSMXd7@小柱"全量加入上样液"再用 # YV(".甲
醇水溶液淋洗"最后用 $-" YV"-(.氨水甲醇溶液
$!i!"AFA%分两次洗脱* 洗脱液于 $" h用氮气吹
干"准确加入 #-" YV甲醇"漩涡 # YAB"装入( """
dj离心超滤管中"$ h #( """ Q0YAB 离心#" YAB"
过 "-!! !Y*eTb滤膜后上机测定*
#-!-!’标准溶液的制备

贝类毒素单标储备液$"-(# q#-/# !C0YV%&准确
吸取适量 >6’TX@!’=X@’TX@#’6G6# 及 4*@#"用甲
醇稀释并定容至 #" YV"分别配成 >6$#-(& !C0YV%’
TX@! $ "-&3 !C0YV%’ =X@$ "-// !C0YYV%’ TX@#
$ #-/# !C0YV%’ 6G6# $ "-(# !C0YV% 及 4*@#
$"-&" !C0YV%单标储备液" l#3 h避光保存#贝类
毒素混合标准中间溶液$(# q#/# !C0F%&准确吸取
贝类毒素单标储备液 $ "-(# q#-/# !C0YV% 各
"-#" YV"用甲醇稀释并定容至 #" YV"配成浓度范围
在 (# q#/# !C0F的混合标准中间液*
#-!-(’仪器条件

色谱条件&采用 jMSKQU@XKQQM" d4 +#3质谱柱
$#/" YYf!-# YY"(-/ !Y%"流动相 6为乙腈7水
$)"i#""AFA#含 %-& YYEV0F氨水%"流动相 a为水
$含 %-& YYEV0F氨水 %"流速 "-!" YV0YAB"柱温
$" h"进样量 #" !V"流动相梯度洗脱程序见表 #*

表 #’梯度洗脱程序

XM̂VK#’cQMJAKBSKVISAEB ZQECQMY;EQH*F+
时间0YAB 流动相 60. 流动相 a0.

" !/ &/
/-" )/ /
#!-" )/ /
#!-# !/ &/
!!-" !/ &/

’’质谱条件&正离子电喷雾$_4L5%模式"毛细管
电压 (-/ [e"负离子电喷雾 _4Ll模式"毛细管电压
(-" [e"萃取电压 (-" e"射频透镜电压 "-$ e"离子
源温度 #!" h"去溶剂气温度 (/" h"去溶剂气流量
%"" F0<"锥孔气流量 /" F0<"碰撞室压力 $6Q%
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(-)) f#" l$ *M"采用多反应监测模式$d,d%检测"
_4L5采集时间为 /-" q3-" YAB"_4Ll采集时间为
3-" q#!-" YAB"具体质谱分析参数见表 !*

表 !’% 种脂溶性贝类毒素质谱分析参数

XM̂VK! d,dMBMVDSA:MVZMQMYKSKQU;EQUAPYMQABKVAZEZ<AVA:SEPABU

化合物
保留时间
0YAB

母离子
0$:FG%

子离子
0$:FG%

锥孔电
压0e

碰撞能
量0Ke

离子模式

>6

TX@!

=X@

TX@#

6G6#

4*@#

%-$# 3"(-&

%-%3 3"(-&

%-3& /&"-/

&-3# 3#&-3

3-%" 3$!-%

##-($ %)!-%

!//-$# &" $3 _4Ll

##(-$ &" // _4Ll

!//-$# &" $& _4Ll

##(-/ &" /3 _4Ll

()%-$# $/ ($ _4Ll

$%&-/ $/ (! _4Ll

!//-/# %) $3 _4Ll

/%(-% %) $$ _4Ll

3!$-%# $& (" _4L5

%/$-$ $& // _4L5

%&$-%# /" (" _4L5

#%$-$ /" (" _4L5

注&#为定量离子

#-!-$’空白基质加标的工作曲线绘制
称取一组阴性的扇贝组织空白基质样品各 # C"

向其中分别添加贝类毒素混合标准中间溶液 #!-/’
!/-"’#""-"’!""-"’$""-" 及 %""-" !V"配制不同浓
度系列的工作曲线浓度* 以下操作分别按 #-!-# 和
#-!-( 进行提取净化前处理并依次上机测定"以待
测物的峰面积为纵坐标"对应空白基质中的标准液
质量浓度为横坐标"绘制工作曲线*

!’结果与分析
!-#’色谱条件优化

分别比较了 @XKQQM" +#3’6SVMBSAU" J7+#3反相
色谱柱对目标物质的色谱分离效果* 结果表明"在
适宜的流动相体系下" % 种脂溶性贝类毒素在
@XKQQM" +#3柱$#/" YYf!-# YY"(-/ !Y%均获得
了理想的分离效果* 对于 6SVMBSAU" J7+#3 柱"除
=X@组分未能流出外"其余 / 个组分也可良好分
离* 因流动相组成影响出峰的保留时间’峰形及离
子化效率"考察了常用的流动相乙腈7水$两相均含
甲酸7甲酸铵缓冲溶液% (##7#!)对脂溶性贝类毒素分
离的效果* 试验发现"虽然流动相中加入一定浓度
的甲酸7甲酸铵缓冲溶液"可改善峰形"提高离子化
效率"但甲酸铵浓度在 ! q#" YYEV0F’甲酸浓度在
! q/" YYEV0F时"无论乙腈7水之间的比例如何调
节"两个 _4L5模式检测组分 6G6#’4*@# 的保留时

间总是落在 >6’TX@!’=X@’TX@# 等 _4L
l模式检测

的同一保留时间区间内"不利于 d,d正’负离子切
换扫描* 考虑这 % 种贝类毒素中有 $ 种组分采用
_4Ll模式检测"为改善不同模式检测的保留行为"

增加分离度"通过在 )".乙腈7水流动相中添加不
同浓度的氨水"考察其对色谱分离的影响* 结果表
明当两相中氨水浓度为 %-& YYEV0F时"流动相
)".乙腈7水的比例达到 )/i/时"% 个目标组分彼此
分离良好"不仅可实现正负离子切换扫描"_4Ll模
式检测的质谱信号明显增强"且 _4L5模式检测信号
不受影响"并对流动相梯度洗脱条件进行了优化
$表 #%* 图 # 为空白扇贝样中添加 % 种贝类毒素的
总离子流图 $XL+% 及其 特征 离子 质量 色 谱图
$d,d%*
!-!’质谱条件的优化

>6’TX@!’=X@’TX@# $ 种贝类毒素为多环聚醚

化合物"宜采用 _4Ll电离模式分析#6G6# 是一类聚
醚氨基酸" 4*@# 分子中含有 &"%7螺环亚胺机构"

6G6#’4*@# 宜选用 _4L
5离子化模式灵敏度较高* 采

用流动注射泵方式"以 #" !V0YAB 分别将 >6’TX@!’
=X@’TX@#’ 6G6#’ 4*@# 贝 类 毒 素 单 标 储 备 液
$"-(# q#-/# !C0YV%注入离子源中* 在负离子模式
下对 >6’TX@!’=X@’TX@# 进行一级质谱母离子扫
描"确定 >6’TX@!’=X@’TX@# 的分子离子峰 (d7

H) l:FG分别为 3"(-&’3"(-&’/&"-/ 和 3#&-3#在正离
子模式下对 6G6#’4*@# 进行一级质谱扫描"确定
6G6#’4*@# 的(d5H) 5 :FG分别为 3$!-%’%)!-%*
然后分别以各自的母离子"用子离子扫描方式进行二
级质谱扫描分析"找出丰度相对较强的两个特征碎片
离子"以母离子和子离子组成监测离子对"在多反应
监测$d,d%模式下对目标物进行定性定量分析* 选
择丰度最强’无干扰的监测离子对 :FG3"(-&0!//-$’
:FG3"(-&0!//-$’:FG/&"-/0()%-$’:FG3#&-30!//-/’
:FG3$!-%03!$-% 和 :FG%)!-%0%&$-% 分别用于 >6’
TX@!’=X@’TX@#’6G6#’4*@# 的定量"其他离子对则用
于辅助定性* 图 !为 % 种贝类毒素的 _4L质谱图* 另
对毛细管电压’锥孔电压’射频透镜电压’碰撞能量’碰
撞气压’离子源温度’去溶剂气温度及流量等质谱参数
进行优化"优化后的质谱参数见 #-!-(质谱条件*
!-(’提取和净化条件的选择

脂溶性贝类毒素测定的常用提取剂有甲醇’丙
酮’3".甲醇 ()7#") "本试验分别选用这 ( 种提取溶剂
进行比较* 结果发现"甲醇’丙酮对各目标组分的
提取效率虽能达到 &".以上"但提取液中杂质较
多"不利于随后的净化"且干扰目标物离子碎片丰
度#以 3".甲醇为提取剂经过二次提取"% 种贝类毒
素的提取效率均在 &". q#!"."且提取液中杂质
减少* 因此"本试验以 3".甲醇为提取剂*

贝类样品中含有丰富的蛋白质’脂肪等杂质"
选用 3".甲醇提取"还有少量杂质同时被提取出



固相萃取7液相色谱7串联质谱法测定贝类中的脂溶性贝类毒素!!!陈剑刚"等 !%!&’’ !

’’’’

注&6为 _4L5的 XL+及其 d,d#a为 _4Ll的 XL+及其 d,d

图 #’空白扇贝加标样品的 XL+及其 d,d色谱图
bACIQK#’XL+MBJ d,d:<QEYMSECQMYUE;M^VMB[ U<KVV;AU< UZA[KJ NAS< YAPKJ USMBJMQJU

图 !’% 种脂溶性贝类毒素质谱图
bACIQK!’dMUUUZK:SQMUE;UAPYMQABKVAZEZ<AVA:SEPABU

来"需对提取液做净化处理* 通过参阅相关文献方
法 (##7#!) "考察了 +#3’d6@’EMUAUHFa和 4SQMSMXd7@
不同 4*_小柱对目标物的富集净化效果* 在空白

样品的粗提取液中添加贝类毒素混合标准中间溶
液$(# q#/# !C0F%/" !V"混匀后分别注入预先活化
过的这 $ 种固相萃取小柱"分别用适宜的洗脱剂洗
脱后上机测定* 平均回收效率见表 (* 试验结果表
明"各毒素过 4SQMSMXd7@柱"经 "-(.氨水甲醇溶液
洗脱后取得了理想的净化效果"% 种贝类毒素的平
均回收率为 3%-%. q)3-&.*#+#3’HFa两柱对
TX@# 组分的回收率均 1%"."结果偏低#d6@柱对
>6’TX@!’=X@’TX@#’6G6# 的回收也较为理想"但
4*@# 的回收率稍低 $ %&-(.%* 因此本试验选择

4SQMSMXd7@为净化小柱* 由于贝类样品基质复杂"即
使经过 4*_后"也很难保证样品完全净化"将 4*_
后的洗脱液再经离心超滤管高速离心进一步纯化"
将样品基质效应降至最低* 本研究通过试验表明"
提取液经 4*_再离心超滤管离心后的基质 XL+图
$采集时间 " q!! YAB%比仅过 4*_柱净化的基质
XL+图效果理想"本方法 T4*目标组分的信号采集
时间段集中在 / q#! YAB"尽管在此时间段内两种净
化方法的基质效应差别不大"但在 #% q!" YAB 内"
仅过 4*_净化的 XL+图背景噪声水平明显增强"构
成对质谱仪器的潜在污染* 因此"本文采用 4*_与
离心超滤管离心相结合的净化技术"既保证了较高
的回收率"又明显降低了基质效应的干扰*
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表 (’% 种贝类毒素在 $ 种固相萃取柱的回收率$.%

XM̂VK(’,K:ERKQAKUE;SEPABUEB ;EIQ4*_:EVIYBU
化合物 +#3柱 d6@柱 4SQMSMXd7@柱 HFa柱
>6 &%-/ 33-" )"-! 3/-%
TX@! %"-" )$-" )!-$ %/-/
=X@ 3#-) 3(-3 )3-& 3)-#
TX@# $!-/ 3/-" 3%-% /%-"
6G6# &$-$ &3-% )#-/ #"#-(
4*@# &%-! %&-( 3)-3 3!-%

!-$’方法的线性与检出限
按 #-!-$ 部分配制一系列工作曲线浓度"经提

取’净化后"在本研究的色谱和质谱条件下进行测
定">6’TX@!’=X@’TX@#’6G6#’4*@# 在各自适宜
的浓度范围内线性系数良好"相关系数均 2"-))/*
方法检出限$HBE%以 ( 倍信噪比来估算"目标组分
的检出限为 "-"% q"-(( !C0[C#以 #" 倍信噪比来计
算方法定量限 $ HBI%"% 种贝类毒素的定量限为
"-! q#-" !C0[C* 方法线性与检出限见表 $*

表 $’方法线性与检出限

XM̂VK$’FABKMQKgIMSAEB MBJ VAYASE;JK:SAEB

化合物 线性方程
相关
系数

检出限
0$!C0[C%

定量限
0$!C0[C%

线性范围
0$!C0[C%

>6 -k#%!-)(&J5!&-##) "-))) " "-(( #-" #-&# q3!-#
TX@! -k#")-/!/J5#%-"3!! "-))) & "-!% "-3 "-)3 q$%-3
=X@ -k$!)-#(Jl#%$-3## "-))& ) "-"% "-! "-%) q((-"
TX@# -k&&-($(J5"-$&&3!! "-))3 3 "-(( #-" #-3) q)"-$
6G6# -k/")3-#!Jl#(33-$( "-))/ " "-#" "-( "-() q#3-%
4*@# -k$"""-&(Jl$$"$-&( "-))& 3 "-"3 "-( "-33 q$!-"

!-/’方法的回收率和精密度
在 # C空白扇贝组织中"分别添加贝类毒素混

合标准中间溶液$(# q#/# !C0F%#!-/’/"-"’#"" !V
低’中’高 ( 个水平的加标浓度"按 #-!-#’#-!-( 部
分进行样品前处理及测定"每个加标水平平行测定
% 次"考察方法的回收率和精密度* % 种贝类毒素的
空白基质加标回收率分为 &3-3. q##%.#变异系
数在 (-3. q#$-/.* 方法的回收率与精密度满足
中毒应急检测的要求"试验结果见表 /* 采用
4SQMSMXd7@柱净化’离心超滤管高速离心"本文获得
的平均回收率结果优于文献 ( ) ) 中 &!-!. q
#"#-).水平"也优于文献(##7#!)中报导的平均回
收率水平*
!-%’实际样品测定

采用建立的方法"对市售的 3 份贝类样品进行
脂溶性贝类毒素测定"% 种脂溶性贝类毒素均未
检出*

(’小结
本研究建立了固相萃取7液相色谱7串联质谱法

测定贝类产品中 >6’TX@!’=X@’TX@#’6G6#’4*@#

’’’’表 /’方法的回收率及精密度测定结果$? k%%

XM̂VK/’,KUIVSUE;QK:ERKQAKUMBJ ZQK:AUAEBU

化合物
加标水平
0$!C0F%

平均测定值
0$!C0[C%

回收率
0.

变异系数
0.

>6

TX@!

=X@

TX@#

6G6#

4*@#

#-&# #-%" )(-& &-/
%-3$ %-#" 3)-! $-3
#(-&" #(-)" #"#-! %-!
"-)3 "-&) &)-( #$-/
(-)" (-// )#-" %-%
&-3" %-3/ 3&-3 $-"
"-%) "-3" ##%-" )-&
!-&% !-%/ )%-" (-3
/-/" /-/( #""-/ /-(
#-3) #-$) &3-3 #"-"
&-/% %-// 3%-% %-3
#/-#" #(-%" 3)-) &-$
"-() "-$" #"!-% 3-&
#-/% #-() 3)-$ %-"
(-#" (-"$ )3-# $-3
"-33 "-3% )&-& #!-$
(-/" (-#" 33-/ &-#
&-"" %-)3 ))-& /-)

% 种脂溶性贝类毒素的分析方法* 通过对仪器色谱
和质谱条件各项参数的调谐"在优化的试验条件
下"经 @XKQQM" +#3质谱柱分离"选择多反应监测
$d,d%模式"正’负离子切换扫描"空白基质加标同
步前处理校正"外标法定量分析* 该法采用 4*_与
离心超滤管离心相结合"能最大程度地消除基质干
扰#采用空白基质加标工作曲线定量"能有效地补
偿基质直接加标外标法所带来的目标物非线性损
失* 通过以上措施"很好地消除了共流出组分对离
子化效率的抑制"提高了定量的灵敏度和准确度*
方法的回收率和重现性等方法学指标均能满足痕
量贝类毒素的检测要求#同时本法采用高效分离’
双离子监控模式"可准确地甄别样品中的目标组
分"适用于贝类产品中 % 种脂溶性贝类毒素的确证
及定量分析*
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实验技术与方法
程序控温石墨消解0微波灰化7氢化物发生7原子荧光光谱法

测定食用海藻中总砷

张妮娜!刘丽萍!陈绍占
!北京市疾病预防控制中心"北京’#"""#(#

收稿日期!!"#/7"(7("

作者简介!张妮娜’女’主管检验师’研究方向为元素的光谱和质谱分析’_7YMAV(]BBYU‘UABM9:EY

通讯作者!刘丽萍’女’主任技师’研究方向为光谱和质谱分析’_7YMAV(VAIVZ‘^8:J:9EQC

摘’要!目的’建立采用程序控温石墨消解0微波灰化7氢化物发生7原子荧光光谱法分析测定食用海藻中总砷的
方法# 方法’样品加入 / YVHW>( !#)" h程序控温石墨预消解 (" YAB’加入灰化辅助剂硝酸镁!//" h微波灰化

/ YAB!用 H+V溶解灰分!采用氢化物发生7原子荧光光谱法 %Hc76b4&测定总砷含量# 结果’方法检出限为

"-$! !C0F!CDE1/-".!加标回收率为 )%. q#").# 测定程序控温石墨消解0微波灰化后消解液中砷形态!确认

食用海藻中 )).以上的有机砷均消解为无机砷# 本方法测定了海带%caj"3/#&&和紫菜%caj#""!(&标准物质!

分析结果均在标准值范围内# 结论’本方法重现性好$结果准确可靠!适用于食用海藻中总砷的测定#
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