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实验技术与方法
高效液相色谱$串联质谱法测定双壳类水产品麻痹性贝类毒素
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摘)要!目的)采用 -V[NJCZ,Se;$!H_̂柱净化双壳类水产品中的麻痹性贝类毒素"1-1#!建立高效液相色谱$串

联质谱"51/!$%->%-#法检测双壳类水产品中的 1-1!为水产品中的 1-1检测提供方法依据$ 方法)选用色谱柱
"-\$T,/=GI‘N$6*"+@* GGs+&* GG!& !G#!以 + GGZJ>/甲酸铵$&* GGZJ>/甲酸水和 (&f乙腈水"含 + GGZJ>/

甲酸铵$&* GGZJ>/甲酸#为流动相!采用梯度洗脱进行分离$ 样品用 ’f乙酸溶液进行提取!上清液加入氨水后
"[5v8@*#经 -V[NJCZ,Se;$!H_̂柱净化!将洗脱液抽干收集!上机测定$ 多重反应监测"%2%#模式检测$ 结果)

1-1的线性范围为 6@’ j:*&@* !M>aM!检出限为 ’* j7& !M>aM!回收率在 8:@*f j(’@7f之间$ 结论)本方法提取

效果好%基质效应小!适用于双壳类水产品中麻痹性贝类毒素的痕量检测$
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))贝类毒素是海洋毒素中对人类健康影响最大
的一大类毒素的总称"其主要是由水体中产毒藻类
或微生物通过食物链的传递"富集在双壳类’鱼’
虾’蟹等水产中"食用这些水产对人体健康有潜在
的危害风险( 贝类毒素按照中毒症状可分为麻痹
性贝类毒素#[H_HJ]PIC0ENJJDI0E [ZI0ZLILM"1-1$’腹泻
性贝类毒素#‘IH__ENPIC0ENJJDI0E [ZI0ZLILM"9-1$’记忆
缺失性贝类毒素#HGLN0IC0ENJJDI0E [ZI0ZLILM"=-1$’

神经 性 贝 类 毒 素 # LNV_ZPZYIC0ENJJDI0E [ZI0ZLILM"
S-1$"其中 1-1的危害最大’分布范围最广’事故发
生频率最高 )’* ( 食入少量 1-1即可引起神经系统
的疾病"严重时会导致呼吸系统麻痹甚至死亡"由
其引发的死亡事件每年超过 + *** 起"死亡率达到
’&f"且呈逐年上升趋势#未发表$( 目前已分离出
+* 多种 1-1"分为石房蛤毒素#-"#$’新石房蛤毒素
#LNZ$-"#$’膝沟藻毒素#T"#$7 大类( 1-1是一类
神经性毒素"为二代盐"分子量低"白色固体粉末"
极性比较高"不挥发"易溶于水’微溶于甲醇和乙
醇"不溶于非极性溶剂( 在酸性条件下稳定"在碱
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性条件下可发生氧化"导致毒性降低甚至消失( 遇
热稳定"不能被人体中的消化酶所破坏 )+* (

目前国内外检测 1-1的方法主要有生物小鼠
法 )7$8* ’酶联免疫法 )&$?* ’高效液相色谱$串联质谱
#51/!$%->%-$法( 生物小鼠法是针对毒素功能而
不是毒素结构"只能检测毒素的有无和强弱"且由
于小鼠个体差异导致试验重复性差’操作过程繁
琐’结果不可靠 )7* &酶联免疫方法只能根据待测物
结构表位进行测定"而非针对其结构"由于贝类毒
素种类繁多"因此其类似物有干扰作用"导致检测
结果假阳性多和对毒素含量测定不准确&51/!$
%->%- 法由于其检测限低’稳定性好’抗干扰能力
强"定性定量结果准确等特点"已逐步应用到贝类
毒素检测领域 ):$’** (

目前检测水产品中 1-1的液相色谱$质谱联用
法中仍存在样品提取回收率较低’基质抑制效应
大’同分异构体之间难以单独定性定量等问题"本
试验针对以上存在的问题"通过优化样品前处理方
法和仪器条件"采用高效液相色谱$串联质谱技术建
立一套灵敏度好’准确可靠的双壳类水产品中 1-1

的检测方法(

’)材料与方法
’@’)材料
’@’@’)样品来源

样品采自深圳市罗湖区某水产市场"包括扇
贝’贻贝’牡蛎’带子’花甲’沙白’生蚝’马刀贝’青
蛤 ( 种双壳类水产"共 ’’’ 份样品"于 g+* h下保
存于冰箱(
’@’@+)主要仪器与试剂

?8’*."_I[JNdVH‘ 高效液相色谱$质谱联用仪
)配备 ’+** 高效液相色谱仪和电喷雾离子源
#,-;$"美国 =MIJNLP*’"-\$T,/=GI‘N$6* 色谱柱
#+@* GGs+&* GG"& !G"日本 "3-35$’,LbI$!H_̂
-1,小柱#+&* GM>7 GJ"美国 -V[NJCZ$’高速低温离
心机’T9#$+:’ 型全自动固相萃取仪 #法国吉尔
森$(

超纯水#美国 %IJJI[Z_Nd$"乙腈’甲醇’甲酸’甲
酸铵均为色谱纯"冰乙酸’氨水均为分析纯"1-1标
准品%-"##!=-%7&&&8$*6$*?$’脱氨甲酰基石房蛤
毒素 #!=-% &6(’’$*8$(" ‘C-"#$’ LNZ$-"##!=-%
?8+(?$+*$8$’脱氨甲酰基新石房蛤毒素 #!=-%
?6?67$&6$("‘CLNZ$-"#$’膝沟藻毒素 ’#!=-%?*:86$
7($+"T"#’ $’ 膝 沟 藻 毒 素 + #!=-% ?*&*6$6($?"
T"#+$’膝沟藻毒素 7#!=-%?*&7:$?&$:"T"#7$’膝
沟藻毒素 8 #!=-%?8+(?$+?$*"T"#8$’V$磺酰氨甲

酰基类毒素 & #!=-%?8+(?$+&$("T"#&$’脱氨甲酰
基膝沟藻毒素 + #!=-%6?((?$6:$8"‘CT"#+$’脱氨
甲酰基膝沟藻毒素 7 #!=-%6:*76$&7$:"‘CT"#7$"
纯度均 k((@*f"均购自加拿大 !2%0(
’@+)方法
’@+@’)标准溶液的配制

标准储备液%由于购买的 1-1标准品均为液体
且仅有 *@& GJ"且浓度低"用超纯水按一定比例进行
稀释"浓度范围为 ’@* j8@& !M>GJ"* j8 h保存(

标准工作使用液%将样品空白基质与标准储备
液按一定比例进行稀释"得到浓度范围在 ’@* j
:*&@* LM>GJ的标准工作使用液(
’@+@+)样品前处理

用超纯水冲洗净样品上的泥沙"用纸巾吸干表
面的水分"称取 & M#精确到 *@**’ M$样品于 &* GJ

试管中"加入 & GJ的 ’f乙酸水"均质"沸水加热
& GIL"流水冷却至室温" 8 h 8 &** _>GIL 离心
’* GIL"取上清 ’ GJ"加入 & !J氨水"混匀"取 &** !J
上 清 液 过 -V[NJCZ,Se;$!H_̂ 萃 取 柱( -V[NJCZ
,Se;$!H_̂萃取柱依次用 + GJ乙腈’+ GJ+*f乙腈
水#含 *@’f乙酸$’+ GJ*@’f氨水活化"用 :** !J

超纯水淋洗"抽干"用 ’ GJ:&f乙腈水#含 *@+&f甲
酸$洗脱"过 *@++ !G滤膜"上机测定(
’@+@7)仪器条件

质谱%正电喷雾离子源 #,-;w$’干燥气温度
7&* h’干燥气流量 ’*@* />GIL’雾化压力 76 [0I
#+?+ a1H$"毛细管电压 8 *** e"多重反应监测
#%2%$模式"母离子’子离子’碎片电压#Fe$’碰撞
能量#!,$参数见表 ’(

表 ’)1-1的 %2%参数

"ĤJN’)%2% [H_HGNPN_0ZD1-1

毒素名称 极性
母离子
>#?2T$

子离子
>#?2T$

Fe>e !,>e

-"# 正离子 7**@’ +6+@*>+*8@’( ’7* ’& >+&
‘C-"# 正离子 +&:@’ +++@*>’+&@6( ’+* +* >+*
LNZ$-"# 正离子 7’?@+ +(6@’( >++*@* ’7* ’& >+&
‘CLNZ$-"# 正离子 +:7@’ ’6*@+>’+?@*( ’+* +* >+*
T"#’ 正离子 8’+@+ 77+@+( >7’8@+ ’’* ’& >’&
T"#+ 正离子 7(?@+ 7’?@7( >+(6@+ ’+* & >’&
T"#7 正离子 7(?@+ 7’?@7>+(6@+( ’+* & >’&
T"#8 正离子 8’+@+ 77+@+>7’8@+( ’’* ’* >’&
T"#& 正离子 76*@’ 7**@+( >+6+@+ ’** ’* >+*
‘CT"#+ 正离子 7&7@+ +:+@:( >+&&@+ ’’* ’* >’&
‘CT"#7 正离子 7&7@+ +:+@:>+&&@+( ’’* ’* >’&

注%(为定量离子

))色谱%色谱柱为 "-\$T,/=GI‘N$6*#+@* GGs
+&* GG"& !G$( 流动相%=为 + GGZJ>/甲酸铵$
&* GGZJ>/甲酸水".为 (&f乙腈水 #含 + GGZJ>/
甲酸铵$&* GGZJ>/甲酸$"流动相流速 *@8 GJ>GIL’
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柱温 8* h’进样量 +* !J"梯度洗脱程序见表 +(

表 +)梯度洗脱程序
"ĤJN+)T_H‘INLPNJVPIZL [_ZM_HG

时间>GIL 流动相 =>f 流动相 .>f 流速>#GJ>GIL$
*@** +* 6* *@8
+@** +* 6* *@8
?@** ?* 8* *@8
6@** ?* 8* *@8
6@*’ +* 6* *@8
’7@** +* 6* *@8

+)结果与分析
+@’)前处理方法的优化

由于 1-1易溶于弱酸性溶液"在碱性环境中易
发生氧化降解"故提取溶液选用乙酸溶液"通过比
较不同浓度#*@’f’*@&f’’f’+f$的乙酸溶液对
加标样品的提取效果发现%以 -"#为例说明"乙酸
浓度从 *@’f上升至 ’f的过程中"提取回收率从
7*f增加至 :*f左右"+f乙酸溶液虽与 ’f乙酸溶
液提取回收率相当"但样品提取液中的杂质增多"
不利于消除基质效应和色谱分离"其余 ’* 种1-1的
提取效果趋势相同"因此采用 ’f的乙酸溶液作为
提取液( 通过比较 5/.和 -V[NJCZ,Se;$!H_̂固相
萃取柱的提取效果"发现加标样品中的 1-1经 5/.
柱净化后无出峰且基质效应很大" 这与 T.>"
&**(@+’7!+*’?,食品安全国家标准 贝类中麻痹性
贝类毒素的测定- )’’*方法中的试验结果似有相悖"
可能是由于不同品牌的质谱离子源的抗干扰能力
不同所致&采用 -V[NJCZ,Se;$!H_̂柱经过 1-1加标
样品后各个毒素都有出峰"该净化柱可有效吸附目
标化合物并去除盐分"降低液相色谱$质谱分析时基
质的抑制效应( 为了降低基质的抑制效应"同时满
足检出限的要求且防止上样量过载"适当减少样品
上柱体积"控制在 *@& GJ左右&针对 1-1中 ‘CLNZ$
-"#通过 -V[NJCZ,Se;$!H_̂柱净化回收率较低的
情况"过柱前样品提取液中加入适量的氨水进行中
和#[5v8@* 左右$"‘CLNZ$-"#的回收率由 7*f提
高至 &*f左右"而对其余 ’* 种 1-1的回收率影响
不大"可能是因为 ‘CLNZ$-"#在弱酸环境中更容易
被净化柱所保留&在洗脱液中添加甲酸可明显提高
1-1在质谱上的响应值"且能优化峰型(
+@+)色谱条件优化

1-1是强极性化合物"在弱极性 !’6色谱柱上
没有保留"难以进行分离检测"而且在 ’’ 种 1-1
化合物中 T"#’ 和 T"#8’T"#+ 和 T"#7’‘CT"#+
和 ‘CT"#7 之间互为同分异构体"它们的质谱特征
碎片几乎一致"如果在色谱上其基线不能分离"将
无法单独准确定量( 本试验选用亲水性色谱柱并

比较了 %N_CaXIC$5IJIC# ’&* GGs+@’ GG"& !G$
和 "-\$T,/=GI‘N$6* # +@* GGs+&* GG"& !G$

两款色谱柱"结果 1-1在 "-\$T,/=GI‘N$6* 色谱
柱上分离效果较好"且 7 组同分异构体的基线基
本能够分离"能够单独进行定性定量( 流动相中
加入适当的甲酸铵能够改善峰型"加入甲酸可以
提高 1-1在质谱上的离子化效率从而提高检测的
灵敏度(
+@7)定性和定量结果

’’ 种 1-1化合物在 ,-;w电离形成)%w5* w"

经过能量碰撞形成特征碎片"选取两组离子对"其
中信号响应较强的子离子作为定量离子"信号响应
相对较弱的子离子作为辅助定性离子"1-1混合标
准溶液总离子 #";!$ 色谱图及各毒素定量离子
%2%色谱图见图 ’(
+@8)方法特异性

取牡蛎样品按 ’@+@+ 方法处理后"空白样品与
空白基质加标样品进行分析"结果空白牡蛎基质中
在 1-1出峰位置上无目标化合物母离子出峰 #图
+$"说明空白基质无干扰"方法特异性较好(
+@&)方法的线性方程’检出限和定量限结果

用牡蛎空白基质将 1-1标准储备液进行稀释"
得到浓度范围为 6@’ j:*&@* !M>aM的标准工作溶
液( 以各个毒素的浓度为横坐标 #B$"峰面积为纵
坐标#D$进行线性回归( 以 1-1在空白牡蛎基质中
响应值的 7 倍信噪比 对应的浓度作为检出限
#/39$"以 ’* 倍信噪比对应的浓度作为定量限
#/3d$( 牡蛎中 1-1在 6@’ j:*&@* !M>aM范围内
呈良好的线性关系"线性相关系数 :k*@((&"部分
毒素的检出限和定量限低于T.&**(@+’7!+*’? )’’*

中的值"能够满足双壳类水产中 1-1的痕量检测要
求"见表 7(
+@?)方法的回收率结果

在空白牡蛎中添加适量的 1-1混合标准溶液"
配制成含 1-1高’低 + 个浓度的质控样品各 ? 份"按
照 ’@+@+ 处理后进行分析( 以当日工作曲线计算各
样品中 1-1的含量"计算 ? 份加标样品的相对标准
偏差#@FW$"作为批内精密度( 同法重复测定 ? 次"

计算 @FW值"作为批间精密度"结果见表 8(
+@:)实际样品检测

本课题组从深圳市罗湖区某水产市场中抽采
共 ’’’ 份双壳类水产样品"其中扇贝 +& 份’贻贝
7& 份’牡蛎 78 份’生蚝 6 份’带子 8 份’青蛤 + 份"花
甲’沙白’马刀贝各 ’ 份( 采用本方法进行了 1-1检
测"其中 T"#+ 有 ’+ 份检出"检出样品主要为贻贝
和扇贝&T"#& 有 8 份检出"检出样品为 + 份贻贝
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图 ’)1-1总离子和 ’’ 种 1-1%2%色谱图
FIMV_N’)1-1";!HL‘ %2%CE_ZGHPZM_HGZD’’ [H_HJ]PIC0ENJJDI0E [ZI0ZLILM0

注%=为空白牡蛎样品&.为空白牡蛎加标样品&!为 1-1混合标准溶液
图 +)%2%质谱结果

FIMV_N+)2N0VJP0ZD%2%CE_ZGHPZM_HG



高效液相色谱$串联质谱法测定双壳类水产品麻痹性贝类毒素!!!岳亚军"等 !&:&)) !

表 7)1-1在牡蛎中的线性范围’检出限’定量限
"ĤJN7)/ILNH__HLMN" /39" /3dZD1-1IL Z]0PN_

毒素 线性方程 : 线性范围>#!M>aM$ /392#!M>aM$ /3d>#!M>aM$
-"# Dv::&@87’:Bw7 6&+@7’+6 *@((& 8 ’+@7 j’+7@* 7& ’**
LNZ$-"# Dv7*?@&:’&Bw7 *+&@’6?* *@((6 7 ’*@7 j+*?@* +* ?*
‘C-"# Dv&76@7?&&Bg8 +&7@6+(7 *@((: 8 ’*@? j’*?@& 7& ’**
‘CLNZ$-"# Dv’*:@6:*6Bw?8@8*8? *@((( ? ’*@’ j+*+@* +* ?*
T"#’ Dv’’@?:&?Bg&&@:*88 *@((( : +8@6 j8(?@* ’& &*
T"#+ Dv6@?+&6Bg+8?@:8’( *@((( + 8&@+ j8&+@* ’& &*
T"#7 Dv+66@’688Bg’ *7+@7*67 *@((( 8 6@? j’:+@* ’* 7&
T"#8 Dv+76@&8((Bg8+*@’(&& *@((( ? 6@’ j’?+@* ’* 7&
T"#& Dv’??@&?’8Bw:*?@8+7’ *@((( ’ ’*@& j+’*@* 7& ’**
‘CT"#+ Dv&@:+(7Bw86@(**: *@((( + 7&@+ j:*&@* 7* ’**
‘CT"#7 Dv7’:@(?*’Bw7?’@&6*’ *@((( & ’*@7 j+*?@* ’* 7&

表 8)牡蛎中 1-1的回收率和精密度#" v?$

"ĤJN8)2NCZbN_]HL‘ @FWZD1-1IL Z]0PN_

毒素
添加浓度
>#!M>aM$

回收率>f @FW>f

批间 批内 批间 批内
毒素

添加浓度
>#!M>aM$

回收率>f @FW>f

批间 批内 批间 批内

-"#

LNZ-"#

‘C-"#

‘CLNZ-"#

T"#’

T"#+

+8@: :*@* :+@8 &@6 7@&
8(@8 ?&@& ?6@+ 8@: +@6
8’@7 86@* 8(@& ?@’ 8@’
6+@: &’@* &’@? &@& +@’
8+@6 &*@* &’@8 :@’ 8@:
6&@? 8:@* 8:@6 ?@? 7@*
+*@7 8(@& &*@: :@: &@+
8*@? &’@* &+@7 ?@’ 7@7
8(@: :7@8 :+@8 &@( 8@8
((@8 ?8@6 ?&@? ?@: &@8
(*@7 6(@? (*@6 :@6 &@(
’6*@? (*@& (’@7 ?@+ 8@+

T"#7

T"#8

T"#&

‘CT"#+

‘CT"#7

78@7 8(@* &*@6 :@? ?@’
?6@? &*@? &’@: ?@8 &@7
’?@+ &’@& &+@( 6@’ ?@(
7+@8 &+@* &7@8 :@* 8@(
8+@7 &*@8 &’@6 &@? 7@6
68@& 86@+ 8(@: ?@: 7@:
:*@& ?&@* ?&@6 &@6 8@?
’8’@’ ?7@’ ?+@( &@’ 7@?
+*@: ?*@? ?’@6 6@: ?@’
8’@8 &6@( &(@7 ?@? 8@:

和 + 份扇贝&T"#’ 和 ‘CT"#+ 均有 ’ 份检出"检出 样品为扇贝和生蚝"具体检测结果见表 &(

表 &)部分双壳类水产中 1-1检测结果#!M>aM$

"ĤJN&)2N0VJP0ZD1-1‘NPN_GILHPIZL IL 0ZGNIL ^IbHJbN0HQVHPIC[_Z‘VCP0
样品 -"# LNZ$-"# ‘C-"# ‘CLNZ$-"# T"#’ T"#+ T"#7 T"#8 T"#& ‘CT"#+ ‘CT"#7

贻贝 *’ S9 S9 S9 S9 S9 ’:?@* S9 S9 S9 S9 S9

贻贝 *+ S9 S9 S9 S9 S9 6’@& S9 S9 S9 S9 S9

贻贝 *7 S9 S9 S9 S9 S9 &+@: S9 S9 S9 S9 S9

贻贝 *8 S9 S9 S9 S9 S9 ++8@* S9 S9 S9 S9 S9

贻贝 *& S9 S9 S9 S9 S9 +(’@* S9 S9 S9 S9 S9

贻贝 *? S9 S9 S9 S9 S9 8??@* S9 S9 +’@8 S9 S9

贻贝 *: S9 S9 S9 S9 S9 &6?@* S9 S9 ++@6 S9 S9

贻贝 *6 S9 S9 S9 S9 S9 6:@? S9 S9 S9 S9 S9

扇贝 *’ S9 S9 S9 S9 S9 +76@* S9 S9 S9 S9 S9

扇贝 *+ S9 S9 S9 S9 S9 76*@* S9 S9 6(@? S9 S9

扇贝 *7 S9 S9 S9 S9 S9 78’@* S9 S9 S9 S9 S9

扇贝 *8 S9 S9 S9 S9 :(@8 S9 S9 S9 S9 S9 S9

扇贝 *& S9 S9 S9 S9 S9 S9 S9 S9 8*@’ S9 S9

青蛤 S9 S9 S9 S9 S9 ’8*@* S9 S9 S9 S9 S9

生蚝 S9 S9 S9 S9 S9 S9 S9 S9 S9 7’: S9

注%S9为未检出

7)小结
本试验采用 -V[NJCZ,Se;$!H_̂石墨碳黑柱固

相萃取技术对样品中 1-1进行净化提取"建立了双
壳类水产中 1-1的 51/!$%->%- 检测方法"该方法
样品前处理基质效应较小’灵敏度高"能够对 1-1

中各个毒素单独定性定量"为水产中 1-1的食品风
险监测提供可靠的技术依据( 实际样品检测提示
双壳类水产中存在 1-1的污染状况"其中 T"#+ 含
量较多"希望有关监管部门加强监测"以保障消费
者的饮食健康(
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实验技术与方法
转基因鲑鱼 =QV=‘bHLPHMN品系特异性实时荧光聚合酶链式

反应检测方法的建立

刘二龙’!卢丽+!吕英姿’!蒋湘’!李立霞’!李嘉琪’!杜雅萍’!郑高彬’
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摘)要!目的)实现转基因鲑鱼 =QV=‘bHLPHMN的标识管理!建立其品系特异性实时荧光聚合酶链式反应"1!2#检测

方法$ 方法)针对转基因鲑鱼的品系特异性序列设计引物和R/A%HL 探针!建立转基因鲑鱼实时荧光1!2检测方法!

并对该方法的特异性%灵敏度和重复性进行检测$ 结果)建立的转基因鲑鱼实时荧光 1!2方法特异性强!在 ?** ***

j?* 拷贝范围内呈良好的线性关系!其线性回归方程为 Dvg7@+’(8Bw8*@6*&!@+ v*@((:!检测限为?* 拷贝!检测重

复性良好$ 结论)建立的品系特异性实时荧光 1!2方法可应用于转基因鲑鱼 =QV=‘bHLPHMN的鉴定$
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