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实验技术与方法
超高效液相色谱!串联质谱法测定双壳贝类中 D 种腹泻性贝类毒素

卢嘉丽%!’!郑仁锦%!管秋美’!黄宏南%!’!林守二%!杨艳%

!%K福建省疾病预防控制中心 福建省人兽共患病研究重点实验室"福建 福州$#7&&&%$
’K福建医科大学药学院"福建 福州$#7&&&>#

摘$要!目的$建立超高效液相色谱!串联质谱"Uc=a!‘_<‘_#检测方法!测定双壳贝类样品中 D 种腹泻性贝类毒

素"h_c#% 方法$样品经 %&&E甲醇提取过滤后!经 3ajU\gOUc=a12Sa%6 "’@% 99o%&& 99!%@F !9#色谱柱分

离!乙腈!&@&%E氨水为流动相!流速为 &@’ 9;<9.0!柱温为 #& m!采用电喷雾电离和正负离子分段扫描!在多反应

监测"‘I‘#模式下测定游离态的毒素"原多甲藻酸 %$原多甲藻酸 ’$原多甲藻酸 #$大环内酯类扇贝毒素 ’$软海绵

酸$鳍藻毒素 %$鳍藻毒素 ’$虾夷扇贝毒素和类虾夷扇贝毒素#% 当软海绵酸$鳍藻毒素 % 或鳍藻毒素 ’ 任一种或

多种毒素呈阳性时!须采用碱水解将酯化的软海绵酸$鳍藻毒素 % 和鳍藻毒素 ’ 转化为游离态形式后!用 Uc=a!

‘_<‘_ 测定其水解态毒素含量!外标法定量% 结果$D 种 h_c在 # 个添加水平的平均回收率为 67@DE AD7@#E!

相对标准偏差"718#为 ’@F"E A>@%6E!检出限"=Xh#为 >@> AD@D !B<CB!定量限"=Xj#为 %>@F A##@& !B<CB%

结论$该方法操作简便$灵敏度高!适用于 h_c的日常检测%

关键词!超高效液相色谱!串联质谱法& 双壳贝类& 腹泻性贝类毒素& 食品污染物& 食品安全& 检测方法

中图分类号!I%77$$文献标识码!3$$文章编号!%&&>!6>7"#’&%F$&"!&"D&!&7
!"#%%&@%#7D&<JK/JLMK’&%F@&"@&%%

收稿日期!’&%F!&6!’6

基金项目!福建省自然科学基金资助项目"’&%7[&%’D"#

作者简介!卢嘉丽$女$硕士生$研究方向为食品分析$2!9*.;’;+J.*;.&"%’Q%"#K/:9

通信作者!郑仁锦$男$主管技师$研究方向为食品分析$2!9*.;’e-J,?’&&6Q%"#K/:9

!$+$0).*1+.’*’,*.*$5.100-$+.28-$&&,.8-(’.8’*.*/8.*9.%1&%$)’&&482896 4&+01 ($0,’0)1*2$
&.34.52-0’)1+’/01(-67)188T)1888($2+0’)$+06

=U[.*!;.%"’" WS25YI)0!J.0%" YU35j.+!9).’" SU35YS:0B!0*0%"’"
=\5_M:+!)-%" O35YO*0%

#%@N+J.*0 c-:,.0/.*;])Z=*(:-*4:-Z:LW::0:?.?I)?)*-/M" N+J.*0 a)04)-L:-h.?)*?)
c-),)04.:0 *0^ a:04-:;" N+J.*0 N+eM:+ #7&&&%" aM.0*& ’@a:;;)B):LcM*-9*/Z" N+J.*0

‘)̂./*;U0.,)-?.4Z" N+J.*0 N+eM:+ #7&&&>" aM.0*$

;98+012+% "9<$2+.2$$ h)4)-9.0*4.:0 9)4M:̂ :L0.0) ^.*--M)*?M);;L.?M b:.?:0?(Z +;4-* b)-L:-9*0/);.R+.̂

/M-:9*4:B-*bMZ!9*??<9*???b)/4-:9)4-Z#Uc=a!‘_<‘_$ .0 (.,*;,)9:;;+?/?d*?)?4*(;.?M)̂K=$+-’58$gM)?*9b;)?

d)-))P4-*/4)̂ (Z9)4M*0:;*0^ ?)b*-*4)̂ :0 *-),)-?)̂ bM*?)3ajU\gOUc=a12Sa%6 #’@% 99o%&& 99" %@F !9$
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$$腹泻性贝类毒素#^.*--M)4./?M);;L.?M b:.?:0.0B?"
h_c$是以大田软海绵酸及其衍生物为代表’摄食后
可产生以腹泻为主要特征的存在于贝类体内的海
洋生物毒性物质的总称 (%) * O3_U‘XgX等 (’)首先
从紫贻贝的肝胰腺中分离出腹泻性贝类毒素"因被
人食用后产生以腹泻为特征的中毒效应而得名* 腹
泻性贝类毒素是一类脂溶性物质"其化学结构是聚醚
或大环内酯化合物"不易溶于水"热稳定性极高"通常
的加热处理不易破坏* 其主要分为软海绵酸#:C*̂*./
*/.̂"X3$’鳍藻毒素#^.0:bMZ?.?4:P.0?"hgT$’蛤毒素
#b)/4)0:4:P.0?"cgT$’原多甲藻酸#*e*?b.-*/.̂?"3W3$

和虾夷扇贝毒素#Z)??:4:P.0?"OgT$*
目前腹泻性贝类毒素的检测方法主要有小鼠生

物检测法(#!>) ’酶联免疫#2=\_3$法(7) ’高效液相色谱
#Sc=a$及其联用技术("!%&) * 小鼠生物检测法是美国
公职分析化学家协会#3X3a$采用海洋生物毒素的检
测方法"也是许多国家普遍采用的方法"但其灵敏度
低"不具有特异性"不能确定样品中毒素成分和结构&
2=\_3法具有特异性强’简便’快速的优点"但是其难
以对样品进行准确定量&Sc=a法由于大部分毒素不具
有荧光特异性"所以必须进行衍生化才能检测"且其操
作较为繁琐"液相色谱!质谱联用法由于分析速度快’

灵敏度高’选择性好’检测限低’可提供待测物的结构
信息等成为理想的贝类毒素分析方法"几乎可以分析
所有的贝类毒素* 本试验建立了同时检测 D 种腹泻性
贝类毒素的超高效液相色谱!串联质谱#Uc=a!‘_<‘_$

法"并将建立的方法运用到 ’&%" 年福建省市售 D’ 份双
壳贝类样品的检测分析* 该方法简便’灵敏度高’专属
性强"可用于腹泻性贝类毒素的日常检测*

%$材料与方法
%@%$主要仪器与试剂

V*4)-?3ajU\gOUc=a超高效液相色谱’_)b!
c*C& a%6 固相萃取柱#7&& 9B<" 9;$均购自美国
V*4)-?"3c\7&&& 三重四极杆串联质谱系统 #美国
_a\2T$’高速离心机*

腹泻性贝类毒素标准物质%X3#%>@# !B<9;"a3_
8F6%%%!%F!6$’hgT%#%7@% !B<9;"a3_86%F’&!%&!F$’
hgT’ # F@6 !B<9;" a3_ 8%#DD##!>"!# $’ OgT
#7@" !B<9;"a3_8%%’7%>!7>!’$’类虾夷扇贝毒素
#MOgT"7@6 !B<9;"a3_8%D"#&D!D>!%$’大环内酯类扇
贝毒素 ’ #cgT’!(" >@> !B<9;"a3_ 8DF7">!D%!7 $’
3W3% # %@#& !B<9;" a3_ 8’%>6DD!’%!7 $’ 3W3’
#%@’’ !B<9;"a3_8’"7DD"!D’!F$’3W3##%@&> !B<9;"
a3_8’"7DD"!D#!6$均购自加拿大海洋生物科学研究
所* 乙腈’甲醇均为色谱纯"甲酸’甲酸铵均为分

析纯*
%@’$方法
%@’@%$标准溶液的配制

混合标准中间液的配制%分别将 D 种标准溶液
用空白基质液配制成混合标准中间液"使 X3’
hgT%’ hgT’’ OgT’ MOgT’ cgT’!(’ 3W3%’ 3W3’’
3W3# 的浓度分别为 &@&"’&@&"’&@&>’&@&D’&@&D’
&@&&"’&@&&%’&@&&#’&@&&% !B<9;* l’& m以下避
光保存*

基质标准系列工作液的配制%准确吸取混合标
准工作液 7&’%&&’#&&’7&&’F&& !;"用空白基质液定
容到 % 9;"得到基质标准系列工作液" l’& m以下
避光保存*
%@’@’$样品预处理

游离态毒素提取%准确称取#’ p&@&%$B贝类样
品于 %7 9;离心管中"加入 D 9;%&&E甲醇"涡旋混
匀 # 9.0"D &&& -<9.0 离心 %& 9.0"取上清液至 7& 9;
离心管中"重复一次上述操作&合并上清液用甲醇
定容至 ’& 9;"涡旋混匀"过 &@’’ !9微孔滤膜"供
Uc=a!‘_<‘_ 分析*

水解态毒素#X3类毒素总量$提取%当检出 X3’
hgT% 和 hgT’ 中任一种或多种毒素时"须采用碱水
解将酯化的 X3’hgT% 和 hgT’ 转化为游离态的 X3’
hgT% 以及 hgT’ 测定其总量* 取 % 9;游离态毒素
提取液于 %7 9;离心管中"加入 %’7 !;’@7 9:;<=氢
氧化钠溶液"涡旋混匀"于 F" m恒温反应 >& 9.0"迅
速冷却至室温后"加入 %’7 !;’@7 9:;<=盐酸和
’@7 9;水"涡旋混匀"D &&& -<9.0 离心 7 9.0"待净化*
%@’@#$净化

将游离态毒素提取液加入已活化的 _)b!c*C&
a%6 固相萃取柱#7&& 9B<" 9;"依次用 " 9;甲醇和
" 9;水活化$"待提取液流干后"用 ’ 9;’&E甲醇水
淋洗除杂"最后用 ’ 9;&@’E氨水甲醇溶液洗脱"收
集洗脱液"涡旋混匀"过 &@’’ !9微孔滤膜"供
Uc=a!‘_<‘_ 分析*
%@’@>$仪器条件

色谱%色谱柱%V*4)-?3ajU\gOUc=a12Sa%6
#’@% 99o%&& 99"%@F !9$"流动相3为 &@&%E氨
水"1为乙腈* 流速 &@’ 9;<9.0&进样量 %& !;&柱温
#& m&梯度洗脱程序%& A’ 9.0 6&E AF&E3"’ A
" 9.0 F&E A%&E3"" AF 9.0 %&E3"F A6@7 9.0
%&E A6&E3"6@7 A%& 9.0 6&E3*

质谱% 离 子 源 为 2_\" 气 帘 气 压 力 #aUI$
’@&F (*-"雾化气 #Y_% $ #@>7 (*-"辅助气 #Y_’ $
#@>7 (*-"出口电压 #aTc$ ’7 k"离子源喷雾电压
#\_$> 7&& k"离子源温度#g2‘$"7& m"D 种腹泻性
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贝类毒素的质谱参数如表 %*

表 %$D 种腹泻性贝类毒素的质谱参数
g*(;)%$c*-*9)4)-?:LUc=a!‘_<‘_ L:-̂ )4)-9.0*4.:0

:L0.0)C.0^?:Lh_c

分析物 2_\模式
母离子
<#+"0$

子离子
"#+"0$

去簇电
压<k

碰撞能
量<)k

X3 (‘!S) l 6&#@7 ’77@%# <7"#@# l’&& l"7<l"&
hgT% (‘!S) l 6%F@" ’77# <%%#@% l’&& l"7<l67
hgT’ (‘!S) l 6&#@7 ’77# <%7%@’ l’&& l"7<lF7
OgT (‘!S) l 7F&@F >"F@F# <#D"@" l##& l>%<l>>
MOgT (‘!S) l % %77@7 % &F7@7# <6"D@7 l%#" l"7<lD7
cgT’!( (‘fS) f 6F"@" 6’#@># <’%#@’ %F& #><7>
3W3% (‘fS) f 6>’@6 6’>@7# <6&"@F %D& >’<7’
3W3’ (‘fS) f 67"@D 6#6@D# <6’% ’&& >’<7>
3W3# (‘fS) f 6’6@F 6%&@># <FD’@> ’%& #D<7%

注%#为定量离子

’$结果与分析
’@%$质谱条件的优化

采用多重反应监测#‘I‘$模式"对 D 种腹泻性
贝类毒素标准溶液进行一级离子扫描"发现 3W3%’

3W3’’3W3# 和 cgT’!( 在(‘fS) f离子模式下质
谱信号强"因此本试验对这 > 个组分选择(‘fS) f

离子"而 X3’hgT%’hgT’’OgT和 MOgT在(‘!S) l

离子强度较(‘fS) f离子强度强"因此本试验对这
7 个组分选择(‘!S) l离子"在获得分子离子峰后"
进行二级质谱扫描"并进行 ‘I‘"优化去簇电压
#hc$’碰撞能量#a2$等质谱参数"从而获得 %@’@>
中的质谱条件*
’@’$色谱条件的优化

选取 3ajU\gOUc=a12Sa%6色谱柱有利于亲
脂性贝类毒素的保留"考察乙腈!&@%E甲酸和乙腈!
&@&%E氨水体系作为流动相对 D 种腹泻性贝类毒素
的色谱分离效果"试验结果表明"在两种流动相体
系下 3W3%’ 3W3’’ 3W3#’ cgT’!(’ X3’ hgT% 和
hgT’ 的峰形及灵敏度基本相同"而 OgT和 MOgT
仅在乙腈!&@&%E氨水体系下出峰良好’灵敏度较高
且保留时间稳定"因此本试验选取乙腈!&@&%E氨水
体系作为流动相* 其 ‘I‘色谱图见图 %*

图 %$D 种腹泻性贝类毒素标准溶液的 ‘I‘色谱图
N.B+-)%$‘I‘/M-:9*4:B-*9?:L0.0)C.0^?:Lh_c?4*0^*-̂ ?:;+4.:0
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’@#$X3及 hgT?含量的测定
如图 ’"由于 X3及 hgT?类海洋生物毒素结

构中的 I# ’I> 位置易酯化"主要酯化产物有 %&
种"其在贝类体内既有游离态又有结合态存在"所

以只检测其游离态 X3和 hgT?的含量是不准确
的"本试验采用碱水解的方式将其酯化的 X3和
hgT?转化为游离态的 X3’hgT% 和 hgT’"测定其
总 X3类毒素*

图 ’$X3’hgT?及其酯化物的化学结构通式
N.B+-)’$aM)9./*;?4-+/4+-):L0.0)C.0^?:LX3" hgT?*0^ 4M).-)?4)-/:9b:+0^?

’@>$线性范围及检出限#=Xh$
选取空白贝类样品作为空白基质"配制 D 种腹

泻性贝类毒素的基质标准曲线"以定量离子峰面积
为纵坐标"浓度为横坐标进行线性回归"试验结果
表明"D 种腹泻性贝类毒素线性关系均良好"以 # 倍
信噪比#1"2!#$确定 D 种腹泻性贝类毒素的 =Xh
为 >@> AD@D !B<CB"以 %& 倍信噪比#1<2!%&$确定
D 种腹泻性贝类毒素的定量限 #=Xj$ 为 %>@F A
##@& !B<CB* 结果见表 ’*

表 ’$D种腹泻性贝类毒素的线性范围’回归方程’=Xh和 =Xj

g*(;)’$=.0)*--*0B)" -)B-)??.:0 )R+*4.:0?" =Xh?*0^

=Xj?:L0.0)C.0^?:Lh_c

分析物
线性范围
<#!B<=$

回归方程
相关
系数9

=Xh
<#!B<CB$

=Xj
<#!B<CB$

X3 # A"& En%>&&=l’%#& &@DDD 7 "@" ’’@&

hgT% # A"& En%’7&=f%%#& &@DDD 6 "@" ’’@&

hgT’ ’ A>& En%’7&=lFF@D &@DDD D >@> %>@F

OgT >@7 AD& En%%F&=l#%&& &@DD" 7 D@D ##@&

MOgT >@7 AD& En6>"=l%#&& &@DD7 > D@D ##@&

cgT’!( &@# A" En6%7&&=l#’"&&& &@DD# # 6@’ ’F@#

3W3% &@&7 A% En%&’&&&=l%#D&&& &@DD6 6 "@F ’’@#

3W3’ &@%7 A# EnF"%&&=lF"F&& &@DD6 F "@F ’’@#

3W3# &@&7 A% EnDD’&&=l##’&&& &@DD’ 6 "@F ’’@#

’@7$加标回收率及精密度
分别对双壳贝类空白样品进行低’中’高 # 个不

同浓度水平的加标试验"按 %@’@’ 样品预处理"每个
水平平行测定 " 次"计算回收率与相对标准偏差
#718$* 测得回收率为 67@DE AD7@#E"718为
’@F"E A>@%6E"结果见表 #*
’@"$实际样品测定

应用本试验所建立的检测方法检测福建省
D’ 份双壳贝类样品"共有 F 份阳性样品"其中 % 份
样品检出3W3’#其含量为 %6@6 !B<CB$’7 份样品检
出 hgT% 和 X3#其中游离态 hgT% 含量为 7"@F A
%&# !B<CB&游离态 X3含量为 #6@’ A7%@" !B<CB$’
另外 %份样品只检出hgT%#其含量为 F&@7 !B<CB$"贝
类样品经过水解后"X3和 hgT% 的含量都有明

$$$表 #$贝类样品中 D 种 h_c在不同水平加标回收率和

718#( n""E$

g*(;)#$I)/:,)-.)?*0^ -);*4.,)?4*0^*-̂ ^),.*4.:0?:L0.0)

C.0^?:Lh_c.0 ?b.C)̂ ?M);;L.?M ?*9b;)

分析物
低浓度加标 中浓度加标 高浓度加标

回收率 718 回收率 718 回收率 718
X3 D#@F #@"F D’@" ’@F" D>@’ #@DF
hgT% 66@# #@#’ D&@7 #@’> D7@# #@76
hgT’ D%@% #@76 6F@# #@6F D’@F >@%’
OgT 67@D >@%7 66@F #@&7 6D@> #@67
MOgT 6"@7 #@7’ 6D@" #@DF D%@’ #@67
cgT’!( D’@" >@%6 D>@# #@67 D7@% #@%"
3W3% 6D@D #@F" D’@> #@6# D%@F ’@D6
3W3’ D’@6 #@"# D%@" #@7D 6D@7 #@6’
3W3# 6D@# #@66 6D@D >@&" D%@" #@>"

显的增加 #其中水解态 hgT% 含量为 %&%@# A
%"F@F !B<CB&水解态 X3含量为 "6@F AD"@6 !B<CB$"
说明贝类样品中含有 X3和 hgT% 毒素的酯化物形
态"这些化合物均来自贝类的新陈代谢过程 (%%) *

#$小结
本试验通过优化质谱和色谱条件"建立了超高

效液相色谱!串联质谱法检测分析双壳贝类样品中
D 种腹泻性贝类毒素#3W3%"3W3’"3W3#"cgT’!("
X3"hgT%"hgT’"OgT和 MOgT$的定量’定性方法*
试验结果表明"D 种毒素在一定的浓度范围内具有
良好的线性关系"该方法可操作性强’灵敏度高"方
法的回收率’精密度等均能满足双壳贝类产品中腹
泻性贝类毒素日常检测分析的需要*
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实验技术与方法
兽药残留八联检测盘在调查肉类兽药残留中的应用
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摘$要!目的$比对国标方法!评估自主研制兽药残留八联检测盘结果的可靠性!为新产品的应用提供依据% 方

法$随机采取北京市大兴区市场上销售的猪$牛$羊的肌肉样品!应用兽药残留八联检测盘测定是否含有兽药残

留!对检测出的阳性样品再用其相应的国标方法进行复检% 结果$共检测了 %F" 份样品!有 ’% 份样品中含有兽药

残留!检出率为 %%@DE% 其中 %% 份样品含禁用药物克伦特罗$沙丁胺醇$氯霉素$培氟沙星和诺氟沙星!剩余 %& 份

样品中的恩诺沙星和磺胺类药物在残留限量范围内% 结论$市场上的肉类中仍有部分兽药残留%

关键词!肉类& 兽药残留& 八联检测盘& 胶体金免疫层析& 应用& 可靠性& 比较
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