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免疫亲和柱净化⁃超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱法
高灵敏测定尿液和血浆中 ３ 种鹅膏毒肽
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摘要：建立了超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱高灵敏测定尿液和血浆中 α⁃鹅膏毒肽、β⁃鹅膏毒肽和 γ⁃鹅膏毒肽的

方法。 经过免疫亲和柱净化，尿液样品浓缩 ２０ 倍、血浆样品浓缩 １０ 倍，以 Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｂｉｐｈｅｎｙｌ 色谱柱（１００ ｍｍ×２ １
ｍｍ， １ ７ μｍ）作为分析柱，甲醇⁃０ ００５％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液作为流动相进行梯度洗脱分离，电喷雾电离、负离子、多
反应监测模式下检测，外标法定量。 ３ 种鹅膏毒肽的线性范围为 ０ １～２００ ｎｇ ／ ｍＬ，相关系数（ｒ）＞０ ９９９。 尿液和血

浆中 ３ 种鹅膏毒肽的基质效应和提取回收率分别为 ９２％ ～１０８％ 和 ９０％ ～１０３％，变异系数均小于 １３％。 尿液中 ３ 种

鹅膏毒肽的准确度为－９ ４％ ～８ ０％，重复性和中间精度分别为 ３ ０％ ～１４％ 和 ３ ５％ ～ １８％，当取样量为 ２ ００ ｍＬ 时，
方法的检出限均为 ０ ００２ ｎｇ ／ ｍＬ；血浆中 ３ 种鹅膏毒肽的准确度为－１３％ ～８ ０％，重复性和中间精度分别为 ３ ９％ ～
９ ７％ 和 ５ ５％ ～１２％，当取样量为 １ ００ ｍＬ 时，方法的检出限均为 ０ ００４ ｎｇ ／ ｍＬ。 该法操作简单、灵敏、准确，已在中

毒患者摄入野生蘑菇后 １３８ ｈ 的尿液中检出 ０ ００６ ７ ｎｇ ／ ｍＬ α⁃鹅膏毒肽和 ０ ００５ ９ ｎｇ ／ ｍＬ β⁃鹅膏毒肽。 该法已成

功解决中毒患者尿液和血浆中超痕量鹅膏毒肽的检测难题，对于疑似中毒病人的早诊断、早治疗、降低死亡率都具

有非常重要意义，也为今后开展此类毒素毒理作用及机体代谢规律的研究提供了可靠的技术支撑。
关键词：超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱；免疫亲和柱净化；鹅膏毒肽；尿液；血浆
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｃａｓｅｓ ｏｆ ｔｏｘｉｃ ｍｕｓｈｒｏｏｍ ｐｏｉｓｏｎｉｎｇ ｏｃｃｕｒ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｅｖｅｒｙ ｙｅａｒ． Ｉｎ ｐａｒｔｉｃｕ⁃
ｌａｒ， ｍｕｓｈｒｏｏｍｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｍａｎｉｔｉｎｓ ｃａｎ ｃａｕｓｅ ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ ｄａｍａｇｅ， ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅｓ．
Ｔｈｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ ｄａｍａｇｅ ａｒｅ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅｄ ９－７２ ｈ ａｆｔｅｒ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｓｈ⁃
ｒｏｏｍｓ． Ａｔ ｔｈｉｓ ｔｉｍｅ， ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｍａｎｉｔｉｎｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｕｒｉｎｅ ｉｓ ｔｏｏ ｌｏｗ ｔｏ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｅｖｅｎ ｂｙ ｔｈｅ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）， ｔｈｕｓ ｒｅｎｄｅｒｉｎｇ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ． Ｔｏ ｔｈｉｓ
ｅｎｄ， ａ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ α⁃ａｍａｎｉｔｉｎ， β⁃ａｍａｎｉｔｉｎ ａｎｄ γ⁃ａｍａｎｉｔｉｎ
ｉｎ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｂｙ ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ． Ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｃｌｅａｎｅｄ ｕｐ
ｂｙ ｕｓｉｎｇ ａｎ ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｏｌｕｍｎ． Ａ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ２ ００ ｍＬ ｕｒｉｎｅ ｏｒ １ ００ ｍＬ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｗａｓ ｄｉｌｕ⁃
ｔｅｄ ｗｉｔｈ ８ ００ ｍＬ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ＰＢＳ） ａｎｄ ｔｈｅｎ ｌｏａｄｅｄ ｏｎｔｏ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ
ｃｏｌｕｍｎ ａｔ ａ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ ０ ５－１ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ． Ａｆｔｅｒ ｗａｓｈｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｗｉｔｈ １０ ｍＬ ｏｆ ＰＢＳ ａｎｄ １３
ｍＬ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ， ｔｈｅ ｂｏｕｎｄ ａｍａｎｉｔｉｎｓ ｗｅｒｅ ｅｌｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ３ ００ ｍＬ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ⁃ａｃｅｔｏｎｅ
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（１ ∶１， ｖ ／ ｖ） ． Ｔｈｅ ｅｌｕｅｎｔ ｗａｓ ｄｒｉｅｄ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｔ ５５ ℃． Ｔｈｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｗａｓ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ １００ μＬ
ｏｆ １０％ （ｖ ／ ｖ） ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ａｍａｎｉｔｉｎｓ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ｗｅｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ２０ ｔｉｍｅｓ，
ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｗｅｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ １０ ｔｉｍｅｓ． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ
ｏｎ ａ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｂｉｐｈｅｎｙｌ ｃｏｌｕｍｎ （１００ ｍｍ × ２．１ ｍｍ， １ ７ μｍ） ｗｉｔｈ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｍｅｔｈａ⁃
ｎｏｌ ａｎｄ ０ ００５％ （ｖ ／ ｖ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ． Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｍａｎｉｔｉｎｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ （ＭＲＭ） ｍｏｄｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ．
Ｍｅｔｈｏｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｓ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
（ＥＭＥＡ） ． Ｆｏｕｒ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ （ＱＣ） ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｖｅｒｅｄ ｔｈｅ ｃａｌｉ⁃
ｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｒａｎｇｅ， ｖｉｚ．， ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱ）， ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｔｈｅ ＬＯＱ （ ｌｏｗ
ＱＣ）， ｍｅｄｉｕｍ ＱＣ， ａｎｄ ａｔ ８５％ ｏｆ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｒａｎｇｅ （ｈｉｇｈ ＱＣ）， ａｎｄ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｔｅｓｔ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ， ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ， ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ， ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ， ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ． Ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ
ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｍａｎｉｔｉｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０ １－２００ ｎｇ ／ ｍＬ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ） ｗｅｒｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ０ ９９９． Ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｍａｎｉｔｉｎｓ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｗｅｒｅ ９２％－１０８％ ａｎｄ ９０％－１０３％ ， ｒｅｓｐｅｃ⁃
ｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １３％． Ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｍａｎ⁃
ｉｔｉｎｓ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ｗｅｒｅ ｗｉｔｈｉｎ －９ ４％ － ８ ０％． Ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ａｃｃｕｒａｃｉｅｓ ｗｅｒｅ
３ ０％－１４％ ａｎｄ ３ ５％－１８％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ ２ ００ ｍＬ， ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｍａｎｉｔｉｎｓ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ｗｅｒｅ ０ ００２ ｎｇ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｍａｎ⁃
ｉｔｉｎｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｗｅｒｅ ｗｉｔｈｉｎ －１３％ － ８ ０％． Ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ａｃｃｕｒａｃｉｅｓ ｗｅｒｅ
３ ９％－９ ７％ ａｎｄ ５ ５％－１２％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ １ ００ ｍＬ， ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ
ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｍａｎｉｔｉｎｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｗｅｒｅ ０ ００４ ｎｇ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍ⁃
ｐｌｅ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ． Ｄｕｒｉｎｇ ｔｏｘｉｃ ｍｕｓｈｒｏｏｍ ｐｏｉｓｏｎｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ， ０ ００６ ７ ｎｇ ／ ｍＬ ｏｆ α⁃
ａｍａｎｉｔｉｎ ａｎｄ ０ ００５ ９ ｎｇ ／ ｍＬ ｏｆ β⁃ａｍａｎｉｔｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｐｏｉｓｏｎｅｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ １３８ ｈ
ａｆｔｅｒ ｉｎｇｅｓｔｉｎｇ ｐｏｉｓｏｎｏｕｓ ｍｕｓｈｒｏｏｍｓ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｓｏｌｖｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｂｌｅｍ ｏｆ
ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｕｌｔｒａ⁃ｔｒａｃｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｍａｎｉｔｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｏｆ ｐｏｉｓｏｎｅｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ｉｔ ｈａｓ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ， ｅａｒｌｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｐｏｉｓｏｎｉｎｇ ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ
ｆｕｔｕｒｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｏｘｉｎｓ．

引用本文：张秀尧，蔡欣欣，张晓艺，李瑞芬，赵云峰． 免疫亲和柱净化⁃超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱法高灵敏测定尿液和血浆中 ３
种鹅膏毒肽． 色谱，２０２２，４０（５）：４４３－４５１．
ＺＨＡＮＧ Ｘｉｕｙａｏ， ＣＡＩ Ｘｉｎｘｉｎ， ＺＨＡＮＧ Ｘｉａｏｙｉ， ＬＩ Ｒｕｉｆｅｎ， ＺＨＡＯ Ｙｕｎｆｅｎｇ． Ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｍａｎｉｔｉｎｓ
ｉｎ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｂｙ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ
ｃｏｌｕｍｎ ｃｌｅａｎ⁃ｕｐ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（５）：４４３－４５１．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）； ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｏｌｕｍｎ ｃｌｅａｎ⁃ｕｐ； ａｍａｎｉｔｉｎｓ； ｕｒｉｎｅ； ｐｌａｓｍａ

　 　 毒蘑菇又称毒蕈，我国有 ４８０ 多种有毒蘑菇［１］，
每年都有毒蘑菇中毒事件发生，以春夏季最为多见，
常致人死亡。 据报道［２］， ２０２０ 年我国 ２４ 个省份发

生了 ６７６ 起蘑菇中毒事件，共计 １ ７１９ 人中毒，涉及

约 １０２ 种毒蘑菇，造成 ２５ 人死亡，病死率为 １ ４５％，
其中 １７ 例由造成急性肝损害型的含鹅膏毒肽类

（ａｍａｔｏｘｉｎｓ）的毒蘑菇引起。 引起中毒的蘑菇毒素

种类较多，其中鹅膏毒肽类为致死的主要毒素，分布

在鹅膏属（Ａｍａｎｉｔａ）、环柄菇属（Ｌｅｐｉｏｔａ）和盔孢

伞属（Ｇａｌｅｒｉｎａ）等蘑菇中的一类双环八肽。 目前，
研究人员已经分离出 ９ 种鹅膏毒肽，其中 α⁃、β⁃、γ⁃
鹅膏毒肽（α⁃、β⁃、γ⁃ａｍａｎｉｔｉｎ）在毒蘑菇中含量最
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高、毒性最大，是引起肝损害型中毒的主要毒素。 鹅

膏毒肽类人类致死量约为 ０ １ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ），它们

能强烈抑制细胞 ＲＮＡ 聚合酶的活性，从而阻碍蛋白

质的合成，引起多种脏器细胞特别是肝细胞的坏死，
导致中毒者 ６～１６ ｄ 内死亡［３－５］。
　 　 鹅膏毒肽引起的中毒往往要经历潜伏期（８～１２
ｈ）、胃肠炎期（８ ～ ４８ ｈ）、假愈期（４８ ～ ７２ ｈ）和内脏

损害期（７２～９６ ｈ），通常在摄入 ９～７２ ｈ 后才出现中

毒症状［３－７］，对于没有经验的医疗机构往往在病人

摄入毒物数天后才能确诊。 此时鹅膏毒肽已进入

肝、肾等组织，血液和尿液中鹅膏毒肽含量很低，即
便是高灵敏的液相色谱⁃三重四极杆质谱法也无法

检出，我们曾用超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱法

检测了多起毒蘑菇中毒事件中数十份血液和尿液样

品［８］，但均未检出鹅膏毒肽，而在引起中毒的野生

蘑菇和含野生蘑菇的食物样本中检出了高浓度的鹅

膏毒肽和鬼笔毒肽［９，１０］。 Ｊａｅｇｅｒ 等［７］从中毒初期患

者的血浆和尿液中检出 α⁃鹅膏毒肽和 β⁃鹅膏毒肽，
同时发现血浆和尿液中鹅膏毒肽的含量高度依赖于

摄入毒物到采样的时间间隔，摄入鹅膏毒肽后，可分

别在 ２４ ｈ 和 ７２ ｈ 内的血浆和尿液样本中检出鹅膏

毒肽，超过这个时间间隔，样品中鹅膏毒肽含量往往

较低，难以检出。 文献［１１，１２］ 认为检测不出鹅膏毒肽

的原因是检测方法的灵敏度不够。 因此，开发建立

一种检测尿液和血浆中鹅膏毒肽的超高灵敏度的确

证检测方法，可以在中毒发生后更长的时间内检出

鹅膏毒肽，对于疑似中毒病人的诊断、治疗、降低死

亡率都具有非常重要的现实意义。
　 　 目前尿液和血浆中鹅膏毒肽类的检测方法主要

有液相色谱⁃三重四极杆质谱法［１０，１３－１９］ 和液相色谱⁃
高分辨质谱法［２０，２１］ 等，尿液的检出限为 ０ １５ ～ ５
ｎｇ ／ ｍＬ，血浆的检出限为 ０ １ ～ １０ ｎｇ ／ ｍＬ。 最近，徐
小民等［２２］报道了在线固相萃取⁃液相色谱⁃质谱联用

检测尿液中 α⁃鹅膏毒肽的方法，方法检出限达 ０ ０３
ｎｇ ／ ｍＬ，可以在中毒患者食用毒蘑菇 ７２ ｈ，甚至 ９２ ｈ
后的尿液中检出 α⁃鹅膏毒肽，并在 ９ 名急性肝损害

型中毒患者尿液中检出 α⁃鹅膏毒肽，含量分别为

０ １１～５３ １ ｎｇ ／ ｍＬ。
　 　 本研究基于对超高效液相色谱分离条件、质谱

测定条件的优化，提高了方法的灵敏度，特别是对免

疫亲和柱净化条件的优化，达到了尿液和血浆中痕

量毒素高灵敏检测的目的，为鹅膏毒肽类中毒的鉴

别诊断以及确诊提供了可靠的技术支持。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 Ａｃｑｕｉｔｙ Ｉ⁃Ｃｌａｓｓ 超高效液相色谱仪 （美国

Ｗａｔｅｒｓ公司）； ＱＴＲＡＰ ６５００ 三重四极杆 ／线性离子

阱复合质谱仪（美国 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ 公司）； ＭＳ３ 旋涡混

旋器（德国 ＩＫＡ 公司）； Ｏｒｉｏｎ ５⁃ｓｔａｒ 酸度计（美国

Ｏｒｉｏｎ 公司）； ２４ 孔 Ｎ⁃ＥＶＡＰ 氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏ⁃
ｍａｔｉｏｎ 公司）； Ｇｒａｄｉｅｎｔ Ａ１０ Ｍｉｌｌ⁃Ｑ 超纯水器（法
国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）。
　 　 甲醇和乙腈为色谱级（德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；丙酮

和甲酸为色谱级（美国 Ｔｅｄｉａ 公司）；鹅膏毒肽免疫

亲和柱（３ ｍＬ，北京华安麦科生物技术有限公司）。
α⁃鹅膏毒肽、β⁃鹅膏毒肽、γ⁃鹅膏毒肽、羧基二羟鬼

笔毒肽和二羟鬼笔毒肽标准品（纯度均大于 ９０％，
加拿大 Ａｌｅｘｉｓ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ 公司），用甲醇配制成

１００ μｇ ／ ｍＬ 标准储备溶液，保存于－３５ ℃冰箱中。
磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ 缓冲液，ｐＨ ７ ３）：称取 １２ ９０
ｇ 十二水合磷酸氢二钠、２ １８ ｇ 二水合磷酸二氢钠、
８ ５０ ｇ 氯化钠，用 ８００ ｍＬ 水溶解，调节 ｐＨ 至 ７ ３，
用水定容至 １ ０００ ｍＬ。 健康人血浆经浙江省卫生

行政部门审批后由温州市中心血站提供，尿液由健

康志愿者提供。
１．２　 标准溶液和质控样的制备

　 　 吸取各 １００ μＬ ３ 种鹅膏毒肽标准储备溶液

（１００ μｇ ／ ｍＬ），于 １０ ｍＬ 容量瓶中，用 １０％ （ｖ ／ ｖ）甲
醇水溶液定容，先制成 ３ 种鹅膏毒肽混合标准使用

溶液（１ ００ μｇ ／ ｍＬ）。 然后再用 １０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水

溶液稀释成 ３ 种鹅膏毒肽系列标准溶液（０ １、０ ３、
１ ０、５ ０、５０ 和 ２００ ｎｇ ／ ｍＬ）。
　 　 质控样品按欧洲药品管理局（ＥＭＥＡ）等要求制

备［２３，２４］。 每次测定时在空白尿液和血浆中分别加

入 ３ 种鹅膏毒肽，制成定量限（ＬＯＱ）、低（３×ＬＯＱ）、
中（ｍｅｄｉｕｍ ＱＣ） 和高 （为 ８５％ 的测定上限，ｈｉｇｈ
ＱＣ）４ 个水平的质控样品，其中尿液质控样品的水

平分别为 ０ ００５、０ ０１５、０ ２５ 和 ８ ５ ｎｇ ／ ｍＬ，血浆质

控样 品 水 平 分 别 为 ０ ０１、 ０ ０３０、 ０ ５０ 和 １７ ０
ｎｇ ／ ｍＬ。 用于进行准确度、精密度、基质效应、提取

回收率和稳定性等试验。
１．３　 样品前处理

　 　 尿样采集后保存于具塞塑料离心管中，于－２０
℃保存。 全血样品采集于含抗凝剂的采血管中，以
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上层血浆于塑料离心管

·５４４·



色 谱 第 ４０ 卷

中，于－２０ ℃保存。
　 　 吸取 ２ ００ ｍＬ 尿样或 １ ００ ｍＬ 血浆，于 １５ ｍＬ
塑料具塞离心管中，加入 ８ ００ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲溶液，
混匀，以 ０ ５～１ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的流速上样至免疫亲和

柱，再分别用 １０ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲溶液和 １３ ｍＬ 水淋

洗，抽干，用 ３ ００ ｍＬ 甲醇⁃丙酮（１ ∶１， ｖ ／ ｖ）溶液洗

脱，洗脱液于 ５５ ℃水浴中氮气吹干，加入 １００ μＬ
１０％ （ｖ ／ ｖ） 甲醇水溶液溶解残渣，溶解液过 ０ ２２
μｍ 滤膜，滤液转移至微量自动进样瓶中，待测。
１．４　 色谱条件

　 　 分析柱为 Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｂｉｐｈｅｎｙｌ 色谱柱（１００ ｍｍ×
２ １ ｍｍ， １ ７ μｍ ）， 保 护 柱 为 Ｓｅｃｕｒｉｔｙ Ｇｕａｒｄ
ＵＬＴＲＡ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｂｉｐｈｅｎｙｌ（２ １ ｍｍ， １ ７ μｍ） （美
国 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ 公司）；柱温 ４５ ℃；流动相 Ａ：甲醇，
流动相 Ｂ： ０ ００５％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液；流速：０ ３００
ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序：０ ～ ６ ０ ｍｉｎ， ５％ Ａ ～ ５０％
Ａ； ６ ０ ～ ６ １ ｍｉｎ， ５０％ Ａ ～ ９５％ Ａ； ６ １ ～ ８ ０ ｍｉｎ，
９５％ Ａ； ８ ０ ～ ８ １ ｍｉｎ， ９５％ Ａ ～ ５％ Ａ； ８ １ ～ １０ ０
ｍｉｎ， ５％ Ａ。 进样体积：１０ μＬ。
　 　 运行开始时，色谱柱流出液经六通切换阀流至

废液；４ ５０～６ ３０ ｍｉｎ，六通切换阀将柱流出液切换

到质谱。
１．５　 质谱条件

　 　 电喷雾电离源、负离子、多反应监测（ＭＲＭ）模
式检测。 离子化电压（ ＩＳ）： －４ ５００ Ｖ，离子源温度

（ＴＥＭ）： ５００ ℃，气帘气（ＣＵＲ）压力：２０８ ｋＰａ，喷雾

气（ＧＳ１）压力：３１２ ｋＰａ，辅助加热气压力（ＧＳ２）：
４８３ ｋＰａ，碰撞气（ＣＡＤ）： Ｈｉｇｈ。 其他参数见表 １。

表 １　 ３ 种鹅膏毒肽的质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｍａｎｉｔｉｎｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ

ｉｏｎ
（ｍ／ ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｉｏｎ

（ｍ／ ｚ）

Ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ／

Ｖ

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｙ ／

ｅＶ

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／
ｍｉｎ

α⁃Ａｍａｎｉｔｉｎ ９１７．４ ８９９．３∗ －１４０ －３６ ５．０４
２０５．１ －６４

β⁃Ａｍａｎｉｔｉｎ ９１８．４ ９００．３∗ －１４０ －３８ ４．８８
２０５．１ －６６

γ⁃Ａｍａｎｉｔｉｎ ９０１．４ ８８３．３∗ －１４０ －３６ ５．８２
２０５．１ －６４

∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

２　 结果与讨论

２．１　 质谱条件的优化

　 　 文献报道的鹅膏毒肽测定条件多在电喷雾电离

正离子模式下进行［１０，１３－２０］，也少量报道在电喷雾电

离负离子模式下进行［２２］。 利用针泵泵入鹅膏毒肽

的标准溶液，在正负大气压化学电离方式下，３ 种鹅

膏毒肽的响应值都较低。 在电喷雾电离正离子模式

下的质谱可见［Ｍ＋Ｈ］ ＋、［Ｍ＋Ｎａ］ ＋和［Ｍ＋Ｋ］ ＋峰，但
它们的碎片离子不稳定，响应值也不高；而在电喷雾

电离负离子模式下，出现了较强的［Ｍ－Ｈ］ － 峰，以
［Ｍ－Ｈ］ －作为母离子进行碰撞解离，通过子离子扫

描得到目标化合物碎片离子的信息，见图 １，响应值

优于电喷雾电离正离子模式下的响应值。 因此后续

测定在电喷雾负离子方式下进行。
　 　 实验对去簇电压、碰撞能量等参数进行优化，使
得分子离子对的信号达到最高。 每种待测物选择响

应最高的两对分子离子对，以其中响应高的分子离

子对作为定量离子对，另一分子离子对作为定性离

子对。 优化后的质谱条件见 １ ５ 节。

图 １　 ３ 种鹅膏毒肽的子离子扫描质谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ ｓｃａｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ

ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｍａｎｉｔｉｎｓ

２．２　 色谱条件的优化

　 　 鹅膏毒肽类的分离大多在近中性条件下进

·６４４·
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行［１０，１３，１５，１８－２０］，也有在酸性［１４］ 或碱性［２５］ 条件下分

离，大部分选用反相液相色谱柱［１０，１４－２０，２５］，也有选用

亲水液相色谱柱［１３］。 本文首先采用通用性强的

ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱 （ １００ ｍｍ × ２ １
ｍｍ， １ ７ μｍ， Ｗａｔｅｒｓ 公司）进行分离优化，有机相

分别采用甲醇和乙腈，水相分别采用水、２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
乙酸铵水溶液、０ ０５％ 氨水溶液和 ０ ０１％ 甲酸水溶

液。 实验发现，３ 种鹅膏毒肽的质谱响应对流动相

的组成非常敏感，与甲醇⁃水或乙腈⁃水相比较，乙酸

铵对 ３ 种鹅膏毒肽的质谱信号有明显的抑制作用，
而 ０ ０５％ 氨水或 ０ ０１％ 甲酸水溶液对 ３ 种鹅膏毒

肽的质谱信号有明显的增强作用。 尝试了不同体积

分数的氨水（０ ０１％ ～０ ０５％）作为水相，但是无论乙

腈还是甲醇作为有机相时，３ 种鹅膏毒肽的质谱响

应均非常不稳定。 采用甲醇⁃０ ０１％ 甲酸水溶液或

乙腈⁃０ ０１％ 甲酸水溶液作为流动相时，３ 种鹅膏毒

肽的质谱信号稳定，其中以甲醇⁃０ ０１％ 甲酸水溶液

响应值更高，但是 α⁃鹅膏毒肽和 β⁃鹅膏毒肽在 ＢＥＨ
Ｃ１８色谱柱上不能完全分离，而这 ２ 种鹅膏毒肽的母

离子仅相差 １ Ｄａ， α⁃鹅膏毒肽的 Ｍ＋１ 同位素峰在

β⁃鹅膏毒肽的质谱通道中有明显的响应，因此必须

将二者完全分离，否则 α⁃鹅膏毒肽会干扰 β⁃鹅膏毒

肽的测定。
　 　 固定甲醇⁃０ ０１％ 甲酸水溶液为流动相，尝试采

用多种不同类型的色谱柱进行分离。 采用 Ｋｉｎｅｔｅｘ
Ｆ５ 色谱柱（１００ ｍｍ×２ １ ｍｍ， １ ７ μｍ）时，α⁃鹅膏

毒肽和 β⁃鹅膏毒肽完全重叠，而采用颗粒表面带电

荷的 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＣＳＨ Ｃ１８ 色谱柱（１００ ｍｍ ×
２ １ｍｍ， １ ７ μｍ）和 Ｃｏｒｔｅｃｓ Ｃ＋

１８色谱柱（１００ ｍｍ×
２ １ｍｍ， １ ６ μｍ）时，二者能够完全分离，分离效果

好，但质谱的响应值不高；Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｂｉｐｈｅｎｙｌ 色谱柱

（１００ ｍｍ×２ １ｍｍ， １ ７ μｍ）分离效果次之，二者能

达到基本完全分离，并且质谱的响应值较高。 因此

选择 Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｂｉｐｈｅｎｙｌ 色谱柱作为分析用色谱柱。
　 　 实验再对不同体积分数的甲酸进行优化，结果

见图 ２。 ３ 种鹅膏毒肽在甲醇⁃水中质谱响应最低，
在流动相中加入甲酸，３ 种鹅膏毒肽的质谱响应值

随之增加，当甲酸体积分数为 ０ ００２ ５％ ～ ０ ００５％ 时

质谱响应最高且达到平台，此时 α⁃鹅膏毒肽和 β⁃鹅
膏毒肽基本达到基线分离（分离度 Ｒｓ 为 １ ４），考虑

到较大的缓冲容量易于保持保留时间的稳定，因此

选择甲醇⁃０ ００５％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液作为流动相进

行后续试验。 标准溶液中 ３ 种鹅膏毒肽 （ ０ １

图 ２　 流动相中甲酸的体积分数对 ３ 种鹅膏毒肽
响应值的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ
ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｍａｎｉｔｉｎｓ

　

ｎｇ ／ ｍＬ）的色谱图见图 ３。
２．３　 样品前处理条件的优化

　 　 尿液和血浆中鹅膏毒肽的常见样品前处理方法

有反相固相萃取法［１３－１５，２０］、阳离子交换固相萃取

法［１９］、Ｔｕｒｂｏｆｌｏｗ 在线固相萃取法［１８，２６］ 和在线固相

萃取法［２２］，这些方法均属于非特异性净化方法，选
择性不强，去除杂质效果不好，而尿液和血浆基质又

非常复杂，样品中基质成分会影响检测方法的灵敏

度、准确度和精密度。 Ｍａｕｒｅｒ 等［１６］ 提出了免疫亲

和柱净化方法，选择性强、净化效果好，但需要制备

抗原、提取和纯化抗体等烦琐的操作，且 α⁃鹅膏毒

肽和 β⁃鹅膏毒肽的绝对回收率分别仅有 ６１％ ～ ６３％
和 ５７％ ～５８％，方法的灵敏度不高。
　 　 本实验采用商品化免疫亲和柱，上样各 ２５０ ｎｇ
的 α⁃鹅膏毒肽、β⁃鹅膏毒肽、γ⁃鹅膏毒肽、羧基二羟

鬼笔毒肽和二羟鬼笔毒肽，平行测定 ３ 次，测得 α⁃
鹅膏毒肽、β⁃鹅膏毒肽、γ⁃鹅膏毒肽的平均吸附率分

别为 ８３ ６％、８９ ６％ 和 ８６ ４％，羧基二羟鬼笔毒肽和

二羟鬼笔毒肽的平均吸附率均为 ０，说明免疫亲和

柱特异性较强，只保留 ３ 种鹅膏毒肽，而不保留羧基

二羟鬼笔毒肽和二羟鬼笔毒肽。 取 １ ０ μｇ α⁃鹅膏

毒肽上样，平行测定 ４ 次，测得最大柱容量为 ６７０
ｎｇ，柱容量较大。
　 　 尿液和血浆样品经 ＰＢＳ 缓冲溶液（ｐＨ ７ ３）稀
释，确保上样液的 ｐＨ 在 ６～８ 范围内，符合免疫亲和

柱对上样液 ｐＨ 的要求。 样品上样后先用 ＰＢＳ 缓冲

溶液淋洗除去内源性杂质，然后再用水淋洗除去

ＰＢＳ 缓冲溶液中的盐分，避免了磷酸缓冲盐对质谱

的不良影响。 分别采用甲醇、２％ 乙酸甲醇溶液、甲

·７４４·
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图 ３　 标准溶液中 ３ 种鹅膏毒肽（０ １ ｎｇ ／ ｍＬ）的色谱图
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｍａｎｉｔｉｎｓ

（０ １ ｎｇ ／ ｍＬ） ｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

醇⁃丙酮（１ ∶ １， ｖ ／ ｖ）、乙腈、２％ 乙酸乙腈溶液和乙

腈⁃丙酮（１ ∶１， ｖ ／ ｖ）作为洗脱剂进行 ３ 次洗脱，洗脱

体积分别为 ２ ０、１ ０ 和 １ ０ ｍＬ，它们对 ３ 种鹅膏毒

肽的洗脱率见图 ４。 在 ６ 种洗脱剂中甲醇⁃丙酮

（１ ∶１， ｖ ／ ｖ）的洗脱效果最好，采用 ３ ０ ｍＬ 洗脱时，

图 ４　 不同类型的洗脱剂对 ３ 种鹅膏毒肽洗脱率的影响
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｅｌｕｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｌｕｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｍａｎｉｔｉｎｓ
ＨＡｃ： ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ．

３ 种鹅膏毒肽的绝对回收率分别为 ９９ ９％、９３ ９％、
９９ ３％，明显优于文献［１６］ 报道结果。 对 ６ 份来自不

同个体的空白尿液和空白血浆样品进行测定，结果

未显示有任何影响 ３ 种鹅膏毒肽的干扰峰，净化效

果好，方法选择性强。
２．４　 标准曲线和线性范围

　 　 采用 １ ４ 和 １ ５ 节条件对 １ ２ 节配制的标准溶

液进行测定。 以定量离子对的峰面积（Ｙ）对标准溶

液的质量浓度（Ｘ， μｇ ／ Ｌ）进行回归（权重取１ ／ Ｘ）， α⁃
鹅膏毒肽、β⁃鹅膏毒肽和 γ⁃鹅膏毒肽在 ０ １ ～ ２００
ｎｇ ／ ｍＬ 范围内呈良好的线性关系，线性方程分别为 Ｙ
＝５ ２９０×１０４Ｘ＋８ ３５１×１０２、Ｙ ＝ ２ ３３２×１０４Ｘ＋３ ２２８×
１０２ 和 Ｙ＝５ ４５０×１０４Ｘ＋６ ９８８×１０２，相关系数（ｒ）均大

于 ０ ９９９。
２．５　 检出限和定量限

　 　 在空白尿液和空白血浆样品中分别加入系列低

浓度的待测物进行测定，以分子离子对的信噪比≥３
和≥１０ 时的含量分别作为检出限（ＬＯＤ）和定量限

（ＬＯＱ），同时定量限还要满足准确度在标称值的

±２０％ 之内、精度小于 ２０％ 的要求。 当尿液取样量

为 ２ ００ ｍＬ 时，测得 ３ 种鹅膏毒肽检出限和定量限

均为 ０ ００２ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ０ ００５ ｎｇ ／ ｍＬ；当血浆取样量

为 １ ００ ｍＬ 时，测得 ３ 种鹅膏毒肽检出限和定量限

均为 ０ ００４ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ０ ０１ ｎｇ ／ ｍＬ。 方法的灵敏度

比文献［１０，１３－２０］报道值有数十倍的提高。
２．６　 基质效应和提取回收率

　 　 基质效应和提取回收率采用 Ｍａｔｕｓｚｅｗｓｋｉ
等［２７］提出的简易评估方法进行评估，在定量限、低、

·８４４·
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中、高 ４ 种水平下制备了 ３ 组样品。 第 １ 组是以

１０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液为溶剂的纯溶剂标准系列，
平行样 ６ 份；第 ２ 组则是取 ６ 份来自 ６ 个不同个体

的空白尿液或空白血浆样品经样品前处理后，加入

与第 １ 组相同浓度的待测物制成的尿液或血浆的基

质标准系列；第 ３ 组采用与第 ２ 组相同的空白样品，
加入与第 １ 组相同系列浓度的待测成分，样品前处

理后得到的尿液或血浆基质加标系列。 进样分析分

别得到测得每个水平浓度的峰面积（Ａ、Ｂ 和 Ｃ），然
后分别计算每个水平的基质效应和提取回收率及相

应的变异系数，其中：基质效应＝Ｂ ／ Ａ×１００％，提取回

收率＝Ｃ ／ Ｂ×１００％。
　 　 测得尿液和血浆中 ３ 种鹅膏毒肽的平均基质效

应和提取回收率以及相应的变异系数见附表 １（详
见 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ． ｃｏｍ）。 ３ 种鹅膏毒

肽的基质效应和提取回收率分别为 ９２％ ～ １０８％ 和

９０％ ～１０３％，变异系数均小于 １３％，说明来自 ６ 个不

同个体的尿液均无明显的基质效应，提取回收率又

接近 １００％，因此可以采用溶剂标准外标法定量，方
便操作。
２．７　 准确度和精度

　 　 ８ 个连续工作日对定量限、低、中和高等 ４ 种水

平的尿液和血浆质控样品进行测定，每个水平平行

测定 ２ 份，计算平均含量、准确度、重复性（ＲＳＤｒ）和
中间精度（ＲＳＤｔ），其中准确度以标称浓度的偏差来

表示。 以单因素方差解析法（ＡＮＯＶＡ）计算重复性

和中间精度［２４］

　 　 测得的准确度、重复性和中间精度见附表 １，尿
液和血浆中 ３ 种鹅膏毒肽的准确度分别为－９ ４％ ～
８ ０％ 和－１３％ ～ ８ ０％，重复性分别为 ３ ０％ ～ １４％ 和

３ ９％ ～９ ７％，中间精度分别为 ３ ５％ ～ １８％ 和 ５ ５％
～１２％，符合欧洲药品管理局（ＥＭＥＡ）关于方法确认

的要求［２３］。
２．８　 稳定性

　 　 系列溶剂标准溶液储存于聚丙烯自动进样瓶

中，在（１５±５） ℃下至少稳定 １ 个月。 加标水平为

０ ０１５ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ８ ５ ｎｇ ／ ｍＬ 的尿液样品和 ０ ０３０
ｎｇ ／ ｍＬ 和 １７ ０ ｎｇ ／ ｍＬ 的血浆样品处理液在（１５±
５） ℃下在 １ 周内可稳定保存。
　 　 在（１５±５） ℃下保存，尿液中加标水平为 ０ ０１５
ｎｇ ／ ｍＬ 的 α⁃鹅膏毒肽和 γ⁃鹅膏毒肽在 ３ ｄ 内稳定，
β⁃鹅膏毒肽稳定性较差，第 １ 天分解了 １１％，第 ３ 天

分解了 ２７％ （见图 ５ａ）；尿液中加标水平为 ８ ５

ｎｇ ／ ｍＬ 的 γ⁃鹅膏毒肽在 １５ ｄ 内稳定，α⁃鹅膏毒肽和

β⁃鹅膏毒肽则只在 ３ ｄ 内稳定（见图 ５ｂ）。 在 ４ ℃
下保存，尿液中 α⁃鹅膏毒肽和 γ⁃鹅膏毒肽至少在 １５
ｄ 内稳定，而低水平 β⁃鹅膏毒肽在 ３ ｄ 内稳定，高水

平 β⁃鹅膏毒肽在 ６ ｄ 内稳定。 尿液中 ３ 种鹅膏毒肽

于－２０ ℃保存 １ 个月后再测定，没有明显分解；２ 个

月后再测定，α⁃鹅膏毒肽和 γ⁃鹅膏毒肽稳定，而 β⁃
鹅膏毒肽则有分解。

图 ５　 空白加标尿液在（１５±５） ℃和 ４ ℃条件下的稳定性试验
Ｆｉｇ． ５　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｂｌａｎｋ ｓｐｉｋｅｄ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ

ｓｔｏｒｅｄ ａｔ （１５±５） ℃ ａｎｄ ４ ℃
ａ． ０ ０１５ ｎｇ ／ ｍＬ； ｂ． ８ ５ ｎｇ ／ ｍＬ．

　 　 血浆样品中 ３ 种鹅膏毒肽比较稳定，在（１５±５）
℃、４ ℃和－２０ ℃下保存 ３ 个月没有明显的分解，与
文献［１４］报道相一致。 甚至血浆样品在－２０ ℃下冷

冻保存 ７ 个月，α⁃鹅膏毒肽无明显分解。
　 　 经过 ３ 个过夜冷冻（－２０ ℃， ４ ｈ）室温融化过

程后，加标水平为 ０ ０１５ ｎｇ ／ ｍＬ、８ ５ ｎｇ ／ ｍＬ 的尿液

样品和 ０ ０３０ ｎｇ ／ ｍＬ、１７ ０ ｎｇ ／ ｍＬ 的血浆中 ３ 种鹅

膏毒肽没有明显分解。
２．９　 实际应用

　 　 ２０２０ 年 ６ 月 ５ 日浙江省温州市发生一起食用

野生蘑菇的中毒事件，１ 人中毒，患者于 ６ 月 ５ 日中

餐和晚餐食用了野生蘑菇，６ 日就医时出现肝损害

症状。 ６ 月 １１ 日中午采集尿液（晚餐摄入野生蘑菇

·９４４·
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后 １３８ ｈ），按本法进行前处理，测得尿中 α⁃鹅膏毒

肽的含量为 ０ ００６ ７ ｎｇ ／ ｍＬ， β⁃鹅膏毒肽的含量为

０ ００５ ９ ｎｇ ／ ｍＬ， γ⁃鹅膏毒肽未检出。 尿液的 ＭＲＭ
色谱图见图 ６ａ。

图 ６　 实际中毒（ａ）尿液样品和（ｂ）血浆样品的 ＭＲＭ 色谱图
Ｆｉｇ． ６　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ａｃｔｕａｌ ｐｏｉｓｏｎｅｄ （ａ） ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ （ｂ） ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅ

　 　 ２０２１ 年 ３ 月对－２０ ℃冷冻保存 ７ 个月的血浆样

品（采样时间距离摄入野生蘑菇 ２０ ｈ，浙江省疾病

预防控制中心友情赠予）进行测定，样品取 ２００ μＬ，
按本文方法处理后定容至 １００ μＬ，测得 α⁃鹅膏毒肽

的含量为 ０ ２２５ ｎｇ ／ ｍＬ，与浙江省疾病预防控制中

心原测定值 ０ ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 一致，同时还测得 β⁃鹅膏

毒肽的含量为 ０ ２０３ ｎｇ ／ ｍＬ， γ⁃鹅膏毒肽未检出，
其 ＭＲＭ 色谱图见图 ６ｂ。

·０５４·
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张秀尧，等：免疫亲和柱净化⁃超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱法

高灵敏测定尿液和血浆中 ３ 种鹅膏毒肽

３　 结论

　 　 本文建立了高灵敏测定尿液和血浆中 ３ 种鹅膏

毒肽的超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱分析方法。
通过对色谱分离条件、质谱检测条件和样品前处理

方法的优化，方法得到了较高的检测灵敏度；通过对

免疫亲和柱样品净化效果和基质效应的评估，证明

了样品前处理方法的有效性。 方法学验证结果表

明，本法灵敏度高、选择性好、定量准确、精密，已应

用于鹅膏毒肽实际中毒样品的检测，得到满意结果。
本法已成功解决中毒患者尿液和血浆中超痕量鹅膏

毒肽的检测难题，对于疑似中毒病人的早诊断、早治

疗、降低死亡率都具有非常重要的现实意义，也为今

后开展此类毒素的毒理作用及机体代谢规律的研究

提供了可靠的技术支撑。
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