
２０２１ 年 ３ 月 Ｖｏｌ．３９ Ｎｏ．３
Ｍａｒｃｈ ２０２１ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ３３８～３４５

赛默飞专辑·技术与应用 ＤＯＩ： １０．３７２４ ／ ＳＰ．Ｊ．１１２３．２０２０．０６００５

∗收稿日期：２０２０⁃０６⁃０２
∗通讯联系人．Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｆａｎｇｌｉ１２３＠ １２６．ｃｏｍ．
基金项目：舟山市医药卫生科技计划项目（２０２０ＹＡ０１）；舟山市科技计划项目（２０２１Ｃ３１０７１） ．
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ： Ｍｅｄｉｃａｌ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｌａｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｚｈｏｕｓｈａｎ （Ｎｏ． ２０２０ＹＡ０１）； Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈ⁃

ｎｏｌｏｇｙ Ｐｌａｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｚｈｏｕｓｈａｎ （Ｎｏ． ２０２１Ｃ３１０７１） ．

ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ 在线净化⁃液相色谱⁃串联质谱法
快速检测人尿中鹅膏肽类毒素

方　 力１∗，　 邱凤梅２，　 余新威１

（１． 浙江省海产品健康危害因素关键技术研究重点实验室（舟山市疾病预防控制中心），
浙江 舟山 ３１６０２１； ２． 岱山县疾病预防控制中心， 浙江 岱山 ３１６２００）

摘要：鹅膏肽类毒素是一类环状多肽类蘑菇毒素，中毒后会造成急性肝损伤，病死率非常高。 我国因误食野生毒蘑

菇导致的中毒事件常有发生，测定人尿中鹅膏肽类毒素的浓度，可为临床早期诊断和救治提供有价值的信息。 该

研究建立了 ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ （ＴＦ）在线净化⁃液相色谱⁃三重四极杆质谱快速定量检测尿液中 ５ 种鹅膏肽类毒素（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）的新方法。 尿液样品经高速离心后，直接注入

ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ 在线净化⁃液相色谱⁃串联质谱进行分析。 对影响 ＴＦ 在线净化的参数如 ＴＦ 净化柱、上样溶剂、洗脱溶

剂、转移流速、转移时间等进行了优化。 在优化后的实验条件下，以 ＴｕｒｂｏＦｌｏｗＴＭＣｙｃｌｏｎｅ 柱（５０ ｍｍ×０􀆰 ５ ｍｍ）为
净化柱，Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ Ｃ１８柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ）为分析柱，甲醇和 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵为流动相进行梯度洗脱，电
喷雾正离子选择反应监测（ＳＲＭ）模式下进行检测，基质匹配外标法定量。 结果表明，鹅膏肽类毒素在 １􀆰 ０ ～ ５０􀆰 ０
μｇ ／ Ｌ 范围内呈现良好的线性关系，相关系数均可达到 ０􀆰 ９９７ 以上。 方法的检出限为 ０􀆰 １５ ～ ０􀆰 ３ μｇ ／ Ｌ，定量限为

０􀆰 ５～１􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ。 在 ２􀆰 ０、５􀆰 ０ 和 １０􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 的加标水平下，５ 种鹅膏肽类毒素的日内和日间回收率分别为 ８７􀆰 ０％ ～
１０８􀆰 ６％ 和 ８６􀆰 ８％ ～１１２􀆰 ７％，日内、日间相对标准偏差（ＲＳＤ）均小于 １４􀆰 ５％。 该检测方法准确、快速、灵敏度高、易操

作，适用于公共卫生应急检测或临床中毒病因识别检测。
关键词：在线净化；液相色谱⁃串联质谱法；鹅膏肽类毒素；蘑菇毒素；尿液
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　 　 我国山区众多，野生菌类资源丰富、种类繁多，
因误食野生毒蘑菇中毒事件时有发生，并可引起严

重甚至致命的中毒。 鹅膏肽类毒素是一类环状多肽

类毒素，由该毒素引起的中毒占毒蘑菇中毒死亡病

例的 ９０％ 以上［１］。 根据氨基酸的组成和结构，常见

鹅膏肽类毒素分为鹅膏毒肽、鬼笔毒肽和毒伞肽三

大类。 鹅膏毒肽为双环八肽，主要包括 α⁃鹅膏毒肽

（α⁃ａｍａｎｉｔｉｎ）、β⁃鹅膏毒肽（ β⁃ａｍａｎｉｔｉｎ）和 γ⁃鹅膏

毒肽（γ⁃ａｍａｎｉｔｉｎ）；鬼笔毒肽为双环七肽，主要包括

羧基二羟鬼笔毒肽（ｐｈａｌｌａｃｉｄｉｎ）和二羟鬼笔毒肽

（ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ）；毒伞素为单环七肽，致命性相对较弱，
相关研究较少［２］。 鹅膏肽类毒素具有强烈的肝毒

性，其中鹅膏毒肽的口服半数致死剂量（ＬＤ５０）可达

０􀆰 １ ｍｇ ／ ｋｇ，单个毒蘑菇中亦可能含有该毒素剂量；
鬼笔毒肽是一种速效毒素，能专一性地与细胞中的

肌丝蛋白结合，进而打破肌丝蛋白与肌球蛋白之间

聚合和解聚的动态平衡，动物静脉或腹腔注射实验，
２～５ ｈ 内死亡［３］。
　 　 鹅膏肽类毒素引起的蘑菇中毒往往有一定的潜

伏期，一般为 ６～２４ ｈ，在极端情况下最长可达 ３６ ｈ，
然后才出现临床中毒症状［４］。 有研究表明毒蘑菇

摄取后约 ３０ ｈ 内血清中可检测到鹅膏毒肽；摄取后

约 ７２ ｈ 内尿液中可检测到鹅膏毒肽［５］。 因此，与血

液样本相比，尿液样本更适合用于鹅膏类蘑菇毒素

中毒事件检测。 有文献报道最早在毒蘑菇摄入后

９０ ｍｉｎ 就发现尿液中存在毒素［６］。 尽管鹅膏肽类

毒素在毒蘑菇中浓度很高，但生物样品中相关毒素

的检出浓度非常低，在 μｇ ／ Ｌ 甚至更低水平［３，７］。 因

此，开发建立一种高灵敏度、快速定量检测尿液中鹅

膏肽类毒素的方法也显得十分必要。
　 　 目前，关于尿液中鹅膏肽类毒素的检测方法主

要有酶联免疫法［８］、高效液相色谱法［６，９］、毛细管电

泳法［１０］ 及液相色谱⁃串联质谱法［３，５，１１－１５］。 酶联免

疫法是一种快速筛选方法；液相色谱、毛细管电泳配

合紫外或二极管阵列检测器存在检测灵敏度相对较

低的问题；液相色谱⁃串联质谱法是目前的主流方

法，具有选择性好、灵敏度高等优势。 当前关于生物

样品中鹅膏肽类毒素残留检测的前处理手段主要有

蛋白质沉淀［１１］、固相萃取［３，５，１２－１４］、免疫亲和提取

法［１５］等。 常规固相萃取小柱净化法存在溶剂消耗

量大、使用成本高等缺陷；蛋白质沉淀法存在净化效

果差等缺陷，这些前处理方法均在离线状态下进行，
费时费力。 与传统的净化方法相比， ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ
（ＴＦ）在线净化通过扩散溶解、尺寸排阻等技术将蛋

白质等生物大分子物质过滤掉，保留目标小分子化

合物；并通过与串联质谱联用大大简化样品前处理

过程，实现在线净化功能的同时，也保证了检测方法

的灵敏度［１６，１７］。 目前该技术已应用于尿液中 β⁃激
动剂［１８］、全氟化合物［１９］、多环芳烃代谢物［２０］、紫外

线吸收剂［２１］等典型污染物的检测。 Ｈｅｌｆｅｒ 等［１３］ 首
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先利用 ＴＦ 在线净化技术，开展尿液中鹅膏毒肽类

的检测，但该研究采用两根 ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ 柱串联净

化，增加了使用成本，且未涉及鬼笔毒肽的检测。 徐

小民等［２２］采用在线 ＯＤＳ 微柱结合单六通阀切换技

术，实现了尿液中痕量 α⁃鹅膏毒肽的检测，也未涉

及鬼笔毒肽的检测。 魏佳会等［３］ 报道毒蘑菇中毒

病人尿液样本中存在鬼笔毒肽类毒素。
　 　 本研究利用 ＴＦ⁃ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 系统，建立了直接

进样快速测定尿液中 ３ 种鹅膏毒肽和 ２ 种鬼笔毒肽

的检测方法。 该方法简便、快速、结果准确可靠，不
需要复杂前处理，可用于中毒病人尿液的快速定性

定量分析，为判定公共卫生中毒事件原因和临床准

确识别毒蘑菇中毒提供了技术支持。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 Ｔｒａｎｓｃｅｎｄ Ⅱ在线净化⁃液相色谱系统（美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＴＳＱ Ｖａｎｔａｇｅ 三重四极杆质谱仪

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ ２０Ｒ 型微量高速

冷冻离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ（１８􀆰 ２
ＭΩ）超纯水处理系统（德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）。
　 　 甲酸（ＬＣ⁃ＭＳ 级）、乙酸铵（色谱纯）、乙腈（色
谱纯）购自德国 ＣＮＷ 公司；超纯水由 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯

水系统制得。 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购自

美国 Ａｌｅｘｉｓ 公司，标准纯度≥９０％。 尿液由健康志

愿者提供。
１．２　 样品制备

　 　 取充分混合后的尿样 １ ｍＬ 于 ２ ｍＬ 聚丙烯离

心管中，在 ４ ℃条件下，以 １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的转速离心

１０ ｍｉｎ，取适量上清液于进样瓶中。
１．３　 标准溶液的配制

　 　 鹅膏肽类毒素标准溶液用甲醇溶液稀释，配成

质量浓度为 １􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 的标准储备液。 用 ０􀆰 １％
（ｖ ／ ｖ， 下同）甲酸水溶液配制成 １、２、５、１０、２０ 和 ５０
μｇ ／ Ｌ 的纯溶剂标准系列；用空白尿液基质配制成为

１、２、５、１０、２０ 和 ５０ μｇ ／ Ｌ 的尿液基质标准系列。
１．４　 ＴＦ 净化及色谱分离条件

　 　 富集净化柱：ＴｕｒｂｏＦｌｏｗＴＭ Ｃｙｃｌｏｎｅ 色谱柱（５０
ｍｍ× ０􀆰 ５ ｍｍ， ６０ μｍ），上样泵的流动相 Ａ 为

０􀆰 １％ 甲酸水溶液，流动相 Ｂ 为甲醇，流动相 Ｃ 为水，
流动相 Ｄ 为乙腈，进样量为 ５０ μＬ，在线净化梯度洗

脱程序见表 １（Ｌｏａｄｉｎｇ ｐｕｍｐ）， ＴＦ 连接图见图 １。

图 １　 在线净化流路连接示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｆｌｏｗ ｒｏｕｔｅ ｉｎ ｔｈｅ

ｏｎｌｉｎｅ ｃｌｅａｎ⁃ｕｐ ｍｏｄｅ
ＴＦ： ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ ｏｎｌｉｎｅ ｃｌｅａｎ⁃ｕｐ．

　 　 分析柱：Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ Ｃ１８色谱柱（１００ ｍｍ×
２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ９ μｍ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司），流动相 Ａ
为 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶液，Ｂ 为甲醇，流速为 ０􀆰 ３
ｍＬ ／ ｍｉｎ，梯度洗脱见表 １（Ｅｌｕｔｉｎｇ ｐｕｍｐ）。
１．５　 质谱条件

　 　 电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子扫描方式，选择反

应监测（ＳＲＭ）模式；喷雾电压为 ３􀆰 ０ ｋＶ；汽化温度

３００ ℃；离子传输毛细管温度为 ３２５ ℃；鞘气压

（ ｓｈｅａｔｈ ｕｎｉｔｓ ） 为 ４５ ａｒｂ， 辅 助 气 压 （ ａｒｂｉｔｒａｒｙ
ｕｎｉｔｓ）为 １５ ａｒｂ，这两种雾化气均为高纯氮气，碰撞

气为高纯氩气，压力为 ０􀆰 ２ Ｐａ（１􀆰 ５ ｍＴｏｒｒ）。 使用

前调节各气体流量以使质谱灵敏度达到检测要求。
５ 种鹅膏肽类毒素的检测参数见表 ２。

２　 结果与讨论

２．１　 色谱、质谱条件优化

　 　 国内外很多文献已证实反相色谱柱适合鹅膏肽

类毒素的分离与检测［３，５，１４，１５］。 本实验采用由 ４
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵与甲醇组成的流动相体系，比较了

Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ Ｃ１８ （ １００ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ ，１􀆰 ９ μｍ ）

·０４３·
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表 １　 在线净化与色谱分离梯度洗脱程序
Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｏｆ ｏｎｌｉｎｅ ｃｌｅａｎ⁃ｕｐ ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

Ｓｔｅｐ
Ｎｏ．

Ｓｔａｒｔ
ｔｉｍｅ ／
ｍｉｎ

Ｓｔｅｐ
ｔｉｍｅ ／
ｍｉｎ

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ
Ｌｏａｄｉｎｇ ｐｕｍｐ

Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ／
（ｍＬ ／ ｍｉｎ）

φ（０．１％
ＦＡ） ／ ％

φ（ＭｅＯＨ） ／
％

φ（Ｈ２Ｏ） ／
％

φ（ＡＣＮ） ／
％

Ｅｌｕｔｉｎｇ ｐｕｍｐ
Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ／
（ｍＬ ／ ｍｉｎ）

φ（４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４） ／ ％

φ（ＭｅＯＨ） ／
％

１ ０．０ １．０ ｌｏａｄｉｎｇ １．５ １００ ０ ０ ０ ０．３ ９５ ５
２ １．０ １．０ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇ ０．１ ８０ ０ ０ ２０ ０．２ ９５ ５
３ ２．０ ２．０ ｗａｓｈｉｎｇ １．５ ０ ０ ９０ １０ ０．３ ８０ ２０
４ ４．０ １．５ ｗａｓｈｉｎｇ １．５ ０ ０ ０ １００ ０．３ ６０ ４０
５ ５．５ １．０ ｗａｓｈｉｎｇ １．５ ０ １００ ０ ０ ０．３ ４０ ６０
６ ６．５ ０．５ ｗａｓｈｉｎｇ １．５ ０ ０ ０ １００ ０．３ １０ ９０
７ ７．０ ２．０ ｆｉｌｌｉｎｇ ｔｈｅ ｌｏｏｐ １．５ ８０ ０ ０ ２０ ０．３ １０ ９０
８ ９．０ ０．２ ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｎｇ １．５ １００ ０ ０ ０ ０．３ ９５ ５
９ ９．２ １．８ ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｎｇ １．５ １００ ０ ０ ０ ０．３ ９５ ５
　 ＦＡ： ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ．

表 ２　 鹅膏肽类毒素的质谱检测参数
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ａｍａｎｉｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ ｔｏｘｉｎｓ

Ａｎａｌｙｔｅ
Ｓｃａｎ
ｍｏｄｅ

Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｓ⁃ｌｅｎｓ ／
Ｖ

ＣＥ ／
ｅＶ

α⁃Ａｍａｎｉｔｉｎ ＥＳＩ＋ ９１９．６ ２５９．０∗ ／ ８６．０ １８０ ３３ ／ ４８
β⁃Ａｍａｎｉｔｉｎ ＥＳＩ＋ ９２０．６ ２５９．０∗ ／ ８６．０ １８０ ３２ ／ ４６
γ⁃Ａｍａｎｉｔｉｎ ＥＳＩ＋ ９０３．６ ２４３．０∗ ／ ８６．０ １８０ ３７ ／ ５４
Ｐｈａｌｌａｃｉｄｉｎ ＥＳＩ＋ ８４７．６ １５７．０∗ ／ ３２９．９ １６０ ５０ ／ ２８
Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ ＥＳＩ＋ ７８９．６ １５７．０∗ ／ ３３０．０ １６０ ４５ ／ ３３

　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

和 Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７
μｍ）两根小粒径反相色谱柱对目标物的色谱分离

效果的影响。 结果显示，两根 Ｃ１８柱均能较好地实

现 ５ 种毒素的分离，但是 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ Ｃ１８产生的

系统压力明显低于 Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８。 因此

本研究采用 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ Ｃ１８柱分离待测组分，能
较好地实现目标分析物的色谱分离，见图 ２。
　 　 实验中分别取 １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 鹅膏肽类毒素标准溶

液，以流动注射方式在电喷雾正离子模式下优化目

标毒素的质谱参数，选择干扰小、信噪比大的离子对

作为定性或定量离子对。 优化后的透镜电压、碰撞

能量，选择的定性和定量离子见表 ２。 鉴于目标毒

素的定量、定性子离子质量数较小（见表 ２），本研究

考察了空白尿样对目标物定量、定性离子通道的影

响。 从图 ２ｂ 可见，所选的定量、定性离子通道在目

标物出峰时间附近未见明显色谱峰干扰，各离子通

道本底基线也相对较低。
２．２　 在线净化条件优化

　 　 ＴＦ 在线净化程序一般包括上样与净化、洗脱、
ＬＣ 分离、色谱柱淋洗与再生等步骤。 需要对 ＴＦ 净

化柱、上样溶剂、洗脱溶剂、转移流速和转移时间等

参数进行优化。
２．２．１　 ＴＦ 净化柱的选择

　 　 为了选择最佳的在线 ＴＦ 净化柱，考察了 ３ 种

具有不同化学修饰基团的 ＴＦ 净化柱。 本研究选择

了两种聚合物级的 ＴＦ 净化柱 Ｃｙｃｌｏｎｅ（５０ ｍｍ×０􀆰 ５
ｍｍ）和 Ｃｙｃｌｏｎｅ⁃Ｐ（５０ ｍｍ×０􀆰 ５ ｍｍ）和一种硅胶

基 ＴＦ 净化柱 ＸＬ⁃Ｃ１８（５０ ｍｍ×０􀆰 ５ ｍｍ）。 在最佳液

相色谱条件下，将 ５ 种毒素混合标准溶液注入 ＴＦ
净化柱中，比较目标物在色谱柱上的保留能力。 结

果发现，Ｃｙｃｌｏｎｅ 柱对 ５ 种目标毒素的保留效果最

好。 ＴＦ 净化柱可重复使用，实际进样 １００ 针后目标

物的色谱峰响应未见明显降低。
２．２．２　 上样溶剂的选择

　 　 上样溶剂的组成会影响目标毒素在 ＴＦ 净化柱

上的保留能力。 本研究比较了 ０􀆰 １％ 甲酸水溶液和

０􀆰 １％ 甲酸与甲醇组成的不同比例混合溶液作为上

样溶液对目标毒素的色谱峰强度的影响。 从图 ３ａ
中可见，尽管上样液中含有机溶剂有助于从样品中

去除不需要的杂质，但随着上样溶液中有机相甲醇

含量的不断增加，目标毒素的色谱峰强度随之不断

下降，这表明有机相甲醇的存在，降低了目标毒素在

ＴＦ 柱的保留，因此本研究采用 ０􀆰 １％ 甲酸水溶液作

为上样溶液。
２．２．３　 洗脱溶剂的选择

　 　 高有机强度洗脱溶剂可在 ＴＦ 净化柱上获得令

人满意的分析物回收率，但在分析柱上无法产生尖

锐的色谱峰。 因此，对洗脱溶剂进行了优化，以同时

实现目标物的定量洗脱和所需的峰锐度。 本研究考

察了乙腈和 ０􀆰 １％ 甲酸组成的不同比例混合物作为

洗脱溶剂对目标毒素色谱峰强度的影响。 由图 ３ｂ
可见，当乙腈的比例从 ５％ 变为 ２０％ 时，５ 种目标毒

素的回收率随乙腈比例的上升而升高。 当洗脱溶剂

中乙腈比例超过 ２０％ 时，目标毒素的回收率未见明

·１４３·
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图 ２　 标准溶液、空白尿样及加标尿样中 ５ 种鹅膏肽类毒素的 ＳＲＭ 色谱图
Ｆｉｇ． ２　 ＳＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ａｍａｎｉｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ ｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ，

ａ ｂｌａｎｋ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ａ ｓｐｉｋｅｄ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅ

·２４３·
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图 ３　 在线净化条件对目标物色谱峰响应的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｎｌｉｎｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｐｅａｋ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ａｍａｎｉｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ ｔｏｘｉｎｓ （ｎ＝３）
　 ａ． ｌｏａｄｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； ｂ． ｅｌｕｔｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； ｃ． ｔｒａｎｓｆｅｒ ｆｌｏｗ； ｄ．
ｔｒａｎｓｆｅｒ ｔｉｍｅ．

显升高。 研究结果表明 ２０％ 的乙腈足以完全将目

标物从 ＴＦ 净化柱上洗脱下来，且目标毒素色谱峰

形尖锐对称。 因此，选择乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸（２０ ∶ ８０，
ｖ ／ ｖ）作为洗脱溶剂。
２．２．４　 转移流速的选择

　 　 转移步骤就是将分析物从 ＴＦ 柱转移洗脱到分

析柱。 较低的转移洗脱流速可能导致峰展宽和保留

时间更长。 较高的转移流速可加快分析物的转移，
但可能会增加色谱柱的压力。 在优化实验中，在转

移时间为 ６０ ｓ 的条件下，比较了转移流速 ０􀆰 ０６、
０􀆰 ０８、０􀆰 １０、０􀆰 １２ 和 ０􀆰 １４ ｍＬ ／ ｍｉｎ 对 ５ 种目标毒素

峰强度的影响。 从图 ３ｃ 可见，当传输流速为 ０􀆰 ０６
ｍＬ ／ ｍｉｎ，目标毒素色谱峰强度非常小，这表明目标

物转移不完全，部分目标物仍保留在 ＴＦ 净化柱。
随着转移流速的不断增加，峰面积也随之增加，当转

移流速到达 ０􀆰 １０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 后，目标物的峰强度未出

现显著增加。 这表明当转移流速到达 ０􀆰 １０ ｍＬ ／ ｍｉｎ
时，目标物已完全从 ＴＦ 柱转移至分析柱。 因此，最
优转移流速设定为 ０􀆰 １０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
２．２．５　 转移时间的选择

　 　 转移时间和转移流速都决定了目标物的洗脱完

全与否。 本研究在 ０􀆰 １０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的转移流速下，测
试了 ３０、６０、９０ 和 １２０ ｓ 的转移时间对目标毒素的

色谱峰响应的影响。 如图 ３ｄ 所示，转移时间为 ３０ ｓ
时，５ 种鹅膏肽类毒素的色谱峰强度均很小，这表明

目标物转移不完全。 当转移时间为 ６０ ｓ 时，鹅膏肽

类毒素转移到分析柱的比例已超过 ９０％，且色谱峰

形良好。 当转移时间增加为 ９０ 或 １２０ ｓ 时，目标毒

素的峰强度虽略有提高，但是更长的转移时间将导

致更长的分析时间，且更多杂质将随目标毒素一起

洗脱出来。 因此，本研究选择 ６０ ｓ 为最佳转移

时间。
２．３　 基质效应评估

　 　 本研究采用基质匹配标准曲线的斜率与纯溶剂

标准曲线斜率的百分比来评价检测方法基质效应

（ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ， ＭＥ ）。 评价可按（基质匹配标准曲

线斜率 ／纯溶剂标准曲线斜率－１） ×１００％ 公式进行。
低于 １００％ 表示存在基质抑制效应，高于 １００％ 表示

存在基质增强效应，绝对值越大则基质效应越强，如
恰好为 １００％ 则表示不存在基质效应。 从表 ３ 可知，
鹅膏类毒素在尿液基质中均呈现一定的基质抑制作

用，基质效应在－３１􀆰 ６％ ～ －５２􀆰 ７％ 之间，采用基质匹

配标准曲线测定实际样品，可在一定程度上弥补基
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质效应对目标毒素定量检测的影响。
２．４　 标准曲线及检出限

　 　 按 １􀆰 ３ 节方法配制标准溶液并测定，以鹅膏肽

类毒素的质量浓度为横坐标，目标物峰面积为纵坐

标，绘制基质标准曲线，在 １􀆰 ０ ～ ５０ μｇ ／ Ｌ 浓度范围，
线性相关性良好，相关系数均大于 ０􀆰 ９９７。 在本实

验条件下，以 ３ 倍信噪比所对应的质量浓度为检出

限，１０ 倍信噪比所对应的质量浓度为定量限，得出

尿液基质中二羟鬼笔毒肽的方法检出限和定量限分

别为 ０􀆰 １５ μｇ ／ Ｌ 和 ０􀆰 ５ μｇ ／ Ｌ，其他鹅膏肽类毒素的

检出限和定量限分别可达到 ０􀆰 ３ μｇ ／ Ｌ 和 １􀆰 ０

μｇ ／ Ｌ。 结果见表 ３。
２．５　 方法的回收率与精密度

　 　 本研究以尿液为研究对象，考察检测方法的回

收率和精密度。 准确移取空白尿液 １􀆰 ０ ｍＬ，设定 ３
个添加水平 ２􀆰 ０、５􀆰 ０ 和 １０􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ，根据上述方法

进行检测，每组样品 ６ 个平行，连续测试 ３ 天，测定

日内、日间回收率以及日内、日间相对标准偏差

（ＲＳＤ）。 由表 ４ 可知，尿液基质中鹅膏肽类毒素的

日内和日间回收率分别 为 ８７􀆰 ０％ ～ １０８􀆰 ６％ 和

８６􀆰 ８％ ～１１２􀆰 ７％；日内、日间 ＲＳＤ 均小于为 １４􀆰 ５％，
可满足检测分析的要求。

表 ３　 ５ 种鹅膏肽类毒素的回归方程、相关系数、基质效应、检出限和定量限
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ， ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ， ＬＯＤｓ， ａｎｄ ＬＯＱｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ａｍａｎｉｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ ｔｏｘｉｎｓ

Ｔｏｘｉｎ
Ｌｉｎｅａｒ

ｒａｎｇｅ ／ （μｇ ／ Ｌ）
Ｓｏｌｖｅｎｔ

Ｃｕｒｖｅ Ｒ２

Ｕｒｉｎｅ
Ｃｕｒｖｅ Ｒ２ ＭＥ ／ ％ ＬＯＤ ／ （μｇ ／ Ｌ） ＬＯＱ ／ （μｇ ／ Ｌ）

α⁃Ａｍａｎｉｔｉｎ １．０－５０．０ ｙ＝ ９１８．６１５ｘ －１９１．１８８ ０．９９９４ ｙ＝ ５７８．１６７ｘ－２９８．２６４ ０．９９９０ －３７．１ ０．３ １．０
β⁃Ａｍａｎｉｔｉｎ １．０－５０．０ ｙ＝ １０１８．５１ｘ－３４．４３１４ ０．９９７０ ｙ＝ ４８１．９５７ｘ－６１．４８６１ ０．９９９８ －５２．７ ０．３ １．０
γ⁃Ａｍａｎｉｔｉｎ １．０－５０．０ ｙ＝ １３７１．６４ｘ －１２６．４０２ ０．９９９６ ｙ＝ ９１５．１０７ｘ－１７２．２７８ ０．９９９０ －３３．３ ０．３ １．０
Ｐｈａｌｌａｃｉｄｉｎ １．０－５０．０ ｙ＝ １７９４．６６ｘ－５８７．１６５ ０．９９９４ ｙ＝ ９４２．９４ｘ－１２６．６３４ ０．９９９９ －４７．５ ０．３ １．０
Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ １．０－５０．０ ｙ＝ ４２４０．９３ｘ＋３．１１１４３ ０．９９９２ ｙ＝ ２８９９．９５ｘ＋５４８．８７４ ０．９９９５ －３１．６ ０．１５ ０．５
　 ＭＥ＝（ ｔｈｅ ｓｌｏｐｅ ｏｆ ｍａｔｒｉｘ⁃ｍａｔｃｈｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ／ ｔｈｅ ｓｌｏｐｅ ｏｆ ｓｏｌｖｅｎｔ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ－１） ×１００％； ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ａｍａｎｉｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ
ｔｏｘｉｎ； ｘ； ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｍａｎｉｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ ｔｏｘｉｎ．

表 ４　 方法的回收率和精密度
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ

Ｔｏｘｉｎ
Ｓｐｉｋｅｄ
ｌｅｖｅｌ ／

（μｇ ／ Ｌ）

Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ （ｎ＝ ６）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／

％
ＲＳＤ ／
％

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ （ｎ＝ ３）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／

％
ＲＳＤ ／
％

α⁃Ａｍａｎｉｔｉｎ ２．０ １０１．５ ９．８ １０７．１ ５．５
５．０ １００．５ ７．４ １０６．０ ４．３
１０．０ １０２．９ ５．６ １０４．４ １．９

β⁃Ａｍａｎｉｔｉｎ ２．０ ９５．４ １４．２ ９７．３ ５．５
５．０ ８９．２ ４．０ ９４．４ ４．３
１０．０ ９９．２ ７．８ ９４．６ ４．６

γ⁃Ａｍａｎｉｔｉｎ ２．０ １０８．６ １３．６ １１２．７ ７．２
５．０ ９８．１ ７．７ １００．４ ２．５
１０．０ ９５．３ ６．４ ９６．７ ２．９

Ｐｈａｌｌａｃｉｄｉｎ ２．０ ９６．０ １４．５ ９３．５ ５．６
５．０ ９１．７ ６．５ ８９．４ ５．７
１０．０ ９３．０ ４．０ ８７．５ ４．０

Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ ２．０ ９０．２ ５．７ ８７．９ ２．３
５．０ ８７．０ ２．７ ８６．８ ２．１
１０．０ ８９．１ ４．０ ８８．０ ０．８

３　 结论

　 　 本方法采用 ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ 在线净化，高效液相色

谱⁃三重四极杆质谱检测，实现了快速定性定量检测

尿液中 ３ 种鹅膏毒肽和 ２ 种鬼笔毒肽。 本方法检测

灵敏度高、重现性好、不需要复杂前处理，总运行时

间仅为 １１ ｍｉｎ，适用于毒蘑菇中毒事件快速筛查和

临床中毒病因识别。
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