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超高效液相色谱⁃串联质谱法同时测定血浆与
尿液中 １２ 种脂溶性贝类毒素
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摘要：生物样品中脂溶性贝类毒素的检测，可为食物中毒等突发公共卫生事件的流行病学调查以及中毒者的临床

救治提供技术支持。 目前的研究存在目标化合物少，以及方法前处理复杂、灵敏度低等问题。 该研究通过优化前

处理和色谱分离技术，建立了超高效液相色谱⁃串联质谱法测定血浆、尿液中 １２ 种脂溶性贝类毒素的方法。 实验对

提取试剂以及流动相的选择进行了优化，采用乙腈对尿液和血浆样品进行提取。 采用 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｃ１８
色谱柱（５０ ｍｍ×３ ｍｍ， ２􀆰 ６ μｍ）进行分离，以 ０􀆰 ０５％ （ｖ ／ ｖ）氨水水溶液、９０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液为流动相，以流速

０􀆰 ４０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 梯度洗脱时，１２ 种目标化合物分离效果最好。 串联质谱的离子源为电喷雾离子（ＥＳＩ）源，采用多反

应监测（ＭＲＭ）模式检测。 １２ 种目标物的基质效应均在 ０􀆰 ８ ～ １􀆰 １ 之间，表明该前处理方法的基质干扰低，采用外

标法可对化合物进行准确定量。 １２ 种贝类毒素的线性范围为 ０􀆰 ０３～ ３６􀆰 ２５ μｇ ／ Ｌ，相关系数均大于 ０􀆰 ９９５。 尿液检

测的方法定量限为 ０􀆰 ２３ ～ ０􀆰 ６３ μｇ ／ Ｌ，血浆检测的方法定量限为 ０􀆰 ３１ ～ ０􀆰 ８４ μｇ ／ Ｌ。 ３ 个加标水平的回收率为

７２􀆰 ７％ ～１２４􀆰 １％，日内精密度为 ２􀆰 １％ ～２０􀆰 ０％，日间精密度为 ２􀆰 １％ ～１５􀆰 ３％。 利用该方法检测健康人尿液和血浆样本，
以及经腹腔注射 １２ 种贝类毒素的小鼠尿液和血液样本。 ２０ 份健康人样本中未检出目标物，２０ 份小鼠样本中 １２ 种贝

类毒素均有检出。 该方法操作简便，样品取样量少，方法灵敏高，适用于血浆和尿液中脂溶性贝类毒素的快速检测。
关键词：超高效液相色谱⁃串联质谱；脂溶性贝类毒素；血浆；尿液
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３） ｗｅｒｅ ０􀆰 ０８－０􀆰 ２１ ｎｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ０􀆰 １０－０􀆰 ２８ μｇ ／ Ｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅｓ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｓ （ＬＯＱｓ， Ｓ ／ Ｎ ＝ １０） ｗｅｒｅ ０􀆰 ２３－０􀆰 ６３ μｇ ／ Ｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ
ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ０􀆰 ３１－０􀆰 ８４ μｇ ／ Ｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １２
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ７２􀆰 ７％－１２４􀆰 １％ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ （ ｉ． ｅ．， ＬＯＱ， ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ
ＬＯＱ， ａｎｄ ｔｅｎ ｔｉｍｅｓ ＬＯＱ） ． Ｔｈｅ ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ２􀆰 １％－２０􀆰 ０％ ａｎｄ ２􀆰 １％
－１５􀆰 ３％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １２ ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ｔｏｘ⁃
ｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ｈｕｍａｎｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ １２
ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ｔｏｘｉｎｓ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ． Ｎｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ １２ ｔｏｘｉｎｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ
ｈｕｍａｎ， ｗｈｉｌｅ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ １２ ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ｔｏｘｉｎｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｓａｍ⁃
ｐｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｏｉｓｏｎｅｄ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ １􀆰 １４－２􀆰 ３５ μｇ ／ Ｌ ａｎｄ １􀆰 ０１－１􀆰 １７ μｇ ／ Ｌ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ｑｕｉｃｋ， ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ，
ａｎｄ ｏｆ ｌｏｗ ｓａｍｐｌｅ ｖｏｌｕｍｅ． Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ １２ ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ
ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）； ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ｔｏｘｉｎｓ； ｐｌａｓｍａ； ｕｒｉｎｅ

　 　 贝类毒素亦称为藻毒素，由浮游植物自然产生，
按照化合物性质主要分为脂溶性和水溶性两大

类［１］。 脂溶性贝类毒素主要包括大田软海绵酸毒

素（ＯＡ）、鳍澡毒素（ＤＴＸ）、扇贝类毒素（ＰＴＸ）和原

多甲藻毒素（ＡＺＡｓ）等毒素。 相关研究表明，ＯＡ 和

ＤＴＸ 具有腹泻毒性，ＰＴＸ 具有肝毒性，误食脂溶性

贝类毒素容易引起恶心、呕吐、腹泻等症状［２－５］。 欧

洲食品安全局（ＥＦＳＡ）对各类脂溶性贝类毒素及其

亚型的食用安全计量、急性中毒剂量和限值都做了

明确的规定［６，７］，如 ＡＺＡｓ、ＰＴＸ２ 总最大残留限量均

为 １６０􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ，并根据新的毒理学数据将 ＯＡ 和

ＤＴＸｓ 的限量标准修订为 ４５ μｇ ／ ｋｇ。 目前我国没有
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相关限量标准。 脂溶性贝类毒素中毒事件近几年在

我国频繁出现，２０１０ 年 ９ 月 ～２０１９ 年 ５ 月，香港、澳
门、珠海、宁波、福建、秦皇岛、唐山等地陆续出现 ７０
余起贝类毒素中毒事件［８，９］。
　 　 根据相关文献［１０－１４］ 报道，ＯＡ 类毒素可长期蓄
积于肠道等组织内，经组织吸收后主要以原型化合

物的形式通过尿和粪便排出。 针对生物样品中毒素

的筛查有利于快速准确判断中毒原因。 目前，我国
关于脂溶性贝类毒素的检测标准有 ＧＢ ５００９􀆰 ２１２⁃
２０１６《食品安全国家标准贝类中腹泻性贝类毒素的
测定》，该方法仅规定了贝类样品中 ＯＡ、ＤＴＸ１、
ＤＴＸ２ 等 ３ 种化合物的检测方法。 针对生物样品中
脂溶性贝类毒素的检测方法［１１－１４］ 较少，现有检测方
法主要存在以下两方面问题：（１）生物样品中脂溶

性贝类毒素以 ＯＡ、ＤＴＸ１、ＤＴＸ２ 等 ３ 种化合物为
主，目标化合物种类较少；（２）多采用固相萃取方法

处理生物样品，前处理过程复杂，灵敏度低。 为进一
步完善突发公共卫生事件应急检测技术体系，亟须

建立生物样品中脂溶性贝类毒素的检测方法，为食
物中毒等突发公共卫生事件的流行病学调查以及中

毒者的临床救治提供技术支持。

表 １　 １２ 种脂溶性贝类毒素质谱参数及保留时间
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ １２ ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ｔｏｘｉｎｓ

Ａｎａｌｙｔｅ Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ
Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｉｏｎｓ （ｍ／ ｚ）

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｉｅｓ ／ ｅＶ

Ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ／ Ｖ

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ
ｍｏｄｅ

Ａｚａｓｐｉｒ ａｃｉｄ １ （原多甲藻酸贝类毒素 １） ＡＺＡ１ ８４２．３ ８２４．６∗， ８０６．３ 　 ４７， ６０ 　 ９０ ３．２４ ＋
Ａｚａｓｐｉｒ ａｃｉｄ ２ （原多甲藻酸贝类毒素 ２） ＡＺＡ２ ８５６．３ ８３８．５∗， ８２０．４ ３８， ５５ ４２ ３．３８ ＋
Ａｚａｓｐｉｒ ａｃｉｄ ３ （原多甲藻酸贝类毒素 ３） ＡＺＡ３ ８２８．５ ８１０．４∗， ７９２．５ ４１， ５３ １００ ２．７３ ＋
Ｄｉｎｏｐｈｙｓｉｓｔｏｘｉｎ １ （鳍藻毒素⁃１） ＤＴＸ１ ８１７．３ ２５５．１∗， １１３．１ －６５， －９５ －１００ ２．２４ －
Ｄｉｎｏｐｈｙｓｉｓｔｏｘｉｎ ２ （鳍藻毒素⁃２） ＤＴＸ２ ８０３．２ ２５５．１∗， １１２．９ －６３， －１００ －１００ １．９６ －
Ｇｙｍｎｏｄｉｍｉｎｅ （环亚胺毒素） ＧＹＭ ５０８．２ ４９０．４∗， ３９２．２ ３４， ５０ ５０ ４．４４ ＋
Ｈｙｅｓｓｏｔｏｘｉｎ （类虾夷扇贝毒素） ＨＹＴＸ ５７７．２ ４７４．２∗， ５０８．７ －４２， －２９ －６０ ２．０１ －
Ｏｋａｄａｉｃ ａｃｉｄ （大田软海绵酸） ＯＡ ８０３．３ ２５５．１∗， １１２．９ －６１， －９０ －２００ １．８２ －
Ｐｉｎｎａｔｏｘｉｎ （江瑶青毒素） ＰＮＴＸ ６９４．５ １６４．２∗， ４５８．４ ６２， ５９ ５０ ４．１９ ＋
Ｐｅｃｔｅｎｏｔｏｘｉｎｓ ２ （扇贝毒素） ＰＴＸ２ ８７６．７ ８２３．４∗， ８０５．５ ３４， ３７ １００ ４．６９ ＋
Ｓｐｉｒｏｌｉｄｅｓ １ （螺环内酯毒素） ＳＰＸ１ ６９２．４ ６７４．４∗， １６４．２ ４３， ５９ ６０ ４．８５ ＋
Ｙｅｓｓｏｔｏｘｉｎ （虾夷扇贝毒素） ＹＴＸ ５７０．２ ４６７．２∗， ３９６．２ －４１， －４５ －１３５ ２．００ －
　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

　 　 本方法以超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱联

用仪为研究平台，建立了简单、准确检测血浆、尿液

中 １２ 种脂溶性贝类毒素的方法，可为食物中毒事件

的处理提供技术支持。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 ＱＴＲＡＰ ６５００＋超高效液相色谱⁃串联质谱仪（美
国 ＳＣＩＥＸ 公司）；漩涡混合器（德国 ＩＫＡ 公司）；冷

冻离心机（美国 Ｅｐｐｄｅｎｄｏｒｆ 公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水

器（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）。
　 　 乙腈、甲醇（ＬＣ⁃ＭＳ 级，美国 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司）；氨水（优级纯，美国 Ｍｅｒｃｋ 公司）； １２ 种脂溶性

贝类毒素标准物质均为溶解于甲醇的单标准溶液

（见表 １），购买于加拿大国家海洋研究中心，－１８ ℃
避光保存。
１．２　 溶液的配制

　 　 标准储备液：分别准确称取 １ ｍＬ 不同浓度标

准品，用甲醇稀释 ２０ 倍，配制成混合标准储备液，于
４ ℃保存。 标准使用液：将混合标准贮备液用初始

流动相逐级稀释成标准使用液，浓度范围见表 ２。
１．３　 样品的采集

　 　 采用便利抽样招募捐赠者，所有受试者均了解

此次研究的目的和意义，受试者签署同意书。 小鼠

经腹腔注射 １２ 种贝类毒素后收集尿液和血液。 尿

液样品使用棕色玻璃样品瓶收集。 血液样品收集于

含有肝素的 ５ ｍＬ 采血管中，离心后取上层血浆。
尿液和血浆放置于－２０ ℃保存。
１．４　 样品前处理

１．４．１　 尿液样品的制备

　 　 取 ０􀆰 ３ ｍＬ 尿液，加入 ０􀆰 ９ ｍＬ 乙腈后涡旋 １
ｍｉｎ，以 ９ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，吸取 ０􀆰 ４ ｍＬ 上清

液，加入 ０􀆰 ４ ｍＬ 超纯水，涡旋 ３０ ｓ，过 ０􀆰 ２２ μｍ 有

机滤膜后上机检测。
１．４．２　 血浆样品制备

　 　 取 ０􀆰 ２ ｍＬ 血浆，加入 ０􀆰 ６ ｍＬ 乙腈后涡旋 １
ｍｉｎ，以 ９ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，吸取 ０􀆰 ４ ｍＬ 上清

液，加入０􀆰 ４ ｍＬ超纯水，涡旋３０ ｓ ，过０􀆰 ２２ μｍ有
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表 ２　 １２ 种脂溶性贝类毒素的检出限、定量限、加标回收率和相对标准偏差（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ２　 ＬＯＤｓ， ＬＯＱｓ， ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ， ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ｔｈｅ １２ ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ｔｏｘｉｎｓ （ｎ＝６）

Ａｎａｌｙｔｅ
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／

（μｇ ／ Ｌ）
ＬＯＤｓ ／ （μｇ ／ Ｌ）
Ｕｒｉｎｅ Ｐｌａｓｍａ

ＬＯＱｓ ／ （μｇ ／ Ｌ）
Ｕｒｉｎｅ Ｐｌａｓｍａ

Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ／ ％
Ｕｒｉｎｅ Ｐｌａｓｍａ

Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ＲＳＤｓ ／ ％
Ｕｒｉｎｅ Ｐｌａｓｍａ

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ＲＳＤｓ ／ ％
Ｕｒｉｎｅ Ｐｌａｓｍａ

ＡＺＡ１ ０．０３－１６．２５ ０．０９ ０．１２ ０．２７ ０．３６ ７４．８－１０２．２ ７６．１－１０１．２ ６．４－１２．０ ８．２－１５．０ ６．４ １０．０
ＡＺＡ２ ０．０３－１５．２５ ０．０９ ０．１２ ０．２７ ０．３６ ７８．３－９２．３ ７８．３－９８．７ ９．０－１５．１ ３．０－１５．０ １２．１ １５．０
ＡＺＡ３ ０．０３－１３．００ ０．０８ ０．１０ ０．２３ ０．３１ ７８．４－１０１．２ ７８．５－９８．７ ２．１－１５．１ ２．５－１２．０ ９．１ ８．２
ＤＴＸ１ ０．０５－２６．５６ ０．１６ ０．２１ ０．４７ ０．６２ ８９．２－１１７．１ ９５．９－１０６．３ ４．３－１１．０ ７．２－１１．０ １５．２ １２．０
ＤＴＸ２ ０．０５－２３．７５ ０．１５ ０．２０ ０．４５ ０．６０ ７４．６－８８．３ ７２．７－９７．１ ３．３－１５．６ ３．４－１５．０ １１．３ １５．０
ＧＹＭ ０．０６－３１．２５ ０．１８ ０．２４ ０．５４ ０．７２ ９７．４－１１９．３ ９１．４－１１７．７ ８．７－１６．０ ４．５－１８．０ ９．３ ３．０
ＨＹＴＸ ０．０７－３６．２５ ０．２１ ０．２８ ０．６３ ０．８４ ８５．６－１１５．５ ８７．８－１０１．３ ４．３－１４．０ ９．５－１４．０ １３．３ １１．１
ＯＡ ０．０５－２６．２５ ０．１５ ０．２０ ０．４５ ０．６０ ８８．２－１２０．０ ８５．３－１１５．３ ７．９－１８．０ １３．０－１４．０ １５．３ １２．２
ＰＮＴＸ ０．０４－２４．００ ０．１４ ０．１８ ０．４１ ０．５５ ９１．８－１１７．９ ９５．１－１１６．１ １４．２－１８．０ ７．４－１１．２ ２．１ ２．５
ＰＴＸ２ ０．０５－２７．５０ ０．１５ ０．２０ ０．４５ ０．６０ ９１．５－１２４．１ ９９．４－１２３．８ ７．７－１７．４ ９．４－２０．０ ４．３ ８．７
ＳＰＸ１ ０．０６－３１．２５ ０．１８ ０．２４ ０．５４ ０．７２ ９２．７－１２０．４ ９１．４－９５．４ ５．５－１９．１ ８．４－１８．０ １１．２ １１．３
ＹＴＸ ０．０６－３０．６３ ０．１８ ０．２４ ０．５４ ０．７２ ９２．４－１１２．１ ９５．７－１２３．０ ５．１－１４．２ ６．４－１５．０ ９．６ ７．２

机滤膜后上机检测。
１．５　 仪器条件

１．５．１　 色谱条件

　 　 色谱柱：Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｃ１８（５０ ｍｍ×３
ｍｍ， ２􀆰 ６ μｍ）；流动相：０􀆰 ０５％ （ ｖ ／ ｖ）氨水水溶液

（Ａ 相） ⁃含 ０􀆰 ０５％ （ｖ ／ ｖ）氨水的 ９０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶

液（Ｂ 相）。 梯度淋洗程序：０ ～ ０􀆰 ５０ ｍｉｎ， ７０％ Ａ；
０􀆰 ５０～４􀆰 ００ ｍｉｎ， １０％ Ａ； ４􀆰 ００ ～ ５􀆰 ５０ ｍｉｎ， １０％ Ａ；
５􀆰 ５０～５􀆰 ６０ ｍｉｎ， ７０％ Ａ； ５􀆰 ６０ ～ ６􀆰 １０ ｍｉｎ， ７０％ Ａ。
流速：０􀆰 ４０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３５ ℃；进样量：５ μＬ。
１．５．２　 质谱条件

　 　 电喷雾离子源；正负离子扫描模式；多反应监测

（ＭＲＭ）模式采集。 喷雾电压：±４ ５００ Ｖ，离子源温

度：５５０ ℃，碰撞气压力：Ｍｅｄｉｕｍ；气帘气压力：０􀆰 ２１
ＭＰａ（３０ ｐｓｉ）；雾化气压力 ＧＳ１ 和辅助加热器压力

ＧＳ２：０􀆰 ３８ ＭＰａ （５５ ｐｓｉ）。 其他质谱参数见表 １。
ＭＲＭ 图谱见图 １。

２　 结果与讨论

２．１　 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 条件的优化

　 　 目前检测脂溶性贝类毒素的流动相体系主要有

酸性体系和碱性体系两种［２］。 在酸性条件下（流动

相 Ａ 为 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸＋２ ｍｍｏＬ ／ Ｌ 甲酸铵溶液，
流动相 Ｂ 为 ０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ） 甲酸乙腈溶液）， ＹＴＸ、
ＨＹＴＸ 的峰形出现拖尾，响应较低（见图 ２ａ）。 在碱

性条件下（流动相 Ａ 为 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）氨水，流动相 Ｂ
为 ９０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈＋０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）氨水）， ＥＳＩ－灵敏度

提高，ＹＴＸ、ＨＹＴＸ 拖尾现象明显改善，响应值提高 ４
倍（见图 ２ｂ）。

　 　 进一步比较了流动相中氨水的体积分数

（０􀆰 ０２％、０􀆰 ０５％、０􀆰 １％）对化合物响应值的影响。 当

流动相中含 ０􀆰 ０５％ （ｖ ／ ｖ）氨水时，除 ＰＴＸ２ 外，其余

化合物的响应值最大。 最终，选择流动相 Ａ 为

０􀆰 ０５％ （ｖ ／ ｖ）氨水，流动相 Ｂ 为含 ０􀆰 ０５％ （ｖ ／ ｖ）氨水

的 ９０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液。
２．２　 样品前处理条件的优化

　 　 对于生物样本，乙腈是最常用的提取溶剂。 本

研究考察了不同体积（０􀆰 ２、０􀆰 ４、０􀆰 ６、０􀆰 ８、１􀆰 ０ ｍＬ）
的乙腈对血浆样品中 １２ 种贝类毒素的提取效果，结
果如图 ３ 所示。 ０􀆰 ２ ｍＬ 和 ０􀆰 ４ ｍＬ 的乙腈提取效率

较低，为 ３０％ ～ ６９％；当乙腈提取液的体积升高至

０􀆰 ６ ｍＬ 时，提取效率为 ７８％ ～ １２１％；乙腈体积继续

升高，提取效率没有进一步改善。 因此，最终确定乙

腈提取液的体积为 ０􀆰 ６ ｍＬ。
２．３　 方法学验证

２．３．１　 基质效应

　 　 基质中存在的干扰成分会产生基质增强或基质

抑制效应，进而影响目标化合物的定量［１５－１８］。 为评

估基质效应，分别采用空白尿液基质提取液、空白血

浆基质提取液配制 １２ 种化合物的基质校准曲线，两
种曲线方程的斜率与溶剂标准曲线方程的比值均在

０􀆰 ８～１􀆰 １ 之间，表明该前处理方法的基质干扰低，采
用溶剂标准曲线可对化合物进行准确定量。
２．３．２　 标准工作曲线和灵敏度

　 　 将混合标准溶液按照上述色谱、质谱条件进行

检测，结果表明，１２ 种化合物在 ０􀆰 ０３ ～ ３６􀆰 ２５ μｇ ／ Ｌ
范围内线性关系良好，相关系数（ｒ２）均大于 ０􀆰 ９９５。
　 　 以检出限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）评估方法的

·２０４·
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图 １　 血浆加标（１􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ）样品中 １２ 种脂溶性贝类毒素的 ＭＲＭ 谱图
Ｆｉｇ． １　 ＭＲＭ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ １２ ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｓｐｉｋｅｄ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅｓ （１􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ）

·３０４·
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图 ２　 不同流动相体系中 ＹＴＸ（０􀆰 ２３ μｇ ／ Ｌ）和 ＨＹＴＸ（０􀆰 ３０ μｇ ／ Ｌ）的总离子流图
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＹＴＸ （０􀆰 ２３ μｇ ／ Ｌ）ａｎｄ ＨＹＴＸ （０􀆰 ３０ μｇ ／ Ｌ） ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ

　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ： ａ． ｗａｔｅｒ ｗｉｔｈ ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ２ ｍｍｏＬ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｅ （Ａ） ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｗｉｔｈ ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ｆｏｒ⁃
ｍｉｃ ａｃｉｄ （Ｂ）； ｂ． ｗａｔｅｒ ｗｉｔｈ ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ａｍｍｏｎｉａ （Ａ） ａｎｄ ９０％ （ｖ ／ ｖ） ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ａｍｍｏｎｉａ （Ｂ） ．

图 ３　 不同体积的提取试剂对血浆中 １２ 种脂溶性贝类毒素加标回收率的影响（ｎ＝４）
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １２ ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ （ｎ＝４）

灵敏度。 在尿液和血浆中添加目标化合物，信噪比

（Ｓ ／ Ｎ）为 ３ ∶ １ 时确定方法的 ＬＯＤ 为 ０􀆰 ０９ ～ ０􀆰 ２８
μｇ ／ Ｌ，当 Ｓ ／ Ｎ 为 １０ ∶１ 时确定方法的 ＬＯＱ 为 ０􀆰 ２３～
０􀆰 ８４ μｇ ／ Ｌ（见表 ２）。
２．３．３　 方法的精密度和准确度

　 　 空白尿液和空白血浆中分别加入 ＬＯＱ、２ 倍

ＬＯＱ、１０ 倍 ＬＯＱ 等 ３ 个水平的目标化合物，每个水

平进行 ６ 次平行试验，加标回收率的相对标准偏差

（ＲＳＤ）作为日内精密度。 ２ 倍 ＬＯＱ 的加标水平进

行 ５ ｄ 日间精密度测定。 方法的回收率为 ７２􀆰 ７％ ～

１２４􀆰 １％，日内精密度为 ２􀆰 １％ ～ ２０􀆰 ０％，日间精密度

为 ２􀆰 １％ ～１５􀆰 ３％ （见表 ２）。
２．４　 样品的测定

　 　 利用本方法检测了 １０ 份健康人尿液样本和 １０
份健康人血浆样本，以及经腹腔注射 １２ 种脂溶性贝

类毒素的小鼠尿液和血浆样品。 １０ 份人尿液样本

和 １０ 份血浆样本均未检出 １２ 种脂溶性贝类毒素。
在 １０ 份小鼠尿液样本中，均检测出 １２ 种贝类毒素，
含量在 １􀆰 １４～２􀆰 ３５ μｇ ／ Ｌ 之间；在 １０ 份小鼠血浆样

品中，同样检测出 １２ 种贝类毒素，含量在 １􀆰 ０１ ～

·４０４·
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１􀆰 １７ μｇ ／ Ｌ 之间。

３　 结论

　 　 本研究分别建立了尿液和血浆中 １２ 中脂溶性

贝类毒素的检测方法，取样量少，操作简单快速，灵
敏度高，适合尿液和血浆中脂溶性贝类毒素的检测。

参考文献：

［１］ 　 Ｄｅｎｇ Ｓ， Ｙｕ Ｗ Ｓ， Ｌü Ｘ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｒｕｍ ｏｎ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｍｅｄｉ⁃
ｃｉｎｅ， ２０１７， ２３（１）： １１
邓硕， 于维森， 吕晓静， 等． 预防医学论坛， ２０１７， ２３（１）： １１

［２］ 　 Ｆｅｎｇ Ｊ， Ｗａｎｇ Ｃ， Ｈｕａ Ｚ Ｇ． Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ Ｍｅｔｅｒａｇｅ，
２０１９， ２８（Ｓ１）： ２３
冯静， 王超， 华正罡． 化学分析计量， ２０１９， ２８（Ｓ１）： ２３

［３］ 　 Ｄａｉ Ｚ Ｒ， Ｗａｎｇ Ｐ， Ｚｈａｎｇ Ｃ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｙ， ２０１８， ４３（８）： １３７
戴梓茹， 王培， 张晨晓， 等． 食品科技， ２０１８， ４３（８）： １３７

［４］ 　 Ｄｉｎｇ Ｊ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｄａｌｉａｎ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２００１， ２５（３）：
２１２
丁君． 大连水产学院学报， ２００１， ２５（３）： ２１２

［５］ 　 Ｌｉ Ｗ Ｃ， Ｌｕａｎ Ｇ， Ｌｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｒｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０００， ２４（９）：
１９
李伟才， 栾刚， 李立， 等． 海洋科学， ２０００， ２４（９）： １９

［６］ 　 Ｏｆｕｊｉ Ｋ， Ｓａｔａｋｅ Ｍ， Ｍｃｍａｈｏｎ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔ Ｔｏｘｉｎｓ， １９９９， ７
（３）： ９９

［７］ 　 Ｊａｍｅｓ Ｋ Ｊ， Ｆｕｒｅｙ Ａ， Ｌｅｈａｎｅ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏｘｉｃｏｎ， ２００２， ４０
（７）： ９０９

［８］ 　 Ｚｈｏｕ Ｊ， Ｚｈｏｕ Ｚ Ｆ， Ｄｅｎｇ Ｋ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｏｃｃｕｐａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ，
２０１３（１６）： ２０２５
周洁， 周志峰， 邓凯杰， 等． 职业与健康， ２０１３（１６）： ２０２５

［９］ 　 Ｚｅｎｇ Ｇ Ｆ， Ｌｉｕ Ｑ， Ｗａｎｇ Ｚ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｏｄ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ
ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１５， ３６（２１）： ２８９
曾广丰， 刘青， 王志元， 等． 食品工业科技， ２０１５， ３６（２１）：
２８９

［１０］ 　 Ｉｔｏ Ｅ， Ｙａｓｕｍｏｔｏ Ｔ， Ｔａｋａｉ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏｘｉｃｏｎ， ２００２， ４０（２）：
１５９

［１１］ 　 Ａｂａｌ Ｐ， Ｌｏｕｚａｏ Ｍ Ｃ， Ｓｕｚｕｋｉ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏ⁃
ｃｈｅｍ， ２０１８， ４９（２）： ７４３

［１２］ 　 Ｍａｔｉａｓ Ｗ Ｇ， Ｔｒａｏｒｅ Ａ， Ｃｒｅｐｐｙ Ｅ Ｅ． Ｈｕｍ Ｅｘｐｏ Ｔｏｘｉｃｏｌ，
１９９９， １８（５）： ３４５

［１３］ 　 Ｖｉｅｉｒａ Ａ， Ｒｕｂｉｏｌｏ Ｊ， Ｌóｐｅｚ⁃Ａｌｏｎｓｏ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏｘｉｎｓ， ２０１３，
５（１１）： ２０９３

［１４］ 　 Ｗａｎｇ Ｚ， Ｂｒａｄｗａｔｅｒ Ｍ Ｈ， Ｒａｍｓｄａｌｅ Ｊ Ｓ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ，
２０１５， １４１６： ２２

［１５］ 　 Ｓｊｉｎ Ｃ， Ｊａｎｇ Ｈ， Ｊｏ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｏｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ， ２０１７， ７７： １７１
［１６］ 　 Ｍｃｃａｒｒｏｎ Ｐ， Ｒｅｅｖｅｓ Ｋ Ｌ， Ｇｉｄｄｉｎｇｓ Ｓ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｊ ＡＯＡＣ Ｉｎｔ，

２０１６， ９９（５）： １１６３
［１７］ 　 Ｓｈｅｎ Ｑ， Ｇｏｎｇ Ｌ， Ｂａｉｂａｄｏ Ｊ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｌａｎｔａ， ２０１３， １１６：

７７０
［１８］ 　 Ｐｅｔｒｏｖｉｃ Ｍ， Ｈｅｒｎａｎｄｏ Ｍ Ｄ， Ｄｉａｚ⁃Ｃｒｕｚ Ｍ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏ⁃

ｍａｔｏｇｒ Ａ， ２００５， １０６７（１）： １

·５０４·




