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固相萃取 －高效液相色谱 －串联质谱法检测贝类产品 7 种脂溶性贝类毒素
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［摘要］ 目的:建立固相萃取、高效液相色谱串联质谱法测定贝类产品中 AZA1、YTX、OA、PTX2、GYM、SPX1、DTX － 1 7
种脂溶性贝类毒素残留的方法。方法:贝类样品用甲醇提取后，Strata － X固相萃取柱净化，甲醇洗脱。采用 Waters Sun-
FireTMC18 ( 100 mm ×2． 1 mm，3． 5 μm) 色谱柱，以乙腈 － 2 mmol /L乙酸铵水( 80: 20，v /v) 作为流动相，流速 0． 2 ml /min，采
用电喷雾质谱电离，多反应监测模式( MRM) 对目标化合物定性及定量分析，外标法定量。结果:7 种贝类毒素线性相关
系数均大于 0． 998;方法定量下限( LOQ) 为 0． 1 μg /kg ～ 2． 7 μg /kg;高、中、低 3 个添加水平的平均加标回收率在 72． 2%
～101． 9%，相对标准偏差为 2． 0% ～ 13． 6%。结论:该方法灵敏度高、操作简单高效，适用于贝类样品中脂溶性贝类毒素
的定量及确证分析。
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Determination of 7 lipophilic shellfish toxins in shellfish by SPE and High performance
Liquid chromatography – Tandem Mass spectrometry

HUANG Cong，LI Xiao － jing* ，PENG Rong － fei，YU Hong
( Guangzhou center for disease control and prevention，Guangzhou 510080，China)

［Abstract］ Objective: A solid phase extraction ( SPE) combined with high performance liquid chromatography － electrospray i-
onization triple － quadruple tandem mass spectrometric ( HPLC － ESIMS /MS) method has been established for the simultaneous
determination of 7 shellfish toxins，including AZA1，YTX，OA，PTX2，GYM，SPX1 and DTX1 in shellfish products． Methods:
The shellfish toxins were extracted by methanol and cleaned up on a Strata － X solid phase extraction column． The analytes were
eluted from the SPE cartridge with methanol． The separation of 7 shellfish toxins was carried out by a Waters SunFireTM C18

( 100 mm ×2． 1 mm，3． 5 μm) column using a mobile phase of acetonitrile － 2 mmol /L ammonium acetate water ( 80∶ 20，v /v)
with a flow rate of 0． 20 ml /min． The target compounds were confirmed and quantified by electrospray ionization mass spectrome-
try under multiple reactions monitoring ( MRM) mode with external standard method． Results: The correlation coefficients of
7 shellfish toxins were more than 0． 998． The limits of quantification ( LOD) of the method were between 0． 1 μg /kg and
2． 7 μg /kg． The average spiked recoveries of 7 shellfish toxins at three concentration levels were between 72． 2% and 101． 9%，
and the relative standard deviations ( RSDs) ranged from 2． 1% to 13． 6% ． Conclusion: The method was sensitive，effective and
simple，and was suitable for the determination and confirmation of lipophilic shellfish toxins in shellfish products．
［Key words］ Lipophilic shellfish toxins; HPLC － ESIMS /MS; SPE

贝类毒素( Shellfish toxin) 通常也称为藻毒素，是一类通过
贝类摄食海水中的有毒生物，有毒生物毒素在贝类体内累积、
转化而对人类生命健康安全产生危害的生物活性物质

［1］。海
洋贝类毒素是目前已知的最毒的一类有机化合物之一，人误

食了含有毒素的贝类后可能引起中毒甚至死亡。贝类毒素可
以根据溶解性分为水溶性贝毒和脂溶性贝毒。目前主要的脂
溶性贝毒有大田软海绵酸( Okadaic Acid，简称 OA) 及其衍生
物鳍藻毒素 － 1 ( DTX － 1) ，紫夷贝毒素( Yessotoxin，YTX) ，大
环内酯类贝类毒素 － 2( PTX － 2 ) ，原多甲藻酸贝毒( azaspirac-

ids，AZA) ，螺环内酯毒素( 13 － Desmethyl spirolide C，SPX1) ，
米氏裸甲藻毒素( Gymnodimine，GYM) 。
目前，脂溶性贝毒最常用的测定方法有小白鼠生物分析

法
［2 ～ 4］、高效液相色谱法［5 ～ 8］。近年来已有报道采用液相色谱

－质谱法［9 ～ 12］、高效液相色谱四极杆飞行时间质谱［13］进行测
定。其中，液相色谱 －质谱法灵敏度高，选择性好，可提供待
测物的结构信息，是理想的贝类毒素分析方法。然而，文献报
道的贝类样品前处理的方法，如甲醇提取样品后，直接进样测

定或甲醇∶水( 8∶ 2，v /v) 提取样品后加入盐和氯仿萃取净化测
定，均不能起到很好的净化效果。固相萃取( SPE) 净化方式是
一种应用广泛的样品前处理技术，其具有净化效果好，重现性

高，回收率高等优点。目前尚未有 SPE 结合液相色谱 －串联
质谱同时测定 7 种脂溶性贝毒的报道。
本文采用固相萃取净化技术建立了贝类样品中 7 种脂溶

性贝类毒素同时测定的高效液相色谱 － 串联质谱的测定方
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法，该方法简便、灵敏高、专属性强，可用于贝类毒素的中毒应
急检测和日常检测。

1 实验部分
1． 1 主要试剂
贝类毒素标准品: AZA1、YTX、OA、PTX2、GYM、SPX1 均购

自加拿大海洋生物科学研究所 ( NRC) ; DTX － 1 购自日本和
光纯药工业株式会社 Wako公司;甲醇、乙腈均为色谱纯( Mer-
ck) ;乙酸铵为色谱纯;实验用水为二次蒸馏超纯水。
1． 2 仪器设备

Waters e2695 － TQMS XevoTM高效液相色谱 －串联质谱仪
( Waters 公司 ) ，Waters SunFireTM C18 ( 100 mm × 2． 1 mm，
3． 5 μm) 色谱柱; StrataTM － X 固相萃取小柱，60 mg，3． 0 ml( 美
国Waters公司) ; TDL － 5 型低速台式大容量离心机( 上海安亭
科学仪器厂) ; MS2 迷你涡旋振荡器;高速匀浆机。
1． 3 标准品的配制
准确吸取适量的 AZA、YTX、OA、PTX2、GYM、SPX1 6 种贝

类毒素标准品溶液，用甲醇溶解稀释分别配制为 AZA1
( 0． 124 mg /L) 、YTX( 0． 546 mg /L ) 、OA ( 1． 425 mg /L ) 、PTX2
( 0． 858 mg /L) 、GYM( 0． 502 mg /L) 、SPX( 0． 705 mg /L) 的标准
储备溶液。并准确称取适量的 DTX － 1 对照品，用甲醇溶解稀
释，配制成 1． 00 mg /L的标准储备液。
1． 4 样品前处理
称取匀浆后样品 2． 0 g于离心管中，加 6 ml 甲醇溶液，涡

旋提取 1 min后，以 3500 rpm离心 5 min，取上清液 1． 2 ml于
离心管中，加 2． 8 ml纯水稀释后成 4． 0 ml样品液，待上固相萃
取柱净化。
1． 5 样品净化
先用 1 ml甲醇活化 StrataTM － X固相萃柱，再用 1 ml 30%

甲醇平衡萃取柱，上样 4． 0 ml后，用 1 ml 20%甲醇洗固相萃取
柱，用 1． 2 ml甲醇洗脱并收集洗脱液，待进样分析。
1． 6 HPLC － MS /MS分析条件
液相色谱条件 Waters SunFireTM C18 ( 100 mm × 2． 1 mm，

3． 5 μm) 色谱柱;流动相: A为乙腈，B为含 2 mmol /L乙酸铵的
水溶液，采用等度洗脱方式，A ∶ B ( 80 ∶ 20，v /v ) ; 流速:
0． 2 ml /min;进样量: 10 μl，柱温: 30 ℃。
质谱条件 电离方式: ESI 正负切换; 毛细管电压为:

3． 0 kV;离子源温度: 150℃ ;脱溶剂气温度: 350℃ ;脱溶剂气流
量: 650 L /h;锥孔反吹气流速为 50 L /h。多反应监测各贝类毒
素离子对及对应的锥孔电压、碰撞能量见表 1。

表 1 7 种贝类毒素的质谱MRM模式的采集参数

贝类毒素 确证离子 m/z 离子模式 锥孔电压 U/V 碰撞能量 E/eV

AZA1 842． 5 ＞ 654． 5 ﹡，842． 5 ＞ 362． 2 ESI + 50 55，60

YTX 1141． 6 ＞ 1061． 5﹡，1141． 6 ＞ 925． 5 ESI － 40 55，58

OA 803． 5 ＞ 255． 2 ﹡，803． 5 ＞ 113 ESI － 65 60，65

PTX2 876． 5 ＞ 823． 5 ﹡，876． 5 ＞ 213． 1 ESI + 40 25，40

GYM 508． 3 ＞ 490． 3﹡，508． 3 ＞ 392． 3 ESI + 47 24，35

SPX 692． 5 ＞ 164﹡，692． 5 ＞ 444． 3 ESI + 47 60，55

DTX － 1 817． 5 ＞ 255． 2 ﹡，817． 5 ＞ 113 ESI － 65 55，60

“﹡”定量离子

2 结果与讨论
2． 1 色谱条件的优化
分别考察了流动相甲醇 －水，乙腈 －水体系，结果表明甲

醇 －水体系中负离子模式的 YTX、OA、DTX － 1 色谱峰响应变
小且 PTX2 峰型展宽，而乙腈 －水体系色谱峰变窄且分离效果
好响应大，另外又分别考察了在流动相中添加甲酸，乙酸铵，

甲酸铵 －甲酸缓冲溶液，结果表明添加乙酸铵效果最好，且大
部分化合物响应变大且保留时间适中。分别考察在流动相中
添加不同浓度 1 mmol /L、2 mmol /L和 5 mmol /L的乙酸铵后对
目标化合物的离子化效率的影响，结果表明添加 2 mmol /L 乙
酸铵离子化效率最高响应最大。因此，本实验最终确定以乙
腈 － 2 mmol /L乙酸铵水溶液( 80∶ 20，v /v) 为流动相，进行等
度洗脱。
2． 2 提取剂的选择
分别考察了甲醇、80%甲醇水溶液和丙酮作为提取溶剂

提取贝类样品中脂溶性贝毒的提取效率。结果发现只有甲醇
对检测的 7 种贝类毒素提取的回收率大于 70%，其它提取溶
剂均不理想。因此选择甲醇为提取溶剂。
2． 3 样品净化条件的选择
采用固相萃取( SPE) 净化时，目标化合物的回收率与 SPE

小柱性质及洗脱溶剂性质有关。本实验分别比较了 StrataC18
－ E、Strata － X、Speedisk Octadecyl C18 及 Oasis HLB 柱的富集
净化效果。结果表明净化后洗脱收集的样品溶液颜色
Speedisk Octadecyl C18 柱最深，Strata － X最浅并且得到的质谱
图干扰也最少，表明 Strata － X 净化效果最好。比较回收率
( 见图 1) ，结果表明 Oasis HLB回收率最低，尤其是 YTX和 OA
回收率只有 58%和 65%，Speedisk Octadecyl C18 和 Strata － X
回收率均较高都达到了 70%以上，但 Strata － X 净化效果较
Speedisk Octadecyl C18 好很多，综合考虑到净化效果和回收
率，最终选择 Strata － X为固相萃取净化柱。
由于贝类毒素标准品比较有限，本实验选用规格为

60 mg /3 ml的 Strata － X柱，按前述方法处理，流出液及淋洗液
均未检出目标物，采用 1． 2 ml甲醇进行洗脱，目标物能完全洗
脱，回收率理想。

图 1 固相萃取柱对回收率的影响
2． 4 方法线性
选用不含贝类毒素的空白扇贝样品，按“1． 4”和“1． 5”方

法制备空白基质溶剂，并分别添加贝类毒素混合标准溶液，配

制成系列标准溶液，从低浓度到高浓度依次上机测定。以各
贝类毒素定量离子的质量色谱峰面积为纵坐标，质量浓度

( μg /L) 为横坐标，绘制标准曲线 ( 结果见表 2 ) 。可以看出 7
种贝类毒素在线性范围内呈良好的线性关系，相关系数大于

0． 998。
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表 2 7 种贝类毒素的标准曲线及相关系数

贝类毒素 线性范围( μg /L) 线性方程 相关系数 r

AZA1 0． 248 ～ 49． 60 y = 290． 8x + 81． 2 0． 9993

YTX 2． 184 ～ 218． 4 y = 18． 0 x － 5． 8 0． 9982

OA 1． 425 ～ 285． 0 y = 144． 2 x + 664． 9 0． 9995

PTX2 0． 858 ～ 171． 6 y = 159． 8x + 743． 6 0． 9983

GYM 0． 502 ～ 100． 4 y = 6836． 4 x + 5107． 3 0． 9996

SPX1 0． 705 ～ 141． 0 y = 4499． 3x + 5686． 9 0． 9992

DTX1 2． 000 ～ 200． 0 y = 76． 5 x + 225． 3 0． 9992

2． 5 方法的灵敏度与精密度
采用空白样品中添加目标化合物的方法，按照“1． 4”和

“1． 5”步骤处理并按“1． 6”条件检测，根据定量子离子质量色
谱峰信噪比 S /N≥10 为方法的定量下限，得出 7 种贝类毒素
在样品中的定量下限 ( LOD) 为 0． 1 μg /kg ～ 2． 7 μg /kg，见
表 3。
在空白扇贝样品中添加高、中、低三个水平的七种贝类毒

素标准进行加标回收率实验，结果见表 3。从表中可以看出，7
种贝类毒素在空白扇贝样品中的平均回收率为 72． 2% ～
101． 9%，相对标准偏差为 2． 0% ～ 13． 6%。空白扇贝样品中
添加中等浓度的 7 种毒素标准溶液的特征离子质量色谱图见
图 2。

表 3 贝类样品中 7 种贝类毒素添加回收率及检出限实验结果

贝类毒素 添加水平( μg /kg) 回收率( % ) 相对标准偏差(%，n =6) 定量限( μg /kg)

AZA1 2． 48，12． 4，62． 0 86． 8，93． 2，80． 2 6． 2，5． 8，2． 0 0． 2

YTX 10． 9，54． 6，273 72． 2，90． 4，99． 3 6． 0，11． 6，10． 9 2． 7

OA 14． 2，71． 2，356 91． 7，88． 5，87． 5 13． 5，9． 5，7． 6 1． 7

PTX2 8． 58，42． 9，214 88． 5，101． 9，95． 0 9． 0，7． 2，5． 3 0． 3

GYM 5． 02，25． 1，126 84． 9，92． 0，74． 4 11． 1，7． 6，5． 4 0． 1

SPX1 7． 05，35． 2，176 94． 6，86． 8，76． 2 11． 8，13． 6，5． 4 0． 1

DTX1 1． 00，50． 0，250 90． 4，82． 0，84． 2 2． 8，13． 0，7． 9 2． 2

2． 6 样品的分析
采用上述建立的方法对市售的 10 份贝类样品中 7 种脂溶

性贝类毒素进行了检测。通过二级质谱的确证分析结果，其
中有一份牡蛎样品检测出含有 OA 8． 52 μg /kg。

3 结论
通过对样品前处理条件的优化和改进，建立了固相萃取

结合高效液相色谱 －串联质谱测定贝类样品中 7 种脂溶性贝
毒的检测方法。该方法处理样品简便、快速且灵敏度、重现
性、回收率均能满足贝毒分析的要求。
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