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  海洋贝类毒素是由海洋生物贝类食用一些浮游藻类时, 这些藻类经刺激而释放出的一类毒素. 这些毒素会在贝类

中蓄积, 有时被代谢; 海上漂浮的藻类会因环境的影响而高速繁殖, 浓度达到一定值时, 水面因之变色, 形成赤潮,

赤潮所含藻类几乎都有毒性. 海洋贝类毒素是目前已知的最毒的有机化合物, 人食用了含有毒素的贝类后可能引起中

毒死亡. 海藻毒素按作用可分为: 麻痹性海藻毒素 ( PSP )、腹泻性海藻毒素 ( DSP)、神经毒性海藻毒素 ( NSP )、失

忆性海藻毒素 ( ASP ) [ 1, 2, 3].

  本文建立了 10种麻痹性贝类毒素的 LC /M S /M S检测分析方法, 这类贝毒素是海洋有毒甲藻产生的水溶性四氢嘌

呤衍生物. 包括 STX, NeoSTX, GTX1, GTX2, GTX3, GTX4 为氨基甲酸酯类毒素, dcSTX, dcNeoSTX, dcGTX2,

dcGTX3为脱氨甲酰基类毒素, 这是水溶性化合物, 在反相色谱上很难保留, 所以在用 LC /M S /M S定量分析这类毒素

时, 要在流动相中加入恰当的缓冲剂.

1 实验方法
11 1样品前处理方法
  稀醋酸水溶液 ( pH < 2)对贝类样品进行提取, 经高速离心 10m in, 取上清液, 上相萃取柱小柱 HLB进行提取, 洗

脱液定容到 1 m ,l 再过 01 45 Lm过滤膜过滤, 待 LC /M S /M S分析.

11 2 仪器方法

  液相条件: 仪器: 岛津 20-AD二元高压液相系统; 色谱柱: W aters Symm atry 211mm @ 150mm 5Lm C8; 进样量:

20L ;l 流动相: A: 水, B: 甲醇, A相 B相中均有酸性挥发性缓冲盐 ( pH < 2)梯度洗脱. 液相梯度见表 1.

表 1 液相梯度表

时间 /m in 流速 /m l# m in- 1 A /% B /%

0 012 90 10

5 012 10 90

511 012 90 10

10 012 90 10

  质谱条件: 仪器: AB API2000串联四极杆质谱仪; 离子源: 电离模式: ESI+ ; 气帘气: 10, 碰撞气: 中, 离子

喷雾电压: 4500V, 离子源温度: 400e , 离子源气 1: 20, 离子源气 2: 15, 接口加热器: 开, 碰撞室进口电压:

10V, 碰撞室出口电压: 9V1

2 液相方法的建立
  由于这 10种海洋贝类毒素是水溶性的化合物, 所以一般的反相液相方法不能保留此类化合物, 如果在流动相中

加入离子对试剂, 又不能满足质谱的分析要求. 本实验采用两种反相液相方法, 进行了比较; 一种是在样品中加入适

量的庚烷磺酸钠进行分析, 这种液相方法虽然能的反相色谱上能保留住这类化合物, 但保留时间很不稳定, 这为定量

分析带来很大不确定性; 另一种方法是在水相中加入适量五氟丙酸, 能很好地保留此类化合物, 而且保留时间很稳

定, 色谱峰型对称, 但分离度不是很好 , 本实验最后采用这种液相方法对实际样品进行了定量分析, 并获得了很好的

定量结果 (表 2, 图 1).

  本实验用美国应用生物系统公司的 API2000系统进行的定量分析, 其检出限为 10ppb, 这已能满足对这类毒素定

量分析要求.
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表 2 10种化合物的相应 MRM 离子对及质谱参数

化合物 Q1 Q3 DT DP CE

STX 30012 204 100 35 28

STX 30012 28212 100 35 27

dcSTX 25712 22211 100 30 34

dcSTX 25712 23911 100 30 23

N eoSTX 31611 29812 100 30 34

N eoSTX 31611 22011 100 30 34

dcNeoSTX 27311 22512 100 30 35

dcNeoSTX 27311 25512 100 30 25

GTX1, 4 41211 33211 100 15 21

GTX1, 4 41211 31412 100 15 30

GTX2, 3 39611 31612 100 15 22

GTX2, 3 39611 29812 100 15 30

dcGTX2, 3 35311 27312 100 15 23

dcGTX2, 3 35311 25512 100 15 30

图 1 10种海洋贝类毒素标准品的 MRM 色谱峰及保留时间

3 样品定量检测
  选取了三种海洋藻类进行了分析检测, 这三种藻类分别是亚历山大藻、短裸甲藻、双鞭藻; 样品经前处理后, 进

行定量分析检测其结果如表 3, 其结果说明这类藻中只含有麻痹类贝毒素中的石房蛤类毒素 STX, 而不含膝沟藻类毒

素 GTX.

表 3 三种样品的定量结果

样品 STX /ppb dcSTX /ppb N eoSTX /ppb d cNeoSTX /ppb GTX1, 4 /ppb GTX2, 3 /ppb dcGTX2, 3 /ppb

亚历山大藻 未检出 119 65 233 未检出 未检出 未检出

短裸甲藻 未检出 45 76 87 未检出 未检出 未检出

双鞭藻 未检出 67 20 90 未检出 未检出 未检出

  随着气候环境的变化, 海洋环境也在发生巨变, 随之会产生多种海洋浮游藻类, 这些藻类恰恰是海洋贝类的食

物, 通过海洋贝类的代谢, 会产生各种藻类毒素, 而这些毒素通常就存在于这些贝类体内, 人们通过食用这些贝类,

可能会引起中毒反应 , 所以建立可靠的检控方法, 不仅能避免食物中毒, 也能有效地检控海洋藻类的变化情况, 本文

建立了用 LC /MS /M S技术定量检测海洋贝类毒素的方法, 其最低检出限为 10ppb.
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