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实验技术与方法
基质分散固相萃取净化+亲水液相色谱+串联质谱法检测

织纹螺与贝类中河鲀毒素

方力%!邱凤梅’!余新威%!张志超%

!%2舟山市疾病预防控制中心 浙江省海产品健康危害因素关键技术研究重点实验室"
浙江 舟山$!%,&’%$ ’2岱山县疾病预防控制中心"浙江 岱山$!%,’&&#

摘$要!目的$针对海产品常见中毒原因分析需求!建立基质分散固相萃取净化+亲水液相色谱+串联三重四极杆

质谱(7Q9Q<+[F0[F)快速定性定量检测织纹螺和贝类中河鲀毒素的新方法" 方法$%.& L样品经 &.%e乙酸溶液

沸水浴提取后!用 #& JL亲水亲油平衡填料(79K)和 # JL石墨化碳黑(V<K)吸附剂吸附净化!最后经乙腈蛋白沉

淀后过 &.’’ "J聚四氟乙烯(‘SDT)滤膜!亲水液相色谱柱(%#& JJj’.& JJ!! "J)分离!电喷雾离子化!选择反

应监测(F([)模式检测!基质匹配外标法定量" 结果$在 ’.& f*&.& =L0JB浓度范围内!河鲀毒素呈现良好的线性

关系!相关系数 %’!&.///#以 ! 倍基线噪声所对应的浓度为检出限时!河鲀毒素的方法检出限可达 %&.& "L0IL#在

’#’%&& 和 ’&& "L0IL的加标水平时!方法回收率为 -*.’e f"-./e!相对标准偏差为 ’.!e f/.%e" 应用本方法

对浙江沿海地区市售织纹螺和贝类样品进行检测!%# 份织纹螺中有 %* 份检出河鲀毒素!检出率为 /!.!e!含量范

围为 &.&* f%#.-# JL0IL!,& 份贝类样品均未检出河鲀毒素" 结论$该检测方法准确’快速’易操作!能满足典型海

产品中河鲀毒素的公共卫生应急检测或日常监测要求"
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4ACY;H:>H:<A=@CAB>=E ‘C:̂:=@;A=% 65:1;>=L65APH5>= !%,&’%% <5;=>& ’.Y>;H5>= <:=@:C4AC

Y;H:>H:<A=@CAB>=E ‘C:̂:=@;A=% 65:1;>=LY>;H5>= !%,’&&% <5;=>#

7(%&3’5&$ "(@-5&*A-$Q= ACE:C@A>=>BGR:A4MA;HA=;=L3>PH:H% >=:NJ:@5AE N>H:H@>OB;H5:E P@;B;R;=L5GECAM5;B;3B;bP;E
35CAJ>@ALC>M5G+@>=E:J @C;MB:bP>ECPMAB:J>HHHM:3@CAJ:@:C"7Q9Q<+[F0[F # 3APMB:E N;@5 E;HM:CH;̂:HAB;E M5>H:

:a@C>3@;A= 4ACC>M;E bP>B;@>@;̂:>=E bP>=@;@>@;̂:>=>BGH;HA4@:@CAEA@Aa;= ;= =>HH>C;PH>=E H5:BB4;H52B-&+/2%$ F>JMB:

"%.& L# N>H:a@C>3@:E N;@5 &.%e >3:@;3>3;E ;= OA;B;=LN>@:CO>@5% MPC;4;:E OGE;HM:CH;̂:HAB;E M5>H::a@C>3@;A= N;@5

#& JL5GECAM5;B;3+B;MAM5;B;3O>B>=3:"79K#% # JLLC>M5;@;R:E 3>COA= OB>3I "V<K# >=E MCA@:;= MC:3;M;@>@;A= N;@5

>3:@A=;@C;B:% >=E @5:= 4;B@:C:E @5CAPL5 >MABG@:@C>4BPACA:@5GB:=:"‘SDT# J:JOC>=:2S5:>=>BG@:HN:C:H:M>C>@:E A= >

7Q9Q<3ABPJ=% >=E E:@:3@:E ;= H:B:3@:E C:>3@;A= JA=;@AC;=L"F([# JAE: ;̂>MAH;@;̂::B:3@CAHMC>G;A=;R>@;A=2S5:J>@C;a

J>@35;=L>=E :a@:C=>BH@>=E>CE J:@5AE N>HPH:E 4ACbP>=@;4;3>@;A=2=-%:)&%$S:@CAEA@Aa;= H5AN:E LAAE B;=:>C;@G;= @5:

3A=3:=@C>@;A= C>=L:O:@N::= ’.& >=E *&.& =L0JB% @5:3ACC:B>@;A= 3A:44;3;:=@N>H5;L5:C@5>= &.///2S5:E:@:3@;A= B;J;@A4
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$$近年来%因误食河鲀+织纹螺+虾虎鱼等海产品
导致河鲀毒素中毒的事件时有发生 )%+!* %中毒症状
主要表现为颤抖+口舌发麻+四肢无力+全身麻痹%
严重者甚至可以导致死亡%因此%开发简单+准确+

快速检测海产品中河鲀毒素的方法显得十分迫切,

目前%河鲀毒素检测方法主要有小鼠生物法 )** +酶

联免疫法 )#* +气相色谱+质谱联用法 ),* +高效液相色
谱法 )-*及液相色谱+串联质谱法 )"+%%* , 生物法和酶
联免疫吸附法易产生假阳性或者假阴性%一般仅用
于常规筛查&气相色谱+质谱联用法需要衍生化%试
验条件要求严格&液相色谱法灵敏度相对较低&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, 当前关于海产品中河鲀毒素
检测的前处理手段主要有固相萃取+免疫亲和柱
等 )"+/%%%* , 常规固相萃取小柱净化法存在溶剂消耗
量大+净化效果不够理想等缺陷&免疫亲和柱净化
法尽管净化效果好%但也存在使用成本高+操作要
求高+处理时间长等缺陷,

本试验采用亲水液相色谱+串联质谱 "7Q9Q<+
[F0[F#%结合基质分散固相萃取 " E;HM:CH;̂:HAB;E
M5>H::a@C>3@;A=%EF‘T#技术%建立了一种净化简单
的测定海产品中河鲀毒素的方法,

%$材料与方法
%.%$主要仪器与试剂

SFhd>=@>L:三重四极杆质谱仪 "配有电喷雾
离子源#+8B@;J>@:!&&& 超高效液相色谱仪均购自美
国 S5:CJA%高速冷冻离心机+微量高速离心机均购
自美国 K:3IJ>=%超声波清洗机%电子天平%涡旋混
合器%数显恒温水浴锅%[;B;+h"%".’ [$#超纯水处
理系统,

甲酸"9<+[F 级#+乙酸 "9<+[F 级#+甲醇 "色
谱纯#+乙腈"色谱纯#+甲酸铵"9<+[F 级#+固相萃
取填料$‘ABG+F:CG79K"’& f%’& "J#+<?_KX?Y
7<+<%""*& f,! "J#+<?_KX?Y<>COA=+V<K"%’&
f*&& 目#均购自德国 <?_%超纯水由 [;B;+h超纯
水系统制得%河鲀毒素"纯度!//e%Q&%/&&!&%上海
安谱实验科技股份有限公司#%&.’’ "J聚四氟乙烯
"‘SDT#滤膜,
%.’$方法
%.’.%$提取

准确称取"%.& i&.&%#L均质后样品置于 %# JB

聚丙烯离心管中%加入 # JB&.%e乙酸溶液"提取溶

剂#%涡旋混合 % J;=%沸水浴提取 %& J;=%冷却至室
温后 # &&& j; 离心 %& J;=%上清液转移至另一支
%# JB离心管中%再向残渣中加入 # JB&.%e乙酸溶
液%重复以上提取步骤%合并提取液并定容至 %& JB%

混匀后再次 # &&& j; 离心 %& J;=%提取液待净化,

%.’.’$净化

称取"#& i## JL亲水亲油平衡填料"79K#粉
末和"# i&.## JL石墨化碳黑"V<K#粉末置于 ’ JB

离心管并混合均匀%移取 %.& JB提取液于该离心管
中%涡旋混合 % J;=%%# &&& C0J;= 离心 # J;=%移取
#&& "B上清液于 ’ JB离心管中%加入 #&& "B乙腈%

涡旋混合 !& H%%# &&& C0J;= 离心 ’ J;=%上清液经
&.’’ "J滤膜过滤%注入样品瓶中%备用,

%.’.!$空白基质溶液及标准溶液的制备

称取与待测样品基质相同+不含河鲀毒素的样
品于离心管中%按照 %.’.% 和 %.’.’ 中的步骤进行
提取和净化%得到空白基质溶液,

河鲀毒素标准溶液用 &.%e乙酸乙腈溶液稀
释%配成浓度为 %.& "L0JB的标准储备液, 用空白
基质配制成浓度为 ’+#+%&+’& 和 *& =L0JB的标准
系列,

%.’.*$仪器条件

色谱$ SF]L:B)J;E:+"& 色 谱 柱 " %#& JJ j
’.& JJ%! "J#%流动相 )为 &.%e甲酸+’ JJAB09

甲酸铵水%K为 &.%e甲酸+’ JJAB09甲酸铵 p/#e
乙腈水%流速为 &.! JB0J;=%进样量为 %& "B%柱温为
!& \, 分析梯度$& f! J;=%K$"#e&! f%! J;=%K$
"#e f*&e&%! f%# J;=%K$*&e%%# f%#.’ J;=%K$
*&e f"#e&%#.’ f%/ J;=%K$"#e,

质谱$采用电喷雾离子源"TFQ#%正离子扫描方
式%选择反应监测"F([#模式&喷雾电压为 !.& Id&

汽化温度为 !&& \&离子传输毛细管温度为 !’# \&
鞘气压"H5:>@5 P=;@H#为 *# >CO%辅助气压 ">CO;@C>CG
P=;@H#为 %# >CO%这两种雾化气均为高纯氮气%碰撞
气为高纯氩气%压力为 %.# JSACC, 使用前调节各气
体流量以使质谱灵敏度达到检测要求, 河鲀毒素
的检测参数见表 %,

表 %$河鲀毒素检测参数

S>OB:%$Y:@:3@;A= M>C>J:@:CHA4@:@CAEA@Aa;=

化合物
保留时间
0J;=

母离子
0"0@J#

子离子
0"0@J#

透镜电压
0d

碰撞能量
0:d

河鲀毒素 %&.&" !’& !&’" 0%,’ %&" ’* 0!-

注$"表示定量离子
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’$结果
’.%$色谱条件优化

河鲀毒素是一种小分子极性化合物%很多国内
外文献 )"+%%*已证实亲水色谱柱适合该类化合物的分
离与检测, 本试验选取两根 )J;E:填料的亲水色
谱柱比较其对河鲀毒素的色谱分离效果, 尽管
)<h8QSZ8‘9<KT7)J;E:柱"%&& JJj’.& JJ%

%.- "J#分离后获得的色谱峰具有峰宽窄+分析时
间短等小粒径色谱柱特有的优势%但实际检测过程
中发现部分复杂基质贝类样品中存在与目标峰保
留时间重合的干扰峰%没能在该色谱柱上实现基线
分离, 使用 SF]L:B)J;E:+"& 柱"%#& JJj’.& JJ%
! "J#能较好地实现目标峰与基质干扰峰之间的分
离%且能实现目标毒素的较好保留%见图 %,

注$)为标准溶液&K为空白基质溶液&<为基质加标溶液&"%#为定量离子通道&"’#为定性离子通道

图 %$河鲀毒素的 F([色谱图
D;LPC:%$F([35CAJ>@ALC>JHA4@:@CAEA@Aa;=

’.’$前处理条件优化
’.’.%$提取条件的优化

河鲀毒素具有弱碱性%在酸性条件下带正电%
易被酸性水溶剂提取%本试验采用 &.%e乙酸溶液
作为提取溶剂%能达到较好的提取效果, 与%& JB
提取液一次性提取比较%# JB提取液重复提取两
次明显提高了河鲀毒素的提取回收率, 河鲀毒素
在酸性环境中对热稳定%高温下一般不分解, 本
试验比较了有无沸水浴提取对净化效果的影响%
发现经沸水浴处理的样品为透明溶液%而未经沸
水浴处理的样品相对浑浊%沸水浴处理检测效果
明显好于未处理,
’.’.’$净化条件优化

EF‘T是一种简单高效的净化方法%吸附剂的选
择是 EF‘T的一个最重要的参数, <%" 填料是一种
憎水硅胶基吸附剂%其对非极性化合物具有很强的
吸附性能, 79K是一种以改性的二乙烯基苯聚合
物为基质的吸附剂%其亲水+亲脂平衡性能设计适用
于酸性+碱性和中性化合物的净化, 针对不同的分
析物%表现出不同的保留特性, 79K的相对保留容
量比最常用的硅胶基吸附剂"如 <%"#高三倍, V<K

具有六元环结构%因此与平面分子具有很强的亲和
力%适用于许多有机化合物的提取和净化%特别是

用于从各种基质中分离和除去有色物质+固醇类
等, 本试验考察了 <%"+79K和 V<K吸附剂对河鲀
毒素的吸附情况%分别选择 #& JL<%"+#& JL79K+
’# JL<%" 和 ’# JL79K+#& JL<%" 和 #& JL79K

为吸附剂进行回收率比较%结果显示单独使用
79K+<%" 的回收率与二者共同使用之间没有明显
差异%但由于部分 <%" 吸附剂在离心后仍悬浮于上
清液%会对后续取样造成困难, 79K和 V<K的同时
使用能产生比单独使用 79K更好的净化效果, 使
用 V<K净化后的溶液是无色透明的%而没有 V<K

的溶液是浅黄色的, 本试验还进一步研究了 79K
和 V<K的使用量以提高净化效果, 对于河鲀毒素%

使用 # f%& JLV<K达到较好的回收率%此后随着
V<K使用量的增加%河鲀毒素的回收率逐渐下降&

使用 ’# f%&& JL79K均能提供较好的回收率%综合
考虑实际净化效果和使用成本%本试验选择 #& JL
79K和 # JLV<K作为净化样品的吸附剂, 本试验
从两个角度比较 EF‘T处理前后的净化效果%首先
从净化前后溶液颜色比较%提取后未净化的样品溶
液呈现浅黄色%而经 EF‘T处理后样品溶液变为无
色透明&其次%对比净化前后基质标准样品的总离
子流图%从图 ’ 可以看出%未经 EF‘T净化的贻贝+
织纹螺基质在总离子流图前段出现杂峰 " % f
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!.# J;=#%而经 EF‘T净化后%该段杂峰明显降低,
综上说明 EF‘T净化能有效去除杂质%减轻复杂样
品基质对色谱柱和质谱仪的污染,

注$)为空白基质标准溶液&K为贻贝基质标准溶液+未净化&

<为贻贝基质标准溶液+净化后&Y为织纹螺基质标准溶液+未净化&

T为织纹螺基质标准溶液+净化后

图 ’$EF‘T净化前后河鲀毒素基质标准溶液的总离子流图
D;LPC:’$SA@>B;A= 35CAJ>@ALC>JHA4@:@CAEA@Aa;=

J>@C;aH@>=E>CE HABP@;A= O:4AC:>=E >4@:C3B:>=;=L

N;@5 E;HM:CH;̂:HAB;E M5>H::a@C>3@;A=

最后本试验增加了乙腈净化的步骤%主要目的
是为了能进一步沉淀样品中剩余的蛋白%同时提高
进样溶液中有机相的比例"初始流动相中有机相的
比例约为 "&e#%以降低可能存在的溶剂效应对色
谱行为的影响,
’.!$基质效应+工作曲线及检出限

按 %.’.! 的方法配制标准溶液并测定%以河鲀
毒素的浓度为横坐标%峰面积为纵坐标%绘制基质
工作曲线%在 ’.& f*&.& =L0JB浓度范围内%线性关
系良好%相关系数 %’!&.///, 本试验采用基质匹配
工作曲线的斜率与纯溶剂标准曲线的斜率的百分
比值来评价检测方法基质效应 "[T#, 从表 ’ 可
知%织纹螺基质的 [T值为 -%e%表明存在一定的
基质抑制效应, 贻贝基质的 [T值为 /&e%表明贻
贝基质的抑制效应弱, 本试验采用基质匹配标准
曲线测定实际样品%一定程度上消除了基质效应,

表 ’$方法的线性范围+回归方程+相关系数

和基质效应

S>OB:’$9;=:>CC>=L:% C:LC:HH;A= :bP>@;A=H% 3ACC:B>@;A=

3A:44;3;:=@H% >=E J>@C;a:44:3@HA4@5:J:@5AE
基质
类型

线性范围
0" =L0JB#

线性回
归方程

相关系数
%’

[T0e

溶剂 ’.& f*&.& Ek,#"-=q-&%-., &./// * !

织纹螺 ’.& f*&.& Ek*,-%.#=p%,/!.! &./// # -%

贻贝 ’.& f*&.& Ek,&*/.*=p’’#*., &./// & /&

注$[T"e# k基质匹配工作曲线的斜率0纯溶剂标准曲线的斜率 j
%&&e&!表示该项无数据

$$在本试验条件下%根据 ! 倍基线噪声的峰响应
值+取样量和进样量%得出两种基质中河鲀毒素的
方法检出限均能达到 %&.& "L0IL%我国尚无海产品
中河鲀毒素限量标准%根据日本厚生劳动省规定无
毒河鲀鱼中河鲀毒素的限量值为 ’.’ JL0IL)%’* %本
方法完全能满足检测要求,
’.*$回收率和精密度

本试验以织纹螺和贻贝为研究对象%考察检测
方法的回收率和精密度, 准确称取空白织纹螺和
贻贝样品各 %.& L%设定 ! 个添加水平 ’#+%&& 和
’&& "L0IL%根据上述方法进行检测%每组样品 , 个
平行%测定回收率和相对标准偏差 "/73#, 由表 !
可知%织纹螺和贻贝中河鲀毒素的方法回收率为
-*.’e f"-./e%/73为 ’.!e f/.%e,

表 !$方法回收率和精密度"" k,#

S>OB:!$(:3Â:CG>=E MC:3;H;A= A4@5:J:@5AE

加标水平
0""L0IL#

织纹螺 贻贝
回收率0e /730e 回收率0e /730e

’# "*./ ,.% "!.% /.%
%&& -*.’ !.# "#./ !.%
’&& -#." ’.! "-./ *.,

’.#$实际样品检测
应用本方法对 ’&%!!’&%* 年浙江省沿海地区

采集的 %# 份织纹螺和 ,& 份贝类样品进行检测%其
中有 %* 份织纹螺检出河鲀毒素%检出率为 /!.!e%
含量范围为 &.&* f%#.-# JL0IL%,& 份贝类样品均
未检出河鲀毒素,

!$小结
本方法采用 &.%e乙酸溶液提取%EF‘T净化+

亲水液相色谱分离+三重四极杆质谱检测%实现快
速定性定量检测织纹螺和贝类中的河鲀毒素, 本
方法快速+简便+灵敏度高+重现性好%能够应用于
应急检测或日常监测等公共卫生实践活动,
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实验技术与方法
超高效液相色谱+串联质谱法测定食品中高氯酸盐

贺巍巍!杨杰!王雨昕!李雨哲!陈达炜!赵云峰!周爽!方从容
!国家食品安全风险评估中心 卫生部食品安全风险评估重点实验室"北京$%&&&’%#

摘$要!目的$建立食品中高氯酸盐的超高效液相色谱+串联质谱(8‘9<+[F0[F)的测定方法" 方法$香辛料调

味品用水提取!蔬菜’水果用乙腈+水 (%t%!F@F)提取!肉’禽’蛋’奶和水产品用乙腈+水 (’t%!F@F)提取!<%"柱
(! JB!’&& JL)净化!以高氯酸根为内标定量!采用 8‘9<+[F0[F 法测定" 结果$在 &.! f’&.& "L09范围内!! 种

提取溶液中高氯酸盐有良好的线性关系!/’!&.///" 加标浓度在 ’.& f#&.& "L0IL范围内!内标相对平均回收率

为 "’.,e f%&".,e!相对标准偏差 (/73)为 %.&e f/./e" 牛奶的定量限为 ’.& "L0IL!其他食品的定量限为
%&.& "L0IL" 结论$本方法简单快捷!定量准确!适用于食品中高氯酸盐的测定"
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