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实验技术与方法
高效液相色谱+串联四级杆质谱法测定鱼体中河豚毒素
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摘"要!目的"建立高效液相色谱+串联四级杆质谱联用仪多反应监测技术"Z=Z#测定鱼体中的河豚毒素">>Q#含

量的方法$ 方法"海鱼样品用 3#g酸化甲醇水溶液"含 #G!g乙酸#超声提取!二氯甲烷脱脂净化!超滤管离心!取滤

液过膜后进行分析$ 目标物 >>Q以 Y:k,G* 的乙腈+#G#$g甲酸铵溶液"$*m,*!DED#为流动相!经 :767?色谱柱

"!## XXn)G! XX!, !X#等梯度洗脱分离!采用电喷雾离子源!选择质谱多反应监测正离子模式!以保留时间和河豚

毒素的二级质谱特征碎片离子予以双定性确证!基质标准曲线校正!外标法定量$ 结果"河豚毒素与杂质能良好分

离!在 #G!# j)G# XPIbP范围内线性关系良好"8k#G%%c#!方法检出限为 #G#!) XPIbP!定量限为 #G#2! XPIbP!加标回

收率为 c*Gcg j!#3G!g!相对标准偏差为 !G2g j*G!g$ 应用该方法对 )# 份实际样品进行检测!均未检出>>Q$ 结

论"本方法准确%快捷%简便!可应用于食物中毒因子识别与鉴定$
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""河豚毒素$B’BCE0EBE<O(">>Q%是鲀鱼类及其他生物
体内含有的一种氨基全氢喹唑啉型化合物"是毒性最
强的非蛋白类神经毒素之一"对人体的致死量为 $ j
c !PIbP(!) * 其化学性质稳定"一般烹调手段难以破

坏"很多海洋食品中毒事件都与 >>Q有关* )#!, 年广
东省湛江雷州市 ))人发生河豚鱼中毒")#!2 年上海市
食品安全风险监测中发现 , 件烤鱼片检出>>Q*

目前对河豚毒素的检测方法主要有小鼠生物
法 () h,) ’酶联免疫法 (2) ’化学法* 前两种方法只适合
做初筛试验"不适合中毒快速应急检测* 无论对未
知毒素的定性还是对已知毒素的定量"化学分析法
均以其灵敏’准确及自动化等显示出强大的优势"
尤其是液+质联用法"既可避免生物法’免疫法在特
异性和准确性方面的欠缺"也可弥补色谱法定性困
难的不足* 骆和东等 (*)用固相萃取+超过滤+液相色
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谱I质谱法测定织纹螺中的河豚毒素"结果回收率
偏低"重复性稍差* 金玉娥等 ($)用高效液相色谱+质
谱法测定鲜鱼中河豚毒素"检出限低"重复性好"回
收率高* 添加高浓度的加标水平可以得到高回收
率"但样品的处理过程很复杂*

本文采用 3#g酸化甲醇水溶液 $含 #G!g乙
酸%超声提取样品"二氯甲烷脱脂净化"经超滤后"
在质谱多反应监测$Z=Z%正离子模式下直接进行
高效液相色谱+串联四级杆质谱法 $:;6?+Z8IZ8%
测定"方法灵敏度和准确度高"精密度和重现性好"
可应用于食物中毒因子识别与鉴定*

! "材料与方法
!G!"材料
!G!G!"试验材料

空白鱼样取自新鲜鲈鱼"从市场购买"挑取鱼
可食用部分绞碎混匀*
!G!G)"主要仪器与试剂

高效液相色谱+串联四级杆质谱联用仪 $)$%*+
HSTBBCE;C’XO’CQ/"美国 @TB’CA%’低温高速离心机’
漩涡混合器’ZODDO+H超纯水系统’#G* XD离心超滤
管$截留相对分子量 , ###%*

>>Q标准品$ZSAB+!)!)!3#)"纯度 t%%g"厦门
国家海洋第三研究所%"乙腈’甲醇均为色谱纯"冰
乙酸$优级纯%"二氯甲烷 $高效液相色谱纯"德国
?M@%"超纯水$!3G) Z$-KX%"3#g酸化甲醇水溶
液$含 #G!g乙酸%&移取 !$# XD甲醇"#G) XD冰乙
酸"用纯水稀释至 )## XD*
!G)"方法
!G)G!"标准溶液的配制

精密称量 >>Q!G# XP置于 !# XD容量瓶中"用
#G#* XEDI6乙酸定容至刻度"使其溶解后即得
!## XPI6的 >>Q储备溶液"置于冰箱 2 i 保存*
>>Q储备液用 #G#* XEDI6乙酸溶液稀释后作为标
准使用液"用于基质标准曲线的配制*
!G)G)"样品前处理

称取 !G# P样品于 *# XD的聚丙烯离心管中"加
入 2 XD3#g酸化甲醇水溶液$含 #G!g乙酸%混匀后"
漩涡器振摇 ) XO("*# i超声 * XO("静置分层后"2 i
!# ### CIXO( 离心 !# XO("取上清液"加 2 XD提取剂
对残余物进行二次提取"2 i !# ### CIXO( 离心
!# XO( 后合并上清液* 上清液在 *# i氮吹仪吹至近
干"用 #G#* XEDI6的乙酸溶解并定容至 )G# XD* 加
, XD二氯甲烷"振荡 ) XO("2 ### CIXO( 离心 !# XO("
收集上清液"加入 , XD二氯甲烷进行二次脱脂"
2 ### CIXO( 离心 !# XO( 后吸取 #G* XD上清液"装入

超滤离心管中"2 i !, ### CIXO( 离心 )# XO("滤液过
#G)) !X滤膜"供 :;6?+Z8IZ8 检测*
!G)G,"仪器条件

色谱条件&采用 -BDT(BOA%:767?8ODOKT色谱柱
$!## XXn)G! XX", !X%"流动相&乙腈+#G#$g甲酸铵
水溶液$DEDk$*m,*"Y:k,G*%"流速 #G) XDIXO("柱温
2# i"进样体积 !# !D*

质谱条件&电喷雾离子源 $/87%"多反应监测
$Z=Z%正离子模式* 毛细管电压 ,G*# bf"锥孔电
压 2* f"离子源温度 !)# i"脱溶剂温度 ,*# i*
其他参数见表 !*

表 !"河豚毒素的质谱参数
>T.D’!"ZTAAAY’KBCEX’BC\YTCTX’B’CALEC>>Q

母离子I$>ES% 子离子I$>ES% 锥孔电压If 碰撞能量I’f
,)#G## !$)G!#$定性% 2*G## 2$G##
,)#G## ,#)G!#$定量% 2*G## ,#G##

)"结果与分析
)G!"仪器条件选择
)G!G!"色谱条件的选择

>>Q是强极性化合物"在反相?!3色谱柱上不保
留"而 :767?亲水色谱柱能改善 >>Q在反相色谱中
保留差的缺点"该柱子在应用 :;6?+Z8 进行极性化
合物分析方面表现出强大的优势 (c h3) "故本方法选
择 -BDT(BOA%:767?8ODOKT色谱柱作为分析柱*

>>Q的分子结构中含有胍基团"在酸性条件下
易发生质子化"因此本方法选择酸性流动相"并考
察乙腈+#G!g甲酸水溶液和乙腈+#G#$g甲酸铵水
溶液$Y:k,G*%两种流动相对分析物离子化效率和
色谱峰形的影响* 试验发现"乙腈+#G#$g甲酸铵水
溶液为流动相时">>Q离子化效率高"峰形好"与杂
质分离效果较好"故本方法选择乙腈+#G#$g甲酸铵
水溶液为流动相* 通过改变流动相比例"发现两者
比例在 $*m,*$DED%时 >>Q峰型最佳* 见图 !*

图 !">>Q基质加标溶液 Z=Z色谱图$#G$ XPI6%

‘OPSC’!"Z=ZK4CEXTBEPCTXEL>>QXTBCO<ABT(0TC0 AEDSBOE(

)G!G)"Z=Z质谱条件的选择
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选择正离子模式进行一级质谱扫描确定 >>Q的
分子离子$(Z5:)">ES,)#G##%"然后以其分子离子
为母离子进行相应的子离子扫描"得到 >ES为
,#)G!#’!$)G!#’)32G#% 等碎片离子"其中 >ES,#)G!#
的丰度最高"其次是 >ES!$)G!#"因此选取 >ES
,#)G!# 作为定量离子">ES!$)G!# 为定性离子"最后
以多反应监测模式优化毛细管电压"离子源温度等质
谱参数"结果见表 !">>Q的二级质谱图见图 )*

图 )">>Q的二级质谱图
‘OPSC’)"8’KE(0TC\XTAAAY’KBCEX’BC\EL>>Q

)G)"样品前处理条件的优化
)G)G!"提取剂的选择

>>Q具有较强极性"不溶于有机溶剂"只溶于
Y:k, jc 的弱酸性水溶液* 常用的提取剂为酸性
甲醇或酸性水溶液* 鱼体基质成分复杂"为了提高
>>Q的提取效率"用乙酸提取时需沸水浴加热去除
蛋白质"操作较为费时#而乙酸甲醇溶液沉淀蛋白
效果好 (% h!#) "不需要加热"但同时有许多脂溶性物
质被提取出来"因此提取后仍需要进一步净化 (!!) *
故本试验分别比较了 #G!g乙酸甲醇’3#g甲醇水
溶液$含 #G!g乙酸%和 #G)g乙酸水溶液三种提取
剂"结果用 3#g甲醇水溶液$含 #G!g乙酸%提取的
鱼体中 >>Q噪声水平低"基质效应小")## !PIbP的
基质加标回收率达 %#g以上*
)G)G)"净化方法的选择

鱼组织经提取后的样液中所含杂质主要为蛋
白质和脂肪"而净化脂肪的方式主要有固相萃取和
有机溶剂萃取两种"其中 Z?Q8;/柱和 ?!3 8;/柱
在 >>Q的检测中被广泛应用* 本文对 Z?Q 8;/
柱’?!3 8;/柱和二氯甲烷有机溶剂的净化能力做了
比较* )## !PIbP的 >>Q基质标准溶液经酸化甲醇
水溶液提取后"分别过 Z?Q8;/柱和 ?!3 8;/柱"
用 #G,g 乙酸作为洗脱液"而过 Z?Q8;/柱的滤液
在 :;6?+Z8IZ8 没有检出目标峰 >>Q"有文献 ($"!#)

提出用 )g三氟乙酸水溶液或含 #G) XEDI6:?D的
)#g甲醇溶液洗脱"通过试验发现"净化效果不佳"
基质抑制很严重"且强腐蚀性三氟乙酸及难挥发性
氯离子对液质仪器系统有损坏* 用?!3 8;/柱净化"

洗脱液经冷冻干燥复溶超滤后进行分析"回收率在
3#g左右* 而用二氯甲烷按 !G)G) 进行脱脂处理后
分析"噪声明显降低"基质干扰小"回收率达 %#g以
上* 结果表明"经二氯甲烷净化处理回收率最高"
净化效果最好"也免去过柱的繁琐和耗时"本文最
后选用二氯甲烷进行脱脂净化*
)G,"方法的线性范围’检出限’回收率及精密度

为了消除基质效应对 >>Q定量造成的误差"采用
基质加标法配制工作曲线* 称取空白鱼样 !G# P"分别
加入 #G!’#G)’#G2’#G3’!G)’!G$’)G# !P标准物质"配制
成 #G!’#G)’#G2’#G3’!G)’!G$’)G# XPIbP的基质样品工
作曲线"按 !G)G) 方法处理"以定量离子的峰面积对
>>Q浓度进行线性回归"线性方程为 <k!$G,#$%’h
)3$Gc#2"相关系数 8为 #G%%c"表明 >>Q在 #G!# j)G##
XPIbP范围内线性关系良好"以,倍信噪比计"方法检
出限为 #G#!) XPIbP"定量限为 #G#2! XPIbP*

取 !G# P空白鱼样" 分别加入 #G!#’ #G2#’
#G3# !P>>Q标准溶液"每个加标水平进行 $ 次平
行测定"加标回收率为 c*Gcg j!#3G!g"相对标准
偏差为 !G2g j*G!g"见表 )*

表 )"方法的回收率和精密度$- k$%

>T.D’)"=’KE[’CO’AT(0 YC’KOAOE(AEL0’B’CXO(TBOE(

加标水平
I$XPIbP%

测定值
I$XPIbP%

回收率
Ig

精密度
Ig

#G!# #G#c$ c*Gc *G!
#G2# #G2,) !#3G! !G2
#G3# #G3)# !#)G* 2G2

)G2"实际样品测定
应用该方法对市场上随机抽查的 )# 份海鱼进

行检测"均未检出 >>Q*

,"小结
>>Q的检测最大的难度是基质效应对检测结

果准确性的影响"按国家标准 &]I>),)!c!)##3
.水产品中河豚毒素的测定 液相色谱+荧光检测
法/ (!))进行实际测定"回收率低"基质效应大"离子
响应被抑制* 很多学者用液+质检测 >>Q"但基质效
应问题没有引起重视"方法开发中少有评价"只通
过将加标量加大而使回收率变高"但不适用于痕量
的毒素分析* 本方法通过基质外标法可以排除大
部分的基质干扰"用酸化甲醇水溶液去除蛋白质"

二氯甲烷脱脂净化"超滤管过滤等改善基质抑制效
应造成的定量误差"结果更可信"改善了峰型的同
时又能降低了方法的检出限*
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摘"要!目的"建立微波萃取+反相高效液相色谱法"=;+:;6?#测定钙片中维生素 V, 含量的分析方法$ 方法"

以甲醇为萃取溶剂!微波萃取保健食品中的维生素 V, $ 甲醇为流动相!检测波长 )$2 (X!流速 ! XDIXO(!经 ?!3反相

高效液相色谱柱"2G$ XXn!*# XX!* !X#分离分析!测定钙片中维生素 V, 的含量$ 结果"采用本方法的线性范

围为 # j2 !PI6"8k#G%%% 3#!检出限为 #G#) !PI6!回收率为 %3G3g j!##G#g!5FO为 #G2g"- k%#$ 结论"本文

建立的方法具有操作简单%快速!准确度高!稳定性好等优点!适用于实验室测定钙片中维生素 V, 的含量$
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""维生素 V, 是一种人体必须的脂溶性维生素* 自 然状态下"紫外线照射和食物性补充是人体维生素
V, 的主要来源* 维生素 V, 能参与钙和磷代谢"促进

其吸收并对骨质的形成具有重要的作用(!) *

当前"样品中的维生素 V, 主要采用正相高效
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