
第 6卷 第 1期 食品安全质量检测学报 Vol. 6 No. 1 

2015年 1月 Journal of Food Safety and Quality Jan. , 2015 

 

                            

基金项目: 广东省科技计划项目(2011B040300032)、广东出入境检验检疫局科技项目(2012GDK48) 

Fund: Supported by Science and Technology Planning Project of Guangdong Province(2011B040300032) and Guangdong Entry-Exit Inspection 
and Quarantine Bureau Technology Project (2012GDK48) 

*通讯作者: 刘义, 硕士, 副研究员, 主要研究方向为天然药物。E-mail: plliu78@sina.com 

*Corresponding author: LIU Yi, Master, Associate Professor, Guangdong Key Laboratory for Research and Development of Natural Drugs, 
Guangdong Medical College, Zhanjiang 524025, China. E-mail: plliu78@sina.com 

 

贝类中大田软海绵酸的液相色谱-串联质谱 
优化测定法 
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(1. 湛江出入境检验检疫局, 湛江  524001; 2. 广东医学院, 药学院, 湛江  524001; 

3. 广东天然药物研究与开发实验室, 广东医学院, 湛江  524025) 

摘  要: 目的  建立测定贝类组织中腹泻性贝类毒素大田软海绵酸(okadaic acid, OA)的优化高效液相色谱－

串联质谱方法。方法  样品经 0.125 mol/L盐酸性水溶液提取, 乙酸乙酯萃取, HLB固相萃取小柱净化, 采用液

相色谱－串联质谱进行检测。结果  以 80%甲醇-水为流动相等度洗脱, 流速为 0.3 mL/min, 柱温为 35 ℃, 选

择正离子扫描和多反应监测(MRM)模式进行分析, OA在 2~200 μg/L范围内线性关系良好。采用本研究改进的

前处理方法, 4 个添加水平下的回收率为 90.5%~99.6%, 高于采用行业标准 SN/T2269-2009 前处理方法的回收

率(81.3%~87.5%), 相对标准偏差小于 10%, 方法定量限(以 S/N≥10计)为 1.0 μg/kg。成功应用本方法检测了湛

江市市售的 7种贝类样品, 未检出 OA。结论  该优化方法灵敏度高, 操作较简便, 适合于多种贝类样品中 OA

的检测。 
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Improvement of determination method of okadaic acid in shellfish by liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  High performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS 

/MS) method has been established for okadaic acid (OA) determination in shellfish products. Methods   

Shellfish sample was extracted by water solution containing 0.125 mol/L HCl. Shellfish extract solution was 

extracted with ethyl acetate and then cleaned-up by solid phase extraction (SPE) on an Oasis HLB cartridge and 

detected by HPLC-MS/MS. Results  The detection was performed using 80% methanol-water (80:20, v/v) as a 

mobile phase with a flow rate at 0.3 mL/min, and a column temperature at 35 . ℃ Positive ion mode and 

multiple reaction monitoring (MRM) mode were used in analysis. The calibration curve was linear in the range 

of 2~200 μg/L. By adopting the improved pre-treatment method in present study, the recoveries of OA added at 

4 concentration levels were 90.5%~99.6%, higher than the recoveries (81.3%~87.5%) of SN/T2269-2009 



266 食品安全质量检测学报 第 6卷 
 
 
 
 
 

 

pre-treatment method. The quantification limit (LOD) (S/N≥10) of the method was 1.0 μg/kg. By this method, 

there were no OA checked out from 7 kinds of shellfish samples from various markets in Zhanjiang city. 

Conclusion  The developed method was highly sensitive and simple, and was suitable for determination of 

OA in many kinds of shellfish products.  

KEY WORDS: high performance liquid chromatograph-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS); okadaic 

acid; pre-treatment; shellfish 
 
 

 
 
 

1  引  言 

大田软海绵酸(okadaic acid, OA)属腹泻性贝类

毒素(diarrhetic shellfish poisons, DSP), 是海洋中藻

类产生的一类脂溶性次级代谢产物, 是 DSP 的重要

组成之一, 经食物链被贝类摄入后因其较高的脂溶

性容易在贝类体内长期累积, 被人食用后会引起人

体的毒性反应。虽然 OA较麻痹性毒素毒性小, 但一

般的烹调加热不能将其破坏, 长期的毒性效应可致

癌, 且由于 DSP 中毒症状与细菌性胃肠炎类似, 极

易混淆, 使其流行比预想的更严重, 因而受到国际社

会的重点关注[1-3]。我国是水产贝类大国, 各种贝类

产品消费量大, 出口量大, 因此, OA 的准确检测对

贝类食品安全监管具有极为重要的意义。 

目前, 国内外常用的 OA 检测方法主要包括小

鼠生物法 [4-5]、气相色谱法 (GC)、液相色谱法

(HPLC)[6]、液相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS) [7-10]、

磷酸酶活性抑制检测法[11-13]、细胞毒性检测法、免

疫学方法[14-15]等, 这些方法各有优缺点。小鼠生物

法、细胞毒性检测法和磷酸酶活性抑制检测法操作

简便 , 成本低 , 但无法对毒素进行分离检测 , 难以

准确快速地定性和定量。气相色谱和液相色谱检测

法干扰较大, 定性不够准确, 且需要相应的标准品, 

目前标准品价格昂贵不易得。酶联免疫学方法具有

高特异性和选择性, 但其检测过程需要酶标记抗体, 

成本高, 耗时长, 其对应的商品化试剂盒易产生假

阳性结果。2012 年出台的海产品进出口行业标准

SN/T 3314-2012 中采用了化学发光免疫检测 OA, 

其实际样品的最低检出限可达 2.464 µg/kg, 但是操

作步骤繁琐, 耗时长[16]。 LC-MS/MS是 OA检测目

前应用较多的检测方法, 能够较为精确的定性和定

量, 在仪器设备日益发展的今天具有显著的优势。

目前在 OA 的 LC-MS/MS 检测方法中, 大多采用甲

醇、二氯甲烷等有机溶剂作为 OA 的提取剂, 并通

过有机溶剂进行液－液萃取脱脂, 然后经固相萃取

小柱净化用于检测[7-10,17,18]。在这些研究中, 其线性

范围和定量限存在较大差异。我国在出入境检验检

疫 行 业 标 准 SN/T2269-2009[19] 中 也 应 用 了

LC-MS/MS检测 OA, 经目前的实际应用发现, 所采

用的样品前处理方法和检测条件易造成样品堵塞、

乳化等现象, 其最低检出限为 0.1 mg/kg。因此, 需

要进一步优化条件以满足当前的行业标准。本研究

拟通过优化 OA的样品前处理方法和 LC-MS/MS检

测条件, 解决该类问题, 并将优化后的方法用于湛

江海域大宗贝类水产品中OA的检测, 为OA的安全

检测方法应用提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂和仪器 

Agilent 1200高效液相色谱系统(美国 Agilent公

司); API 4000 QTRAP三重四级杆质谱系统(美国 AB 

SCIEX 公司); SunfireTM C18 液相色谱柱（2.1×150 

mm,5 μm，美国Waters公司）;3K 15台式高速冷冻

离心机(德国Sigma公司); HB3120U超声波清洗器(汉

邦科技公司); Biotage 氮吹仪(欧乐科贸易有限公司); 

XW-80A 漩涡混合器 (上海精科实业有限公司 ); 

Milli-Q Academic A10超纯水仪(美国Millipore公司); 

SPH-110×24 往复式恒温水浴摇床(上海世平实验设

备有限公司)。 

OA 标准品(Sigma 公司); 甲醇、乙腈为色谱纯

(美国 Fisher 公司); 乙酸乙酯为分析纯(天津科密欧); 

3 mL HLB固相萃取小柱(美国Waters公司), 超纯水

(18.2 MΩ·cm)。贝类样品包括翡翠贻贝、紫贻贝、尖

紫蛤、波纹巴菲蛤、毛蚶、西施舌、文蛤, 均为湛江

市售。 

2.2  试剂的配制 

储备液的配制: 100 µg OA标准品, 甲醇溶解, 定
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容至 10 mL, 得 10 μg/mL标准储备液, -20 ℃冰箱保存。 

工作液的配制: 临用时取OA储备液, 加入甲醇, 

稀释成浓度为 2、4、8、16、32、40、100、200 μg/L

的工作液。 

2.3  样品前处理 

贝类吐沙洗净, 以不锈钢刀打开, 将组织进行

匀浆, 称取 2.0 g(精确至 0.01 g)浆状贝肉样品, 分别

采用两种不同方法进行样品前处理, 具体方法如下:  

方法 1按照 SN/T 2269-2009标准方法进行检测

样品的前处理[19]。 

方法 2采用了与方法 1不同的溶剂萃取方法和净

化方法, 主要步骤如下: 将样品置于 25 mL离心管中, 

加入 0.125 mol/L盐酸溶液 10 mL, 漩涡 30 s, 超声 10 

min, 12000 r/min冷冻离心 10 min, 移出上清液, 加入

10 mL乙酸乙酯摇床振荡 30 min, 移出乙酸乙酯层。

残渣用 10mL 0.125 mol/L盐酸溶液重复提取一次, 重

复上述操作, 合并两次乙酸乙酯萃取液。45 ℃氮气吹

干, 加入 1 mL超纯水, 漩涡 30 s后待净化。 

将 HLB 固相萃取小柱依次采用 3 mL 甲醇和 3 

mL 水活化。将上述样品提取液上柱, 分别用 3 mL

水和 3 mL l0％甲醇水溶液(v:v)淋洗, 真空抽干后用 3 

mL甲醇洗脱, 收集洗脱液于 45℃氮气吹干, 用 l mL 

80% (v:v)甲醇水流动相溶解, 过 0.22 μm有机滤膜后

进行 LC-MS/MS分析。 

2.4  LC-MS/MS 条件的确定 

2.4.1  色谱条件 

通过选择不同流动相、流速和柱温确定较优的

LC条件。流动相的选择: 比较 70%乙腈-水和 80%甲

醇-水两种洗脱体系下仪器对 OA 的响应。流速选择

范围 0.2~0.4 mL/min, 柱温选择范围 25~35℃, 通过

比较不同流速和柱温下 OA 的响应信号确定较优流

速和柱温。进样量: 20 μL。 

2.4.2  质谱条件 

结合文献 [8]采用以下质谱条件: 电喷雾离子源

(ESI), 多反应监测 (MRM), 利用注射泵以 10 

μL/min流动注射的方式将 1 mg/L的OA标准溶液注

入离子源, 首先确定离子化模式, 并各离子源参数

和质谱参数。 

2.5  精密度和回收率实验 

取 2.0 g样品置于 25 mL离心管, 加入 1.0、2.0、

4.0、8.0 μg/kg四个不同浓度点标准品工作液, 每个

浓度点平行 6 次实验, 其他前处理步骤同方法 1 和

方法 2。比较两种前处理方法的回收率和相对标准

偏差。 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件的确定 

3.1.1  流动相的选择 

从图 1 可知 , 两种不同流动相体系下 , 虽然

70%乙腈-水体系下的 OA 峰宽更窄, 但其峰面积低

于甲醇-水体系, 经过反复实验确定采用甲醇-水体

系对检测响应值和效果并无不良影响。同时基于乙

腈毒性较 

 

图 1  不同流动相体系对 OA检测的影响 

Fig. 1  The effects of the mobile phases on the response of OA 
A: 乙腈-水 (70:30, v:v); B:甲醇-水 (80:20, v:v) 

A: acetonitrile-water (70:30, v:v); B: methanol-water (80:20, v:v) 
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大且价格昂贵, 因此, 综合考虑采用 80%甲醇-水系

代替 70%乙腈-水体系。 

3.1.2  柱温和流速的选择 

通过在不同流速和不同柱温下检测同一浓度样

品的峰面积确定较优流速和柱温。在单样品多次进样

的情况下, RSD%保持在 1%以内。从表 1 数据可知, 

相同进样量在不同流速和不同柱温条件下检测峰面

积有一定程度上的差异。不同流速对峰面积有影响, 

其中 0.3 mL/min 的流速下峰面积相对较高, 与 0.4 

mL/min相比差异显著。但柱温在 25~35 ℃范围内对

峰面积无显著差异, 综合考虑, 选择柱温 35 ℃和 0.3 

mL/min流速为较优检测条件。 

表 1  温度和流速对 OA 峰面积的影响(n=6) 
Table 1  The effects of temperature and flow rate on peak 

areas of OA (n=6) 

温度 ℃ 

流速 mL/min 
25 30 35 

0.2 891 898 895 

0.3 902 907 909 

0.4 871 874 878 

 

3.2  质谱条件的确定 

分别在正负离子模式下对 OA 母离子进行扫描, 

发现正离子模式扫描灵敏度更高, 因此确定采用正

离扫描模式进行检测。利用一级质谱全扫描分析目标

化合物的分子离子峰, 选取加钠峰 m/z 827.6 为母离

子。利用二级质谱全扫描收集各自的子离子信息, 确

定适合定量与定性分析的特征离子对。从 OA子离子

扫描图中选择的特征性定量和定性离子对分别为 

m/z 827.8/723.8和 m/z 827.8/809.6(图 2)。离子源优化

参数分别为:气帘气 (CUR) 20 psi, 碰撞气 (CAD) 

medium, 离子源温度(TEM) 600℃, 雾化气 (GS1) 60 

psi, 辅助气 (GS2) 70 psi, 喷雾电压 4500 V, ihe: on。 

3.3  前处理方法优化 

根据 OA 的理化性质及其相关检测标准进行测

试样品前处理方法的优化。分别比较了 S N / T 

2269-2009 标准方法[19](方法 1)和本研究采用的改良

方法(方法 2)对样品中 OA 的提取效果。因实验过程

中发现本研究所采用的几种贝类基质加标回收率虽

有差异, 但并不显著, 在此仅列出其中一种贝类基质

的结果。添加 4个不同水平的 OA标准品, 按照两种

前处理方法测定回收率和精密度, 结果显示(表 2),  

 

图 2  OA子离子扫描图 

Fig. 2  Daughter ions scanning chromatogram from OA 
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表 2  不同前处理方法加标回收率和精密度的比较 
Table 2  The comparison of recoveries and RSDs of the pre-treatment methods 

提取方法 OA理论浓度(μg/kg) 回收率(%, n=6) 相对标准偏差 RSD(%, n=6) 

方法 1 

1.00 82.0 8.85 

2.00 81.3 5.74 

4.00 85.7 7.85 

8.00 87.5 8.32 

方法 2 

1.00 90.5 6.52 

2.00 93.2 7.43 

4.00 95.5 9.76 

8.00 99.6 5.95 

 
采用改良后的方法 2 前处理, 回收率均有较大改善, 

从 81.3%~87.5%范围提高到 90.5%~99.6%范围, RSD

≤9.76%, 均在可接受范围内。 

目前, 较多的研究者都是采用有机溶剂(如甲醇

或乙腈)来提取贝类中的 OA, 并以正己烷进行脱脂

处理。本研究所采用的改良方法中, 通过酸性水溶液

提取、乙酸乙酯萃取、摇床、冷冻离心等步骤, 能够

很好地除去溶剂中的蛋白质 , 从而解决了 SN/T 

2269-2009标准方法中因蛋白过高出现的乳化和堵塞

现象, 操作步骤也得到了简化。因国际以及我国限量

标准中都将OA控制在 200 μg/L以下, 这种含量极微

量的情况下, 贝类中的OA可以较完全地溶解于酸性

水提取剂中。OA 在水溶液中可以电离形成离子, 酸

性溶液可以减少OA的电离, 从而减少它在水溶液中

的损失, 采用乙酸乙酯萃取时可以萃取得更完全, 且

操作简便、快速。因此, 本研究选择方法 2作为下面

样品检测的前处理方法。 

3.4  线性范围和检测限 

为了消除基质效应带来的干扰, 选用不含测试

组分的贝类样品以上述前处理方法 2 制备样品空白

基质提取液, 以此来配制质量浓度系列为 0.5、1、2、

4、8、16、24、32、40、100、200 μg/L 的 OA标准

液, 按上述条件进行检测, 以 OA 的质量浓度为横坐

标, 离子峰面积为纵坐标绘制标准曲线, 得出线性回

归方程及相关系数: Y=1.27×104X+0.00297, R=0.9993, 

线性关系良好且线性范围宽。采用空白样品添加 OA

标准品, 采用前处理方法 2 提取, 以信噪比 S/N≥3

确定 OA 的检出限(LOD)为 0.2 μg/kg, 以信噪比 S/N
≥10确定其定量限(LOQ)为 1.0 μg/kg, 高于张海琪等

[8]报道的 0.02 mg/kg 和母清林等[9]报道的 2 μg/kg 

LOQ, 与郭萌萌等[17]报道的 LOQ 较接近。该方法与

SN/T2269-2009 标准方法中的 0.1 mg/kg 相比, 灵敏

度更高, 增加了 OA 检出机率, 更符合国际上当前对

水产品中 OA越来越严格的限量要求。因此, 本方法

适用于贝类样品中 OA的定量分析。 

3.5  贝类样品的 OA 污染状况调查 

应用本方法对湛江 7种常见市售贝类进行了OA

污染情况分析, 均未检出 OA, 此结果与商检部门所

检测的结果一致。本方法适用于多种贝类样品中 OA

的实际测定。 

4  讨  论 

目前我国商检部门仍然采用小鼠生物法进行贝

类毒素的监控, 虽然也建立了几种 LC-MS/MS 分析

方法, 但前处理方法尚需进一步完善。本文对液质联

用比较了不同色谱条件、质谱条件以及不同前处理方

法对水产品中 OA的检测。结果表明, 改进的方法可

以满足 SN/T 3314-2012 中行业标准的要求。用廉价

且毒性相对较小的甲醇流动相代替乙腈, 对检测的

结果影响不大。本文所建立的前处理方法操作更为简

便, 在保证一定的精密度和准确度的情况下所用试

剂相对毒性小且廉价, 为今后水产品中OA的相关检

测和研究提供了更好的选择。 
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