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高效液相色谱-串联质谱法检测河豚毒素的 
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摘  要: 目的  建立了一种河豚中河豚毒素(TTX)的高效液相色谱－串联质谱检测方法。方法  取适量样品, 

在 0.03 mol/L乙酸溶液中均质后超声提取样品中的河豚毒素。粗提液低速离心, 取上清液加入等量甲醇充分混

匀后进行高速离心。高速离心后上清液过 0.22 µm滤膜后待测。采用Waters ACQUITY UPLC BEH Amide(2.1 

mm×100 mm, 1.7 µm)色谱分析柱, 含 0.1%甲酸的MilliQ水及乙腈溶液为流动相, 电喷雾正离子模式进行分析。

结果   河豚毒素在 5~1000 ng/mL 的范围内线性关系良好 , 相对回收率为 83.3%~93.2%, 绝对回收率为

47.8%~48.9%, 检出限为 5 µg/kg, 定量限为 2 0µg/kg。结论  与以往检测 TTX的 LC-MS/MS方法相比, 新建

方法操作简单、快速、准确、灵敏并且实验成本低, 为河豚中 TTX的定量检测提供了有效的实用技术手段。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a new method for determination of tetrodotoxin (TTX) in puffer fish 
by high performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry. Methods  The sample was sonicated 
after homogenizing with 0.03 mol/L acetic acid solution. After a low-speed centrifugation, the supernatant was 
mixed with equivalent methanol. With a subsequent high-speed centrifugation, the supernatant was filtered 
through a 0.22 μm membrane filter before injection. LC-MS/MS analysis was conducted by Waters ACQUITY 
UPLC BEH Amide (2.1 mm× 100 mm, 1.7 μm) column with the mobile phase of 0.1% formic acid in water and 
acetonitrile at positive mode. Results  There was a good linearity of TTX in the range of 5~1000 ng/mL. The 
matrix recoveries was 85.8%~93.2% and the absolute recoveries was 47.8%~48.9%. The detection limit is 5 



3530 食品安全质量检测学报 第 5卷 
 
 
 
 
 

 

µg/kg and the limit of quantification is 2 0 µg/kg. Conclusion  Compared with the previous methods, the new 
method is simple, rapid, accurate, sensitive and at low cost for the determination of TTX in aquatic products. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; tetrodotoxin; aquatic 
products; hydrophilic interaction chromatography column 
 
 

1  引  言 

河豚毒素(tetrodotoxin, TTX)是一种非蛋白类的
低分子量神经毒素[1], 是毒性极强的生物毒素之一[2], 
化学性质稳定, 通过烹调无法去除毒素, 并且也无有
效的解毒方法 , 因食河豚中毒的患者病死率高达
60%[3]。据统计, 我国因食用河豚鱼中河豚毒素而死
亡的人数每年都在 100人以上[4]。河豚毒素中毒后发

病迅速且症状剧烈, 通常在食用 10~45 min内即发生
不适, 4~8 h内死亡[5]。目前我国还没有制定关于河豚

毒素的限量标准, 国际上有关 TTX 限量标准是以麻
痹性贝毒的限量标准(≤800 ng/g)作为参考进行制定
的[6]。目前 TTX 的化学检测手段主要采用液质联用
法 (LC-MS/MS)[7-9] 和 柱 后 衍 生 高 效 液 相 法

(HPLC-FLD)[10-14]。LC-MS/MS方法的灵敏性较高, 但
由于 TTX 的水溶性极强, 以反相柱为分析柱时, 其
保留时间极短, 不利用于分析, 必须采用亲水柱。同
时为了降低基质效应的影响, 通常会采用较为昂贵
且不可重复利用的超滤管或固相萃取柱去除杂质。

HPLC-FLD 方法最为常用, 但其进行测定时需要对
河豚毒素进行衍生化处理, 实验步骤较为复杂且实
验结果不易控制, 不适用于大批量样品的检测。本研
究从色谱柱、提取方法、进样溶剂等方面对检测河豚

毒素的 LC-MS/MS方法进行了优化和进一步的开发, 
建立了适合大批量检测河豚中河豚毒素含量的高效

液相色谱—串联质谱检测法。该方法快速有效并且成
本低廉, 适合常规大批量检测的需求。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

AB Sciex 3200QTRAP 型高效液相色谱－串联
质谱仪  (AB SCIEX, USA), 液相色谱仪为 Agilent 
1290(Agilent Technologies, USA); 配有电喷雾离子源; 
Waters ACQUITY UPLC BEH Amide 色谱柱 (2.1 
mm×100 mm, 1.7 µm); IKA T18均质机(IKA, Germa-
ny); Beckman Coulter Allegra X-22R型及 Microfuge 

22R型离心机(Beckman Coulter, USA); CREST 950D
型 超声仪(CREST, USA)。 

乙腈、甲酸、甲醇、乙酸购自(Sigma-Aldrich, 
St.Louis,MO, USA), 色谱纯; 正己烷、二氯甲烷购自
RCI Labscan (Bangkok, Thailand), 色谱纯, TTX标准
品(1 mg/瓶)购于 Calbiochem公司, 纯度≥99.8%。 

标准贮备液的配制 : 取 TTX 标准品一瓶 , 用
0.03 mol/L的乙酸水溶液配制成 200 μg/mL的标准储
备液。 

2.2  检测条件 

色谱条件: 色谱柱为 Waters ACQUITY UPLC 
BEH Amide (2.1 mm×100 mm, 1.7 µm), 柱温为 25 , ℃

进样量 10 μL。 
流动相:  A 为含 0.1%甲酸的 MilliQ 水溶液, B

为含 0.1%甲酸的乙腈溶液; 洗脱程序为 0~3 min, B
从 90%降至 60%; 4~9 min, 保持 B为 60%; 9~12 min, 
B从 60%升至 90%, 之后保持 B 90% 4 min以平衡柱
子, 恢复初始状态。 

质谱条件: 离子源为电喷雾离子源, 扫描方式
为正离子模式, 电离电压为 5500 V, 离子源温度为
400 ℃, 碰撞气为纯氮气, 气帘气流速为 10 L/min。
TTX的定量离子参数为 m/z 320.1>302.2, DP 51, CE 
33; 定性离子参数为 m/z 320.1>162.1, DP 51 CE 45。 

2.3  样品前处理 

称取饲养的无毒河豚鱼肉(Takifugu obscurus, 暗
纹东方豚)试样 2 g(精确至 0.01 g)于 50 mL螺旋盖聚
乙烯离心管中 , 分别精密加入 TTX 标准溶液 (10 
µg/mL)4 µL、80 µL和 160 µL, 使空白样品的标准含
量达到 20 ng/g、400 ng/g及 800 ng/g。样品静置 30 min
后, 加入 10 mL 0.03 mol/L乙酸溶液进行均质, 均质
每次 10 s, 共 3次。均质后的混合溶液在常温下超声
提取 10 min。提取液在 4500 r/min, 4 ℃条件下离心 10 
min后取上清液 0.5 mL, 加入 0.5 mL甲醇, 充分混匀
后在 12000 r/min, 4 ℃条件下离心 20 min。最后取上清
液过 0.22 µm的滤膜, 供液相色谱-串联质谱测定。 
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3  结果与分析 

3.1  分析色谱柱的选择 

TTX 是水溶性毒素, 根据其特性并参考相关文
献[6, 16-17], 选取了 4 根亲水性色谱分析柱(HILIC 柱)
对 TTX 进行了加标样品的分析 , 包括 Tosoh 
TSK-GEL amide 80 (2.0 mm×250 mm, 5 µL) 柱 ;  
Phenomenex Kinetex HILIC (3.0 mm×150 mm, 2.6 µL) 
柱;  Merck ZIC-HILIC (2.1 mm×150 mm, 3.5µL) 柱
以及 Waters ACQUITY UPLC BEH Amide (2.0 
mm×250 mm, 1.7 µL)柱。研究发现当以 Tosoh柱子为
分析柱来检测加标样品时(图 1 a), TTX的峰形好, 质
谱响应值高, 但是由于河豚鱼肉的成份较复杂, 易造
成分析柱的柱压升高, 而 Tosoh柱的最大耐受压只有
2200 Psi, 在采用UPLC-MS/MS的检测过程中经常会
出现柱压过高的现象。采用 Phenomenex 柱子和
Merck柱子作为分析柱时, TTX的响应值偏低, 尤其
是 phenomenex 柱, 无论采用加酸或者加盐的缓冲溶
液, 都无法改善其质谱响应的强度及峰形(图 1 b 及
图 1 c)。Waters柱子的质谱响应值与峰形均较好(图 1 
d)。通过比较 TTX 在这四根不同 HILIC柱子上的色
谱行为, 我们发现不同亲水色谱柱的填料对 TTX 的
分析起着关键性作用。Tosoh柱及Waters柱是均是采
用氨基甲酰键合硅胶填料, Merck 与 Phenomenex 柱

则是通过两性离子基团共价键合在于多孔硅胶, 填
料的差别造成了质谱响应信号的不同。TTX 比较适
合采用氨基甲酰键合的硅胶填料亲水柱来分析可能

也与其结构中含有多个羟基有关。 
同时我们对四根柱子的加标回收率也进行了比

较, 其中 
相对回收率 = (加标样品的峰面积/标准溶液在

空白基质中的峰面积) ×100% 
绝对回收率 = (加标样品的峰面积/标准溶液的

峰面积)×100% 
从表 1 可知, 用这四根柱子进行加标样品回收率

分析时, 其相对回收率达到 80%以上, 但从绝对回收
率来看, 只有 Tosoh和Waters柱子可以达到 50%左右, 
另两根柱子只有 5%左右。Phenomenex与Merck柱子
的基质抑制效应非常明显。色谱柱在检测过程中的稳

定性对检测结果起着相当重要的作用, 本研究主要从
TTX 的响应值, 回收率, 柱压, 保留时间四个方面进行
了考量。使用 Tosoh分析柱时, 受样品基质的影响, 在
检测过程中 Tosoh 柱的压力会出现较大的波动而不稳
定。而使用 Merck或 Phenomenex柱进行分析时, 由于
TTX 响应值较低, 波动性大, 使得每次实验结果偏差
较大, 实验结果的稳定性差。同时结合回收率, Waters
分析柱在以上四个方面均满足要求。因此综合以上实验

结果, 决定选取Waters柱为本次实验的分析色谱柱。 

 

图 1  4种柱子的空白样品加标色谱图(a-Tosoh柱, b-Phenomenex柱, c-Meck柱, d-Waters柱, 加标量 400 ng/g) 
Fig. 1  Chromatograms of the spiked sample on the four kinds of columns (a- Tosoh column, b- Phenonomenex column, c-Merck 

column, d- Waters column, spike concentration-400 ng/g) 
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表 1  四根色谱柱的空白鱼肉加标样品回收率 
(加标量为 400 ng/g) 

Table 1  Spike recovery by the nontoxic puffer fish of the 
four columns (spike concentration is 400 ng/g) 

色谱柱 相对回收率(%) 绝对回收率(%) 

Tosoh柱 80±5 50±3 

Phenomenex柱 85±5 6±2 

Merck柱 80±10 5±4 

Waters柱 85±3 45±1 
 

3.2  流动相和进样溶剂的选择 

采用水与乙腈为基本的流动相 , 分别添加了

0.1%甲酸、1%甲酸、0.1%甲酸+5 mmol/L甲酸铵、0.1%

甲酸+10 mmol/L甲酸铵比较了酸和缓冲盐对 TTX色

谱行为的影响。实验结果表明流动相中添加甲酸铵缓

冲盐, TTX 的响应值会下降, 峰宽变宽, 而使用含甲

酸的乙腈水系统时, 可以得到较好的峰型和较高的响

应值, 同时酸性强弱带来的影响并不大。因此选用含

0.1%甲酸的乙腈水系统为本方法流动相。 

采用单纯的酸性水溶液(0.03 mol/L乙酸溶液)作

为进样溶剂时, TTX的峰型会出现裂峰或有肩峰的现

象, 如图 2(a)所示。Waters柱子的使用说明中也提到

进样溶液中含有有机溶剂可提供较好的峰形, 因此

在 TTX 的进样溶液中添加了甲醇。当甲醇比例达

50%时, TTX 的峰型不再有裂峰现象, 且峰形尖锐, 

实验结果如图 2(b)所示。因此选择 50%甲醇酸性水溶

液为 TTX的进样溶剂。 

3.3  样品前处理方法的选择 

TTX 是氨基全氢喹唑啉型化合物, 极易溶于稀
酸水溶液, 在中性和酸性条件下稳定, 但在碱水中易
分解。多数文献会利用酸性水溶液或醇溶液提取样品

中的 TTX[18-20], 与碱反应生成黄色结晶 2-氨基- 6-羟
甲基- 8-羟基-喹唑啉, 再利用荧光法进行检测; 或者
是在提取后利用 SPE 净化柱去除杂质, 超滤管去除
样品所含蛋白, 再进行 LC-MS/MS分析[21-23]。 

本实验首先比较了(1)不同提取液对河豚鱼肉中
TTX的提取作用, 选取了 0.03 mol/L乙酸水溶液, 含
0.015 mol/L乙酸的 50%甲醇水溶液, 含 0.03 mol/L乙
酸的 50%甲醇水溶液, 得到加标样品的回收率结果如
表 2所示。从实验结果可以看出, 当用乙酸-醇溶液作
为提取剂时得到的加标样品绝对回收率在

33.5%~35.7%之间, 而用纯乙酸水溶液提取得到的加

标样品绝对回收率则为 45%左右 , 因此决定选择
0.03mol/L 乙酸水溶液作为样品的提取剂。(2)另外有
研究人员会对样品进行加热提取, 凝固蛋白并提高提
取率。本研究采用 0.03 mol/L乙酸水溶液进行加热提
取, 结果表明是否对样品进行热处理并不存在明显差
异(表 2)。为了简化方法, 因此前处理方法中我们不对
样品进行加热处理。(3)我们同时对比了不同类型的
SPE柱对样品的净化作用, 包括: Waters Oasis MAX, 
Waters Sep-Pak C18, Phenomenex Strata NH2, Supelco 
PSA and Supelco Envi-carb共 5种净化柱, 这五种 SPE
柱加标实验的绝对回收率分别为 33%、5.9%、14.8%、
29.4%以及 12.7%。绝对回收率最高的是 MAX 柱, 为
33%, 但不用净化柱的绝对回收率可以达到 50%左右。
总体来说, 净化柱的净化效果不显著, 因此决定不使用
SPE 柱。(4)考虑到直接用酸性水溶液提取鱼肉中的
TTX 会同时提取出鱼肉中的部分蛋白质成分, 在批量
检测鱼肉样品时, 这些蛋白成分会对检测仪器产生累
积性干扰。通过加入一定比例的甲醇, 能够很好地沉淀
样品提取液中的蛋白质, 同时兼顾了进样溶剂的选择。
(5)我们还尝试了利用二氯甲烷以及正己烷去除样品提
取液中的油脂, 但结果表明两者并没能降低样品基质
对 TTX 的抑制作用, 同时也并不能提高加标样品的回
收率。(6)超滤管主要作用是除去提取样液中的大分子
物质, 达到净化提取液的效果。本研究也尝试采用超滤
管除去提取样液中的蛋白质等大分子物质从而降低样

品基质的抑制效应, 提高加标样品的绝对回收率。但
实验结果表明采用超滤管并不能降低样品基质抑制效

应, 因此在本研究中并不采用超滤管进行样品净化。 

3.4  方法的线性、定量限及检测限 

精密量取标准储备液, 用 50%甲醇乙酸水溶液
稀释制成 5 ng/mL、20 ng/mL、200 ng/mL、600 ng/mL、
1000 ng/mL系列浓度的纯溶剂标准溶液, 同时用空白
样品的提取液配置 8 ng/mL、80 ng/mL、300 ng/mL、
500 ng/mL、1000 ng/mL系列浓度的空白基质标准溶液, 
均按照 2.2的色谱条件进行色谱分析。实验结果以所得
到的系列 TTX峰面积和其对应浓度分别为纵横坐标做
图, 得到纯溶剂标准曲线和空白基质标准曲线如图3所
示, 从实验结果可知该方法的线性相关性好。通过比较
两条标准曲线的斜率, 可知基质效应的影响可降低响
应值达 48%。按照信噪比 S/N≥3得到 TTX在基质中
的最低检出限为 5 ng/g; 按 S/N≥10得到 TTX在基质
中的最低定量限为 20 ng/g, 优于已文献报道值[6]。 
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3.5  方法回收率 

在空白河豚鱼肉中加入标准储备溶液, 使样品

中 TTX的含量分别达到 20、400、800 ng/g, 每个加

标浓度重复 3次, 重复实验 3次, 按 2.3及 2.3中提及

的样品处理及检测方法进行操作, 计算相对回收率

与绝对回收率, 其测定结果如表 3所示。从实验结果 
 

 

 

图 2  甲醇对 TTX峰型的影响(a-无甲醇, b-50%甲醇) 
Fig. 2  Effect of MeOH on the peak shape of TTX (a-Without MeOH, b-50%MeOH) 
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表 2  不同提取剂及热处理操作对提取效果的影响(n=3) 
Table 2  The extraction efficiency of different extract agents and hot treatment (n=3) 

样品前处理方法 
相对回收率 绝对回收率 

平均值 RSD 平均值 RSD 

0.03 mol/L 乙酸水溶液提取 88.8% 1.7% 46.2% 1.7% 

含 0.015 mol/L乙酸的 50%甲醇水溶液提取 85.9% 2.5% 33.5% 2.4% 

含 0.03 mol/L乙酸的 50%甲醇水溶液提取 81.7% 0.6% 35.7% 0.6% 

0.03 mol/L 乙酸水溶液热提取 82.3% 1.0% 43.2% 3.0% 

超滤管净化 82.7% 2.6% 43.1% 2.6% 

Hexane去脂净化 85.3% 0.3% 39.8% 0.3% 

CH2CL2去脂净化 70.4% 3.1% 30% 3.1% 

表 3  TTX 加标样品回收率分析 
Table 3  Spike recoveries of TTX 

样品 回收率(相对回收率-R, 绝对回收率-A, 相对标准偏差-RSD)-% 

加标量 
1次 2次 3次 R-平均值 RSD A-平均值 RSD 

R A R A R A 

83.3 3.3 47.1 3.3 
20 ng/g_1 82.1 46.4 81.0 45.8 82.1 46.4 

20 ng/g_2 90.1 50.9 81.2 45.9 83.5 47.2 

20 ng/g_3 83.1 46.9 84.1 47.5 82.4 46.6 

400 ng/g_1 84.7 48.9 84.0 45.6 89.6 48.9 

85.8 3.4 47.8 3.0 400 ng/g_2 81.6 47.1 87.3 47.4 86.7 50.6 

400 ng/g_3 82.1 47.4 86.3 46.8 89.6 47.8 

800 ng/g_1 94.2 50.9 94.1 46.6 94.1 50.8 

93.2 2.8 48.9 5.6 800 ng/g_2 94.2 50.9 91.5 45.3 96.4 48.8 

800 ng/g_3 95.0 51.3 91.5 45.3 87.7 50.4 

 
 

 

图 3  纯溶剂标准曲线与空白基质标准曲线图 
Fig. 3  Calibration curves in solvent and in matrix 

 
可知, 新改进方法的相对回收率在定量限 20 ng/g 的
加标量下为 81.0%~90.1%, 在 400 ng/g的加标量下为
81.6%~89.6%, 在 800 ng/g 的 加 标 量 下 为

87.7%~96.4%。三种加标浓度下的相对标准偏差在
2.8%~5.6%之间。实验结果表明该方法具有良好的精
密度和重现性。 

4  结  论 

本研究建立了一种快速灵敏并且成本低廉的

检测河豚中 TTX 的 LC-MS/MS 方法。该方法直接
用酸性水溶液对河豚进行提取 , 样品不需经过冻
干、加热、过 SPE柱或超滤管等操作, 方便快捷。
方法相对回收率在 83.3%~93.2%左右, 绝对回收率
为 47.8%~48.9%左右, 最低检测限为 5 µg/kg, 最低
定量限为 20 µg/kg, 远低于限量标准。以往虽有方
法直接采用含乙酸的乙腈提取 , 沉淀蛋白后进样 , 
但主要是用于尿液与血液等这类基质影响较小的

体液样品 , 对于鱼肉等复杂样品仍需经过多种前
处理步骤[17]。新建方法操作简单, 可以大大节省样
品处理的时间 , 并通过回收率实验验证了该方法
的重现性与精密度 , 同时在保证高灵敏度的条件
下, 降低了实验成本, 非常适合于大批量的对水产
品中 TTX 进行的定量测定, 是一种非常实用的食
品安全检测手段。 
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