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高效液相色谱-串联质谱法快速测定海鳗鱼肉中 
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摘   要: 目的   建立了一种平行振荡方法萃取海鳗鱼肉中的 3 种太平洋雪卡毒素(P-CTX-1、P-CTX-2、

P-CTX-3), 并采用高效液相色谱-电喷雾串联质谱法同时测定 P-CTX-1、P-CTX-2、P-CTX-3残留量的分析方法。

方法  海鳗等样品经甲醇并采用平行振荡方法提取, C18固相萃取柱净化后, 采用高效液相色谱-电喷雾串联质

谱分析测定。结果  以基质标准曲线外标法定量, 线性范围为 0.01∼50.0 ng/g, 相关系数均大于 0.999(r≥0.999, 

n=3), P-CTX-1、P-CTX-2、P-CTX-3的定量限分别为(LOQs, S/N=10)0.009、0.019、0.017 ng/g。以 0.05、0.10、

0.50 ng/g 3 个添加浓度水平进行方法验证, 回收率分别为 72.9~81.0%、63.0~77.9%、46.3~69.5%, 相对标准偏

差分别为 2.3~2.7%、2.1~12.2%、6.1~15.3%。结论  该方法简便快速、灵敏度高, 适用于鱼肉中同时快速检测

3 种太平洋雪卡毒素。 
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ABSTRACT: Objective  A parallel shaking method was developed to extract three Pacific ciguatoxins 

(P-CTX-1, P-CTX-2, P-CTX-3) in muscle samples of moray eel and a rapid simultaneous quantification me-

thod was optimized to quantify P-CTXs in fish muscle using high performance liquid chromatography coupled 

with electrospray-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods  Muscle samples of moray eel were 
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extracted in methanol using parallel shaker. Crude extract was then cleaned-up by C18 solid-phase extraction 

(SPE) cartridges. High performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) was 

employed to identify and quantify P-CTXs. Results  The quantification of P-CTX-1, P-CTX-2 and P-CTX-3 

were performed using matrix-matched calibrations with correlation coefficients above 0.999 (r≥0.999, n=3). 

The linearity of the calibration curves ranged from 0.01~50.0 ng/g. The limits of quantification (LOQs, S/N=10) 

of P-CTX-1, P-CTX-2 and P-CTX-3 were 0.009, 0.019, and 0.017 ng/g. Method validation was carried out by 

spiking three levels of P-CTXs (i.e. 0.05, 0.10, and 0.50 ng/g) to fish muscle. The recovery of P-CTX-1, 

P-CTX-2 and P-CTX-3 were 72.9~81.0%, 63.0~77.9%, and 46.3~69.5% with relative standard deviations (RSDs) 

of 2.3%~2.7%, 2.1%~12.2%, and 6.1%~15.3%, respectively. Conclusion  The method is simple, rapid, and high 

sensitive, and hence suitable for the rapid simultaneous quantification of 3 P-CTXs in fish muscle samples. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography couple with electrospray-tandem mass spectrometry; 
parallel shaking method; Pacific ciguatoxins; fish muscle 
 
 

1  引  言 

雪卡毒素(ciguatoxins, CTXs)是一类脂溶性的大
分子聚醚神经毒素, 属于获得性毒素。首先由海洋底
棲甲藻, 如冈比亚藻(Gambierdiscus toxicus), 合成弱
极性前体化合物冈比亚毒素(gambiertoxins, GTXs), 
并通过食物链进行生物累积, 然后在鱼体内转成高
毒性的雪卡毒素(CTXs)[1]。根据地域不同, 可将已知
的雪卡毒素分为三类 : 太平洋型雪卡毒素 (Pacific 
ciguatoxins, P-CTXs)、印度洋型雪卡毒素 (Indian 
ciguatoxins, I-CTXs) 和 加 勒 比 海 型 雪 卡 毒 素
(Caribbean ciguatoxins, C-CTXs)。P-CTXs的结构与
转化过程见图 1。在已知的雪卡毒素 (CTXs)中 , 
P-CTX-1 无论在数量上还是在毒性上, 都是最主要
的雪卡毒素。研究[2,3]表明, 当 P-CTX-1 在肉食性鱼
类肌肉中的含量达到 0.1 ng/g时, 就可引起急性雪卡
鱼类中毒(ciguatera fish poisoning, CFP), 是已知的对
哺乳动物毒性最强的毒素之一, 比河豚毒素的毒性
高 100 倍, 对人类健康构成极大威胁。每年都有误食
带毒野生石斑鱼等深海鱼而中毒的事件发生。因此开

展雪卡毒素的高精度痕量检测技术研究具有重要现

实意义。 
目前雪卡毒素的检测方法主要有几类: (1)喂养

试验: 使用小鼠等动物进行生物毒性实验[4]; (2)免疫
试验: 放射性免疫测定法(radioimmunoassay, RIA)[5], 
膜免疫株试验法 (membrane immunobead assay, 
MIA)[6]以及酶联免疫法(enzyme-linked immunoassay, 
ELISA)[7]; (3)细胞毒性试验: 使用小鼠神经母细胞瘤

细胞(neuro-2a)[8]; (4)化学分析试验: 高效液相色谱串
联质谱法[9,10]。其中喂养试验消耗大量的毒素提取物, 
耗时、灵敏度低、重现性差; 而免疫法会有较高的假
阳性结果出现, 影响诊断的准确性; 细胞毒性检测的
灵敏度在相当程度上依赖于受试细胞的恒定性; 而
前 3 种方法均不能确定毒素具体成分。LC-MS/MS
的灵敏度高, 特异性强, 利用其进行分析可提高检测
的准确度。然而目前多数研究[11-13]主要报道 P-CTX-1
的分析测定方法, 所检测的化合物种类单一, 但除
P-CTX-1外, 其他 CTXs亦会存在于鱼肉并导致雪卡
鱼类中毒。最近本研究团队采用加速溶剂萃取法

(accelerated solvent extraction, ASE)对鱼肉中的
P-CTX-1、P-CTX-2、P-CTX-3 进行检测, 回收率较
好[11], 但是 ASE 法不能同时批量处理样品导致实验
过程耗时长, 实验操作繁琐, 且 ASE 方法的设备成
本高。然而平行振荡萃取法(parallel shaking extraction, 
PSE)通过高速振荡使样品与溶剂充分接触, 促使目
标物从基体分离进入到萃取相中, 可以实现分析物
的快速、高效提取, 该萃取方法操作简便、设备成本
低, 耗时短, 因此本研究建立了一种平行振荡方法萃
取珊瑚鱼鱼肉中的 P-CTXs, 并采用高效液相色谱-电
喷雾串联质谱法(high performance liquid chromato-
graphy-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)同
时测定 P-CTX-1、P-CTX-2、P-CTX-3残留量的分析
方法, 样品采用平行振荡萃取方法提取, C18 固相萃
取柱净化后, 有效降低样品基质效应, 提高灵敏度, 
该方法可同步快速检测 3 种 P-CTXs, 耗时短, 结果
重现性好, 检测限低。 
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图 1  P-CTXs的生物转化过程 
Fig. 1  Biotransformation processes of P-CTXs 

 

2  材料和方法 

2.1  仪器与试剂 

API5500 型四级杆串联质谱仪配电喷雾离子源
(美国 ABSciex公司), 与 Agilent 1290型高效液相色
谱仪(美国 Agilent公司); Phenomenex Kinetex C18色
谱柱(100 mm×2.1 mm i.d., 1.7 μm, 美国 Phenomenex
公司); 平行振荡器; 20 位固相萃取装置(美国Waters
公司); C18固相萃取柱(500 mg, 6 mL, 美国 Agilent
公司); 漩涡振荡混合器(美国 Thermo公司); Sigma冷
冻离心机(最大转速 14000 r/min, 美国 Sigma 公司); 
TurboVap LU型吹氮浓缩仪(Caliper lifeSciences公司); 
Gilson 移液器(可调范围: 10~100 μL、20~200 μL、
10~1000 μL、1000~5000 μL, 法国 Gilson公司) 

P-CTX-1 由香港城市大学海洋污染国家重点实
验室采集于基里巴斯共和国的海鳗内脏提取并纯化

所得(纯度≥95%)、P-CTX-2及 P-CTX-3标准品由澳
大利亚昆士兰大学 Richard J. Lewis 教授提供(纯度
为>95%)。甲醇、乙腈、甲酸为 HPLC纯, 购自德国
Merck 公司和美国 Sigma 公司; 氯化钠、甲酸铵为
HPLC 纯(Sigma 公司); 三氯甲烷为 HPLC 纯(韩国
DukSAN公司); 实验用水均为Millipore纯水系统(美
国 Millipore公司)制得的高纯水。 

2.2  标准溶液的配制 

准确称取各标准物质于样品瓶中, 加入少量甲
醇, 待完全溶解后转移到 10 mL棕色容量瓶, 并用溶

剂定容至刻度, 配制成浓度为 1.0 µg/mL的单标储备
液。储备液均置于-30 ℃避光保存。移取各单标储备
液配制成混合标准工作液, 并按需要逐级稀释。 

2.3  色谱-质谱条件 

色谱条件如下: C18色谱柱(100 mm×2.1 mm i.d., 
1.7 μm); A相: 水+2 mmol/L乙酸铵(含 0.1%甲酸); B
相: 95%乙腈+2 mmol/L乙酸铵(含 0.1%甲酸)。色谱
流速为 200 µL/min, 柱温为 30 ℃, 进样体积为 10 
µL。线性梯度洗脱, 洗脱程序见表 1[11]。 

质谱条件如下: 正离子模式(ESI+)下喷雾电压为
5500 V, 雾化气压力 207 kPa(GS1, 30 psi), 去溶剂气
压力 276 kPa(GS2, 40 psi), 碰撞气压力为 62.1 
kPa(CAD, 9psi), 离子源温度为 400 ℃。具体质谱参
数见下表 2所示[11]。 

表 1  流动相梯度洗脱程序表 
Table 1  Gradient elution procedure of mobile phase 

时间/分钟(time/min) A (%) B (%) 

0.0 50.0 50.0 

1.0 50.0 50.0 

2.0 0.0 100.0 

10.0 0.0 100.0 

10.1 50.0 50.0 

15.0 50.0 50.0 
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表 2  3 种 P-CTXs 的定性/定量离子对、保留时间和优化的质谱参数 
Table 2  Qualitative/quantitative ion pair, retention time and mass parameters of the 3 P-CTXs 

编号 
No. 

化合物 
Compound 

离子对 
Q1/Q3 (m/z) 

保留时间 
(min) 

去簇 
电压(V) 

碰撞气 
能量(eV) 

EP值 
碰撞室 

出口电压(V)

1 P-CTX-1 

1128.4/1075.5* 

3.2 

51 29 10 24 
1128.4/1093.5 

1128.4/1057.5 

1128.4/1039.5 

51 

51 

51 

27 

31 

35 

10 

10 

10 

28 

16 

34 

2 P-CTX-2 

1112.7/1077.8* 

3.9 

51 25 10 20 

1112.7/1059.8 

1112.7/1041.8 

105 

105 

30 

30 

10 

10 

20 

20 

3 P-CTX-3 

1112.7/1077.8* 

4.1 

51 25 10 20 

1112.7/1059.8 

1112.7/1041.8 

105 

105 

30 

30 

10 

10 

20 

20 

*为定量离子对。 

 
2.4  样品前处理 

将鱼肉搅碎, 称取样品 5 g(精确至 0.01 g), 经冻
干后充分碾碎于 50 mL 螺旋盖聚丙烯离心管, 加入
15 mL甲醇, 涡旋混匀 1 min后, 置于平行振荡器下
210 r/min速度提取 15 min, 在 4 ℃、14000 r/min下
离心 5 min。收集上清液, 残渣再加 15 mL甲醇, 重
复提取 1 次, 合并两次的提取液, 将所有提取液转
移至圆底烧瓶, 40 ℃减压蒸发至干。残余物用 5.0 mL
甲醇和 4.5 mL 水充分溶解, 将溶液加入预先用 15 
mL乙腈、15 mL甲醇和 10 mL水活化过的C18柱, 弃
去流出液; 用 6.5 mL 65% (v:v)甲醇-水淋洗后抽干, 
再用 15 mL乙腈洗脱; 洗脱液于 40 ℃下氮吹浓缩至
干; 准确加入 200 µL 甲醇溶液, 涡旋混匀, 过 0.22 
µm有机膜, 上机测定。 

3  结果讨论 

3.1  提取溶剂的选择 

P-CTXs 是一类脂溶性的大分子聚醚神经毒素, 
文献报道[11-13]常用甲醇、丙酮等有机溶剂来提取基质

样品中的 P-CTXs。于是本实验考察了甲醇、丙酮、
乙腈和乙酸乙酯这 4 种溶剂对 P-CTXs的提取效果。
鱼肉的水份含量会根据鱼种及其保存方法出现差异, 
因此鱼肉需于提取前进行冻干, 以确保其水份不会
影响溶剂的极性, 以致分析结果的准确度。实验过程
在 5 g冻干的鱼肉样品中添加 0.1 ng/g的 P-CTXs标
准品, 结果见图 2。由此可见, 对于 3 种 P-CTXs 而

言, 甲醇的提取效果最好, 因此实验中选择甲醇作为
提取溶剂。 

 

图 2  不同有机溶剂对 P-CTXs回收率的影响 
Fig. 2  Effects of different organic solvents on the recoveries 

of P-CTXs 
 

3.2  加速溶剂萃取法与平行振荡法的提取性能

比较 

ASE 是一种施加较高的温度和(或)压力来提高
溶剂沸点、增加溶剂与样品接触面从而实现快速高效

提取的技术, 然而 ASE 不能批量处理样品导致实验
过程耗时长。平行振荡萃取法通过高速振荡使样品与

溶剂充分接触, 促使目标物从基体分离, 进入到萃取
相中, 从而实现分析物的快速、高效提取。目前已有
不少文献广泛报导以平行振荡萃取法提取鱼类中不

同污染物如孔雀石绿残留及全氟化合物[14,15]。本研究

利用较早前进行 ASE 方法验证的相同批次的鱼肉, 
考察了平行振荡提取的回收率, 并与文献[11]中报道
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的 ASE方法进行了提取效果的比较。采用 ASE方法
得到鱼肉中 P-CTX-1、P-CTX-2、P-CTX-3回收率分
别为 81%、70%、62%, 而本实验采用平行振荡提取
方法, 结果 P-CTX-1、P-CTX-2、P-CTX-3 回收率分
别为 72.9%~81.0%、63.0%~77.9%、46.3%~69.5%。
从结果可知, 利用 ASE 方法及平行振荡萃取法得到
的 P-CTX-1、P-CTX-2、P-CTX-3回收率相对接近, 但
通过平行振荡萃取法所得的相对标准偏差稍高一些。

而利用两种检测方法对阳性海鳗进行分析后, 发现
P-CTX-1 残留含量分别为 (11.0±3.80)及 (9.26±6.84) 
ng/g, 可见两种方法的有效性及准确性大致相同。可
是, 采用 ASE 方法的设备成本高、且不能同时批量
处理样品, 而平行振荡提取方法操作简便、设备成本
低、耗时短。再者, ASE方法在较高的温度和(或)压
力进行提取, 除目标分析物外, 其他杂质如色素、脂
肪及蛋白质亦会一并被提取出来。通过平行振荡提取

方法得到的提取液杂质较少, 提取液于 4 ℃高速离
心又可去除蛋白质 , 因此选择平行振荡方法作为
P-CTXs 的提取方法, 可使 C18 固相萃取柱更有效地
净化色素及脂肪, 减弱基质效应。 

3.3  色谱-质谱条件的优化 

对实验中的色谱分离方法进行优化能获得分离

重现性好、响应值高的测定信号。实验中采用梯度洗

脱的方法来实现 3 种 P-CTXs 的分离。为了优化
P-CTXs 的质谱行为, 实验中对流动相进行了研究, 
分别试验过以下流动相: (1)A相: 水+2 mmol/L乙酸
铵(含 0.1%甲酸); B相: 95%乙腈+2 mmol/L乙酸铵(含
0.1%甲酸); (2)A相: 水(含 0.1%甲酸); B相: 乙腈(含
0.1%甲酸); (3)A 相: 水; B 相: 乙腈; (4)A 相: 水+2 
mmol/L乙酸铵(含 0.1%甲酸); B相: 甲醇(含 0.1%甲
酸); (5)A相: 水+2 mmol/L乙酸铵(含 0.1%甲酸); B
相: 95%甲醇+2 mmol/L乙酸铵(含 0.1%甲酸)。然后
用混合标准溶液进行检测来优化色谱分离条件。结果

表明, 在正离子模式下, 以 A相: 水+2 mmol/L乙酸
铵(含 0.1%甲酸); B相: 95%乙腈+2mmol/L乙酸铵(含
0.1%甲酸)作为流动相时响应值较高, 基线背景影响
较低。这是因为在正离子模式下, 流动相中加入 0.1%
甲酸能够使 P-CTXs在ESI+模式下有更好的电离效率, 
且加入乙酸铵溶液能够调整流动相的极性、改善化合

物的峰形, 使 P-CTXs 能更好地分离。P-CTX-2 及
P-CTX-3 属立体异构物, 极性相约, 均需以 100% B
相洗脱, 纵使优化后的液相色谱梯度未能使其分离

度达到 1.5以上, 但优化后的色谱分离条件可保证更
强的响应信号; 然而当乙酸铵的浓度过高时, 则会抑
制目标化合物的响应信号。优化后得出的液相色谱梯

度洗脱程序见表 1。对浓度为 1 ng/mL的 3 种 P-CTXs
混合标准溶液进行了 LC-MS/MS 测定, 结果 3 种
P-CTXs 均得到较为满意的响应信号和分离程度, 图
3为 1 ng/mL P-CTXs混合标准溶液的总离子流图。 

根据 3 种 P-CTXs的结构特征, 选择ESI+电离模

式。通过一级质谱全扫描(full scan), 确定其准分子离
子, 再进行二级质谱扫描(product ion)确定其碎片离
子, 选择丰度较高的 3 个碎片离子作为定性与定量
离子。优化质谱参数以提高质谱检测的灵敏度, 包括
去簇电压(declustering potential, DP)、碰撞能(collision 
energy, CE)以及碰撞室出口电压(collision cell exit 
potential, CXP)。采用 Analyst 1.5.2软件, 在各个离子
保留时间的前后各 100 s的时间窗口内采集该离子对, 
确保质谱方法的灵敏度和重现性。 

3.4  分析方法的评价 

3.4.1  方法的线性范围、检出限和定量限 
方法采用基质曲线-外标法定量, 即用空白样品

萃取液配制浓度分别为 0.0、1.0、5.0、10.0、25.0和
50.0 ng/mL的标准样品溶液, 以定量离子峰面积对 3 
种 P-CTXs的浓度进行线性回归计算, 所得相关系数
均大于 0.999。根据 3 倍和 10 倍信噪比确定化合物
的检出限 (limits of determination, LODs)和定量限
(limits of quantification, LOQs), 结果见表 3, 重构离
子色谱图见图 4。张缙等[12,13]采用全自动固相萃取/
高效液相色谱一串联质谱法, 其检出限及定量限分
别为 0.01及 0.02 ng/g。由此可见, 本方法显示了更高
灵敏度, 检出限及定量下限均低于文献值及现有急
性雪卡鱼中毒的食用安全标准 (0.01 ng P-CTX-1/g)。 
3.4.2  标准加入回收实验和精密度实验 

分别添加 0.05、0.10、0.50 ng/g浓度水平考察方
法的添加回收率和精密度, 结果见表 4。总体回收率
范 围 为 46.3%~81.0%, 相 对 标 准 偏 差 范 围 为
2.1%~15.3%。 
3.4.3   实际样品检测 

应用本方法对 5 份采购于市售野生的海鳗样品
和 1 份采集于基里巴斯共和国海域的海鳗样品进行
测定, 结果显示, 市售的海鳗鱼肉样品中均未检出
P-CTX-1、P-CTX-2、P-CTX-3 残留含量, 而基里巴
斯共和国海域的海鳗鱼肉样品中有检出 P-CTX-1、 
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图 3  流动相优化的(a) P-CTXs混合标准溶液及(b)空白总离子流图 

Fig. 3  The total ion chromatograms of P-CTXs mixed standards obtained by the optimized mobile phases 

表 3  鱼肉中 3 种 P-CTXs 的回归方程、线性范围、检出限及定量限 
Table 3  Regression equations, linear range, LODs and LOQs of 3P-CTXs in fish muscle 

编号 化合物 回归方程 相关系数(r) 线性范围(ng/g) 检出限(ng/g) 定量限(ng/g) 

1 P-CTX-1 Y= 1.7×103X + 41.3 0.9992 0~50.0 0.003 0.009 
 

2 P-CTX-2 Y= 3.06×103X +-420 0.9995 0~50.0 0.006 0.019 

3 P-CTX-3 Y= 5.35×103X + 2640 0.9994 0~50.0 0.005 0.017 

表 4  鱼肉样品中回收率和精密度实验结果 
Table 4  The results of the recovery and accuracy evaluation experiments (at concentration of 0.05，0.10，0.50 ng/g, n= 3) 

in fish muscle 

编号 化合物 加标水(ng/g) 回收率(%) 相对标准偏差(%) 

1 P-CTX-1 
0.05 73.3~76.7 2.2 

0.1 72.9~77.0 2.7 
0.5 77.6~81.0 2.4 

2 P-CTX-2 
0.05 72.5~75.5 2.1 
0.1 67.8~75.4 2.1 
0.5 63.0~77.9 12.3 

3 P-CTX-3 

0.05 51.2~69.5 15.3 

0.1 51.3~57.0 6.1 

0.5 46.3~52.3 6.1 



3526 食品安全质量检测学报 第 5卷 
 
 
 
 
 

 

 

图 4  空白样品中添加 1.0 ng/mL P-CTX-1, P-CTX-2 and P-CTX-3的重构离子色谱图 
Fig. 4  Chromatograms of P-CTX-1, P-CTX-2 and P-CTX-3 (concentration = 1.0 ng/mL) in extracts of non-ciguatoxic fish 

muscle samples 
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续图 4 

 

图 5  检出太平洋雪卡毒素的实际样品色谱图 
Fig. 5  The chromatograms of P-CTXs in actual sample 

 
P-CTX-2、P-CTX-3, 残留含量分别为 0.842、1.004 和 
0.546 ng/g。有检出的样品色谱图见 5。 

4  结  论 

本研究建立了平行振荡萃取方法提取珊瑚鱼鱼

肉中太平洋雪卡毒素 P-CTX-1、P-CTX-2、P-CTX-3, 
并 采 用 高 效 液 相 色 谱 - 四 级 杆 串 联 质 谱 法
(HPLC-MS/MS)进行分析测定。实验中对样品的前处
理方法进行了优化, 应用该方法能够同时快速测定
珊瑚鱼鱼肉中 3 种太平洋雪卡毒素的痕量残留。与
现有的残留分析方法相比, 该方法前处理过程快速、

操作简便, 灵敏度高、各项性能指标可满足残留分析
要求。 
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