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超高效液相色谱-串联质谱法同步测定贝类 
水产品中 4种脂溶性藻毒素 

黄碧慧* 
(厦门市食品药品质量检验研究院, 厦门  361004) 

摘  要: 目的  建立一种超高效液相色谱-串联质谱法同时测定贝类产品中 4 种脂溶性藻毒的方法。方法  样

品采用甲醇均质提取, 用 HLB 小柱净化, 在乙腈-5 mmol/L 醋酸铵水溶液体系中, 经 Kinetex C18柱(150 mm×3 mm, 

2.6 μm)梯度洗脱, 实现了 4 种藻毒素的良好分离。采用了电喷雾正负离子同时监测模式对 4 种脂溶性藻毒素

进行外标法定量测定。结果  目标化合物的检出限为 2.3～20.7 pg/g, 在 3.8～1378.0 pg/g 浓度范围内线性良

好, 相关系数 r2 在 0.99407~0.99923 之间, 同时以贝类产品为基底的 4 种化合物在高、中、低 3 个加标水平浓

度下的回收率为 70%~95%, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 2.3%~7.7%。结论  该方法灵敏、

准确、高效, 适合用于贝类水产品食用安全的日常风险监测项目中。 
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Simultaneous determination of 4 types of lipophilic algae toxins in shellfish 
products using ultra performance liquid chromatography tandem 

mass spectrometry 

HUANG Bi-Hui* 
(Xiamen Institute for Food and Drug Quality Control, Xiamen 361004, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of 4 kinds of lipophilic algae toxins 

in shellfish products using ultra performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). 

Methods  Samples were first extracted by methanol, followed by a purification using an Oasis HLB SPE column. 

Further separation of the 4 targets compound was achieved on a Kinetex C18 column (150 mm×3 mm, 2.6 μm) via 

UPLC by gradient elution with acetonitrile and 5 mmol/L ammonium acetate aqueous solutionas mobile phase. 

Quantification of the 4 targets was performed on a mass spectrometry, which simultaneously carried out by means of 

electrospray ionization in positive (ESI＋) and negative ion mode (ESI-) mode with an external standard. Results  

The method showed a good linearity in the concentration range of 3.81378.0 pg/g, with the detection limits of 

2.320.7 pg/g. The correlation coefficients (r2) were between 0.994070.99923 for 4 toxins. The average recoveries 

for the high, medium and low concentrations of external standard were between 70%95% with the relative standard 

deviations(RSD) 2.3%7.7%. Conclusion  The method is sensitive, accurate, with high efficiency and is suitable for 
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the daily risk monitoring project of shellfish food safety. 
KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography tandem mass spectrometry; shellfish products; lipophilic 
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1  引  言 

藻毒素是海洋中藻类或微生物产生的一类次生代谢

物[1]。贝类动物对有毒藻的摄入使得藻毒素能够在其消化

腺中富集[2]。这类毒素对大部分贝类动物无明显的毒性, 
但人类食用了这种含藻毒素的贝类则可能引起中毒反应
[3]。按其溶解性的不同, 藻毒素可分为水溶性藻毒素和脂

溶性藻毒素, 其中脂溶性藻类毒素比例约占 90%, 主要有

大田软海绵酸 (okadaic acid, OA) 系列毒素、蛤毒素

(pectenotoxin, PTX)系列毒素、虾夷扇贝毒素(yessotoxin, 
YTX)系列毒素、原多甲藻酸(azaspiracid, AZA)系列毒素、

短裸甲藻毒素(brevetoxin, BTX)系列毒素, 以及环亚胺毒

素(gymnodimme, GYM)和螺环内酯毒素(spirolides, SPX)系
列毒素[49]。由于这些藻毒素的危害性大, 因此若发生水产

品中毒事件, 藻毒素的检测是工作中的重点。但目前脂溶

性藻毒素只有 OA 系列有相应的国家标准[10], 而针对其他

几种脂溶性藻毒素, 目前尚无国家标准的检测方法, 也无

相应的限量规定, 因此建立一种可对脂溶性藻毒素进行

准确检测的方法显得尤为必要。目前在国内外对于藻毒

素的检测方法有: (1)小鼠生物法。此法最初是由 Yasumoto
等[11,12]在 1978 年建立, 是一种应用广泛的传统生物测试

法 , 但此法特异性较差 , 无法确证样品中存在哪种藻类

毒素; (2)酶联免疫吸附法。此法应用某些藻毒素的高特异

性单克隆抗体进行酶联免疫吸附实验, 目前已有商业化

试剂盒投入市场中。但此法的假阳性率也是我们不可忽

略的方面[13,14]; (3)液相色谱法。利用毒素分子上的特定基

团与荧光物质发生衍生化反应生成强荧光性物质, 进行

荧光检测[15,16]。但此法除了需要开发相匹配的衍生剂外, 
对于结构相似且在色谱上保留时间极为相近的同系物而

言, 其衍生物也不一定能达到分离的目的。(4)高效液相色

谱-串联质谱法。因其高稳定、重现性高、特异性强的特

点 , 近年来被广泛应用于各种化合物的检测中 [1719]。   
(5)高效液相色谱-高分辨质谱法。此法虽然能达到高灵敏

度、高特异性, 但若用于日常检测过程中, 存在仪器成本

过高 , 不利于推广的缺点 , 同时毒素本身也存在一定的

致毒计量, 并不需要很高的灵敏度[20]。因此本研究采用超

高效液相色谱-串联质谱技术, 建立一种能够同时检测贝

类水产品中 4 种脂溶性藻毒素: 虾夷扇贝毒素、类虾夷扇

贝毒素(homo-yessotoxin, hYTX)、蛤毒素 2(pectenotoxin2, 
PTX2)、环亚胺毒素的方法, 对于日常对水产品的风险监

测有很大的指导意义。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

标准品: 虾夷扇贝毒素[YTX, (4.92±0.2) μg/mL]、类虾

夷扇贝毒素 [hYTX, (5.8±0.3) μg/mL]、蛤毒素 2[PTX2, 
(4.4±0.2) μg/mL]、环亚胺毒素[GYM, (2.50±0.13) μg/mL ] 
(加拿大海洋生物科学研究所); 乙腈、甲醇、正己烷(色谱

纯, 美国默克公司); 氨水(分析纯, 上海沪试实验室器材股

份有限公司); 乙酸铵(分析纯, 西陇科学股份有限公司); 
实验用水为自制 Mill-Q 超纯水。 

2.2  仪器与设备 

1290 超高压液相色谱分离系统、Vac Elut20 固相萃取

装置(美国安捷伦公司); API5500Q Trap 型三重四级杆质谱

仪(美国 AB 公司); SQP 型电子天平(德国 Sartorius 公司); 
MS3 型旋涡混匀器、T18 型高速均质机(德国 IKA 有限公

司); CF15RN 型高速冷冻离心机(日本 Hitachi 公司); MV5
氮吹浓缩仪(美国 LabTech 公司); 明澈-D 型超纯水净化装

置(美国Millipore公司)。固相萃取柱: Oasis HLB(3cc/60 mg, 
美国 Waters 公司); 液相色谱柱 Kinetex C18(150 mm×3 mm, 
2.6 μm, 美国 Phenomenex 公司) 

2.3  实验方法 

2.3.1  标准溶液的配制 
标准储备液: 标准品均为 0.5 mL的藻毒素液体, 本实

验将其转移到 5 mL 容量瓶中, 用甲醇定容至刻度, 得到 4
种标准品的储备液, 其中虾夷扇贝毒素(YTX)492 μg/L、类

虾夷扇贝毒素(hYTX)580 μg/L、蛤毒素 2(PTX2)440 μg/L、

环亚胺毒素(GYM)250 μg/mL, 置于 0～4 ℃避光储存。 
标准工作使用液: 按照一定的比例分别吸取 4 种毒素

的单标储备液, 转移至 10 mL 容量瓶中, 用甲醇稀释并定

容至刻度线, 得到 4种毒素的混合标准储备液, 其中 YTX、

hYTX、PTX2、GYM 的浓度分别为 4.9、5.8、4.4、5.0 μg/L, 
并置于20 ℃条件下储存备用。 
2.3.2  色谱条件 

柱温: 35 ℃; 流速 0.3 mL/min, 进样量: 2.0 μL。流动

相为: 5 mmol/L 乙酸铵(A1)和乙腈(B1); 梯度洗脱程序为

0～1 min, 35% B1; 1～5 min, 35%～90% B1; 5～8 min, 
90% B1; 8.1～12 min, 35% B1。 
2.3.3  质谱条件 

离子源: 电喷雾电离源, 其中 PTX2、GYM 采用正离

子模式(electrospray ionization positive, ESI+)检测, YTX, 
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hYTX 采用负离子模式 (electrospray ionization negative, 
ESI-) 检测 , 扫描方式 : 正 /负离子扫描 , 多反应监测

(multiple reaction monitoring, MRM)模式, 质谱参数详见表

1。目标物的质谱参数定性、定量离子对 , 去簇电压

(declustering potential, DP)及碰撞电压(collision energy, CE)
参数见表 2。 
2.3.4  样品前处理 

(1)样品的制备 
未煮贝类: 采取足够的贝类样品个数, 并使贝肉达到

400 g 以上, 去壳, 取可食用部分, 用超纯水冲洗样品中的

泥沙, 用搅拌机绞碎后备用。 
熟制贝类: 将 1 kg 样品置于 2～3 L 煮沸的超纯水中

继续加热 3 min 左右, 捞出, 冷却至室温, 去壳, 取可食

部分, 重复几次使贝肉达到 400 g 以上, 用搅拌机搅碎

后备用。 
(2)样品的提取 
称取 2.0 g 制备后的样品于 50 mL 聚乙烯离心管中, 

加入 8 mL 甲醇后均质 2 min, 超声 20 min 后在 4 ℃,  
12000 r/min 条件下离心 5 min, 重复以上操作 1 次, 合并上

清液, 转移滤液至 20 mL 容量瓶中用甲醇定容至刻度, 准
确吸取上述提取液 5.0 mL 待固相萃取 (solid phase 
extraction, SPE)净化。 

(3)样品的净化 
将上述 5.0 mL 上清液于 40 ℃氮吹干后, 加入 2 mL, 

25%(V: V,下文同)的甲醇水溶液复溶, 再加入 5 mL 正己烷, 
振摇后弃去正己烷层, 重复一次正己烷除油步骤。依次以

3 mL 甲醇和 3 mL 25%的甲醇溶液活化 HLB 小柱后, 将除

油净化后的复溶液上样, 再用 3 mL 25%的甲醇溶液进行

淋洗, 抽干后, 用 5 mL、1%(V: V)氨水甲醇进行洗脱, 收集

洗脱液在 40 ℃氮吹浓缩至干, 用 1.0 mL 甲醇复溶, 涡旋

混匀上机测定。 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件的优化 

本研究采用了Phenomenex的Kinetex C18液相色谱柱, 
能有效分离 4 种亲脂类藻毒素。质谱采集采用了正负离子

同时监测的 MRM 模式, 由于正离子模式的流动相可以靠

加酸来促进离子化效率, 提高响应, 但在酸性流动相下负

离子模式的目标物会被抑制, 因此在选择流动相体系时, 
应同时兼顾, 让各化合物都能达到良好的响应。乙腈-0.1%
甲酸水(V: V)体系是质谱中常用的正离子流动相体系, 但
是实验表明, 在乙腈-0.1%甲酸水流动相体系中正离子模

式下的 PTX2、GYM 可以有很好的灵敏度和峰形, 但是负

离子模式下的 YTX、hYTX 会有响应低、灵敏度差的情况。

甲醇-水体系是质谱中常用的负离子流动相体系, 在甲醇-
水流动相体系中负离子模式下的 YTX、hYTX 可以有很好

的灵敏度和峰形, 但是正离子模式下的 PTX2、GYM 会有

峰形拖尾的情况。因此本研究采用了乙腈-乙酸铵流动相体

系, 乙酸铵具备稳定的 pH和洗脱环境, 能够提高目标物离

子化效率, 显著改善 4 种目标化合物的峰形和响应值。4
种脂溶性藻毒素定量离子 MRM 图见图 1。 

3.2  质谱条件的优化 

首先对 4 种脂溶性藻毒素标准溶液进行母离子扫描, 
发 现 PTX2 只 在 正 离 子 模 式 有 信 号 , 主 要 产 生

[M+NH4]+(m/z 876.5)离子; GYM 只在正离子模式有信号, 
主要产生[M+H]+(m/z 508.4)离子; YTX 只在负离子模式条

件 下 有 信 号 , 主 要 产 生 [M-2H]2-(m/z 570.2) 离 子 、

[M-H]-(m/z 1141.5)离子; hYTX 也只在负离子模式条件下

有信号 , 主要产生 [M-2H]2-(m/z 577.2)离子、 [M-H]-(m/z 
1155.5) 离子。值得注意的是 , 由于 YTX 和 hYTX 的

[M-2H]2-离子峰响应远远高于[M-H]-离子峰的响应, 因此

最终选择了[M-2H]2-离子作为母离子。 
 

表 1  质谱参数 
Table 1  Parameters of mass spectrometry 

 气帘气压/MPa 电喷雾电压/V 离子化温度/℃ 雾化气压力/MPa 干燥气压力/MPa 

正离子模式 30 5500 550 55 55 

负离子模式 30 -4500 450 55 55 

 
表 2  4 种脂溶性藻毒素质谱参数 

Table 2  Parameters of mass spectrometry of 4 lipophilic algae toxins 

化合物 ESI 模式 保留时间/min 母离子/(m/z) 子离子/(m/z) 去簇电压(DP)/V 碰撞能量(CE)/V

GYM 正模式 5.30 508.4 490.3*/162.3 85 33/55 

PTX2 正模式 6.98 876.5 823.5*/805.5 110 35/35 

YTX 负模式 5.50 570.2 467.4*/396.4 90 43/45 

hYTX 负模式 5.51 577.2 474.2*/403.2 90 40/42 

注: 带“*”号离子代表定量离子。 
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图 1  4 种脂溶性藻毒素定量离子 MRM 色谱图 
Fig.1  Quantitative ion MRM chromatograms of 4 lipophilic algae toxins 

 
 
然后用子离子扫描模式, 监测二次碎裂产生的子离

子峰, 选择两个信号强度适宜的子离子组成监测离子对。

最终在 MRM模式下优化各离子对的去簇电压及碰撞电压, 
具体参数见表 2。 

3.3  前处理条件的优化 

3.3.1  提取溶剂 
本文的 4 种藻毒素均是脂溶性化合物, 易溶于甲醇、

乙腈、乙酸乙酯等有机溶剂。本实验以文蛤为样品, 分别考

察了这 4 种溶剂对这 4 种藻毒素的提取效率。结果见图 2。 
 

 
 

图 2  不同萃取溶剂下目标化合物的回收率(n=3) 
Fig.2  Recovery rate of target compounds using different extraction 

solvents (n=3) 
 
从图 2 可以看出, 用乙腈和乙酸乙酯作为提取溶剂效

果不是很理想, 而甲醇作为提取溶剂的回收率能够符合要

求, 这可能与这 4 种化合物的化学性质相关, PTX 属于大

环内酯聚醚类化合物, YTX、hYTX 属于线性聚环醚类化合

物, GYM 属于含亚胺的大环结构化合物, 大环上有多个羟

基和甲基, 而甲醇为类质子溶剂, 可形成氢键, 对于提取

电负性强的化合物有良好的选择性。因此最终选择甲醇为

提取溶剂。 
3.3.2  净化方式的优化 

贝类样品中存在大量蛋白质、脂类化合物, 如果样品

未经净化容易造成样品基线高, 干扰大, 不易对目标化合

物进行准确定性定量。目前, 对于贝类毒素的检测也有相

关报道, 在净化方式的选择上有使用正己烷除油的方式, 
有使用 QuEChERS 方法, 还有一些采用固相萃取技术进行

净化处理。QuEChERS 方法虽然前处理简单, 但是回收率

不高, 在吸附杂质的同时, 目标物也容易被吸附。本文采

用了正己烷除油结合固相萃取方式对样品进行处理。在对

比了 Oasis HLB 柱、Strata-X 柱和 C18 柱后发现, 经 Strata-X
柱处理的样品只有 PTX2被检出, 而经 C18处理的样品杂质

峰较多, 基线干扰大。因此本实验选取了 HLB 固相萃取小

柱作为净化小柱。 
在提取步骤时使用了纯甲醇, 若不进行溶剂的转换, 

会使目标化合物在 HLB 固相萃取柱上样时流失, 达不到

净化样品的目的。因此在使用 SPE 方法时, 先将提取的溶

剂氮吹浓缩至干后用甲醇水溶剂复溶, 同时为了提高过柱

效率, 复溶后的样品先用正己烷除油后过固相萃取柱。复

溶溶剂中甲醇的含量不能过高, 过高会导致上样时目标化

合物在固相萃取柱的不保留, 过低不利于脂溶性目标物的

溶解。因此实验考察了不同浓度的甲醇水溶剂作为复溶溶

剂的目标物回收率, 结果见图 3。 
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图 3  不同浓度的复溶溶剂下目标化合物的回收率(n=3) 
Fig.3  Recovery rate of target Compounds using different resolvents (n=3) 

 
从图 3 可以看到, 随着甲醇浓度的增加, 回收率也逐

渐升高, 这是因为甲醇浓度的增加有利于亲脂性化合物的

溶解。当甲醇浓度达到 25%时, 目标物除了 YTX 在甲醇浓

度 30%回收率稍高一些外, 其他 3 种化合物的回收率都达

到了最高水平, 但随后目标物的回收率随着甲醇浓度的增

高而降低, 这是因为目标物在高甲醇体系中不被固相萃取

柱保留的原因。因此, 综合实验结果最终选择 25%甲醇溶

剂作为复溶溶剂。另有文献表明脂溶性藻毒素在碱性条件

下的稳定性相对较好[21]。因此在本实验中使用了含 1%氨

水甲醇作为洗脱溶剂。 
3.3.3  方法学评价 

(1) 线性范围、检出限 
本研究采用基底外标法对目标化合物进行定量分析。

选取空白样品作为基底, 经与样品相同前处理后, 加入系

列梯度水平的目标物溶液作为标准溶液。以定量离子峰面

积为纵坐标, 浓度为横坐标进行线性回归, 以最低浓度响

应的 3 倍信噪比(S/N≥3)对应的浓度作为检出限(limit of 
detection, LOD), 以 10 倍信噪比(S/N≥10)对应的浓度作为

定量限(limit of quantitation, LOQ)。由于目前国家还没有提

到的相关脂溶性藻毒素的限量要求和方法标准, 因此本实

验在做方法研究的时候考虑了较宽的线性范围, 结果见表

3。从表中 3 可以看出 4 种化合物在一定的范围内线性关系

良好, 其相关系数 r2 达到了 0.99 以上, 负离子模式下采集

的 YTX 与 hYTX 都会比正离子模式采集下的 GYM 与

PTX2 的检出限和定量限高一些, 但也能够满足日常工作

需求。 
(2) 回收率和精密度 
用优化后的前处理方法, 分别选取牡蛎、贻贝、泥螺

空白样品为加标样品, 并将这 3 类样品平均分为 2 份, 一
份按未煮处理, 一份按煮熟处理。分别考察了 3 种样品高、

中、低不同浓度水平的加标实验, 每个添加水平平行测定

6 次(其中生的水产品 3 次, 煮熟的水产品 3 次), 各化合物

回收率和相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)测
定结果如表 4 所示。结果显示: 4 种化合物在牡蛎、贻贝、

泥螺空白样品中高、中、低 3 个加标水平浓度下的回收率

为 70%～95%, RSD 为 2.3%～7.7%小于 10%(n=6), 满足分

析的要求。 
3.3.4  实际样品检测 

运用本研究建立的方法对市售牡蛎、贻贝、文蛤、螺

类各 10 份样品进行 4 种脂溶性藻毒素的检测, 检测结果显

示 GYM 的检出率最高, 有 18 份样品检出, 浓度在 0.35～
15.5 μg/kg 之间; 其次是 PTX2 的检出率, 有 5 份样品检出, 
浓度在 0.17～2.80 μg/kg 之间; 而 hYTX 和 YTX 都只有 1
份样品检测出, 浓度分别为 14.3 和 20.6 μg/kg。表明该检

测方法在实际检测工作中能得到有效的应用, 可用在贝类

水产品食用安全的日常风险监测工作中。 
 
 

表 3  4 种脂溶性藻毒素的线性范围、回归方程、相关系数、检出限和定量限 
Table 3  Results of linear ranges, regression equations, correlation coefficients, LODs and LOQs of 4 lipophilic algae toxins 

化合物 线性范围/(pg/g) 回归方程 相关系数 r2 检出限 LOD/(pg/g) 定量限 LOQ/(pg/g) 

GYM 3.8～152 Y=224371X37004.9 0.99407 2.3 7.6 

PTX2 12.2～480 Y=45051.3X6537.3 0.99904 7.3 24.0 

YTX 31.5～1260 Y=2680.1X243.0 0.99923 18.9 63.0 

hYTX 34.5～1378 Y=6543.7X1710.5 0.99557 20.7 68.9 
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表 4  不同基质加标回收和精密度实验结果(n=6) 
Table 4  Results of recovery and precision in different sample (n=6) 

化合物 

牡蛎 贻贝 泥螺 

加标量
/(pg/g) 

回收率/% RSD/% 加标量
/(pg/g) 

回收率/% RSD/% 加标量/ 
(pg/g) 

回收率/% RSD/% 

GYM 

5.0 75～83 4.1 5.0 70～81 5.6 5.0 77～85 3.6 

15.0 76～85 4.4 15.0 71～82 5.1 15.0 76～88 5.6 

50.0 83～88 2.3 50.0 85～93 3.2 50.0 80～88 3.7 

PTX2 

8.8 82～89 3.4 8.8 81～90 4.3 8.8 79～91 5.1 

26.4 82～90 3.3 26.4 83～92 3.7 26.4 72～84 5.7 

88.0 78～90 5.0 88.0 83～95 4.9 88.0 74～90 7.7 

YTX 

49.2 77～86 3.8 49.2 75～86 5.4 49.2 76～85 4.1 

147.6 75～85 4.4 147.6 78～87 4.3 147.6 81～87 3.0 

492.0 75～86 4.9 492.0 73～91 7.6 492.0 76～93 7.0 

hYTX 

58.0 79～85 2.6 58.0 75～85 4.7 58.0 73～80 3.3 

174.0 74～83 4.0 174.0 79～84 2.4 174.0 78～89 6.6 

580.0 77～84 2.8 580.0 80～95 6.9 580.0 77～85 4.0 

 
 

4  结论与讨论 

本研究建立了一种超高效液相色谱-串联质谱法同时

检测贝类中 4 种脂溶性藻毒素的方法, 该方法简单快捷、

灵敏度高、回收率好, 能够满足同时检测贝类样品中 4 种

脂溶性藻毒素的要求, 可以应用于贝类产品中 4 种脂溶性

藻毒素的检测工作中。 
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