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三通道自动固相萃取-高效液相色谱四极杆串联 
质谱法检测水中 8种痕量微囊藻毒素 

李献刚, 李  芳*, 贾汶静, 沈致淳, 张学梅 
(东港海关综合技术服务中心, 国家级农兽药残留及海洋生物毒素检测重点实验室, 东港  118300) 

摘  要: 目的  建立三通道自动固相萃取-高效液相色谱-四极杆串联质谱法检测水中痕量的 8 种微囊藻毒素

的分析方法。方法  采用高自动化的前处理设备, 采用 C18 固相萃取小柱富集浓缩, 应用液相色谱-四极杆串

联质谱法定性定量地检测 8 种微囊藻毒素。结果  该方法检测水中的 8 种微囊藻毒素检出限为 0.01~0.6 μg/L, 

在 0.25~62.5 μg/L 的线性范围中, 线性相关系数大于 0.99。结论  该方法自动化程度高、灵敏度高、定性定量

准确、测定浓度范围广。 
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Determination of 8 microcystins in the water by tri-channel automatic 
solid-phase extraction and high performance liquid chromatography- 

quadrupole tandem mass spectrometry 

LI Xian-Gang, LI Fang*, JIA Wen-Jing, SHEN Zhi-Chun, ZHANG Xue-Mei 
(Integrated Technical Serivce Center of Donggang Cumstoms, National Level Key Laboratory of Veterinary Drug, Pesticid 

Residue ＆ Marine Life’s Toxin Detection, Donggang 118300, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of 8 microcystins in water by tri-channel 

automatic solid-phase extraction and high performance liquid chromatography-quadrupole tandem mass 

spectrometry. Methods  The highly automated pre-processing equipment was adopted, the C18 solid phase extraction 

column was used for enrichment and concentration, and 8 microcystins were quantitatively and qualitatively 

determined by liquid chromatography-quadrupole tandem mass spectrometry. Results  The limits of detection 8 

microcystins in water by this method were 0.01‒0.6 g/L. The linear correlation coefficient is greater than 0.99 in the 

linear range of 0.25‒62.5 g/L. Conclusion  This method has high automatization, high sensitivity, accurate 

qualitative and quantitative determination and wide concentration determination range. 

KEY WORDS: three-channel automatic solid phase extraction; microcystins; high performance liquid 

chromatography-quadrupole tandem mass spectrometry 
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0  引  言 

随着社会经济的发展, 工业废水、生活污水及农田径

流将大量的氮、磷带入到水体中富集, 导致水体富营养化。

在合适的温度等环境因素的影响下, 水体中蓝藻大量生长, 
形成了肉眼可见的蓝藻水华, 给水体生态环境造成了不利

影响, 产生了巨大的经济损失, 并直接或间接地影响了人

类健康, 已成为全世界普遍存在的主要环境问题之一[1]。

微囊藻毒素(microcystins,  MCs)属于蓝藻死亡过程中释

放的次级代谢物, 在蓝藻水华污染中出现频率最高, 产生

量最大, 并且可能造成危害最严重的藻毒素[2]。我国早在

20 世纪 60 年代太湖发现有蓝藻水华出现[3]。除了云南滇

池、江苏太湖和安徽巢湖 3 大淡水湖泊已发生严重的蓝藻

水华污染外[4‒6], 长江、黄河中下游的很多湖泊和水库中也

相继发生了不同程度的蓝藻水华[7‒9]。 
由于微囊藻毒素是水体富营养化产生的一类毒素 , 

所以标准品的提取纯化有一定困难的, 纯度较高的标准品

更不易得到, 现微囊藻毒素已发现的同分异构体有 65 种, 
已经可以分离纯化的到的商品化标准品仅有 10 种。目前常

用的微囊藻毒素检测方法有酶联免疫法、荧光定量法、高

效液相色谱法、高效液相色谱串联质谱法等[10‒13]。其中高

相液相色谱串联质谱法应用范围较广, 准确性较高, 为当

下较为常用的方法。本研究采用高自动化的前处理设备和

高灵敏度的检测设备, 建立三通道自动固相萃取仪-高效

液相色谱-串联四极杆质谱法检测 8 种微囊藻毒素, 以期为

相关检测部门提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

C18 固相萃取小柱(6 mL, 500 mg, 美 Agilent 公司); 
0.45 μm 有机滤膜(美国 Agilent 公司); 微囊藻毒素-LR、微

囊藻毒素-RR、微囊藻毒素-YR、微囊藻毒素-LA、微囊藻

毒素-LY、微囊藻毒素-LW、微囊藻毒素-LF、微囊藻毒素

-WR 标准品(纯度>95%, 北京伊普瑞斯公司); 乙腈(色谱

级, 美国赛默飞世尔公司); 甲酸(色谱纯, 中国阿尔法公

司); 甲醇(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 所有用

水均为密理博(美国 Milli-Q)超纯水。 

1.2  仪器与设备 

6410B 液相色谱-四极杆串联质谱仪(美国安捷伦公

司); Acce CLEAN 三通道自动固相萃取仪(德国 LC-tech 公

司); 超纯水机(美国密理博 Milli-Q 公司)。 

1.3  试样制备 

1.3.1  水样预处理 
采集的水样先用 500 目的不锈钢筛过滤, 去除水样中

大部分浮游生物和悬浮物, 过滤后的水样在经 0.45 μm 水

样滤膜, 滤液不少于 100 mL, 置于棕色瓶中待检测。 
1.3.2  水样的富集浓缩  

本研究水样的富集使用 LC-tech 公司的 Acce CLEAN
三通道自动萃取仪将 20 mL 水样过 C18 固相萃取小柱, 三
通道自动固相萃取仪参数设置如下: 通道 2为甲醇, 通道 3
为水, 通道 4 为 10%甲醇水, 通道 6 为 0.1%甲酸甲醇, 具
体过程见表 1。 

 
表 1  三通道自动固相萃取仪参数设置 

Table 1  Parameters of tri-channel automatic  
solid-phase extraction 

 通道 体积/mL n/次数 时间/s 速度/(mL/min)

condition 2 5 2 60 2 

condition 3 5 2 60 2 

load 0 5 4 60 2 

wash 4 4 1 60 2 

清洗 6 5 2 30 1 

 
得到的 10 mL 0.1%甲酸甲醇洗脱液, 在 40 ℃下氮气

吹干, 用 50%乙腈水定容至 1 mL, 过 0.45 μm 有机滤膜, 
待上机检测。 

1.4  测定方法 

1.4.1  色谱条件 
Agilent 色谱柱为 Sq-C18, (4.6 mm×100 mm, 1.8 μm); 

柱温箱温度为 25 ℃; 流速为 0.2 mL/min; 样量为 20 μL, 
利用外标法定量。流动相 A 为乙腈, B 为 0.1%的甲酸水, 梯
度洗脱, 见表 2。 

 
表 2  流动相梯度洗脱 

Table 2  Parameters for procedure gradient elution 

时间/min A/% B/% 

0 20 80 

8 50 50 

10 100 0 

12 100 0 

20 20 80 

 
1.4.2  质谱条件 

质谱分析条件为采用 ESI 离子源, 正离子模式扫描, 
干燥器温度为 350 ℃, 干燥器流速为 8 L/min, 喷雾器压力

为 38.0 pis, 毛细管电压为 4000 V, 锥孔电压、碰撞能量及

定性和定量离子对等质谱参数见表 3。 
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2  结果与分析 

2.1  质谱条件的选择及 8 种微囊藻毒素的 MRM 色

谱图 

由于微囊藻毒素为环状七肽的化合物 , 在电喷雾

离子化源中容易形成多电荷离子[M+nH]n+, 这 8 种微

囊藻毒素中存在具有这种性质的物质 [14]。通过全扫描

图谱的比较 , 可以看出 , MC-RR[M+2H]2+分子母离子

的灵敏度相对较高 , 而且可以产生稳定明显的碎片离

子 , 所以该化合物选用 [M+2H]/2 为母离子。利用

[M+2H]/2 的母离子 520, 得到稳定明显的碎片离子 , 
其余 7 种微囊藻毒素在[M+1H]+下就可以得到稳定的碎

片离子并且具有较高的灵敏度。图 1 为 8 种微囊藻毒

素的 MRM 色谱图。  
 

表 3  8 种微囊藻毒素的质谱测定参数 
Table 3  Mass parameters of 8 microcystins 

化合物名称 母离子 (m/z) 子离子 (m/z) 驻留时间/ms 锥孔电压/V 碰撞能量/eV 

微囊藻毒素-LR 995.6 213 
135 200 130 

130 
70 
70 

微囊藻毒素-RR 520 135 
213 200 140 

140 
40 
40 

微囊藻毒素-YR 1045.5 135 
213 200 150 

150 
70 
70 

微囊藻毒素-LA 910.5 135 
213 200 140 

140 
70 
50 

微囊藻毒素-LY 1002.5 135 
213 200 150 

150 
80 
70 

微囊藻毒素-LW 1025.5 135 
213 200 160 

160 
70 
60 

微囊藻毒素-LF 986.5 852.4 
135 200 140 

140 
20 
70 

微囊藻毒素-WR 1068.5 135 
213 200 160 

160 
70 
70 

 
 
 

 
 

图 1  8 种微囊藻毒素的对照品溶液的 MRM 色谱图 
Fig.1  MRM Chromatograms of 8 microcystins standard solution 
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图 1(续)  8 种微囊藻毒素的对照品溶液的 MRM 色谱图 
Fig.1  MRM Chromatograms of 8 microcystins standard solution 

 
2.2  固相萃取条件的优化 

分别选择 C18 柱、HLB 柱固相萃取柱为实验对象, 2
种固相萃取柱均可满足水样的富集和洗脱, 比较吸附洗脱

效果, C18 固相萃取小柱能得到更好的回收率, 回收率可达

65%以上, 故本研究选择 C18 固相萃取小柱。在淋洗时考查

了水、10%甲醇水溶液、20%甲醇水溶液、30%甲醇水溶液、

50%甲醇水溶液, 结果发现当甲醇含量超过 10%, 回收率

有所下降, 较水与 10%甲醇水溶液相比, 10%甲醇水有一

定的净化效果, 可以减少基质干扰, 故选择 10%甲醇水溶

液为淋洗液。考查洗脱液时选择 50%甲醇水溶液、80%甲

醇水溶液、90%甲醇水溶液及纯甲醇, 甲醇含量大于 80%
时才能将 8 种微囊藻毒素全部洗脱, 选择纯甲醇有利于减

少氮吹时间, 避免氮吹时间过长造成的损失。 

2.3  方法检出限、回收率、校正曲线及线性关系 

应用质谱作为检测器, 考虑基质效应的影响, 基质

效应可以导致目标化合物发生离子增强或抑制, 故选择

以空白样品的基质溶液作为溶剂配制标准曲线范围为

0.25~62.5 μg/L 可以得到的良好的线性关系, 线性相关系

数均大于 0.99。方法检出限、线性相关系数、回收率及

校正曲线见表 4。当添加浓度为 0.625 μg/L 时, 回收率均

可达到 64%以上, 图 2 为 8 种微囊藻毒素混合的 MRM 色

谱图。 

3  结  论 

本研究建立了三通道自动固相萃取仪-高效液相色谱

串联四极杆质谱法检测水中 8 种微囊藻毒素的方法, 利用

三通道自动固相萃取仪可以到达自动化的目的, 同时可以

增加前处理的重复性及稳定性, 使该方法具有稳定的提取

浓缩过程; 使用高效液相色谱串联四极杆质谱作为检测手

段, 以保留时间及特征离子对定性定量, 提高了方法的准

确性。 
 

表 4  方法检出限、回收率、校正曲线及线性关系 
Table 4  Limits of detection, recoveries, regressions and correlation coefficients  

化合物名称 检出限/(μg/L) 添加浓度/(μg/L) 回收率/% 校正曲线 相关系数 

微囊藻毒素-LR 0.6 0.625 
1.25 

78.9 
83.8 Y=15.5174X‒3.0938 0.9958 

微囊藻毒素-RR 0.1 0.625 
1.25 

64.6 
66.2 Y=276.7186X+36.1801 0.9971 
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表 4(续) 

化合物名称 检出限/(μg/L) 添加浓度/(μg/L) 回收率/% 校正曲线 相关系数 

微囊藻毒素-YR 0.6 0.625 
1.25 

84.3 
89.0 Y=12.5995X‒0.5875 0.9948 

微囊藻毒素-LA 0.06 0.625 
1.25 

68.8 
74.0 Y=154.8518X‒21.2059 0.9994 

微囊藻毒素-LY 0.06 0.625 
1.25 

68.5 
69.1 Y=102.9790X‒26.0331 0.9997 

微囊藻毒素-LW 0.03 0.625 
1.25 

84.6 
85.0 Y=116.9492X‒28.7807 0.9991 

微囊藻毒素-LF 0.01 0.625 
1.25 

69.6 
74.7 Y=134.4392X‒2.0485 0.9996 

微囊藻毒素-WR 0.3 0.625 
1.25 

85.5 
85.4 Y=23.7765X‒113.9905 0.9918 

 
 

 
 
 

图 2  8 种微囊藻毒素的总离子流图 
Fig.2  Total ion current chromatogram of 8 microcystins 
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“生物毒素研究”专题征稿函 
 

随着社会经济的发展, 人民越来越关注食品的安全问题。在日常生活中, 食物中毒事件时有发生。在食

品安全事件中, 生物毒素中毒事件占一定比例。生物毒素是生物体内所产生的有毒代谢产物, 包括微生物毒

素、植物毒素、动物毒素和海洋毒素。生物毒素不仅对消费者的健康造成危害, 还会对养殖业、种植业、畜

牧水产业等行业造成巨大的经济损失。因此, 关注食品中生物毒素的安全, 是一项具有重大经济意义和科学

意义的事情。 

鉴于此, 本刊特别策划“生物毒素研究”专题。专题将围绕生物毒素的产生与调控机制、生物毒素的快速

检测与筛查技术、生物毒素的脱毒方法与机制、生物毒素的毒理研究与风险评估、生物毒素的标准物质研发、

生物毒素型药物的开发研究等问题展开讨论, 计划在 2021 年 3~4 月出版。 

鉴于您在该领域的成就, 学报主编国家食品安全风险评估中心吴永宁研究员及编辑部全体成员特别邀请

有关食品领域研究人员为本专题撰写稿件, 以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。综述及研究论文均

可, 请在 2021 年 1 月 31 日前通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处理并经审稿合格后优先发表。 

同时烦请您帮忙在同事之间转发一下, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和 E-mail。再次感

谢您的关怀与支持！ 

投稿方式(注明专题生物毒素研究):  

网站: www.chinafoodj.com(备注投稿请登录食品安全质量检测学报主页-作者登录-注册投稿-投稿选择

“专题: 生物毒素研究”) 

邮箱投稿: E-mail: jfoodsq@126.com(备注: 生物毒素研究专题投稿) 

《食品安全质量检测学报》编辑部 
 


