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免疫亲和柱净化-高效液相色谱-三重四极杆 

质谱法测定双壳类水产中软骨藻酸 

岳亚军*, 朱  波, 叶小莉, 赖璟琦 

(深圳市罗湖区疾病预防控制中心, 深圳  518020) 

摘  要: 目的  建立免疫亲和柱净化-高效液相色谱-三重四极杆质谱法(liquid chromatography coupled with 

triple quadrupole mass spectrometry, HPLC-MS/MS)检测双壳类水产中软骨藻酸的方法。方法  样品用 80%甲

醇水提取 , 上清液加入磷酸缓冲液后经免疫亲和柱净化 , 将洗脱液氮吹至干定容后上机测定。待测物经

InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 色谱柱分离, 以 10 mmol/L 甲酸铵-0.1%甲酸-甲醇为流动相进行梯度洗脱。多

重态反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)模式检测。结果  软骨藻酸在 20.0~200 ng/mL 范围内线性关

系良好, 相关系数为 0.9999, 检出限为 0.002 μg/g, 回收率为 75.2%~85.7%, 相对标准偏差为 0.8%~3.4%。结论  

本方法特异性强、提取效果好、无基质抑制效应, 适用于双壳类水产中软骨藻酸的痕量检测。 
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Determination of domoic acid in bivalve aquatic products by immunoaffinity 
column purification-high performance liquid chromatography-triple 

quadrupole mass spectrometry 

YUE Ya-Jun*, ZHU Bo, YE Xiao-Li, LAI Jing-Qi 

(Luohu Center for Disease Control and Prevention, Shenzhen 518020, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of domoic acid in bivalve aquatic products by 

immunoaffinity column purification-high performance liquid chromatography-triple quadrupole mass spectrometry 

(HPLC-MS/MS). Methods  The sample was extracted with 80% methanol water, and the supernatant was added to 

phosphate buffer and purified by an immunoaffinity column. The eluent was blown to dry and constant volume with 

nitrogen and then measured on the machine. The analyte was separated with an InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 

chromatographic column using 10 mmol/L ammonium formate-0.1% formic acid-methanol as the mobile phase for 

gradient elution, detected with multiple reaction monitoring (MRM) mode. Results  Domoic acid had a good linear 

relationship in the range of 20.0‒200 ng/mL, the correlation coefficient was 0.9999, the limit of detection was   

0.002 μg/g, the recovery rates were 75.2%‒85.7%, and the relative standard deviations were 0.8%‒3.4%. Conclusion  

The method has strong specificity, good extraction effect and no matrix inhibition effect. It is suitable for trace 

determination of domoic acid in bivalve aquatic products. 
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0  引  言 

近年来随着我国工业化规模不断发展, 废物排放对

海洋环境的污染日益加剧, 海洋水华赤潮现象时有发生, 

赤潮中产毒藻类生物大量繁殖, 产生的毒素通过食物链被

贝类水产品所富集, 食用这些有毒贝类将对人体健康产生

较大风险。贝类毒素[1]按照中毒症状可以分为: 麻痹性贝

类毒素(paralytic shellfish poisoning, PSP)、腹泻性贝类毒素

(diarrheticshellfish poisoning, DSP)、记忆缺失性贝类毒素

(amnesic shellfish poisoning, ASP) 、神经性贝类毒素

(neurotoxic shellfish poisoning, NSP)。其中记忆缺失性贝类

毒素主要是软骨藻酸(domoic acid, DA), 它是由海洋硅藻

产生的一种兴奋性氨基酸类似物, 最早是从红藻属的树枝

软骨藻中分离并确定其化学结构 , 故被命名为软骨藻   

酸[2‒3]。DA 在人体内可直接与谷氨酸受体相结合, 促进内

源谷氨酸释放, 从而引发神经组织损伤[4]。世界上第一起

因 DA引发的食物中毒事件发生在 1987年加拿大爱德华王

子岛的东海岸, 因食用含有 DA 的紫贻贝而导致中毒[5]。

DA 与 PSP 相比毒性较弱, 但中毒症状较多, 通常在食用

3~6 h 后发病, 主要表现为腹痛、腹泻、呕吐、并伴有记忆

丧失、意识混乱等症状, 严重者甚至死亡, 一些中毒者即

使治愈后仍丧失部分记忆长达数十月[6‒7]。欧盟和美国对海

产品中的 DA 含量制定的安全限量标准为 20 mg/kg[8]。对

贝类等海产品中的 DA 进行监测可以降低对人体健康的损

伤风险, 同时也为我国贝类等海洋水产行业的健康发展和

贸易出口提供了科学参考依据。 

目前国内外检测 DA 的主要方法有 : 生物小鼠     

法 [8](mouse bioassay, BMA)、酶联免疫法 [9‒11](enzyme– 

linked immunosorbent assay, ELISA) 、 高 效 液 相 色 谱     

法[12‒15](high performance liquid chromatography, HPLC)、高

效液相色谱 -三重四极杆质谱法 [16‒18](high performance 

liquid chromatography-triple quadrupole mass spectrometry, 
HPLC-MS/MS)。BMA 是针对毒素功能而不是毒素结构, 

无法准确定性, 只能检测毒素的有无和大小, 且由于小鼠

个体差异导致实验重复性差、操作过程繁琐、结果不可靠; 

ELISA 虽然操作简单、灵敏度良好, 但其只能根据待测物

结构表位进行测定, 而非针对其结构, 因此其类似物有干

扰作用, 导致检测结果假阳性多、对毒素含量测定不准确; 

HPLC 若采用紫外检测器只能适用于 DA 含量较高的样品

(≥20 μg/g), 用荧光检测器虽能检测痕量 DA的样品, 但待

测液需要衍生, 操作烦琐且不准确[7]; LC-MS/MS由于其灵

敏度高、抗干扰能力强、定性定量可靠准确, 已成为检测

痕量生物毒素的首选方法[19‒22], 但样品前处理方法若不能

有效除去杂质和消除基质效应, 将会严重影响 LC-MS/MS

方法的灵敏度和回收率, 检测结果的可信度大大降低。GB 

5009.198—2016《贝类中失忆性贝类毒素的测定》第三法

和第四法中液相色谱法和液相色谱-串联质谱法的样品前

处理方法基本相同, 均是采用强阴离子固相萃取柱, 但处

理效果不好, 对不同类型样品仍需进行基质匹配, 操作麻

烦、基质效应大 , 提取效果不佳 , 国内还有学者采用

QuEChERS[15]方法进行前处理, 虽前处理方法简单, 但仍

需基质匹配, 回收率较低。 

免疫亲和柱净化技术应用在液相色谱-串联质谱法检

测生物毒素样品前处理中日益广泛, 例如黄曲霉毒素[19]、

河豚毒素[23]、石房蛤毒素[24]等, 由于其净化原理是根据抗

原和抗体能够特异性进行结合, 提取回收率高且无基质效

应, 针对不同种类样品无需基质匹配, 更适宜于超痕量目

标化合物的检测。但目前鲜少有采用免疫亲和柱净化双壳

类水产中失忆性贝类毒素的相关报道。  

本研究将采用免疫亲和柱净化技术, 通过提取试剂、

固相萃取过程的条件优化, 建立双壳类水产中 DA 的免疫

亲和柱净化-高效液相色谱-三重四极杆质谱检测方法, 为

DA 中毒患者的临床救治和水产中 DA 的食品风险监测提

供更可靠的技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

1.1.1  样  品 

样品来自深圳市罗湖区某水产市场, 包括扇贝、贻

贝、牡蛎、带子、青口、生蚝、沙白, 共 7 种双壳类水产

品, 样品于‒20 ℃下保存于冰箱。 

1.1.2  仪器与试剂 

6410B Triple Quad 高效液相色谱-质谱联用仪(美国

Agilent 公司 ); InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 色谱柱      

(100 mm×2.1 mm, 2.7 μm, 美国 Agilent 公司); DA 免疫亲

和柱(1000 ng, 3 mL; 北京美正生物科技有限公司); 3K30

高速低温离心机(美国 Sigma 公司); GDX-271 型全自动固

相萃取仪(法国吉尔森公司); Turbo Vap Ⅱ定量浓缩仪(美国

Biotage 公司)。 

去离子水(美国 Millipore Q 公司); 乙腈、甲醇、甲酸

(色谱纯, 美国 Merck 公司); 甲酸铵(色谱纯, 德国 Sigma

公司);  Na2HPO4ꞏ12H2O(分析纯, 国药集团化学试剂有限

公司); NaH2PO4ꞏ2H2O(分析纯, 广东光华化学厂有限公司); 

NaCl(分析纯, 西陇科学股份有限公司); DA 标准品(CAS 

14277-97-5, 纯度为 99%, 美国 CFW Labs 公司)。 
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1.2  方  法 

1.2.1  标准溶液的配置 

标准储备液: 取 DA 标准品 1 mg 于 10 mL 容量瓶中, 

用 10%乙腈水(V:V,以下同)溶液溶解并定容至刻度, 即为

标准储备液, 于‒20 ℃下保存。 

标准使用液: 取适当体积的标准储备液用初始流动

相溶液(10 mmol/L 甲酸铵‒0.1%甲酸:甲醇, 80:20, V:V)进行

稀释, 得到浓度范围在 20~200 ng/mL 的标准使用液。 

磷 酸 盐 缓 冲 液 (phosphate buffer solution , PBS,    

0.05 mol/L, pH=7.3): 称 取 Na2HPO4ꞏ12H2O 12.9 g, 

NaH2PO4ꞏ2H2O 2.175 g, NaCl 8.5 g, 用去离子水溶解并定

容至 1000 mL。 

1.2.2  样品处理 

准确称取 1 g 经匀质后的双壳贝类水产样品于 15 mL 塑

料离心管中, 加入 4 mL 80%甲醇水溶液, 漩涡振荡 2 min, 室

温下超声提取 10 min, 8000 r/min 离心 5 min, 转移上清液, 样

品中加入 4 mL 80%甲醇水溶液重复提取, 合并 2 次提取上清

液, 用 80%甲醇水溶液定容至 10 mL。取上清液 5 mL 加入  

20 mL PBS 溶液进行稀释, 全部溶液过免疫亲和柱净化。 

免疫亲和柱回至室温后使用, 样品提取液上样流速控制

在 1~2 滴/s, 上样结束后, 用 3 mL 20%甲醇水溶液淋洗免疫

亲和柱, 流速 2~3 滴/s; 待液体流完后用空气彻底排干, 加入

3 mL 80%甲醇水溶液进行洗脱, 流速控制在1滴/s; 收集洗脱

液于 55 ℃下氮吹至近干, 用初始流动相定容至 2 mL, 涡旋  

2 min, 10000 r/min 离心 10 min, 取上清液上机测定。 

1.2.3  仪器条件 

质谱条件: 电离源 ESI(+)、干燥气温度: 350 ℃、干燥

气流量: 10.0 L/min、雾化压力: 38 psi, 毛细管电压: 4000 V, 

多反应监测模式(multiple reaction monitoring, MRM), 质谱

参数见表 1。 
 

表 1  DA 的多反应监测模式参数 
Table 1  Multi-response monitoring model parameters of DA 

分析物 
母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

碎片电压 
/V 

碰撞能量 
/V 

DA 312.2 
266.1* 

120 
15 

161.1 25 

注: *代表定量离子。 
 

色谱条件: InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 色谱柱

(100 mm×2.1 mm, 2.7 μm; ), 流动相: A 为 10 mmol/L 甲酸

铵‒0.1%甲酸水溶液, B 为甲醇, 流动相流速 0.3 mL/min、

柱温 40 ℃、进样量 10 μL, 梯度洗脱程序见表 2。 

2  结果与分析 

2.1  前处理方法的优化 

本研究采用免疫亲和柱净化技术, 具有特异性强, 无

基质效应、回收率高等特点。通过优化免疫亲和柱萃取过

程中的淋洗液、洗脱液极性和体积等条件, 得到最优萃取

条件, 使得前处理过程能够有效降低基质效应并最大程度

地富集目标物。实验分别比较了洗脱液采用纯甲醇和 80%

甲醇水溶液的洗脱效果: 发现用纯甲醇做洗脱液时, DA 的

回收率不超过 50%, 而用 80%甲醇水溶液作为洗脱液时回

收率接近 100%, 这可能是因为 DA 本身微溶于甲醇, 甲醇

中若有少量水存在时更有利于 DA 的溶解, 因此选择 80%

甲醇水溶液作为洗脱液; 对洗脱液体积进行优化时发现,  

3 mL 洗脱液足以将目标物完全洗脱下来; 比较了同一加

标浓度样品洗脱液分别在直接过滤后和经氮气吹近干后用

初始流动相定容并高速离心后的目标物响应值, 发现第 2

种处理方式响应值较高, 是因为初始流动相中存在甲酸使

DA 更容易带电离子化, 因此响应值更高。此外, 还比较了

用初始流动相和空白样品基质溶液配制相同浓度 DA 的响

应值, 发现两者大小相当, 证明样品经免疫亲和柱净化后, 

能够完全消除基质效应。 

 
表 2  梯度洗脱程序 

Table 2  Gradient elution program 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 流速/(mL/min)

0.0 80 20 0.3 

1.00 80 20 0.3 

4.00 20 80 0.3 

5.00 20 80 0.3 

5.01 80 20 0.3 

8.00 80 20 0.3 

 

2.2  色谱及质谱条件优化 

采 用 InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 色 谱 柱     

(100 mm×2.1 mm, 2.7 μm), 流动相为 10 mmol/L 甲酸铵

‒0.1%甲酸水溶液和甲醇, 通过优化梯度洗脱程序, 使目

标化合物得到较好的分离, 并且得到良好的峰型。根据 DA

分子结构 , 选择在电喷雾正离子模式下检测 , 优化各项

MRM 参数(如表 1), 使得目标物质的响应信号最大。 

2.3  方法特异性 

取空白扇贝样品按 1.2.2 部分处理后与空白基质加标

样品进行分析, 结果发现空白扇贝样品在 DA 出峰时间上

无杂质峰, 说明经过本实验前处理后的样品基质效应影响

较小, 方法特异性较好, 见图 1。 

2.4  方法的线性方程、检出限和定量限结果 

用初始流动相将 DA 标准储备液进行稀释, 得到浓度

范围为 20.0~200 ng/mL 的标准使用液。以 DA 的浓度为横

坐标(X), 峰面积为纵坐标(Y)进行线性回归, 线性方程为

Y=109.4852X‒389.2168, 线性相关系数为 0.9999。以空白
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基质溶液配制的 DA 响应值的 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)。该方法的 LOD 为 0.002 μg/g, LOQ 为 0.006 μg/g, 均

低于国标 GB 5009.198—2016 中液相色谱串联质谱法的检

出限和定量限, 能更好地满足痕量 DA 的检测要求。 

2.5  方法回收率和精密度 

在空白扇贝中添加适量的 DA 标准溶液, 配制成含

DA 高、中、低 3 个浓度(0.8、0.4、0.2 μg/g)的质控样品

各 6 份, 按照 1.2.2 部分处理后进行分析。以当日标准曲

线计算各样品中 DA 的含量, 计算 6 份质控样品的相对

标准偏差(relative standard deviation, RSD), 作为批内精

密度。同法重复测定 6 d, 计算 RSD 值, 作为批间精密

度, 结果见表 3。从实验数据来看, 在 3 个不同浓度加标

水 平 的 批 内 和 批 间 平 均 回 收 率 范 围 分 别 是

75.2%~85.7%、76.1%~85.0%, 回收率能够满足检测需要, 

而国标 GB 5009.198—2016 液相色谱串联质谱法中却没

有回收率的数据。 

 
 
 

 
 
 

注: A 为空白牡蛎样品; B 为空白牡蛎加标样品(0.1 μg/g DA); C 为 100 ng/mL DA 标准品。 

图 1  不同样品的 MRM 色谱图 

Fig.1  MRM chromatograms of different samples 
 

 
表 3  扇贝中 DA 的回收率和精密度(n=6) 

Table 3  Recovery and RSD of DA in scallop (n=6) 

样品 
添加浓度 

/(μg/g) 

批内 批间 

回收率 
/% 

RSD 
/% 

回收率 
/% 

RSD 
/% 

扇贝 

0.2 75.2 1.0 76.1 3.1 

0.4 79.9 0.8 78.9 2.9 

0.8 85.7 1.3 85.0 3.4 

2.6  实际样品检测 

本研究对扇贝、贻贝、牡蛎、带子、青口、生蚝、沙

白 7 种双壳类水产品共 11 份样品进行了检测, 2 份扇贝样

品中检出了 DA, 含量分别为 1.852、0.771 μg/g, 其余样品

中均未检出 DA。从随机检出的结果来分析, DA 的检出率

较高, 过往可能是由于前处理效果不好影响检出率; 从检

出的含量水平看, 比我国、欧盟和美国的限量值 20 μg/g 要

低 , 但提示以后有关部门仍应该加大双壳类水产品中的

DA 风险监测, 尽量减少因长期摄入此类食品引起对人体

健康的危害。 
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3  结  论 

本研究采用免疫亲和柱对双壳类水产中的软骨藻

酸进行净化提取, 然后采用 HPLC-MS/MS 进行测定。实

验结果表明样品前处理方法能够消除样品基质效应, 解

决了国标 GB 5009.198—2016 中液相色谱-串联质谱法需

要进行基质匹配的难题, 同时也提高了检测灵敏度和回

收率, 这为评估双壳类食品中超痕量的风险监测工作提

供了可靠的技术手段。由于本研究获得的 DA 免疫亲和

柱数量不多 , 实际检测的样品数量有限 , 在接下来的研

究中应该增加检测样品的种类及数量, 以便获得更多有

效的实验数据。 
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