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超高效液相色谱-串联质谱法测定闽东地区织纹螺
中河豚毒素 

黄连琴* 

(宁德市产品质量检验所, 宁德  352100) 

摘  要: 目的  建立一种测定织纹螺中河豚毒素(tetrodotoxin, TTX)含量的超高效液相色谱-串联质谱法(ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)。方法  织纹螺样品用 1%乙酸水

溶液提取, 0.5%乙酸甲醇溶液稀释, -18 ℃冷冻 10 min 后离心, 经亲水作用色谱柱分离, 乙腈-0.1%甲酸水溶液

作为流动相梯度洗脱, UPLC-MS/MS 分析, 基质匹配标准曲线外标法定量。结果  该方法的检出限为 10 μg/kg, 

定量限为 25 μg/kg, 满足欧洲食品安全委员会对双壳贝类和腹足类中河豚毒素安全限量值 44 μg/kg 的检测要

求。在织纹螺中添加 50、100、250 μg/kg 河豚毒素进行加标回收试验, 河豚毒素回收率为 79.6%~118.1%, 相

对标准偏差为(relative standard deviations, RSDs)为 7.7%~10.6% (n=6)。采用该方法测定闽东地区 14 份织纹螺

样品, 最高检出河豚毒素 25.7 mg/kg。结论  该研究方法准确性高、成本低、操作性强, 能够满足当前批量定

量检测织纹螺中河豚毒素含量的技术要求。 
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Determination of tetrodotoxin in Nassarius of eastern Fujian by ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

HUANG Lian-Qin* 

(Ningde Quality Inspection Institute of Product, Ningde 352100, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a method for the determination of tetrodotoxin (TTX) in Nassarius by ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  The samples were 

extracted with 1% acetic acid aqueous solution, diluted with 0.5% acetic acid methanol solution, frozen at -18 ℃ for 

10 min, and centrifuged, then separated by hydrophilic column, acetonitrile-0.1% formic acid aqueous solution as 

mobile phase gradient elution, analyzed by UPLC-MS/MS, and quantified by matrix matching standard curve with 

external standard method. Results  The limit of detection and limit of quantitation were 10 and 25 μg/kg, 

respectively, which met the current action limit of 44 μg/kg for bivalves and gastropods enforced in the European 

Food Safety Commission. The method exhibited recoveries ranging from 79.6% to 118.1%, and the relative standard 

deviations (RSDs) was demonstrated ranging from 7.7% to 10.6% (n=6). This method was used to test 14 batches of 

Nassarius samples collected from east Fujian, the results of which were found to contain TTX at levels up to     
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25.7 mg/kg. Conclusion  The method has been found to be accurate, low-costed and practical, which can meet the 

current technical requirements of batch quantitative determination of TTX in Nassarius. 

KEY WORDS: tetrodotoxin; Nassarius; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
 
 

0  引  言 

河豚毒素(tetrodotoxin, TTX)是一种毒性很强的神经性

毒性物质, 会导致人体出现恶心、呕吐等病症, 重者会出现呼

吸衰竭等现象, 致死率高[1‒2]。河豚毒素是在河豚中发现并以

此命名[3], 随后在两栖动物和软体动物中也陆续发现, 特别

是在腹足类软体动物中已发现较高含量的河豚毒素[4‒5]。研

究发现, 新西兰灰色侧鳃海蛞蝓(Pleurobranchaea maculata)

中的河豚毒素含量最高达到 1414.0 mg/kg[5]。2007 年, 中国

连云港发现的半褶织纹螺(Nassarius sinarum)中河豚毒素含

量达到 190 mg/kg[6]。河豚毒素通过腹足类软体动物的虑食

性活动而富集在其体内, 从而导致食用这些螺类产生河豚

毒素中毒的风险不断加大[7]。 

闽东地区近海腹足类软体动物分布广泛, 不同品种

的螺类为人们日常饮食佳品 , 特别是织纹螺 , 闽东地区

俗称麦螺 , 其螺肉鲜美 , 曾经是地道的当地海鲜美食之

一。但是, 食用织纹螺导致中毒的事件时有发生[8‒9], 有

研究发现, 织纹螺中含有高浓度的河豚毒素[6,10‒11]。尽管

国家卫生部已于 2012 年 07 月 20 日发布禁止销售和食用

织纹螺的通知, 但是闽东地区沿海各县居民难以抵抗织

纹螺肉的鲜美 , 认为洗净的织纹螺安全可食 , 当地仍然

存在摆摊售卖、吃食织纹螺的现象, 中毒事件时有发生。

因此, 针对闽东地区织纹螺中河豚毒素污染情况的调查

研究十分重要。从而需要建立一种准确有效的织纹螺中

河豚毒素检测方法, 以满足批量定量检测织纹螺中河豚

毒素含量的技术要求。 

传统的河豚毒素检测方法有小鼠生物法、柱前/柱后

衍生-液相色谱-荧光检测法、受体结合法等[12]。液相色谱

-串联质谱法定量分析河豚毒素具有较好的灵敏性和特异

性[13]。但是, 现行有效标准 GB 5009.206—2016《食品安

全国家标准 水产品中河豚毒素的测定》第二法液相色谱-

串联质谱法适用于河豚鱼肌肉及脏器组织中河豚毒素的测

定。由于标准的适用范围未包括腹足类软体动物, 而且标

准方法前处理采用免疫亲和柱净化, 过程复杂、成本高。

因而标准方法不适用于研究调查中织纹螺样品河豚毒素的

批量筛查。所以建立一种快速有效的织纹螺中河豚毒素检

测方法十分必要。 

现有的河豚毒素液相色谱-质谱法测定过程中的前处

理技术复杂、耗时长、成本高, 难以满足批量织纹螺样品的

快速检测需要。研究表明, 河豚毒素是低分子量杂环化合物, 

具有水溶性及热稳定性[14], 用醋酸甲醇溶液或醋酸水溶液

提取效果好[15]。因此, 本研究通过优化织纹螺样品中河豚毒

素提取的前处理过程, 采用 1%乙酸水溶液提取织纹螺样品

中的河豚毒素, 然后用 0.5%乙酸甲醇溶液稀释并使蛋白变

性沉淀, 配合超高效液相色谱-串联质谱法(ultra performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/ 
MS)分析, 建立一种准确有效的织纹螺中河豚毒素检测方法, 

以满足当前闽东地区调查研究中批量定量检测织纹螺中河

豚毒素含量的技术要求。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

LC-30AD 高效液相色谱仪 (日本 Shimadzu 公司 ); 

Triple Quad 5500 质谱仪(美国 AB 公司); ME204E 电子天平

(精度 0.1 mg, 梅特勒-托利多仪器有限公司); KQ-500DE 超

声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司); 3-18K 高速冷冻离

心机(德国 Sigma 公司); VORTEX-5 振荡涡旋器(济南千司

生物技术有限公司); S18-A928 组织粉碎机(九阳股份有限

公司 ); UPT-II-10T 超纯水机 (成都超纯科技有限公司 ); 

BCD-527WDPC 冰箱(海尔股份有限公司)。 

河豚毒素标准储备溶液(纯度≥98%, 浓度 100 mg/L)、

乙腈、甲醇、乙酸、甲酸(色谱纯)(上海安谱科技公司);    

0.22 μm 尼龙过滤膜(北京迪马科技有限公司); 纯净水(屈臣

氏个人护理用品商店)。 

河豚毒素标准储备溶液用纯水稀释成 1 μg/mL中间溶

液。提取液用 1 mL 乙酸和 99 mL 纯水配制, 稀释溶液用

0.5 mL 乙酸和 99.5 mL 甲醇配制。 

1.2  样品来源 

于 2021 年 5 月采集闽东地区 14 份织纹螺样品, 样品

来源如表 1 所示。 

 
表 1  闽东地区织纹螺样品来源信息 

Table 1  Information on the origin of Nassarius samples from 
eastern Fujian 

织纹螺样品编号 采样地区 织纹螺样品编号 采样地区 

1# 福鼎秦屿  8# 福安溪尾 

2# 福鼎沙埕  9# 霞浦溪南 

3# 福鼎秦屿 10# 福安下白石

4# 福鼎沙埕 11# 福安下白石

5# 福鼎秦屿 12# 霞浦三沙 

6# 蕉城飞鸾 13# 蕉城二都 

7# 蕉城飞鸾 14# 霞浦下浒 
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1.3  样品前处理 

取 500 g 织纹螺用清水洗净, 用钳子小心钳裂外壳, 

取出可食部分, 收集所有样品组织, 均质匀浆, 作为待分

析试样。 

称取上述试样 1 g 左右(精确至 0.01 g)于 50 mL 聚丙

烯离心管中, 准确加入 10 mL 1%乙酸水溶液, 充分振荡涡

旋 1 min, 然后再 60 ℃超声 20 min, 4000 r/min 离心 5 min。

准确移取 2.0 mL 上清液到 50 mL 聚丙烯离心管中, 并加入

8.0 mL 的 0.5%乙酸甲醇溶液, 充分振荡涡旋 1 min, -18 ℃

冷冻 10 min, 4000 r/min离心 5 min, 上清液过尼龙膜, 置于

棕色进样品中, 当天上机。 

1.4  标准工作溶液配制 

溶剂标准工作溶液: 分别准确移取适量的 1 μg/mL 河

豚毒素标准中间溶液, 用 0.5%乙酸甲醇溶液逐级稀释, 配

制成 0.5、2、5、10、20、50 ng/mL 的河豚毒素溶剂标准

工作溶液。 

织纹螺基质标准工作溶液 : 分别准确移取适量的   

1 μg/mL 河豚毒素标准中间溶液, 用阴性织纹螺样品按照

1.3 样品前处理得到阴性织纹螺基质溶液。利用阴性织纹

螺基质溶液逐级稀释, 配制成 0.5、2、5、10、20、50 ng/mL

的河豚毒素织纹螺基质标准工作溶液。 

1.5  色谱质谱条件 

1.5.1  色谱条件 

Waters AQUITY UPLC BEH HILIC 色谱柱 (100 mm× 

2.1 mm, 1.7 μm); 进样体积 2.00 μL; 柱温箱温度 40 ℃; 流

速为 0.25 mL /min; 流动相: A 为 0.1%甲酸水溶液, B 为乙

腈。洗脱条件: 0~2.0 min, 98% B; 2.0~5.0 min, 98%~50% B; 

5.0~6.0 min, 50% B; 6.0~6.5 min, 50%~98% B; 6.5~8.5 min, 

98% B。 

1.5.2  质谱条件 

气帘气: 35.0 psi; 离子喷雾电压: 5500.0 V; 离子源温

度: 500.0 ℃; 辅助气: 50.0 psi; 辅助气: 55.0psi; 碰撞气: 

9.0 psi; 去簇电压: 90.0 psi; 入口电压: 10.0 psi; 碰撞室出

口电压: 14.0 psi; 定量离子对 m/z 320.2/302.0 和定性离子

对 m/z 320.0/162.0 的碰撞能分别为 35.0 和 51.0 eV。 

2  结果与分析 

2.1  提取条件的优化 

河豚毒素是低分子量杂环化合物 , 具有水溶性及

热稳定性[14]。研究报道显示, 采用 1%、3%的乙酸甲醇

溶液、0.1%的乙酸水溶液对织纹螺中河豚毒素提取效果

较好[11,16‒18]。织纹螺提取液中主要基质干扰来源是蛋白质、

色素、盐等。鉴于河豚毒素具有水溶性的特点, 1%乙酸水

溶液提取效果较好。但是, 孙博伦等[16]在研究中表明, 乙

酸水溶液提取织纹螺肉时会提取出部分蛋白质成分, 对仪

器检测造成干扰, 基质效应大。因此, 本研究在 1%乙酸水

溶液提取后, 结合 0.5%乙酸甲醇稀释, 能够有效去除蛋白

质干扰。在此基础上, 本研究比较了不同超声时间和温度

对河豚毒素提取效果的影响。结果表明, 20 ℃ 5 min 条件

下, 100 μg/kg 添加回收率结果为 69.5% (n=3); 60 ℃ 20 min

条件下, 100 μg/kg 添加回收率结果为 89.5% (n=3); 100 ℃ 

60 min 条件下, 100 μg/kg 添加回收率结果为 119.4% (n=3)。

结果说明提高超声时间和温度 , 河豚毒素添加回收率提

高。但是, 时间太长、温度过高, 提取后的基质溶液更复

杂, 对仪器检测干扰大。并且在基质效应干扰下, 河豚毒

素的保留时间会延迟到 5.6 min 左右。另外, 时间长温度高

提取成本也比较大。因此, 本研究采用 60 ℃超声 20 min

对织纹螺中河豚毒素进行提取, 即可满足实验要求。 

2.2  净化条件的优化 

2.2.1  提取液稀释倍数的优化 

方力等[17]研究报道, 0.1%乙酸水溶液沸水浴提取并结

合亲水亲油平衡填料(hydrophile-lipophile balance, HLB)和

石墨化碳黑(graphitized carbon black, GCB)粉末净化, 能够

有效地提取织纹螺中的河豚毒素。王兴龙等[18]研究表明, 1%

乙酸甲醇提取并结合 80%甲醇溶液稀释, 对织纹螺中河豚

毒素的提取效果较好。孙博伦等[16]研究报道, 1%乙酸甲醇溶

液 提 取 结 合 多 壁 碳 纳 米 管 净 化 , 加 标 回 收 率 在

83.7%~91.4%之间。刘琳琳[9]研究中采用 3%乙酸甲醇溶液

提取并结合混合型阳离子交换固相萃取小柱(mixed cation 

exchange, MCX)净化, 能够有效提取织纹螺中的河豚毒素。

本研究中样品经 1%乙酸水溶液提取, 结合 0.5%乙酸甲醇稀

释和冷冻静置 10 min 后离心, 能够有效去除蛋白质干扰。本

研究采用公式(1)对基质效应进行评估[19]。%ME=100%表示

基质效应不明显; %ME<100%表示基质抑制作用, 值越小表

示基质抑制作用越大; %ME＞100%表示基质增强作用, 值

越大表示基质增强作用越大。结果表明, 提取液稀释 5 倍的

条件下, 100 μg/kg 添加回收率结果为 101.8% (n=3); 提取液

稀释 10 倍的条件下, 100 μg/kg 添加回收率结果为 91.3% 

(n=3); 提取液稀释 20 倍的条件下, 100 μg/kg 添加回收率结

果为 89.5% (n=3)。添加回收率结果均在满意范围。表 2 结

果显示, 稀释倍数越大, 基质抑制作用越小。但是稀释倍数

越大, 相应的方法灵敏度也同时降低。该研究采用基质标准

曲线以消除基质效应。因此, 综合考虑方法灵敏度与稳健性, 

将提取液稀释倍数设为 5 倍, 以保证实验结果的可靠性。 

%ME= 100%
基质标准曲线线性回归方程的斜率

溶剂标准曲线线性回归方程的斜率
  (1) 

2.2.2  冷冻时间的优化 

MCNABB 等[12]研究表明, 提取液甲醇稀释后沉淀蛋

白需在冷冻条件下放置至少 1 h。为了达到快速提取的效
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果, 本研究比较了冷冻 10、60 min 及冷冻过夜的条件下, 

蛋白去除效果。结果表明, 3 种条件下, 基质效应没有显著

差异, 结果见表 3。因此, 提高冷冻时间并没有达到更好除

蛋白的效果。因此, 为了达到快速提取的效果, 该研究将

冷冻时间设为 10 min。 

2.3  方法线性范围、方法定量限和检出限 

该研究采用外标法基质标准曲线定量, 线性范围为

0.5~50.0 ng/mL。结果表明, 该方法线性关系良好, 相关

系数 r2≥0.999。采用空白基质加标 10 和 25 μg/kg, 空白

基质液和空白基质加标 10 μg/kg 的多反应监测(multiple 

reaction monitoring, MRM)模式下的总离子色谱图(total 

ion chromatogram, TIC)图谱见图 1。空白基质中目标物出

峰处有杂峰干扰, 但是通过比对定性离子与定量离子的

占比可以排除杂峰干扰。以被测化合物的响应值信噪比

大于 3 时所对应的含量作为检测限, 信噪比大于 10 作为

定量限。加标水平为 10 μg/kg 时, 定量离子对信噪比为

33.1, 定性离子对信噪比为 8.6, 均大于 3; 加标水平为 

25 μg/kg 时, 定量离子对信噪比为 44.3, 定性离子对信噪

比为 18.8, 均大于 10。结果表明, 本研究所建立的方法中

河豚毒素检出限和定量限分别为 10 和 25 μg/kg。根据欧

洲食品安全委员会(European Food Safety Authority, EFSA)

规定 , 双壳贝类和腹足类中河豚毒素安全限量值为    

44 μg/kg[20]。根据该限量指标要求, 本方法定量限和检出

限均能够满足检测需要。 

 
表 2  不同基质溶液和溶剂中标准曲线线性回归方程和基质效应 

Table 2  Standard curve linear regression equation in different matrix solutions and solvents and matrix effects 

基质溶液和溶剂 回归方程(相关系数 r²) 基质效应/% 

5 倍稀释基质 Y=13209.10399X+5948.59854, r²=0.99976  39.6 

10 倍稀释基质 Y=18958.44117X+139.53432, r²=0.99954  56.8 

20 倍稀释基质 Y=25564.82621X‒3576.13278, r²=0.99932  76.6 

溶剂(0.5%乙酸甲醇) Y=3.33821e4X‒3542.97507, r²=0.99996 100.0 

 
表 3  不同冷冻时间条件下基质标准曲线线性回归方程和基质效应 

Table 3  Matrix standard curve linear regression equations and matrix effect under different freezing time 

冷冻时间 回归方程(相关系数 r²) 基质效应/% 

冷冻 10 min Y=13209.10399X+5948.59854, r²=0.99976 39.6 

冷冻 60 min Y=12818.14553X+9790.31639, r²=0.99720 38.4 

冷冻过夜 Y=13502.16534X+5576.61359, r²=0.99922 40.4 

 

 
 

图 1  空白基质溶液(A)和空白基质加标(B)在 MRM 模式下的 TIC 图谱 

Fig.1  TIC spectra in blank matrix (A) and spiked blank matrix (B) in MRM mode 

 
2.4  方法回收率和精密度 

分别称取 18 份河豚毒素阴性的织纹螺样品, 分成 3

组, 分别加入适量的河豚毒素标准工作溶液, 使得每组样

品中河豚毒素的加标量分别为 50、100、250 μg/kg。加标

样品按照上述步骤进行提取, UPLC-MS/MS 测定, 基质匹

配标准工作溶液进行定量。用河豚毒素阴性的织纹螺均质

样品进行回收率和室内精密度试验, 在添加水平为 50、100

和 250 μg/kg 时, 河豚毒素的回收率范围在 79.6%~118.1%

之间, 相对标准偏差在 7.7%~10.6% (n=6)之间。该方法的

加标回收率和实验室内精密度符合 GB/T 27404—2008《实

验室质量控制规范 食品理化检测》中的相关规定, 能够满

足检测需要。 
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2.5  闽东地区织纹螺样品的测定 

应用该方法对闽东地区 14 份织纹螺样品河豚毒素含

量进行测定, 检测结果见表 4。检测结果中有 3 份织纹螺样

品中河豚毒素含量分别高达 25.7、6.50、和 1.35 mg/kg。另

有 5 份织纹螺样品河豚毒素含量超过欧洲食品安全委员会

规定的双壳贝类和腹足类中安全限量指标 44 μg/kg。织纹螺

中河豚毒素超标率达到 57.1%, 检出率 84.6%。检出河豚毒

素含量 25.7 mg/kg 的织纹螺样品 MRM 模式下的 TIC 图见

图 2。河豚毒素保留时间在 5.420 min。目标峰左边有一个小

峰, 推测可能为河豚毒素衍生物 4-epi TTX。TURNER 等[21]

研究表明, TTX 和 4-epi TTX 具有相同的定量离子对(m/z 

320.0/302.0)和定性离子对(m/z 320.0/162.0), 但是化学结构

不同在色谱柱上的保留时间不一样。目前, 河豚毒素衍生物

因为缺乏有证标准物质难以进行准确定量。TURNER 等[21]

研究中采用河豚毒素检出值(25.1±1.3) μg/g 的阳性样品作为

参照物进行定量。该研究中织纹螺河豚毒素最高检出值 

25.7 mg/kg 可做后续河豚毒素衍生物研究使用。 

 
表 4  闽东地区织纹螺样品中河豚毒素含量检测结果 

Table 4  Determined levels of tetrodotoxins in Nassarius samples 

织纹螺样

品编号 

河豚毒素测定

值/(mg/kg) 

织纹螺样品

编号 

河豚毒素测

定值/(mg/kg)

1# 25.7  8# 0.0679 

2# 0.0721  9# 1.35 

3# <LOQ 10# 0.146 

4# 0.191 11# <LOQ 

5# 6.50 12# 0.0862 

6# 0.0355 13# 0.0411 

7# 0.0426 14# <LOQ 

 

 
 

图 2  河豚毒素含量 25.7 mg/kg 的织纹螺样品 MRM 模式下 TIC

图谱 

Fig.2  TIC spectra of Nassarius samples with the TTX levels of 25.7 
mg/kg under MRM mode 

 

3  结论与讨论 

本研究建立了一种测定闽东地区织纹螺样品中河豚

毒素含量的 UPLC-MS/MS 检测方法, 织纹螺均质样品采

用１%乙酸水溶液提取, 提取液经过 0.5%乙酸甲醇稀释并

使杂质蛋白变性, 冷冻沉淀蛋白, 离心后上清液过尼龙膜, 

亲水作用色谱柱分离。与文献中固相萃取柱净化等方法相

比, 该方法简化了净化步骤, 具有结果可靠、重现性好; 操

作简单、低成本、省时高效的优点, 能够满足目前织纹螺

样品中河豚毒素含量批量筛查的需要。 

采用该方法对闽东地区 14 批次织纹螺样品中河豚毒

素含量进行测定。结果检测出 3 份织纹螺样品中河豚毒素

含量分别高达 25.7、6.5 和 1.35 mg/kg, 严重超出欧洲食品

安全委员会对双壳贝类和腹足类中河豚毒素安全限量值的

规定。虽然卫生部已明确规定禁止销售织纹螺。但是闽东

地区沿海各县居民难以抵抗织纹螺肉的鲜美, 认为洗净的

织纹螺安全可食, 当地仍然存在售卖、吃食织纹螺的现象, 

中毒事件时有发生。因此, 针对闽东地区织纹螺中河豚毒

素污染情况的调查研究十分重要。本研究采用的方法简单、

高效、成本低, 适用于批量织纹螺样品中河豚毒素的检测。 

该研究不足之处在于未考察织纹螺的肌肉和脏器组

织中河豚毒素含量的分布特征。关于河豚毒素在织纹螺组

织中的分布情况尚不清楚。已有研究对太平洋牡蛎中河豚

毒素的分布情况进行报道[22]。后续研究将继续完善织纹螺

样品制备方法, 去壳后将其肌肉组织和脏器组织进行有效

地分离, 并对其各自的河豚毒素含量进行测定。研究织纹

螺中河豚毒素的分布情况对分析河豚毒素的外源性和内源

性产生机制具有一定的参考意义。 

更进一步的研究旨在分析河豚毒素阳性样品中的多

种河豚毒素衍生物, 并对其进行准确定量。研究表明, 河

豚毒素存在多种衍生物, 但是大部分衍生物都缺乏有证标

准物质[21]。因此, 难以对织纹螺阳性样品中的河豚毒素衍

生物进行准确定量。该研究中, 织纹螺阳性样品中河豚毒

素最高检出水平为 25.7 mg/kg。从该样品 MRM 模式的 TIC

色谱图上可以发现河豚毒素衍生物的存在。后续研究旨在

对该样品中多种河豚毒素衍生物进行鉴定并准确定量。 
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