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摘要

本应用简报报导了一种使用 Agilent 6410 三重四极杆 LC/MS 系统，对水库原水中微囊

藻毒素（微囊藻毒素-LR、YR 和 RR）进行检测的方法。

前言

微囊藻毒素是由蓝藻产生的一种毒素。蓝藻，也称为蓝绿藻，是一种同时具备细菌和藻类

特性的有机体。当地表水条件（要求温暖、稳定的条件）适宜蓝藻繁殖时，就会导致蓝藻

大规模爆发。但并不是所有藻类都会产生毒素。蓝藻菌在死亡或溶解时会释放毒素。所产

生的藻毒素包括肝毒素（微囊藻毒素、节球藻毒素和柱孢藻毒素），神经毒素（鱼腥藻毒

素-a，鱼腥藻毒素-a(S)，蛤蚌毒素）和皮炎毒素（鞘丝藻毒素-a，海兔毒素）三大类。

这些毒素在释放后能够在水体中持续存在数周到数月。其中微囊藻毒素会对人畜的健康

造成危害。它们中的大多数为肝毒素，而同时也会刺激皮肤、眼睛和咽喉。

微囊藻毒素已收录于美国国家环境保护署 (USEPA) 的污染物候选列表中 [1]，世界卫生组

织 (WHO) 规定处理饮用水中微囊藻毒素-LR 的暂行指导限值为 1 µg/L。英国尚未确立微

囊藻毒素分析相关的法规。英国饮用水监管局 (DWI) 已对在英国境内开展微囊藻毒素分

析的必要性进行审查 [3]。其得出的结论是：在原水中确实会出现此类毒素，而只有在爆

发大规模蓝藻水华，此类毒素达到一定浓度时，才可以方便地对它们进行检测。此外，

有多种水处理方法可以去除此类毒素。
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数据表明，在英国境内与蓝藻微囊藻毒素相关的饮用水健康风险

非常低，大多数供水公司能够妥善管理饮用水源，将蓝藻的数量

控制到最低值。

可采用多种分析技术分析水中的微囊藻毒素。包括生物分析技术，

例如酶联免疫吸附测定 (ELISA)以及采用紫外-可见光 (LC/UV-

Vis) 和质谱 (LC/MS) 检测的液相色谱技术 [1]。在这些技术中，

LC/MS（尤其是三重四极杆 LC/MS）具有良好的特异性和灵敏

度 [4]。

Wessex Water已开发了一种使用 Agilent 6410三重四极杆

LC/MS对水中微囊藻毒素-LR、-YR和 -RR进行测定的方法。该方

法可检出各种水体中低至 0.1 µg/L 的微囊藻毒素-LR、-YR 和 -RR。

对大量水库原水样品进行了分析。但是在爆发大规模蓝藻水华时，

需要同时检测细胞结合态和溶解态毒素。出于预防目的，还对已

经处理过的水样品进行了分析，确认水处理厂能否有效除去任何

可能的污染物。

实验部分

样品前处理

标准品

DHI（丹麦），通过 ISO 20179 认证

微囊藻毒素 RR-YR-LR 的 LGC 混合标样

用于溶解态微囊藻毒素分析的原水样品

在进行固相萃取前，原水样品已经过 GF/B（颗粒保留 1.0 µm）

滤纸过滤。

用于细胞结合态微囊藻毒素分析的细胞内液样品

对样品进行过滤，然后在甲醇/水 (70/30 v/v) 中将滤纸煮沸。然

后在进行固相萃取之前，应蒸发除去溶液中的甲醇或稀释至一定

浓度以下。

固相萃取 (SPE)

使用 IST 101 (100 mg，3 mL) 小柱进行固相萃取。先使用甲醇

（1 体积），再使用超纯水（1 体积）对小柱进行平衡，确保小柱不

会变干。在萃取过程中，将储液瓶连接至小柱，然后对 75 mL 加

入节球藻毒素内标 (1.0 µg/L) 的水样品，在重力和微真空条件下

进行慢速萃取。通过经过滤的已知原水制备空白和一组标样

（0.02 µg/L、0.1 µg/L 和 1.0 µg/L），并向其中加入内标，并与样

品一同进行萃取。萃取完成后，使用 1 体积 30% 甲醇对小柱进行

洗涤，然后在全真空条件下干燥 3 分钟。然后使用甲酸 (1%) 的甲

醇溶液 (2 x 0.5 mL) 对小柱进行洗脱，此时应采用真空条件以确保

完全洗脱。将萃取液蒸干，然后复溶于 150 µL 乙酸 (0.1%) 的乙

腈 (25%) 溶液中，再装入样品瓶中上机分析。

表 1. LC 和MS 仪器条件

LC 条件

分析型色谱柱 Bonus-RP 2.1 × 50 mm，3.5 µm

柱温 60 °C

进样量 60 µL

流动相 A = 0.1% 乙酸水溶液

B = 0.1% 乙酸的乙腈溶液

运行时间 12 min

流速 0.2 mL/min

梯度程序 时间 (min)               梯度 (% B)

0                                  20

1                                  20

7                                  90

9                                  20

MS 条件

采集参数 ESI +

气体温度 350 °C

载气流速 9 L/min，氮气

雾化器压力 40 psi

毛细管电压 4000 V
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结果与讨论

表 1中所示为仪器操作条件。表 2中所示为各化合物的定量或定

性离子/裂解电压和碰撞能量。

微囊藻毒素是一类七肽单环肝毒素。根据肽结构上可变的氨基酸

基团进行命名。微囊藻毒素-LR 具有亮氨酸 (L) 和精氨酸 (R) 氨基

酸基团；微囊藻毒素-YR 具有酪氨酸 (Y) 和精氨酸 (R) 氨基酸基团；

微囊藻毒素-RR 具有两个精氨酸 (R) 氨基酸基团。精氨酸具有一个

自由氨基，该基团具有极强的质子亲和力，由于微囊藻毒素-RR 具

有两个精氨酸基团，因此容易形成双电荷分子离子。图 1所示为

微囊藻毒素-LR 的结构。

节球藻毒素具有环状五肽结构，在此用作内标。对水库原水中的

微囊藻毒素进行分析时，选择节球藻毒素作为内标是非常明智的，

因为节球藻毒素的结构和化学性质与微囊藻毒素非常相似，并且

迄今为止，只在盐水环境中发现过节球藻毒素。当然，如果要分

析盐水样品，则不能使用节球藻毒素作为内标。

图 2 所示为微囊藻毒素和节球藻毒素的片段图谱。

图 3 所示为微囊藻毒素-LR 和 -YR 的色谱图。第一张色谱图表明对

于 0.02 µg/L 标准品获得了良好的结果。第二张图为同时存在微

囊藻毒素-LR 和 -YR 的水样品（原水样品 1）的色谱图。第三张为

存在微囊藻毒素-LR 以及表观存在微囊藻毒素-YR 的水样品（原水

样品 2）的色谱图。虽然它与微囊藻毒素-YR 的离子对相同，但是保

留时间不同。这表明存在另一种微囊藻毒素，存在相同的离子对。

Table 2. Agilent 6410 三重四极杆 LC/MS 采集参数

化合物 定量/定性离子 母离子 (m/z) 子离子 (m/z) 驻留时间 (msec) 碎裂电压 (V) 碰撞能量 (V) 极性

微囊藻毒素-LR，[M+H]+ 定量离子 995.5 134.8 110 60 90 正

定性离子 995.5 212.9 110 60 70 正

微囊藻毒素-YR，[M+H]+ 定量离子 1045.5 135.1 110 300 90 正

定性离子 1045.5 212.6 110 300 80 正

微囊藻毒素-RR，[M+2H]2+ 定量离子 519.8 134.8 110 160 50 正

定性离子 519.8 102.9 110 160 70 正

节球藻毒素，[M+H]+ 定量离子 825.4 134.8 110 190 70 正

内标 定性离子 825.4 162.9 110 190 50 正

图 1. 微囊藻毒素-LR 的结构 (C49H74N10O12，CAS: 101043-37-2)
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图 2. 微囊藻毒素-LR、-YR、-RR 和节球藻毒素的裂解谱
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图 2. 微囊藻毒素-LR、-YR、-RR 和节球藻毒素的裂解谱（续）
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图 3. 0.02 µg/L 标样与两个原水样品的色谱图
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每种微囊藻毒素的校正范围为 0.02 µg/L到 1 µg/L，并且在

0.5 µg/L 处对分析质量对照样品 (AQC) 进行分析。图 4 所示为微

囊藻毒素-LR的典型校正曲线图。由于该方法通常仅用于分析原

水样品，因此无需对其进行验证。虽然使用了 0.1 µg/L的报告限，

但是对于所有三种微囊藻毒素而言，检测限 (LOD)应该会低于

0.005 µg/L。

除了能够分析水库原水以外，需要时还可以对细胞内液进行分析。

这是由蓝藻细胞溶解后形成的，分析内容物可以了解细胞结合态

微囊藻毒素的含量。通常仅在蓝藻大规模暴发或形成水华时执行

此分析，以便了解在这些藻类死亡后是否会引起水体毒化。还对

已经过处理的水样品进行了分析，确认水处理厂能否有效除去任

何可能的污染物，并在必要时停止取水。
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图 4. 微囊藻毒素-LR 的典型校正曲线图

结论

本应用摘要报导了一种使用 Agilent 6410三重四极杆 LC/MS系

统，对水库原水中微囊藻毒素（微囊藻毒素-LR、-YR和 -RR）进

行测定的方法。本方法对于原水样品展现出良好的灵敏度，可以

检测出浓度低于 0.005 µg/L 的以上三种毒素。
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