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摘要

我们已开发了一种检测贝类中原多甲藻酸贝类毒素的方法。该方法采用改进的 QuEChERS

进行样品前处理。使用 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统结合 Agilent 6460 三重四极杆

液质联用系统完成样品的分离和定量分析。本文研究表明，该方法操作简便，快速可靠，

可以在远低于法规规定的限度水平下进行分离和检测。

*Chin. J. Chromatogr., 2013, 31(10), 939-945.
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前言

海洋生物毒素是全球食品安全关注的主要焦点之一，尤其是在沿

海国家。中国的海洋食品易受海洋生物毒素的污染。近年来，由

于水体的工业化和富养化，中国的内海经常发生浮游植物的大量

增殖。水生物种的大规模海水养殖，尤其是占中国海水养殖产品

总产量 40.7%的贝类养殖，进一步促进了浮游植物的增殖。原多

甲藻是一种浮游植物，其各种亚型在中国海域广泛分布，一些亚型

的原多甲藻能够分泌原多甲藻酸 (AZA)贝类毒素，这是一类海洋

生物毒素，是我们重点选择研究的一类目标化合物。这些海洋毒素

的毒性很高，它们在水生物种中的生物富集、转化和代谢，以及对

来自污染水域食用贝类的消费，都可能对人类健康造成严重威胁。

AZA 暂定的参考剂量低至 0.04 µg/kg BW [1]。当前，欧盟规定贝

类中总 AZA 的最大残留量是 160 µg/kg [2]。中国正在制定自己的

海洋生物毒素监管法规，尤其是对于那些如 AZA 等急需监测的毒

素。检测 AZA的常用方法是小白鼠生物检定法和 LC/MS/MS技

术。然而，与小白鼠生物检定法相比，LC/MS/MS 具有更高的选

择性、灵敏度和准确度，并且我们一般认为 LC/MS/MS方法执

行起来相对简单、耗时短，而且还不容易产生假阴性结果。本研

究的目的是采用 LC/MS/MS建立一个简单、快速、灵敏度高的

方法，用于日常监测不同贝类如贻贝、牡蛎、蛤蚌和扇贝当中三

种最常见的 AZA毒素（AZA1、AZA2、AZA3），为中国相关标

准方法的开发提供支持。

实验部分

样品前处理

按照如图 1所述的过程对样品进行前处理 [3]。向样品中加入 5 g

MgSO4
和 2 g NaCl，再加入 85% 乙腈水溶液匀质并提取样品。

所得提取物采用 C18 吸附剂进行净化，然后旋转蒸发至近干。残

渣用 80%乙腈水溶液复溶并依次通过滤膜过滤。采用乙腈/水梯

度洗脱进行分离。然后采用正离子电喷雾离子化 (ESI+) 和多反应

监测 (MRM) 检测含有羰基和醚氧配体的 AZA（图 2）。

图 1. 分析食用贝类中 AZA 的过程

图 2. AZA 的化学结构
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详细的液相色谱和质谱条件列于表 1。

表 1. 仪器条件

液相色谱条件

仪器 内置脱气机的 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统

自动进样器 带温控功能的 Agilent 1290 Infinity 自动进样器

柱温 1290 Infinity 柱温箱

色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，

2.1 × 50 mm, 1.8 µm

柱温 40 °C

流动相 溶剂 A) 0.1% 甲酸/5 mM 醋酸铵水溶液；溶剂 B) 乙腈

流速 0.4 mL/min 

进样量 5 µL

后运行时间 1 min

梯度洗脱程序 0–1 min，B% 从 20% 升至 50%

1–6 min，B% 从 50% 升至 90%

6–7 min，B% 保持在 90%

7–7.5 min，B% 从 90% 降至 20%
ESI-MS/MS 条件

仪器 配备安捷伦喷射流电喷雾离子源的 Agilent 6460 三重

四极杆液质联用系统

干燥气温度 300 °C

干燥气流速 6 L/min

雾化气压力 45 psi

鞘气温度 300 °C

鞘气流速 11 L/min

毛细管电压 3500 V (+)

喷嘴电压 400 V (+)

结果与讨论

三种 AZA 的分离

首先优化表 2 列出的每个化合物的 MRM 离子对参数，以实现高

检测灵敏度。使用乙腈/水流动相，其中含 0.1%的甲酸，5 mM

醋酸铵作为水相的改性剂，所得色谱图说明这三种化合物实现了

基线分离（图 3）。

图 3. AZA 的典型 TIC MRM 色谱图

表 2. 监测 AZA 的MRM 参数

化合物名称 母离子 子离子 碎裂电压 (V) 碰撞能量 (V) 保留时间 (min)

AZA-1 842.5 824.5* 190 45 3.753

806.6 190 50

AZA-2 856.5 838.5* 210 45 4.019

820.4 210 50

AZA-3 828.4 810.4* 200 40 3.301

792.4 200 45

*定量离子
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提取条件对回收率的影响

考察了 AZA 的提取条件，包括提取溶液、提取方法、提取时间和

温度。当使用 85% 乙腈水溶液室温下匀质混合 60 s 提取样品时，

可获得最高的回收率（表 3）。因此，选择该最佳条件提取目标化

合物。

表 3. 不同提取条件下回收率的比较

AZA 加标 50 µg/kg 的牡蛎

样品化合物 溶剂 AZA-1 AZA-2 AZA-3

提取溶液 乙酸乙酯 43.5 30.9 34.4

甲醇 37.2 33.1 32.9

乙腈 44.5 40.9 39.3

乙腈-水 44.9 42.1 38.5

提取方法 振荡 32.2 29.8 27.3

超声 29.5 22.3 19.8

匀质/匀浆/分散 44.2 45.1 40.0

提取时间 (s) 20 22.5 26.9 25.1

60 43.2 40.9 42.6

120 44.0 41.5 41.9

提取温度 (°C) 保留时间 41.5 40.9 40.2

40 41.4 41.2 40.5

70 40.2 39.9 41.5
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图 4. MgSO4 (A) 和 NaCl (B) 对 AZA1 提取回收率的影响

使用 QuECheERS 方法过程中，盐对提取效率的影响

采用 QuEChERS 方法时，通常在提取溶液中加入硫酸镁 (MgSO4)

和氯化钠 (NaCl) 来改善提取效率。氯化钠可以降低目标化合物在

水相中的分配，而 MgSO4
可以有效吸收水分。因此，两者的加

入可以提高分析物在有机相中的分配，从而提高了提取效率。如

图 4A 和 4B 所示，对于所检查的四种贝类，包括贻贝、牡蛎、蛤

蚌和扇贝，5 g MgSO4
和 2 g NaCl 可提供最高的提取效率。
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净化吸附剂的选择

考察弗罗里硅土、C18、PSA 和 GCB 作为吸附剂净化提取物的效

果。我们发现，极性吸附剂弗罗里硅土很难从基质中吸附脂类成

分，导致贝类基质中 AZA的回收率降低。GCB对具有平面环状

结构的化合物具有很强的吸附性，因此它会强烈吸附 AZA 并导致

其回收率很低。PSA是一种碱性吸附剂，会与 AZA这类酸性化

合物有相互作用，从而也可导致低回收率。相比而言，C18可以

有效去除脂类和碳水化合物，当然，过量使用 C18 也会降低回收

率。多次试验后发现，如果预先加入 1 g MgSO4
，每 20 g 样品再

加入 1 g 净化吸附剂 C18，即可获得最高的回收率。

利用定性/定量MRM 离子对比率确证化合物

针对加标 AZA 1 µg/kg 的扇贝基质，比较了其定性MRM 和定量

MRM 离子对。如图 5 所示，定性与定量 MRM 离子对的比率范

围是 100.4% - 104.4%，表明分析物的鉴定正确。

图 5. AZA 加标浓度为 1 µg /kg 扇贝基质的定性和定量MRM 离子对的比较
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方法性能

针对每种基质中的 AZA，分别建立了基质匹配的校准曲线。加标

浓度范围内获得了良好的线性关系，相关系数≥ 0.996。每种化

合物的 LOQ 测定为 1.0 µg/kg。扇贝基质的典型性能见表 4。分析

AZA 加标浓度分别为 10、20 和 50 µg/kg 的混合贝类基质，表明

总体回收率在 71–108% 范围内，RSD 为 4.69–7.81%，表明方法

准确度高、精密度好（表 5）。

重复性、重现性和回收率

我们还检查了方法的日内和日间回收率和精密度。如表 6 所示，

该方法具有良好的回收率和精密度。

表 4. 扇贝基质中 AZA 的线性和 LOQ

表 5. 混合贝类基质中 AZA 的加标回收率和精密度（n=6）

表 6. 加标 20 µg/kg 混合基质的日内和日间分析的回收率和精密度（n=6）

化合物

加标浓度范围

(µg/kg) 校准方程

相关系数

(R2)
LOQ 
(µg/kg)

AZA-1 1–100 Y = 5,108.97x + 2,086.41 0.996 1.0

AZA-2 1–100 Y = 4,601.08x – 1,459.56 0.997 1.0

AZA-3 1–100 Y = 4,478.17x + 1,185.58 0.996 1.0

化合物 加标浓度 (µg/kg) 回收率 (%) 最大 RSD (%)

AZA-1 10, 20, 50 74–108 5.77

AZA-2 10, 20, 50 71–102 7.81

AZA-3 10, 20, 50 78–107 4.69

第一天 10:00 第一天 18:00 第二天 10:00

分析物

浓度

(µg/kg)
回收率

(%) 
RSD 
(%)

回收率

(%)
RSD 
(%)

回收率

(%)
RSD 
(%) 

AZA-1 20 96.3 8.6 89.6 7.2 92.4 7.5

AZA-2 20 86.5 6.4 88.2 9.4 93.5 5.4

AZA-3 20 95.5 7.0 90.8 6.1 88.3 7.9
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真实样品筛查

检验了包括扇贝、贻贝、牡蛎和陆蛤等 17 个样品。其中 7 个样品

中检测到 AZA（表 7）。其中，三个样品中的 AZA浓度高于

10 µg/kg，但仍低于当前规定的限量浓度 160 µg/kg。

结论

本文介绍了一种优化的 QuEChERS 样品前处理和MRM 模式下与

LC/MS/MS联用，检测各种贝类中三种原多甲藻酸贝类毒素的方

法。所建立的方法灵敏度高，每种 AZA的 LOQ为 1 µg/kg。在

加标浓度范围 1–100 µg/kg内，基质匹配的校准曲线具有良好的

线性，R2 > 0.99。回收率在 71–108%范围内，精密度低于 10%

(RSD)。方法操作简便、快速可靠，因此可完全满足实际样品如

蓝贻贝、牡蛎、陆蛤和扇贝中 AZA 的筛选分析。

表 7. 本地市场上 17 个样品中 AZA 的浓度

样品 AZA1 (µg/kg) AZA2 (µg/kg) AZA3 (µg/kg)

扇贝-1 11.2 1.8 –

扇贝-2 – – –

扇贝-3 2.5 – –

贻贝-1 – – –

贻贝-2 4.1 1.5 –

贻贝-3（进口） 2.8 – –

牡蛎-1 – – –

牡蛎-2 – – –

牡蛎-3（进口） 15.2 4.5 3.1

陆蛤-1（进口） – – –

陆蛤-2（进口） 2.6 – –

陆蛤-3（进口） – – –

贻贝罐头产品 – – –

牡蛎罐头产品 – – –

干贝-1 – – –

干贝-2 18.3 10.5 –

干贝-3 – – –
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