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摘要

使用三重四极杆液质联用系统与 LC/Q-TOF相结合进行分析并利用根据世界卫生组织

(WHO)列出的微囊藻毒素名单编译的个人化合物数据库 (PCD)，在缺乏分析标准品的情

况下实现湖水中浓度极低的未知微囊藻毒素的检测、表征和初步鉴定。
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图 1. 微囊藻毒素 (MC) 的基本结构
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微囊藻毒素的基本结构

位置 缩写 氨基酸

R1 Ala1 丙氨酸

R2 Leu2 (L) 亮氨酸

R3 MeAsp3 甲基天冬氨酸

R4 Arg4 (R) 精氨酸

R5 Adda5 3-氨基-9-甲氧基-2,6,6-三甲基-
10-苯基-4(E),6(E)-二烯酸

R6 Glu6 谷氨酸

R7 Mdha7 N-甲基脱氢丙氨酸

表 1. 在阿尔伯达湖泊中检测到的 8 种微囊藻毒素*

微囊藻毒素 R2 R4 分子式 中性分子质量

LR 亮氨酸 精氨酸 C49H74N10O12 994.5488

去甲基 LR 亮氨酸 精氨酸 C48H72N10O12 980.5331

RR 精氨酸 精氨酸 C49H75N13O12 1037.5658

YR 酪氨酸 精氨酸 C52H72N10O13 1044.5280

LA 亮氨酸 丙氨酸 C46H67N7O12 909.4848

LW 亮氨酸 苯丙氨酸 C54H72N8O12 1024.5270

LF 亮氨酸 色氨酸 C52H71N7O12 985.5161

HtyR 高酪氨酸 精氨酸 C53H74N10O13 1058.5437

*微囊藻毒素的基本结构见图 1

前言

加拿大淡水中存在的蓝藻毒素严重影响了环境和公众的健康 [1]。

微囊藻毒素 (MC)是存在于加拿大湖泊中的一类常见的蓝藻毒素，

是真核蛋白磷酸酶的有效抑制剂 [2]。微囊藻毒素还是一种强大的

肝毒素，可能会促进哺乳动物体内肿瘤的生长，对家畜和人类饮

用水具有严重的威胁。在加拿大的各省检出了这些蓝藻毒素，其

浓度通常高于标准再生水的最高规定浓度 [2]。

MC 为含 7 种氨基酸的环肽。其基本结构如图 1 所示。表 1 显示了

在阿尔伯达湖泊中检验到的 8种微囊藻毒素的化学结构。最常报

道的MC 是 LR，在 R2和 R4位置分别含有亮氨酸和精氨酸。

阿尔伯达毒理学中心 (ACFT)对阿尔伯达湖泊中的微囊藻毒素进行

了综合研究，并使用液相色谱和三重四极杆质谱继续对淡水水源

进行监测。利用此方法检测 8种微囊藻毒素的同时，还在样品中

检出了一种非目标化合物，该化合物具有与MC YR (m/z 1045) 相

同的跃迁定性离子，但其保留时间 (RT)和定性离子比值不正确。

本应用简报将介绍阿尔伯达毒理学中心 (ACFT) 和 Vogon 实验室服

务部合作开发的两种方法，利用这两种方法能够灵敏地检测各种微

囊藻毒素并鉴定出新观测到的化合物。使用 Agilent 1290 Infinity

液相色谱系统和 Agilent 6460 三重四极杆液质联用系统首次开发

了一种确证方法，可获得不同于 ACFT参考方法的保留时间图。

然后，利用 Agilent 6540 Q-TOF LC/MS系统测定精确质量数，

从而对未知峰（如去甲基微囊藻毒素 HtyR）进行初步鉴定。

所有微囊藻毒素的检出浓度为 0.1 µg/mL，远低于 2007年加拿

大饮用水水质准则规定的 1.5 µg/L。安捷伦已根据世界卫生组织

(WHO)列出的微囊藻毒素名单在 MassHunter软件中创建了含

52种化合物的个人化合物数据库 (PCD)，只需 Q-TOF数据即可初

步鉴定另外 7 种微囊藻毒素。
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分析参数

6460 三重四极杆液质联用系统的多反应监测 (MRM) 分析参数如

表 3 所示。

实验部分

仪器

采用配有Agilent G4226A 自动进样器的Agilent 1290 Infinity 液相

色谱系统并结合 Agilent 6460 三重四极杆液质联用系统开发了此

确证方法。表 2 中列出了仪器条件。

采用配有 G4226A自动进样器的 1290 Infinity液相色谱系统与配

有喷射流电喷雾离子源的 Agilent 6540B Q-TOF 液质联用系统开发

了初步鉴定未知微囊藻毒素的方法。表 2 中列出了仪器条件。

液相色谱条件

色谱柱 Agilent Poroshell SB-C18, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm
（部件号 685975-306）

柱温 50 °C
进样量 20 µL
流动相 A) 1 mM 氟化铵的水溶液（HPLC 级）

B) 含 20% 异丙醇的乙腈溶液（LC/MS 级）

自动进样器温度 5 °C

流速 0.6 mL/min

梯度程序 时间 (min) % B

0 20
3.0 30
5.0 50
6.0 100

停止 7 min
后运行时间 2 min

三重四极杆质谱条件

电离模式 电离模式

干燥气温度 350 °C

干燥气流速 12 L/min

雾化器压力 40 psig

鞘气温度 400 °C

鞘气流速 11 L/min

鞘气流速 4000 V

喷嘴电压 1000 V

EMV 400 V

四极杆飞行时间质谱条件

模式 目标MS/MS

采集 棒状图和轮廓图；2 GHz

范围 100–1700 amu

采集速率 (MS) 扫描 3 次/s

采集速率 (MS/MS) 扫描 1 次/s

扫描 1 次/s 121.0509 和 922.0098

表 2. 液相色谱和三重四极杆质谱的运行条件

表 3. 使用三重四极杆液质联用系统进行目标化合物分析的MRM 分析参数 a

微囊藻毒素 母离子b (m/z) 子离子 (m/z) 碰撞能量 (V)

LR 995.6
135.2 80

213.2 80

去甲基 LR 981.5
135.2 80

213.2 80

RR 520.0
135.2 30

213.2 40

YR 1045.5
135.2 80

213.2 70

LA 910.5
135.2 70

213.2 70

LY 1002.5
135.2 80

213.2 70

LW 1025.5
135.2 80

213.2 60

LF 986.5
135.2 70

213.2 50

HtyR 1059.5
135.2 80

213.2 70

a所有离子跃迁的碎裂电压和池加速电压分别为 150 V 和 2 V

b除 RR 带双电荷之外，所有母离子均带单电荷

样品前处理

将水样 (10 mL) 进行 3 次冻融循环，然后超声 5 min，接着用 0.2 µm

纤维素滤膜直接过滤至自动进样器样品瓶中。
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最低浓度的校准品

YR、LR 和 RR 为 0.1 µg/L
其他为 0.2 µg/L

接近 DW 准则规定浓度的校准品

YR、LR 和 RR 为 0.9 µg/L
其他为 1.9 µg/L

图 2. 浓度约为 2007 年 CDWG 规定浓度的 10% (A) 和 100% (B) 的 9 种微囊藻毒素的总离子色谱图 (TIC) 示例
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结果与讨论

鉴定未知微囊藻毒素

使用 ACFT 方法分析一个样品，结果发现某化合物具有与 YR (m/z

1045)相同的跃迁和定性离子，但其保留时间 (RT)和定性离子比

值不正确。根据从 HtyR (m/z 1059) 损失的 14 amu 初步鉴定其

为去甲基 HtyR。

为了定性鉴别这个未知MC，我们开发了三重四极杆液质联用确证

方法，从而获得了不同于 ACFT参考方法的保留时间图。将其他

微囊藻毒素分析物添加到此方法来帮助表征化合物。最后，我们

还使用 LC/Q-TOF方法对样品进行分析以定性鉴别未知化合物。

确证方法

对三重四极杆液质联用确证方法进行优化以获得最低检测浓度

约为加拿大饮用水水质准则 (CDWG)规定浓度的 10%，基于MC

LR，准则规定浓度为 1.5 µg/L。本方法针对MC YR、LR 和 RR 使

用的校准品最低浓度为 0.1 µg/L，其他均为 0.2 µg/L。图 2 表明

采用高效液相色谱法 (HPLC)，9 种 MC 在最低校准品浓度和接近

CDWG 的校准品浓度下达到完全分离。
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最低校准品浓度为 0.2 µg/L和最高校准品浓度为 50 µg/L时，

6 种 MC的定量校准系数 (R2)良好，在 0.9978-0.9995范围之内

（表 4）。最低校准品浓度为 0.1 µg/L 和最高校准品浓度为 25 µg/L

时，3 种 MC 的 R2 值范围为 0.9992-0.9997。如图 3 所示的MC

LR 代表性校准曲线说明即使在极低浓度下，线性仍良好。最低校

准品浓度为 0.2 µg/L时，6 种MC 的准确度范围为 84% - 121%，

最低校准品浓度为 0.1 µg/L 时，3 种MC 的准确度范围为 110% -

119%（表 4）。

未知物分析

使用确证方法分析来自阿尔伯达湖泊水样的未知 MC，结果显示

MC 具有与 YR 相同的跃迁和定性离子峰，但其 RT 为 1.91 min，

而非 2.24 min。并且定性离子比值 (m/z 213.2/135.2) 太低，因

而不可能是 YR（2%，而 YR 为 24%）。低丰度峰m/z 213.2 表明

可能是 YR 结构中 N-甲基脱氢丙氨酸 (MDHA)部分的去甲基化产

物。然而，去甲基 HtyR无市售品。因此，采用 Q-TOF进行精确

质量数分析以进一步确证去甲基化物的假设。

表 4. 校准系数和准确度（回收率）

校准范围 MC R2 准确度a (%)

0.2 - 50 µg/L

Hty R 0.9995 95

去甲基 LR 0.9993 84

LA 0.9988 121

LY 0.9998 92

LW 0.9989 118

LF 0.9978 119

0.1 - 25 µg/L

YR 0.9993 118

LR 0.9997 110

RR 0.9992 119

a所列为校准品 1 的定量准确度（0.1 或 0.2 µg/L）
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图 3. 经 3 倍连续稀释所得的浓度范围为 0.1 -25 µg/L（包括 0.10 - 0.92 µg/L 的扩展浓度范围）的MC LR 校准曲线表现出良好的线性
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LC/Q-TOF 分析

使用液相色谱/Q-TOF MS (LC/Q-TOF) 测得的未知MC 母离子的精

确质量数为 1059.5500，与去甲基-HtyR 的实际质量数相匹配，质

量数误差为 5.0 ppm。这进一步支持了未知物由 HtyR 去甲基化形

成的假设。跃迁离子的检测结果显示未知物和 YR 均含两个标称质
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图 4. 使用 LC/Q-TOF 分析的谱图显示了从 Adda 基团衍生的两个离子和所有微囊藻毒素的特征离子，这些离子在 YR 和未知微囊藻毒素中均获得良好分离

量数为m/z 135 的微囊藻毒素特性离子（图 4）。两个离子的实际

质量数为 135.0804 和 135.1168，由 Adda 基团的不同片段图谱组

成。两种微囊藻毒素中的这两种离子均得到良好分离，质量分辨

率为 14000。
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然而，正如预期，在 MC YR 中存在由微囊藻毒素的 Glu + Mdha

基团裂解形成的 m/z 213 离子，但该离子在未知 MC 中仅以痕量

浓度存在（图 5）。这表明未知 MC并不是 YR。我们预期 Glu +

Mdha 基团去甲基化生成精确质量数为 199.0713 的离子（图 6）。

该离子可在未知MC 的谱图中观察到，而在MC YR 谱图中没有。

这些结果也支持了未知MC 为 dm-HtyR 的假设。

先前微囊藻毒素结构的 LC/MS/MS 表征确定了 8 个主要离子，

指定为 a-h [3]。其中的两个离子（f 和 h）可用于鉴定未知MC。

离子 f 含有 R7和 R2部分（图 1），应分别为微囊藻毒素 dm-HtyR

的 dm-Mdha (Dha) 和 Hty。离子 h 含 R2部分，也可能是甲基化

位点MeAsp3。根据 R7和 R2的鉴定结果的不同以及 R3 位置是否

甲基化，这两种离子的精确质量数会有所不同并且可用于诊断微

囊藻毒素结构。
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图 5. m/z 在 212-214.4 范围之内的 YR 和未知微囊藻毒素的 Q-TOF 谱图。在微囊藻毒素 YR 中有 Glu + Mdha 基团的特征离子 m/z 213 存在，但在未知微囊藻毒素中

的丰度较低
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图 6. m/z 在 198-202 范围之内的 YR 和未知微囊藻毒素的 Q-TOF 谱图。在未知微囊藻毒素谱图中存在峰

m/z 199，表明此物质为 Glu + Mdha 的去甲基化产物。此峰在 YR 中不存在。



8

采用 Q-TOF 分析未知微囊藻毒素中的离子 f 显示的精确质量数确

证了第 7 位存在 Dha 和第 2 位存在 Hty，这与未知物为 dm-HtyR

的鉴定结果相符。分析 HtyR 标准品也同样得出了离子 f 的校正精

确质量数（图 7）。
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图 7. HtyR 和未知微囊藻毒素中离子 f 的 Q-TOF 谱图。在 HtyR（上方）中检测所得的离子 f 的精确质量数与含有第 7 位 Hty 和第 R3位Mdha

的离子的质量数计算值相匹配。相反，在未知MC 中检出的离子 f 的质量数与含有第 R7位 Hty 和第 R3位 Dha 的离子的质量数计算值相

匹配
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根据离子 h 的谱图确证了在未知MC 的 R3位发生了最小程度的甲

基化作用，因为其精确质量与计算得出的未知物和 HtyR标准品

第 3位的甲基化天冬氨酸的精确质量数相匹配（图 8）。
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图 8. HtyR 和未知微囊藻毒素中离子 h 的 Q-TOF 谱图。在 HtyR（上方）和未知MC 中检测所得的离子 h 的精确质量数与含有第 R7 位 Hty

和第 R3位Mdha 的离子的质量数计算值相匹配。相反，检测结果显示在这两种微囊藻毒素中标称质量m/z 520 处仅有一个极小的峰，

这表明 R3位置很少或没有发生去甲基化。
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2.0

1.0

4.0

4.17
38,163
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42,731
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24,156

4.66
1,853,141

4.69
36,788

4.84
653,497

5.12
23,535

0

1.5

0.5

2.5
3.0
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×105

4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.9 5.0 5.1 5.2 5.3
 (min)

图 9. 取自湖 A 的水样的提取离子色谱图和表格，表格中包括了使用MassHunter 分子式式查找工具和针对WHO 所列的各个微囊藻毒素创建的个人化合物数据库

(PCD) 初步鉴定所得的各个未知物的保留时间 (RT)、化合物名称、m/z 计算值及质量计算值与理论值之间的差值。H+ 加合物鉴定的质量数误差为 5 ppm，

最低匹配得分为 70

保留时间 化合物名称 分子式 m/z 峰面积 分数 质量数误差 (ppm) *

4.66 MC-YR C52 H72 N10 O13 1045.5346 1853141 98.5 -0.7 

4.69 MC-LR C49 H74 N10 O12 995.5549 36788 90.4 -0.1 

4.74 MC-HtyR-DAsp3-Dha7 C51 H70 N10 O13 1031.5185 422076 96.8 -0.7 

4.76 MC-HtyR C53 H74 N10 013 1059.5501 94974 98.4 -0.3 

4.84 MC-DesMe-LR C48 H72 N10 O12 981.5405 653497 99.1 -0.1 

4.97 MC-HphR-Dha7 C52 H72 N10 O12 1029.5400 548460 99.6 -0.2 

4.99 MC-LR-DAsp3-Dha7 C47 H70 N10 O12 967.5236 116668 94.3 -1.5 

4.99 MC-LR C49 H74 N10 O12 995.5559 32185 92.7 -0.6 

*质量数误差的测定是利用 Q-TOF 分析得出的化合物质量数计算值减去其理论值，以 ppm 为单位

使用个人化合物数据库鉴定多种未知微囊藻毒素

仅根据微囊藻毒素的H+加合物，具备精确质量数分析能力的Q-TOF

就可以初步鉴定阿尔伯达湖泊中可能存在的其他微囊藻毒素。这一

过程的第一步是使用 Agilent MassHunter PCDL Manager 软件建

立个人化合物数据库 (PCD)，该软件能够让用户创建和编辑定制的

PCD，包括化合物、精确质量数和保留时间信息。精确质量数扫

描数据的优势之一是利用此数据库可以追溯检索已获得的新化合

物数据。

在本研究中，根据WHO 列出的微囊藻毒素名单 [4] 将 52 种微囊

藻毒素的分子式输入到 PCD中，生成 H+加合物的精确质量数。

然后，利用MassHunter中的分子式查找工具在样品总离子色谱

图 (TIC) 数据文件中检索这些加合物的精确质量数。采用此方法并

结合 Q-TOF，还可初步鉴定湖 A 和湖 B 样品中除去甲基 HtyR 以

外的 7 种未知物（图 9 和 10）。使用 Q-TOF MS/MS进行额外分

析并与分析标准品进行比较，以确证这些 MC的存在并对其进行

鉴定。我们将继续研究开发精确质量数计算器模型，以帮助鉴定

非目标MC 及其异构体。
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结论

获得分析标准品后，使用 Agilent 1290 Infinity液相色谱系统和

Agilent 6460 三重四极杆液质联用系统可为微囊藻毒素目标物分析

提供一个很好的平台。利用 Agilent 6540 Q-TOF液质联用系统进

行三重四极杆液质联用分析，并根据分子离子加合物以及MS/MS

碎片的精确质量数来确证疑似化合物。这两种技术相结合支持了阿

尔伯达湖泊水样中存在 dm HtyR 的假设。使用Agilent MassHunter 

PCDL Manager 软件对数据库进行编辑，使其包括根据文献中报道

的类似物所得的其他微囊藻毒素的化学式。使用 MassHunter分

子式查找工具可以在 PCDL数据库和谱库中追溯检索先前采集的

数据文件以获取其他这些已知的化合物。

 B

0.4

0.2

4.0
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1,200,312

4.93
425,603

4.30
468,450

4.50
17,615

4.66
3,048,472

4.81
3,720,594
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38,769

0

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6
×106

4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.9 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4
 (min)

保留时间 化合物名称 分子式 m/z 峰面积 分数 质量数误差 (ppm) *

4.13 MC-HtyR-DAsp3-Dha7 C51 H70 N10 O13 1031.5193 1200312 99.5 -0.4 

4.30 MC-LR-DAsp3-Dha7 C47 H70 N10 O12 967.5246 468450 99.7 -0.3 

4.50 MC-LR-DAsp3-Dha7 C47 H70 N10 O12 967.5256 17615 86.4 0.7 

4.66 MC-HtyR-DAsp3-ADMAdda5-Dhb7 C53 H72 N10 014 1073.5305 3048472 99.4 0.4 

4.68 MC-LR C49 H74 N10 O12 995.5549 18,836 97.7 -1.1 

4.81 MC-LR-DAsp3-ADMAdda5-Dhb7 C49 H72 N10 O13 1009.5359 3720594 99.6 0.5 

4.93 MC-LY C52 H71 N7 O13 1002.5181 425603 99.4 -0.3 

5.06 MC-LR-ADMAdda5 C50 H74 N10 O13 1023.5505 38769 95.9 -0.6 

*质量数误差的测定是利用 Q-TOF 分析得出的化合物质量数计算值减去其理论值，以 ppm 为单位

图 10. 取自湖 B 的水样的提取离子色谱图和表格，表格中包括了使用MassHunter 分子式式查找工具和针对WHO 所列的各个微囊藻毒素创建的个人化合物数据库 (PCD) 初

步鉴定所得的各个未知物的保留时间 (RT)、化合物名称、m/z 计算值及质量计算值与理论值之间的差值。H+ 加合物鉴定的质量数误差为 5 ppm，最低匹配得分为 70
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