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摘要

ACQUITY UPLC I-Class系统与Xevo TQ-S质谱仪联⽤，能够为检测、鉴定和定量分析⻉类组织中的⿇痹性⻉

类毒素和河豚毒素提供出⾊的灵敏度。本应⽤纪要报告了快速、单分散萃取、⽯墨化碳-SPE HILIC-MS/MS⽅

法测定⻉类中PST和TTX的验证结果。

优势

⼀种简单、快速、经济有效的⽅法，可⽤于测定⻉类组织样品中的亲⽔性海洋⽣物毒素，能够在分析物浓度低

于欧盟最⼤允许限值1.5%的情况下，满⾜⾼灵敏度、⾼准确度、⾼精密度和⾼重现性的检测要求。

简介

⿇痹性⻉类毒素(PST)是海洋⽣物毒素中的⼀类天然毒素，主要为⽯房蛤毒素，由某些种类的藻类和细菌产⽣

，并存在于世界各地。这些藻类在海洋中经常以⾼细胞密度存在，可能蓄积在贻⻉、牡蛎和蛤等双壳⻉类中1

。 河豚毒素(TTX)是另⼀种被认为由海洋细菌产⽣的⽣物毒素，研究发现其会在⻉类组织中蓄积2。 上述毒素

均为强效神经毒素，⼈类⻝⽤受其污染的产品后可能会发⽣⿇痹性⻉类中毒(PSP)反应，因此需要对双壳⻉类

软体动物进⾏常规的官⽅控制检测和最终产品检测。在欧洲，法规(EC) No.854/2004已并⼊法规(EC) 

2017/625作为官⽅控制规定修订版的⼀部分，其要求制定⼀份关于⻉类分类⽣产区域的监测计划，作为主管

当局官⽅控制措施的⼀部分，⽤于检查⻉类⾁中是否存在海洋⽣物毒素3。 所有⻝品经营者必须确保仅将安全

且符合相关要求的⻝品投放市场。

商业和法规检测实验室都需要⼀种简单、相对多个国家/地区的规定限值具有⾼灵敏度、能够轻松上⼿并且可

提供⾼准确度、⾼精密度和⾼重现性结果的⽅法。世界各地⼤多数法规都将各PSP毒素作为⼀组化合物设定其

最⾼允许浓度(MPL)，通常为每公⽄⻉类⾁中含有相当于800 μg的STX。欧洲法规(EC) No.853/2004规定了欧

洲⻉类海洋⽣物毒素的法规限值4。

在欧盟(EU)内部，PST的官⽅参考⽅法是AOAC OMA 2005.06，该⽅法采⽤柱前氧化液相⾊谱(LC)与荧光检测

联⽤进⾏分析5。 该⽅法虽然能够提供出⾊的法规控制⽔平，但相当复杂⽽耗时，需要对每个样品进⾏多次净

化、衍⽣化和分析运⾏，因此需要⼀种快速的单次运⾏⽅法来分析PST。   

近年来，整个欧洲范围的⻉类中都发现了TTX，⽽LC-FLD⽅法也⽆法检测这类毒素。因此，⼈们⾮常关注最近

开发的亲⽔作⽤液相⾊谱与串联质谱检测(HILIC-MS/MS)联⽤法6。 HILIC-MS/MS采⽤超⾼效液相⾊谱(UPLC)

技术，经验证可⽤于测定PST7和TTX8，⽬前正通过合作研究接受进⼀步验证。



本应⽤纪要报告了快速、单分散萃取、⽯墨化碳-SPE HILIC-MS/MS⽅法测定⻉类中PST和TTX的验证结果。

 

实验

样品萃取和净化

将样品与1%⼄酸混合并在⽔浴中加热，提取⻉类组织匀浆。冷却并进⼀步混合后，对提取物进⾏离⼼，然后

取⼀份上清液进⾏中和，并使⽤碳SPE⼩柱进⾏净化。将提取物混合后置于聚丙烯⾃动进样器样品瓶中⽤⼄腈

进⾏稀释。提取⽅法的详细步骤如图1所⽰。

图1.提取和净化详情⽰意图

PSP毒素和TTX的毒素⼀级标准品购⾃加拿⼤国家研究委员会⽣物毒素计量研究所或西班⽛Cifga公司。经认证



的标准品包括STX di-HCl、NEO、GTX1&4、GTX2&3、GTX5、dcSTX、dcNEO、dcGTX2&3、C1&2、GTX6

和TTX。按相关⽐例并以等体积转移各种相关物质制备混合储备液。然后在空⽩贻⻉提取物中⽤混合储备液制

备⾄少六种基质匹配校准标准品，⽤于外标法定量分析。

UPLC-MS/MS

UPLC系统： ACQUITY UPLC I-Class with 

FTN Sample Manger

⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH Amide, 

1.7 μm, 2.1 × 150 mm（部

件号：186004802）

预柱： ACQUITY UPLC BEH Amide 

1.7 μm, 2.1 × 5 mm 

VanGuard预柱（部件号

：186004799）

流动相A1： ⽔/甲酸/氨⽔（例如，500 

mL+0.075 mL+0.3 mL）

流动相B1： ⼄腈/⽔/甲酸（例如，700 

mL+300 mL+0.1 mL）

溶剂A2： ⽔/甲酸（例如，200 mL+1 

mL）

溶剂B2： 甲醇

进样体积： 2 μL

柱温： 60 °C

样品温度： 4 °C



运⾏时间： 11 min

梯度

尽管该⽅法已经过包含流速变化的梯度程序得到成功验证，但某些⽤⼾可能更喜欢始终使⽤恒定流速0.4 

mL/min。请确保在每次进样之间留出⾜够的时间让⾊谱柱完成重新平衡。在分析每批样品之前对⾊谱柱进⾏

活化，并在使⽤后进⾏冲洗（详⻅附录）。

MS仪器： Xevo TQ-S

离⼦源： 电喷雾

极性： 正离⼦和负离⼦模式

⽑细管电压： +0.5 kV和-2.5 kV



脱溶剂⽓温度： 600 °C

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

离⼦源温度： 150 °C

锥孔⽓流速： 150 L/h

锥孔电压： 10 V

喷雾器⽓流： 7 bar

碰撞⽓体流速： 0.15 mL/min

表1汇总了MS/MS采集⽅法，包括正离⼦模式和负离⼦模式下采集的通道。为每种分析物使⽤选择性表现最佳

的两个MRM通道。推荐的主要（定量）MRM在下表中以粗体显⽰。可使⽤选定的ESI-通道监测钠（以甲酸盐

峰簇表⽰），从⽽清晰表明盐与先洗脱出C毒素的良好⾊谱分离结果。利⽤MassLynx软件4.1版采集数据，并

⽤TargetLynx XS应⽤软件处理数据。采⽤Autodwell功能，按照“每个峰⾄少12个数据点”的标准⾃动设置

最佳驻留时间。



表1.PSTs的MRM通道。 



*钠以甲酸钠峰簇的形式进⾏监测。

⽅法验证

应执⾏实验室内⽅法验证，以证明某⽅法⽤于其⽬标⽤途。为使⽅法在应⽤于官⽅控制法规检测时符合要求

，可通过重复分析加标⻉类样品和天然产⽣的参⽐物质，评估⽅法性能。12个不含PST的⻉类样品来⾃英国和

新西兰，其中包括各种贻⻉、牡蛎、蛤蛎、⻦蛤和扇⻉。利⽤这些样品进⾏PST加标研究和⽅法专属性测定7

， 为评估⽅法测定TTX的性能，仅使⽤贻⻉和牡蛎进⾏验证8， 通过重复分析（n=32；三个⽉）包含已知浓度

PST类似物的牡蛎组织CRM来评估⽅法准确度。在数天内重复分析加标样品提取物，测定在低浓度、中等浓度

和⾼浓度毒素⽔平下各基质中的毒素回收率、⽅法精密度和重现性（表2）7,8。

表2.⽤于验证的低、中等和⾼浓度加标⻉类提取物的浓度(nmol/kg)。

在对阳性对照实验室参⽐物质(LRM)进⾏历时五个⽉的重复分析后，计算实验室内的⻓期重现性。根据回收率

数据计算出的信噪⽐(S/N)，计算⽅法灵敏度，以检测限和定量限（LOD和LOQ）表⽰。具体⽽⾔，LOD和

LOQ分别等于信噪⽐为3和10时主要MRM峰的平均浓度。计算报告限(LOR)时，需将浓度四舍五⼊⾄最接近的

有效数字，使主要MRM的S/N达到10，次要MRM的S/N达到37。

结果与讨论

⽅法验证结果表明，在研究的12种⻉类基质中，PST类似物和TTX的鉴定和定量分析均获得了出⾊的性能。图

2展⽰了所有分析物的分离和检测结果，在分析⾼浓度校准标准品之后利⽤HILIC-MS/MS⽅法获得。需要重点

考虑每对差向异构体的分离，包括膝沟藻毒素⺟体与双氨基甲酰基类似物的分离，将后者的碎⽚归属于源内膝

沟藻毒素⺟体。分析不含PST的⻉类提取物所得数据表明，不存在与PSP分析物具有相同MRM和保留时间特性

的⾊谱峰。基质匹配校准标准品在所需的校准范围内表现出优异的线性(r2<0.996)。



图2.显⽰主要通道的峰的⾊谱图，根据⾼浓度PST校准标准品分析所得（浓度⻅表2）。

加标样品分析中检出的MRM峰响应表现出优异的灵敏度。表3列出了在所有⻉类基质中计算出的平均LOD、

LOQ和LOR，它们的结果较低，表明该⽅法适⽤于检查PST是否符合欧盟规定的MPL (800 μg STX eq/kg)，并

且能够⽤于在更低的分析物浓度（低于MPL的1.5%）下进⾏筛查和定量分析，⼤多数类似物的定量浓度可低

于10 μg STX eq/kg。TTX的LOD/Q低于1.0μg/ kg，⽅法LOR四舍五⼊为2.0μg/ kg，与EFSA指导限值44 μ



g/kg相⽐，表现出良好的灵敏度9。

表3.所有⻉类基质中PST类似物(μg STX eq/kg)和TTX (μg/kg)的平均LOD、LOQ和LOR浓度

在两年内对PST基质CRM进⾏重复分析(n=45)，结果表明该⽅法⽤于分析所选的PST类似物时，其⻓期准确度

在可接受范围内。CRM中所含PST类似物的平均回收率百分⽐为85〜127%，总PST平均浓度为646 μg STX 

eq/kg，相当于总PST的平均回收率为97%（表4）。

表4.使⽤该⽅法在两年内(n=45)测得的CRM中PST类似物的浓度(μg STX eq/kg)以及相关的平均回

收率百分⽐

表5汇总了在三个浓度⽔平下测得的⽅法回收率。所有浓度下的回收率⾮常接近，且所有⻉类基质中的总PST

平均浓度回收率在97〜100%之间。除少数分析物外，⼤多数单个PST类似物和TTX的回收率在65〜125%之间

。12种基质的平均批次内重复性和批次间重复性也汇总于表5中。三个浓度⽔平之间的变异性⼀致，平均批次

间重复性结果的HorRat值均在可接受范围内，其中所有结果的HorRat值均⼩于2.0，且⼤多数⼩于1.0。总体

⽽⾔，结果表明该⽅法对⼤多数分析物均具有可接受的回收率和重复性。



表5.在三种不同的加标浓度下，所有⻉类基质中各种加标毒素的平均毒素回收率百分⽐以及相关

联的⽇内和⽇间重复性与HorRat值

结论

ACQUITY UPLC I-Class系统与Xevo TQ-S质谱仪联⽤，能够为检测、鉴定和定量分析⻉类组织中的⿇痹性⻉

类毒素和河豚毒素提供出⾊的灵敏度。该⽅法可⽤于⻉类⻝品安全检测的筛选和确认。进⾏⽯墨碳填充柱固相

萃取之前，先⽤弱⼄酸对⻉类组织进⾏简单的⼀步萃取，即可为⽬标化合物提供良好的回收率，并有效去除共

提取物和盐类，这些共提取物和盐类是质谱法分析⻉类时重要的基质抑制来源。Xevo TQ-S具有出⾊的灵敏度

和稳定性，⽽同样的⽅法也可以轻松转移⾄其它Xevo串联四极杆MS/MS仪器上，满⾜相同的性能标准，或将

提取物进⼀步稀释后进⾏UPLC-MS/MS分析。
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附录

⾊谱柱活化

使⽤后冲洗⾊谱柱

特⾊产品

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>

Xevo TQ-S <https://www.waters.com/10160596>

MassLynx质谱软件 <https://www.waters.com/513164>

https://www.waters.com/134613317
https://www.waters.com/10160596
https://www.waters.com/513164


TargetLynx <https://www.waters.com/513791>
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