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高效液相色谱-串联质谱法测定 

水产品中 7 种微囊藻毒素 
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（广州市质量监督检验研究院 国家加工食品质量监督检验中心（广州） 广州市食品安全检测技术重点实验室 广

州市食品安全风险动态监测与预警研究中心，广东广州 510110） 

摘要：建立了高效液相色谱-串联质谱法同时测定水产品中7种微囊藻毒素（微囊藻毒素-RR、微囊藻毒素-YR、微囊藻毒素-LR、

微囊藻毒素-LA、微囊藻毒素-LW、微囊藻毒素-LF、微囊藻毒素-LY）的分析方法。样品用90%甲醇水（V/V）溶液提取，经离心、

固相萃取柱净化后，用C18柱，以0.1%甲酸乙腈-0.1%甲酸溶液为流动相，梯度洗脱分离，使用三重四级杆质谱检测器检测，以保留时

间及特征离子对定性，外标法定量。结果表明，7种微囊藻毒素在线性范围内线性关系良好，相关系数均不低于0.999 0，方法的定量

限（以信噪比为10计）为0.2~0.5 µg/kg，添加水平为1.0~20 µg/kg时，回收率为71.5~106%，相对标准偏差（n=6）为3.2~9.1%。该法

前处理简单、回收率高、精密度好，适用于水产品中7种微囊藻毒素的测定。 
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Abstract: A new analytical method for the simultaneous determination of seven microcystins (MC-RR, MC-YR, MC-LR, MC-LA, 

MC-LW, MC-LF and MC-LY) in aquatic product by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS-MS) was 

established. Aquatic product sample was extracted with 90% methanol (V/V), and then the extracts were cleaned up by SPE and analyzed by 

LC-MS-MS using a C18 column, employing 0.1% formic acid acetonitrile solution - 0.1% formic acid aqueous solution as the mobile phase for 

gradient elution. Mass spectrum was used for assistant identification. External standard method was applied for quantization. The result 

indicated that the limits of quantification (LOQs) of seven microcystins were ranged from 0.2 µg/kg to 0.5 µg/kg. Meanwhile, the linear 

correlation coefficients (r> 0.999 0) of seven microcystins were obtained within the irrespective linear ranges. The recoveries of seven 

microcystins from spiked samples at the spiking levels of 1.0-20 µg/kg were ranged from 71.5 to 106 % with RSD of 3.2 %- 9.1% (n=6). The 

method was simple, precise and had high recoveries for the determination of microcystins in aquatic product samples. 
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微囊藻毒素（Microcystins，简称MCs）是蓝藻

死亡过程中释放的次级代谢物，是一种在蓝藻水华

污染中出现频率最高、产生量最大和造成危害最严

重的藻毒素种类 [1]。 
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微囊藻毒素毒性很强，主要对哺乳动物的肝脏

产生损害 [2]。MC-LR腹腔注射小白鼠的LD50值一般

在50~60 μg/kg(体重)[3]。1996年，巴西Carurau透析

中心发生致命MC中毒事件，76名病人死亡，其中

52人死于透析水中的MC(-YR、-LR 和-AR)污染 [4]。 

在含有毒蓝藻出现的水体中，微囊藻毒素可在

水产品的器官中积累，我国湖泊的富营养化十分严

重，大量的水产品（鱼、虾、蟹、蚬、螺等）受到

污染。消费者误食含有微囊藻毒素的水产品，会对
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身体造成损害 [5~10]，Chen [11]等研究了巢湖慢性MC

暴露（饮用受MC污染的湖水、食用受MC污染的水

产品）的35个专业渔民的血清样本，发现渔民血清

中MCs的平均含量为0.39 ng/mL，渔民的肝功能均

有一定程度的损伤。世界卫生组织建议MC-LR的TDI

（日允许摄入量， tolerable daily intake）值为0.04 

μg/kg[12]。虽然目前我国还没有水产品中微囊藻毒素限

量要求，但鉴于其危害性，为了保护消费者的健康，

建立水产品中微囊藻毒素的检测方法十分必要。 

检测微囊藻毒素的方法主要有高效液相色谱法

（HPLC）[13~14]、液质联用法（HPLC/MS/MS）[15~16]、

2-甲基-3-甲氧基-4-苯基丁酸法（MMPB）[17]、蛋白磷

酸酶抑制法（PPIA）、酶联免疫法（ELISA）[18]、生物

分析法[19]等。已有的报道研究水体、蓝藻为主，动物

基质中的微囊藻毒素的报道较少。目前还没有同时检

测水产品中7种微囊藻毒素的报道，本文利用反相高效

液相色谱-串联质谱法对水产品中的7种微囊藻毒素进

行了定性、定量研究，该方法回收率高，精密度好，

适用于水产品的实际检验工作。 

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

1200 高效液相色谱仪（美国 Agilent 公司）；4000 

Qtrap 三重四级杆质谱仪（美国 AB SCIEX 公司），

Milli-Q 去离子水发生器（美国 Millipore 公司）；3K15

高速离心机（美国 sigma 公司）；MS3 basic 漩涡混合器

（德国 IKA公司）；KQ-500E超声波清洗器（昆山市超

声仪器有限公司）；固相萃取装置（美国waters 公司）。 

微囊藻毒素-YR（Microcystin-YR，含量 95.0%）、

微囊藻毒素-LR（Microcystin-LR，含量 95.0%）、微

囊藻毒素-RR（Microcystin-RR，含量 95.0%）、微囊

藻毒素-LY（Microcystin-LY，含量 95.0%）、微囊藻毒

素-LW（Microcystin-LW，含量 95.0%）、微囊藻毒素

-LF（Microcystin-LF，含量 95.0%）、微囊藻毒素-LA

（Microcystin-LA，含量 95.0%）均购自 Enzo Life 

Sciences 公司，HLB固相萃取柱（6mg，3mL，Waters

公司），甲醇（色谱纯），甲酸（色谱纯），乙腈（色谱

纯），去离子水（18.0 MΩ）。 

1.2  标准溶液的配制 

用甲醇将各微囊藻毒素对照品配制成 50 μg/mL

的标准贮备液，分别准确移取微囊藻毒素标准储备液

各 1.0 mL，于 10 mL棕色容量瓶中，用甲醇定容，配

成浓度各为 5 μg/mL微囊藻毒素混合贮备液。各标准

贮备液应于-20 ℃避光保存，混合贮备液现配现用。 

1.3  仪器条件 

1.3.1  色谱条件 

色谱柱： Phenomenex Kinetex C18，2.6u，100 mm× 

3.0 mm；流动相：A. 0.1%甲酸乙腈（V/V），B. 0.1%

甲酸溶液（V/V）；梯度洗脱程序：0.0~1.0 min，15~95% 

A，1.1~7.9 min，95% A；流速：0.2 min/L；柱温：30 ℃；

进样量：10 μL。 

1.3.2  质谱条件 

离子源：电喷雾离子化源（ESI）；扫描模式：正

离子扫描；检测方式：多反应监测（MRM）；电喷雾

电压：5500 V；离子源温度：500 ℃；7种微囊藻毒素

的相关检测参数见表１。 

1.4  样品处理 

1.4.1  提取 

准确称取均质后的样品5 g（精确至 0.001 g）于50 

mL塑料具盖离心管中，加入10 mL 90%甲醇水溶液

（V/V），于漩涡振荡器上振荡混匀后，超声提取10 min，

冷却至室温，在4000 r/min下离心3 min，吸取上清液后

加入10 mL 90%甲醇水溶液（V/V）重复提取一次。合

并两次的上清液氮吹至1 mL左右，加入9 mL水漩涡振

荡后待净化用。 

1.4.2  净化 

依次加入6 mL甲醇、6 mL水活化HLB固相萃取柱，

将1.4.1中待净化液转移至固相萃取柱中。用6 mL 10%

甲醇（V/V）洗涤，抽至近干，用8 mL甲醇洗脱。洗脱

液于50 ℃下用氮气吹至干，用甲醇定容至1 mL，涡旋

混合1 min，过0.22 μm滤膜后测定。 

2  结果与讨论 

2.1  仪器分析条件的优化 

2.1.1  色谱柱的选择 

本文比较了 Dikma C18（5 μm，150 mm×4.6 mm）、

Phenomenex Kinetex C18（2.6 μm，100 mm×3.0 mm）、

Phenomenex Luna C18，（3 μm，150 mm×2.0 mm）三根

色谱柱对 7 种微囊藻毒素的分离效果，结果表明

Phenomenex Kinetex C18（2.6 μm，100mm×3.0mm）色

谱柱的峰型最好。 

2.1.2  质谱条件的优化 

通过优化，7 种微囊藻毒素的监测离子，去蔟电压、

碰撞电压、入口电压、碰撞出口电压的 MRM 分析参

数见表 1。 

微囊藻毒素为环状七肽化合物，在电喷雾离子化

源中容易形成多电荷离子[M+nH]n+。结果显示，微囊

藻毒素-RR、微囊藻毒素-YR 和微囊藻毒素-LR 的

[M+2H]2+分子母离子的灵敏度最高，所以，对于这 3

个化合物，均选用[M+2H]/2 为母离子。 
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表1 7种微囊藻毒素的质谱测定参数 

Table 1 Mass parameters of seven microcystins 

化合物 母离子/(m/z) 子离子/(m/z) 去蔟电压/eV 碰撞电压/eV 入口电压/eV 碰撞出口电压/eV 

微囊藻毒素-RR 
520.2 135.1 82 7.7 50.3 11.0 

520.2 888.5 82 7.7 31.7 11.0 

微囊藻毒素-YR 
523.6 135.1 38 8.1 20.7 11.2 

523.6 911.7 38 8.1 16.5 11.2 

微囊藻毒素-LR 
498.6 135.1 44 6.0 18.5 11.0 

498.6 861.7 44 6.0 13.5 11.0 

微囊藻毒素-LA 
910.8 776.7 94 9.0 24.8 12.0 

910.8 402.2 94 9.0 37.0 12.0 

微囊藻毒素-LY 
1002.8 868.6 107 8.0 28.3 8.1 

1002.8 494.6 107 8.0 36.0 8.1 

微囊藻毒素-LW 
1025.7 517.5 108 7.2 39.0 12.5 

1025.7 891.8 108 7.2 31.5 12.5 

微囊藻毒素-LF 
986.7 852.6 110 7.5 28.0 13.0 

986.7 478.2 110 7.5 37.0 13.0 

2.2  前处理条件的优化 

2.2.1  提取剂的选择 

本文比较了甲醇、90%甲醇水（V/V）、80%甲醇水

（V/V）、乙腈、90%乙腈水（V/V）、80%乙腈水（V/V）、

50%乙腈水（V/V，加入氯化钠盐析分层）等多种提取

剂的提取效果。结果表明，用 90%甲醇水（V/V）作为

提取剂时，提取效果最好。 

2.2.2  提取条件的选择 

比较了振荡提取和超声提取两种提取方法，结果

表明，超声提取操作简便，提取效率较高。研究了超

声时间为 0、5、10、15、20、30 min 时的提取率。发

现超声时间对测定结果影响不大。考虑到不同样品的

密度、黏性等不同，为了避免由于时间过短而导致回

收偏低，超声时间选择0~30 min 的中间点 15 min。 

2.2.3  提取剂用量的选择 

比较了用不同用量的提取剂（5 mL、10 mL、15 

mL、20 mL、30 mL、10 mL+10 mL、15 mL+15 mL）

的提取效果，结果表明提取两次比提取一次的提取效

果要好，提取剂用量为 10 mL+10 mL、15 mL+15 mL

时，两者回收率无显著差异，出于节省有机溶剂，保

护环境的考虑，本文选择提取剂用量为 10 mL+10 mL。 

2.2.4  淋洗及洗脱液的选择 

考察了不同配比的淋洗液（水、10%、20%、30%、

40%、50%、60%、70%、80%、90%及 100%甲醇溶液

（V/V），上样溶液与淋洗溶液一致），结果发现甲醇含

量大于 10%时，7 种微囊藻毒素会被洗脱，导致回收率

下降。水、10%甲醇水（V/V）作为淋洗液时净化效果

无显著差异。当甲醇含量大于 90%时，7种微囊藻毒素

能完全洗脱。90%甲醇（V/V），100%甲醇作为洗脱液

时洗脱效果无显著差异，但使用 100%甲醇洗脱时氮吹

时间相对较短。故选用 10%甲醇溶液（V/V）作为上样

溶液和杂质淋洗液，100%甲醇作为目标物洗脱液。 

2.2.5  洗脱液用量的选择 

比较了 2 mL，4 mL，6 mL，8 mL，10 mL洗脱液

的洗脱效果，结果发现，当洗脱剂用量大于 8 mL时，

7 种微囊藻毒素能完全洗脱。故选择洗脱液的用量为 8 

mL。 

2.3  线性关系与方法检出限 

用甲醇将微囊藻毒素混合贮备液逐级稀释得到 

0.5 μg/L、1.0 μg/L、5.0 μg/L、10 μg/mL、20 μg/L，50 

μg/L，100 μg/L标准工作溶液，按色谱条件（1.3.1）进

行测定，以色谱峰的峰面积 y 为纵坐标，与其对应的

溶液浓度 x（μg/L）为横坐标作图。线性回归方程、相

关系数、方法定量限见表2。从表 2 可以看出，7种微

囊藻毒素在 0.5~100 μg /L 范围内线性关系良好，相关

系数均大于 0.9990。方法定量限（以 10倍信噪比（S /N 

= 10）计）为 0.2 ～ 0.5 μg /kg。 

2.4  回收率与精密度 

选取罗非鱼，毛蟹，沙虾，石螺，蚬进行回收率

与精密度试验。添加水平分别为 1.0、5.0、20 μg/kg，

按试样处理方法处理后进行测定，测定结果见表 3。不

同样品在添加浓度范围内，微囊藻毒素-RR、微囊藻毒

素-YR、微囊藻毒素-LR、微囊藻毒素-LA、微囊藻毒

素-LY、微囊藻毒素-LW、微囊藻毒素-LF 的回收率分

别为 80.3%~106%、72.0%~97.6%、74.0%~99.8%、

84.2%~97.2% 、 84.7%~101% 、 72.0%~97.2% 和
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71.5%~92.7%，相对标准偏差为 3.2~9.1%（n=6）。  

表2 7种微囊藻毒素的线性回归方程、相关系数与检出限 

Table 2 Regression equations, correlation coefficients and detection limits of seven microcystins 

No. Analyte CAS No. Regression equation R2 LOQ/(μg/kg) 

1 微囊藻毒素-RR 111755-37-4 y = 7409.9x - 5669.3 0.9996 0.2 

2 微囊藻毒素-YR 101064-48-6 y = 4663.8x - 3699.8 0.9994 0.2 

3 微囊藻毒素-LR 101043-37-2 y = 5900.5x - 2839.5 0.9991 0.2 

4 微囊藻毒素-LA 96180-79-9 y = 1254.8x + 454.16 0.9990 0.4 

5 微囊藻毒素-LY 123304-10-9 y = 923.77x - 703.69 0.9991 0.5 

6 微囊藻毒素-LW 157622-02-1 y = 919.16x + 253.58 0.9990 0.5 

7 微囊藻毒素-LF 154037-70-4 y = 1566.3x - 1356.5 0.9990 0.4 

表3 回收率和精密度测定结果（n=6） 

Table 3 Determination results of recoveries and precisions 

Analyte 
Added 

/(μg/kg) 

罗非鱼  毛蟹  沙虾  石螺  蚬 

Recovery 

/% 

RSD 

/% 

 Recovery 

/% 

RSD 

/% 

 Recovery 

/% 

RSD 

/% 

 Recovery 

/% 

RSD 

/% 

 Recovery 

/% 

RSD 

/% 

微囊藻 

毒素-RR 

1.0 97.8 5.7  106 4.2  83.7 6.4  99.3 4.0  80.3 7.7 

5.0 95.4 3.2  99.5 4.4  85.6 7.5  98.6 6.7  82.5 4.1 

20 96.9 5.3  98.6 5.3  86.2 6.7  101 4.3  82.0 4.4 

微囊藻 

毒素-YR 

1.0 83.4 7.4  73.1 7.1  72.0 7.5  96.5 7.6  73.5 6.5 

5.0 84.3 3.6  75.6 4.6  74.4 6.5  97.6 3.8  74.0 5.6 

20 86.5 3.6  78.8 5.3  76.3 6.8  96.8 6.9  76.1 7.3 

微囊藻 

毒素-LR 

1.0 86.1 7.3  74.0 5.3  75.9 5.3  99.3 4.1  75.6 5.8 

5.0 87.3 5.0  75.1 5.2  77.2 5.9  99.8 7.7  76.1 4.4 

20 86.6 7.2  76.3 5.3  76.3 6.4  98.9 7.9  78.6 6.2 

微囊藻 

毒素-LA 

1.0 95.9 6.3  89.6 6.3  84.2 4.4  95.3 6.0  94.3 8.2 

5.0 96.6 7.1  90.7 3.9  86.0 4.9  96.0 7.5  96.6 3.8 

20 97.2 6.6  91.3 3.6  87.3 4.1  96.3 7.1  95.3 7.0 

微囊藻 

毒素-LY 

1.0 101 4.5  97.4 5.1  85.8 9.1  93.6 5.9  91.3 5.0 

5.0 98.6 5.9  95.4 3.5  84.7 6.4  94.0 5.0  93.5 7.7 

20 98.9 7.6  95.8 6.5  85.3 5.3  95.6 6.5  94.8 5.6 

微囊藻 

毒素-LW 

1.0 92.6 6.3  76.6 3.5  72.0 6.9  95.6 7.3  72.6 7.0 

5.0 93.9 5.4  78.8 6.3  74.8 4.7  96.7 4.0  74.4 7.8 

20 94.5 5.5  79.2 7.3  79.5 5.0  97.2 4.8  77.2 3.5 

微囊藻 

毒素-LF 

1.0 92.3 4.4  76.2 3.9  71.5 5.3  91.4 4.6  87.2 5.8 

5.0 91.3 3.3  78.8 3.4  73.1 6.3  92.0 5.5  88.3 7.5 

20 92.7 7.2  80.1 5.9  76.3 6.9  92.7 5.5  89.5 3.3 

2.5  7 种微囊藻毒素的 MRM色谱图 

7种微囊藻毒素的MRM色谱图如图1所示。保留时

间：微囊藻毒素-RR为5.61 min、微囊藻毒素-YR为5.77 

min、微囊藻毒素-LR为5.81 min、微囊藻毒素-LA为6.32 

min、微囊藻毒素-LY为6.34 min、微囊藻毒素-LW为6.64 

min、微囊藻毒素-LF为6.74 min 
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图1 7种微囊藻毒素对照品溶液的MRM色谱图 

Fig.1 MRM Chromatograms of seven naphthalenediols standard 

solution 

注：The analyte Nos. are the same as the Nos. in Table 2． 

2.6  实际样品的检测 

使用本方法测定了市售的罗非鱼，鲈鱼，沙虾，

石螺，蚬样品，其中一石螺样品检出 MC-LR 0.5 μg /kg。

其余样品均未检出7 种微囊藻毒素。 

3  结论 

建立了高效液相色谱-串联质谱法测定水产品中 7

种微囊藻毒素的分析方法。使用三重四级杆质谱检测

器检测，以保留时间及特征离子对定性。方法前处理

简单、重现性好，适用于水产品中微囊藻毒素的测定。 
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