
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.12 

338 

 

QuEChERS净化技术结合高效液相色谱-串联质谱法测

定食用贝类产品中 4种脂溶性贝类毒素 
 

刘青
1,2
，曾广丰

1,2
，王志元

1,2
，李文斌

3
，胡志玲

3
,韩深

4
，刘萤

4
 

（1.广东出入境检验检疫局技术中心，广东广州 510623)（2.广东省动植物与食品进出口技术措施研究重点实验

室，广东广州 510623)（3.迪马科技有限公司，北京 100029）（4.北京出入境检验检疫局技术中心，北京 100026） 

摘要：建立了 QuEChERS 净化技术结合高效液相色谱-串联质谱法测定食用贝类产品中 4 种脂溶性贝类毒素(OA,SPX1，

DTX1,AZA1)的快速方法。贝类样品匀质后用 85%乙腈水萃取，采用 QuEChERS 净化技术对其进行富集净化后，用 HPLC-MS/MS 进

行检测。以乙腈-水溶液(2 mmo/L 乙酸铵，0.1%甲酸）为流动相进行梯度洗脱，经 C18色谱柱分离，在多反应监测(MRM)模式下扫描。

采用标准曲线外标法定量，OA 和 DTX1 的方法检出限为 10 μg/kg，在 1.0~100 μg/L 范围内线性关系良好；AZA1 和 SPX1 的方法检

出限为 1.0 μg/kg，在 1.0~20 μg/L范围内线性关系良好，相关系数(r2)均大于 0.999。高、中、低三个添加水平的平均回收率在 81.9%~93.1%

之间，RSD 小于 5%。应用该方法对进出口的贻贝、北极贝、象拔蚌、牡蛎等 15 个样品进行检测，发现 5 个样品的 SPX1 测定结果

为阳性。该方法操作简便、灵敏度高、重现性好，适用于贝类产品中脂溶性贝类毒素的检测。 
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Abstract: A novel method was developed to detect four lipophilic shellfish toxins (OA, SPX1, DTX1, and AZA1) in edible shellfish 

products via a combination of QuEChERS technology and high performance liquid chromatography-tandem Mass Spectrometry (HPLC- 

MS/MS). The samples were homogeneously extracted with acetonitrile-water (85%, V/V) and purified with QuEChERS technology. Using C18 

column with acetonitrile/water (2 mmol/L ammonium acetate, 0.1% formic acid) as mobile phase, the analytes were separated by 

HPLC-MS/MS with electrospray ionization (ESI) mode, followed by multiple reaction monitoring (MRM). Quantification was performed by 

external standard calibration method．The limits of detection (LOD, S/N=3) for OA and DTX1 were 10 μg/kg, the calibration curves showed 

good linearity in the range of 1.0 to 100 μg/L, while the LOD for AZA1 and SPX1 was 1.0 μg/kg, with a linearity range between 1.0 20 μg/L. 

The correlation coefficients (r2) were > 0.999 for all four toxins. The average spiked recoveries of the shellfish toxins at three concentration 

levels were between 81.9% and 93.1% while relative standard deviation (RSD) was < 5%. A total of 15 import and export samples of fish 

including mussels, octopus, geoducks, and oysters were screened by this newly developed method and SPX1 toxin was found in 5 samples. This 

method is quick, easy-to-perform, sensitive, and appropriate to detect lipophilic shellfish toxins in shellfish products. 

Key words: QuEChERS；lipophilic shellfish toxins；high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; edible shellfish 

products 

 

收稿日期：2015-03-02 

基金项目：广东检验检疫局科技计划项目（2012GDK38）；国家质检总局科技

计划项目（2011k193) 

作者简介：刘青（1971-），女，高级工程师，研究方向：食品安全与检测 

随着海洋环境的不断恶化，有害赤潮频繁爆发，

有毒藻类产生的毒素往往通过食物链进入贝类体内，

人们食用带有贝毒的贝类会造成食物中毒或者死亡，

我国浙江，福建，广东等地曾多次发生贝类中毒事件，
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对贝类毒素的监测分析日益受到重视。贝类毒素可分

为水溶性贝毒和脂溶性贝毒，由于贝类产品在食用加

工过程中可能会使用到油脂，而脂溶性贝毒不会在烹

调过程中减少，所以其含量的检测显得更为重要。常

见的脂溶性贝毒有大田软海绵酸毒素(OA)及其类似

物、原多甲藻酸毒素(AZA)、虾夷扇贝毒素(YTX)、大

环内酯类扇贝毒素(PTX)、软骨藻酸（DA）、鳍藻毒

素（DTX）和螺环内酯毒素（SPX）等。根据 EFSA

提供的数据，在贝肉中的限量为：OA、AZA、PTX 160 

μg/kg；YTX 1.0 mg/kg，SPX 等环亚胺类毒素还未设

定标准[1]。目前我国仅在农业部标准 NY5073-2006 中

对腹泻性贝类毒素的限量规定为不得检出，对麻痹性

贝类毒素的限量为≤400 MU/100 g，对具体的各种毒素

尚未明确的限量规定。 

传统的贝类毒素的检测方法为小老鼠生物分析

法（MBA 法)，但 MBA 法只能测定毒素总量，且容

易出现假阳性结果。2010 年欧洲食品安全局（EFSA）

通过调查认为，采用 MBA 法测定贝类毒素由于结果

重复性差、可变性高、灵敏度低等缺陷，已经无法满

足欧盟对贝类软等生物毒素的限值浓度。因此 2012

年欧盟提出将上述几类亲脂性生物毒素的液相色谱-

串 联 质 谱 (LC-MS/MS) 法 作 为 参 考 方 法 （ EN 

16204-2012），并用于官方的日常监控和食品加工企业

的自控，该法对 OA、YTX、AZA 和 PTX 等几种脂

溶性贝毒素的定量限为 1.0 μg/kg
[2~4]。我国目前采用液

相色谱-串联质谱法检测贝类毒素的相关标准有：《进

出口贝类中软骨藻酸的检测方法》（SN/T 1867-2007），

DA 检测限为 0.1 μg/g；《水产品中腹泻性贝类毒素残

留量的测定》（DB33/T 743-2009），OA、DTX1 的定

量检测限均为 0.02 mg/kg。 

液质联用检测贝类毒素具有灵敏度高、特异性强

的特点，因此虽然方法研究起步较晚，但发展最为迅

速，目前采用液质联用方法一次性分离多种贝类毒素

已经成为该领域的热点[5~11]。由于贝类产品的基质较

为复杂，前处理通常采用液液萃取或者 C18、MAX

阴离子交换等 SPE 柱进行富集净化。QuEChERS 净化

技术是近年来国际上新发展起来的一种通用性较强、

快速简便的前处理方法，最初是作为农产品中多农药

残留的提取净化方式，现已广泛适用于兽药残留、真

菌毒素、多环芳烃等食品安全危害因子的检测[12-14]。

本文使用 QuEChERS 净化技术结合液相色谱-串联质

谱检测技术对贝类产品中 OA、DTX1、SPX1 和 AZA1

四种脂溶性贝类毒素进行测定。方法灵敏度高、专属

性强，满足了日常贝类产品中脂溶性贝类毒素监控的

需要。 

1  试验部分 

1.1  仪器设备 

超高压液相色谱 -三重四级杆串联质谱仪

（API4000Q Trap 美国 AB 公司）；吹氮浓缩仪(美国

ZyMark 公司)；高速均质机（美国 Waring 公司）；离

心机（美国 Sigma 公司）；漩涡混匀器（德国 IKA 公

司）；Milli-Q 超纯水装置（美国 Millipore 公司） 

1.2  试剂与耗材 

四种贝类毒素标准品：OA（18.1±1.9 μg/g )、SPX1

（8.9±0.4 μg/g）、DTX1（19.2±1.4 μg/g）和 AZA1（1.57 

±0.09 μg/g）0.5 mL 甲醇储备液购自加拿大海洋生物科

学研究所（NRC）；乙腈、乙酸铵、甲酸（色谱纯，

美国Fisher公司）；无水硫酸镁（MgSO4）、氯化钠（NaCl）、

柠檬酸钠（TSCD）、柠檬酸氢二钠（DHS）、C18 dSPE

分散剂、PSA dSPE 分散剂（分析纯，迪马科技公司）；

微孔滤膜（0.22 μm，美国 Whatman 公司）；实验用水

为经 Milli-Q 净化系统过滤的超纯水（电阻率为 18.2 

MΩ）；Phenomenex C18色谱柱(50 mm×2.0 mm,3 µm)

（美国菲罗门公司）。 

1.3  样品 

贻贝、牡蛎、象拔蚌和北极贝等食用贝类产品由

广东检验检疫局辖区各个口岸提供。 

1.4  色谱-质谱条件  

1.4.1  色谱条件 

表 1 ESI模式下液相色谱洗脱条件 

Table 1 Gradient condition of HPLC for ESI mode 

Time 

/min 

正离子模式 Time 

/min 

负离子模式 

A/% B/% A/% B/% 

2 30 70 2 70 30 

0 30 70 0 70 30 

3 90 10 5 90 10 

3.01 30 70 5.01 70 30 

色谱柱：Phenomenex C18 色谱柱(50 mm×2.0 mm, 

3 µm)；流速：500 µL/min；进样体积：10 µL；柱温：

35 ℃；流动相：A-乙腈；B-水(2 mmol/L 醋酸铵 0.1%

甲酸)洗脱条件如表 1 所示。 

1.4.2  质谱条件 

离子源：电喷雾离子源（ESI）；扫描方式：正/

负离子扫描，MRM 模式，质谱参数详见表 2。 
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表 2 MRM模式质谱参数 

Table 2 MS parameters of MRM  

气帘气

(CUR):N2 

电离电压 

(IS)/V 

离子源温度

(TEM)/℃ 

雾化气

(GAS1):N2 

加热辅助气

(GAS2): N2 

碰撞气

(CAD):N2 

监测 

方式 

15 -4500 450 45 45 MEDIUM MRM 

15 5500 550 50 50 MEDIUM MRM 

1.5  测定方法 

1.5.1  前处理方法 

试样制备：由于贝类毒素主要积聚在贝类的内

脏，特别是肠腺，因此在取样时，应取除外壳的整个

部分（包含肌肉和内脏）作为试样，以确保样品的均

一性和代表性。洗净沥干后称取 200 g 样品，至于洁

净的密封袋中，放入-18 ℃的冰箱中保存，过程中要

避免样品间的交叉污染。 

提取和净化：准确称取制备好的试样 10 g（精确

至 0.01 g）于均质杯中，分别加入 25 mL 85%乙腈-水

提取液，4 g 无水硫酸镁和 1 g 氯化钠，在 20000 r/min

转速下均质 60 s，用微纤维滤纸过滤，取 10 mL 滤液

至离心管中，加入 150 mg C18、150 mg PSA dSPE 净

化剂和 1 g 无水硫酸镁，漩涡振荡 2 min，在 7000 r/min

转速下离心 5 min，取 5 mL 上清液移至试管中，40 ℃

下氮气吹至近干，以 80%乙腈水溶液溶解，漩涡振荡

60 s，过 0.22 µm 微孔滤膜，待仪器分析测定。 

1.5.2  标准溶液配制 

四种贝类毒素的标准储备液，于-18 ℃条件下保

存，保存期为 6 个月；配制标准工作曲线时，根据要

求将储备液稀释成不同浓度，于 4 ℃条件下保存。工

作曲线现用现配。四种贝类毒素标准的信息见表 3。 

2  结果与讨论 

2.1  提取条件的选择 

为确定最恰当的提取条件，从而达到最优的提取

效率。根据前处理的过程，用四种贝类毒素加标

10μg/kg 的牡蛎样品，选定提取溶剂、提取方式、提

取温度和时间四个条件进行正交试验。 

2.2.1  提取溶剂 

四种贝类毒素均为脂溶性化合物，易溶于甲醇、

乙腈等有机溶剂。试验分别考查了乙酸乙酯、丙酮、

甲醇、乙腈四种溶剂的提取效率。结果表明，乙腈对

四种贝类毒素的提取效率相对较好。考虑到使用纯乙

腈进行提取时，贝肉中富含的大量蛋白质、氨基酸等

会增加粗提液中干扰杂质的含量，因此在比较了不同

比例乙腈-水体系的提取效果后，确定 85%的乙腈-水

体系的提取效果最好。 

表 3 四种贝类毒素标准对照品信息 

Table 3 Characteristics of four shellfish toxins 

贝类 

毒素 

分子量 

/(m/z) 
分子式 结构式 

OA 805.0 C44H68O13 

 

SPX1 691.5 C42H61NO7 

 

DTX1 819.0 C45H70O13 

 

AZA1 841.5 C47H71NO12 

 

2.2.2  提取方式 

正交试验对振荡、均质、超声三种提取方式进行

了试验。结果表明，均质提取的效果最好。 

2.2.3  提取温度和时间 

 

表 4 四种贝类毒素加标牡蛎样品正交试验测定结果 (加标 10μg/kg, n=6 ) 

Table 4 Orthogonal test results of four shellfish toxins from oyster samples spiked at 10 μg/kg (n=6) 

贝类 

毒素 

提取溶剂  提取方式  提取时间/s  提取温度/℃ 

乙酸乙酯 丙酮 甲醇 乙腈 乙腈-水 振荡 超声 均质 30 60 120 常温 40 50 60 70 

OA 5.1 4.8 7.4 7.3 7.9  7.3 7.4 8.5  6.1 8.5 8.6  8.1 8.0 8.1 8.2 8.1 

SPX1 3.7 5.2 7.1 7.1 7.8  6.9 7.4 8.3  6.6 8.4 8.5  8.4 8.4 8.5 8.5 8.4 

DTX1 5.2 5.7 6.5 7.5 8.3  7.2 6.9 8.1  5.9 8.0 8.0  8.2 8.1 8.2 8.3 8.2 

AZA1 4.6 5.2 6.9 7.4 8.2  6.7 7.2 8.4  6.3 8.1 8.1  8.3 8.3 8.4 8.3 8.2 
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通过正交试验，对不同的提取时间和温度对提取

效果的影响进行了试验，结果表明至少 60 s 才能够保

证目标化合物的提取效率；在室温、40 ℃、50 ℃、

60 ℃和 70 ℃下，目标化合物的提取效果并无明显差

异。 

 

 

 

 
图 1 无水硫酸镁、氯化钠、柠檬酸钠和柠檬酸氢二钠加入量对

四种贝类产品基质中 SPX1提取效率的影响 

Fig.1 Effects of MgSO4, NaCl, TSCD, and DHS addition on the 

extraction efficiency of SPX1 at 10 μg/kg in four shellfish matrices 

通过正交试验最终确定了前处理条件：室温条件

下，以 85 %乙腈-水溶液作为提取液，采用高速均质

仪器将样品均质 60 s，待净化。正交试验结果详见表

4。 

2.2  净化条件的选择 

色谱分析常见的净化方式有液液萃取、固相萃

取、免疫亲和萃取等，本文采用了基质固相分散萃取

（DSPE）技术进行净化处理，分析比较了 Florisil、

C18、PSA、GCB 等几种常用净化剂的净化效果，通过

优化最终确定了使用 C18和 PSA 净化剂。在提取过程

中，参照 QuEChERS 的基本原理针对贝类产品基质特

点和目标化合物的特性，针对常见的四种贝类产品牡

蛎、象拔蚌、北极贝和贻贝的提取，对分散剂和盐的

用量进行了试验。实验分别考察了无水硫酸镁、氯化

钠、柠檬酸钠和柠檬酸氢二钠的加入量对提取效率的

影响。结果表明，4 g 无水硫酸镁、1 g 氯化钠、1 g

柠檬酸钠和 0.5 g 柠檬酸氢二钠的加入即能够获得较

好的提取效率。其中对 SPX1 提取效率的影响见图 1。 

  

a.SPX1 的多反应监测色谱图 

  

b.OA 的多反应监测色谱图 

  

c. DTX1 的多反应监测色谱图 

  

d.AZA1 的多反应监测色谱图 

图 2 四种贝类毒素的多反应监测色谱图 

Fig.2 MRM chromatograms of four shellfish toxins 
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2.3  色谱条件的优化 

为了获得目标化合物最好的色谱分析效果，实验

考察了乙腈-水和甲醇-水两种混合溶剂体系作为流动

相时目标化合物的色谱保留行为，并比较了

Phenomenex C18 和 Kinetex C18 两款色谱柱的分离性

能。结果表明，使用甲醇-水体系作为流动相时，100%

比例的甲醇要将目标化合物洗脱下来所需时间较长。

而乙腈的洗脱能力较强，所需时间缩短，能够提高工

作效率。采用乙腈-水溶剂体系，比较了两种液相色谱

条件下的四种贝类毒素的分离效果，结果显示采用

Phenomenex C18色谱柱，在对应的条件下分离更加快

速，5 分钟即可完成，四种毒素均基线分离。如图 2

所示。 

2.4  质谱条件的确定 

采用电喷雾（ESI）离子源，四种贝类毒素中 AZA1

和 SPX1 在正离子模式下电离，OA 和 DTX1 在负离

子模式下电离，通过总离子流扫描可以看出，AZA1

和 SPX1 形成的准分子离子峰中[M+H]
+峰丰度最高，

OA 和 DTX1 形成的准分子离子峰中[M-H]
-峰丰度最

高。参考欧盟 2002/657/EC 指令，以准分子离子为母

离子进行二级质谱扫描，选择丰度较高的两个碎片离

子作为定量和定性离子，分别优化各个离子对的去簇

电压(Declustering potentia, DP)及碰撞电压(Collision 

energy, CE)。试验表明：DP 和 CE 是影响灵敏度最的

主要参数，其中 DP 的高低影响母离子的传输效率，

该电压过低，可能导致母离子传输效率低下；但过高，

会使母离子在传输过程中碎裂，从而降低目标离子的

检测灵敏度。由于目标化合物的质量数较大，因此，

DP 应设置略高一些。综合所有离子对获得最强响应

信号时质谱条件，优化了质谱电离电压、离子源温度、

雾化气、加热辅助气、气帘气等参数，有关质谱分析

参数见表 2 和表 5。四种贝类毒素二级质谱图见图 3。 

2.5  方法学评价 

2.5.1  线性范围和检出限 

四种贝类毒素采用外标法进行定量。SPX1 和

AZA1 配制浓度为 1.0 µg/L~20 µg/L 的混合标准溶液，

OA和DTX1配制浓度为 1 µg/L~100 µg/L的混合标准

溶液。以浓度为横坐标(x, μg/L)和定量离子对峰面积

为纵坐标(y)进行线性回归计算，所得相关系数(R
2
)均

大于 0.99。根据 3 倍信噪比(S/N)确定化合物的方法检

出限。样品中 OA 和 DTX1 的方法检出限均为 10 

µg/kg，AZA1 和 SPX1 的检测限为 1.0µg/kg。详见表

6。 

 

 

 

 

图 3 四种贝类毒素的二级质谱图 

Fig.3 Two-stage mass spectra of four shellfish toxins 

注：a. OA 的二级质谱图，b.SPX1 的二级质谱图，c. DTX1

的二级质谱图，d. AZA1 的二级质谱图。 
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表 5 四种贝类毒素的质谱分析参数 

Table 5 MS parameters of four shellfish toxins 

贝类毒素 保留时间/min 电离模式 母离子/(m/z) 子离子/(m/z) 去簇电压 DP/V 碰撞能量 CE/eV 

SPX1 0.48 ESI positive 692.7 
674.3* 

125 
45 

444.3 59 

OA 0.68 ESI negative 803.7 
255.1* 

-120 
-69 

113.1 -92 

AZA1 0.72 ESI positive 842.6 
824.6* 

102 
39 

806.3 53 

DTX1 1.04 ESI negative 817.5 
255.4* 

-170 
-67 

113.2 -92 

注：*为定量离子。 

表 6 贻贝中四种贝类毒素的线性范围、线性方程、相关系数和检测限 

Table 6 Calibration equations, correlation coefficients, and limits of quantification of four shellfish toxins in mussel 

贝类毒素 线性范围/(μg/L) 校正曲线 相关系数(r2) 检测限/(µg/kg) 

OA 1.0~100 Y=8.61×103x+113 0.9987 10 

SPX1 1.0~20 Y=1.38×103x+719 0.9996 1.0 

DTX1 1.0~100 Y=8.30×102x+215 0.9990 10 

AZA1 1.0~20 Y=7.38×104x+94 0.9993 1.0 

2.5.2  精密度和回收率 

选用不含上述四种贝类毒素的贻贝空白样品，分

别添加三个水平的标准物质。OA 和 DTX1 按 10 

μg/kg、20 μg/kg 和 50 μg/kg 添加，SPX1 和 AZA1 按

1.0 μg/kg、5.0 μg/kg 和 10 μg/kg 添加。按上述步骤进

行实验，计算回收率及精密度。选取纯水代替试样，

按照上述步骤进行空白试验。四种毒素在三个水平的

添加回收率范围均在 81.9%~93.2%之间，RSD 均小于

5%(n=6)，满足分析的要求，详见表 7。 

表 7 贻贝基质中四种贝类毒素的回收率和精密度试验结果

(n=6) 

Table 7 Recovery and precision of four shellfish toxins in 

mussel (n=6) 

贝类 

毒素 

添加水平 

/(µg/kg) 

回收率 

/% 

RSD 

/% 

OA 10, 20, 50 84.6, 88.2, 88.0 4.2, 2.7, 3.0 

SPX1 1.0, 5.0, 10 81.9, 85.3, 90.2 4.5, 3.1, 2.4 

DTX1 10, 20, 50 83.9, 89.9, 93.1 2.5, 2.1, 1.3 

AZA1 1.0, 5.0, 10 83.1, 86.7, 93.2 4.6, 3.5, 2.3 

2.5.3  方法的重现性 

选取贻贝样品进行添加试验，AZA1 和 SPX1 添

加水平均为 10 µg/kg，OA 和 DTX1 的添加水平均为

20 µg/kg，每个浓度水平进行 6 次重复实验，分别考

察了一天内的重现性和日间的重现性，实验结果表明，

方法的日内和日间重现性较好，相对标准偏差 RSD 小

于 10 % 。 

2.6  实际样品的检测 

采用已建立的方法，对在广东检验检疫局辖区口

岸内数份北极贝、牡蛎、象拔蚌和贻贝共 15 份样品进

行四种贝类毒素的本底测定，发现 5 个阳性样品，均

为 SPX1 检出，含量在 17.5~54.3 µg/kg 之间，均低于

欧盟限量要求。 

3  结论 

本方法采用 QuEChERS 净化技术结合高效液相

色谱-串联质谱法，能够快速测定食用贝类产品中 4 种

脂溶性贝类毒素软海绵酸（OA)、原多甲藻酸( AZA1)、

鳍藻毒素（DTX1）、螺环内酯毒素（SPX1）。方法线

性良好，快速简便，灵敏度高，回收率、精密度和重

现性均能满足进出口贝类产品中脂溶性贝类毒素分析

的需要。 
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