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高效液相色谱-离子阱质谱法测定海洋微藻藻粉中的 8 种 
脂溶性毒素 

高莉媛1, 王艳龙1, 陈军辉1, 王  帅1, 史小星1, 石洪华1, 郑  立1, 2 

(1. 国家海洋局 第一海洋研究所, 山东 青岛 266061; 2. 青岛海洋科学与技术国家实验室, 海洋生态与环境

科学功能实验室, 山东 青岛 266071) 

摘要: 建立了利用高效液相色谱-电喷雾离子阱质谱(HPLC-ESI-IT-MS)测定海洋微藻藻粉中 8 种典型

脂溶性毒素的分析方法。藻粉样品经超声细胞破碎后, 采用超声波辅助提取法对藻毒素进行提取, 用

HPLC-ESI-IT-MS 多反应离子监测(MRM)模式对各种毒素(包括大田软海绵酸(OA)、鳍藻毒素 1(DTX-1)、

扇贝毒素 2(PTX-2)、虾夷扇贝毒素(YTX)、原多甲藻酸 1(AZA1)原多甲藻酸 2(AZA2)、罗环内酯毒素

(SPX), 米氏裸甲藻毒素(GYM))进行测定。8 种脂溶性藻毒素均在线性范围内线性关系良好(R2 均在

0.991 以上), 检出限均介于 0.085~1.315 pg 之间, 加标回收率在 88.5%~111.4%之间, 方法重复性相对标

准偏差(RSD)在 4.82%~10.17%范围。应用该方法对利玛原甲藻干藻粉中的毒素进行了测定, 分析结果

良好, 说明本方法是海洋微藻藻粉中脂溶性藻毒素测定的有效方法。 
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海洋微藻是海洋生态系统中的最主要初级生产

者, 具有种类多、数量大、繁殖速度快等特点, 在海

洋生态系统的物质循环和能量流动中起着极其重要

的作用[1]。海洋微藻也是一类十分重要的海洋生物资

源, 许多海洋微藻含有丰富的蛋白质、天然维生素、

矿物质、不饱和脂肪酸、多糖以及其他结构独特的

初级或次级代谢产物。近几十年来, 人们逐渐注重海

洋微藻资源开发, 在生物质能源、食品保健品、医药

和禽畜养殖业等方面得到了广泛的开发和利用[2-4]。

然而 , 在种类众多的海洋微藻中 , 有些海洋微藻可

以产生生物毒素, 这些生物毒素可以引起人类产生

麻痹性、痢疾性、神经性和溶血性等中毒症状 [5]。

迄今为止, 已发现的海洋微藻生物毒素及其衍生物

约有 200 多种[6], 按溶解性质可分为水溶性毒素和

脂溶性毒素, 其中脂溶性毒素约占 90%, 在全球范

围内分布广泛 , 影响巨大。在这些脂溶性毒素中 , 

特别是大田软海绵酸  (OA)及其衍生物(DTXs), 虾

夷扇贝毒素(YTXs), 原多甲藻酸(AZAs), 扇贝毒素 

(PTXs), 和罗环内酯毒素  (SPXs)等脂溶性毒素较

为常见 , 因此 , 建立针对干藻粉中多种典型脂溶性

藻毒素进行检测的高效方法, 并用于海洋微藻藻粉

中常见脂溶性藻毒素的检测, 对保障以藻粉为原料

开发的食品、保健品或饲料产品的食用安全性具有

重要意义。 

用于脂溶性藻毒素检测的分析方法有小白鼠生

物分析法、高效液相色谱法、液相色谱-串联质谱法

(LC-MS/MS)等[7]。其中 LC-MS/MS法灵敏度高、选

择性好, 是最理想的脂溶性藻毒素检测方法。目前, 

该方法已用于海产品 [8]、海洋赤潮藻 [9-10]、海水 [11]

中多种脂溶性藻毒素的测定, 而针对海洋微藻干藻

粉的检测研究鲜有报道。本研究以 8 种常见典型脂

溶性藻毒素为目标化合物, 通过对样品前处理实验

条件及 HPLC-ESI-IT-MS 分析条件的优化, 建立了

适用于海洋微藻干藻粉中 8 种典型脂溶性藻毒素同

步测定的新方法。 
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1  实验部分 

1.1  仪器及试剂 

1200 型高效液相色谱仪, 配有四元泵, 可变波

长检测器(VWD), 自动进样器等(美国 Agilent 公司); 

6320型离子阱质谱仪, 配有电喷雾(ESI)离子源(美国

Agilent 公司); KQ-400KDE 型高功率数控超声波仪

(昆山市超声仪器有限公司); R201 型旋转蒸发仪(上

海申生科技有限公司); Himac CR22GII 高速大容量

冷冻离心机(日本 HITACHI 公司); BSA224S-CW 型

电子天平(德国 Sartorius公司); Milli-Q(18.2 MΩ) 超

纯水处理系统(美国Millipore 公司); JY92-IIDN型超

声细胞粉碎机(宁波新芝生物科技股份有限公司)。  

AZA1、AZA2、SPX1、DTX1、OA、YTX、PTX2

和 GYM 标准备品(购于加拿大国家海洋研究中心), 

质谱纯氨水(Fluka 公司); 色谱纯乙腈和甲醇(美国

ACS公司); 水为自制 Milli-Q超纯水。实验所用含有

毒素的利玛原甲藻(干藻粉)(含有 OA 和 DTX-1 两种

毒素)和不含毒素的干藻粉(作为样品空白), 均为实

验室内培养获得海洋微藻藻体, 然后通过冷冻干燥

得到干藻粉。 

1.2  对照品溶液的配置 

取 8种毒素(OA、YTX、DTX-1、AZA1、AZA2、

GYM、SPX1、PTX2)标准品各 1瓶(0.5 mL), 分别用

甲醇稀释后转移至 5 mL容量瓶中准确定容, 振荡摇

匀, 得到 8种典型脂溶性毒素标准储备液(单标)。按

照一定的比例分别吸取相应的毒素 OA、YTX、DTX-1、

AZA1、AZA2、GYM、SPX1和 PTX2单标储备液, 置

于 10 mL容量瓶中并用甲醇稀释定容, 得 8种典型毒

素的混合标准储备液, 其中 OA、YTX、DTX-1、AZA1、

AZA2、GYM、SPX1、PTX2浓度分别为 6.843、26.30、

25.77、123.7、25.66、5.003、56.42、3.436 μg/L, 所有

混标溶液置于–20℃条件下保存备用。 

1.3  样品溶液制备 

准确称取一定量的海洋微藻干藻粉, 置于 10 mL

离心管中, 加入 6 mL甲醇, 首先采用超声破碎仪细

胞破碎 3 min, 再采用超声辅助提取 30 min, 然后以

5000 r/min的转速离心 15 min, 将藻体与上清液分离, 

再对藻体进行第二次超声辅助提取 30 min, 合并两

次提取液, 定容到 25 mL的容量瓶中, 吸取 1 mL 定

容液经 0.22 μm滤膜过滤并注入样品瓶中, 进样前根

据藻粉中毒素的含量对样品溶液进行适当稀释, 确

保样品浓度落在线性范围之内。 

1.4  色谱质谱条件 

液相色谱条件: 采用 ZORBAX Extend-C18色谱

柱(3 mm×150 mm, 3.5 m, 美国 Agilent公司), 流动

相 A为纯水, B为 90%的乙腈(均含有 6.6 mmoL/L的

氨水), 二元梯度淋洗: T: 0-15-20-45-48 min, 流动相

B%: 20%-30%-47.5%-100%-20%, 流速: 0.4 mL/min, 

进样体积为 10 μL, 柱温: 室温(20℃±2℃)。 

质谱条件: 电喷雾电离源, 雾化气压力(N2)40 psi, 

干燥气(N2)流速 11 L/min, 干燥气温度 350℃, 毛细

管电压 4000V, 质量扫描范围 m/z 100~1300。根据各

组分的色谱保留时间和一级、二级质谱特征优化质

谱参数, 按时间分段用多反应离子监测(MRM)模式

对各组分进行质谱检测; OA、PTX-2、SPX1、AZA1、

AZA2、GYM采用正离子模式(ESI+); DTX-1和 YTX

采用负离子模式(ESI-), 各化合物的保留时间、MRM

选择离子以及目标离子、碰撞能量等参数见表 1。 

1.5  定性定量方法 

通过比较藻粉样品与毒素标准溶液的提取离子 
 
表 1  8 种脂溶性藻毒素离子阱质谱分析(MRM 模式)参数 
Tab. 1  Experimental conditions of ion trap mass spectrometry for determination of eight lipophilic toxins 

时间分段(min) 化合物 分子式 保留时间(min) 母离子 (m/z) 定性、定量离子(m/z) 碰撞能量(V)

5.0~15.0 OA C44H68O13 11.4 [M+Na]+827.7 809.6/723.6 1.0 

 YTX C55H82O21S2 19.5 [M-H]-1141.7 1123.7/1061.8 1.5 

15.0~22.5 DTX-1 C45H70O13 19.8 [M-H]-817.6 799.7/563.5 1.5 

 AZA1 C47H71NO12 24.4 [M+H]+842.5 824.4/806.4 0.9 

22.5~28.5 AZA2 C48H73NO12 25.0 [M+H]+856.5 838.5/820.7 1.1 

 GYM C32H45NO4 31.0 [M+H]+508.4 490.4/392.4 1.0 

28.5~39.5 SPX1 C42H61NO7 34.4 [M+H]+692.4 674.4/656.4 1.1 

 PTX-2 C47H70O14 35.0 [M+NH4]
+876.7 805.7/823.6 1.0 
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色谱 (EIC)峰保留时间及二级质谱图的特征定性离子和

定量离子进行目标化合物的定性。藻粉样品中目标化合

物二级质谱分析特征离子与标准品二级质谱特征离子

相吻合。采用基质标准曲线, 以外标法对藻粉样品中的

毒素进行定量。在MRM模式下选择定量离子计算目标

化合物 EIC峰面积, 代入线性曲线计算样品浓度。试样

溶液中待测物的响应值均应在本方法线性范围内。 

2  结果与讨论 

2.1  色谱质谱条件优化 

在前期研究中[11], 采用 HPLC-ESI-IT-MS 实现

了对海水中 3 种典型脂溶性毒素的有效分离和检测, 

该方法采用碱性流动相分离体系 , 据文献 [12]报道 , 

碱性流动相分离体系有利于提高不同系列脂溶性毒

素的分离。在此基础之上, 选用碱性流动相(pH为 11)

分离体系 , 通过对梯度洗脱程序的进一步优化 , 获

得了适用于海洋微藻藻粉中 8 种典型脂溶性藻毒素

有效分离的色谱条件, 在最佳色谱分离条件下, 对 8

种典型脂溶性藻毒素混合标准品进行了一级质谱全

扫描分析, 然后, 以 MRM模式二级质谱分析定量离

子的灵敏度为评价指标, 对二级质谱分析条件进行

了进一步优化, 以确定各化合物定量分析的最佳仪

器参数(表 1), 各化合物 MRM 模式二级质谱分析

EICs见图 1, 可以看出各化合物分离良好。 

 

图 1  8种脂溶性藻毒素标准品 HPLC-ESI-IT-MS分析提取离子流图 

Fig. 1  EICs of eight lipophilic toxins in a mixed standard solution analyzed using HPLC–ESI–IT–MS 
 

2.2  样品处理方法优化  
为了保证样品提取优化结果能反映微藻藻粉样

品中毒素的真实提取效率, 本研究使用含有 OA 和 

DTX-1 毒素的干藻粉样品, 以 OA 和 DTX-1 的提取

效率为评价指标 , 采用单因子实验法 , 对提取条件

进行优化。 
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在样品提取过程中选择合适的提取溶剂既能促

进目标化合物的提取, 又能消除一些不必要的干扰

基质的影响。根据脂溶性藻毒素的化学性质, 选取了

6 种提取剂(异丙醇、甲醇、乙酸乙酯、二氯甲烷、

乙醇、丙酮)在室温(25℃±2℃)条件下超声波辅助提

取 30 min, 对微藻藻粉中的 OA和 DTX-1毒素进行

了提取。提取结果(图 2)显示, 甲醇对这 2 种脂溶性

藻毒素的总体提取效果最好, 要明显高于其它提取

溶剂, 所以选择甲醇作为提取剂。 

 

图 2  提取溶剂对两种脂溶性藻毒素提取效率的影响 

Fig. 2  Effect of extraction solvent on the extraction 
efficiency of two lipophilic algae toxins 

 
在提取过程中为了降低藻细胞壁对目标化合物

包裹的影响, 使目标毒素提取效果更充分, 考察了在

提取之前增加超声细胞破碎处理对 2种毒素提取效果

的影响。实验结果表明, 当细胞破碎时间达到 3 min

时, 2 种目标毒素能得到充分提取, 与不采用细胞破

碎处理相比, 2 种目标化合物的提取率分别增加了

34.93%和 30.19%, 说明微藻细胞壁的存在会影响细

胞内毒素的溶出 , 因此 , 有必要在提取过程中增加

细胞破碎处理。 

在以上的提取条件下通过一次超声提取, 目标

化合物并不能得到完全提取 , 因此 , 考察了不同提

取次数对提取效果的影响, 结果如表 2所示。可以看

出当提取 2次后, 两种毒素提取效率均达到 98.0%以

上 , 为了节约提取时间和提取溶剂 , 最后选择超声

提取 2次。 

2.3  方法学考察 

2.3.1  仪器精密度 

取毒素的混合标准品溶液于进样小瓶中, 连续 

表 2  提取次数对两种脂溶性藻毒素提取效率的影响(n=3) 
Tab. 2  Effect of extraction times on the extraction 

efficiency of two lipophilic algae toxins (n=3) 

提取次数 第 1次 第 2次 第 3次 

OA提取率(%) 90.4 8.5 1.1 

DTX-1提取率(%) 90.1 8.7 1.2 

RSD(%) 7.25 11.65 15.50 

 
进样 6次, 每次进样 10 µL, 得到各化合物提取离子

峰的峰面积及保留时间, 算出 6 次进样分析的峰面

积及保留时间的相对标准偏差(RSD), 8 个化合物峰

面积 RSD均小于等于 9.57%, 保留时间的 RSD均小

于等于 1.20%, 说明仪器方法具有较好的精密度。 

2.3.2  专属性 

在最佳的实验条件下, 测定甲醇, 空白藻粉, 以

及加入毒素混合标准品溶液的空白藻粉, 结果只在

添加了脂溶性藻毒素标准品的藻粉样品中检测出了

8种脂溶性藻毒素, 说明该方法具有良好的专属性。 

2.3.3  基质效应 

海洋微藻粉成分复杂, 其中包含的杂质可能会

影响目标分析物的离子化效率, 造成目标化合物质

谱信号的抑制或增强, 影响方法检测的灵敏度和结

果的准确性。为了评价粗提液中基质对目标化合物

质谱分析的影响, 采用空白藻粉样品的提液配制 8

种脂溶性藻毒素混标, 以甲醇配制的同一浓度水平

的混合标准溶液作为对比, 通过 MS/MS分析测得各

目标化合物的峰面积。基质效应(ME)按公式计算:  

 ME(%)=(As–Ax)/As×100         (1) 
式中, Ax 为空白藻粉提取液配制毒素混标中目标化合

物的峰面积; As 表示相同浓度水平甲醇配置标准溶液

中毒素的峰面积。基质效应实验结果见表 3, “–”表示

信号增强, “+”表示信号抑制, 基质对 YTX 和 GYM

检测的影响较大, 对 GYM 的信号抑制率为 27.01%, 

对YTX 的信号增强率为 29.47%, 而对其他 6种毒素

的影响相对较小(均未超过 7.19%)。说明藻粉提取液

中的基质组分对各目标化合物有不同程度的抑制作

用, 基质影响不可忽略。 

2.3.4  检出限和标准曲线  

由于基质效应不可忽视, 标准品在甲醇溶液中

的质谱响应与其在实际样品基质中的响应不同, 因

此, 采用基质标准曲线外标法对目标化合物进行定

量, 以降低基质效应对测定结果准确度的影响。取 8

种脂溶性毒素混合标准溶液, 使用空白干藻粉提取

液对其进行梯度稀释, 稀释倍数分别为 1、2、5、10、

20、50、100, 获得基质标准溶液。以所测毒素的峰
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面积 y 为纵坐标, 所测毒素的质量为横坐标绘制定

量标准曲线。将信噪比为 3 对应的质量作为方法的

检出限(LOD), 信噪比为 10 对应的质量作为方法的

定量限(LOQ)。 

表 3 给出了 8 种毒素的线性范围、回归方程、

相关系数、LOD、LOQ等。从表 3结果可以看出, 各

种毒素相关系数(R²)均大于 0.991, 表明各化合物在

定量线性范围内线性关系良好, 能对目标化合物准

确定量。整体而言方法的灵敏度能满足实际藻粉样

品测定的灵敏度要求。 
 

表 3  线性范围、灵敏度、重复性、回收率和基质效应实验结果 
Tab. 3  Results of liner range, sensitivity, repeatability, recovery, and matrix effects 

化合物 线性范围(pg) 回归方程 R² 检出限(pg) 定量限(pg) 重复性RSD(%) 回收率(%) 基质效应(%)

OA 0.685~68.43 y=67529x+24157 0.991 0.342 0.685 5.26 101.2 +2.73 

YTX 2.630~263.0 y=28954x+30676 0.996 1.315 2.630 7.13 109.0 –29.47 

DTX-1 2.577~257.7 y=27221x+75137 0.998 1.289 2.577 6.38 111.4 –1.24 

AZA1 2.474~1484.4 y=133684x+179640 0.999 0.824 2.474 6.61 110.6 –6.57 

AZA2 0.256~44.905 y=313147x570692 0.999 0.085 0.256 10.17 107.8 –3.54 

GYM 0.500~50.00 y=43370x+484 0.999 0.250 0.500 5.82 88.5 +27.01 

SPX1 0.470~987.42 y=145878 x776318 0.995 0.235 0.470 4.82 97.3 –3.36 

PTX-2 0.606~21.199 y=61714x93521 0.999 0.606 1.212 8.39 105.5 –7.19 
 

2.3.5  回收率和重复性 

方法回收率的测定采用标准加入法, 平行称取 6

份空白藻粉样品 , 分别添加一定量的毒素标准品

(OA: 1.0 μg, YTX: 4.0 μg, DTX-1: 4.0 μg, AZA1: 4.0 
μg AZA2: 1.0 μg, GYM: 1.0 μg SPX1: 1.0 μg, PTX-2: 
2.0 μg), 然后按 2.3节样品溶液的制备方法处理, 用

2.4 节色谱-质谱条件测定加标回收率和重复性, 测

定结果见表 3, 可以看出 , 8 种毒素的回收率在

88.5%~111.4%之间, 重复性 RSD 在 4.82%~10.17%范

围内 , 表明该方法具有较好的回收率和重复性 , 能

满足实际干藻粉样品中各种脂溶性藻毒素的测定

要求。 

2.4  利玛原甲藻藻粉中毒素含量测定 

采用已建立的分析方法, 对实验室内培养获得

的利玛原甲藻干粉进行检测 ,  干藻粉中 O A 和

DTX-1 的 HPLC-ESI-IT-MS 分析提取离子流图见图

3, 对应的二级质谱图见图 4, 由图 3和图 4可以看出

干藻粉提取液中 OA 和 DTX-1 的保留时间以及二级

质谱图与标准对照品一致, 说明干藻粉中检测到的

这两个化合物为OA和DTX-1。干藻粉中OA和DTX-1

定量结果表明, 干藻粉中 OA 的含量为 0.33 mg/g, 

DTX-1的含量为 0.26 mg/g, 表明利玛原甲藻干粉中

这两种脂溶性藻毒素含量较高。OA 和 DTX-1 是典 

 

图 3  标准品和干藻粉中 OA和 DTX-1提取离子流图 

Fig. 3  EICs of OA and DTX-1 

A. OA标准品; B.藻粉提取液中 OA; C. DTX-1标准品; D. 藻粉提取液中 DTX-1 

A. OA standard; B. OA in the crude extract of microalgae powder; C. DTX-1 standard; D. DTX-1 in the crude extract of microalgae powder 
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图 4  标准品和干藻粉中 OA和 DTX-1二级质谱图, (A)OA标准品, (B)藻粉提取液中 OA, (C)DTX-1标准品, (D)藻粉提取

液中 DTX-1 

Fig. 4  MS2 spectra of OA and DTX-1, (A) OA standard, (B) OA in the crude extract of microalgae powder, (C) DTX-1 standard, 
(D) DTX-1 in the crude extract of microalgae powder 

 
型的腹泻性藻毒素, 人类食用含有这两种毒素的食

物后会引起腹泻、腹痛等肠胃疾病[8]。因此, 用于食

品、保健品和医药产品开发的海洋微藻中即使含有

少量有毒藻 , 也会对人类健康造成威胁 , 而针对干

藻粉中多种脂溶性藻毒素进行检测, 对降低人类中

毒风险具有重要意义。 

3  结论 

建立了一种高效液相色谱-电喷雾离子阱质谱检

测海洋微藻干藻粉中 8 种脂溶性毒素的方法, 该方

法操作简单、回收率高、重复性好, 具有较强的适用

性, 对于海洋微藻干藻粉中 8 种脂溶性毒素检测能

提供可行的方法。 
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Abstract: A method involving high-performance liquid chromatography coupled with electrospray ionization–ion 

trap mass spectrometry (HPLC–ESI–IT–MS) was developed to determine eight typical lipophilic algae toxins 

(okadaic acid (OA), dinophysistoxin-1 (DTX-1), pectenotoxin-2 (PTX-2), yessotoxin (YTX), azaspiracid1, 2 (AZA1, 

AZA2), spirolidel1 (SPX1), gymnodimine (GYM)) in marine microalgae powder. The powder was extracted using 

ultrasound-assisted extraction after the algae cell-breaking process was performed using ultrasonication. The crude 

extracts were then analyzed using HPLC–ESI–IT–MS in the multiple reaction monitoring mode. The results showed 

that the calibration curve for each lipophilic algae toxin was obtained with a good correlation coefficient (R2>0.991) 

in its linear concentration. The detection limits of the eight target toxins ranged from 0.85 to 1.315 pg. The average 

recoveries of these toxins ranged from 88.5% to 111.4% with relative standard deviations in the range of 

4.82%–10.17%. The proposed method was applied to determine typical lipophilic algae toxins in marine microalgae 

powder, and good results were obtained. The results also indicated that this method is a useful tool for determining 

lipophilic algae toxins in marine microalgae powder. 
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