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SCIEX Triple Quad系统测定血液和尿液中的河豚毒素
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引言

河豚毒素（Tetrodotoxin, TTX）是一种毒性极强的天然神经

毒素。其主要来源于河豚鱼，也在一些海洋细菌、藻类以及其他

海洋生物中被发现。河豚毒素能够选择性地阻断神经细胞膜上的

钠离子通道，从而干扰神经冲动的传导。人类一旦误食含有河豚

毒素的食物，会在短时间内出现中毒症状，如口唇和舌尖麻木、

呕吐、呼吸困难、肌肉麻痹等，严重时可导致死亡。由于河豚毒

素中毒发病迅速且致死率高，准确快速地检测生物样本中的河豚

毒素至关重要。液质联用技术因其具有高灵敏度、高选择性和强

大的定性定量能力，能够从复杂的生物样本（如血液和尿液）中

精确地识别和定量河豚毒素。基于此，本文在以SF/Z JD0107011-

2011《生物检材中河豚毒素的测定 液相色谱-串联质谱法》的前处

理方法为基础进行优化，并采用SCIEX 质谱仪建立了生物样本中河

豚毒素的液质测定方法，达到中毒早期快速确认毒素的种类及含

量的目的，为临床诊断和治疗提供关键依据，对及时挽救中毒患

者的生命具有重要意义。

该方法的优势和特点：

1、灵敏度高：灵敏度达到皮克级别以下，完全满足标准要求（SF/

Z JD0107011-2011中的检出限为2.0 ng/mL）。

2、分析速度快：一针进样6 min即可满足河豚毒素的快速检测。
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3、方法学通过验证：在0.1-5 ng/mL浓度范围内线具有较好的线

性，线性相关系数大于0.999，血液和尿液的回收率在60.7%-

93.5%之间， 相对标准偏差小于5%。

1  实验方法

1.1 前处理条件

提取：取0.1 mL血样或者尿液样品于2 mL离心管中，加入1 mL 

0.1%乙酸甲醇，涡旋振荡2 min，12000 r/min 离心 5min，上清液

待净化；

活化：PCX固相萃取柱(Agela, 60 mg/3 mL)使用前依次用 3 mL

甲醇、3 mL超纯水活化；

上样：上清液全部过柱

淋洗：3 mL  0.3 %乙酸水、 3 mL  0.3%乙酸/50 %乙腈水

洗脱：3 mL 0.3 %盐酸/50%乙腈水，而后压干

洗脱液中加入5 μL氨水溶液，涡旋混匀，12000 r/min 离心

5 min，取上清液至进样瓶中，待测定。

1.2  液相色谱条件

色谱柱： Amide (100×2.1 mm, 1.7 μm)

流动相：0.1 %甲酸水溶液（水相）和乙腈（有机相）

流速：0.4 mL/min

柱温：40℃
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2  实验结果

2.1 色谱质谱条件优化

通过优化乙腈、甲酸、甲酸铵等试剂的浓度组合，确定0.1 %

甲酸和乙腈作为本实验的流动相具有较好的灵敏度；并对源参数

用流动注射分析（FIA）优化， 得到合适的源参数。河豚毒素的提

取离子流图见图1。

2.2  线性回归方程

该方法采用基质匹配标准曲线，在0.1-5 ng/mL浓度范围内线

性良好，回归系数达到0.999以上，见图2。

梯度洗脱条件：见表1

时间(min) 水相 (%) 有机相 (%)

0 15 85

0.5 15 85

2 50 50

4 50 50

4.1 15 85

6 15 85

表1. 液相梯度洗脱

1.3  质谱条件

扫描模式：ESI源，正离子模式；化合物参数见表2

离子源参数：

气帘气CUR（psi）：25 温度TEM（℃）：650

碰撞气CAD（psi）：8 雾化气GS1（psi）：45

喷雾电压IS（V）：5500 辅助雾化气GS2（psi）：55

化合物
母离子
(m/z)

子离子
(m/z)

去簇电压
（V）

碰撞能
（eV）

TTX 1 320.1 302.1 115 34

TTX 2 320.1 162 115 52

表2. 离子对参数 

图1. 河豚毒素的提取离子流图

图2a. 血液中河豚毒素的基质匹配标准曲线 图2b. 尿液中河豚毒素的基质匹配标准曲线
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2.3  回收率与精密度

在空白基质上分别添加1.0 ng、5.0 ng、10.0 ng的河豚毒素标

样，每个浓度6个平行，提取回收率及相对标准偏差（RSD）如表3

所示。

3  小结

本文建立了生物检材中河豚毒素的液质测定方法，前处理简单

快捷，节省了样品处理时间和人员成本。河豚毒素在0.1-5 ng/mL浓

度范围内线性良好，回归系数达到0.999以上，加标回收高于60%，

6个平行样的精密度在5%以内，满足检验需求，为生物检材中河豚

毒素的测定提供参考。

添加量(ng)
血液
回收率

(%)

血液
RSD(%)

(n=6) 

尿液
回收率

(%)

尿液
RSD(%)

(n=6) 

1.0 65.7 2.7 93.5 1.9

5.0 61.4 1.6 88.2 3.6

10.0 60.7 2.0 89.4 1.7

表3. 河豚毒素回收率与精密度
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