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液相色谱-串联质谱法测定腌制河豚鱼中河豚毒素

俞莎，徐美佳，徐小民

浙江省疾病预防控制中心理化与毒理检验所，浙江 杭州 310051

摘要：目的 建立基于阳离子交换固相萃取（SPE）小柱净化，液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）检测腌制河豚鱼中河

豚毒素（TTX）的方法。方法 粉碎均匀的腌制河豚鱼样品，采用0.5%乙酸/50%甲醇/水超声提取，提取液经阳离子交

换SPE小柱净化，0.3%盐酸/50%乙腈/水洗脱，洗脱液经氨水中和后采用XBridgeTM BEH Amide色谱柱（150 mm×3.0 mm，

1.7 μm）分离，采用串联质谱多反应监测模式测定。结果 TTX的基质效应为85.7%~92.4%，采用优化后的SPE方法净

化，基质抑制效应得到有效控制。样品中TTX在2.0~4 000 μg/kg范围内线性关系良好，相关系数（r2）为0.999 2；方

法检出限和定量限分别为1.0 μg/kg和2.0 μg/kg。在2.0、200、2 200 μg/kg水平加标，平均回收率为81.2%~96.5%，相

对标准偏差为 4.3%～7.5%。质控样品中 TTX的日内准确度为 84.4%～95.6%，精密度为 4.9%～5.8%；日间准确度为

86.1%～94.9%，精密度为5.5%～8.5%。采用本方法测定38份市售腌制河豚鱼制品，TTX检出率为60.5%。结论 本研

究建立的方法可以实现腌制河豚鱼中TTX的准确定量测定。
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Determination of tetrodotoxin in salted pufferfish by liquid chromatography-
tandem mass spectrometry

YU Sha, XU Meijia, XU Xiaomin
Department of Physicochemical and Toxicology, Zhejiang Provincial Center for Disease Control and Prevention, Hangzhou,

Zhejiang 310051, China

Abstract: Objective To develop a liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method with cation
exchange-based solid phase extraction (SPE) for determination of tetrodotoxin (TTX) in salted pufferfish. Methods
Evenly crushed salted pufferfish samples were subjected to ultrasound-assisted extraction with 0.5% acetic acid / 50%
methanol/water. The extract was cleaned with cation exchange-based SPE cartridge and eluted with 0.3% hydrochloric
acid and 50% acetonitrile / water. The eluent was neutralized with ammonia and separated with a Waters XBridgeTM

BEH Amide column (150 mm×3.0 mm, 1.7 μm), and determined using LC-MS/MS in a multiple reaction monitoring
mode. Results The matrix effects of TTX were 85.7%-92.4%, and the matrix suppression effect was under effective
control following clean-up procedures using the optimized SPE method. The TTX showed a good linear relationship at
the range of 2.0 to 4 000 μg/kg, with a correlation coefficient (r2) of 0.999 2. The limits of detection and quantitation
for TTX in sample matrix were 1.0 μg/kg and 2.0 μg/kg, respectively. The mean spiked-recovery rates were 81.2% to
96.5% at spiked amounts of 2.0, 200 μg/kg and 2 200 μg/kg, with relative standard deviations (RSDs) of 4.3% to
7.5%. The intraday accuracy and precision of TTX were 84.4% to 95.6% and 4.9% to 5.8% in quality control sam⁃
ples, and the interday accuracy and precision of TTX were 86.1% to 94.9% and 5.5% to 8.5% in quality control sam⁃
ples. The detection of TTX was 60.5% in 38 market-sold salted pufferfish products using the established LC-MS/MS
method. Conclusion The established LC-MS/MS method is effective for accurate quantitative determination of TTX in
salted pufferfish.
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河豚毒素（tetrodotoxin，TTX）是一种具有强效

神经毒性的致命海洋生物毒素，导致 TTX 中毒的海

洋生物主要为野生河豚鱼［1］。野生河豚鱼即使经过

腌制、烹饪等加工处理，仍然会有部分 TTX 残留，

食用腌制河豚鱼中毒事件时有报道［2］。我国没有腌

制河豚鱼 TTX 的限量标准，开展腌制河豚鱼中 TTX
污染的安全性评估和相关中毒事件的快速处置，需以

痕量水平和中毒高含量水平 TTX 的快速准确检测技

术为支撑。

TTX 的检测方法包括小鼠生物法［3］、酶联免疫

法［4］、气相色谱-质谱法［5］、液相色谱-荧光检测器

法［6］ 和液相色谱-串联质谱法 （liquid chromatogra⁃
phy - tandem mass spectrometry，LC-MS /MS）［7］ 等。

LC-MS/MS 因其高灵敏度和高选择性，是定性、定量

测定海产品中 TTX 的首选方法［7-8］。亲水相互作用

色谱柱可以在没有离子对试剂的情况下良好地分离极

性物质，解决 LC-MS/MS 检测 TTX 的色谱分离难

题，其中首选含酰胺官能团的色谱柱［8-10］。利用酸性

条件下净化材料中的磺酸基与 TTX 的离子交换原理，

阳离子交换固相萃取 （solid phase extraction，SPE）
方法已经被应用于新鲜海产品中 TTX 的测定，但基

质抑制效应不容忽视［7］。本研究拟通过优化样品提

取和净化条件，建立快速定量测定腌制河豚鱼中

TTX 的方法。

1 材料与方法

1.1 样品来源

腌制河豚鱼样品购自浙江市场，包括腌制后晒干

的干制品和未晒干的湿样。高浓度腌制河豚鱼样品

（20 318 μg/kg）来自于某起 TTX 中毒事件。

1.2 仪器与试剂

LCMS-8060 液相色谱-三重四极杆串联质谱仪

（日本岛津公司）；超纯水装置 （美国 Millipore 公

司）；DFY-1000 高速粉碎机（浙江温岭林大机械有

限公司）；HC-3018 高速离心机（安徽中科中佳科学

仪器有限公司）。甲醇、乙腈 （色谱纯，美国 J.T.
Baker 公司）；甲酸、乙酸 （色谱纯，美国 Thermo
Fisher Scientific 公司）；盐酸（分析纯，上海国药化

学试剂公司）；氨水［分析纯，>28%，赛默飞世尔科

技（中国）公司］；TTX（100 mg/L，上海安谱公司）；

Oasis MCX 阳离子交换 SPE 小柱（60 mg/3 mL，美国

Waters 公司）。

1.3 方法

1.3.1 标准溶液的配制

50% 乙腈/水逐级稀释 TTX 储备液，配制质量浓

度为 10.0 μg/L 和 1 000 μg/L 的标准使用液。移取适

量标准使用液，用 50% 乙腈/水配制质量浓度为

0.05~100 μg/L 的系列标准溶液。

1.3.2 分析条件

色谱条件：XBridgeTM BEH Amide 柱（150 mm×
3.0 mm，1.7 μm，美国 Waters 公司）；柱温为 35 ℃；

流动相 A 为 0.1% 甲酸水；流动相 B 为乙腈。梯度

洗脱程序：0~1.0 min，75%B；1~5.0 min，75%B~
40%B； 5.0~7.0 min， 40%B； 7.0~7.5 min， 40%B~
75%B；7.5~10.0 min，75%B。流速为 0.4 mL /min；
进样量为 4.0 μL。

质谱检测：电喷雾离子源正离子模式监测

（ESI+）；离子源接口电压为 4.5 kV；雾化气为氮气，

3.0 L/min；干燥气为氮气，10 L/min；加热气为空

气，10 L /min；碰撞气为氩气；脱溶剂管温度为

250 ℃；加热块温度为 400 ℃；接口温度为 250 ℃；

多反应监测（MRM）模式，320 >302（23 eV，定量

离子对），320 >162（37 eV，定性离子对）。

1.3.3 样品前处理

用力拍打鱼干表面去除盐颗粒，然后将鱼肉

撕成细条状，剪成 1 cm 长小段，高速粉碎机磨

碎，-18 ℃保存。

准确称取 2 g 粉碎均匀的样品于 50 mL 聚丙烯

离心管中，加入 15 mL 0.5% 乙酸/50% 甲醇/水，涡

流振荡 5 min，室温水浴超声 20 min，用上述提取

剂定容至 20 mL，混匀，1 574×g 离心 5 min。取

0.5 mL 上清液，加入 0.5 mL 甲醇和 0.5 mL 乙腈，

涡流混匀 0.1 min，于 -18 ℃静置 20 min，然后

1 574×g 离心 5 min。将上清液转移到 Oasis MCX 阳

离子交换 SPE 小柱（使用前依次用 3 mL 甲醇和水

活化），快流干时依次用 3 mL 0.3% 乙酸水、3 mL
0.3% 乙酸/50% 乙腈/水淋洗除杂，并抽干 0.1 min，
弃去所有淋洗液；用 2 mL 0.3% 盐酸/50% 乙腈/水洗

脱，并抽干 0.1 min；收集全部洗脱液，加入 5 μL
氨水，涡旋混匀 0.1 min，过 0.22 μm 滤膜后待

LC-MS/MS 检测。

1.3.4 提取条件的优化

以含量分别为 2 699、1 067、143 μg/kg 的阳性

样品，以及 50.0 μg/kg 阴性加标样品为研究对象，
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每个样品分别采用 0.5% 乙酸/100% 甲醇、0.5% 乙

酸/80% 甲醇、0.5% 乙酸/60% 甲醇、0.5% 乙酸/50%
甲醇和 0.5% 乙酸水提取，比较 TTX 回收率。

1.3.5 蛋白质沉淀条件的优化

选择 TTX 阴性的低盐干制品（样品表面盐粒较

少）、高盐干制品（样品表面有大量盐粒）和湿样为

研究对象，采用 0.5% 乙酸/50% 甲醇提取后，每

毫升提取液中加入 10 ng TTX，然后按表 1 所示的

6 个条件分别在提取液中加入甲醇和乙腈沉淀蛋白

质，比较蛋白质等干扰基质对 TTX 过柱净化回收率

的影响。

表 1 提取液蛋白质沉淀条件

Table 1 Protein precipitation conditions of extract
编号

1
2
3
4
5
6

提取液/mL
0.5
1.0
0.5
0.5
0.5
0.5

甲醇/mL
0
0
0

0.5
0.5
0.5

乙腈/mL
0
0
0.5
0.5
1.0
1.5

1.3.6 基质效应

分析基质效应，基质效应=样品基质中被测物的

峰面积/纯溶剂中的峰面积。>100% 表示基质增强效

应，<100% 表示基质抑制效应。

1.3.7 阳性质控样品制备

市售样品按 1.3.3 处理后测定，筛选不同浓度的

阳性样品，以及某中毒事件剩余的高浓度样品，分别

充分粉碎、混合均匀后，按照最佳检测条件重复测定

6 次，取平均值，获得含量分别为 5.8、143、1 067、
2 699、20 318 μg/kg（中毒样品）的阳性质控样品。

1.3.8 方法学验证

以 TTX 浓度为 0.05~100 μg/L 的系列标准溶液

浓度为横坐标，经 LC-MS/MS 测定的相应色谱峰峰

面积为纵坐标，绘制标准曲线。以基质中响应值较弱

的定性离子 3 倍信噪比对应的含量计算检出限，定

量例子 10 倍信噪比对应的含量计算定量限。采用低

盐干制品、高盐干制品和湿样 3 种阴性基质，分别

添加 3 个浓度水平 （2.0、200、2 200 μg / kg） 的

TTX，每个水平做 6 个平行试验，测定方法的回收

率。对 TTX 含量分别为 5.8、143、2 699、20 318
μg/kg 的质控样品分别测定日内（n=6）和日间（连

续 3 d，n=3）回收率，分析准确度和精密度。

2 结 果

2.1 样品提取优化结果

不同提取条件下的回收率见图 1。采用 100% 甲

醇提取时，TTX 回收率为 45.5%~63.0%，随着提取

液中甲醇比例降低、含水量上升，TTX 回收率逐渐

增加，当采用 0.5% 乙酸/50% 甲醇为提取液时，TTX
回收率最高，超过 90%。为保证提取回收率，尽可

能降低提取液中盐含量，本研究采用 0.5% 乙酸/50%
甲醇作为提取液。

100
80
60
40
20
0

回
收

率
/%

2 699 1 067 143 50
样品中TTX含量/（μg/kg）

0.5%乙酸/甲醇0.5%乙酸/80%甲醇

0.5%乙酸/60%甲醇0.5%乙酸/50%甲醇0.5%乙酸水

图 1 不同提取条件下腌制河豚鱼样品 TTX 回收率（n=3）
Figure 1 Recoveries of TTX in salted pufferfish extracted with
different solvents (n=3)

2.2 样品净化结果

0.5 mL 提取液直接过柱，高盐干制品（条件 1）
回收率低于 80%；1 mL 提取液直接过柱，3 类样品

回收率均低于 80%，且高盐干制品回收率低于 50%
（条件 2）。在提取液中加入蛋白沉淀剂甲醇和乙腈后

（条件 3~6）可以改善回收率，最佳比例为 0.5 mL 提

取液中加入 0.5 mL 甲醇和 0.5 mL 乙腈（条件 4）。

见图 2。

100
80
60
40
20
0

回
收

率
/%

低盐干制品
高盐干制品
湿样

1 2 3 4 5 6
蛋白沉淀条件编号

图 2 MCX 小柱净化时不同蛋白沉淀条件下腌制河豚鱼样品

TTX 回收率（n=3）
Figure 2 Effects of the amount of protein precipitant on TTX

recoveries during MCX cartridge purification (n=3)
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2.3 基质效应

腌制河豚鱼样品中不同 TTX 含量时的基质效应

为 85.7%~92.4%。采用优化后的提取净化方法检测，

基质抑制效应不明显，可以采用纯溶剂标准定量校正

样品基质中的结果。

2.4 方法的检出限和定量限

TTX 在 0.05~100 μ g/L （相当于样品中 2.0~
4 000 μg/kg）浓度范围内的线性关系良好，相关系

数（r2）为 0.999 2。样品 TTX 的检出限为 1 μg/kg，
定量限为 2 μg/kg。
2.5 方法的特异性

阴性样品、阴性样品检出限水平（1.0 μg/kg）加

标、阳性样品（2 142 μg/kg）中 TTX 色谱图见图 3。
除阳性样品 TTX 之前有 4epi-TTX 的异构体峰［7］，

未见其他干扰，方法具有较高的特异性。

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0

（×1 000）
B TTX1.0

0.5
0

丰
度

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0

（×1 000 000）
C TTX1.5

1.0
0.5

0

丰
度

4-epi TTX

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0

1.0
0.5

0

丰
度

A

时间/min
注：A表示阴性样品；B表示阴性样品检出限水平（1.0 μg/kg）

加标；C表示2 142 μg/kg的阳性样品。

图 3 腌制河豚鱼样品 TTX 色谱图

Figure 3 Chromatograms of TTX in salted pufferfish

2.6 加标回收率

低盐干制品、高盐干制品和湿样的加标回收率分

别为 82.9%~93.6%、81.2%~93.3% 和 84.2%~96.5%，

相对标准偏差 （RSD） 分别为 4.8%~6.3%、4.3%~
7.5% 和 4.4%~7.3%。

2.7 准确度和精密度

质控样品中 TTX 的日内准确度为 84.4%～

95.6%，精密度为 4.9%～5.8%；日间准确度为 86.1%～

94.9%，精密度为 5.5%～8.5%。

2.8 样品检测结果

检测市售腌制河豚鱼样品 38 份，检出 TTX 23
份，检出率为 60.5%。TTX 含量超过 1 000 μg/kg 的

样品 3 份，分别为 1 067、2 142、2 699 μg/kg；超

过 SC/T 3124—2019 《鲜、冻养殖河豚鱼》［11］限量

2 200 μg/kg 的样品 1 份。

3 讨 论

本研究通过优化样品提取和 Oasis MCX 阳离子

交换 SPE 小柱净化条件，建立了腌制河豚鱼中 TTX
的快速准确测定方法。

海产品中 TTX 的提取主要包括乙酸水［12］和乙

酸甲醇［13］2 种方法。腌制河豚鱼大部分为干制品，

需在提取液中加入适量水提高提取效率；同时，样品

中含有大量的盐会影响 MCX 小柱净化的回收率，需

要在提取液中加入适量的有机溶剂尽可能降低无机盐

含量。本研究优化了提取条件，发现采用 0.5% 乙酸/
50% 甲醇可实现上述目的。

即使是采用优化后的最佳提取剂，提取液中仍含

有较高浓度的蛋白质和无机盐，会竞争吸附阳离子交

换活性点位，导致 TTX 在上样和淋洗阶段被冲洗下

来，回收率降低［14］。在提取液中加入甲醇和乙腈可

以起到沉淀蛋白质和无机盐的效果，保证样品基质中

TTX 阳离子交换净化的回收率。

MCX 柱净化后的 TTX 多采用 1~2 mL 的 0.1 或

0.2 mol/L 的盐酸甲醇（约 1% 或 2% 盐酸甲醇）洗

脱［13，15］。此类洗脱液洗脱强度大，TTX 的基质抑制

效应强烈［16］。本研究发现，采用与色谱初始流动相

接近的乙腈水（50%）作为洗脱液，可在降低洗脱液

中盐酸浓度的条件下获得良好的回收率并改善基质效

应。本研究发现最佳洗脱条件为 2 mL 的 0.3% 盐酸/
50% 乙腈/水。洗脱液中加入 5 μL 氨水，可使其 pH
值大于 3，满足 XBridgeTM BEH Amide 柱的最佳 pH
使用要求，实现洗脱液不经氮吹直接进样的目的。

文献报道的免疫亲和柱净化法可以实现低水平的

准确定量［17］，但对于含量超过柱容量 （一般为

1 000 ng）的样品（如 2 200 μg/kg），需要尝试多次

稀释和多次过柱后才能准确定量。本研究建立的阳离

子交换 SPE 小柱净化-LC-MS/MS 法可以实现腌制河

豚鱼中痕量水平 TTX（检出限 1 μg/kg）的测定，且

线性范围为 2.0~4 000 μg/kg，涵盖了鲜、冻养殖河

豚鱼限量值（2 200 μg/kg）。同时，对于 TTX 含量超

过线性范围的样品也只要 1 次过柱，适当稀释洗脱

液使 TTX 含量处于线性范围内就能准确定量。
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