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超高效液相色谱⁃电喷雾串联四极杆质谱结合
内标物测定水体中微囊藻毒素∗

李　 宏　 潘　 纲∗∗　 张洪刚

（中国科学院生态环境研究中心， 北京， １０００８５）

摘　 要　 本文建立了超高效液相色谱⁃电喷雾串联四极杆质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）测定水体中 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ
的方法，比较了内标的加入对不同水样富集体积下 ＭＣｓ 测定准确度的影响．结果表明，以乙腈和水（均含 ０．１％
甲酸）为流动相时，ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 在 Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８色谱分离柱（２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ ｉ．ｄ．粒径 １􀆰 ７ μｍ，
孔径 １３０ Å）于 ４ ｍｉｎ 内完全分离．经优化质谱参数，选择 ｍ ／ ｚ ５１９．８＞１３４．３ 和 ９９５．５＞１３４．６ 分别为 ＭＣ⁃ＲＲ、ＭＣ⁃
ＬＲ 质谱检测的定量离子对．方法学验证表明，在所设定的色谱、质谱参数条件下，ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 对 ＭＣ⁃ＲＲ 和

ＭＣ⁃ＬＲ 的检出限分别为 ２．０ ｎｇ·Ｌ－１和１．０ ｎｇ·Ｌ－１，定量限分别为为 ６．０ ｎｇ·Ｌ－１和 ３．０ ｎｇ·Ｌ－１，回收率分别达

９８􀆰 ９％—１０６．５％和 ９８．４％—１０１．５％．测定太湖梅梁湾水样时，当水体中 ＭＣｓ 浓度达到 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法定量

限 ２０ 倍时，可通过加入内标物亮氨酸脑啡肽，实现快速（不经过水样富集）且准确（相对标准偏差＜５．０％）的
ＭＣ⁃ＲＲ 与 ＭＣ⁃ＬＲ 测定．
关键词　 有毒水华， 微囊藻毒素， 超高效液相色谱⁃电喷雾串联四极杆质谱， 内标．
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ＬＩ Ｈｏｎｇ　 　 ＰＡＮ Ｇａｎｇ∗∗ 　 　 ＺＨＡＮＧ Ｈｏｎｇｇａｎｇ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｐｒｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎｓ ｕｓｉｎｇ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｍｅｔｈｏｄ， ｄｕｒｉｎｇ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｌｏｓｓ ｏｆ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｍａｙ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ． Ａｎ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔａｎｄｅｍ ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ／ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎｓ （ＭＣ⁃ＲＲ ａｎｄ ＭＣ⁃ＬＲ） ｉｎ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｏｎ ＭＣｓ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ａｃｃｕｒａｃｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｃｏｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ
ｔｈａｔ ｗｈｅｎ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｎｄ ｗａｔｅｒ （ ｂｏｔｈ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０．１％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ） ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ，
ＭＣ⁃ＲＲ ａｎｄ ＭＣ⁃ＬＲ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｉｎ ａｎ ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ ｉ．ｄ．
ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ １．７ μｍ， ｐｏｒｅ ｓｉｚｅ １３０ Å） ｗｉｔｈｉｎ ４ ｍｉｎｓ． Ｐｒｏｄｕｃｔ⁃ｉｏｎ ｔｒａｃｅｓ ａｔ ｍ ／ ｚ ５１９．８＞１３４．３ ａｎｄ
９９５．５ ＞ １３４． ６ ｗｅｒｅ ｓｅｔ ａｓ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎｓ ｏｆ ＭＣ⁃ＲＲ ａｎｄ ＭＣ⁃ＬＲ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｕｐｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤ） ｆｏｒ ＭＣ⁃ＲＲ ａｎｄ ＭＣ⁃ＬＲ ｗａｓ ２．０ ａｎｄ １．０ ｎｇ·Ｌ－１， ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ
ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱ） ｗａｓ ６．０ ａｎｄ ３．０ ｎｇ·Ｌ－１， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ９８．９％—
１０６．５％ ａｎｄ ９８．４％—１０１．５％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣ⁃
ＲＲ ａｎｄ ＭＣ⁃ＬＲ ｉｎ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｔａｉｈｕ Ｌａｋｅ， ｒａｐｉｄ （ｗｉｔｈｏｕｔ ｐｒｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ）
ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ （ＲＳＤ＜５． ０％） ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣｓ ｗａｓ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｗｈｅｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ （ ｌｅｕｃｉｎｅ
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ｅｎｋｅｐｈａｌｉｎ） ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｗ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎｓ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ａｂｏｖｅ ２０⁃ｆｏｌｄ ｏｆ ｔｈｅ ＬＯＱ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｏｘｉｃ ａｌｇａｌ ｂｌｏｏｍｓ， ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎｓ， ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ， ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ．

铜绿微囊藻在富营养水体中大量繁殖会造成蓝藻水华，同时导致微囊藻毒素（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎｓ，ＭＣｓ）的
释放［１］ ．当爆发蓝藻水华时，水体中溶解态 ＭＣｓ 浓度通常在 ０．１—１０．０ μｇ·Ｌ－１ ［２］，但频繁接触含低浓度

ＭＣｓ 的水体，或者长期食用富集了 ＭＣｓ 的水产品，会导致人体肝脏类疾病的发生［３］，因此快速、准确检

测水体中痕量藻毒素对于 ＭＣｓ 预警十分重要．
ＭＣｓ 是一组环状多肽类物质，具有 ９０ 种不同的异构体［４］，其中最为常见、毒性最强的分别是ＭＣ⁃ＲＲ

和 ＭＣ⁃ＬＲ，世界卫生组织对饮用水中 ＭＣ⁃ＬＲ 最高允许量为 １．０ μｇ·Ｌ－１ ．目前用于藻毒素检测的生化分析

法如酶联免疫吸附、蛋白磷酸酶抑制等只能测定总 ＭＣｓ 量，无法对 ＭＣｓ 异构体进行定量［５］ ．高效液相色

谱串联质谱法（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）可对 ＭＣｓ 各种异构体进行检测，对 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 的定量限最低分别

达 ０．２ μｇ·Ｌ－１ ［６］和 ０．１ μｇ·Ｌ－１ ［７］ ．在 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 基础上发展起来的超高效液相色谱⁃电喷雾串联四极

杆质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）采用了小颗粒、高性能微粒的固定相，超高压输液泵以及更为灵敏的检测器，因
此增加了分析灵敏度［８］，对 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 的定量限最低可达０．０６ μｇ·Ｌ－１ ［９］ 和 ０．０８ μｇ·Ｌ－１ ［１０］ ．但由

于天然水体中 ＭＣｓ 含量低［２］，无论是 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 还是 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ，都需将水样通过固相萃取柱富

集 １０００ 倍左右［１１⁃１２］，再用溶剂淋洗，然后用甲醇将吸附在固相萃取柱上的 ＭＣｓ 洗脱，洗脱液收集后再

用于分析，这种预处理增加了藻毒素的测定时间［１３］ ．水样在富集过程中 ＭＣｓ 的损失或洗脱不完全等因

素也会影响其定量，而且对于水体中痕量 ＭＣｓ 的测定，即使经过 １０００ 倍富集［１４⁃１５］，水体中的其他有机

物及复杂组分的基质效应也会影响 ＭＣｓ 定量的准确性［６，１６］ ．在水样中加入内标进行样品分析可以降低

复杂样品基质对待测物的影响，同时削减样品预处理过程中待测物的损失对定量的干扰［１７⁃１８］ ．对于藻毒

素测定时内标物的选择，最理想的是藻毒素的同位素物质［９］，但这种内标目前很难买到．亮氨酸脑啡肽

在天然环境水体中不存在，其环状结构与藻毒素相似．Ｘｕ 等将一定浓度的亮氨酸脑啡肽与 ４ 种藻毒素

标样混合后用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，发现藻毒素与亮氨酸脑啡肽可以很好分离，且回收率相近，因此认为

亮氨酸脑啡肽可以作为藻毒素测定的内标物［９］，但是对于内标的加入对不同水样富集量下 ＭＣｓ 测定准

确度影响的研究尚无公开报导．
本文建立了超高效液相色谱⁃电喷雾串联四极杆质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）测定水体 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ

的方法，并比较了天然水样在不同富集体积下添加内标（亮氨酸脑啡肽）对 ＭＣｓ 测定准确性的影响，目
的在于建立一种检测灵敏、定量准确且不需水样富集的 ＭＣｓ 测定方法．

１　 材料和方法

１．１　 试剂与仪器

ＭＣ⁃ＲＲ 及 ＭＣ⁃ＬＲ 标样（纯度均大于 ９５％）购自伊普锐斯科技有限公司，内标物亮氨酸脑啡肽

（Ｌｅｕｃｉｎｅ Ｅｎｋｅｐｈａｌｉｎ，ＣＡＳ ｎｕｍｂｅｒ ８１６７８⁃１６⁃２）购自 Ｓｉｇｍａ 公司．将 ＭＣ⁃ＲＲ 及 ＭＣ⁃ＬＲ 分别用甲醇配制成

浓度 １．０ μｇ·ｍＬ－１的储备液，－２０ ℃保存．用 ５０％甲醇的水溶液配制浓度为 １０．０ μｇ·Ｌ－１亮氨酸脑啡肽内

标液，在 ３ ℃以下保存．甲醇、乙腈均为色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ），甲酸为分析纯，超纯水由 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 纯水系统制

备．固相萃取柱为 ＳｕｐｅｌｃｌｅａｎＴＭ ＬＣ－１８．利用 Ａｃｑｕｉｔｙ 超高效液相色谱仪和 Ｑｕａｔｔｒｏ Ｐｒｅｍｉｅｒ ＸＥ 质谱仪（美
国 ｗａｔｅｒｓ 公司）对藻毒素进行分析．
１．２　 色谱与质谱条件

Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱（１．７ μｍ，２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ），柱温 ４０ ℃，流动相为 Ａ：水；Ｂ：乙腈，Ａ、Ｂ
均含 ０．１％甲酸．流速为 ０．３ ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量 １０ μＬ．梯度洗脱程序为：在 ３ ｍｉｎ 内乙腈从 １０％增加到

１００％，保持 ２ ｍｉｎ，在 ０．１ ｍｉｎ 后流动相比例回到初始状态，并保留 ２ ｍｉｎ 以平衡色谱柱．
采用正离子电离模式（ＥＳＩ＋），离子源温度 １００ ℃，脱溶剂气温度 ２５０ ℃，喷雾电压 ３．５ ｋＶ，脱溶剂

气流量 ５００ Ｌ·ｈ－１，锥孔气流量 ５０ Ｌ·ｈ－１，四级杆范围 ｍ ／ ｚ １００—１２００，多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）模式下定量分析，氩气流量 ０．２ ｍＬ·ｍｉｎ－１ ．



　 １２ 期 李宏等：超高效液相色谱⁃电喷雾串联四极杆质谱结合内标物测定水体中微囊藻毒素 ２０８９　

１．３　 实际水样的预处理

在 ２０１２ 年 １ 月（蓝藻水华未爆发期，样品 １）与 １０ 月（蓝藻水华爆发期，样品 ２）采集太湖梅梁湾地

区水样，分为 ２ 组，每组各 ５ Ｌ．其中一组加入 １０ ｍＬ 浓度为 １０．０ μｇ·Ｌ－１的亮氨酸脑啡肽内标液，水样与

内标物充分混匀并过 ０．４５ μｍ 滤膜去除水体中颗粒物后，取 １ ｍＬ 水样直接用于 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，另
取 １０、１００、１０００ ｍＬ 水样分别过 ＳＰＥ 柱富集．另一组不加内标液，水样过 ０．４５ μｍ 滤膜后取 １ ｍＬ 直接用

于 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，同时取 １０、１００、１０００ ｍＬ 水样过 ＳＰＥ 柱富集．以上处理均做 ３ 次重复．
水样富集方法如下：用 １０ ｍＬ 甲醇和 １０ ｍＬ 水活化 ＳＰＥ 固相萃取柱，将上述水样以 ５．０ ｍＬ·ｍｉｎ－１的

流速通过已活化的 ＳＰＥ 柱后，用 １０ ｍＬ ２０％甲醇洗涤 ＳＰＥ 柱，最后用 １０ ｍＬ 纯甲醇洗脱吸附在固相萃

取柱上的 ＭＣｓ，收集洗脱液于 ５０ ｍＬ 试管中，３０ ℃ 下用高纯氮气吹干后，用 ５０％甲醇水溶液定容至

１ ｍＬ，过 ０．２２ μｍ 滤膜后用于分析．
１．４　 数据处理

用 ＳＰＳＳ １８．０ 软件计算相对标准偏差（ＲＳＤ），用单因素方差分析比较数据的差异性，统计显著性水

平为 Ｐ＜０．０５．

２　 结果与讨论

２．１　 色谱柱及流动相

本文选用 Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱（２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ ｉ．ｄ．粒径 １．７ μｍ），其 １３０ Å 孔径可满足

ＭＣ⁃ＲＲ，ＭＣ⁃ＬＲ 的＜１０００ 分子量的分离要求．由于微囊藻毒素呈中性或带有负电荷，向流动相中加入一

定量的酸可改善 ＭＣｓ 分离效果及峰形［７］，因此本实验的流动相由加入 ０．１％甲酸的乙腈和水组成．将内

标亮氨酸脑啡肽，ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 混合后进样，在 ４ ｍｉｎ 内可完全分离，且各组分分离良好，色谱峰对

称，基线平稳（图 １）．通常采用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法需 ２５ ｍｉｎ 左右才能实现 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 的分离［１３］，
Ｏｅｈｒｌｅ 等建立的 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法使分离时间缩短至 ７ ｍｉｎ［１９］ ．与上述方法相比，本文所建立的方法可显

著缩短分析时间．

图 １　 ＭＣ⁃ＲＲ、ＭＣ⁃ＬＲ 及内标的混合标准溶液色谱图

Ｆｉｇ．１　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＭＣ⁃ＲＲ， ＭＣ⁃ＬＲ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ

２．２　 质谱条件

２．２．１　 母离子的选择

根据各种 ＭＣｓ 分子结构，选择 ＥＳＩ（ ＋）作为电离化模式，将 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 标准品分别配制成

５００ μｇ·Ｌ－１的溶液，通过全扫描方式找出其母离子，依据［Ｍ＋Ｈ］ ＋或［Ｍ＋２Ｈ］ ２＋准分子离子的信号强度稳

定性进行手动方式优化质谱参数．结果表明，ＭＣ⁃ＲＲ 给出了基峰为 ｍ ／ ｚ ５１９．８ 的［Ｍ＋Ｈ］ ２＋峰，而 ＭＣ⁃ＬＲ
给出基峰为 ｍ ／ ｚ ９９５．５ 的［Ｍ＋Ｈ］ ＋峰，ＭＣ⁃ＲＲ（ｍ ／ ｚ ５１９．８）在锥孔电压为 ５０ Ｖ 时有较强的响应（图 ２ａ），
ＭＣ⁃ＬＲ （ｍ ／ ｚ ９９５． ５） 在一定范围内随锥孔电压的增高响应增大，当锥孔电压为 ８０ Ｖ 时信号最强

（图 ２ｂ）．



２０９０　 环　 　 境　 　 化　 　 学 ３３ 卷

图 ２　 ＭＣ⁃ＲＲ（ａ）和 ＭＣ⁃ＬＲ（ｂ）的全扫描图

Ｆｉｇ．２　 Ｆｕｌｌ ｓｃａｎ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＭＣ⁃ＲＲ （ａ） ａｎｄ ＭＣ⁃ＬＲ （ｂ）

２．２．２　 特征离子的选择

使用 Ｄａｕｇｈｔｅｒ 扫描的方式，调节碰撞能量，选择丰度最高的子离子作为定量离子，丰度次高的离子

作为定性离子，并确定其最佳诱导碰撞能量值．结果表明，ｍ ／ ｚ １３４．３ 和 ｍ ／ ｚ １３４．６ 分别是 ＭＣ⁃ＲＲ 和

ＭＣ⁃ＬＲ的定量离子，ｍ ／ ｚ ４５５．９（图 ３ａ）和 ｍ ／ ｚ １９９．５（图 ３ｂ）分别作为定性离子．最终所选择的母离子、定
量离子、定性离子及质谱参数见表 １．

图 ３　 ＭＣ⁃ＲＲ（ａ）和 ＭＣ⁃ＬＲ（ｂ）的二级质谱扫描图

Ｆｉｇ．３　 ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＭＣ⁃ＲＲ （ａ） ａｎｄ ＭＣ⁃ＬＲ （ｂ）

表 １　 ＭＲＭ 分析的质谱参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｕｌｔｉ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ＭＣ⁃ＲＲ ａｎｄ ＭＣ⁃ＬＲ
检测物质 离子对质荷比（ｍ ／ ｚ） 锥孔电压 ／ Ｖ 碰撞能量 ／ ｅＶ 保留时间 ／ ｍｉｎ

ＭＣ⁃ＲＲ ５１９．８＞１３４．３ａ

５１９．８＞４５５．９
５０ ３２

４５ １．２１

ＭＣ⁃ＬＲ ９９５．５＞１３４．６ａ

９９５．５＞１９９．５
８０ ７５

６５ ２．２８

　 　 注： ａ 为定量离子．

２．３　 方法学验证

２．３．１　 标准曲线的绘制

分别配制浓度为 ０．２、０．４、０．８、１．２、１．６、２．０、１０．０ μｇ·Ｌ－１的 ＭＣ⁃ＲＲ 和浓度为 ０．１、０．２、０．４、０．６、０．８、
１􀆰 ０、５．０ μｇ·Ｌ－１的 ＭＣ⁃ＬＲ 标准藻毒素溶液，取 １０ μＬ 进样，按“１．２ 节”色谱、质谱条件进行测定，以 ＭＣｓ
峰面积为横坐标，ＭＣｓ 浓度为纵坐标，得标准曲线（表 ２）．结果表明，在 ０．２—１０．０ μｇ·Ｌ－１ＭＣ⁃ＲＲ 与 ０．１—
５．０ μｇ·Ｌ－１ ＭＣ⁃ＬＲ 的范围内，相关系数均大于 ０．９９９，在较宽阔的浓度范围内呈良好线性关系．
２．３．２　 检出限与定量限

分别将 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 配制成浓度为 １．０ μｇ·Ｌ－１的标准溶液后进样，以信噪比（Ｓ ／ Ｎ）为 ３ 时的溶

液浓度为检出限，ＭＣ⁃ＲＲ、ＭＣ⁃ＬＲ 的检出限（ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ）分别为 ０．００２、０．００１ μｇ·Ｌ－１ ．以信噪

比为 １０ 时的溶液浓度为定量限（ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＯＱ），则 ＭＣ⁃ＲＲ、ＭＣ⁃ＬＲ 的定量限（ＬＯＱ）分别为
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０．００６、０． ００３ μｇ·Ｌ－１，较之前报道的测定 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 的 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法 （定量限最低可达

０􀆰 ０６ μｇ·Ｌ－１ ［９］和 ０．０８ μｇ·Ｌ－１ ［１０］），定量限降低了近 １０ 倍．Ｗａｎｇ 等通过将水样富集 １０００ 倍，使 ＭＣ⁃ＲＲ
和 ＭＣ⁃ＬＲ 的定量限达到了 ６．０ ｎｇ·Ｌ－１和 ２．５ ｎｇ·Ｌ－１ ［１４］，张春燕等开发的在线固相萃取 ／超高效液相色

谱 ／串联四极杆质谱法，在 １５ ｍＬ 进样量的条件下使 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 的定量限分别达 ０．０７ ｎｇ·Ｌ－１和

０．１７ ｎｇ·Ｌ－１ ［１５］ ．在本文所设定的色谱、质谱条件下，ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 对 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 测定的定量限均

达到了 ｎｇ·Ｌ－１的级别．

表 ２　 ＭＣ⁃ＲＲ，ＭＣ⁃ＬＲ 的线性方程、检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ， ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＭＣ⁃ＲＲ ａｎｄＭＣ⁃ＬＲ

藻毒素
线性范围 ／
（μｇ·Ｌ－１）

标准曲线
相关系数

（ ｒ２）
检出限 ／
（μｇ·Ｌ－１）

定量限 ／
（μｇ·Ｌ－１）

ＭＣ⁃ＲＲ ０．２—１０．０ Ｙ＝ ０．０２３５Ｘ－０．３０１９ ０．９９９９ ０．００２ ０．００６

ＭＣ⁃ＬＲ ０．１—５．０ Ｙ＝ ０．１６１８Ｘ－０．０１５３ ０．９９９８ ０．００１ ０．００３

注： Ｙ 为 ＭＣＳ 浓度， Ｘ 为峰面积．

２．３．３　 精密度试验

取浓度为 ８．０ μｇ·Ｌ－１的 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ４．０ μｇ·Ｌ－１的 ＭＣ⁃ＬＲ 标样．每个浓度的样品取 ３ 份，测定日内精密

度时，一天内重复测定 ６ 次，测定日间精密度时，每天测定 １ 次，共持续测定 ５ ｄ，根据“１．２ 节”中的色谱

与质谱方法测定．日内和日间精密度试验结果表明，本文所建立的 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法测定 ＭＣ⁃ＲＲ 和

ＭＣ⁃ＬＲ 的相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）均低于 ３％（表 ３），说明本方法定量准确．

表 ３　 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 的日内精密度和日间精密度

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｔｒａ⁃ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ＭＣ⁃ＲＲ ａｎｄ ＭＣ⁃ＬＲ
日内精密度

ＭＣ⁃ＲＲ（８ μｇ·Ｌ－１） ＭＣ⁃ＬＲ（４ μｇ·Ｌ－１）

日间精密度 （ｎ＝ ５）

ＭＣ⁃ＲＲ（８ μｇ·Ｌ－１） ＭＣ⁃ＬＲ（４ μｇ·Ｌ－１）
ＲＳＤ ／ ％ ２．０３ ２．３３ ２．７７ ２．８５

２．３．４　 回收率试验

取阴性水样，分别加人 ０．５、１．０、１０．０ μｇ·Ｌ－１ ＭＣ⁃ＲＲ 和 ０．２、０．５、５．０ μｇ·Ｌ－１ ＭＣ⁃ＬＲ，样品按“１．２ 节”
的色谱和质谱条件进行测定，根据加标量和实际测定值计算空白加标回收率．结果可知，３ 种浓度梯度下

ＭＣ⁃ＲＲ 的回收率在 ９８．９％到 １０６．５％之间，ＭＣ⁃ＬＲ 在 ９８．４％至 １０１．５％之间（表 ４）．精密度与回收率实验

结果表明，本文所建立的方法准确可靠，重现性好．

表 ４　 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 的加标回收率

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｒ ｍｅｔｈｏｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣ⁃ＲＲ ａｎｄ ＭＣ⁃ＬＲ
加标量 ／
（μｇ·Ｌ－１）

ＭＣ⁃ＲＲ

０．５ １．０ １０．０

ＭＣ⁃ＬＲ

０．２ ０．５ ５．０

检测量 ／ （μｇ·Ｌ－１） ０．４９±０．０１ １．０７±０．０１ ９．８９±０．０２ ０．２０±０．０２ ０．４９±０．０１ ５．０１±０．０１

回收率 ／ ％ ９９．４ １０６．５ ９８．９ １０１．５ ９８．４ １００．２

２．４　 实际水样的测定

取藻华爆发期与未爆发期的太湖梅梁湾水样，按“１．３ 节”所示方法将水样富集不同倍数后，根据

“１．２ 节”所示色谱和质谱条件进行测定．另取与“２．３．１”所描述的ＭＣ⁃ＲＲ 与ＭＣ⁃ＬＲ 标样，加入 １００ μＬ 浓

度为１０．０ μｇ·Ｌ－１的亮氨酸脑腓肽，经 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定后以 ＭＣｓ 峰面积与内标峰面积的比值为纵坐

标，以 ＭＣｓ 浓度为横坐标［２０］，得标准曲线（ＭＣ⁃ＲＲ： Ｙ ＝ ０．０２３５Ｘ－０．３０１９： ＭＣ⁃ＬＲ： Ｙ ＝ ０．１６１８Ｘ－０．０１５３，
相关系数 Ｒ２均大于 ０．９９８）．当所采集的水样中加入了内标时，以 ＭＣｓ 峰面积与内标峰面积的比值为纵

坐标，ＭＣｓ 浓度为横坐标，在上述标准曲线上计算；未加内标的以 ＭＣｓ 峰面积为纵坐标，ＭＣｓ 浓度为横

坐标，利用“２．３．１”所示标准曲线计算．
对于未爆发藻华水样（样品 １），不加入内标时，随着富集水样体积的增加，检测到的 ＭＣ⁃ＲＲ 和
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ＭＣ⁃ＬＲ的浓度随之增加，未富集相比于 １０００ 倍的富集，ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 浓度分别低 ５０．２４％和 ５７．１９％
（表 ５），差异显著（Ｐ＜０．０５）．但向水样加入内标后，未富集样品与富集 １０、１００、１０００ 倍处理共 １２ 次测定

的 ＭＣ⁃ＲＲ 浓度为 ０．１９±０．０１ μｇ·Ｌ－１、ＭＣ⁃ＬＲ 为 ０．０６±０．０１ μｇ·Ｌ－１，ＲＳＤ 分别为 １．１５％和 ２．７７％，未富集

与不同富集体积下测定的 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 浓度差异不显著（Ｐ＞０．０５），说明定量准确，此时浓度分别

为本方法定量限的 ３０ 和 ２０ 倍．对样品 ２ 的测定结果表明，不添加内标时未富集与富集不同体积处理下

共１２ 次测定的 ＭＣ⁃ＲＲ 为 ５．１３±０．０２ μｇ·Ｌ－１、ＭＣ⁃ＬＲ 为 ０．８２±０．０３ μｇ·Ｌ－１，添加内标时 １２ 次测定的 ＭＣ⁃
ＲＲ 为 ５．１４±０．０３ μｇ·Ｌ－１，ＭＣ⁃ＬＲ 为 ０．８４±０．０２ μｇ·Ｌ－１（表 ５），添加内标对测定结果无显著影响（Ｐ＜
０􀆰 ０５）．对该样品共 ２４ 次测定 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 的 ＲＳＤ 分别为 ０．６％和 ３．５％，低于 ５％，说明定量准确，
此时ＭＣ⁃ＲＲ和 ＭＣ⁃ＬＲ 的浓度分别达仪器定量限的 ８３０ 倍和 ２８０ 倍，说明当待测物浓度远高于仪器定量

限时，水样不经富集且不添加内标物，可用 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法进行准确测定．

表 ５　 太湖梅梁湾水样在不同富集倍数下 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 的浓度（μｇ·Ｌ－１）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣ⁃ＲＲ ａｎｄ ＭＣ⁃ＬＲ ｉｎ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｓ ｆｒｏｍ Ｍｅｉｌｉａｎｇ Ｂａｙ，

Ｔａｉｈｕ， ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅｓ

样品
不添加内标

不富集 富集 １０ 倍 富集 １００ 倍 富集 １０００ 倍

添加内标

不富集 富集 １０ 倍 富集 １００ 倍 富集 １０００ 倍

１

２

ＭＣ⁃ＲＲ ０．０９±０．０２ ０．１０±０．０２ ０．１６±０．０３ ０．１８±０．０１ ０．１８±０．０２ ０．２０±０．０２ ０．１９±０．０１ ０．２０±０．０１

ＭＣ⁃ＬＲ ０．０３±０．０１ ０．０４±０．０１ ０．０６±０．０１ ０．０７±０．０１ ０．０６±０．０１ ０．０５±０．０２ ０．０６±０．０２ ０．０７±０．０１

ＭＣ⁃ＲＲ ５．１２±０．０２ ５．１４±０．０２ ５．１６±０．０３ ５．１１±０．０２ ５．１４±０．０２ ５．１６±０．０４ ５．１３±０．０４ ５．１７±０．０３

ＭＣ⁃ＬＲ ０．８５±０．０３ ０．７９±０．０５ ０．８３±０．０２ ０．８５±０．０４ ０．８４±０．０５ ０．８５±０．０４ ０．８７±０．０３ ０．８２±０．０２

　 　 注：表中数据为根据所富集水样体积换算的水体中 ＭＣｓ 浓度的最终值．

目前文献报道的用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 和 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定 ＭＣｓ 的方法大多通过外标法定量［１０，１４⁃１５］，
由于外标法易受环境及仪器条件变化的影响，同时含 ＭＣｓ 的水体中存在的有机质和其他污染物可能对

质谱产生干扰［１７⁃１８］，进而影响 ＭＣｓ 测定的准确性．为了减弱测定过程中的其他有机物对检测结果的影

响，水样通常进行 １０００ 倍左右的富集来提高待测物在质谱中的信号［１１⁃１２］，这增加了检测的时间和分析

成本，同时水样中ＭＣｓ 在富集过程中的损失也无法定量．本文中，对于水体中痕量ＭＣｓ 的测定（样品 １），
不富集和 １０００ ｍＬ 富集体积下所测的 ＭＣｓ 浓度差异显著（表 ５），这可能是因为不富集时水体中其他有

机物抑制了 ＭＣｓ 在质谱中的响应，随着富集体积的增加，待测物的信号增强，从而实现较为准确的定量．
通过向水样中加入内标，可以校正和消除其他有机物对结果产生的影响［１７⁃１８，２１］，因此样品 １ 在加入内标

后可不经富集而直接准确定量．
本文研究结果表明，当实际水样 ＭＣｓ 浓度达方法定量限 ２０ 倍时，水样在加入内标后，可不经富集

（避免了样品预处理过程中的损失）而准确测定．Ｓｏｎｇ 等发现 ＭＣｓ 在藻华爆发的太湖五里湖地区（６ 月

到 １０ 月）浓度在 ０．５—６．７ μｇ·Ｌ－１ ［２］，在滇池，水体中 ＭＣｓ（５ 月到 １０ 月）处于 ０．６１—１．０ μｇ·Ｌ－１ ［２２］，此期

间 ＭＣｓ 的最低浓度达本文所建立的 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法定量限的近 ８０ 倍，所以在加入内标后，所采集的水

样可不经水样富集直接用于测定．但对 ＭＣｓ 浓度更低的水样（即浓度低于方法定量限 ２０ 倍）的直接测

定，以及内标对测定准确度的影响还需进一步的实验分析．

３　 结论

（１） 以乙腈和水（均含 ０．１％甲酸）为流动相时，ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 在 Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱

（２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ ｉ．ｄ． 粒径 １．７ μｍ，孔径 １３０ Å）上能在 ４ ｍｉｎ 内完全分离．
（２） 在本文设定的色谱、质谱条件下，ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 对 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 检测的定量限分别达

６．０ ｎｇ·Ｌ－１和 ３．０ ｎｇ·Ｌ－１，回收率分别为 ９８．９％—１０６．５％、９８．４％—１０１．５％．
（３） 通过引入内标，且水样中 ＭＣ⁃ＲＲ 和 ＭＣ⁃ＬＲ 的浓度达 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定 ＭＣｓ 的定量限 ２０ 倍

时，可不经过水体的富集而直接对水体中的藻毒素进行准确测定．



　 １２ 期 李宏等：超高效液相色谱⁃电喷雾串联四极杆质谱结合内标物测定水体中微囊藻毒素 ２０９３　
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