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液相色谱一质谱法测定水中的微囊藻毒素 

杨 帆，钱 宁，戴 欣，彭 俊 

(松辽流域水资源保护局，吉林 长春 130021) 

【摘 要]运用液相色谱一离子阱质谱法建立水中微囊藻毒素(MC—LR)的多反应监测的检测 

方法。采用全自动固相萃取装置富集、浓缩、净化样品。MC—LR的定量限为0．000 01 mg／L；回 

收率为 71％～91％；在 0．05～0．60 111g／L范围线性 关系良好，相关系数6-)达到 0．999。离子阱质谱 

的多反应监测能有效地降低背景干扰，提 高仪器的灵敏度。 
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近年来环境污染和富营养化程度不断加剧， 

蓝藻水华频繁发生，这已经成为国内外普遍关注 

的问题。微囊藻毒素即为水体中蓝藻类如铜绿微 

囊藻、鱼腥藻和念珠藻等藻属水华释放一类具有 

强烈致癌、具有肝毒性的单环七肽化合物，它的一 

般化学结构可表示为：环 D一丙氨酸一L—x～赤一 

B一甲基一D一异天冬氨酸一L—Y—Adda—D一异谷氨 

酸一N一甲基脱氢丙氨酸。其中Adda是表达 MC活 

性的必需基因，其结构改变或被去除，毒素的毒性 

都会降低。 ，y为 2个可变的L一氨基酸。由于 ， 

y的不同而产生多种异构体，目前已知有60多种。 

其中存在最普遍、含量较多、毒性较大的是MC— 

LR，MC一 和 MC—YR fL，R，Y分别代表亮氨 

酸、精氨酸和酪氨酸)。 

1 实验部分 

1．1仪器和试剂 

Agilent 1 200 series——Agilent 6 310 Ion Trap M S 

液相色谱一离子阱质谱联用仪；Caliper Life Scienes 

全自动固相萃取装置 ；ISOLUTE C18(EC)固相萃 

取柱(200 mg，3 mL)；OA—SYSTM氮吹装置；电子 

天平(O．000 1 g)；KD一浓缩瓶；滤膜(0．45 p．m GF／C 

玻璃纤维滤膜 )；过滤头。甲醇 、甲酸均为 Burdick 

&Tackson色谱纯；水为 wahaha纯净水；微囊藻毒 

素标准样品10 mg／L。 

1．2样品前处理 

1．2．1样品制备 

用 0．45 m GF／C玻璃纤维滤膜过滤水样 ，用 

少量甲醇清洗滤膜。 

1．2．2 样品的富集和洗脱 

设置 10 rnl甲醇和 10 rnl高纯水，用流速为 1 

ml／min活化固相萃取柱。取 1 000 ml水样滤液 

(1．2．1)以及空 白和加标样品，以 10 ml／min的流 

速通过全自动固相萃取装置进行富集。当所有样 

品通过萃取柱后 ，用高纯氮气吹 5 min，再用 1O 

m120％甲醇淋洗液淋洗固相萃取柱。最后 用 1O 

m1100％甲醇洗脱富集在柱上的微囊藻毒素，将洗 

脱液收集在 KD～浓缩瓶内。 

1．2．3 富集浓缩 

将 KD一浓缩瓶放在 40℃的水浴上，用氮气 

吹脱浓缩至 0．5 rnl，用甲醇定容至 1 ml，经过滤头 

转移至样品瓶。 

1．3 色谱条件 

Ablent 1 200 Series液相色谱，色谱柱 ZORBAX 

Eclipse Plus C18(2．1 rnrn×100 mm，3．5 m)，柱温 

20℃，流动相为甲醇和0．1％(体积分数)甲酸水溶 

液，流速为 0．3 ml／min，梯度洗脱为 5．0 min内甲 

醇的体积分数从 40％升至 100％，保持 12 min；进 

样量为 10 ul。 

1．4 质谱条件 

质谱工作条件见表 1。 

2 结果与讨论 

2．1试验条件优化 

2．1．1流动相选择 

相关的标准方法以及文献中对于水中微囊藻 

毒素(Mc—LR)的分析多为液相色谱法，使用乙腈 

和磷酸盐作为流动相，通过紫外检测器检测，乙腈 
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表 1质谱工作条件表 

工作参数 工作条件 工作参数 工作条件 

离子模式 Positive 毛细管出口电压 165．7 Volt 

离子源类型 ESI 锥孔电压 ~10．00 Volt 

干燥气温度 350℃ 扫描范围 1O 1 200 m／z 

雾化气压力 35．00 psi 离子电荷控制 30 000 

干燥气流量 8．00 L／rnin 

毒性大、成本高，而且磷酸盐容易堵塞色谱柱，影 

响离子化效率，污染离子源。这里选择甲醇和水作 

为流动相进行梯度洗脱，并且考虑到酸性环境可以 

保证MC—LR的离子化效率，故在水中加入 0．1％ 

甲酸，这样可以降低分析成本，保护色谱柱和离子 

源，并且减少了实验过程中对操作人员的危害。 

2．1．2 离子模式选择 

其它条件相同时，改变离子模式采集总离子流 

图，比较正负模式提取离子流图(EIC)，正模式的 

响应值明显高于负模式，所以选择正模式。见图 1。 
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图 1正模式和负模式提取离子比较图 

2．1．3 其它质谱条件选择 

毛细管出口电压和锥孔电压影响离子的传输 

效率和离子阱的捕集效率 ，控制这两个 电压可以 

方便地控制碰撞能量，从而得到不同丰度的碎片 

离子。当毛细管出口电压和锥孔电压过大时，传输 

效率高，但是会在传输过程中发生传输区的碰撞 

诱导解离，这里发生的碰撞诱导解离会使母离子 

破碎；过小会减低母离子传输效率。利用仪器优化 

参数调整功能 ，通过针泵把浓度为 0．6 rng／L的 

MC—LR样品直接注入离子源，使用毛细管出口 

电压和锥孔电压优化程序，得到最优的毛细管出 

口电压 165．7 V和锥孔电压 40．O0 v。 

本方法采用多反应监测模式进行微囊藻毒素 

的定量分析。选择合适的母离子和子离子是保证 

目标化合物获得最佳灵敏度的重要因素，通过 目 

标化合物的一级质谱图选择相对较大的特征离子 

作为母离子，可以得到更高的灵敏度。MC—LR的 

分子式为 C,gH72q。00 在一级谱图中主要得到 

『M十H1+的母离子碎片。选定 996 m／z作为母离 

子进入离子阱在碰撞诱导解离作用下 ，产生不同 

子离子碎片。当碰撞能量过大时阱中能量高，离子 

易碎裂，但也使碎片离子更易出阱；相反能量过低 

时，离子在阱中相对稳定，母离子不易打碎，产生 

子离子碎片过少。根据以上原因，观察不同能量二 

级质谱图产生的碎片离子，选择 0．9 V，此时可以 

保证获得最佳灵敏度。图 2为不同碰撞电压下的 

二级质谱图。选择定量离子 553，599，978 m／z，对 

其加合进行定量，见图3。 

2．2线性、检出限和回收率试验 

精密称取 MC—LR10．0 mg／L的标准溶液，逐 

级将其稀释成 0．600，0．200，0．10，0．050 mg／L的浓 
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图 2 不同碰撞电压下的二级质谱 

度。在上述检测条件下测定 ，以峰面积对应不同 

浓度进行线性回归计算 ，回归方程为 y=一122 35+ 

3 729 476x，相关系数r=0．999。 

按照信噪比(S／N>t10)作为定量限进行试验 ， 

得到该化合物 MC—LR的定量限为 0．01 mg／L，对 

1 000 ml水样富集浓缩到 j ml，该方法定量限为 

0．000 01 mg／L，能够满足地表水环境质量标准 

GB3838—2002和生活饮用水 GB／T5749—2006 MC— 

LR的控制标准限值 0．001 mg／l，并且优于国标方 

法检测限 30倍。 

取同一水样 1 000 ml为本底，分别加入0．100 

和 0．060 gMc—LR的标准溶液，按照 1．2的步骤 

对该加标样品进行前处理，并分析测定。对其结果 

进行计算得出回收率分别为 91．26％~D 70．53％。 

2．3 实际样品分析 

对 2009年 6月辽河流域省界断面福德店东、 

福德店西、王奔、两家子和后义和进行含量检测 ， 

结果均未检出微囊藻毒素，低于地表水控制标准。 

3 结 论 

本实验利用全自动固相萃取装置对样品进行 

富集、浓缩，选择甲醇一水作为流动相，使用液相色 
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图 3 MC—LR的 MS(2) 

谱一离子阱质谱 ，建立 MC—LP．的多反应监测的检 

测方法。该方法降低了背景噪音、灵敏度高、选择 

性好，回收率高且稳定，线性关系(r=O．999)和回收 

率(71％～91％)等方法学指标较好 ，检出限能完全 

满足我国地表水环境质量标准生活饮用水的控制 

标准。此方法用于辽河流域省界断面水样的检测 ， 

在 5个水样中 MC—LR．均未检出。 
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