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产生的细菌毒素"是
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位双键顺反异构体"易

溶于石油醚&正己烷&乙醚&氯仿&甲醇等有机溶

剂和碱性水溶液"对热&碱性条件稳定"对酸性

条件&氧化剂和日光不稳定"其化学结构示于
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%椰毒假单胞菌产生米

酵菌酸的同时还会产生约
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有类似毒性的异
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"其毒性约为米酵菌酸毒性的
"

)

)

"

"

)

!

*

)

+

%米酵菌酸在日光照射下会降解"初始阶

段生成异米酵菌酸*
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%椰毒假单胞菌中毒最早

发现于印尼爪哇中部地区"是食用了椰子发酵

食品发生的中毒*
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"首先出现消化道&神经系统等
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%因此"建立一种快速&准确测定血浆和

尿液中米酵菌酸和异米酵菌酸的检测方法"对

鉴定由椰毒假单胞菌引起的中毒具有重要

意义%

米酵菌酸的检测方法主要有高效液相色谱
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三重四极杆质谱联用法%高
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三重四极杆质谱

联用法相比"该法选择性较弱&灵敏度较低&样

品取样量较大&样品前处理较复杂"尤其对低

浓度样品定性能力不够%液相色谱
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中毒程度&病程的进展以及预后情况"且同时

检出中毒样品中米酵菌酸和异米酵菌酸"二

者间相互佐证可避免假阳性%目前"尚未见

关于血浆和尿液中米酵菌酸和异米酵菌酸检

测的报道%

本研究拟建立超高效液相色谱
C

三重四极

杆串联质谱法!

VRT2C78

)

78

$测定血浆和尿
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D)_Ab

"美国
H/N%T4158:45/:56

公司产品"使用前用
+*b

乙腈水溶液溶解"配

制成米酵菌酸标准溶液!

D_*<

I

)

T

$%健康人

血浆(购自温州市中心血站#尿液(由健康人

提供%

?JC

!

实验条件

?JCJ?

!

色谱条件
!

B:

[

-4;

=

XHM2">

色谱柱

!

)_"<<l"**<<l"_A

%

<

$"保护柱!

)_"<<l

+<<l"_A

%

<

$#流动相(

B

为
*_*+b

甲酸
C

乙

腈溶液!

B

)

B

$"

X

为
*_*+b

甲酸水溶液!

B

)

B

$#

梯度洗脱程序(

*

"

#_+*<4/

!

+*b

"

A+bB

$"

#_+*

"

#_@*<4/

!

A+b

"

D>bB

$"

#_@*

"

+_+*

<4/

!

D>bB

$"

+_+*

"

+_@*<4/

!

D>b

"

+*bB

$"

+_@*

"

A_+*<4/

!

+*bB

$#流速
*_#**<T

)

<4/

#

柱温
!+m

#进样体积
"*

%

T

#清洗溶剂为
*_)b

氨水
C

乙腈溶液!

B

)

B

$"消除溶剂为
+*b

乙腈

溶液%

?JCJE

!

质谱条件
!

电喷雾离子源"负离子多反

应监测!

7\7

$模式#离子化电压!

U8

$

k!+**$

#

离子源温度
#** m

#气帘气!

2V\

$压强
)AA

KR0

#喷雾气!

Q8"

$压强
#!+KR0

#辅助加热气

压强!

Q8)

$

!"!KR0

#碰撞气为
75J4-<

%米酵

菌酸和异米酵 菌 酸 的 定 量 离 子 对 为
4

)

?

!>+_#

(

!!"_#

"去簇电压!

]R

$为
k+*$

"碰

撞能量!

2H

$为
k"@5$

#定性离子对为
4

)

?

!>+_#

(

#DA_+

"去簇电压为
k+*$

"碰撞能量

为
k)#5$

%

运行开始时"色谱柱流出液经六通切换阀

流至废液桶"

)_!*<4/

时切换至质谱离子源"

直至
#_!*<4/

"切换至废液%

?JG

!

样品前处理

吸取
"_**<T

尿液于
"+<T

具塞塑料离

心管中"加入
*_!<T#b

高氯酸溶液和
!_*<T

正己烷"置于多管旋涡混合器上以
6

9

55J"*

涡

旋
><4/

"以
")***.

)

<4/

离心
)<4/

"取上层

清液"

+*m

氮气吹干"溶于
"_**<T

初始流动

相"涡旋
"*6

"过
*_)

%

<

滤膜"待测%

吸取
"_**<T

血浆于
+<TH

99

5/J.%11

管

中"加入
)_*<T

含
*_+b

氨水的乙腈
C

甲醇溶

液!

De"

"

B

)

B

$"涡旋
"*6

"超声提取
+<4/

"

@m

下以
"****.

)

<4/

离心
+<4/

"移取上清液

至
"+<T

具塞塑料离心管中"

+*m

氮气吹至约

*_+<T

%分别加入
*_+<T

水&

*_!<T#b

高

氯酸溶液和
!_*<T

正己烷"置于多管旋涡混

合器上以
6

9

55J"*

涡旋
><4/

"以
")***.

)

<4/

离心
)<4/

"取上清液于
"*<T

离心管"

+*m

氮气吹干"溶于
"_** <T

初始流动相"涡旋

"*6

"过
*_)

%

<

滤膜"待测%

E

!

结果与讨论

EJ?

!

异米酵菌酸标准物质的制备

目前"异米酵菌酸尚无商品化的标准物质"

但米酵菌酸商品化的标准物质中都含有少量异

米酵菌酸%有文献报道*

)

+

"在一定条件下"米酵

菌酸可转化为异米酵菌酸"取
"*

%

I

米酵菌酸

标准溶液于
)<TH

99

5/J.%1

管中"

+*m

氮气

吹干"加入
"**

%

T)<%&

)

TW?M

水溶液"涡旋

溶解"于
"**m

加热反应
)3

后"冷却至室温"

用
"<%&

)

TM2&

酸化至
9

M"

"

)

"加入
"_*<T

正己烷涡旋萃取
#<4/

"离心分层"吸取上层正

己烷萃取液"将下层溶液用正己烷重复萃取

)

次"合并正己烷萃取液"

+*m

氮气吹干"将残

渣溶于
*_+*<T+*b

乙腈水溶液%用超高效

液相色谱
C

二极管阵列检测器进行分离和检测"

设置二极管阵列检测器!

R]B

$的检测波长为

)**

"

!**/<

"米酵菌酸标准溶液和转化液的

色谱图示于图
)

%米酵菌酸标准物质的保留时

间为
)_A#<4/

"杂质异米酵菌酸的保留时间为

#_"!<4/

"而转化液中保留时间
)_A+<4/

的色

谱峰为米酵菌酸"保留时间
#_"@<4/

的色谱

峰可能为异米酵菌酸%米酵菌酸标准物质中

异米酵菌酸和转化液中异米酵菌酸的紫外吸

"A)

第
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期
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注(

"_

米酵菌酸#

)_

异米酵菌酸

图
E

!

转化液"

&

#和米酵菌酸标准溶液"

<

#的色谱图

7#

@

AE

!

H9'"3&2"

@

'&31"6<",

@

D'*D#8

&8#!

"

&

#

&,!#1"<",

@

D'*D#8&8#!

"

<

#

收谱图示于图
#

"二者一致"紫外光谱吸收峰

均在
)@D_@/<

和
)#A/<

左右*

)

+

%用超高效

液相色谱
C

电喷雾质谱负离子模式多离子监测

触发的增强子离子扫描方式!

7\7CU]BCHRU

$

检测"得到米酵菌酸标准物质中保留时间为

#_"!<4/

色谱峰!异米酵菌酸$和转化液中保

留时间为
#_"@<4/

色谱峰!异米酵菌酸$的子

离子扫描图"示于图
!

"二者一致"由此可以确

定转化液中保留时间为
#_"@<4/

的色谱峰为

异米酵菌酸%再将转化液色谱图中米酵菌酸和

异米酵菌酸与米酵菌酸标准溶液色谱图中米酵

菌酸比较定量!

)@A/<

$"计算得到转化液中含

有
)_)+

%

I

米酵菌酸和
)_+*

%

I

异米酵菌酸"

异米酵菌酸的转化率为
)+b

%通过向转化液

中加入适量米酵菌酸标准溶液"用
+*b

乙腈水

溶液配制成浓度为
"_*<

I

)

T

的米酵菌酸和异

米酵菌酸混合标准溶液%

EJE

!

样品前处理优化

EJEJ?

!

血浆提取剂的选择
!

由于血浆样品含

有蛋白等杂质"实验分别考察了
#b

高氯酸&甲

醇&乙腈和
*_"b

氨水
C

乙腈溶液作为提取剂和

蛋白沉淀剂的效果%结果表明"仅
*_"b

氨水
C

乙腈溶液具有较高的回收率%由于乙腈作为蛋

白沉淀剂时"可使蛋白沉淀成团状"导致待测物

被包裹"在乙腈中加入少量甲醇"蛋白沉淀成疏

松的颗粒状"有利于提取待测物"故选择乙腈
C

甲醇溶液!

De"

"

B

)

B

$进行实验"并加入浓度分

别为
*_"b

&

*_#b

&

*_+b

&

*_Ab

&

"_*b

的氨水%

结果表明"含
*_+b

氨水的乙腈
C

甲醇溶液!

De"

"

B

)

B

$的信号响应值最高"米酵菌酸和异米酵

菌酸的提取回收率约为
A+b

%因此"选择含

*_+b

氨水的乙腈
C

甲醇溶液作为血浆样品提

取剂%

EJEJE

!

萃取剂的选择
!

米酵菌酸和异米酵菌

酸均为脂溶性酸性化合物"可在酸性条件下被

三氯甲烷萃取*

")

+

"但由于三氯甲烷毒性大&对

环境不友好"本研究不予采用%在
9

M"_+

"

)_*

的条件下"分别用正己烷&乙酸乙酯和叔丁

基甲醚萃取尿液和血浆的加标样品!米酵菌酸

和异米酵菌酸加标浓度均为
+

%

I

)

T

$%结果表

图
C

!

米酵菌酸标准物质"

&

#和转化液"

<

#中异米酵菌酸的紫外吸收光谱图

7#

@

AC

!

)̂2'&5#")*2&<1"'

(

2#",1

(

*82'&"6#1"<",

@

D'*D#8&8#!

#,<",

@

D'*D#8&8#!12&,!&'!1")%2#",

"

&

#

&,!'*&82#",1")%2#",

"

<

#

)A)
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图
G

!

米酵菌酸标准物质"

&

#和转化液"

<

#中异米酵菌酸的子离子扫描谱图

7#

@

AG

!

Q'"!%82#",18&,1

(

*82'&"6#1"<",

@

D'*D#8&8#!

#,<",

@

D'*D#8&8#!12&,!&'!1")%2#",

"

&

#

&,!'*&82#",1")%2#",

"

<

#

明"乙酸乙酯的萃取率为
*

#叔丁基甲醚的萃取

率约为
)*b

#正己烷的萃取率最高"尿液中米酵

菌酸和异米酵菌酸的萃取率约为
>*b

"血浆中

米酵菌酸和异米酵菌酸的萃取率分别为
>*b

和

图
I

!

(

F

值对正己烷萃取米酵菌酸

和异米酵菌酸的影响

7#

@

AI

!

S66*82"6

(

F",<",

@

D'*D#8&8#!&,!

#1"<",

@

D'*D#8&8#!*Y2'&82*!<

0

9*Y&,*

A#b

%故本研究采用正己烷作为萃取剂%

EJEJC

!

提取液
9

M

的影响
!

分别用高氯酸或

氨水将
A

份尿液样品调至
9

M"_*

&

"_+

&

)_*

&

)_+

&

#_*

&

!_*

和
+_*

"再加入米酵菌酸和异米酵

菌酸标准溶液!均为
+

%

I

)

T

$"用
!_*<T

正己

烷进行萃取和测定%结果表明"在
9

M"_+

"

)_*

范围内"质谱响应值达到平台且最高"示于

图
+

%因此"将
9

M"_+

"

)_*

作为正己烷的萃

取条件%

EJEJG

!

萃取次数
!

在
9

M"_+

"

)_*

条件下"

用
!_*<T

正己烷将
"_*<T

尿液和血浆加标

样品!加标浓度均为
+

%

I

)

T

$萃取
#

次"计算每

次萃取率%结果表明"

"

次正己烷萃取米酵菌

酸和异米酵菌酸的萃取率约为
D>b

"实验最终

采用
!_*<T

正己烷萃取
"

次%

EJEJI

!

萃取时间
!

在
9

M"_+

"

)_*

条件下"

用正己烷萃取尿液和血浆加标样品!加标浓度

均为
+_*

%

I

)

T

$"萃取时间为
)

&

!

&

@

&

>

&

"*<4/

"

然后进行测定%结果表明"萃取
>

"

"*<4/

时"

米酵菌酸和异米酵菌酸的质谱响应值达到平台

且最高"因此选择萃取时间
><4/

%

EJC

!

超高效液相色谱条件优化

使用质谱负离子电喷雾电离源检测时"常

用的流动相有乙腈
C

水&甲醇
C

水体系%实验结

果表明"使用这两种流动相"米酵菌酸和异米酵

菌酸的色谱峰严重变形&峰形展宽%有文献报

道"液相色谱法分离米酵菌酸多采用酸性流动

相*

#

"

")C"+

+

"液相色谱
C

质谱联用法分离米酵菌酸

多采用酸性流动相*

@

+和中性流动相*

"@C"A

+

%本实

验采用
B:

[

-4;

=

XHM 2">

色谱柱!

)_"<<l

+*<<l"_A

%

<

$"分别比较了酸性!乙腈
C

*_"b

甲酸水溶液$&中性!乙腈
C"*<<%&

)

T

乙

酸铵水溶液$和碱性!乙腈
C*_*+b

氨水$流动

相%结果表明"采用酸性流动相时"质谱响应值

最高"故选择酸性流动相进行后续优化%

实验还比较了
XHM2">

!

)_"<<l+*<<l

"_A

%

<

$&

XHMR35/

=

&

!

)_"<<l+*<<l"_A

%

<

$

和
2%.;5:62">

j

!

)_"<<l+*<<l"_@

%

<

$

色谱柱的分离效果"结果表明"

XHM2">

色谱

柱对米酵菌酸和异米酵菌酸的色谱峰形和分

#A)
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离度&质谱响应值最优"故初步选定
XHM2">

!

)_"<<l+*<<l"_A

%

<

$色谱柱作为分离

柱%测定血浆样品时"发现米酵菌酸附近有

基质干扰峰"会影响低浓度米酵菌酸的准确

定量"通过增加色谱柱的长度"使用
XHM2">

色谱柱!

)_"<<l"**<<l"_A

%

<

$能将血

浆基质干扰成分分离"故最终选用
XHM2">

色谱柱!

)_"<<l"**<<l"_A

%

<

$作为分

离柱%

通过比较乙腈和甲醇两种流动相发现"无

论是色谱峰形还是质谱响应值"乙腈作为流动

相均优于甲醇"因此选用乙腈作为流动相%流

动相中甲酸浓度对米酵菌酸和异米酵菌酸的质

谱响应影响很大"实验比较了
*_*)+b

&

*_*+b

和
*_"b

的甲酸浓度对测定的影响%结果表

明"随着甲酸浓度的降低"米酵菌酸和异米酵菌

酸的响应值升高"由于实际样品测定时需要流

动相具有一定的缓冲容量以保持色谱峰保留时

间和质谱响应的稳定"因此"最终选择
*_*+b

甲酸
C

乙腈溶液
C*_*+b

甲酸水溶液作为流动

相%最后"对梯度洗脱程序&柱温等分离条件进

行优化"优化后的色谱条件见
"_#_"

节%

EJG

!

质谱条件优化

米酵菌酸和异米酵菌酸为长链脂肪三元羧

酸"故在电喷雾负离子检测方式下进行质谱条

件优化%

G"

扫描时出现*

7kM

+

k峰"以*

7k

M

+

k作为母离子进行碰撞解离"通过子离子扫

描得到目标化合物碎片离子信息"特征碎片离

子为
4

)

?!!"_#

和
4

)

?#DA_+

"分别为*

7k

Mk2?

)

+

k和*

7kMk)2?

)

+

k

%然后对去簇

电压&碰撞能量等参数进行优化"使分子离子对

的信号达到最强"选择每种待测物响应最高的

两对分子离子对"以响应较强的子离子作为定

量离子"另一作为定性离子%因为米酵菌酸和

异米酵菌酸为顺反异构体"故二者具有相同的

分子离子对%然后设定合适的峰驻留时间"使

色谱峰的采样点数在
"+

"

)*

之间"得到较好的

定量重复性%优化后的质谱条件见
"_#_)

节%

EJI

!

方法性能分析

EJIJ?

!

标准曲线&检出限和定量限
!

分别向
@

份空白血浆和空白尿液样品中加入适量的米酵

菌酸和异米酵菌酸混合标准溶液"使待测物浓

度分别为
*_*+

&

*_"

&

*_+

&

"_*

&

+_*

&

"*_*

%

I

)

T

"

按
"_!

节条件进行样品前处理"采用
7-&;4G-0/;

定量软件进行数据处理"以定量离子对峰面积

!

;

$对标准系列浓度!

M

"

%

I

)

T

$进行回归!权重

取
"

)

M

$结果表明(尿液中米酵菌酸和异米酵菌

酸的回归方程分别为
;

a"_>)#l"*

+

Mk">+A

和

;

a"_D"#l"*

+

Mk)A+!

#血浆中米酵菌酸和异

米酵菌酸的回归方程分别为
;

a"_#>)l"*

+

Mk

"#@>

和
;

a"_!#"l"*

+

Mk)*">

#线性范围均

为
*_*+

"

"*_*

%

I

)

T

#相关系数均优于
*_DD>

"

线性关系良好%

分别向空白血浆和尿液样品中加入低浓

度的米酵菌酸和异米酵菌酸"以分子离子对

的
6

)

O

*

#

时的样品浓度作为检出限!

T?]

$"

以
6

)

O

*

"*

时 的 样 品 浓 度 作 为 定 量 限

!

T?G

$"测得血浆&尿液中米酵菌酸&异米酵

菌酸的检出限和定量限分别为
*_*)

%

I

)

T

和

*_*+

%

I

)

T

%血浆和尿液定量限水平加标样品

的色谱图示于图
@

%

EJIJE

!

方法的精密度和加标回收实验
!

向空

白血浆和尿液样品中分别添加不同浓度的米酵

菌酸和异米酵菌酸标准溶液"混匀后放置

@*<4/

"再按
"_!

节条件进行操作"其回收率和

精密度结果列于表
"

%血浆和尿液中米酵菌酸

和异米酵菌酸的加标回收率均在
D)b

"

"*@b

之间"相对标准偏差为
)_!b

"

"#b

"符合痕量

分析的要求%

EJIJC

!

基质效应
!

取空白血浆和尿液样品"按

本研究方法处理得到空白残渣"加入
"_*<T

+

%

I

)

T

的米酵菌酸和异米酵菌酸混合标准溶

液"制成基质配制标准溶液!均为
+

%

I

)

T

$"测

得米酵菌酸和异米酵菌酸的色谱峰面积"除以

溶剂标准溶液!在
DD+

%

T

初始流动相中加入

+

%

T"_*<

I

)

T

的米酵菌酸和异米酵菌酸的混

合标准溶液制得
"_*<T+

%

I

)

T

的米酵菌酸和

异米酵菌酸溶剂标准溶液$中各自色谱峰面积

以评估样品的基质效应*

">

+

"平行测定
#

次%结

果表明"血浆和尿液中米酵菌酸和异米酵菌酸

的基质抑制效应均在
"*"b

"

"*!b

范围内"没

有明显的基质效应%

EJIJG

!

提取回收率
!

向空白血浆样品中加标

+

%

I

)

T

的米酵菌酸和异米酵菌酸"按
"_!

节条

件进行样品前处理"测定得到米酵菌酸和异米

酵菌酸的色谱峰面积"除以米酵菌酸和异米酵

!A)
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注(

0_

空白血浆#

P_

空白血浆加标
*_*+

%

I

)

T

米酵菌酸和异米酵菌酸#

:_

空白尿液#

J_

空白尿液加标
*_*+

%

I

)

T

米酵菌酸和异米酵菌酸#

"'

米酵菌酸#

)'

异米酵菌酸

图
K

!

米酵菌酸和异米酵菌酸
Q̂+HVU/

&

U/

色谱图

7#

@

AK

!

Q̂+HVU/

&

U/89'"3&2"

@

'&31"6<",D'*D#8&8#!&,!#1"<",D'*D#8&8#!

表
?

!

血浆和尿液中米酵菌酸和异米酵菌酸的加标回收率和精密度"

( K̀

#

.&<)*?

!

P*8"5*'#*1&,!P/B1"6<",

@

D'*D#8&8#!&,!

#1"<",

@

D'*D#8&8#!#,

(

)&13&&,!%'#,*1&3

(

)*1

"

( K̀

#

化合物

2%<

9

%-/J6

样品

80<

9

&56

添加浓度

8

9

4K5J&5Y5&

)!

%

I

)

K

I

$

测定值

F%-/J

)!

%

I

)

K

I

$

平均回收率

\5:%Y5.456

)

b

相对标准偏差

\8]6

)

b

米酵菌酸 血浆
*_*+ *_*!A D! A_#

"_* *_D> D> A_#

!_* #_>) D@ #_>

>_* A_!> D! +_)

尿液
*_*+ *_*!+ D* "#

"_* *_*D> D> +_A

!_* !_"> "*! !_D

>_* >_*! "** )_!

异米酵菌酸 血浆
*_*+ *_*!A D! @_A

+A)

第
#

期
!!

张秀尧等(超高效液相色谱
C

三重四极杆质谱联用法测定血浆和尿液中米酵菌酸和异米酵菌酸



续表
?

化合物

2%<

9

%-/J6

样品

80<

9

&56

添加浓度

8

9

4K5J&5Y5&

)!

%

I

)

K

I

$

测定值

F%-/J

)!

%

I

)

K

I

$

平均回收率

\5:%Y5.456

)

b

相对标准偏差

\8]6

)

b

"_* *_D@ D@ +_#

!_* !_*" "** A_)

>_* A_A> DA @_>

尿液
*_*+ *_*!@ D) ""

"_* *_*D@ D@ +_A

!_* !_)) "*@ +_!

>_* A_@D D@ )_+

菌酸的基质配制标准溶液!均为
+

%

I

)

T

$中各

自色谱峰面积以评估样品的提取回收率*

">

+

"平

行测定
#

次%结果表明"血浆样品中米酵菌酸

和异米酵菌酸的平均提取回收率分别为
@*b

!变异系数
!_)b

$和
+!b

!变异系数
!_>b

$"

用同样的方法测得尿液样品中米酵菌酸和异米

酵菌酸的平均提取回收率均为
>*b

!变异系数

分别为
!_Db

和
+_#b

$%由于提取回收率均不

小于
>*b

"因此不能采用基质配制标准曲线外

标法定量"应采用基质加标标准曲线!基质工作

曲线$外标法定量"以期能够校正样品处理时米

酵菌酸和异米酵菌酸的损失%

C

!

结论

本研究建立了超高效液相色谱
C

三重四极

杆串联质谱法!

VRT2C78

)

78

$测定血浆和尿

液中米酵菌酸和异米酵菌酸%通过对样品处

理&色谱分离&质谱检测条件进行优化"得到了

较高的检测灵敏度%方法学验证结果表明"该

方法简单&灵敏度高&准确度好"可用于椰毒假

单胞菌引起中毒生物样品的快速检测%
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