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摘要:目的　 以超高效液相色谱 －三重四极杆质谱为检测手段ꎬ建立尿液和血液中 ２２ 种植物毒素的高通量快速检测

方法ꎮ 方法　 样品经乙腈振荡提取、离心ꎬ取上清液进行 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 净化处理后ꎬ基体匹配标准曲线ꎬ外标法定量ꎬ超
高效液相色谱 －三重四极杆质谱的全扫描模式同时对 ２２ 种目标物进行定量分析测定ꎮ 比较 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法的不同

提取溶剂种类、净化剂的选择和用量对样品提取与净化的影响ꎬ通过优化液相色谱分离条件和质谱参数来提高仪器的

灵敏度ꎮ 结果　 尿液和血液中 ２２ 种待测成分的回归方程线性良好ꎬ相关系数≥０􀆰 ９９６ꎬ检出限分别为 ０􀆰 ０１ ~
１􀆰 ００ μｇ / Ｌ和 ０􀆰 ０１ ~ ０􀆰 ９０ μｇ / Ｌꎬ定量下限分别为:０􀆰 １ ~ ３􀆰 ０ μｇ / Ｌ 和 ０􀆰 ０３ ~ ３􀆰 ０ μｇ / Ｌꎬ平均加标回收率分别 ７０􀆰 ５％ ~
１２５％和 ７３􀆰 ７％ ~ １１８％ ꎬ日内精密度和日间精密度(ＲＳＤ)分别为 １􀆰 ２％ ~ １５􀆰 ２％ (ｎ ＝ ６)和 １􀆰 ２％ ~ １３􀆰 ５％ (ｎ ＝ ６)ꎮ 结

论　 该方法快速、准确ꎬ灵敏度高ꎬ检测通量高ꎬ实现了血液和尿液中 ２２ 种植物毒素的高效快速定量分析ꎬ为生物样品

中痕量植物毒素测定提供了参考ꎮ
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　 　 我国有丰富植物资源ꎬ其中有毒植物有 ９４３ 种ꎬ 外加毒蕈 ８３ 种ꎮ 有毒植物和毒蕈在生物或化学作用

条件下能够产生生物碱、多酚、蛋白质及肽类等 ８ 大

类约 １ ３００ 多种植物毒素[１]ꎮ 植物毒素种类繁多ꎬ 结

构复杂多样ꎬ溶解性和机体内富集、代谢情况差异大ꎮ
大多数植物毒素经口进入人体ꎬ经消化道进入血液循

􀅰３１７􀅰　 现代预防医学 ２０２４ 年第 ５１ 卷第 ４ 期　 Ｍｏｄｅｒｎ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２０２４ꎬ Ｖｏｌ. ５１ꎬ ＮＯ. ４



环ꎬ由肾小球过滤由尿液排出ꎮ 植物毒素中毒剂量

小ꎬ致死率高ꎬ可引起急、慢性中毒ꎮ 每年全世界因误

食植物毒素导致的中毒事件屡屡发生ꎬ成为广泛关注

的公共卫生问题ꎮ
目前ꎬ植物毒素成分常见前处理方法主要有:

ＱｕＥＣｈＥＲＳ [１ － ３]、固相支撑液液萃取法[４ － ５]、固相萃

取法[６ － ８]以及免疫亲和柱法[９]等ꎬ其中 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 技

术作为样品前处理新技术ꎬ因具有快速(Ｑｕｉｃｋ)、简单

(Ｅａｓｙ )、 便 宜 ( Ｃｈｅａｐ )、 有 效 ( Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ )、 可 靠

( Ｒｕｇｇｅｄ ) 和 安 全 ( Ｓａｆｅ ) 优 点ꎬ 故 将 其 命 名 为

ＱｕＥＣｈＥＲＳꎬ目前该方法已经开始得到了广泛应用ꎮ
分析方法有气相色谱 －质联用法(Ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
－ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ ＧＣ － ＭＳ) [１０]、高效液相色谱

(Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ ＨＰＬＣ) [１１]、
高效液相色谱质谱法 (Ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ
ＵＰＬＣ － ＭＳ / ＭＳ) [１２ － １５] 等ꎬ其中 ＵＰＬＣ － ＭＳ / ＭＳ 具有

灵敏度高、检测限低、分析检测速度快、定量准确等优

点ꎬ适合生物样品中痕量植物毒素测定分析ꎮ
针对目前植物毒素检测样品前处理方法以液液

萃取和固相萃取方法为主ꎬ其中液液萃取前处理方法

提取效率低ꎬ需要大量使用溶剂ꎻ固相萃取前处理方

法检测成本高ꎬ操作复杂ꎬ同时检测植物毒素种类较

少ꎬ一定程度上导致植物毒素中毒原因查明率不高ꎮ
本次研究的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 前处理方法与液液萃取相比

较ꎬ它是更为理想的前处理方法ꎬ对样品具有更好的

净化作用ꎬ较好的降低基质效应的影响ꎬ适用于基质

复杂、所含待测物成分复杂的生物样品提取检测ꎻ同
时 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 前处理方法与固相萃取方法相比ꎬ具有

操作便捷ꎬ价格便宜等优点ꎮ ＵＰＬＣ － ＭＳ / ＭＳ 检测技

术对植物毒素进行检测分析ꎬ不但定性准确ꎬ灵敏度

高ꎬ更通过标准曲线完成了准确定量工作ꎬ一次性可

以同时检测多种植物毒素ꎬ大大节省了样品量和检测

时间ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 仪器、试剂及样品准备

１􀆰 １􀆰 １　 仪器 　 多管漩涡混匀器 ( ＥＦＡＡ － ＨＭ － ０１
型ꎬ上海安谱)ꎻ超高效液相色谱仪(ＬＣ － ３０ＡＣ 型ꎬ日
本岛津)ꎻ三重四极杆质谱仪(Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ６５００ 型ꎬ美
国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ)ꎻ超纯水系统(Ｍｉｌｌｉ － Ｑ Ｄｉｒｅｃｔ ８ 型ꎬ美
国 ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ)ꎻＢＴ ４２３Ｓ 电子天平(赛多利斯科学仪

器(北京)有限公司)ꎻＭｕｌｔｉｆｕｇｅ Ｘ４ＲＰｒｏ 台式高速冷冻

离心机(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻ加样枪(德国

ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ)ꎻ ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜(美国 Ｗａｔｅｒｓ)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂　 消旋山莨菪碱标准品、钩吻碱标准品、

钩吻素己标准品、钩吻素子标准品、秋水仙碱标准品、
阿托品、东莨菪碱、(青岛普瑞邦生物ꎬ纯度≥９９％ )ꎻ
雷公藤春碱标准品、雷公藤次碱标准品(上海甄准生

物ꎬ纯度≥９８％ )ꎻ滇乌头碱标准品(加拿大 ＴＲＣꎬ纯
度≥９８％ )ꎻ那可丁标准品、鱼藤酮标准品、罂粟碱标

准品(德国 ＬＧＣ Ｌａｂｏｒ ＧｍｂＨꎬ纯度≥９７％ )ꎻ马钱子碱

标准品(美国 Ｐａｎｐｈｙꎬ纯度≥９８％ )ꎻ吗啡标准、可待

因标准、蒂巴因标准品(美国 Ｃｅｒｉｌｌｉａｎｔꎬ纯度≥９７％ )ꎻ
苯甲酰乌头原碱、次乌头碱标准品、新乌头碱标准品、
乌头碱标准品、士的宁标准品(成都曼斯特生物ꎬ纯度

≥９８％ )ꎻ氨水ꎬ色谱纯(美国 ＭＲＥＤＡ)ꎻ甲酸、乙酸ꎬ
甲醇、乙腈、丙酮、色谱纯(美国 Ｔｈｅｒｍｏ － Ｆｉｓｈｅｒ)ꎻ氯
化钠ꎬ ＡＲ ( 中 国 国 药 集 团 )ꎻ 十 八 烷 基 硅 烷

(Ｏｃｔａｄｅｃｙｌｓｉｌａｎｅ ꎬＣ１８ )、Ｎ － 丙基乙二胺(Ｎ － ｐｒｏｐｙｌ
ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ ꎬＰＳＡ):４０ ~ ６０ μｍ(武汉伟琪博星生

物)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 样品　 新鲜人血液和尿液ꎮ
１􀆰 ２　 色谱工作条件　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱

柱(２􀆰 １ ｍｍ × １００ ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍꎬＷａｔｅｒｓ 公司)ꎬ Ｖａｎ
Ｇｕａｒｄ ＢＥＨ Ｃ１８ 保护柱 (５ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍꎬ
Ｗａｔｅｒｓ 公司)ꎻ流动相 Ａ 为乙腈ꎬ流动相 Ｂ 为含 ０􀆰 １％
甲酸的 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵水溶液ꎮ 梯度洗脱程序:０ ~
１ ｍｉｎ:２％ Ａꎻ１ ~ ７ ｍｉｎ:２％ Ａ ~ ９８％ Ａꎻ ７ ~ ８ ｍｉｎ:
９８％Ａꎻ８ ~ ８􀆰 １ ｍｉｎꎻ９８％Ａ ~２％Ａꎻ８􀆰 １ ~ ９ ｍｉｎ:２％Ａꎮ
流速 ０􀆰 ３０ ｍＬ / ｍｉｎꎻ柱温为 ４５ ℃ꎻ进样体积 ２ μ Ｌꎮ
１􀆰 ３　 质谱参数 　 电喷雾离子源(ＥＳＩ)ꎬ离子源温度

(ＴＥＭ) ３００℃、 电 压 ( ＩＳ ) ５ ５００ Ｖꎬ 气 帘 气 压 强

(ＣＵＲ):喷雾气压强(Ｇａｓ１)６０ ｐｓｉꎬ辅助加热气压强

(Ｇａｓ ２)６０ ｐｓｉꎬＧａｓ１ 和 Ｇａｓ ２ 均为氮气ꎬ４０ ｐｓｉꎬ碰撞

气压强(ＣＡＤ):８ ｐｓｉꎬＥＰＩ 碰撞能量为 ３６ｅＶꎬ正离子扫

描ꎬ多反应监测(ＭＲＭ)模式ꎮ
１􀆰 ４　 混合标准储备液的配备 　 分别将 ２２ 种植物毒

素标准物质按照标准说明书选择用适合的溶剂溶解ꎬ
根据各种植物毒素标准溶解后的浓度ꎬ取适量体积到

１０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用乙腈定容ꎬ制备成 １􀆰 ００ ｇ / Ｌ 的混

合标准储备溶液ꎬ于 － ７０ ℃保存ꎮ 临用时再用 ４０％
乙腈稀释成混合标准工作溶液 １􀆰 ００ ｍｇ / Ｌꎮ
１􀆰 ５　 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 样品前处理方法　 准确吸取 １􀆰 ０ ｍＬ
全血样品ꎬ加入 ２􀆰 ０ ｍＬ 乙腈和 ７０ ｍｇ ＮａＣｌꎬ振荡 １０
ｍｉｎꎬ在低温 ４℃下以转速为 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ
在离心得到的 １􀆰 ０ｍＬ 上清液中加入 ３０ ｍｇ ＰＳＡ 和 ３０
ｍｇ Ｃ１８ꎬ再次振荡净化 １０ ｍｉｎꎬ以上次离心速度和时

间再离心一次ꎬ对离心后的上清液用 ０􀆰 ２２ μｍ 有机微

孔膜过滤至进样瓶中ꎬ待上机测定ꎮ
准确吸取 １􀆰 ０ ｍＬ 尿液ꎬ加入 ５００ μＬ 甲醇ꎬ加入

３０ ｍｇ ＰＳＡ 和 ４０ ｍｇ Ｃ１８ꎬ振荡 １０ ｍｉｎꎬ在 ４℃ 下以
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８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 的转速离心 １０ ｍｉｎꎬ取上层清液ꎬ用 ０􀆰 ２２
μｍ 有机微孔膜过滤至进样瓶中ꎬ待上机测定ꎮ
１􀆰 ６　 标准曲线制备 　 空白尿液和血液分别经过

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 样品前处理方法后得到空白基体ꎬ在空白

基体 中 分 别 加 入 不 同 体 积 的 标 准 工 作 溶 液

(１􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ)ꎬ配制成浓度为 ０􀆰 ０５、１􀆰 ００、５􀆰 ００、１０􀆰 ０、
２０􀆰 ０、５０􀆰 ０、１００、２００ μｇ / Ｌ 的系列溶液ꎬ上机测定ꎮ 以

定量离子对的峰面积(ｙ)相对应的标准溶液浓度(ｘ ꎬ
μ ｇ / Ｌ)进行线性回归计算ꎮ
１􀆰 ７　 基质效应测定方法　 利用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 样品前处

理方法对空白的血液和尿液进行提取和净化ꎬ在所得

的空白尿液和血液基质液中加入浓度１􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ标准

工作溶液ꎬ制备成混合标准浓度为 Ｃ 的溶液ꎬ进行测

定标准峰面积为 Ａ１ꎮ 在乙腈中加入浓度 １􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ
标准工作溶液ꎬ制备成混合标准浓度 Ｃ 溶液ꎬ进行测

定标准峰面积 Ａ２ꎬ基质效应 ＭＥ 如公式 １ 所示ꎮ
１􀆰 ８　 提取回收率方法　 在 １􀆰 ０ ｍＬ 空白尿液和血液

中ꎬ加入浓度 １􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ 标准工作溶液 Ｘ μＬꎬ按照样

品前处理方法操作后ꎬ上机测定得到的响应为 Ａ１ꎻ在
１􀆰 ０ ｍＬ 空白尿液、血液通过相同提取方法得到基质

液ꎬ在提取所得全部的基质液中加入浓度 １􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ
标准工作溶液 Ｘ μＬꎬ得到样品浓度为 Ｘ μｇ / Ｌ 的溶

液ꎬ上机测定得到的响应为 Ａ２ꎮ 提取回收率 Ｐ 如公

式 ２ 所示ꎮ

ＭＥ ＝
Ａ１

Ａ２
(公式 １)

Ｐ ＝
Ａ１

Ａ２
× １００％ (公式 ２)

１􀆰 ９　 方法精密度和加标回收率　 在空白血液和尿液

样品中分别加入混合标准工作溶液 １􀆰 ００ ｍｇ / Ｌꎬ根据

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 样品前处理方法分别进行前处理ꎬ配置成

理论值分别为 ５ μｇ / Ｌ、５０ μｇ / Ｌ 与 ２００ μｇ / Ｌ 三个高、
中、低系列浓度ꎬ在一个工作日内平行测定 ６ 次ꎬ计算

高、中、低三个浓度的日间精密度和加标回收率ꎮ 在

连续 ３ 个工作日内对上述高、中、低三个浓度水平的

样品进行上机测定(各平行试验测定 ６ 次)计算日间

精密度ꎬ通过测量高、中、低三个浓度的相对标准

(ＲＳＤ)来评估方法的精密度ꎮ
１􀆰 １０　 稳定性试验 　 在空白血液和尿液样品中分别

加入混合标准工作溶液 １􀆰 ００ ｍｇ / Ｌꎬ根据 ＱｕＥＣｈＥＲＳ
样品前处理方法分别进行前处理ꎬ配置成理论值分别

为 ５ μｇ / Ｌ、５０ μｇ / Ｌ 与 ２００ μｇ / Ｌ 三个高、中、低系列

浓度ꎬ提取液后在室温下连续测定 ３ 天ꎬ每天测定 １
次ꎬ考察样品提取液含量的变化ꎮ

２　 结　 果

２􀆰 １　 质谱条件选择优化　 对 ２２ 种植物毒素成分单

一标准逐一直接使用针泵注入离子源内ꎬ在一级全扫

描质谱中确定母离子后ꎬ再对母离子进行二级质谱扫

描获得子离子对ꎬ选择合适的子离子对ꎬ在多反应监

测(Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇꎬ ＭＲＭ)模式下ꎬ对质

谱的去簇电压 ( Ｂｌａｎｋｉｎｇ ｖｏｌｔａｇｅꎬ ＤＰ) 及碰撞能量

(Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙꎬ ＣＥ)参数进行选择和优化ꎬ具体参

数见表 １ꎮ

表 １　 ２２ 种植物毒素成分质谱参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ２２ ｐｌａｎｔ ｔｏｘｉｎｓ
化合物 母离子 ｍ / ｚ 子离子 ｍ / ｚ 保留时间 ｍｉｎ 去簇电压 Ｖ 碰撞能量 ｅＶ
钩吻碱 ３２３. １ ２３６. ２ａ

４. ２５ １４０
３６

１９５. ０ ５３
马钱子碱 ３９５. １ ３２４. １ａ

４. ３０ １３０
４０

２４４. ２ ５０
消旋山莨菪碱 ３０６. ３ １４０. ３ａ

４. ２０ ６０
３３

１２２. ２ ３６
阿托品 ２９０. ３ １２４. ２ａ

４. ４０ １２５
３３

９３. ３ ３８
雷公藤次碱 ８６８. ３ ２０６. ２ａ

６. ８５ １００
５２

６８６. ４ ４４
颠乌头碱 ６６０. ４ ６００. ３ａ

５. ６４ ６５
４６

５５０. ２ ５３
鱼藤酮 ３９５. ３ ２１３. ２ａ

６. ８７ ９０
３０

１９２. ２ ３１
次乌头碱 ６１６. ３ ５５６. １ａ

５. ６９ ７０
４３

５２４. ３ ４９
乌头碱 ６４６. ３ ５８６. ４ａ

５. ６６ １５０
４５

５２６. ４ ５２
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(续表)

化合物 母离子 ｍ / ｚ 子离子 ｍ / ｚ 保留时间 ｍｉｎ 去簇电压 Ｖ 碰撞能量 ｅＶ
东莨菪碱 ３０４. ４ １３８. １ａ

４. ２４ ４６
２８

１５６. ３ ２２
钩吻素子 ３０７ １８０. １ａ

４. ３８ １３０
６０

２０４. １ ６６
新乌头碱 ６３２. ２ ５７２. ５ａ

５. ４５ ７０
４５

３５４. ２ ５５
士的宁 ３３５. ２ １８４. １ａ

４. ３２ １００
５０

１５６. １ ５８
雷公藤春碱 ８７４. ４ ８４６. ５ａ

６. ３０ １００
３２

１７６ ５２
秋水仙碱 ４００. ２ ３５８. ２ａ

５. ００ ５０
３１

３２６. １ ３４
罂粟碱 ３４０. ２ ２０２. ２ａ

４. ８５ １１５
３５

３２４. ３ ４１
那可丁 ４１４. ３ ２２０. ２ａ

４. ９４ ９５
３０

３５３. １ ３３
吗啡 ２８５. ９ １６５. ３ａ

４. ２３ １１０
４７

１５３. １ ５５
蒂巴因 ３１２. ３ ２４９. １ａ

４. ６４ ５０
２４

５８. ３ ３７
可待因 ３００. ２ １９９. ０ａ

４. １０ １２０
３８

２１５. １ ３５
苯甲酰乌头原碱 ６０４. ３ ５５４. ３ａ

５. ０８ １３０
５１

４９６. ２ ５８
钩吻素己 ３２７. ２ ２９６. ３ａ

４. ６０ ６０
２４

２６５. ２ ３７

　 　 注:ａ 表示定量离子ꎮ

２􀆰 ２　 色谱条件选择优化 　 选择色谱柱为 ＢＥＨ Ｃ１８
(２􀆰 １ ｍｍ ×１００ ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍ)ꎻ进样量:２ μＬꎬ流速:０􀆰 ３
ｍＬ / ｍｉｎꎮ 在实验条件下ꎬ为了减少拖尾现象ꎬ实验在

甲酸铵浓度为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ各物质峰形均不拖尾ꎮ
因此选择含 ０􀆰 １ ％甲酸的 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵溶液为水

相(Ａ)ꎬ乙腈为有机相(Ｂ)作为超高效色谱的流动相ꎮ
并且在该条件下ꎬ不断优化梯度洗脱程序ꎬ达到 ２２ 种

植物毒素较好效果分离ꎬ各成分出峰时间在 ４􀆰 ３０ ｍｉｎ
~ ８􀆰 ０９ ｍｉｎ 之间ꎬ见吗啡和雷公藤次碱 ＭＲＭ 色谱图

１ꎮ

图 １　 血液基体匹配标准吗啡和雷公藤次碱(２０ μｇ / Ｌ)ＭＲＭ
色谱图

Ｆｉｇ. １ 　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｍａｔｒｉｘ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｍｏｒｐｈｉｎｅ ａｎｄ ｔｒｉｐｔｏｌｉｎｅ (２０ μｇ / Ｌ)

２􀆰 ３　 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 前处理方法选择　 针对 ＱｕＥＣｈＥＲＳ
前处理方法提取和净化两个步骤进行优化和改良ꎮ

在提取阶段对常见的萃取剂甲醇、乙腈和丙酮进行选

择优化ꎻ在净化阶段对加入的净化剂 ＰＳＡ、Ｃ１８进行选

择优化ꎮ 通过考察各种植物毒素的提取回收率的高

低和基质效应的改善情况ꎬ选择合适的萃取剂和吸附

剂ꎬ同时进行优化组合ꎬ确定各自的使用剂量ꎮ
２􀆰 ３􀆰 １　 提取剂的选择　 尿液样品离心后直接 ＰＳＡ 和

Ｃ１８净化处理ꎮ 血液分别考察常用的甲醇、丙酮和乙

腈三种不同萃取溶剂的提取回收率和基体效应ꎮ 乙

腈作为萃取剂和 ＮａＣｌ 作为盐析剂时ꎬ蛋白及血细胞

沉淀好ꎬ２２ 种植物毒素提取回收率明显要高ꎬ大多数

待测成分基体效应在 ０􀆰 ６ ~ １􀆰 ２ 之间ꎬ而甲醇和丙酮

作为萃取剂时ꎬ蒂巴因、苯甲酰乌头碱等多种植物毒

素提取回收率低ꎬ雷公藤次碱、苯甲酰乌头碱基体效

应小于 ０􀆰 ６ꎬ可待因、钩吻素子基体效应大于 １􀆰 ２ꎮ 结

果见图 ２ 和 ３ꎮ
试验进一步对血液萃取剂乙腈的体积研究ꎬ分别

考察了血液与乙腈体积比为 １∶ １、１∶ ２、１∶ ３下的提取回

收效率和基体效应ꎮ 当血液∶ 乙腈 ＝ １∶ ２时ꎬ基质效应

小、回收率高ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 净化剂的选择

２􀆰 ３􀆰 ２􀆰 １　 ＰＳＡ 使用量的选择 　 ＰＳＡ 对含有氨基( －
ＮＨ２)和羟基( － ＯＨ)官能团的物质净化效果较好ꎮ
尿液中加入 ＰＳＡ ４０ ｍｇ 振荡 １０ ｍｉｎ 后ꎬ尿样的黄色明
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图 ２　 三种提取剂对血液提取回收率影响

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｅｘｔｒａｃｔａｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

图 ３　 三种提取剂对血液基体效应影响

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｅｘｔｒａｃｔａｎｔｓ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ

显变淡ꎬ底部的 ＰＳＡ 沉淀为黄色ꎬＰＳＡ 可改善基质效

应使尿液颜色变淡ꎬ随着 ＰＳＡ 使用量的增加ꎬ净化效

果更明显ꎬ但是 ＰＳＡ 使用量增加会降低样品提取回收

率ꎮ 在 １􀆰 ０ ｍＬ 血液空白基体溶液中ꎬ加入浓度 ７５０
μｇ / Ｌ 标准工作溶液 １０􀆰 ０ μ Ｌꎬ分别选择 ３０ ｍｇ、４０
ｍｇ、５０ ｍｇ、６０ ｍｇ 的 ＰＳＡ 进行净化ꎬ在血液中 ＰＳＡ 使

用量 ３０ ~ ５０ ｍｇ 时ꎬ很多待测成分的提取回收率比较

稳定ꎬ使用量超过 ６０ ｍｇ 时ꎬ部分植物毒素成分的提

取回收率下降ꎮ 因此实验选择 ＰＳＡ 的使用量血液为

３０ ｍｇ 和尿液 ４０ ｍｇꎮ 实验结果见图 ４ 和 ５ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２􀆰 ２　 Ｃ１８使用量的选择　 在使用 Ｃ１８作为吸附剂

时ꎬ除去血液中的油脂、甾醇、维生素等物质ꎬ基质效

应改善效果明显ꎬ在 Ｃ１８用量超过 ３０ ｍｇ 时大部分待

测物提取回收率开始下降ꎮ 为保证高的提取回收率

降低和改善基体效应ꎬ最终选择 ３０ ｍｇ ＰＳＡ ＋ ３０ ｍｇ
Ｃ１８作为血液的净化剂ꎬ４０ ｍｇ ＰＳＡ ＋３０ ｍｇ Ｃ１８作为尿
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图 ４　 ＰＳＡ 的使用量对血液提取回收率影响

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＳＡ ｕｓａｇｅ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

图 ５　 ＰＳＡ 的使用量对尿液提取回收率影响

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＳＡ ｕｓａｇｅ ｏｎ ｕｒｉｎｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

液净化剂ꎮ
２􀆰 ４　 方法的线性关系与方法检测限、定量限　 ２２ 种

待测成分回归方程具有很好的线性关系ꎬ相关系数 ｒ
≥０􀆰 ９９６ꎮ 分别在空白血液 /尿液样品中加入低浓度

２２ 种植物毒素成分ꎬ按照试验前处理方法处理和试

验方法测定ꎬ以定性离子的信噪比(Ｓ / Ｎ)≥３ 时对应

的浓度为检出限(ＬＯＤ)ꎬ以 Ｓ / Ｎ≥１０ 时对应的浓度为

定量限(ＬＯＱ)ꎮ 血液和尿液中 ２２ 种植物毒素成分的

检 出 限 分 别 为 ０􀆰 ０１ ~ １􀆰 ００ μｇ / Ｌ 和 ０􀆰 ０１ ~

０􀆰 ９０ μｇ / Ｌꎬ定量下限分别为:０􀆰 １ ~ ３􀆰 ０ μｇ / Ｌ 和 ０􀆰 ０３
~ ３􀆰 ０ μｇ / Ｌꎬ能够满足植物毒素中毒应急检测的要

求ꎮ
２􀆰 ５　 精密度和加标回收率 　 血液 /尿液中的植物毒

素成分的日内精密度和日间精密度(Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬ ＲＳＤ)分别为 １􀆰 ２％ ~ １５􀆰 ２％ 和 １􀆰 ２％ ~
１３􀆰 ５％ ꎬ平 均 加 标 回 收 率 为 ７０􀆰 ５％ ~ １２５％ 和

７３􀆰 ７％ ~１１８％ ꎬ具体数据见表 ２ꎮ
２􀆰 ６　 基质效应　 通过以空白基体匹配标准曲线ꎬ解
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决了 ２２ 种待测成分离子样品的保留时间与标准曲线

保留时间不一致的问题ꎬ前处理方法对样品的净化效

果较好ꎬ基质效应得到了改善ꎮ

２􀆰 ７　 稳定性试验　 ５ μ ｇ / Ｌ、５０ μ ｇ / Ｌ 与 ２００ μ ｇ / Ｌ
三个浓度提取液于室温保存ꎬ３ 天内 ２２ 种植物毒素成

分均未发生明显的降解ꎮ

表 ２　 血和尿中植物毒素加标回收率和精密度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｔｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｕｒｉｎｅ

化合物
浓度水平

(μｇ / Ｌ)

血液

加标回收率 精密度(ＲＳＤꎬ％ )
(％ ) 日内 日间

尿液

加标回收率 精密度(ＲＳＤꎬ％ )
(％ ) 日内 日间

钩吻碱 ５ ８２. ４ ７. ２ ８. ３ ７９. ５ ６. ５ ７. ８
５０ ８５. ２ ５. １ ４. ３ ８０. ５ ５. ４ ２. ５

２００ ８７. １ ６. ２ ４. ８ ８４. ５ ２. ３ ３. ８
马钱子碱 ５ ８９. ５ ２. ５ ３. ３ ９０. ３ ６. ５ ３. ８

５０ ９０. ５ ２. ７ ３. ６ ９９. ２ ３. ６ ３. ８
２００ １００. ０ ５. ８ ２. ５ １００. ０ ８. ７ ４. ８

消旋山莨菪碱 ５ ８８. ３ ２. ４ ２. ２ ８３. ６ １. ５ ２. ７
５０ ９９. ２ ３. ２ ６. ７ ８７. ８ ２. ２ ３. ５

２００ ９８. ５ ５. １ ４. ３ ９０. ５ １. ８ ２. １
阿托品 ５ ７８. ９ ３. ８ ３. ９ ８２. １ ３. ５ ４. ８

５０ ８７. ８ ４. ８ ６. １ ８０. ５ ６. ３ ４. ２
２００ ９２. １ ６. ５ ５. ５ ８４. ３ ７. ２ ４. ６

雷公藤次碱 ５ １００. ０ ６. ２ ３. ２ ９９. ６ ５. ９ ６. ２
５０ １０１. ０ ５. ２ １. ２ ９８. ９ ４. ８ ２. ５

２００ １０３. ０ ２. ３ ３. ２ １０２. ０ ３. ５ ３. ７
颠乌头碱 ５ １０３. ０ ４. ４ ５. ７ １０５. ６ ２. ２ ４. ０

５０ １０６. ０ ６. ９ ３. ８ １００. ３ ２. ５ ５. ２
２００ １１２. ０ ７. ９ ４. ２ ９９. ７ ３. ６ ４. ６

鱼藤酮 ５ ９４. ６ １４. １ １０. ２ ９３. １ ３. ８ ３. ７
５０ ９８. ３ １１. ２ １３. ２ ８８. ５ ５. ７ ４. ５

２００ １０１. ０ ９. ２ ９. ７ ８９. ４ ８. ７ ６. ５
次乌头碱 ５ １０３. ０ １. ２ ３. ６ １００. ０ ２. ５ １. ７

５０ １０４. ０ ２. ５ ２. ９ ９８. ７ ３. ２ ２. ６
２００ １１５. ０ ５. ２ ５. ７ ９６. ５ １. ８ ５. ２

乌头碱 ５ １０９. ０ ２. ７ ３. ８ １２５. ０ ２. ６ ３. ５
５０ １１５. ０ ４. ８ ３. ３ １０５. ０ ２. ３ ３. ８

２００ １１８. ０ ３. ５ ８. ８ １０６. ０ １. ５ ２. １
东莨菪碱 ５ ８４. ５ １５. ２ １３. ２ ８３. １ ３. ７ ６. ２

５０ ８３. ６ １０. １ ９. ９ ７９. ８ ５. ５ ３. ８
２００ ８８. １ ６. ８ ７. ３ ９０. ５ ４. ８ ２. ２

钩吻素子 ５ ７５. ３ ９. ７ ８. ９ ８３. ２ １０. ８ １３. ５
５０ ７６. ５ ８. ６ ８. ２ ７８. ２ １２. ７ １０. ２

２００ ７９. ５ ７. ６ ８. ５ ７９. ８ １５. ２ １０. ９
新乌头碱 ５ １０５. ０ １. ３ ２. １ １０６. ０ ３. ５ ４. ８

５０ １０９. ０ ３. ２ ４. ２ １１７. ０ ２. ６ １. ５
２００ １１８. ０ ４. ４ ４. ８ １００. ０ ２. ８ １. ７

士的宁 ５ ７８. ９ ６. ３ ２. ５ ７５. ８ ３. ６ ４. ４
５０ ８８. ６ ５. ７ ４. ９ ８０. ２ ３. ５ ５. ２

２００ ８５. ３ ３. ３ ４. ５ ８３. ５ ７. ７ ６. １
雷公藤春碱 ５ ８０. ５ ３. ３ ２. ２ ７９. ８ ６. ８ ５. ８

５０ ８４. ２ ５. ２ ４. ８ ７８. ４ ６. ３ ７. ９
２００ ８３. ５ ４. ６ ３. ４ ７０. ５ ４. ８ ６. ６

秋水仙碱 ５ １０１. ０ ２. ５ １. ９ １００. ０ ２. ６ ４. ３
５０ １０３. ０ ３. ２ ２. ５ ９９. ５ ３. ７ ４. ４

２００ １０５. ０ １. ５ ３. １ ９８. ９ ２. ５ ３. ９
罂粟碱 ５ １０３. ０ ３. ２ ６. ３ １０１. ０ ３. ３ ７. ８

５０ １０５. ０ ４. ２ ５. ４ １００. ０ ６. ５ ６. ２
２００ １０９. ０ ４. ３ ５. ７ １１６. ０ ２. ８ ３. ９

那可丁 ５ １０５. ０ １. ２ ２. ４ １０３. ０ ３. ５ ４. ６
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(续表)

化合物
浓度水平

(μｇ / Ｌ)

血液

加标回收率 精密度(ＲＳＤꎬ％ )
(％ ) 日内 日间

尿液

加标回收率 精密度(ＲＳＤꎬ％ )
(％ ) 日内 日间

５０ １０６. ０ １. ５ １. ８ １０５. ０ ３. ８ ４. １
２００ １０８. ０ １. ８ １. ９ １０３. ０ ５. ５ ２. ５

吗啡 ５ ７３. ７ ８. ４ １０. ２ ７５. ２ ９. ８ １１. ２
５０ ７５. ２ ７. ８ ９. ９ ７６. ２ １０. ５ １３. ２

２００ ７８. ７ ６. ８ ９. ５ ７６. ７ １１. ８ １２. ８
蒂巴因 ５ ８４. ８ ８. ２ ４. ８ ８７. ２ １. ３ ３. ５

５０ ８８. ６ ３. ８ ４. ６ ８６. ２ １. ８ ４. ２
２００ ９０. ２ ６. ６ ５. ７ ８７. ６ ２. ０ ４. ６

可待因 ５ ８５. ９ ２. ３ ３. ８ ８７. ２ ２. ５ ６. ８
５０ ８８. ５ ６. ２ ６. ８ ８０. ９ １. ３ ３. ６

２００ ９３. ５ ７. ７ ５. ２ ８７. ３ ５. ９ ４. ９
苯甲酰乌头原碱 ５ ９８. ７ ８. ９ ７. ５ ９９. ５ ７. ９ １０. ２

５０ １０５. ０ ２. １ ４. ２ ８８. ９ ６. ６ ５. ８
２００ １００. ０ ５. ５ ３. ９ ９０. ８ ６. ３ ７. ２

钩吻素己 ５ ９０. ５ ４. ８ ６. ２ ９７. ２ ４. ６ ３. ９
５０ ９８. ３ ４. ９ ６. ９ ９６. ２ ５. ７ ５. ２

２００ １００. ０ ５. ５ ５. ７ ９８. ９ ６. １ ４. ８

３　 讨　 论

本次研究针对植物毒素中 毒 特 点ꎬ 建 立 了

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 样品前处理方法可以针对不同基质、待测

物ꎬ搭配不同的净化剂ꎬ能做到在最大限度保留待测

物的基础上ꎬ有针对性的净化复杂基质ꎬ提高植物毒

素的提取能力ꎮ 通过对超高效液相色谱与质谱的条

件选择优化ꎬ建立了 ２２ 种植物毒素成分的定性和定

量离子谱库ꎬ实现了 ＭＲＭ 定量分析功能ꎮ 在分析方

法的基础上ꎬ进一步成功改良 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 前处理方

法ꎬ对基质效应和提取回收率评估ꎬ验证了样品前处

理方法的有效性ꎬ进一步对检出限、定量限、线性关

系、精密度和加标回收率等进行考察ꎬ确认了在复杂

基质和低浓度待测成分条件下ꎬ该方法具有简便、快
速、灵敏、准确等优点ꎬ适合血液和尿液中多种植物毒

素成分的中毒检测ꎮ 本次研究为生物样品中植物毒

素检测分析提供新思路和方法ꎬ弥补相关应急处理缺

乏相应的检测技术储备不足ꎬ尤其目前植物毒素仅局

限几种成分具有国家标准检测方法ꎬ一定程度上为解

决在中毒事件处置中中毒原因查明率不高、检测方法

有限等问题具有积极作用ꎮ 但是本次研究建立的植

物毒素检测方法能够检测的种类较少ꎬ只有 ２２ 种ꎬ此
外ꎬ如钩吻素子等加标回收率仍不高ꎬ需要继续进行

研究ꎬ增加植物毒素检测的种类ꎬ以便满足植物毒素

中毒事件检测需要ꎮ
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