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高效液相色谱-串联质谱法测定3 种水产品中的
T-2毒素与HT-2毒素

王小博1，施 琦1,2，王雅玲1,*，廖建萌3，刘 阳2，吴移山2，高 平3,*，励建荣4

（1.广东海洋大学食品科技学院，广东省水产品加工与安全重点实验室，广东普通高等学校水产品深加工重点实验室， 

广东 湛江 524088；2.广东省湛江市质量计量监督检测所，国家海产品质量监督检验中心（湛江），广东 湛江 524096；

3.湛江市食品药品监督管理局，广东 湛江 524022；4.渤海大学 辽宁省食品安全重点实验室，辽宁 锦州 121013）

摘  要：建立高效液相色谱-串联质谱定量快速检测罗非鱼、南美白对虾和黄金贝中的T-2毒素与HT-2毒素方法。

以10 mL乙酸乙酯作为提取溶剂，振荡提取，无水硫酸钠除水，定量移取5 mL提取液氮气吹干后用1 mL含有0.1%

甲酸的甲醇-5 mmol/L乙酸铵溶液（3∶7，V/V）复溶，正己烷脱脂净化，基质匹配法外标定量。3 种水产品中

T-2毒素和HT-2毒素的检出限分别为2 μg/kg和4 μg/kg。T-2毒素质量浓度为2～100 ng/mL，HT-2毒素质量浓度为 

4～200 ng/mL，范围内线性良好。在3 种样本中进行3 个水平添加实验（n=6），T-2毒素回收率为84.3%～109.9%，

HT-2毒素的回收率为90.9%～103.2%。T-2毒素的相对标准偏差为2.0%～8.7%，HT-2毒素的相对标准偏差为

2.6%～10.6%。本方法简便快速、准确度好、精密度高，适用于3 种代表性水产品中T-2与HT-2毒素的同时检测。
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Abstract: A fast high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) method was 

developed for the quantitative determination of T-2 and HT-2 toxins in tilapia, Litopenaeus vannamei and golden scallop. 

After being homogenized, samples were extracted with 10 mL of neutral ethyl acetate by vibration, and after removing the 

moisture with sodium sulfate, 5 mL of the upper layer was concentrated with nitrogen blowing, re-dissolved with 1 mL  

of 0.1% formic acid in methyl alcohol:5 mmol/L ammonium acetate (3:7, V/V), and degreased with hexane. The target 

compounds were quantified by the matrix-matched external standard method. Under optimized conditions, the lower limits 

of quantitation (LLOQs) for T-2 and HT-2 toxins in three aquatic products were 2 and 4 μg/kg, respectively. The linear 

range was 2–100 ng/mL for T-2 toxin and 4–200 ng/mL for HT-2 toxin. The average recoveries for three aquatic samples at 

three spiked levels ranged from 84.3% to 109.9% for T-2 toxin and 90.9% to 103.2% for HT-2 toxin. The relative standard 

deviations (RSDs) were in a range of 2.0%–8.7% for T-2 toxin and 2.6%–10.6% for HT-2 toxin (n = 6). The method is 

simple, rapid, accurate, precise and suitable for the simultaneous detection of T-2 and HT-2 toxins in the three representative 

aquatic products. 
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T-2毒素（图1A）是单端孢霉烯族毒素中毒性最强的

毒素[1]，对人和动物具有广泛而强烈的毒性，可经呼吸

道、胃肠道、皮肤黏膜等多种途径进入机体，造成多系

统多器官损伤[2-6]。T-2毒素化学性质稳定，在各种有机试

剂或温和的酸性条件下回流不受影响，有研究报道T-2毒
素常温放置6～7 a或高温至200 ℃毒力仍无减弱[7]。早在

1973年联合国粮农组织和世界卫生组织在日内瓦召开的

联席会议上，就将这类毒素定为天然存在的最危险的食

品污染源[8]。HT-2毒素（图1B）是T-2毒素在生物体内的

主要代谢产物，同属于单端孢霉烯族毒素，结构上除了

C-4上的官能团有差异，其他均相同。与T-2毒素一样，

它同样具有免疫抑制性，能导致一系列病变的发生[9-12]。

H3C

H3C

H

H

OAc
OAc

OH
CH3

CH3

CH2

O

O

O
O

A

B

H3C

H3C

H

H

OAc

OH

OH

CH3

CH3

CH2

O

O

O
O

图 1 T-2（A）和HT-2（B）毒素结构式

Fig. 1 Chemical structures of T-2 toxin (A) and HT-2 toxin (B)

T-2毒素与HT-2毒素主要由镰孢菌产生，广泛存在于

自然环境中，农作物、动物饲料及养殖环境因其造成的

污染和病害常有报道[7,13-14]。但水产动物在养殖过程中摄

食被T-2毒素污染的饲料或者被环境中产T-2毒素镰孢菌感

染的情况却被人们忽视。如果误食被T-2毒素污染的水产

品，则会对人类的健康造成不利影响。

现有的T-2毒素与HT-2毒素的检测对象主要集中在饲

料、谷物或以其为原料的食品，水产品中这两种毒素的

同时检测方法至今还较为缺乏。真菌毒素检测方法大致

可分为生物学测定法和物理化学测定法。物理化学测定

法主要有薄层色谱法、气相色谱法、液相色谱法、气相

或液相与质谱联用法。薄层色谱法因为不能准确定量而

使用受限；气相色谱法和液相色谱法需要对毒素进行衍

生，步骤繁琐；相比之下，高效液相色谱-串联质谱联用

技术较其他方法具有更高的灵敏度和更低的检测限，近

年来在真菌毒素检测方面受到广泛关注[15-19]。本实验建立

了高效液相色谱-串联质谱联用技术检测3 种代表性水产

品——凡纳滨对虾、罗非鱼和黄金贝中的T-2毒素与HT-2
毒素，针对基质特殊性在前处理方法上进行了优化，使

方法更加快速简便、定量准确，可操作性更强。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

南美白对虾（8.0±0.5） g、罗非鱼（500.0±30.0） g

和黄金贝（110.0±10.0） g 东海岛（广东，湛江）恒

兴水产品养殖基地；T-2毒素标准品（纯度≥98%）、

HT-2毒素标准品（纯度≥98%）  美国ENZO生物

公司；Pribolab T-2/HT-2免疫亲和柱（规格：3 mL）  
北京泰乐祺科技有限公司；中性氧化铝柱（规格：

1 000 mg/6 mL） 上海博势生物科技有限公司；二

氧化硅固相萃取柱（规格：500 mg/6 mL）  杭州 

格图科技有限公司；甲醇（一级色谱纯，纯度≥ 

99.9%） 天津四友精细化学品有限公司；乙腈（色谱

纯，纯度≥99.9%） 广东光华科技股份有限公司； 

乙酸铵（分析纯） 美国Sigma-Aldrich公司；超纯水

arium 611VF超纯水机制备；其余试剂均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备  
TSQ Quantum Access高效液相色谱-串联质谱联用仪 

美国Thermo Fisher公司；XS205电子分析天平 美国

Metteler Toledo公司；HU-3120B可温控超声波提取器 天津 

恒奥科技发展有限公司；VTX-3000L旋涡混合器 日本

Vortex公司；Multi Reax旋涡振荡器 德国Heidolph公司； 

Organomation Assiciates氮吹仪 日本JNC公司；离心机 
上海安亭科学仪器厂。

1.3 方法

1.3.1 标准溶液的配制

将1.0 mg T-2毒素标准品与1.0 mg HT-2标准品用乙腈

分别溶解，置于两个10 mL容量瓶中乙腈定容。配制成

质量浓度均为0.1 mg/mL标准储备液。取1 mL储备液于
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100 mL容量瓶甲醇定容，得质量浓度均为1 μg/mL的T-2
毒素与HT-2毒素标准溶液。配得标准溶液均置于－20 ℃

冰箱保存。

根据需要将T-2与HT-2标准溶液混合配制所需质量浓

度的标准使用液。使用液现配现用，溶剂为含有0.1%甲

酸的甲醇-5 mmol/L乙酸铵溶液（3∶7，V/V）。

1.3.2 仪器条件

1.3.2.1 质谱条件

喷雾电压：4 500 V；鞘气压力：35 arb；辅助气压：

15 arb；毛细管温度：270 ℃；碰撞压力：1.5 mTorr。选

择二级质谱中响应值较高的两个子离子作为定性离子，

响应值最高的作为定量离子进行选择离子扫描模式质谱

条件优化，结果如表1所示。

表 1 子离子SRM碰撞能优化结果

Table 1 Daughter ions and corresponding collision energy under SRM mode

母离子（m/z） 子离子（m/z） 碰撞能量/eV
442.2 262.9* 13
442.2 322.8 8
484.2 215.0 17
484.2 305.0* 12

注：*.定量离子。

1.3.2.2 色谱条件

色谱柱：Hypers i l  Gold（100  mm×2 .1  mm，

5 μm）；进样量：10 μL；流动相：A为甲醇，B为

5 mmol/L乙酸铵溶液（含0.1%甲酸），梯度洗脱条件见表2。

表 2 高效液相色谱梯度洗脱条件

Table 2 Gradient elution conditions of HPLC

时间/min A甲醇体积分数/% B 5 mmol/L乙酸铵溶液
（含0.1%甲酸）体积分数/%

0.0 20.0 80.0
3.0 90.0 10.0
5.0 90.0 10.0
5.1 20.0 80.0
8.0 20.0 80.0

1.3.3 样品前处理

1.3.3.1 T-2/HT-2毒素的提取

选取虾、鱼和贝的优势品种南美白对虾（以下简

称虾）、罗非鱼（以下简称鱼）和黄金贝（以下简称

贝）可食肌肉部分作为典型检测对象。将鱼去鳞去皮、

虾去头去壳、贝去壳取肌肉组织绞碎并使其均质后称

取2.00 g，置于50 mL离心管中，准确加入10 mL乙酸

乙酯，涡旋振荡10 min（2 000 r/min），加入无水硫酸

钠5～8 g，涡旋振荡5 min（2 000 r/min），离心10 min
（4 000 r/min）后收集上清液。

1.3.3.2 净化

正己烷脱脂净化：准确移取上清液5 mL，40 ℃条件

下氮气吹干后用1 mL含有0.1%甲酸的甲醇-5 mmol/L乙酸

铵溶液（3∶7，V/V）溶解，加入1 mL正己烷除脂，取下

层液过0.22 μm滤膜待测分析。

采用Pribolab T-2/HT-2免疫亲和柱进行净化：取5 mL
上清液直接过Pribolab T-2/HT-2免疫亲和柱，弃掉流出

液，以6 mL超纯水淋洗，压入空气确保液体全部流出，

用5 mL甲醇缓慢洗脱，残留的洗脱液用空气压出，收集

全部的洗脱液，于40 ℃条件下氮气吹干后用1 mL含有

0.1%甲酸的甲醇-5 mmol/L乙酸铵溶液（3∶7，V/V）溶

解，过0.22 μm滤膜待测分析。

中性氧化铝柱净化：先用6 mL乙腈活化，取5 mL
上清液过中性氧化铝柱，再用6 mL的超纯水淋洗，并用

6 mL乙腈洗脱，收集洗脱液液，于40 ℃条件下氮气吹

干后用1 mL含有0.1%甲酸的甲醇-5 mmol/L乙酸铵溶液

（3∶7，V/V）溶解，过0.22 μm滤膜待测分析。

二氧化硅固相萃取柱净化：用6 mL甲醇活化，取

5 mL上清液过二氧化硅固相萃取柱，用6 mL的超纯水淋

洗，再用6 mL甲醇洗脱，收集洗脱液。洗脱液于40 ℃条

件下氮气吹干后用1 mL含有0.1%甲酸的甲醇-5 mmol/L乙
酸铵溶液（3∶7，V/V）溶解，过0.22 μm滤膜待测分析。

2 结果与分析

2.1 色谱条件的优化

在一系列C 18柱型（SunFire、Agilent  TC-C 18、

Diamonsil、Hypersil  Gold）中选择分离效果最优的

Hypersil Gold（100 mm×2.1 mm，5 μm）柱。在此条件

下峰形尖锐对称、选择性优、灵敏度高、稳定性好。高

效液相色谱-串联质谱联用技术检测方法灵敏度的影响

因素除了化合物本身性质外，还有流动相的组成。本方

法通过比较甲醇-水、乙腈-水、甲醇-乙酸铵和乙腈-乙

酸铵后，发现目标化合物易与NH4
＋结合形成[M＋NH4]＋

结构，加入乙酸铵不仅能提高响应值，还能使方法稳定

性更好，甲醇与乙腈虽然都能实现目标化合物的分离，

但甲醇效果更好，所以选择了甲醇和乙酸铵溶液为流动

相，加入0.1%甲酸可以在正离子监测模式下增强分析灵

敏度。通过对比分析，最终确定流动相为甲醇-5 mmol/L

乙酸铵溶液（含0.1%甲酸）。

2.2 质谱条件的确定

用质量浓度为1 μg/mL的T-2、HT-2毒素混合标准

溶液进行一级质谱扫描确定母离子，根据毒素分子质

量设置扫描范围，T-2毒素与HT-2毒素在电喷雾源正离

子电离模式下易获取NH4
＋，形成[M＋NH4]＋。确定母

离子后用二级质谱扫描模式确定子离子，二级质谱扫

描通过碰撞气和碰撞电压作用获得不同碎片离子，选
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丰度较高的两个子离子作为定性离子，其中丰度最高

的子离子为定量离子。T-2毒素丢失—CH2CH(CH3)2、 

—CH2OCOCH3、—(CH3)2获得m/z 305.0的子离子，丢

失—OCOCH2CH(CH3)2、—(OCOCH3)2、—OH获得 
m/z 215.0的子离子，HT-2毒素丢失—CH2CH(CH3)2、 

—CH2OCOCH3、—CH3获得m/z 262.9的子离子，丢失 

—OCOCH3、—(CH3)2获得m/z 322.8的子离子。

2.3 前处理条件的选择

2.3.1 提取溶剂的选择

方法前处理条件中，提取溶剂的选择很关键，选择

合适的提取溶剂不仅能提高目标物的提取效率，同时能

减少内源物质的干扰。通过对比在虾肉样品中添加T-2毒
素质量浓度20 ng/mL、HT-2毒素质量浓度40 ng/mL的混

合标准溶液后，经甲醇、乙腈、二氯甲烷、乙酸乙酯的

提取（表3），二氯甲烷提取回收率为（61.2±7.3）%，

甲醇为（44.5±7.3）%，乙腈提取的回收率不足20%，只

有乙酸乙酯对T-2毒素和HT-2毒素的提取回收率稳定的保

持在80%～120%范围内。结果表明乙酸乙酯作为提取试

剂效果最好，这与大多数文献[20-25]报道的一定比例的乙

腈或甲醇溶液作为提取试剂提取谷物或饲料中的T-2毒素

有所差异。由于水产品中水分含量比谷物和饲料中大得

多，所以乙腈或甲醇溶液作为提取试剂并不适用，不仅

提取效率受影响，而且在后期氮吹或旋转蒸发过程中耗

时会很长。本方法提取试剂定量加入，准确移取半量吹

干，不仅节约了前处理时间，使得前处理快速简单化，

同时短时间快速提取也有利于基质效应的降低。

表 3 不同试剂对虾肉中T-2及HT-2毒素的提取效果（n=3）

Table 3 Extraction efficiencies of T-2 and HT-2 toxins in shrimps with 

different solvents (n = 3)

%

毒素 提取溶剂 回收率 标准偏差

T-2

乙酸乙酯 96.4 2.5
二氯甲烷 61.2 7.3

甲醇 44.5 7.3
乙腈 13.6 9.8

HT-2

乙酸乙酯 112.9 5.9
二氯甲烷 33.6 5.8

甲醇 Null
乙腈 Null

注：Null.未检出。

2.3.2 提取环境酸碱度选择

通过实验比较pH 3.5、pH 7.0和pH 8.0环境下的提取

效果（图2），结果显示pH值对T-2与HT-2毒素同时提取

效果影响不大（P＞0.05），均能满足提取要求，但偏碱

性环境中两种毒素提取效率的差异会增大，可能原因为

T-2毒素在弱碱性环境中不稳定，易水解为HT-2毒素或

T-2三醇、T-2四醇等产物。而两种毒素在强酸环境下也不

稳定，会引起骨架重排，因此提取过程没有必要加入酸

或碱来调节环境酸碱度。

3.5 7.0 8.0
pH

0
20
40
60
80

100
120
140

/%

T-2
HT-2

图 2 不同pH值条件下提取虾肉中T-2及HT-2毒素的回收率（n=6）

Fig. 2 Recoveries of T-2 and HT-2 toxins in shrimps extracted at 

different pH values (n = 6)

2.3.3 净化方式的选择

试样经免疫亲和柱、中性氧化铝柱、二氧化硅固相萃

取柱纯化，与未过柱样品检测结果比较后发现（表4）， 

经中性氧化铝柱和二氧化硅柱对回收率有明显影响（回

收率均低于50%），免疫亲和柱纯化样品灵敏度和峰形差

异不明显，但免疫亲和柱价格昂贵，不利于方法的推广，

本方法用无水硫酸钠除去水分，用正己烷除脂净化即可满

足检测要求，同时节省了前处理时间和检测成本。

表 4 不同净化方式对虾肉中T-2及HT-2毒素回收率的影响（n=3）

Table 4 Recoveries of T-2 and HT-2 toxins in shrimps with different 

purification methods (n = 3)

%

净化方式
T-2 HT-2

回收率 标准偏差 回收率 标准偏差

免疫亲和柱 86.1 7.3 85.2 5.6
中性氧化铝柱 43.3 8.7 48.1 4.1
二氧化硅柱 38.4 7.0 32.6 9.6
正己烷脱脂 85.4 7.3 90.3 8.6

2.4 方法验证

2.4.1 线性和测定下限  

表 5 3 种水产品中T-2与HT-2毒素的线性范围、线性方程和相关系数

Table 5 Linear ranges, regression equations and correlation 

coefficients for T-2 and HT-2 toxins in three aquatic products

化合物
质量浓度范围/
（ng/mL） 基质

相关系数
（r2）

线性方程

T-2 2～100
虾 0.999 9 Y=－9 350.1＋21 462.1X
鱼 0.999 5 Y=53 343.9＋82 307.0X
贝 0.999 4 Y=33 141.9＋81 336.3X

HT-2 4～200
虾 0.999 8 Y=－11 502.0＋8 838.7X
鱼 1.000 0 Y=－1 464.8＋22 561.6X
贝 1.000 0 Y=－6 955.6＋14 425.1X

注 ：X为T-2毒素或HT-2毒素质量浓度，Y为对应的峰面积。

移取适量的混合标准中间溶液，加入空白阴性样品

中，使空白样品加标量T-2毒素为0、2、10、20、40、
100 ng/mL，HT-2为0、4、20、40、80、200 ng/mL，加
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入系列标准溶液的空白样品按1.3.2节方法进行前处理后

上机测定。分别以T-2毒素、HT-2毒素质量浓度为横坐

标，对应的峰面积为纵坐标绘制标准曲线，线性相关系数

（r2）均大于0.999（表5）。因此可确定T-2毒素的测定下

限为2 μg/kg，HT-2的测定下限为4 μg/kg。
2.4.2 选择性 

选择性是通过空白样品与加标样品的比较来评价。

看样品中是否存在内源物质的干扰。空白与加标样品均

按照前文所述前处理方法进行处理。通过测定空白样品

与加入20 ng/mL T-2与40 ng/mL HT-2的混合标准溶液后的

样品比较，选择性良好（图3）。T-2与HT-2毒素在建立

的条件下均有较强的响应，并且两者能完全分离开，此

方法的选择性好。
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1. HT-2毒素；2. T-2毒素。

图 3 加标样品中T-2与HT-2毒素的总离子流图

Fig. 3 Total ion chromatograms of T-2 and HT-2 toxins in spiked samples 

2.4.3 回收率和精密度实验结果

在虾肉、鱼肉和贝肉的空白样品中分别添加T-2/HT-2
三个水平为2/4、20/40、100/200 μg/kg的标准溶液，每
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个水平平行测定6 次计算方法的回收率和精密度，结果

为T-2毒素回收率在84.3%～109.9%之间，HT-2毒素的回

收率在90.9%～103.2%之间，均满足80%～120%的范围

内。T-2的相对标准偏差在2.0%～8.7%之间，HT-2的相

对标准偏差在2.6%～10.6%之间，不超过15%。结果显

示本方法具有良好的准确度和精密度（表6），符合分

析要求。

表 6 高效液相色谱-串联质谱联用技术方法测定虾、鱼和贝肌肉中 

T-2与HT-2毒素的准确度与精密度（n=6）

Table 6 Accuracy and precision in the HPLC-MS/MS analysis of T-2 

and HT-2 toxins in three aquatic products (n = 6)

样品基质
虾 鱼 贝

T-2 HT-2 T-2 HT-2 T-2 HT-2
添加量/（μg/kg） 2 20 100 4 40 200 2 20 100 4 40 200 2 20 100 4 40 200
平均回收率/% 109.9 94.1 90.8 99.3 91.8 90.9 84.3 90.1 91.6 91.5 101.4 97.6 101.7 98.4 97.1 101.7 98.5 103.2

相对标准偏差/% 4.9 2.0 2.3 9.1 6.4 4.1 8.7 5.2 3.8 10.6 4.9 2.6 8.2 2.9 3.9 6.0 6.5 4.7

2.5 实际样品的测定结果

采用该方法测定了罗非鱼、南美白对虾和黄金贝

样本各10 个，结果在两个南美白对虾样本中检出T-2毒
素，含量分别为2.8 μg/kg和6.7 μg/kg，前者同时检出HT-2
毒素，含量为5.1 μg/kg，可能为饲料污染导致虾体内蓄

积，鱼和贝中未检出。

3 结 论

本实验通过对前处理方法及高效液相色谱和质谱条

件的优化建立了3 种代表性水产品（罗非鱼、南美白对

虾、黄金贝）中T-2毒素与HT-2毒素的高效液相色谱-串联

质谱同步检测方法。由于水产品中水分含量高，不采用

大多数文献报道的乙腈或甲醇溶液作为提取溶剂，而选

用乙酸乙酯提取，无水硫酸钠除水，正己烷脱脂净化，

前处理方法简便快速，提取效果好，基质效应低。水产

品中T-2毒素与HT-2毒素易与Na＋结合，使得质谱检测产

生的子离子不稳定，定性定量受干扰，在定容溶剂和流

动相中均加入乙酸铵确保毒素尽可能全部以[M＋NH4]＋

形式存在，使定性定量更为准确。在提取前加入标准与

样品一同处理的基质匹配定量法相比于大多数文献采用

的标准溶液直接绘制曲线和基质溶液加标绘制曲线法定

量更为准确。本方法对水产品中T-2、HT-2毒素的快速定

量检测具有一定参考价值。
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