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摘要    麻痹性贝类毒素污染是世界共同关注和重点管控的食品安全问题, 其溯源一直是产业监管

的难点和技术重点。基于指纹溯源技术理论, 采用室内模拟 3种产毒藻暴露紫贻贝后风险形成过程, 

开发基于超高效液相色谱-四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱(UPLC-Q-Exactive MS)鉴定麻痹性贝类

毒素区域特征的指纹溯源技术。结果表明, 采用乙腈/甲醇/丙酮(体积比为 1︰1︰1)混合溶液作为提

取剂 , C8 色谱柱联合正离子模式 , 质荷比(m/z) 100~600 和 Amide 色谱柱联合正离子模式 , m/z 

600~1 500作为色谱质谱检测条件下, 提取的化合物数量较多且稳定性良好, 覆盖了 40.4%指纹信息; 

紫贻贝与产毒藻中的共检出 11种毒素成分, 且具有高度相关性。N-磺酰胺甲酰基类毒素(如 C类)和

膝沟藻毒素(GTX 类)在暴露期发生了显著的代谢转化; 将摄食 3 种产毒藻后紫贻贝的差异化合物与

特征毒素组分进行主成分分析及正交偏最小二乘法判别分析, 共筛选出 13种复合指纹物质。构建 6

种特征物质的 Fisher判别模型, 交叉验证准确率为 88.9%, 可实现产毒藻种溯源。该研究建立了基于

超高效液相色谱-四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱 UPLC-Q-Exactive MS 紫贻贝特征指纹溯源技术, 

初步实现了从污染麻痹性贝类毒素的贝类到肇事藻种的逆向溯源, 可应用于贻贝麻痹性贝类毒素风

险溯源研究。 
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麻痹性贝类毒素(paralytic shellfish toxins, PSTs)

主要由 Alexandrium、Gymnodinium 和 Pyrodinium 等

海洋甲藻产生, 通过贝类滤食进入食物链, 在世界范

围内造成严重生态和食品安全风险 , 是国际社会重

点关注目标和管控对象(Visciano et al, 2016; Nicolas 

et al, 2017)。研究表明 PSTs 分布具有地域性特点

(Villalobos et al, 2019), 而其风险形成过程主要受两

个方面的影响: 首先是产毒藻的种类及来源差异, 链

状亚历山大藻(Alexandrium catenella)主要分布在渤

海、黄海和东海海域 (顾海峰等 , 2011; 唐莹莹等 , 

2018), 而太平洋亚历山大藻主要分布在东海和南海, 

链状裸甲藻在福建近海曾多次导致中毒事件(于仁成

等, 2020)。其次, 不同地区贝类如紫贻贝摄食产毒藻

后毒素成分也有显著差异, 在 2019 年大连大窑湾海

域紫贻贝中 PSTs成分以 C1&2和 GTX2&3为主(许道

艳等, 2014), 而在浙南海域的紫贻贝中 PSTs 成分则

以 C2、GTX5和 NEO为主(张树刚等, 2011), 这种区

域差异在其他研究中也得到了充分的证明(Yao et al, 

2019; Liang et al, 2022)。因此, 贝类 PSTs组分的区域

差异对其风险具有一定的指示作用 , 可有效指向风
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险源地并用于产地溯源, 对于提升贝类中 PSTs 风险

的监管效果具有重要作用。 

近年来 , 指纹溯源技术广泛应用于生物地球化

学、医学领域、环境监测、食品安全等多个领域, 通

过对生物体指纹生物标志物的筛选 , 结合数据库比

对可快速实现源头识别 (刘静等 , 2022; 冷雪等 , 

2023)。该技术是基于代谢组学技术, 以高通量、高灵

敏度、高分辨率的现代仪器分析方法为手段 , 对细

胞、体液和组织中全部代谢物进行定性与定量分析, 

随后结合多元统计分析来构建指纹溯源技术模型(孙

晓珊等, 2021; 高淑芳等, 2022)。其中液相色谱-质谱

联用(LC-MS)(徐天润等, 2020)能够在任何单一分析

平台中实现最高的代谢组覆盖率 , 并且需要最少的

样品前处理, 包括蛋白质沉淀和代谢物提取(Bujak et 

al, 2015), 适宜的提取溶剂、提取时间和处理温度等

条件是影响前处理的重要参考指标。有文献报道, 基

于 LC-MS 的代谢指纹识别鲤鱼和虹鳟鱼精浆中的代

谢物, 筛选出精子质量的新型生物标志物, 为优化人

工繁殖奠定了基础(Dietrich et al, 2019)。同时也有研

究针对澳大利亚翡翠贻贝新西兰绿唇贻贝和进行代

谢指纹检测 , 发现两种贻贝之间存在明显的代谢差

异, 根据差异代谢物可以实现贻贝产地溯源(Rochfort 

et al, 2013)。此外, 也有研究采用同位素标记(Zhao et 

al, 2019)、脂质(Shin et al, 2008)、微量元素(Morrison 

et al, 2019)等技术识别双壳贝类肠道内容物的方式, 

实现贝类产地溯源(Gao et al, 2006)。 

采用高通量筛查技术获得的数据规模大且来源

复杂, 因此需要结合化学计量学方法, 降低数据维度

筛选出具有识别能力的变量(徐天润, 2020)。多变量

分析是通过降低维度来简化数据的复杂程度 , 并通

过相关软件进行结果可视化 , 主要包括主成分分析

(principal component analysis, PCA)、正交偏最小二乘

判别分析 (orthogonal signal correction partial least 

squares-discriminant analysis, OPLS-DA)、聚类分析

等。其中 PCA主要通过质量控制样本(QC)在 PCA图

中分布情况对数据进行初步考察, 谭芷晴等(2023)为

筛选炔诺酮暴露斑马鱼后的生物标志物, 运用 PCA

分析发现处理组与代谢组有明显分离。刘天亮等

(2022)运用 PCA分析成功将来自山东、河南和河北产

区的金银花样品分成了 3类。而 OPLS-DA可以使分

类信息主要集中在主成分上 , 并且通过变量投影重

要度(Variable importance in projection, VIP)来确定差

异化合物, 判别效果更具有说服力(李思源等, 2021)。

然而 , 基于多变量分析的代谢指纹从未用于研究摄

食麻痹性贝类毒素的紫贻贝。 

本研究选择我国近海主要麻痹性贝类毒素产毒

藻种, 通过室内暴露贻贝模拟指纹信息传递过程, 采

用 UPLC-Q-Exactive MS对五种前处理方法进行比较

分析, 结合 PCA和 OPLS-DA化学计量学方法, 挖掘

摄食不同产毒藻后贻贝体内的化学差异 , 筛选区分

摄食不同产毒藻贻贝中的特征指纹物质 , 构建特征

指纹溯源技术模型 , 快速精准的识别潜在风险以便

提高麻痹性贝类毒素风险源头识别。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用藻株包括链状亚历山大藻(A. catenella, 

GY-H25)、微小亚历山大藻(A. minutum, GY-H46)和链

状裸甲藻(G. catenatum, GY-H65)购自上海光语生物

科技有限公司。实验室内以 f/2 培养液单种培养, 温

度为(20±1) °C, 光照为 6 000 lx; 光暗比 12 h︰12 h。

饵料藻选用小球藻(Chlorella vulgaris), 置于−20 °C

冰箱保存。 

样品前处理及色谱质谱条件优化采用取自秦皇

岛贻贝重点养殖区的紫贻贝(Mytilus galloprovincialis), 

经检测为麻痹性贝类毒素阳性贝 , 毒素含量为

1 008 µg STXeq/kg。 

指纹溯源技术建立采用购于山东青岛码头紫贻

贝 (Mytilus galloprovincialis), 平均规格为 : 壳长

(40.0±1.9) mm, 壳宽(22.6±0.8) mm, 总重(6.0±0.6) g, 

购入后先在实验室进行驯化 , 每天持续通气并更换

海水。实验共设置 3 组, 每 200 只紫贻贝为一组, 培

养于 24 h通气的天然海水养殖容器环境下。 

1.2  实验方法 

1.2.1  紫贻贝室内暴露实验    各取 1 mL混匀后的

链状亚历山大藻、微小亚历山大藻和链状裸甲藻的藻

液, 加入 20 μL鲁哥试剂(Lugol’s agent)固定, 在显微

镜下计数藻细胞密度。按照 A. catenella 组和 A. 

minutum组投喂量约为 1105 cells/(inds.·d), G. catenatum

组投喂量约为 2105 cells/(inds.·d), 早晚各喂一次 , 

轻微曝气。实验共持续 14 d, 投喂产毒藻 7 d, 投喂饵

料藻 7d 。分别取 0 (对照)、1、3、7和 14 d的紫贻贝

样品, 每组样品设置 3 个生物学重复, 毒素分析样品为

3 只贝混样; 特征物质分析样品为 6 只贝混样, 均解剖

紫贻贝并采集全部软组织, 于−80 °C下冷冻保存。 
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1.2.2  产毒藻和贻贝中麻痹性贝类毒素组成分析    将

指数生长期的藻液取 20 mL于离心管中, 2 760 g离

心 5 min, 收集藻细胞置于 15 mL 离心管中, 加入

5 mL 1%乙酸水溶液。将其置于冰浴中, 使用超声波

细胞破碎仪(JY92- N, Ⅱ 宁波新芝生物科技股份有限

公司)对藻类样品进行破碎(设置全程时间 5 min、间

隔时间 2 s、功率比 50%)。镜检确认藻细胞完全破

碎后, 将离心管置于高速冷冻离心机(Himac CR 22G, 

日本 Hitachi 公司)中, 2 760 g 离心 5 min, 供测

试。将贻贝开壳用生理盐水清洗后取软组织 , 沥水

均质, 参考 Boundy 等(2015)等方法进行麻痹性贝类

毒素提取及测试。 

1.2.3  特征指纹物质的前处理方法    取(1.00±0.02) g

麻痹性贝类毒素阳性紫贻贝样品转移至 5 mL 离心管

(分为 5组, 每组 6个平行), 按照表 1中五种方法进行

前处理, 提取液经 12 470 g离心 5 min后, 供测试。 

表 1  代谢组学前处理方法 
Tab.1  The metabolomic pretreatment methods 

方法 提取剂 加速提取方法 净化方法 

方法 A 

(仲云, 2020) 

甲醇/水(体积比为 1︰1, 

含 0.1%乙酸) 
超声 30 min 无 

方法 B 
(Wang et al, 2022) 

甲醇/乙腈/水(体积比为 

2︰2︰1) 

液氮中冷冻 1 min, 冰水中 4 °C超声

10 min, 重复上述步骤三遍 

提取液−20 °C冰箱放置 1 h去除蛋白, 

离心浓缩后 100 µL乙腈/水(体积比为

1︰1)复溶 

方法 C 
(Gallon et al, 2021) 

甲醇/水(体积比为 7︰3) 冰水浴超声 10 min 无 

方法 D 
(Dong et al, 2020) 

乙腈/甲醇/丙酮(体积比

为 1︰1︰1) 
涡旋 15 min 

30 °C氮气干燥, 在 1 mL甲醇中重新

溶解 

方法 E 
(Letsinger et al, 2020) 

甲醇/氯仿(体积比为 

2︰1) 

涡旋 20 min, 4 416 g离心, 二次提取, 

合并上清液, 加入 600 µL冰水, 3 312 

g离心, 得到相分离。 

上相通过 0.22 µm的过滤器, 然后氮

吹。浓缩样品用 1 mL甲醇/水(体积比

为 1︰1)重新溶解 

 
1.2.4  液相条件    Q-Exactive 液相色谱质谱联用

仪(Q-Exactive, 美国  Thermo 公司)C8 色谱柱体系: 

Kinetex C8 (150 mm×2.1 mm, 2.6 µm); 梯度洗脱程序: 

0~0.5 min, 20% A; 0.5~5.0 min, 20%~90% A; 
5.0~14.0 min, 90% A; 14.0~15.0 min, 80% A。Amide

色谱柱体系: TSK-Amide-80柱(2 mm×15 cm, 3 μm); 

梯度洗脱程序: 0~1.0 min, 80% A; 1.0~4.0 min, 80%~ 

40% A; 4.0~6.5 min, 40% A; 6.5~8.0 min, 40%~80%A; 
8.1~10.0 min, 80% A。 

柱温: 40 °C; 进样量: 10 μL; 流速: 0.35 mL/min; 

流动相为: A 相为 95%乙腈水(含 2 mmol/L 甲酸铵, 

50 mmol/L 甲酸), B 相为水(含 2 mmol/L 甲酸铵 , 

50 mmol/L 甲酸)。 

1.2.5  质谱条件    Q-Exactive 液相色谱质谱联用

仪使用加热电喷雾离子源(HESI), 扫描模式: 全扫描

/数据依赖二级子离子扫描(Full MS/dd MS2); 喷雾电

压: 3 500 V; 毛细管和加热器温度: 320和 50 °C; 鞘

气和辅助气: 40和 10 arb; 分辨率用半峰高处的全峰

宽(FWHM)表示, 一级全扫描分辨率: 70 000 FWHM; 

trap最大容量(AGC target): 1106; C-trap最大注入时

间: 150 ms, 数据依赖二级离子扫描分辨率: 17 500 

FWHM; C-trap最大容量(AGC target): 1105; C-trap

最大注入时间: 50 ms; 质谱扫描范围: 质荷比(m/z) 

100~600和 600~1 500。 

1.3  数据处理 

1.3.1  样品前处理及色谱质谱分析    按照时间顺

序在色谱图中随机选取峰强度大于 1105的 10 个离

子峰, 分别计算每种方法 6 个样品的峰强度均值, 计

算每种方法贻贝样品中所测的 10 个离子峰峰强度及

其变异系数(Coefficient of variation, CV=标准差/均

值)。5种前处理方法所测峰强度以均值表示, 多组间

比较采用随机区组的单因素方差分析 , 若组间差异

有统计学意义, 进一步的两两比较采用 Bonferroni检

验。以 P<0.05为差异有统计学意义。 

1.3.2  特征指纹物质分析    原始数据使用 Compound 

Discoverer 3.1软件进行峰检测、保留时间对齐等预处

理。采用数据库(ChemSpider, mzCloud等)从精确质量

数、同位素组成及分布与预测分子式的吻合度、一级

质谱/二级质谱碎片和数据库匹配等方面进行化合物

初步鉴定, 其中设置参数如下: 保留时间最大漂移值

0.2 min; 质量偏差＜5×10−6; 信号强度偏差＜30%; 

峰强度最小值度 50 000, 同时设置基质空白去除, 不

进行统计学分析。由于特征物质没有标准品, 采用

STX标准品曲线进行相对定量分析计算其浓度。 
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1.4  统计分析 

采用 Excel 2021、Origin 2023、SIMCA 14.1和 

IBM SPSS Statistics 22软件对数据进行统计分析和绘

图。在 Excel 2021中将数据整理为二维矩阵形式, 保

留 P值、m/z值、保留时间、分子式、峰面积等信息, 

根据 P 值筛选出差异显著的化合物(P<0.01); 以化合

物的峰面积为变量, m/z 值作为观测 ID 将数据导入

SIMCA 14.1进行 PCA与OPLS-DA分析; 根据VIP>1

作为特征指纹物质。采用逐步判别法对 3 组样品的

13 个复合指纹物质特征建立 3 个群体的 Fisher 线性

判别函数。 

2  结果与分析 

2.1  样品前处理及色谱质谱条件选择 

通过对比不同色谱和质谱条件结果如图 1 所示, 

两种色谱柱均为方法 D 检测到的化合物数量最多。

采用 C8色谱柱时(图 1a), 正离子模式 m/z 100~600扫

描范围下检测到的化合物数量最多为 3 374 个, 负离

子模式 m/z 100~600扫描范围次之; 采用 Amide色谱

柱时(图 1b)负离子模式 m/z 100~600的扫描范围下检

测到的化合物最多为 1 785个, 正离子模式 m/z 600~ 

1 500扫描范围次之。因此方法 D检测到的化合物达

到了 6 811个, 更加适合对特征物质的提取。 

此外, 根据不同方法的峰强度变异系数(CV 值)

来分析不同的质谱条件。采用 C8 色谱柱时, 离子峰

强均值在正离子模式 m/z 100~600 和 m/z 600~1 500

扫描范围下大于 1107且差异无统计学意义(P>0.05); 

比较其 CV 值, 方法 D 在正离子模式 m/z 600~1 500

扫描范围下 CV值最小。采用 Amide色谱柱时, 方法

D在正离子模式 m/z 600~1 500扫描范围下的峰强最

高为 5.49107且差异具有统计学意义(P<0.05), CV值

<25% (表 2)。因此, 选择方法 D在 C8色谱柱正离子

模式 m/z 100~600的扫描范围和 Amide色谱柱正离子

模式 m/z 600~1 500的扫描范围下更适用于贻贝的特

征物质分析, 覆盖的化合物数量占总检测量的 40.4%。

在方法 D两种色谱质谱条件下, 分别在 QC样品色谱 

 

图 1  不同前处理方法在每种色谱质谱条件下的特征物质数量 
Fig.1  The amount of compounds in each mode for different pretreatment method 

a: C8色谱柱; b: Amide色谱柱 

表 2  不同前处理方法测得的峰强及 CV 值 
Tab.2  Peak intensity and CV values of different pretreatment methods 

峰强 CV/% 色谱柱

体系 
扫描范围 

m/z 

扫描 

模式 方法 A 方法 B 方法 C 方法 D 方法 E 方法 A 方法 B 方法 C 方法 D 方法 E

正离子 9.40107 8.72107 1.56106 2.11106 2.22106 26.3 49.5 59.6 61.6 64.7 
100~600 

负离子 1.63107 1.72107 1.95107 1.39107 1.50107 32.2 39.5 41.1 30.4 81.0 

正离子 4.98107 5.42107 4.61107 5.49107 4.53107 8.97 23.3 13.1 16.0 54.7 
Amide 

600~1 500 
负离子 9.44106 9.30106 5.23106 7.47106 1.05107 22.0 10.1 16.8 12.3 12.0 

正离子 3.88108 4.64108 2.94108 8.02108 6.20108 30.9 72.4 22.4 9.91 17.6 
100~600 

负离子 2.47108 4.06108 2.77108 8.01108 5.80108 33.9 77.6 23.7 11.0 19.5 

正离子 6.11106 1.42106 6.43107 2.50107 2.55107 54.4 105 19.4 32.6 34.5 
C8 

600~1 500 
负离子 6.53106 1.68106 1.99107 1.34107 4.07107 73.8 51.6 64.8 28.2 44.6 
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图的前、中、后随机共选取 10个离子峰进行分析, 其

CV 值均≤1.00%, 各峰面积和峰强度的 CV 值均＜

25.00%。以上结果表明本研究样品分析过程中仪器的

精密度、稳定性及重复性均较好, 满足分析要求。 

2.2  紫贻贝摄食不同产毒藻后体内麻痹性贝类毒素

分析 

紫贻贝摄食不同产毒藻后麻痹性贝类毒素的变

化情况如图 2 所示, 在前 7 天为毒素蓄积阶段, 紫贻

贝中的麻痹性贝类毒素含量不断上升, 由暴露 1天毒

素含量最低为 54.1 µg STXeq/kg, 到 7天时毒素含量

最高为 5 538 µg STXeq/kg; 7天到 14天为代谢阶段

(停止投喂产毒藻 ), 至 14 天时毒素含量最低降至

267 µg STXeq/kg。 

在投喂产毒藻的紫贻贝体内共检出 11 种麻痹性

贝类毒素成分, 不同组样品毒素成分差异显著。投喂

A. catenella 的紫贻贝中麻痹性贝类毒素主要成分为

C1&2 和 GTX5, 在整个实验中 C1&2 占比从第 1 天

68.6%下降到第 14天的 49.8%; 投喂 A. minutum的紫

贻贝中麻痹性贝类毒素主要成分为 GTX1&4 和 GTX2, 

且在整个实验期间各成分占比稳定; 投喂 G. catenatum

的紫贻贝中麻痹性贝类毒素主要成分为 dcGTX2&3、

dcSTX和 C1&2, 其中 dcSTX占比从第 1天的 10.9%

增高到第 14天的 21.5%; 而 C2的占比从 21.5%降至

4.02%。因此, 摄食不同产毒藻后紫贻贝体内的毒素

成分有明显差异且随时间发生代谢转化 , 还需对紫

贻贝体内的代谢物进行检测。 

 

图 2  紫贻贝摄食不同产毒藻后体内麻痹性贝类毒素含量及组成 
Fig.2  Variation of toxin content and composition after ingestion of different toxin producing algae by M. galloprovincialis 

注: a: 链状亚历山大藻(A. catenella); b: 微小亚历山大藻(A. minutum); c: 链状裸甲藻(G. catenatum) 

 
2.3  多元统计分析 

2.3.1  主成分分析     本研究使用上述乙腈 /甲醇/

丙酮(体积比为 1︰1︰1)作为提取剂的提取方法结合

筛选出的两个离子通道 , 经过软件处理后 , 提取了

3 886个化合物, 利用 P<0.01筛选差异化合物并结合

毒素成分进行 PCA分析, 如图 3所示, 前两个主成分

分别解释了总变量的 36.9%和 18.3%, 共解释了

55.2%的变量。三组样品分别沿 PC1 或 PC2 轴分离, 

表明摄食不同产毒藻贻贝中化合物存在差异。 

2.3.2  正交偏最小二乘判别分析     对投喂 A. 

catenella、A. minutum和 G. catenatum的贻贝经筛选

后结合毒素进行 OPLS-DA 分析, 如图 4a~4c 所示。

三组样品中的化合物显著分离, 自变量拟合指数(R2
X)

分别为 0.724、0.860、0.846, 自变量拟合指数(R2
Y)分

别为 1.00、1.000、0.969, 模型预测指数(Q2)为 0.985、

0.982、0.988, 表明当前 OPLS-DA模型稳定可靠, 具

有良好的预测性。经 OPLS-DA 模型分析分别生成

S-plots图, 如图 4d~4f所示。OPLS- DA模型中变量

VIP>1.0说明该变量对整体模型的贡献度高于平均水

平, 作为本研究的毒素和特征指纹物质。此外, 毒素

成分 NEO 和 dcNEO 作为摄食 A. catenella 和 G. 

catenatum 后紫贻贝的特有成分也被作为指纹物质 , 

共计 13 种复合指纹物质。根据精确分子质量、保留

时间以及二级质谱碎片等与数据库进行比对参数如

表 3所示。 

 

图 3  投喂三种不同产毒藻后贻贝中差异化合物 PCA图 
Fig.3  PCA of different compounds and toxins in M. 

galloprovincialis fed with three different toxic microalgae 
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图 4  投喂三种不同产毒藻后贻贝中差异化合物 OPLS-DA图和 S-plots图  
Fig.4  OPLS-DA and S-plots of differential compounds and toxins in M. galloprovincialis fed with three different toxic microalgae  

注: a~c: OPLS-DA图; d~f: S-plots图 

表 3  复合指纹物质 
Tab.3  Composite fingerprint substances 

相对浓度/(ng/mL) 
类别 化学名称 分子质量/(g/mol) 保留时间/min

A. catenella A. minutum G. catenatum 

C17H31NO5 329.22 3.06 193 453 825 

C25H19NO3 381.14 4.66 5.64 19.0 26.5 

C27H43NO5 461.31 5.02 479 396 1175 
特征指纹物质 

C24H26N2O2 374.21 4.74 514 578 1026 

dcGTX2 353.09 5.50 5.04 18.8 129 

dcGTX3 353.09 5.66 1.91 — 76.0 

GTX1 412.09 5.47 16.1 932 — 

GTX4 412.09 5.57 6.76 264 — 

GTX3 396.09 5.54 6.18 128 — 

C2 476.05 5.48 225 0.00 57.1 

STX 300.14 6.03 15.8 17.8 14.3 

NEO 316.14 5.60 36.6 — — 

毒素成分 

dcNEO 273.13 5.07 — — 38.5 

注: 特征指纹物质以 STX曲线折算相对浓度; —表示未检出 

 

2.4  判别分析 

根据筛选的复合指纹物质, 建立基于 Fisher判别

函数的一般判别方法。以筛选出来的 13 种复合指纹

物质作为判别分析的自变量 , 对贻贝样品进行多变

量判别分析, 排除了 7种对分类作用较小的指纹物质, 

仅保留 6种指纹物质用于判别分析, 建立 Fisher线性

判别函数如下:  

YA. catenella=−2.40C329.22+9.91C381.14−0.05C461.31 
−0.79C374.21+8307CNEO+91.5CdcNEO 

−152523, (1) 

YA. minutum=0.077C329.22+0.010C381.14−0.005C461.31  
+0.008C374.21−58.7CNEO−1.99CdcNEO 

−46.9, 
(2) 

YG. catenatum=0.199C329.22−0.341C381.14−0.008C461.31 
+0.022C374.21−1645CNEO−3.22CdcNEO 

−177, (3) 
式中: Y分别表示暴露于不同产毒藻贻贝的判别得分; 

C329.22、C381.14、C461.31、C374.21、CNEO、CdcNEO 分别表

示分子质量为 329.22、381.14、461.31、374.21 的特

征指纹物质和毒素 NEO、dcNEO。回代检验正确判
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别率为 100%, 交叉验证正确率为 88.9%, 表明 6种特

征指纹成分对贻贝的判别效果较好。 

3  讨论 

麻痹性贝类毒素的风险形成过程 , 亦是从产毒

藻信息向贝类传递的过程。通过传统的监管手段不仅

耗费大量的人力物力财力 , 对于近年来常见的小规

模有害赤潮爆发作用有限(Fernandes-Salvador et al, 

2021)。研究利用 UPLC-Q-Exactive MS结合 PCA分

析与 OPLS-DA 分析, 从摄食 3 种麻痹性贝类毒素产

毒藻的紫贻贝样品里共筛选出 13 种复合指纹物质, 

对摄食不同藻的紫贻贝进行成功溯源。由于有毒藻种

类和生态学特征不同, 其所产 PSTs 的种类和含量也

有很大差异(Gu et al, 2013), 因此造成了贝类中 PSTs

风险表征差异明显, 这为识别 PSTs 风险源头提供了

重要依据。Lewis 等(2022)用苏格兰的链状亚历山大

藻和英格兰南部的链状亚历山大藻分别投喂紫贻贝

测定其体内的毒素谱 , 根据毒素谱差异成功区分了

摄食两种产毒藻的样品。同时有研究(Yan et al, 2022)

表明不同产毒藻的毒素组成及毒性大小存在着较大

差别, 并且我国的毒素分布也具有区域性特征。由于

双壳贝类摄食产毒藻后毒素会在体内发生代谢转化, 

如摄食链状亚历山大藻后的紫贻贝中毒素成分随时

间发生转化, C2 占比减小而 GTX5 占比增加(张海涛

等, 2023), 蛤仔在摄食微小亚历山大藻后毒素的积累

阶段, GTX1&4 的占比逐渐增加, 在排出阶段占比下

降( 玥焦 等, 2010), 这与本研究结果一致。在之前研究

中发现这种代谢转化会受到投喂产毒藻量(Chen et al, 

2001)、环境的酸碱性(Che et al, 2020)等因素影响, 因

此仅根据毒素信息无法进行准确分类。 

研究表明, 含水的有机提取剂如甲醇水溶液(Sidwick 

et al, 2017)可以有效地提取极性代谢物, 而非极性代

谢物常选择氯仿、二氯甲烷等有机试剂(Cao et al, 

2020)进行提取。通过比较了 5种高效前处理方法, 经

过扣除空白贻贝基质干扰后, 最终选择了乙腈/甲醇/

丙酮作为提取剂的提取方法 , 可以有效地移除大分

子蛋白质(Li et al, 2017), 提高弱极性和非极性物质

(Mushtaq et al, 2014)的提取效率。通过比较, 特征物

质的提取方法和色谱质谱方法差异系数较小 , 表明

仪器稳定较好(李倩倩等, 2021), 可为后续特异性物

质的筛选提供了方法。采用 PCA 分析发现, 三组样

品有明显分离; 进一步采用 OPLS-DA 分析, 剔除无

关数据使得模型更加易于解释 , 可视化效果更加明

显(钟若梅等, 2018)。刘鸽等(2021)采用 PCA与 OPLS- 

DA 分析, 通过 VIP 值>1 以及 P<0.05 筛选出暴露无

机砷后三疣梭子蟹的 100 种差异代谢产物。Vera 等

(2019)等采用主成分分析 (PCA)并比较独立建模

(SIMCA)和偏最小二乘判别分析(PLS-DA)作为化学

计量学分类方法 , 实现了对品种特级初榨橄榄油的

地理来源高灵敏和无偏差的鉴定。进一步采用 Fisher

线性判别模型构建判别函数 , 可在变量服从正态分

布、没有显著相关或变量的平均值和方差不相关使效

果较好(李洪成等, 2017)。欧阳建等(2022)通过对黄金

茶绿茶风味的测定将 52 个样品分为醇厚型、鲜爽型

和其他型 3种滋味类型。开建荣等(2022)构建枸杞原

产地鉴别的判别模型 , 模型的正确判别率达到了

97.3%。目前, 未见 Fisher 线性判别模型用于对摄食

麻痹性贝类毒素产毒藻的溯源报道。本研究引入 6种

物质构建的判别模型交叉验证准确率达到了 88.9%, 

预测效果较为理想。指纹识别技术需要结合识别和鉴

定(Cuadros-Rodríguez et al, 2021)两个过程, 为了达

到更好地溯源目的还需要进一步的现场验证。同时, 

由于在同一海域往往会存在多种产毒藻且毒素成分

会更加复杂, 如辽东湾曾检测出安氏亚历山大藻、伪

亚历山大藻和李氏亚历山大藻等(宋伦等, 2018), 长

江口海域则为塔玛亚历山大藻和链状亚历山大藻(高

岩等, 2016)。因此, 需持续采集典型藻株特征物质识

别以增加溯源技术的准确度和适用性。 

4  结论 

通过优化前处理方法 , 确定了甲醇 /乙腈 /丙酮

(体积比为 1︰1︰1)作为提取剂 ; 采用 Q-Exactive 

Orbitrap 筛选 C8 色谱柱中正离子扫描模式 m/z 

100~600的扫描范围和Amide色谱柱正离子扫描模式

m/z 600~1 500 的扫描范围, 可获得 40.4%的指纹信

息。通过多元统计分析技术筛选出摄食不同产毒藻贻

贝的 13 种复合指纹物质, 构建了判别模型交叉验证

准确率达到了 88.9%。研究成果有助于提高麻痹性贝

类毒素区域风险源头的准确识别能力 , 为防范食用

安全风险提供了科学依据和技术支撑。 
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CONSTRUCTION OF A FINGERPRINT TRACEABILITY TECHNIQUE BASED ON 
UPLC-Q-EXACTIVE MS FOR THE CHARACTERIZATION OF PARALYTIC 

SHELLFISH POISON 

ZHANG Fan1, 2,  ZHENG Guan-Chao1,  WANG Xiao-Xiao1,  ZHAI Yu-Xiu1,  TAN Zhi-Jun1, 3,  WU Hai-Yan1 
(1. Key Laboratory of Testing and Evaluation for Aquatic Product Safety and Quality, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yellow 

Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China; 2. Collage of Food Sciences & 
Technology, Ocean University of Cina, Qingdao 266003, China; 3. State Key Laboratory of Mariculture Biobreeding and Sustainable 

Goods, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China) 

Abstract    The risk of paralytic shellfish toxins (PSTs) in bivalves has become a serious food safety issue of common 

concern worldwide, especially due to the difficulty how to trace the positive products to their farming area. We developed a 

fingerprinting technique based on ultra-performance liquid chromatography-quadrupole electrostatic field orbitrap 

high-resolution mass spectrometry(UPLC-Q-Exactive MS) to identify the regional characteristics of paralytic shellfish 

toxin by simulating the changes of toxin in three species of toxic algae after exposure to Mytilus galloprovincialis and 

establishing a pretreatment and chromatographic mass spectrometry method for the characteristic fingerprint samples. 

Results show that the extraction of the compounds by acetonitrile/methanol/acetone (1︰1︰1, v︰v︰v), positive ion mode 

m/z 100~600 using C8 column and positive ion mode m/z 600~1 500 using amide column was efficient and stable, covering 

40.4% of the compounds in total. And the toxin components of the M. galloprovincialis were metabolically transformed 

after ingestion of different toxin-producing algae. The principal component analysis (PCA) and orthogonal signal 

correction partial least squares-discriminant analysis (OPLS-DA) models were conducted to identify 13 fingerprints for the 

identification of algae species, and the cross-validation accuracy of the Fisher discriminant model was 88.9%. The 

fingerprint traceability technology based on UPLC-Q-Exactive MS on M. galloprovincialis traits has preliminarily realized 

the retrospect searching for accountable algae species of the poison contamination to shellfish, and shall be promoted in the 

cultures of mussel or other shellfish. 

Key words    traceability;  toxic microalgae;  paralytic shellfish toxins;  characteristic fingerprints; extraction 

methods 
 


