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摘要: 利用荧光检测器( FLD) , 采用柱前衍生高效液相色谱法( HPLC) 对组胺( HIS) 、色胺( TRP) 、2-苯乙胺( 2-

PHE) 、腐胺( PUT)、尸胺( CAD) 、酪胺( TYR)、亚精胺( SPD) 和精胺( SPM) 8种生物胺( BA) 进行测定分析。通

过探究丹酰氯( Dns-Cl) 质量浓度、反应体系的 pH、衍生时间及衍生温度对生物胺衍生反应的影响, 确定最优的

衍生条件。结果显示, 当 Dns-Cl的质量浓度为 BA质量浓度的 10倍、pH 11. 0、40 ℃下避光反应 45 min, 所有

BA均能有效分离。BA的相对标准偏差( RSD)在 3%以内, 能够满足分析要求。
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Abstract: Using high performance liquid chromatography with fluorescence detector and pre-column derivatization, we determined 8

biogenic amines( histamine, trptamine, 2-phenylethylamine, putrescine, cadaverine, tyramine, spermidine and spermine) . The opti-

mal derivative conditions are determined by investigating the effects of dansyl chloride concentration, pH, reaction time and reaction

temperature on the derivatization of biogenic amines. The result shows that all amines are well resolved with dansyl chloride whose con-

centration is 10 times of that of biogenic amines at pH 11. 0 and 40℃ in darkness for 45 min. The good repeatability of all biogenic a-

mines with relative standard deviation ≤3% is considered acceptable.
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  生物胺( BA) 是一类具有生物活性的低分子量

碱性化合物, 主要是由相应的氨基酸通过微生物的

脱羧作用形成或由醛、酮类物质在氨基酸转氨酶作

用下产生
[ 1 ]
。BA具有重要的生理功能, 如促进机
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体生长, 增强代谢活力与肠道免疫能力, 促进

DNA、RNA和蛋白质的合成, 在消除自由基方面

也有一定的作用
[ 2]
。但过量摄入 BA可引起食物中

毒, 其主要症状为恶心、呼吸困难、发热、头痛、

皮疹及血压发生变化等。此外, 如果体系中存在亚

硝酸盐, 则有可能生成亚硝胺, 而亚硝胺已经被证

实可引发肝癌
[ 3 ]
。BA 按其结构主要分为 3 大类:

脂肪族、芳香族和杂环族。BA 中的组胺 ( HIS) 对

人类健康的影响最大, 其次是酪胺 ( TYR) , 而其

他 BA 的存在会增强 HIS和 TYR 的不良作用。目

前很多国家对食品中的 BA 做了限量要求
[ 4]

, 因

此, 对 BA的研究对提高和改善食品的质量及安全

性有着重要意义。

目 前, BA 的 测 定 方 法 有 离 子 色 谱 法

( IC)
[ 5 - 6 ]
、高效液相色谱法( HPLC)

[ 7 - 8]
、薄层色

谱法( TLC)
[ 9]
和毛细管电泳法( CE)

[ 1 0]
等。随着填

料技术的发展, HPLC在检测方面显示了其特有的

优越性, 是目前食品中 BA含量分析测定的主要手

段。BA与氨基酸类似, 本身无紫外吸收和荧光发

射特性, 因此需要衍生化处理。常用的衍生试剂有

丹酰氯( Dns-Cl) 、邻苯二甲醛( OPA) 、苯甲酰氯和

荧光胺( FA) 等。Dns-Cl 作为目前使用最广泛的液

相色谱柱前衍生试剂, 具有衍生操作简单、衍生物

稳定性好、较强的紫外和荧光吸收等优点。Dns-Cl

与单胺和二胺都可以发生反应, 脱掉一分子的

HCl, 生成具有荧光和紫外光的衍生物, 反应式

为
[ 11]

:

该反应过程中起重要作用的有 4 个因素: 衍生

剂质量浓度、缓冲液 pH、衍生时间和衍生温度。

该研究以 Dns-Cl为 BA的衍生试剂, 以荧光检测器

( FLD) 为检测手段, 利用反相高效液相色谱法

( RP-HPLC)对常见的 8 种 BA进行分离分析, 探讨

了 Dns-Cl 质量浓度等 4 个因素对衍生反应程度的

影响, 确定最佳的衍生条件。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

BA标准品。组胺( HIS, 97% ; CAS 51-46-5) 、

色胺 ( TRP, 98% ; CAS 61-54-1 )、2-苯乙胺 ( 2-

PHE, 99. 5% ; CAS 64-04-0) 、腐胺盐酸盐 ( PUT,

99% ; CAS 333-93-7 ) 、尸胺 ( CAD, 97% ; CAS

462-94-2)、亚精胺盐酸盐 ( SPD, 98% ; CAS 334-

50-9) 、精胺 ( SPE, 97% ; CAS 71-44-3 ) 和酪胺

( TYR, 99% ; CAS 51-67-2) 均购自 Sigma公司。

试剂。乙腈 ( 色谱纯 ) 、Dns-Cl ( 99% , CAS

605-65-2)、107 二氨基庚烷 ( 98% , CAS 646-19-

51) 购自 Sigma公司; 甲醇 ( 色谱纯) 和丙酮 ( 色谱

纯) 购自 Burdick&Jackson公司; 盐酸( HCl)、氢氧

化钠( NaOH) 、乙酸铵、碳酸氢钠 ( NaHCO3 ) 和氨

水均为国产分析纯试剂; 水为超纯水。

Agilent 1100 高效液相色谱仪, 配有 G1311A

四元泵、G1313A 自动进样器、G1316A 柱温箱、

G1315B荧光检测器、G1322A 真空脱气机、HP化

学工作站 ( 美国 Agilent公司出品) ; Milli-Q Biocel

超纯水机 ( 美国 Millipore 公司出品) ; DKN612C恒

温干燥箱( 日本 Yamato公司出品) ; 3K30 冷冻离心

机( 德国 Sigma 公司出品 ) ; GB204 电子分析天平

( 瑞士 Mettler Toledo公司出品 ) ; PB-10 酸度计 ( 德

国 Sartorius公司出品) ; TI-H10 超声波清洗机 ( 德

国 Elma公司出品 ) ; MM-2 微量漩涡振荡器 ( 江苏

省沈高康健生化器具厂出品) 。

1.2 试验方法

1. 2. 1 BA标准溶液及内标的配制  1) BA 单标

储备液。精确称取 HIS、TRP、2-PHE、TYR、CAD

和 SPM各 100 mg, PUT 182. 72 mg, SPD 175. 30

mg分别置于 10 mL容量瓶, 用 0. 01 mol·L
- 1

HCl

定容至刻度, 配制成质量浓度为 10 mg·mL
- 1
的标

准储备液, 置 4 ℃冰箱储存, 保存期限为 3 个月。

2) BA混标工作液。分别吸取 1. 00 mL各 BA 单组

分标准储备液, 置于 10 mL容量瓶中, 用 0. 01 mol

·L - 1 HCl定容至刻度, 配制成 BA 混标工作液 ( 1

mg·mL- 1) , 置 4 ℃冰箱储存, 保存期限为 3 个月。

3) 内标( IS) 储备液。精确称取 107 二氨基庚烷 100

mg置于 100 mL容量瓶, 用 0. 1 mol·L - 1 HCl 定容

至刻度, 配制成质量浓度为 1 mg·mL - 1
的内标使用

液。

1. 2. 2 色谱条件   Grace Smart RP-18 色谱柱 ( 5
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μm, 250 mm×4. 6 mm) ; 柱温 40 ℃; 流速 1. 0

mL·min - 1 ; 进样量 10 μL; 荧光激发波长为 350

nm, 发射波长为 520 nm。流动相 A为 0. 1 mol·L
- 1

乙酸铵溶液, 流动相 B为乙腈, 流动相 C为超纯

水。梯度洗脱程序见表 1。

表 1 梯度洗脱程序表

Tab.1 HPLC gradient elution programfor biogenic amines

时间 /min
time

流动相 /% mobile phase

A B C

0. 00 15 50 35

6. 00 20 65 15

15. 00 17 68 15

25. 00 10 90 0

25. 10 15 50 35

30. 00 15 50 35

1. 2. 3 BA标准溶液的衍生化  用移液枪吸取 1

mL BA混标工作液于 10 mL容量瓶, 加入内标使

用液 0. 1 mL、2 mol·L
- 1
的 NaOH溶液 0. 2 mL、饱

和 NaHCO3 溶液 0. 3 mL、1 mL Dns-Cl 溶液 ( 溶于

丙酮 ) 避光反应 45 min 后, 加入 0. 1 mL 氨水

( 25% ) 避光静置以终止衍生反应, 30 min 后用乙

腈定容至刻度, 于 4 ℃, 3 000 r·min - 1
下离心 5

min, 取上清液过 0. 22 μm滤膜, 供液相色谱测

定。

2 结果与分析

2.1 BA 检测方法的适用性分析

采用乙酸铵、乙腈、超纯水为流动相, 通过对

色谱分离条件的优化, 确立了如表 1 所示的梯度。

结果显示, 8 种 BA 能在 30 min 内得到有效的分

离, 且峰形对称无拖尾现象。对于 BA, 在选定的

衍生条件下进行 2 次平行衍生, 每次衍生收集色谱

数据 3 次, 得到的 6 组色谱峰面积数据重复性较

好, BA的相对标准偏差 ( RSD) 在 3% 以内, 结果

见表 2。

2.2 Dns-Cl质量浓度对衍生反应的影响

Dns-Cl用量是影响衍生反应的重要因素。用量

过少不能保证整个衍生反应的进行, 用量过多造成

试剂浪费并且增加杂峰, 影响图谱的质量。为了寻

找合适的 Dns-Cl 质量浓度, 该试验测定了当添加 1

mL Dns-Cl 溶液, 质量浓度分别为 2 mg·mL
- 1
、4

mg·mL
- 1
、6 mg·mL

- 1
、8 mg·mL

- 1
、10 mg·mL

- 1

表 2 生物胺衍生物峰面积的相对标准偏差

Tab.2 RSD of peak area of derivatized biogenic amines

生物胺
BA

相对标准偏差 /%
RSD

色胺 TRP 1. 33

2-苯乙胺 2-PHE 0. 93

腐胺 PUT 1. 22

尸胺 CAD 0. 54

组胺 HIS 2. 96

酪胺 TYR 2. 74

亚精胺 SPD 0. 97

精胺 SPM 0. 73

和 12 mg·mL - 1
时, 与 1 mL BA 混标液 ( 1 mg·

mL - 1 ) 衍生反应的完全程度。每组做 3 次平行试

验, 取 3 次测量的平均值。图 1 - a 显示 BA衍生

物的峰面积 Ai 随着 Dns-Cl 用量的改变而变化的情

况。

Dns-Cl 对 HIS的衍生物生成量影响并不明显,

TRP、2-PHE、TYR 和 CAD衍生物随着 Dns-Cl 用

量的增加而增加, 在 Dns-Cl 质量浓度为 10 mg·

mL
- 1
时, 8 种 BA衍生物的生成量均达到最大, 继

续增加 Dns-Cl 的量, 衍生物生成量趋于平缓且无

明显变化。因此, 当添加的 ρ( Dns-Cl) 为 10 mg·

mL
- 1

, 即添加的 ρ( Dns-Cl) 为 ρ( BA) 的 10 倍时,

可以保证衍生反应的完全进行。

2.3 反应体系的 pH 对衍生反应的影响

Dns-Cl 与 BA 的衍生反应需在碱性条件下进

行, 反应体系的 pH也是影响衍生反应完全程度的

一个重要因素。在目前的研究中, 有采用 NaOH和

碱性缓冲溶液
[ 1 2]
调节反应体系的 pH, 也有采用

NaOH和饱和 NaHCO3 溶液
[ 13 - 15 ]
调节反应体系的

pH。笔者对 2 种方法做了对比试验发现, 在衍生

反应结束后加入缓冲溶液的衍生反应体系, 其 pH

变化不大, 仍维持在反应前的碱性, 加入饱和

NaHCO3 溶液的衍生反应体系, 其 pH降低至中性

或微碱性, 为保护反相色谱柱的需要, 该试验选择

添加 NaOH和 NaHCO3 来控制衍生反应体系的 pH。

调整碱液的添加量, 将衍生体系的 pH 分别调整到

8. 0、9. 0、10. 0、11. 0、12. 0 和 13. 0。每组做 3

次平行试验, 取 3 次测量的平均值。图 1 - b 显示

BA衍生物的峰面积 Ai 随着衍生体系 pH 的改变而

变化的情况。

碱性条件下大部分 BA 衍生物随着 pH的增加
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图 1 Dns-Cl用量、pH和温度对衍生反应的影响

Fig. 1 Effect of Dns-Cl, pH and temperature on derivatization

而增加, 当 pH增加到 11. 0 时, 所有 BA衍生物基

本都达到最大值。随着 pH 的继续增加, PUT、

CAD和 2-PHE的衍生物基本上没有变化, SPD和

SPM的衍生物略有增加, 考虑到 HIS在 pH 10. 0 的

时候衍生物略高, 衍生条件的最佳 pH定为 11. 0。

2.4 衍生温度与衍生时间对衍生反应的影响

关于衍生温度和衍生时间, 很多研究者进行试

验研究时选取的条件不统一
[ 1 6 - 1 7]
。一些研究人员

倾向于采用较高的温度, 温度越高, 衍生反应所需

的时间越短。DUGO等 [ 18]
使用的衍生条件是 55 ℃

下反应 1 h, 还有学者
[ 19 - 20]
设定 65 ℃反应 25 min。

高温虽然能够缩短衍生时间, 但是过高的温度会造

成衍生产物的分解从而导致峰形塌陷。为了选择合

适的衍生温度和时间, 该研究在以往试验的基础上

设计了 6 种温度条件, 分别为常温反应 24 h, 40

℃反应 45 min, 45 ℃反应 40 min, 50 ℃反应 30

min, 55 ℃反应 30 min, 60 ℃反应 20 min。所得

BA衍生物的结果见图 1 - c。

大部分 BA在常温反应 24 h及在 40 ℃反应 45

min都可以得到最大程度的衍生化, 在 60 ℃时也

能得到较好的衍生, 但是HIS的衍生物已经受到高

温的影响, 峰形出现拖尾及对称性降低。根据试验

的实际进行, 该试验确定衍生反应的最佳温度和时

间组合为 40 ℃下衍生 45 min。

2.5 最佳衍生条件的确定

优化的衍生条件为 ρ( Dns-Cl) 10 mg·mL - 1
、

pH 11. 0、衍生温度 40 ℃和衍生时间 45 min。图 2

为最佳衍生条件下的 8 种 BA及 IS的色谱图。

2.6 样品测定

采用确定的最佳衍生条件对鲜活淡水鱼 ( 金昌

图 2 生物胺标准品的色谱图

1 . 色胺 ; 2 . 2 -苯乙胺 ; 3. 腐胺 ; 4 . 尸胺 ; 5 . 组胺 ;

6. 酪胺 ; 7. 亚精胺 ; 8. 精胺

Fig. 2 HPLC chromatogram of standard solutions of

biogenic amines

1. TRP; 2. 2-PHE; 3. PUT; 4. CAD; 5. HIS;

6. TYR; 7. SPD; 8. SPM

鱼、桂花鱼) 、罐头鱼制品 ( 凤尾鱼罐头) 及发酵鱼

制品( 梅香马鲛、腊草鱼) 5 个样品衍生处理后进行

色谱分析, 所有生物胺都能得到有效分离( 表 3) 。

所测定样品的组胺质量分数均未超出 50 mg·kg
- 1

,

其中梅香马鲛样品中生物胺质量分数偏高。

3 结论

该研究对影响 BA衍生反应的 4 个重要因素进

行了研究, 从而优化出 BA衍生化的最佳条件, 分

别为 Dns-Cl的质量浓度为所测 BA质量浓度的 10

倍, pH 11. 0, 衍生温度为 40 ℃, 衍生时间为 45

min。BA在此条件下得到最大程度的衍生化。选用

FLD为检测手段, 8 种 BA均能在 30 min内得到有

效分离且峰形良好。
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表 3 几种鱼和鱼制品中的生物胺质量分数( n =3)

Tab.3 Biogenic amine contents in fish and fish product samples mg·kg - 1

样品

sample

w( 色胺 )

TRP

w( 2 -苯乙胺 )

2- PHE

w( 腐胺 )

PUT

w( 尸胺 )

CA D

w( 组胺 )

HIS

w( 酪胺 )

TYR

w( 亚精胺 )

SPD

w( 精胺 )

SPM

金昌鱼 golden pompano 0. 30 ±0. 25 ND 1. 21 ±0. 49 1. 04 ±0. 24 ND ND 2. 46 ±0. 33 6. 01 ±0. 40

桂花鱼 Chinese perch ND ND 21. 25 ±2. 68 6. 63 ±0. 50 ND ND 0. 49 ±0. 36 0. 49 ±0. 36

凤尾鱼罐头 c anned anchovy ND 1. 32 ±1. 12 2. 80 ±0. 78 23. 89 ±6. 90 19. 79 ±6. 68 3. 03 ±1. 38 2. 00 ±1. 02 1. 22 ±0. 88

梅香马鲛 light cured spanish mackerel 15. 41 ±1. 03 57. 61 ±3. 71 64. 53 ±4. 07 244. 41 ±14. 95 21. 31 ±6. 67 62. 85 ±3. 35 0. 22 ±0. 19 ND

腊草鱼 fermented grass carp ND 0. 20 ±0. 11 11. 38 ±1. 96 88. 27 ±7. 58 2. 63 ±1. 45 ND 3. 77 ±0. 72 10. 45 ±1. 01

注 : ND. 未检测到
Note: ND. not detected
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