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反相高效液相色谱一柱后衍生法
分析检测鱿鱼中的生物胺

赵庆喜， 薛长湖， 徐杰， 盛文静， 薛勇， 李兆杰
(中国海洋大学食菇辩学每王程学院，出窳膏惫266003)

摘要：建蠢了水产品中多组分生物胺的反相高效液相色谱一柱后衍生一荧光捡测方法。采用荧光

试荆邻苯二甲醛(OPA)为柱后衍生纯试粼，在Capcell Pak M◇C18色谱柱上，通过梯度洗脱使酪

胺、腐胺、，胺、组胺、胍丁胺、精胺和亚精胺等7种擞物胺得到良好分离，在给定的浓度范围内，各

组分生物胺呈现良好线挫秘关(R2>0．999)。在水产品中添加生物胺混合标准溶液，平均獬收拳

为88．3％～110．1％，相对标准偏差RSD小于lO％。结合水产品的感官鏊定、pH值和TVBN值

测定等方法检测水产食品的新鲜程度，分析了鱿鱼在不同保藏温度、保藏时间下的生物胺种类及

含量秘变化。其中胍彳胺争尸胺在鱿鱼的保藏过程中发生最燕著变{艺，可以诈为其质量变化的参

考指标。
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Determination of Biogenic Amines in Squid by Reversed Phase

High—Performance Liquid Chromatography and

Post-Column Derivatization

ZHAO Qing—xi，XUE Chang-hu，XU Jie， SHENG Wen-jing，

XUE Yong，LI Zhao-jie

(College of Food Science and Engineering，Ocean University of China，Qingdao 266003，China)

Abstract：A post-column derivatization reversed—phase high—performance liquid chromatography

method was developed to the determination of biogenic amines in aquatic products with

fluorescecse detector(FLD)．Seven biogenic amines(tyramine，putrescine，cadaverine，

histamine，agmatine，spermidine and spermine)were seperated well．The method was linear for

the amines studied at given concentrations(R2>0。999>，The average recoveries ranged from

88．3％to 1 10．1％for all amines samples．The RSDs were less than 10％．Sensory analysis．pH

value and TVBN value were combined to detect the freshness of aquatic products．With this

method，agmatine and eadaverine in squid were the most obviously changing biogenie amines

during the storage at different temperatures，and these biogenic amines could be the potential

index for the freshness of these raw aquatic materials．In conclusion，the method could be applied
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生物胺是一类禽氮的脂肪族或杂环类低分子

化合物，对动植物和微生物活性细胞有重要的生理

傣用。适爨戆生物胺有助予久薅正常静生理功能，

过量则会引起不良的生理反廒。食品中毒的发作

和某些毒理学特性岛组胺和酪胺有密切联系[1]。

除了组胺、酪胺本身的作用外，其它生物胺的存在

会增强组胺和酪胺的不良作用。欧美及我国已经

对部分食品中的组胺的含量做了限量的要求，因

此，对生物胺进行研究霹以提高翻改善食晶的质量

及安全性睇J。

各种动植物的组织中都含旌少量的生物胺，多

种食品翻禽酒精的发酵饮料巾也善遍存在，如予

酪、肉制晶、水产品、酒类等[3]。研究表明，生物胺

往往是在食品腐烂或发酵过爨中产生。生物胺在

生物体内溉重要的生物合成途径是氨基酸的脱羧

反应，也有部分生物胺是通过醛的胺化作用形成

的。鲭鱼、鲱鱼、沙了惫、金枪鱼等海洋鱼类体内含

有多种生物胺，如组胺、腐胺、尸胺、酪胺、胍丁胺、

精胺和亚精胺等，而发酵的水产制品中生物胺的含

爨更高曩]。有研究撵遗，缝胺鬣常被用来铬鸯判鼗

企枪鱼腐败程度的指标，通过观察分析金枪鱼在不

断腐败过程中腐胺、尸胺、组胺的形成和精胺、亚精

胺昀损失，都露泼搏隽金枪量静质量指标泌】。

鱿鱼作为重要的经济水产品，其加工利用日趋

广泛[6]。有研究表明鱿鱼肌肉部分在贮藏过程中

的感官变纯、纯学及徽生物学变化霹戳佟海鱿鱼质

量变化的评价指标口]。鱿鱼中含有大量的精氨酸

(Arginine)，在微生物和酶的作用下脱去羧基两生

成瓤丁胺，霹茈探究鱿鱼在不阍保藏条件下的生物

胺变化可以作为评价其鲜度质爨的良好指标Is]。

臣前殴经有很多秘方法应赐予食瑟巾的生物

胺的测定，如离子色谱法(IC)c劓、高效液穗色谱法

(HPLC)[1 01、毛细管电泳法(CE)[1¨、薄层色谱法

(TLC)D2，潍，其中泼离效液攘色谱荧光法最先常
用。由于生物胺分子中缺乏发色基团，为了提高检

测的灵敏度，需要采用柱前或桂后衍生技术[13-14]。

作者综合院较各种方法，采耀嵩效滚摆色谱一桂后衍

嫩一荧光检测法分析和测定了鱿趣中的生物胺组分，

基本满足了鱿鱼中不同种类生物胺检测的需要。

1材料与方法

1．I试裁

生物胺标准品 酪胺、尸胺、组胺、精胺：购于

B本Nacalai tesque公司}贬精胺、胍丁胺、腐胺：购

予Sigma公司；魂标：l，6--"氨基己烷，魏予Fluka

公司；辛烷磺酸钠：购于DIMA公司；2一巯基乙醇、

邻苯二甲醛(OPA>：购予Fluka公司；表面活性荆

Brij 35；魏子Sigma公司；謦醇、乙精：色谱纯，魏于

美国Burdick&Jackson公司；超纯水：Milli—Q超纯

水系统生产。

1．2试裁配制

1．2．1标准品及内标储备溶液分别准确称取酪

胺(Tyramine，简称Tyr)，缓胺(Histamine，简称

His)，尸胺(Cadaverine，简称Cad)，精胺(Sperm-

ine，简称Spe)，砸精胺(Spermidine，简称Spd)，腐

胺(Putrescine，简称Put)，腿T胺(Agmatine，楚称

Agm)，共7种生物胺标准品及内标(1，6一二氨基己

烷，简称IS)各25 mg，溶予25 mL 0．1 mol／L的

HCI皆，褥到1 000 mg／L静姥备液。所有溶液保

存予4℃冰箱中，避光放鬣。

1．2．2混合标准溶液分别吸取各生物胺标准储

备溶液，用0：l mol／L HCl溶液耪释，褥到不阕浓

度的使用液，保存于4℃冰箱中，避光放置。所有

溶液使用前均用0．45 Ftm的微孔滤膜过滤。

1．2。3流动耪配髑

1)流动相A分别准确称取配制成0．1 tool／

L NaAc和10 mmol／L的辛烷磺酸钠，用冰乙酸调

pH德为5．3。

2)流动相B分别准确称取配制0．2 mol／L

NaAc和10 mmol／L的辛烷磺酸钠，用冰乙酸调

pH馕至4．5，按体积毙6 t垂加入乙腈。两种滚动

相在使用前均用0．45 pm的微孔滤膜过膜除去杂

质，再用超声波脱气15 min。

1。2。4衍生裁配嗣 准确称取lS。S g鼷酸、13．0

g KOH溶于500 mL超纯水中，加入1．5 mL质量

分数30％的Brij 35和1．5 mL的2～巯基乙醇溶液；

将0．1 g OPA溶予2．5 mL的学醇巾，最怎舞入上

述溶液。衍生剂在使用前使用0．45 tLm的微孔滤

膜过膜除去杂质，再用超声波脱气。整个配制过程
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要求避光，试荆警天配制，避光保存姐副。

1．3仪器

高效液相包谱仪；Agilent 1100，Agilent公司

产瑟，配备园蠢梯度泵，谯线真空脱气橇，100位鸯

动进样器，荧光检测器，柱后衍缴系统：Pickering

PCX5200。

I。4高效液栩色谱及柱器掰生条李掌

液相色谱柱：Capcell Pak MG-C18柱(150 mm

X4．6 mm×5弘m)，日本资生堂产黼。流动耧体袄

流量：1．0 mL／min；迸梯登；20 ttL；荧光捡溅器条

件：激发波长入Ex一330 nm，发射波长入EM一465 nm；

衍生赉j流速：0．3 mL／min；柱温：4◇℃；衍生及应池

温度：45℃。

梯度洗脱及流动相比例条件如下表：

衰1梯菠洗脱疑流渤相体欷沈倒

Tab．1 Gradient elution program for biogenic amines analysis

1。S实验材料 ·

鲜活鱿鱼，购于青岛市南山水产品市场。

1．6实验方法

1。6。1 pH戆测定取少量统鱼飘肉，放人搅拌魂

秘
慧
按
鞣

中搅拌甥碎，然后分舅ll准确称取3．0 g放入离心篱

中，加入15 mL蒸馏水，于10 000 r／min匀浆机中

匀浆30 S詹测定。

1．6．2 TVBN镳的测定 采用微量扩散法，羧照

GB／T5009．44方法测定。

I．6．3惑既评价分析鱿鱼感观评价的指标主要

力色泽、包素斑点、黏液亮度、肌肉柔软度、骞无髯

味等。将鱿煎的质量分为3个等级：可接受级(记

为1，无舅昧，色泽鲜亮，肉质爨实)；初期腐败级(记

为2，有轻微腐败气睬，肉震开始软化，肉表露有黏

液)；腐败级(记为3，明显异睬，肉质明照变软，黏液

浑浊)。

1．6．4样品楚理 准确称爨样懿3．0 g，糯入15

mL冰赢氯酸溶液及一定量的内标，10 000 r／min

高速匀浆30 s，4℃，10 000 r／rain离心10 min，取

出上清液，再加入10 mL冰高氯酸溶液淋洗，合并

淋洗液，定容至25 mL。0．45 ttm的微孰滤膜过滤

后待衍生分析。整个过程避光操作。

2结果与讨论

2．1各种生物胺保留时闯的确定

如图1所示，利用HPLC柱后衍生反应，?种生

物胺标准燕(5 mg／L)在较短时阀内实现较好分离。

为宿效的避免了样鼹基质中氨基骏的予扰，7种生

物胺在20 min以腐被梯度洗脱检测。为了精确定

量，耩选爆的内标l，6-__--氨基已烧在色谱蹑孛分离

位置合理，可以满足定量要求。

黼1囊榴胶檬准赫缝测闰《5掰∥L}

Fig．1 Chromatogram of biogenic antines standard solution by HPLC-FLD《5 mg／L】

2．2线幢实验

分舅|j从生物胺混合标准溶液牵准确量酿一定

量的标准品，配制成0．005，0．01，0。l，0．5，2，5，i0，

15，20，25，30，50 mg／L等一系列骥量浓度的使耀

液，采用上述方法衍生，每个质量浓度重复测定3

次。采用肉栎法以各生物胺平均蜂面积与内标蜂

面积之院(y)对其糨应质量浓度(茗)进褥线性回麴

计算，碍到线性回归方程，进行线性范围的确定。．

按照不嗣凑蠡浓度的使用液的信嗓比确定每种壤

物胺的梭测限(S／N一3>和定整限(S／N----10)。线
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性实验结果如下表2所示：

衰2线性实验结果

Tab．2 Correlation coefficients，|inearity range and LODs

结果表明，通过加入内标，校正各种生物胺的

摆应蘧积纛，除Spd和Spe(0．01---25 mg／L)钋，勇

度范围内具有良好的线性关系。各种生物胺的线

性糨关系数均达到0．999以上。

2．3精密度实验

敝10 mg／L的生物胺标准器混合溶液，连续进

样6次，利用内标校正，分别褥到7种生物胺的

RSD<2．0％，其中RSD(Tyr)一0．774％，RSD

(Put)=0．381％RSD(Cad)=0．686％，RSD(His)

一l。96％，RSD(Agm)一1．54％，RSD(Spd)一

1．55％，RSD(Spe)一1．72％。表明仪器精密度良

好，努法精密度符合实验要求。

2．4样品朗收实验

向3种样品中添加不同质璧浓度(O．5，20，10

mg／L)的生物胺混合标准液及一定量内标，按测定

方法要求进行阚收试验，基质及备烟标水平榉瑟乎

符测定6份，计算3个加标水平的平均回收率和相

对标准差，分析不同添黧条件下的麓牧率变化，结

癸5群生物胺标准燕在0。01一-．30 mg／L觞质量浓 暴见裘3。

袭3觥鱼阐收率实验结果

Tab．3 Analytical recovery of FLO(xd：s》

7静嫩物胺在不同的3个加标水乎(嚣一6)上，

鱿鱼的平均回收率达到88．3％～110．1％，RSD在

S。3％～&3％。褒骥该方法霹泼满足绫惫约分擀

检测要求。

2．5样品测定

结合感观分橱、pH僮联TVBN测定，确定样

3eO

250

邂200

饕150
墨

100

50

O

晶在幂同贮藏条{牛下分攒豹时润，以此分辑不阋保

藏时间的鱿鱼样品在不同温度条件下的生物胺种

类；黪含量的交他。

湖2为鲶燕腿肉部分(第8天)靛检测图，根据

保留时间确定各个峰对应的生物胺种类。

O lO 30 40
时润／min

豳’2鱿鱼生物胺检测图(第8关)

Fig．2 Chromatogram of biogenic amines of squid by HPLC-FLD(8 days》
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檄据鱿惫感观评价的指标，谯0℃傈藏条件

下，鱿鱼感观可以接受的肘闻为7～8 d；4℃保藏时

为5～6 d。蓟第6天，无论是0℃还是4℃，鱿惫质

量均臣明显劣变(表4)。鱿鱼的TVBN值在检测

期间逐渐舟离，在0℃翱4℃两种条件下差别明

显。以30 mg／hg为限爨，0℃条件下7～8 d质量

劣变，丽在4℃条件下为5～6 d，岛感观分析有较

好的一致性。鱿鱼肌肉部分戆pH值在检测肘闼内

始终保持升高酶趋势。在0℃和4℃两种条件下

差别明燕。同一时闻的垂℃保藏条件下，鱿鱼盼

pH值比0℃舞。腐败露的鱿鱼pH值达到7．0以

上。因此pH值变化可以作为鱿鱼质量变化的参考

指标。

表4苓羯贮藏条僚下簸垒pH。TVBN鞠感鬻鎏定缝黎

Tab。4 Changes of明，TVBN and sensory rating of squid

during storage at 0℃and 4℃

6．66 l

6。64 1

S．7薹 l

6．75 1

巷．晷l 2

6．25 6．66

8．9l 6．7垂

22。80 8。78

39．22 6．94

S3。02 7。圭2

a。TVBN--mg／1009矗l一蠲接受缓；2一裙耀瓣效缀；3一

腐败级。

两种贮藏条{譬下，生物胺的含量变化如图3秘

墅毒耩承，Agm秘Cad是两耪变化最骥显的胺类。

实验开始时鱿鱼肌肉部分生物胺值较低。在0℃

条荸掌下，Agm鳃含量麸第S夭开始增长迅速，矗至

第8关达裂100 mg／kg；Cad的含鬟在8～8 d变化

较为明驻。其他几种胺禽量相对较低，在整个贮藏

过程中无明显变诧。褶魄之下，在4℃条件下飘肉

部分变环相对较快，Agm的禽量在第．妻天就舞始显

著增加，比0℃条件提前～天，并在第8天达到接

近200 mg／kg。在j}l：条件下Cad、Put释Tyr也放

第4天开始显著增加，其含量远大予0℃条件下瓣

测定值。结合感观分析，鱿鱼肌肉中生物胺的变化

和TvBN值变化有较好的福关一致经，Agm和Cad

的禽量交化可以作势鱿鱼贮藏变他豹鳞瘦搔标，同

时肌肉部分的pH饭变化可以作为鱿鱼质量变化的

辅助参考指标。

0 2 4 6 8

贮藏时趣／d

斗1弦
_．●一PElt

●Cad

荆·●一His

*A鲥
+S碡
．-．S辨

圈3娥鱼0℃生物胺变化

Fig．3 Changes of btogenic mines of squid氇t 0℃

．．-Tyr
．·-．Put

。．．一Cad
。_．朋is

—●卜Agm
。Spd
．。-一Spe

0 2 4 6 8

贮藏时瓣，d

豳4觥鱼4℃生物胺蹙化

Fig．4 Changes of戮。鐾e娥mines of squid at 4℃

3 结 论

作者建立了水产晶孛多缀分生物黢懿反耱燕

效滚楣包谱一棱后{{i譬生荧光检测的测定方法。在较

短时间内，酪胺、腐胺、尸胺、缀胺、胍丁胺、精胺和

亚精胺等?种承产晶耦关酶生物胺得裂爨好分离。

选取筑鱼测定各静生物胺在举图僳藏过程巾戆禽

量变化。样品经过简单前处理后，采用反相高效波

糨色谱一徒詹衍生荧光法检测，结祭瓤丁黢Agm翻

尸胺Cad瓣禽量在两种澄度条件下发生显著戆变

化，可以作为鱿鱼鲜度变化的参考指标。该方法还

可以应用予其谴永产晶中多缀分生物胺检浏。
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