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摘要：建立了一种利用胶束电动毛细管色谱同时检测鱼肉中组胺、腐胺、! +苯乙基胺、尸胺、色胺、亚精胺及精胺 # 种

生物胺的方法。样品经 &7 过氯酸萃取后，由苯甲酰氯衍生化，以含 ". "& %") 8 9 脱氧胆酸钠的 ". "! %") 8 9 硼酸

（:; ’. !）+甲醇（体积比为 ’%/ %）混合液为电泳介质，电泳电压 !% <(，温度 !% =，检测波长 !$) 0%，在 $! %.0 内实

现了 # 种生物胺的完全分离。# 种生物胺的浓度与其峰面积在一定的范围呈良好的线性关系，检出限除组胺为 $%

!/ 8 / 外，其余均为 % !/ 8 /。迁移时间和峰面积的日内、日间相对标准偏差均小于 %7。该法用于海鱼中 # 种胺类

物质含量的测定，结果令人满意。
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, , 生物胺（M6I）是一类具有生物活性的低分子有
机碱［$］，广泛存在于各种食品及生物体中［!］。食品

中存在的生物胺主要经游离氨基酸分解产生［(，)］。

低品质的生鲜原料及不良加工处理是产生高含量生

物胺的主要原因。摄食大量该类食品可能导致头

痛、呕吐等中毒症状［%］。因此食品中各种生物胺的

检测非常重要，也是反映食品品质的重要指标［&，#］。

生物胺的分析方法有荧光光度法［+］、薄层色谱

法［’］、离 子 交 换 色 谱 法［$"］、高 效 液 相 色 谱 法

（;P94）［$$］、气相色谱法［$!］、酶联免疫分析法［$(］及

毛细管电泳法［$)］等。目前国家标准采用荧光光度

法检测组胺，操作相当繁琐费时。;P94 应用最为
广泛，但该方法存在样品和溶剂消耗大、平衡时间

长、费用高、分离效果差及峰容易拖尾等缺点。胶束

电动毛细管色谱法（J,44）分辨率高，分析速度快，
易于自动化操作，且几乎不消耗溶剂，已被应用于氨

基酸等的检测。本实验建立了以胶束电动毛细管色

谱法检测鱼肉中组胺等 # 种生物胺的快速简便分析
方法，对分析条件进行了优化，并利用所建立的方法

进行鱼样品中生物胺含量的检测。
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!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! !"#$%&’ ( ) *+, -./ 毛细管电泳系统（配紫
外检测器）（!"#$%&’ 公司，01*）。毛细管柱：#$
#% % &# !%。234&#53 ’’"$ 高效液相色谱仪（日立
公司，日本），包括 67"($$ 泵和 67)$$$ 087839 检测
器。(:;<4=:’ (>7*’$$ 搅拌均质机（?3’"%&43#& *@
+:A，瑞典）。生物胺标准品：色胺（ >B%）、( 7苯乙
基胺（(5"）、腐胺（(C4）、尸胺（+&D）、组胺（23%）、
亚精胺（ 1BD）及精胺（ 1B%）（ 13E%& 公司，01*）。
四硼酸钠、磷酸二氢钠、牛磺胆酸钠（1+）、十二烷基
硫酸钠（1.1）、脱氧胆酸钠（1.+）、苯甲酰氯、氢氧
化钠、过氯酸（(+*）、甲醇及乙醚均为色谱纯（F;C7
$& 公司，美国）。
! ! 生物胺标准溶液：精确称取 >B% "’+ ) %E、(5"
"#+ ’ %E、(C4 ,’+ # %E、+&D -#+ & %E、1BD -&+ & %E、
1B% -"+ $ %E 及 23% -(+ - %E，以去离子水溶解并
定容至 #$ %6，每种生物胺的质量浓度为 ’+ $ E ) 6，
得到混合标准贮备液。实验时再以 "G 过氯酸稀释
成各种不同浓度的混合标准溶液。

! ! 缓冲液：含 $+ $# %:; ) 6或 $+ $" %:; ) 6 1.+ 的
$+ $( %:; ) 6硼酸缓冲液（ B2 ,+ (）；含 $+ $" %:; ) 6
1.+ 的 $+ $( %:; ) 6硼酸 )磷酸缓冲液（B2 &+ $，-+ $，
, A (）；含 $+ $# %:; ) 6 1.1 的 $+ $( %:; ) 6 硼酸缓冲
液（B2 ,+ (）；含 $+ $# %:; ) 6 1+ 的 $+ $( %:; ) 6 硼酸
缓冲液（B2 ,+ (）。
! ! #" 实验方法
! ! 生物胺的苯甲酰化：参考 2H&’E 等［’*］的衍生

化方法：取混合标准溶液 ( %6，加入 ( %:; ) 6 氢氧
化钠 ’ %6 及苯甲酰氯 ’$ !6，搅拌混合 *$ 9，于 *$
I下反应 )$ %3’，加入饱和食盐水 ( %6，再以每次
* %6 乙醚萃取两次，合并乙醚层，以氮气吹干，残留
物中加入含 $+ $# %:; ) 6 1.+ 的 $+ $( %:; ) 6 硼酸
（B2 ,+ (）7甲醇（体积比为 &$. *$）运行缓冲液 ’ %6
溶解，经 $+ )# !% 过滤膜过滤，待 -,++ 分析。
! ! -,++ 分离测定生物胺：每次分析前，先以缓
冲液清洗毛细管 (+ # %3’，分析后再分别以 $+ ’
%:; ) 6 氢氧化钠及去离子水清洗毛细管 (+ # %3’。
检测波长 (’) ’%，操作温度 (# I，电泳电压 (# $8，
进样时间 # 9，进样量 (# ’6。取生物胺混合标准贮
备液配制成 (+ #，#，’$，($ 及 #$ %E ) 6 的混合标准溶
液，每一浓度各取 ( %6 进行苯甲酰化，再进行 * 次
-,++ 分析。以 & 种生物胺的峰面积对质量浓度作
图，做标准曲线。

! ! 2(6+ 分离测定生物胺：参考 2H&’E 等［’*］的

2(6+ 方法并稍加改动，样品制备所用萃取溶剂由
"G 三氯醋酸改为 "G (+*，经苯甲酰氯衍生化后进
行生物胺分析。

! ! $" 样品制备
! ! 取油炸小黄鱼、腌渍大黄鱼罐头各 ( 个（购自
当地超市）。所有检测样品取得后于 / ($ I下保
存，分析时取出使用。采用文献［’*］方法，先将罐
头样品油滴清除，以刀片刮去表面油脂。取切碎并

均质后的样品 # E，加入 ’$ %6 "G (+* 溶液均质 ’
%3’，离心（* #$$ = ) %3’）’$ %3’，上层液经 J5&47
%&’ K:A ( 滤纸（J5&4%&’ +:A，英国）过滤，残渣
再以 ’$ %6 "G (+* 溶液重复萃取一次，收集滤液
至 #$ %6 容量瓶中，再以 "G (+* 溶液定容，作为试
样溶液。

! ! %" 回收率和检出限测定
! ! 取鱼肉 # E，分别加入 & 种生物胺含量均为 #$，
($$ 及 #$$ !E ) E 的标准溶液，重复测定 * 次，扣除
样品基质中的生物胺含量，求其添加回收率。将检

测样品分别添加各种浓度的标准溶液，依本实验建

立的方法进行测试，以信噪比（! " # 0 *）作为判定标
准，测定最低检出限。

#" 结果与讨论

# ! !" 毛细管电泳分析条件
! ! 将 23%，(5"，+&D，(C4，1BD，1B% 及 >B% & 种
生物胺用苯甲酰氯衍生化，考察各种分析条件对其

分离效果的影响。

! ! 硼酸缓冲液具有较高的电渗流，故选其作为缓
冲液。比较了不同表面活性剂对生物胺衍生物分离

的影响。于 $+ $( %:; ) 6 硼酸（B2 ,+ (）中分别添加
$+ $# %:; ) 6 1.+、$+ $# %:; ) 6 1+ 及 $+ $# %:; ) 6
1.1，图 ’ 显示以 $+ $# %:; ) 6 1.+ 的分离效果最
佳，除 23%（峰 &）与衍生试剂苯甲酰氯（峰 -）重叠
外，其余 " 种生物胺衍生物的分离效果均良好。以
1.1 为添加剂，生物胺的迁移时间较长且分离效果
差，可能是因为长链 1.1 的极性基团与生物胺衍生
物产生了强的离子作用，而 1.+ 极性较 1.1 强，因
而减少了容积效应［’(］。此外 1.+ 形成螺旋胶束，
对于 1.1 系统分离不佳的疏水性化合物，1.+ 有改
进效果［’)］。1.+ 与 1+ 的区别在于 1.+ 中的 +7&
羟基以氢原子取代，仅有两个羟基，其选择性较 1+
为佳（见图 ’），可能是氢原子取代增加了 1.+ 对分
析物质的溶解能力［’)］。

! ! 为了改善 23% 及苯甲酰氯的分离效果，探讨了
1.+ 浓度、缓冲液 B2 值及有机溶剂改性剂的影响。
1.+ 浓度对生物胺衍生物迁移时间的影响如图 (

·#*,·
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图 !" 表面活性剂对生物胺衍生物分离度的影响
!"#$ !" %&&’()* +& *,-&.()./) -’.#’/)* +/ )0’ -’*+1,)"+/

+& 2"+#’/"( .3"/’ 4’-"5.)"5’*
!"#$%%"&’：()*+, *$%$-"，#" !.，%+/012 13 ,+1+-13&，"$ -.；

$/4+-1$3/ 1$.+：" *；53%1"0+：!" 678 9)((+&：#: % 8 !，$ 8 $!
.3% ; < =3&"1+ >$12（ "）$& $" .3% ; < *3,$). ,+3?’-23%"1+，（ =）
$& $" .3% ; < *3,$). -23%"1+，"/,（ -）$& $" .3% ; < @A@ 8

’ 8 B2+；! 8 B)1；( 8 !",；) 8 @#,；" 8 C#.；* 8 @#.；
# 8 :$.；+ 8 =+/D3’% -2%3&$,+8

图 #" 678 浓度对生物胺衍生物迁移时间的影响
!"#$ #" %&&’() +& )0’ (+/(’/)-.)"+/ +& *+4",3

4’+9:(0+1.)’ +/ )0’ 3"#-.)"+/ )"3’ +&
2"+#’/"( .3"/’ 4’-"5.)"5’*

9)((+&：$& $! .3% ; < =3&"1+（#: %& !）；-"#$%%"&’：()*+, *$%$E
-"，#" !. , "$ -.；$/4+-1$3/ 1$.+：" *；53%1"0+：!" 678

所示，实验所用 @A! 浓度高于可形成胶束的临界胶
束浓度（) - * ..3% ; <）［’(］。随着 @A! 浓度的增
加，形成胶束的数目增多，生物胺衍生物对胶束的溶

解性也增加，因而迁移时间也随着增加。但 :$. 及
苯甲酰氯仍无法分离且峰的迁移时间增加较为缓

慢，以致 $& $+ .3% ; < @A! 时，:$.、苯甲酰氯及
@#. ( 个成分同时出峰。其浓度为 $& $* .3% ; <时，
B)1 与 !",，@#, 与 C#. 分离较佳，因此选用 $& $*
.3% ; < @A!。含 $& $* .3% ; < @A! 的 $& $! .3% ; < 硼
酸缓冲液，其不同 #: 值对迁移时间的影响如图 (
所示。生物胺衍生物的迁移时间均随 #: 值增加而
增长，迁移顺序并无改变，结果显示含 $& $* .3% ; <
@A! 的 $& $! .3% ; < 硼酸缓冲液（#: %& !）的分离效
果最佳。

图 $" ;< 值对生物胺衍生物迁移时间的影响
!"#$ $" %&&’() +& )0’ ;< 5.1,’ +/ )0’ 3"#-.)"+/ )"3’

+& 2"+#’/"( .3"/’ 4’-"5.)"5’*
9)((+&：$& $* .3% ; < *3,$). ,+3?’-23%"1+ $/ $& $! .3% ; <

=3&"1+8 C2+ 312+& +?#+&$.+/1"% -3/,$1$3/* "&+ 12+ *".+ "* $/
F$08 ! 8

. . 对于疏水性较强的物质，往往需要在缓冲液中
添加有机溶剂以提高分离度［’!］。原因在于有机溶

剂与毛细管壁作用而减缓电渗流（GHF），可延长胶
束的迁移时间，减少缓冲液极性，增加分析物选择

性［’)］。在缓冲液中分别加入 "I 乙醇及 "I 甲醇均
可将 :$. 及苯甲酰氯峰分开，但乙醇对 B2+ 及 B)1
的分离不佳，因此选用甲醇。考察了 $，"I 及 ’$I
甲醇对迁移时间的影响，生物胺衍生物的迁移时间

均随甲醇含量增加而递增，当增为 ’$I 时，B2+，B)1
及 !", ( 种成分的分离度反而较低，可能是三者的
疏水性较弱所致［’!］。测定结果显示以添加 "I 甲
醇最理想。添加 "I 甲醇同时降低了 GHF，电流由
’!" !J 降为 ’’$ !J，减少了焦耳热，也有利于分

·*(%·
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离。最常使用于毛细管电泳的电压为 #$ % &’ !"，
因而考察了电压为 #$，(’ 及 ($ !" 时对生物胺衍生
物迁移时间的影响。随着电压的逐渐增加，分析时

间逐渐缩短。考虑分析时间及各成分峰的分离效

果，选择分离电压为 ($ !"。分别以 (#)，($) 及 (*’
#$ 波长进行检测，虽然在 ($) 及 (*’ #$ 波长下检
测干扰小，但因 %&’，%() 及 *+, & 个成分的信号都
过强，峰重叠无法达到基线分离，因此采用 (#) #$。
另外比较了 $’ 及 +$ !$ 两种内径的毛细管柱的分
离效果，+$ !$ 的灵敏度约为 $’ !$ 的 ) 倍。故选
用 +$ !$ 的毛细管柱分离。
! ! 在优化的条件下，+ 种生物胺苯甲酰氯衍生物
的 -.** 分离如图 ) 所示。由图 ) 可见，#( $/# 内
完成分析，峰形对称，且分离效果良好。迁移顺序为

%&’，%()，*+,，01,，21$，01$ 及 3/$，最后的峰为
衍生过剩的苯甲酰氯，出现于 #(, $ $/# 附近，完全
不干扰分析。但以 3%4* 分析时，苯甲酰氯会干扰
21$ 或 3/$ 的检测［#&］。

图 !" # 种生物胺衍生物的 !"## 图
$%&’ !" "()*+,-./),-&,01 -2 3)4)5 6%-&)5%* 01%5)

7),%40+%4)3 68 !"##
*5#6’#)7+)/5#8 59 :/5;’#/6 +$/#’8，(’ $; < 4；:(99’7：’, ’"

$5= < 4 85,/($ ,’5>?6&5=+)’ /# ’, ’( $5= < 4 :57+)’（ 13 -, (）@
$’)&+#5=（-$ . $，A < A）；6+1/==+7?：9(8’, 8/=/6+，+$ !$，=’#;)&
)5 ,’)’6)57 $’ 6$；/#B’6)/5# )/$’：$ 8；A5=)+;’：($ !"C

%’+! /,’#)/9/6+)/5#8：# C %&’；( C %()；& C *+,；) C 01,；
$ C 21$；" C 01$；+ C 3/$；* C :’#D5?= 6&=57/,’C

表 $" 油炸小黄鱼及腌渍大黄鱼中的生物胺含量
906() $" #-5+)5+3 -2 6%-&)5%* 01%5)3 %5 +/) 2,%)7 057 30(+)7 8)((-: *,-0;),

0+$1=’ -+88 < ;
E’)’6)/5#
$’)&5,

F$/#’ 65#)’#) <（!; < ;）
%&’ %() *+, 01, 21$ 01$ 3/$

G7/’, =/))=’ ?’==5H 675+!’7 # ()$ -.** IE & C - &* C - & C ’ & C ’ & C * $&*
（油炸小黄鱼 #） 3%4* IE ) C ’ )’ C # ( C $ ( C " ( C * $)&

G7/’, =/))=’ ?’==5H 675+!’7 ( ((’ -.** IE $ C ( )( C # & C * # C - ( C ’ $"(
（油炸小黄鱼 (） 3%4* IE $ C - )# C * & C " # C * ( C # $$-

0+=)’, =+7;’ ?’==5H 675+!’7 # (&’ -.** ( C " ##) C ( &** C " & C ( + C $ - C + #’))
（腌渍大黄鱼 #） 3%4* ( C ) #(’ C * &+( C $ & C ( + C $ - C $ #’&(

0+=)’, =+7;’ ?’==5H 675+!’7 ( ()’ -.** ( C # +( C ’ &$& C ) & C " $ C $ " C - #’))
（腌渍大黄鱼 (） 3%4* ( C ’ +# C $ &"( C ’ ) C ’ $ C ) + C - #’&(

$ ’ $" 精密度、重现性和线性关系

! ! 采用该方法对 + 种生物胺（(’ $; < 4）苯甲酰氯
衍生物测定了 #’ 次，迁移时间的相对标准偏差
（J0E）介于 #, ’(K % (, &&K 之间，峰面积的 J0E 均
小于 $K，说明该方法有较好的精密度和重现性。+
种 LF8 混合标准溶液的线性回归方程及相关系数
见表 #。

表 %" 生物胺标准曲线的线性回归方程及相关系数
906() %" <%5)0, ,)&,)33%-5 )=>0+%-53 057 *-,,)(0+%-5

*-)22%*%)5+3 -2 *0(%6,0+%-5 *>,4)3 2-, ?@3

F#+=?)’ 4/#’+7 ’M(+)/5# *577’=+)/5# 65’99/6/’#)（!(）

%&’ " / &)$*# 0 $")+ ’ C --+$
%() " / )-++# 0 #(+#’ ’ C --)#
*+, " / )()-# 0 "))’ ’ C --*#
01, " / )’$&# 0 #’"&" ’ C --$$
21$ " / $’#-# 0 #’(-* ’ C --&’
01$ " / &*$)# 0 #()(’ ’ C --"$
3/$ " / #-"*# 0 #’&’ ’ C --&"

! "：1’+! +7’+；#：65#6’#)7+)/5#，$; < 4；=/#’+7 7+#;’8：( C $
1 $’ $; < 4C

$ ’ &" 回收率及最低检出限
! ! 在某海鱼肉中分别添加 $’，(’’ 及 $’’ !; < ; 的
+ 种生物胺，测定各生物胺的添加回收率，各种生物
胺的 平 均 加 标 回 收 率 分 别 为 %&’ *+, #K，%()
-*, )K，*+, -*, -K，01, -(, -K，21$ *$, +K，01$
-&, #K 及 3/$ *-, &K，J0E 均小于 $K。最低检出
限（以 $ % & 2 & 计）：3/$ 为 #$ !; < ;，其余 " 种均为
$ !; < ;。3/$ 的灵敏度高于 I+!+8&/$+ 等报道的
$’ !; < ;［#’］。

$ ’ !" 本法与规定的标准方法灵敏度的比较
! ! 在灵敏度比较上，利用 -.** 法测定鱼肉中的
+ 种生物胺的线性范围为 ’, ’-" % $’ $; < ;，标准
3%4* 方法分析检测线性范围为 ’, ’’) % #, ’#*
$; < ;。以 -.** 法分析 + 种生物胺的最低检出限
为 $ % #$ !; < ;，比 3%4* 法分析的最低检出限（#, $
% (, * $; < ;［#$］）更为灵敏。

$ ’ ’" 实际样品测定
! ! 利用本方法分析市售腌渍大黄鱼和油炸小黄鱼
罐头各 ( 个（见表 (），并与标准 3%4* 法比较。油
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炸小黄鱼 # 的检测图谱见图 "。该法和标准 !"#$
方法测定结果基本一致。

图 !" 油炸小黄鱼的 !"## 图谱
$%&’ !" "()*+,-./),-&,01 -2 3%-&)4%* 01%4) 5),%60+%6)7

2,-1 0 2,%)5 (%++() 8)((-9 *,-0:),
%&’ ()*+,-,)*. /*+ 0’/1 ,+’*-,2,(/-,)*. /3’ -&’ ./4’ /. ,*

5,67 $ 7

#" 结论

% % 本文基于苯甲酰氯衍生化，建立了 89$$ 分离
"&’，":-，$/+，;0+，%04，;04 及 !,4 & 种生物胺
的分析方法，可于 #! 4,* 内完成检测，分离效果及
重现性均佳。本方法应用于实际鱼肉中生物胺分

析，结果与 !"#$ 方法相当近似。且与 !"#$ 方
法［#$］比较，该法具有以下优点：（#）苯甲酰氯会产生
苯甲酸等衍生物而干扰!"#$图谱［#$］，89$$方法

则不受干扰。（!）相比于 !"#$，89$$ 的分辨率
佳，分析时间短，检测限低，且消耗溶剂少，成本低。
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