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水产品中生物肢的测定方法

刘辰牒，王锡昌，丁卓平
(上海水产大学食品学院，上海 200090) 

摘 要:用高效液相色谱法同时分离检测水产品中的多组分生物肢。这些生物胶包括:色肢，章鱼胶，2-苯乙

胶，腐胶，尸胶，组跤，5-是色胶，醋胶，亚精胶和精胶。高氯酸溶液提取，丹酷氯衍生，再用氨水去除尸腊干扰

峰。 C l8反相色谱柱，用醋酸胶和乙腊为流动相，梯度洗脱，流速为 1. 0 mUmin，柱温 40 "c ; 254 nm 下紫外检

测器检测。结果表明:平均回收率是 79.59'3毛 -11 1. 10% ;相对标准偏差为 2.6% - 15. 8% ;方法检测限(信噪

比 S/N =3):腐胶、亚精胶 0.8μglg;尸胶、组胶、酷胶、精胶 1μ吕Ig;章鱼胶、5-捏色胶2μ吕Ig;2-苯乙胶 3μ吕Ig;

色胶 5μglg。
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Determination of biogenic amines in aquatic products 

LIU Chen-qi , WANG Xi-chang , DING Zhuo-ping 

( College 01 Food Science & Technology , Shanghai Fisheries University , Shanghai 200090 , China) 

Abstract : A high perlormance liquid chromatographic method is described for the determination of ten biogenic 

amines found in aquatic products: tryptamine , octopamine , 2-phenylethylamine , putrescine , cadaverine , 

histamine , 5-hydroxytryptamine , tyramine , spermidine , and spermine. Amines were extracted with perchloric 

acid solution and derived with dansyl chloride. After derivation , ammonia was added to remove an interlering 

peak near cadaverine. Liquid chromatographic separations were perlormed by using a Spherisorb ODS2 column 

and an ammonium acetate-acetonitrile gradient elution program with mixture of O. 1 moVL ammonium acetate 

as solvent A and acetonitrile as solvent B. Flow rate is 1.0 mLlmin and column temperature is 40 "C. UV 

detector is used to determine the biogenic amines at 254 nm wavelength. Average recoverγof biogenic amines 

ranges from 79.599毛 to 11 1. 10%. Relative standard deviations range from 2.6% to 15.8%. The limits of 

detection (S/N = 3) were: O. 8μgI g for putrescine and spermidine; 1 /-LgI g for cadaverine , histamine , 

tyramine and spermine; 2 /-LgI g for octopamine and serotonin; 3μgI g for 2-phenylethylamine; 5μglg for 

tryptamme. 

Key words: high perlormance liquid chromatography; biogenic amines; dansyl chloride; gradient elution 

生物胶是一类含氮的脂肪族或杂环类低分子化合物，适量的生物胶对动植物和微生物活性细胞有

重要的生理作用。生物胶产生于食品腐烂或发酵过程中，它不仅是生成荷尔蒙、核酸、蛋白质等物质的
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前体，也是生成致癌物质和亚硝基类物质的前体[1 飞生物胶中组胶对人类的健康的影响最大，其次是
醋胶。当食品中生物胶含量达到 1 000 mg/kg 时会对人体健康造成极大的危害[3] 。本文以水产品为样

品来研究生物胶的检测方法。国内外的文献显示，目前国内检测的项目以组胶和酷胶为主，但其他生物

胶的存在也会增强组胶和酷胶的不良作用。因此，建立生物胶多组分同时检测对评定食品的安全(尤

其是水产品)有着重要的、深远的意义。
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材料与方法

1. 1 材料

1.1. 1 标准晶

色胶、章鱼胶、2-苯乙胶、腐胶、尸胶、组胶、5-是色胶、酷胶、亚精胶、精胶( Sigma 公司)。

1.1. 2 试剂与溶液

(1)试剂:醋酸肢，氨水 (25%) ，碳酸氢铀，高氯酸，氢氧化饷、丹酷氯(分析纯) ;甲醇，丙自同，乙腊

(HPLC 级) ;超纯水。 (2)标准液:标准储备液 :1 mg/mL 标准储备液，用纯水定容在 25 mL 棕色容量瓶

中;标准使用液 :1 ， 10 ， 100μg/mL，定容于 25 mL 棕色容量瓶中，都保存于 4 "C下。

1.1. 3 仪器和设备

高效液相色谱仪: (Waters 510 泵、486 紫外可见光检测器、717 自动进样器、柱温箱) CI8反相色谱
柱 :150 x4.6 mm( Kromasil 公司)、涡旋混合器、均质机( Hoganas 瑞典)、超声装置、过滤设备、离心机

(IEC Centra MP4) 、SCAA-104 有机相针式滤器(13 mm xO. 20μm) 。

方法

1. 2.1 前处理

样品处理为取 2.0 g ，加 10 mL O. 4 mollL 高氯酸[4] 并用均质机捣碎?昆匀;放人离心机，在 3000

r/min的条件下离心 10 min;取上层清液，加人 10 mL O. 4 mollL 高氯酸;充分混匀，再在 3 000 r/min 的

条件下离心 10 min;取出上层清液，合并两次清液，用 0.4 mollL 的高氯酸定容到 25 mL;从中取出 l

mL，加人 100μL 2 mollL 的氢氧化铀调节 pH 值后，进入柱前衍生阶段，加入 300μL 配制好的饱和碳酸

氢饷溶液和 2 mL 的 10 mg/mL 丹田先氯[5 -6] 后，在 40 "c的条件下反应 45 min;反应毕，取出加入 100μL

25% 的浓氨水，静置 30 min;用乙腊定容到 5 mL，振荡混匀，取适量的溶液过有机相针式滤器后，移人进

样瓶待测。

添加样为取 2.0 g 样品时加入某一待分析浓度的十个生物胶混合的标准品，其余操作同上。

标准品是取 1 mL 某一待分析浓度的十个生物胶混合标准品直接进入衍生阶段，以下操作同样品。

1. 2.2 HPLC 的条件

( a) 色谱柱 :C 18反相色谱柱( 150 x 4.6 mm Kromasil 公司) ，柱温 40 "C; (b) 流动相 :AO.l moνL 醋

酸胶搭液;B 100% 乙睛;流速都为l. 0 mU min ; ( c) 梯度线性程序为:在 18 min 内乙腊的比例由 50% 到

90% ，恢复到初始状态后平衡 10 mino (d) 进样量 :10μL; (e) 紫外检测器:波长 254 nmo 

结果与讨论

溶剂的提取

Susanna Eerola 等[5] 的实验表明用 0.4 mollL 高氯酸提取生物胶的效果好，该文献还提到用高氯酸

提取后需用滤纸过滤提取液，实验发现生物胶损失较大，本实验用有机相针式滤膜直接进样，减少了系

统误差，提高了准确度。表 1 显示了在使用不同过滤方法提取后检测到为 2 lJ..g/mL 生物胶标准品的峰

面积，使用有机相针式滤膜过滤法时效果好，损失少。

2.2 衍生物的稳定性

通过衍生浓度为 2μg/mL 的标准品稳定性实验发现:密封放置在 4 "C条件下，在一周内峰面积变

1. 2 
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化不大，但是第二周开始部分生物胶峰面积下降明显。因此，生物胶衍生物在 4 "c ，避光条件下可保存

→周。生物胶在水溶液中易水解，但本文实验所用的标准品均为购置 sigma 公司生物胶盐酸盐，易溶于

水，但不易分解且稳定性高。

刘辰膜，等:水产品中生物脏的测定方法4 期

表 1 在使用不同过滤方法条件下，峰面积变化情况

Variety of peak area of derivatives through different filtration ways 

滤纸过滤 有机相针式滤膜过滤

89075 104789 
109481 134567 
337485 369089 
234567 274656 
224389 269893 
134873 176365 
124983 159283 
194834 228473 
279489 303728 
258493 284949 

Tab.l 

生物胶

色胶
2-苯乙胶

腐胶

尸胶

组胶

章鱼胶
5-起色胶

酷胶

亚精胶

精胶

丹酷氯衍生产物( 2μg/mL)峰面积变化情况

Variety of peak area of derivatives (2μg/mL) 
表 2

Tab.2 

二周

109406 
127157 
386086 
277750 
270418 
166624 
150864 
223680 
259794 
276951 

一周

106127 
122379 
376680 
274770 
273263 
173163 
153166 
229082 
303896 
279416 

一天

106540 
123421 
376124 
274754 
273456 
174321 
153432 
229456 
301768 
279615 

生物胶

色胶

2-苯乙胶

腐胶
尸胶

组胶

章鱼胶
5-起色胶

酷胶

亚精胶

精胶

十种生物胶出峰分析

在梯度洗脱的条件下，十个生物胶出峰图谱见图 1 ， 2。图中显示无论标准品，还是样品分离效果都

较好，能够达到定性定量分析的要求。且杂质峰(氨峰)远离十个生物胶的出峰位置，不会对分离形成

干扰。
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图 1 十个生物胶标准品色谱图

Fig. 1 Chromatogram of the mixture of ten biogenic amines 

1.氨 2. 色胶; 3.2-苯乙胶 4. 腐胶 5 尸胶 6 组胶; 7. 章鱼胶; 8.5-起基色胶; 9. 酷胶; 10. 亚精胶; 1 1.精胶
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图 2 标准添加

Fig. 2 Sample added standard 
I 色胶; 2.2-苯乙胶; 3. 腐胶; 4. 尸胶 5 组胶 6 章鱼胶; 7.5-泾基色胶 8. 酷胶 9. 亚精胶; 10. 精胶

线性范围与检测限

在浓度 0.2-10μg/mL 范围内，峰面积与浓度成良好的线性关系，其相关系数(γ2 )均大于 0.999 。

根据信噪比 S/N =3 确定最低检测限:腐胶、亚精胶 0.8μg/g ，尸胶、组胶、酷胶、精胶 lμg/g ，章鱼胶、二

是色胶2μg/g ， 2-苯乙胶 3μg/g ，色胶 5μg/g。

方法的回收率和精密度

本实验根据生物胶检测限选择最低的 30μg/g 标准添加实验来计算回收率和检验精密度，其对应

的生物胶标准品浓度为 :0.48μg/mL。实验所用的样品是三文鱼，样品称 2.0 g，做三个平行。

结果表明(见表 3) :样品加标的回收率是 79.59% -11 1. 10% ，相对标准偏差为 2.6% -15.8% ，根

据中国进出口商品检验行业标准(SN/T 0001-1995) 的规定，对于添加浓度大于 0.01μg/g 的回收率应

在 70% -110%之间;精密度要求待测物浓度大于 0.1μg/g 时，精密度要小于 17% ，根据实验结果显示

各生物胶回收率和精密度都达到了行业标准的规定。

2.4 

2.5 

外标法测得 30 ，..g!g 样品添加的回收率及精密度

Recovery and precision of sample added 30 ,..g! g using external standard method 

表 3

Tab.3 

相对标准偏差
% 

15.8 

7.7 

6.3 

9.2 

9.5 

6.4 

4.2 

2.6 

8.6 

8.2 

0.001 

0.000 

20.00 15.00 

时间/min

平均回收率
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相应标准
品峰面积

27209 

32692 

84636 

68557 

66599 

53302 

44104 

55655 

80394 

82813 

添加样峰面积(除去空白样峰面积)

12 3 

26635 26431 27012 

30855 30754 30663 

94031 94123 93988 

68688 68532 68712 

68364 68234 68412 

43580 43490 43612 

38358 38412 38289 

57364 57431 57213 

75442 75321 76098 

69903 70099 69311 

空白样峰

面积

O 

O 

11741 

0 

0 

3498 

2535 

12713 

13941 

O 

生物胶

色胶

2-苯乙胶

腐胶

尸胶

组胶

章鱼胶

5-瓷色胶

酷胶

亚精胶

精胶

结论

用高氯酸提取生物胶，实验显示其回收率(待测物浓度 >0.01μg/g) 都达到并超过 70% ，且相对标

准偏差(RSD) 为 2.6% -15.8% ，符合行业标准(SN/T 0001-1995) 的规定，重现性高，精密度好。丹酷

3 
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氯作为衍生剂，衍生产物稳定。使用线性梯度洗脱能在较短时间内同时分离十种结构各异的生物胶。

根据信噪比 S/N =3 确定最低检测限:腐胶、亚精胶 0.8μg/g，尸胶、组胶、酷胶、精胶 1μg/g ，章鱼胶、5-

连色胶2μg/g ， 2-苯乙胶 3μg/g，色胶 5μg/g。由此可见，本方法简单、实用、可靠。可以用来检测各种

水产品中的生物胶含量，及早发现问题，保证人们安全食用各类水产品。

刘辰麟，等:水产品中生物胶的测定方法4 期
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新书介绍

《世界金枪鱼渔业渔获物物种原色图鉴》

由戴小杰、许柳雄等主编、海洋出版社出版的《世界金枪鱼渔业渔获物物种原色图鉴》一书，

是在上海市重点学科建设项目和中国渔业协会远洋渔业分会的支持下，根据作者多年海上从事

d 金枪鱼渔业实践期间拍摄的鱼类照片，并参照联合国粮农组织的鱼类学资料和其他资料编著的。

本书收录了鱼类 124 种，其中铺科鱼类 59 种、剑鱼科鱼类 1 种、旗鱼科鱼类 11 种，软骨鱼类 35

种、其他鱼类 28 种。这些鱼类主要分布在 300 米以内的大洋上层海域，是金枪鱼渔业的主要捕

捞对象和兼捕品种。介绍的每一种鱼类包括其名称、外形特征、习性、分布和渔业状况，并配以彩 p

图。同时，为适应金枪鱼生产和水产品贸易的需求，分别列出了学名、异名、日文名、英文名、法文 F

名和西班牙文名，以便读者查阅。该图鉴可为从事金枪鱼生产、贸易和市场营销人员，科学研究

?人员、游钓爱好者提供有关金枪鱼和类金枪鱼的基础知识。
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