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摘　 要：目的　 建立高效毛细管电泳法快速检测鱼肉中组胺含量的方法。 方法　 鱼肉样品经 １００ ｇ ／ Ｌ 的三氯乙酸

溶液超声萃取 ２０ ｍｉｎ，萃取液经离心和过滤后进行毛细管电泳分离检测。 采用季铵化纤维素负载的纳米金复合材

料（ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ）对毛细管内壁进行动态涂层，以抑制管壁对组胺的吸附。 电泳条件：毛细管为熔融石英毛细管

（７５ ／ ３６５ μｍ，４０ ／ ４７ ｃｍ），运行缓冲液为 ５００ μｇ ／ ｍｌ ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ 磷酸缓冲液（ｐＨ ＝ ６ ０），反向电压 － １２ ｋＶ，柱温

２０ ℃ ，检测波长 ２１１ ｎｍ。 结果　 在涂层毛细管中，组胺的吸附被抑制，峰拖尾现象消除，并在 ４ ｍｉｎ 内出峰。 组胺

在 ０ ０５ ～ ０ ８０ ｍｇ ／ ｍｌ 浓度范围内线性关系良好（ ｒ２ ＝ ０ ９９８ ７），检出限（Ｓ ／ Ｎ ＝ ３）为 ０ ００２ ｍｇ ／ ｍｌ，定量限（Ｓ ／ Ｎ ＝
１０）为 ０ ００７ ｍｇ ／ ｍｌ。 鱼肉中组胺加标回收率为 ９４％ ～ １０５％ ，ＲＳＤ 为 ３ １％ ～ ７ ２％ 。 结论　 该方法具有快速，简
便，准确度和精密度高等特点，适用于鱼肉中组胺的快速检测。
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　 　 组胺（ ｈｉｓｔａｍｉｎｅ，ＨＡ），分子式 Ｃ５Ｈ９Ｎ３，化学名

４（５）⁃（２⁃氨乙基）咪唑，是组氨酸在富含组氨酸脱羧

酶的细菌（如摩根变形杆菌、组胺无色杆菌、埃希大肠

杆菌、链球菌、葡萄球菌等）作用下，发生氨基酸脱羧

反应产生的一种胺类物质。 组胺是生物胺中对人体

健康影响最大的物质［１］，水产品尤其是一些青皮红肉

鱼中，其产品腐败或放置时间较长容易产生组胺。 组

胺可引起头痛、反胃呕吐、腹泻、瘙痒性皮疹、低血压

以及休克等一系列症状，是过敏反应中最主要的活性

致敏介质之一［２ － ３］。 当人体摄取过高组胺含量食物

可引起过敏性食物中毒现象［４ － ５］。 ２００６ 年春，中国台

湾曾发生过食用鱼中毒事件，分析人员在死者食用的

鱼肉里检测到超过 １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 的组胺［６］。 组胺中
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毒也是水产食品存在的主要安全问题之一［７］。 一

些国家的政府建议用组胺作为鱼和水产品中微生

物腐败的指标。 我国现行水产品中组胺标准检验

方法是 ＧＢ ／ Ｔ ５００９ ４５—２００３《水产品卫生标准的分

析方法》 ［８］，该方法存在操作繁琐、重复性差等缺

陷［９ － １１］。 毛细管电泳（ ＣＥ） 作为一种现代分析技

术，具有分离效率高、分析速度快、样品用量少等许

多优点［１２］。 但是，由于组胺与毛细管壁带相反电

荷，其在毛细管壁的吸附现象是一个需要考虑的问

题［１３］，吸附会导致峰展宽，峰拖尾，样品回收率降

低，影响电泳分离效果。
在前面的工作中，我们成功开发出季铵化纤维

素负载的纳米金等多种毛细管涂层材料［１４ － １６］，均能

有效抑制碱性蛋白质吸附。 在此基础上，考虑使用

季铵化纤维素负载的纳米金复合材料对毛细管内

壁进行动态涂层，以抑制管壁对组胺的吸附，建立

组胺的动态涂层毛细管电泳检测方法。 此外，国标

法采用浸泡法，耗时较长需 ２ ～ ３ ｈ，且需要反复提取

以及使用有致癌性的偶氮试剂衍生化处理。 因此，
不经富集和预分离等处理，直接对组胺提取液进行

快速检测也是本方法考察的重点。

１　 材料与方法

１ １　 主要仪器与试剂

Ｐ ／ ＡＣＥ ＭＤＱ 毛细管电泳仪（配备二极管阵列

检测器、３２Ｋａｒａｔ ７ ０ 工作站，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ）、ＵＶ⁃
６１００ 双光束扫描型紫外 ／可见分光光度计（上海美

谱达仪器有限公司），熔融石英毛细管 （内径 ７５
μｍ，外径 ３６５ μｍ，河北永年光纤厂）。

超纯水（１８ ２ ＭΩ），氢氧化钠、盐酸、十水磷酸

氢二钠、二水磷酸二氢钠、三氯乙酸均购自国药集

团化学试剂有限公司，磷酸组胺对照品（中国药品

生物制品检定所）。
１ ２　 方法

１ ２ １　 季铵化纤维素负载的纳米金复合材料的合成

季铵化纤维素负载纳米金复合材料（ＱＣ⁃Ａｕ
ＮＰｓ）的合成方法按文献［１４，１６］操作，主要步骤如

下：将 １００ ｍｌ 的 ７％ ＮａＯＨ⁃１２％ 尿素水溶液预冷至

－１２ ３ ℃后加入 ４ ｇ 纤维素，室温机械搅拌 ３ ～５ ｍｉｎ
后，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心１０ ｍｉｎ 得到澄清透亮的纤维素溶

液。 滴加 ５５ ８ ｇ 的 ３⁃氯⁃２⁃羟丙基三甲基氯化铵水溶

液，３０ ℃下搅拌２４ ｈ，反应液用 ＨＣｌ 中和并用蒸馏水透

析 ７ ｄ，最后经过冷冻干燥得到季铵化纤维素（ＱＣ）。
将 ０ ５ ｍｌ 的 ２ ４２８ × １０ －２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＡｕＣｌ４ 溶液逐

滴加入到 １０ ｍｌ 的 ＱＣ（３ ｍｇ ／ ｍｌ）溶液中，２５ ℃下搅拌

１０ ｍｉｎ 迅速加入 ０ ３７５ ｍｌ ＮａＢＨ４ 溶液（０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ）

并持续搅拌 １ ｈ，反应液用蒸馏水透析 ５ ｄ，经过冷冻

干燥得到 ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ。
１ ２ ２　 样品制备及毛细管电泳缓冲液的配置

缓冲 液 配 置 方 法 如 下： 配 制 ｐＨ ＝ ６ ０ 的

２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ磷酸缓冲液，将一定量的 ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ 溶

解于上述缓冲液中，配置成 ５００ μｇ ／ ｍｌ 的运行缓冲

液，用于毛细管涂层以及毛细管电泳分离分析。 组

胺对照品在试验前用纯水配置成不同的浓度。
鱼肉样品中组胺提取和样品制备方法如下：称

取 １０ ００ ｇ 绞碎并混合均匀的池鱼鱼肉样品，置于

塑料管中，加入 ２０ ｍｌ 三氯乙酸溶液（１００ ｇ ／ Ｌ），超
声萃取 ２０ ｍｉｎ 后，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 低温离心 ５ ｍｉｎ，取
上清过 ０ ４５ μｍ 滤膜后进样分析。
１ ２ ３　 毛细管电泳分析方法的建立

组胺紫外吸收光谱扫描：配制 ０ ０５ ｍｇ ／ ｍｌ 组胺

的磷酸盐溶液，使用 ＵＶ⁃６１００ 双光束扫描型紫外 ／
可见分光光度计对溶液进行扫描，确定组胺的吸收

曲线。 利用毛细管电泳的光电二极管阵列检测器

（ＤＡＤ）的光谱扫描功能，对组胺对照品目标峰进行

分析，与紫外扫描结果比对，确定组胺对照品的最

大吸收波长。
毛细管电泳分析条件如下：２０ ｐｓｉ 压力下，用

０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ、水、０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ、水、含 ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ
缓冲液冲洗毛细管各 ５ ｍｉｎ，然后 － １２ ｋＶ 电压下

（反相电极模式）， 预电泳平衡 ５ ｍｉｎ。 样品在

０ ５ ｐｓｉ压力下进样 ３ ｓ，然后在 － １２ ｋＶ 电压下进行

分离，柱温 ２０ ℃，检测波长 ２１１ ｎｍ。
方法准确性考察：取 １０ ００ ｇ 鱼肉样品，分别添

加 ０ ０６、０ ２８、０ ７５ ｍｇ ／ ｍｌ 浓度水平的组胺对照品，
每个浓度水平平行萃取测定 ５ 次，考察低、中、高
３ 个浓度组的平均加样回收率。

方法精密度考察：取 １０ ００ ｇ 鱼肉样品，分别添

加 ０ ０６、０ ２８、０ ７５ ｍｇ ／ ｍｌ 浓度水平的组胺对照品，
在 １ ｄ 之内，每个浓度水平平行萃取测定 １０ 次，计
算各浓度组的日内精密度。 在不同天（ｎ ＝ ５）重复

上述试验，计算低﹑中﹑高浓度水平的日间精密度。

２　 结果与分析

２ １　 组胺检测波长的优化

组胺的检测多采用衍生化方法，且关于组胺的

紫外吸收特征有不同的报道［１７ － ２１］。 为了建立毛细

管电泳直接测定组胺含量的方法，首先以组胺对照

品为研究对象，对组胺的紫外吸收光谱进行了考

察。 如图 １ 中 Ａ 所示，利用毛细管电泳 ＤＡＤ 的光谱

扫描功能，确定组胺对照品的最大吸收波长为

２１１ ｎｍ。 进一步对组胺的紫外吸收曲线进行确证，
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图 １　 组胺标准品的 ＣＥ ／ ＤＡＤ 光谱图（Ａ）及紫外吸收光谱图（Ｂ）
Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＣＥ ／ ＤＡＤ ｓｐｅｃｔｒａ（Ａ）ａｎｄ ＵＶ⁃Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ（Ｂ） ｏｆ ｈｉｓｔａｍｉｎｅ

如图 １ 中 Ｂ 所示，紫外 ／可见分光光度计与光电二

极管阵列检测器光谱扫描结果一致，说明组胺在

２１１ ｎｍ 有较强的紫外吸收，可以使用 ＣＥ ／ ＤＡＤ 对其

进行分离检测。
毛细管电泳缓冲液为磷酸盐，有必要考察其紫

外吸收特征。 如图 ２ 所示，磷酸盐在 ２００ ｎｍ 处有较

强的末端吸收，随波长增加，其吸收迅速下降，在检

测波长 ２１１ ｎｍ 处， 磷酸盐缓冲溶液吸收值为

０ １９０ ８，远小于组胺溶液的吸收值 ０ ８４４ ７，其差值

为 ０ ６５３ ９。 如果为了完全避开磷酸盐的干扰，选择

２２０ ｎｍ 的波长（磷酸盐吸收约为 ０）作为检测波长，
此时组胺的吸收为 ０ ６０２ ３，其与磷酸盐吸收差值

０ ６０２ ３ ＜ ０ ６５３ ９（２１１ ｎｍ 处），为了最大的灵敏度，
因此选择 ２１１ ｎｍ 作为检测波长。

图 ２　 磷酸盐缓冲液及含组胺的磷酸缓冲液紫外吸收光谱图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＵＶ⁃Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｈｉｓｔａｍｉｎｅ

２ ２　 ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ 涂层效果考察

毛细管内壁由于硅羟基的解离带有负电荷，而
组胺在背景电解质中带正电荷，在静电引力的作用

下，组胺在毛细管内壁会产生吸附。 此外，组胺的

氨基与毛细管内壁硅羟基之间的氢键等作用力可

能也会对吸附产生影响。 考虑使用 ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ 对

毛细管进行动态涂层，ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ 不仅可以通过静

电作用吸附在毛细管内壁，覆盖带负电的硅羟基吸

附位点，而且会静电排斥靠近毛细管壁的组胺，减
少组胺与管壁接触的可能性，起到抑制组胺吸附的

效果。 对 ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ 的动态涂层效果进行考察，结
果如图 ３ 所示，在裸露的毛细管中（运行缓冲液中

不含 ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ），组胺产生吸附，出现峰拖尾现象。
使用 ５００ μｇ ／ ｍｌ ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ 对管壁动态涂层后，峰
拖尾现象消除，说明 ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ 能够有效抑制组胺

在毛细管内壁的吸附。

图 ３　 ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ 动态涂层对组胺电泳分离的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｏａｔｉｎｇ ｏｎ
ＣＥ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔａｍｉｎｅ

２ ３　 方法学评价

对不同浓度的组胺对照品进行分析，绘制标准曲

线，结果如图 ４ 所示。 在 ０ ０５ ～ ０ ８ ｍｇ ／ ｍｌ 浓度范围

内，以浓度对峰面积进行线性回归，线性方程为 ｙ ＝
２ ×１０６ｘ － １３４２２，线性关系良好（ ｒ２ ＝ ０ ９９８ ７）。 以

３ 倍信噪比（Ｓ ／ Ｎ）对应分析物浓度作为检出限（ＬＯＤ），
１０ 倍信噪比对应分析物浓度作为定量限（ＬＯＱ），组胺

的 ＬＯＤ 和 ＬＯＱ 分别为 ０ ００２ 和 ０ ００７ ｍｇ ／ ｍｌ。
方法准确性的考察结果如表 １ 所示，低、中、高

３ 个浓度组的平均加样回收率分别为 １０５％ ，９７％和

９４％ ，结果显示方法的准确性良好，明显高于 ＧＢ ／ Ｔ
５００９ ４５—２００３ 中的数值。

精密度考察结果如表 ２ 所示，低﹑中﹑高浓度
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图 ４　 不同浓度组胺的电泳分离图谱及标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ
ｈｉｓｔａｍｉｎｅ ｕｓｉｎｇ ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ ｃｏａｔｅｄ ｃａｐｉｌｌａｒｙ

表 １　 组胺的加标回收率（ｎ ＝ ５）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｈｉｓｔａｍｉｎｅ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ｆｉｓｈ ａｔ ｔｈｒｅｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

检测方法
加标回收率 ／ ％

低浓度１ 中浓度２ 高浓度３

超声萃取
毛细管电泳法

１０５ ９７ ９４

ＧＢ ／ Ｔ ５００９ ４５—２００３ ６１ ７３ ６７
注：１ ０ ０６ ｍｇ ／ ｍｌ； ２ ０ ２８ ｍｇ ／ ｍｌ； ３ ０ ７５ ｍｇ ／ ｍｌ

表 ２　 方法的精密度考察（％ ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｅｔｈｏｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｈｉｓｔａｍｉｎｅ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ｆｉｓｈ ａｔ

ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

样品
日内精密度（ｎ ＝ １０） 日间精密度（ｎ ＝ ５）

低浓度１ 中浓度２ 高浓度３ 低浓度１ 中浓度２ 高浓度３

组胺 ４ ４ ３ １ ６ ３ ４ ９ ５ ７ ７ ２

注：１ ０ ０６ ｍｇ ／ ｍｌ； ２ ０ ２８ ｍｇ ／ ｍｌ； ３ ０ ７５ ｍｇ ／ ｍｌ

水平的日内精密度分别为 ４ ４％ ，３ １％ 和 ６ ３％ 。
日间精密度分别为 ４ ９％ ，５ ７％和 ７ ２％ ，结果显示

方法精密度良好。
２ ４　 样品测定

为了考察方法在实际检测中的应用，将某大型

连锁超市购买的冰鲜池鱼于 ２０ ℃密封放置 ０、２４、
７２、１６８ ｈ，每次分别取 １０ 份样品进行平行检测，结
果如图 ５ 所示。 冰鲜保存的池鱼鱼肉中组胺含量约

为 １０ ８９ ｍｇ ／ ｋｇ。 ２０ ℃放置 ２４ ｈ，其组胺含量迅速

上升，达到 ５９９ １５ ｍｇ ／ ｋｇ。 ２０ ℃放置 ３ ｄ，组胺含量

达到 １ ２１７ ４４ ｍｇ ／ ｋｇ。 ２０ ℃放置 ７ ｄ，组胺含量达

到 １ ３０４ ｍｇ ／ ｋｇ。

图 ５　 室温下池鱼肉中组胺含量随时间变化曲线图（Ａ）及电泳图（Ｂ）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｉｍｅｌｙ ｖａｒｙｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｈｉｓｔａｍｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｆｉｓｈ （Ａ） ａｎｄ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ （Ｂ）

３　 讨论

本文建立了一种测定鱼肉中组胺含量的新方

法。 目前，我国采用测定水产品中的组胺，在实际

测定过程中发现存在操作繁琐、重复性差等问

题［９］。 ＧＢ ／ Ｔ ５００９ ４５—２００３ 仅浸泡这一步骤就需

耗时 ２ ～ ３ ｈ，无法满足食物中毒样品快速出具检测

结果的要求。 国标法将滤液使用正戊醇提取稀盐

酸反萃取，用分液漏斗振摇提取多次，过程繁琐，且
溶液易在分液漏斗壁上粘连，损耗偏大［１０］。 本方法

采用超声波萃取以提高组胺提取率，大大缩短提取

时间。 提取液经高速离心和过滤后直接进样，进行

毛细管电泳分离分析，４ 分钟内出峰。 避免了反复

的萃取以及衍生化过程，同时运用 ＱＣ⁃Ａｕ ＮＰｓ 对毛

细管壁进行涂层，抑制组胺在毛细管内壁的吸附，
使样品处理过程简单、快速，并保证方法的准确度

和精密度，适用于鱼肉中组胺的快速检测。
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摘　 要：目的　 建立面粉及面制品中氨基脲的超高效液相色谱⁃三重四级杆串联质谱方法。 方法　 在样品中加入

同位素取代的氨基脲，以 ０ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 提取后，与衍生剂邻硝基苯甲醛反应。 衍生产物在中性条件下经 ＨＬＢ 柱

净化，乙酸乙酯洗脱，吹干复溶后，以超高效液相色谱的 Ｃ１８柱（５０ ｍｍ × ２ １ ｍｍ，１ ７ μｍ）分离，质谱法检测。 以保

留时间与质谱离子对定性，内标法定量。 结果　 氨基脲在 ０ ５ ～ １００ μｇ ／ ｋｇ 范围内呈线性相关。 方法精密度良好

（ＲＳＤ ＜ ２０％ ，ｎ ＝ ６），回收率在 ６０％ ～１２０％之间，定量限为 ０ ５ μｇ ／ ｋｇ（Ｓ ／ Ｎ ＝ １０）。 结论　 本方法特异性强，灵敏度

高，适合于面粉及面制品中的氨基脲检测。
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