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实验技术与方法
高效液相色谱法检测葡萄酒中的 1 种生物胺

张文豪!张伟!张利锋!夏方!银恭举!张丁
!河南省疾病预防控制中心 卫生检测检验中心"河南 郑州(&#""$5#

摘(要!目的(建立快速测定葡萄酒中的组胺&尸胺&腐胺&酪胺&色胺&精胺&亚精胺和 #8苯乙胺的液相色谱分析

方法$ 方法(采用邻苯二甲醛4巯基乙胺混合溶液为衍生化试剂!设置在线自动衍生化进样程序!反相高效液相色

谱法测定葡萄酒中的 1 种生物胺$ 结果(在 "0!# b$" ZC4-范围内!液相色谱的荧光响应值与葡萄酒中生物胺含

量呈线性关系!1 种生物胺的检出限在 !" b$"" !C4-范围之间!A!+p#2!日间精密度在 !0#2 b50%2之间!加标

回收率在 ’$0!2 b$"&0$2之间$ 结论(本方法在 !# ZFB 内能够测定葡萄酒中的 1 种生物胺!操作简单&结果准确

可靠&重现性好$
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((生物胺$‘7%是一类具有生物活性的低分子量
含氮有机物的总称( 人体若摄入过量的生物胺"会
引起头痛’呼吸紊乱’心悸’血压变化等症状或体
征"甚至会危及生命 )$* #流行病学研究表明"人体摄
入过量的生物胺会导致肿瘤发生率的明显上升 )!* (
发酵食品和酒精类饮料的生产’加工和储藏过程所
处环境的污染会导致食品中生物胺含量增加 )%* #因

此"生物胺种类和含量的监测是控制发酵食品卫生
质量的一个重要方面"是关乎食品卫生和疾病预防
的重要问题之一 )&* (

发酵食品中最常见的生物胺有腐胺’组胺和
尸胺等单胺和多胺"这些生物胺的分子结构中没
有生色团"无明显的紫外可见吸收和荧光信号(

生物胺检测前通常需要和有机试剂进行衍生反
应"其中最常用的有丹黄酰氯和邻苯二甲醛 )#* (

丹黄酰氯和生物胺反应形成具有紫外可见吸收的
衍生物"孙钦秀等 )5*总结了采用丹黄酰氯液相色
谱8紫外检测器测定生物胺的研究进展( 与紫外可
见吸收法相比"荧光方法的检测灵敏度高"基质干
扰少"检出限低 )#* ( )GWAXGB 等 )3*研究了高效液相
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色谱荧光法测定发酵食品中的生物胺和其他氨基
化合物的反应条件"用邻苯二甲醛 $?)7%为荧光
衍生剂( ?)7和生物胺反应形成的衍生物荧光稳
定性较差"人工操作难以保证每次的反应条件完
全一致"导致检测结果的重现性差( 本研究设置
液相色谱自动衍生进样程序检测生物胺"克服人
工操作误差大’耗时费力等缺点( 建立一种无需
复杂的样品前处理"简单快速测定葡萄酒中的组
胺’尸胺’腐胺’酪胺’色胺’精胺’亚精胺和 #8苯乙
胺含量的液相色谱分离方法(

$(材料与方法
$0$(主要仪器与试剂

7CFVNBS$$"" 高效液相色谱仪$美国 7CFVNBS% ’
.MZZNSTM*$1色谱柱 $&05 ZZo!#" ZZ"# !Z#美
国 jGSNTU% "电子天平’超声波清洗仪’纯水仪’高
速离心机(

组胺$""%1#%’尸胺$""$’1%’腐胺$""3"!%’酪
胺$""!$3 %’色胺 $ ’"#"1 %’精胺 $ "#5%’ %’亚精胺
$""&1’%和 #8苯乙胺$""51’%均购自美国 .FCZG"邻
苯二甲醛和巯基乙胺为优级纯"甲醇和乙腈为色谱
纯"试验用水全部为超纯水(
$0!(方法
$0!0$(标准溶液的配制

分别精密称取 1 种生物胺标准品 "0"& C$精确
到 "0""" $ C%至 $ """ ZV棕色容量瓶中"用超纯水
分别配制成 &"0" ZC4-的标准品储备溶液"& g冰
箱保存( 临用前配制为浓度为 "0!#’"0#’$0"’!0"’
#0"’$"0" ZC4-的混合标准使用液(
$0!0!(衍生试剂的配制

将 #"0" ZC的 ?)7溶解在 $" ZV甲醇溶液中"
&""0" ZC的巯基乙胺溶解在 #"0"" ZV硼砂缓冲液中"

将以上两种溶液混合均匀后形成衍生化试剂"配制的
衍生溶液在 & g冰箱保存$保存时间不超过 % W%(
$0!0%(样品前处理

选择河南省市售的 & 种葡萄酒样品 $干红"半
干红"干白"半干%"将瓶中的样品充分混合均匀"量
取 #" ZV样品溶液置于离心管中"高速离心机
$& """ T4ZFB 离心 $" ZFB"上清液经 "0&# !Z过滤
膜净化后(
$0!0&(仪器条件

色谱条件& .MZZNSTM*$1 色谱柱 $ &05 ZZ o
!#" ZZ"# !Z%"流动相 7为 "0"! ZZAV4V弱碱性硼
酸8硼砂缓冲液$ \@i10"%"流动相 ‘为甲醇#流速
$0" ZV4ZFB"采用梯度洗脱的方式"具体梯度程序见
表 $"柱温 !# g"进样量 #0" !V(

表 $(梯度洗脱程序

/GQVN$(>TGWFNBSNVPSFAB \TACTGZ
时间4ZFB 流动相 742 流动相 ‘42

" 5# %#
3 !" #"
$% &" 5"
$# %# 5#
!" &" 5"
!$ 5# %#
!# 5# %#

((荧光检测条件&荧光检测器激发波长 %%" BZ"
发射波长 &&" BZ(
$0!0#(在线衍生程序设定

在液相色谱样品盘 $ 号位置放置硼酸8硼砂缓
冲液"! 号位置放置 ?)7衍生试剂( 在线衍生程序
的仪器操作步骤设定过程如下&"仪器进样针在
$ 号位置吸取 !0" !V硼酸8硼砂缓冲液#吸取的溶液
置于反应池中##吸取 #0" !V的样品溶液置于反应
池中#$上述两种溶液在反应池中混合 3 次#%$"2
甲醇溶液清洗进样针 % 次#&进样针吸取 %0" !V的
衍生化溶液置于反应池中#’将缓冲溶液’衍生试
剂和样品溶液在反应池中混合 !" 次"等待 % ZFB#
)吸取 %0" !V的超纯水溶液#*将上述溶液混合
3 次#+液相色谱进样器按照上述程序自动进样(

!(结果与讨论
!0$(色谱条件的优化

弱碱性的硼酸8硼砂缓冲液可以抑制生物胺分
子中氨基的电离"增加生物胺在反相色谱柱上的保
留#试验采用 "0"! ZZAV4-弱碱性的硼酸8硼砂缓冲
液$\@i10"%为流动相 7"在试验中通过调整液相
色谱流动相 ‘$甲醇%的比例"在 !# ZFB 内完全分离
1 种生物胺$见表 $%(

碱性物质在 *$1色谱柱上分离时易产生拖尾现
象"试验发现在流动相 7中加入 "0!2三乙胺可适
当改善峰形#流动相所使用的梯度洗脱也会导致个
别组分的色谱峰宽度增加"在试验中需要适当的调
整梯度洗脱程序来避免样品杂质的干扰"本方法设
定的梯度洗脱程序仅为参考条件(

按照优化的液相色谱分离条件"设置仪器在线自
动进样程序"将生物胺混和标准溶液$$"0" ZC4-%经
在线衍生后色谱分离"在 !# ZFB 内"1 种生物胺在 *$1
反相色谱柱上得到完全的分离"见图 $(
!0!(衍生化试剂的选择

生物胺和 ?)7形成的有机衍生物的稳定性较
差"导致试验结果的重现性和准确性不理想( 加入
含巯基的试剂可以提高衍生产物的稳定性#试验中
加入巯基乙醇"<8半胱氨酸"巯基乙胺和巯基乙酸等



!&"5(( !
中国食品卫生杂志

*@cDI.IJ?L+D7-?__??R@O>cIDI !"$# 年第 !3 卷第 & 期

图 $(液相色谱自动衍生检测 1 种生物胺
_FCPTN$(RNSNTZFBNNFC=ŜFBWUA<QFACNBF;GZFBNU[FS=

GPSAZGSNW ABVFBNWNTFXGSFUGSFAB AB G=FC= \NT<ATZGB;NVF]PFW

;=TAZGSACTG\=M

巯基试剂"结果发现加入巯基乙胺$*7%后可以提高
生物胺4?)7衍生产物的稳定性"故本研究以 ?)74
*7混合溶液做为生物胺的衍生化试剂"并采用仪
器自动进样器柱前衍生法检测生物胺(
!0%(方法的准确度和精确度

采用单标法确定 1 种生物胺的保留时间"并将
不同浓度的 1 种生物胺混合标准溶液进样"在
"0!# b$" ZC4-线性范围内"液相色谱的荧光响应
值与葡萄酒中 1 种生物胺含量呈线性关系( 并根
据 % 倍样品空白测定浓度值的标准偏差计算 1 种
不同生物胺的检出限( 分别配制浓度为 #0" ZC4-
的1 种生物胺标准品溶液"平行测定 3 次"计算相
对标准偏差#经 !& = 后重新测定"计算日间精密
度"见表 !(

表 !(方法的准确度测定结果$M i3%

/GQVN!(,NS=AWUS=NG;;PTG;MA<TNUPVSU
组分 检出限4$!C4-% A!+42 日间精密度42

色胺 ’50# &0# 50%

组胺 !$0# $0’ !01

酪胺 3!05 &0$ #0$

腐胺 &!01 !0’ %01

尸胺 &%05 %0$ %0’

#8苯乙胺 #503 %03 &0!

亚精胺 %$0# !0% !01

精胺 !#0& $01 !0#

((选择某种葡萄酒样品进行样品加标测试"分别
取高’中’低 % 个浓度系列做回收试验"评价不同添
(((

加水平的可靠性#对于样品中存在的生物胺组分"
每个浓度要做样品含量 "0#’$’! 倍 % 个含量值的加
标回收试验#对于本底值很低或未检出的组分"按
照 $" 倍检出限的含量进行添加"放置一定时间后做
回收试验( 每个试验平行测定 % 次"计算样品加标
回收率"1 种不同生物胺的加标回收率结果见表 %(
从表中可以看出"1 种生物胺的加标回收率在 ’$0!
b$"&0$2之间(

表 %(回收率试验结果$M i%%

/GQVN%(+NUPVSUA<TN;AXNTMTGSNA<WNSNTZFBGSFAB

组分
含量

4$ZC4-%
加标浓度
4$ZC4-%

测定值
4$ZC4-%

回收率
42

腐胺
尸胺

组胺

酪胺

色胺
亚精胺
苯乙胺
精胺

! "0&% "0&" ’%03
! "0&& "0&% ’10$

"0%$ "0!’ ’&0#
"05! "05! "05" ’30%

$0!& $0!! ’10!
"0!’ "0!5 ’$0!

"0#1 "0#1 "0#& ’!0#
$0$5 $0"’ ’%03

! "0’3 "01’ ’$0&
! "0%! "0%% $"&0$
! "0#1 "0#’ $"$0’
! "0!# "0!& ’301

注&!表示未检出

!0&(生物胺检测方法的验证与比较

食品$包括葡萄酒%中生物胺的国家标准检测
方法为 >‘4/#""’0!"1!!""1 +食品中生物胺含量
的测定, )1* $以下简称为国标方法%"样品经 #2三
氯乙酸提取后采用三氯甲烷8正丁醇萃取净化"与丹
磺酰氯在 5" g下反应 %" ZFB 后以 $"38二氨基庚烷
内标法定量( 选择空白葡萄酒样品添加 1 种生物胺
标准品$添加水平均为 !0" ZC4-%"将国标方法与本
试验方法的检测结果进行对比"结果如表 & 所示"两
种方法对阳性样品的检测结果基本一致"本试验所
建立的方法针对葡萄酒样品的检测结果更接近添
加值"表明了本研究所建立的方法的准确可靠性(
另外"国标方法包括提取"净化"氮吹和柱前衍生等
多项操作步骤"方法操作复杂( 本方法直接仪器在
线衍生反应测定样品中的 1 种生物胺"无需复杂的
样品前处理技术"结果准确可靠(

表 &(不同样品和检测方法中 1 种生物胺检出结果的比较
/GQVN&(*AZ\GTFUAB A<QFACNBF;GZFBNUWNSN;SFAB ZNS=AWU

样品类型 检测方法
检测值4$ZC4-%

色胺 组胺 酪胺 腐胺 尸胺 #8苯乙胺 亚精胺 精胺

空白加标样品

阳性样品

$ $01# $0’# $013 $01’ !0$$ !0"% !0$1 $0’%
! $011 $0’$ $0’# $0’! $031 $0’% $05# $015
$ ! !05# "013 "0%! !0&# ! ! !
! ! !03% "0’# "0%1 !0%1 ! ! "0$’

注&!表示未检出#$ 表示检测方法是国标方法"! 表示检测方法为本研究建立的方法#加标水平为 !0" ZC4-
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!0#(实际样品的测定
按照所设定的样品衍生化程序进样"测定 %

次"计算平均值( 从葡萄酒样品测定结果发现"大
部分品种的葡萄酒中存在一定含量的组胺#部分

种类的葡萄酒中存在不同含量的酪胺’尸胺’腐胺
和精胺#少量种类的葡萄酒中存在亚精胺和 #8苯
乙胺"而抽检的几种样品中的色胺含量处于检测
限以下"见表 #(

表 #(葡萄酒中生物胺的检测结果$ZC4-%

/GQVN#(RNSNTZFBGSFAB A<QFACNBF;GZFBNUFB [FBNU
样品种类 色胺 #8苯乙胺 组胺 酪胺 尸胺 腐胺 亚精胺 精胺
干红 ! ! !03% "0’# !0%1 "0%1 ! "0$’

半干红 ! "015 #0!$ $0%3 #053 $0!$ "03$ "0%5

干白 ! ! $0#! "01’ ! "0$$ ! !

半干白 ! ! "0%3 "0%% ! ! ! "0!%

注&!表示未检出

%(小结
本研究采用 ?)74*7为衍生化试剂"经柱前仪

器在线自动衍生化后高效液相色谱快速检测葡萄
酒中的 1 种生物胺( 在 "0!# b$" ZC4-范围内"液
相色谱的荧光响应值与葡萄酒中 1 种生物胺含量呈
线性关系"检出限范围在 !" b$"" !C4-"A!+p#2"
日间精密度在 !0#2 b50%2范围内"加标回收率范
围为 ’$0!2 b$"&0$2( 本研究建立的方法操作简
单快捷’检测结果灵敏度高和重现性好"适用于葡
萄酒中多种生物胺含量的准确测定(
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食品药品监管总局办公厅关于袋装火腿肠等
产品包装标识有关问题的复函

食药监办食监一函%!"$#&%5$ 号

中国肉类协会(
你会+关于袋装火腿肠等产品包装标识问题的请示.收悉$ 经研究!现函复如下(
依据+中华人民共和国食品安全法.规定!食品标签应当标注在食品包装或者包装容器上$ 我们同意你

会就单支产品采用 )dR*作为肠衣!通过组合形式包装的袋装火腿肠等产品提出的标签标注意见$ 即!生产
企业可以将外包装袋作为袋装火腿肠等产品的最小销售单元!并按照相关法律法规和标准的规定标示食品
的标签$

"相关链接(=SS\(44[[[:;<WG:CAX:;B4j."$4*-$5"$4$!%"$1:=SZV#

食品药品监管总局办公厅

二〇一五年六月二十九日


