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柱前衍生高效液相色谱法测定鱼罐头中的组胺
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摘要：建立了一种测定鱼罐头中组胺含量的柱前衍生高效液相色谱（<0=>）方法。样品匀浆后采用高氯酸水溶液
超声提取，提取液经丹酰氯衍生后，采用 <0=> 分离，紫外检测器检测，外标法定量。采用粒径为 #. $ !( 固定相填
料的 >#$ 色谱柱，在 ". ’ (= . (6? 的流速下，样品的分析时间小于 + (6?，并可有效地减少流动相消耗，节约成本。
组胺在 ". "$ & $. "" (8 . = 内线性关系良好，相关系数为 ". %%% %$；酱煮鲐鱼罐头中组胺在不同浓度水平的平均加
标回收率均大于 %*@，相对标准偏差（A/+）小于 !. +@；鱼罐头中组胺的定量限可达 +. "" (8 . B8。所建立的 <0=>
方法快速、灵敏度高、重复性好，前处理方法简单，可用于鱼罐头中组胺的测定。
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- - 组胺属于生物胺中的单胺类神经递质，参与多
种生理病理活动过程，如对睡眠、摄食、体温、精神情

感性疾病的调节。它不仅是炎症反应和免疫损伤的

重要介质之一，而且对应答和炎症反应有着重要的

调节作用［#］。作为人体内源活性物质，微量组胺在

生物细胞中具有重要的生理功能，但是当人体摄入

过量的组胺时，会引起食物中毒，严重的还会危及生

命［!］。因为金枪鱼、鲭鱼等青皮红肉鱼类的肌肉中

血红蛋白含量较高，组氨酸含量也较高，当受到含高

活性组氨酸脱羧酶的细菌污染后，鱼肉中的游离组
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氨酸会脱羧基而形成组胺，所以组胺常被作为产品

质量的重要指示因子，用于监测食品生产和运输过

程中产品质量的变化［#］。因此建立快速、准确的测

定样品中组胺的分析方法具有十分重要的意义。目

前组胺主要采用毛细管电泳法［$，%］、离 子色谱

法［&，’］、酶联免疫法［"］、薄层色谱法［(］等检测。近年

来，高效液相色谱法（!"#$）由于操作简便、准确度
高、重现性好，在生物样品、黄酒、猪肉、水产品等的

组胺检测中获得了较多的应用［)* + )#］。组胺在化学

上属咪唑类，作为原始态的胺，不能直接进行荧光、

紫外或电化学检测，必须经衍生化反应以后，才能在

荧光、紫外或电化学检测器上有响应，而衍生方法又

分为柱前衍生［)$，)%］和柱后衍生［)&，)’］等。柱前衍生

由于无需专门的反应装置，应用更为广泛。在组胺

测定过程中较常采用的衍生试剂是邻苯二甲醛

（%"&），但是存在衍生试剂易失效、衍生产物不稳
定等不足之处，有文献报道组胺的 %"&’亚硫酸钠
衍生物的稳定性仅为 !* ()*［)"］。丁卓平等［)!］测定

水产品中的生物胺时，采用了丹酰氯作为衍生试剂，

效果较好。本文采用丹酰氯对鱼罐头中的组胺进行

柱前衍生后，采用 !"#$’紫外检测器测定，具有快
速、简便、低耗、低检出限等优点，可为鱼罐头的质量

安全控制提供参考。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
, , 高效液相色谱仪（)!** 系列，美国 &+),-*. 公
司），由二元高压泵、柱温箱、二极管阵列检测器及

自动进样器组成；均质机（"/% !**，美国 "/% 科学
公司）；高速离心机（/0!系列，!12&$!1）；旋涡混
合器（34 # 5)+).6,，德国 17&）；往复式恒温水浴振
荡器（4!8’""&，太仓市实验设备厂）。
, , 乙腈、丙酮、正己烷、醋酸铵为色谱纯；水为 3),’
,)9:;- 高纯水；高氯酸、氢氧化钠、碳酸氢钠、氨水为
优级纯。丹酰氯（纯度 - ((<，4)+(6 公司）：称取
). ** + 丹酰氯，用丙酮溶解并定容至 )** (#。组胺
对照品（纯度 - (’<，4)+(6 公司）：准确称取组胺
对照品适量，用水溶解并定容，再用水逐级稀释配成

一系列浓度的对照品溶液。鱼罐头样品购于上海欧

尚超市。

! ! #" 样品前处理
! ! # ! !" 提取
, , 鱼罐头匀浆后，称取 ! + 试样，精确至 *. *) +，
置于 %* (# 离心管中，加入 )* (# *. $ (:, = # 高氯
酸溶液，振荡旋涡 &* >，超声 )* ()* 后，在 )* ***

; = ()* 下离心 )* ()*，上清液移入带刻度的玻璃管
中；再向残渣中加入 )* (# 高氯酸溶液，重复上述
操作一次，合并上清液；用 *. $ (:, = # 高氯酸溶液定
容至 !% (#，混匀。
! ! # ! #" 衍生
, , 移取上述提取液 ) (# 至带刻度的玻璃管中，
加入 )** "# ! (:, = # 氢氧化钠溶液，使之呈碱性，
然后加入 #** "# 饱和碳酸氢钠溶液进行缓冲，再加
入 ! (# 丹酰氯溶液，盖塞混匀后，于 $* ?恒温水
浴振荡器内避光反应 $% ()*。反应完毕后，加入
)** "# 氨水，静置 #* ()*，最后用乙腈定容至 %
(#，振荡混匀后，取适量溶液，用 *. $% "( 的有机
滤膜过滤后待测。

, , 组胺对照品溶液的衍生方法同上。
! ! $" 色谱条件
, , 色谱柱：0@A $)"（ %* (( / !. ) ((，). "
"(）；流动相：乙腈’)* ((:, = # 醋酸铵水溶液（体
积比 ’!0 !"）；检测器：紫外检测器，波长 !%$ *(；柱
温：#% ?；流速：*. # (# = ()*；进样量：)* "#。

#" 结果与讨论

# ! !" 实验条件的优化
, , 组胺水溶性好，通常采用三氯乙酸溶液或高氯
酸溶液提取，但是某些种类的鱼罐头中含有少量的

油，因此，本实验中的样品经高氯酸水溶液提取定容

后，与正己烷的去脂效果进行了比较。测定结果表

明，去脂前后的样品中组胺含量无明显变化，且色谱

图中没有色谱峰的增减，主要原因为样品为水溶液

提取，脂肪含量较低，因此，本实验确定前处理过程

中无需正己烷去脂步骤。

# ! #" 色谱方法的建立
, , 采用 8%/A&0 4A’$)"（!%* (( / $. & ((，%
"(）色谱柱分析经丹酰氯衍生的组胺样品，通过优
化流动相比例，乙腈’)* ((:, = # 醋酸铵水溶液（体
积比为 ’%0 !%）能使样品获得较好分离，目标峰附近
无干扰峰，定量结果准确。在 ). * (# = ()* 流速下，
组胺衍生物的保留时间为 ". %( ()*，如图 )6 所示。
当采用 ). " "( 粒径填料的 0@A $)"（%* (( / !. )
((，). " "(）色谱柱时，在乙腈’)* ((:, = # 醋酸
铵水溶液（体积比为 ’! 0 !"）流动相下，流速为 *. #
(# = ()* 时，组胺衍生物保留时间为 $. )$ ()*，且分
离效果良好，无干扰峰影响目标峰的分离分析，如图

)B 所示。采用小粒径填料的短色谱柱有利于减少
流动相消耗，节约成本，因此，选用 ). " "( 粒径填
料的 0@A $)" 作为分离色谱柱。

·**))·
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图 !" 组胺对照品经衍生后的高效液相色谱图
!"#$ !" %"#& ’()*+),-./( 0"12"3 /&)+,-4+#)-,5

+* &"54-,".( 3()"6-4"6(
! !" #$%&’( )&*+"# ,-./01（ $%& 00 ’ () * 00，% !0）；
0-23.4 56!74：!,48-13893.4*"& 00-. : ; !00-13/0 !,48!84（+% ,
$%）；<.-= 9!84：") & 0; : 031" 2" (>& +"# ,-./01（%& 00 ’
$) " 00，") # !0）；0-23.4 56!74：!,48-13893.4*"& 00-. : ; !0*
0-13/0 !,48!84（+$, $#）；<.-= 9!84：&) - 0; : 031"
! $8649 ,-1?383-17：,-./01 840549!8/94：-% @；=!A4.41B86：
$%( 10；6378!0314 0!77 ,-1,4189!83-1：%) & 0B : ;"

# $ $" 方法的线性范围及定量限
! ! 以峰面积（!）对质量浓度（"，0B : ;）绘制标准
曲线，组胺的质量浓度在 &) &# . #) && 0B : ; 时，回
归方程为 ! / "&*) +$" 0 ") #&，#$ / &) 111 1#。以 -
倍信噪比确定组胺的检出限为 ") % 0B : CB，因此在
空白样品（酱煮鲐鱼罐头）中添加 %) && 0B : CB 的组
胺标准溶液，按 ") $ 节方法处理后，经测定 * 个平行
样品中组胺衍生物的信噪比均大于 "&，平均回收率
大于 1%D，%)> 低于 "D，因此将 %) && 0B : CB 定为
组胺在此 EF;+ 系统的定量限。
# $ %" 不同添加水平的加标回收率和精密度
! ! 在酱煮鲐鱼罐头空白样品中添加不同浓度的组
胺对照品溶液，按照 ") $ 节方法进行回收率实验，每
种浓度的加标样品平行操作 * 份，结果见表 "，组胺
的平均加标回收率为 1*) %+D . "&-) ##D，%)> 小
于 $) %D，由此可以看出本方法准确度高，重现性好。
# $ &" 方法的精密度和稳定性实验
! ! 取对照品衍生溶液重复进样 % 次，峰面积积分
值的 %)> 为 &) *(D；金枪鱼罐头样品称取 % 份，分
别按 ") $ 节制备成供试品溶液，测定组胺含量，其
%)> 为 &) +&D。将供试品溶液在室温条件下放置，

表 !" 鲐鱼罐头样品中组胺在 % 个添加水平下的
回收率及精密度（! ’ (）

7-80( !" 9(/+6(): -.3 ’)(/"5"+. +* &"54-,".(
-4 *+2) 5’";(3 0(6(05 ". /-..(3
,-/;()(0 5-,’0(5（! ’ (）

’??4? :（0B : CB） %4,-A49G : D %)> : D
% " && "&- " ## & " #&
* " $% 1+ " #" & " -*
%& " & 1* " +1 $ " (
$%& " & 1* " %+ & " 1$

分别在 &、$、(、*、#、"$ 6 时测定组胺含量，结果表明
供试品溶液的稳定性在 "$ 6 以上，%)> 为 ") +*D 。
# $ (" 实际样品的检测
! ! 我国的食品卫生标准明确规定鲐鱼罐头中组胺
的允许摄入量不超过 " &&& 0B : CB，而欧盟则规定
水产品中组胺含量要小于 $&& 0B : CB。本文按照上
述方法处理分析，共检测了金枪鱼、鲐鱼、黄花鱼、鲳

鱼等罐头产品，在鲐鱼和黄花鱼罐头中未检测出组

胺，而在金枪鱼罐头中检测出 %-) "- 0B : CB 的组
胺，鲳鱼罐头中检测出组胺含量为 $%) *- 0B : CB，均
未超过我国及欧盟的限量要求。

# $ )" 不同储存条件下金枪鱼罐头中组胺的变化
! ! 金枪鱼罐头在 0 $& @冷冻条件下，每天测定其
组胺的含量，经过 "& ? 后，组胺的含量无变化。金
枪鱼罐头密封储存在 $- @室温条件下时，在 $( 6
后，组胺的含量也仅增加了 " 0B : CB，而在室温非密
封情况下，可闻到鱼罐头有异味，组胺的含量大幅增

长到 $*+) -$ 0B : CB。因此，为控制组胺含量，鱼罐
头应妥善贮藏，避免变质。

$" 结论

! ! 本文建立了一种测定鱼罐头中组胺的高效液相
色谱方法。该方法用于测定样品时，采用 ") # !0
粒径填料的色谱柱，在 &) - 0; : 031 流速下，每个样
品的运行时间小于 % 031，方法的定量限可低至
%) && 0B : CB。前处理过程中无需正己烷去脂步骤，
实际空白样品中对照品物质不同添加水平的平均回

收率均大于 1*D。该方法快速、简单、准确、灵敏，应
用于实际样品的检测效果理想，可用于进一步研究

鱼罐头及水产品中组胺的变化，确保其安全食用。
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