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液相色谱⁃质谱联用法快速测定腌桂花中 ６ 种生物胺
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摘　 要　 建立了腌桂花中腐胺、尸胺、组胺、苯乙胺、酪胺、色胺等 ６ 种生物胺含量的液相色谱⁃质谱联用

（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）检测方法．样品用乙腈水溶液 （８∶２， Ｖ ／ Ｖ） 提取，经过 Ｃａｒｂ 柱净化后采用 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 进行分析．
选择 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ ＨＩＬＩＣ （１００ ｍｍ×２．１ ｍｍ，１．７ μｍ） 作为分析柱，乙腈和水溶液 （１０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵和

０．１％甲酸） 作为流动相进行梯度洗脱．结果显示，腐胺的线性范围为 １０—２５０ ｎｇ·ｍＬ－１，其余 ５ 种生物胺的线

性范围为 ５． ０—２５０ ｎｇ·ｍＬ－１，相关系数 （ ｒ２ ） 均大于 ０．９９． ６ 种生物胺的检出限 （ ＬＯＤｓ） 范围为 ２０—
４０ μｇ·ｋｇ－１，定量 （ＬＯＱｓ） 范围为 ５０—１００ μｇ·ｋｇ－１ ．在 ２００、５００、８００ μｇ·ｋｇ－１的 ３ 个添加水平下，６ 种生物胺的

回收率范围为７４．５％—１２１．５％，相对标准偏差 （ＲＳＤｓ） 范围为 ３．０％—８．２％．此方法灵敏度高且前处理简单，能
满足腌桂花中生物胺的检测要求．
关键词　 液相色谱⁃质谱， 腌桂花， 生物胺．

桂花历来是一些食品和菜肴的天然香料，可以用来泡茶，制桂花糖藕等，但是桂花娇嫩，不易储存，采下时间长就变

色变味．在江浙一带，通过将桂花浸润在一种植物的果实“长枳”的汁水中，并加入少量糖或者盐，做成腌桂花，就能保持

桂花的香气和色泽一年以上．桂花营养价值丰富，富含各种氨基酸，其中必需氨基酸占 ４０％左右［１］ ．但是，在腌制过程中，
部分氨基酸容易脱羧或醛和酮的胺化和转氨基作用形成相应的生物胺．常见的 ６ 种生物胺的结构特征及其前体见表 １．

表 １　 ６ 种生物胺的前体物质

结构特征 生物胺 前体

杂环化合物
组胺
色胺

组氨酸
色氨酸

芳香族化合物
苯乙胺
酪胺

苯丙氨酸
酪氨酸

脂肪族化合物
尸胺
腐胺

赖氨酸
鸟氨酸

生物胺是一类具有生物活性含氮的低分子量有机化合物的总称，微量生物胺是生物体（包括人体）内的正常活性成

分，具有重要的生理功能，如促进 ＤＮＡ、ＲＮＡ 和蛋白质的合成，促进机体生长等，但是当人体摄入过量生物胺时，会引起

诸如头痛、恶心、血压变化等过敏反应． ２０１１ 年 ９ 月，欧洲食品安全局 ＥＦＳＡ 发布了关于发酵食品中生物胺的研究报告，
其中对生物胺的毒性做出了明确的说明，组胺一餐摄入 ７５—３００ ｍｇ 时会导致头疼等中毒征兆，摄入超 ４００ ｍｇ 会危及生

命健康；过多摄入酪胺、苯乙胺、色胺会导致高血压．因此，对食品中的生物胺进行风险监控十分必要．
目前，生物胺检测方法主要有离子色谱法［２］ 、高效液相色谱法［３⁃５］ 、气相色谱⁃质谱法［６⁃７］ 、液相色谱⁃质谱法［８⁃１０］ ，毛细

管电泳法［１１⁃１２］等．离子色谱分析时间长；高效液相色谱法和气相色谱法都需要柱前衍生，衍生条件比较苛刻，操作繁琐，
不利于样品的快速测定．液相色谱⁃质谱法中，生物胺可以不经衍生，直接测定，而且 ＭＲＭ 模式抗干扰能力强，灵敏度高．

腌桂花作为一种地方特色食品，相关研究很少，对其中生物胺的检测未见文献报道．本实验中，建立了腌桂花中 ６ 种

生物胺（腐胺、尸胺、组胺、苯乙胺、酪胺、色胺）的检测方法．用乙腈水溶液提取，提取液通过 Ｃａｒｂ 固相萃取小柱除去色素

等杂质后，使用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，无需衍生，无需浓缩离心等操作，实现了生物胺的快速测定．

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

Ｔｈｅｒｍｏ ＴＳＱ Ｑｕａｎｔｕｍ Ａｃｃｅｓｓ ＭＡＸ 串联三重四极杆质谱仪，配 Ｄｉｏｎｅｘ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ 超高效液相色谱仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；ＩＫＡ Ｌａｂ Ｄａｎｃｅｒ Ｓ２５ 均质器（德国 ＩＫＡ 公司）；Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 型超纯水仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；Ｓｕｐｅｌｃｌｅａｎ ＥＮＶＩ
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Ｃａｒｂ ＳＰＥ 固相萃取小柱（０．５ ｇ，６ ｍＬ）（美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司）；０．２２ μｍ 有机滤膜（安谱公司）．
腐胺（ Ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ， ＰＵＴ）、尸胺 （ Ｃａｄａｖｅｒｉｎｅ， ＣＡＤ）、组胺 （ Ｈｉｓｔａｍｉｎｅ， ＨＩＳ）、苯乙胺 （ Ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙａｍｉｎｅ， ＰＥＡ）、酪胺

（Ｔｙｒａｍｉｎｅ，ＴＹＲ）、色胺（Ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，ＴＲＰ）均购自德国 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司，纯度不小于 ９９％；乙腈（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ 公

司）；甲酸（色谱纯，美国 Ｔｅｄｉａ 公司）；甲酸铵（色谱纯，阿拉丁）．
１．２　 标准溶液的配制

分别称取 ６ 种生物胺标准品各 １０ ｍｇ 于 １０ ｍＬ 容量瓶中，用 ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶解，配成 １ ｇ·Ｌ－１的标准储备液，密封

保存于 ４ ℃冰箱中．准确移取 １ ｇ·Ｌ－１的 ６ 种单标准储备液各 １ ｍＬ 于 １００ ｍＬ 容量瓶中，用 ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸定容配制成

１０ ｍｇ·Ｌ－１的混合标准溶液．使用前用乙腈水（８∶２，Ｖ ／ Ｖ）将混合标准溶液稀释成系列浓度标准溶液．
１．３　 样品前处理

准确称取 ５．０ ｇ 样品于 ５０ ｍＬ 高速离心管中，加入 ２０ ｍＬ 乙腈⁃水溶液（８∶２，Ｖ ／ Ｖ），涡旋混匀 ３ ｍｉｎ，取 ６ ｍＬ 上层清液

过 Ｃａｒｂ ＳＰＥ 固相萃取小柱，前 ４ ｍＬ 流出液作为小柱活化试剂并弃去，保留剩余流出液．取流出液 １．０ ｍＬ 过 ０．２２ μｍ 有机

滤膜至进样瓶中，供仪器测定．
１．４　 仪器条件

色谱柱：Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ ＨＩＬＩＣ（１００ ｍｍ×２．１ ｍｍ，１．７ μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）－１０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵和 ０．１％甲酸混合

水溶液（Ｂ），梯度洗脱，洗脱程序为：０ —１．０ ｍｉｎ， ８０％ Ａ； １．０—１．５ ｍｉｎ， ８０％ —４０％ Ａ； １．５— ６．０ ｍｉｎ， ４０％ Ａ； ６．０—
６．５ ｍｉｎ， ４０％—８０％ Ａ； ６．５ —９．５ ｍｉｎ， ８０％ Ａ．进样体积：５ μＬ；流速：０．３ ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３０ ℃

质谱条件：离子源加热温度：２５０ ℃；毛细管电压：３５００ Ｖ（正离子）；鞘气压力：４０ ａｒｂ；辅助气压力：１５ ａｒｂ；检测方式：
选择性离子扫锚 ＳＲＭ；定量和定性离子对及碰撞能量等参数见表 ２．

表 ２　 ６ 种生物胺的质谱检测参数

化合物 母离子（ｍ ／ ｚ） 子离子（ｍ ／ ｚ） 透镜电压 ／ Ｖ 碰撞能量 ／ ｅＶ

腐胺　 ８９．２ ７２．４ ５０ ６

尸胺　 １０３．２ ∗８６．３ ／ ６９．１ ５０ ６ ／ １０

组胺　 １１２．１ ∗９５．２ ／ ６８．４ ６４ １３ ／ ２２

苯乙胺 １２２．２ ∗１０５．２ ／ ７９．４ ５５ １１ ／ ２３

酪胺　 １３８．１ ∗１２１．２ ／ ７７．２ ５６ ９ ／ ３２

色胺　 １６１．１ ∗１４４．１ ／ １１７．０ ６１ １０ ／ ２０

　 　 ∗定量离子

２　 结果与讨论

２．１　 色谱条件的选择

生物胺是一类具有生物活性的小分子碱类化合物，极性比较大，需要使用离子对试剂如七氟正丁酸［８］ 、全氟己酸［１３］

等，才能在 Ｃ１８ 固定相上形成保留，但是离子对试剂的使用容易对仪器造成污染．实验中选用亲水作用色谱柱 ＨＩＬＩＣ 作

为分离柱，实现了 ６ 种化合物的分离和检测．不同于 Ｃ１８ 色谱柱，ＨＩＬＩＣ 的保留机理比较复杂，包含氢键作用、偶极作用和

静电作用等多种次级效应，所流动相添加剂甲酸铵和甲酸的使用会对化合物的保留产生显著影响．当水相中不加入任何

添加剂时，６ 种生物胺在 ９．５ ｍｉｎ 内没有明显的色谱峰出现；当水相中加入 １０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵时，腐胺和尸胺没有出峰，
其他 ４ 种生物胺在 ９．５ ｍｉｎ 内出现色谱峰；当水相中加入 ０．１％（Ｖ ／ Ｖ）甲酸时，６ 种生物胺皆出峰，并且信号强度提高了

３—１０ 倍，但是没有在色谱柱形成有效保留；当水相中同时加入 １０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵和 ０．１％甲酸时，６ 种生物胺在 １．５—
３．９ ｍｉｎ内出峰，并且信号强度与加入 ０．１％甲酸时接近，部分化合物还有所提高．综合考虑，实验中在流动相水相中同时

添加甲酸铵和甲酸，既实现了生物胺在 ＨＩＬＩＣ 的保留，又提高了检测灵敏度．
２．２　 方法的线性范围和灵敏度

按“１． ２”方法制备 １０ ｍｇ·Ｌ－１ ６ 种生物胺标准储备液，用乙腈⁃水（８∶２， Ｖ ／ Ｖ） 稀释成 ５、１０、２５、５０、１００、２５０ ｎｇ·ｍＬ－１的

系列标准溶液，按“１． ４”仪器条件进行测定，外标法定量．以 ６ 种生物胺特征离子的质量色谱峰面积为纵坐标（ ｙ ） 、含量

为横坐标（ｘ），权重 １ ／ Ｘ，绘制标准曲线．结果如表 ３ 显示，腐胺的线性范围为 １０—２５０ ｎｇ·ｍＬ－１，其余 ５ 种生物胺的线性范

围为 ５．０—２５０ ｎｇ·ｍＬ－１，相关系数（ ｒ２） 均大于 ０． ９９．
桂花由于富含氨基酸，所以腌制过程中必然会产生生物胺，但不是 ６ 种生物胺都含有．实验中通过两个样品对方法

的检出限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）进行评价，其中样品 Ａ（不含尸胺、组胺、苯乙胺、色胺）用于尸胺、组胺、苯乙胺、色胺的

方法学验证，样品 Ｂ（不含腐胺、酪胺）用于腐胺、酪胺的方法学验证．在样品中分别添加低浓度的标准溶液，以信噪比

（Ｓ ／ Ｎ） 大于 １０ 计算得到定量限（ＬＯＱ），以信噪比（Ｓ ／ Ｎ） 大于 ３ 计算得到检出限（ＬＯＤ），结果见表 ３，６ 种生物胺的 ＬＯＤｓ
处于 ２０—４０ μｇ·ｋｇ－１之间，ＬＯＱｓ 处于 ５０—１００ μｇ·ｋｇ－１之间．
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表 ３　 ６ 种生物胺的线性关系、检出限（ＬＯＤｓ）和定量限（ＬＯＱｓ）

化合物
线性范围 ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

线性方程 相关系数 ｒ２
ＬＯＤ ／

（μｇ·ｋｇ－１）
ＬＯＱ ／

（μｇ·ｋｇ－１）

腐胺 １０—２５０ ｙ＝ １１５６ｘ＋３０４８ ０．９９６２ ４０ １００

尸胺 ５—２５０ ｙ＝ １３９４ｘ－４５８２ ０．９９６５ ２５ ５０

组胺 ５—２５０ ｙ＝ ２０９９２ｘ－７６４０１ ０．９９８６ ２０ ５０

苯乙胺 ５—２５０ ｙ＝ １８６８０ｘ＋１１３０１ ０．９９７９ ２０ ５０

酪胺 ５—２５０ ｙ＝ ２１８２ｘ＋５１２ ０．９９７６ ２５ ５０

色胺 ５—２５０ ｙ＝ １２２５７ｘ＋３９０１ ０．９９７２ ２０ ５０

２．３　 方法的回收率与精密度

实验中分别在样品 Ａ 和 Ｂ 中添加不同浓度的标准溶液（添加水平 ２００、５００、８００ μｇ·ｋｇ－１），按照“１．３”进行前处理，每
个浓度重复 ３ 次．结果见表 ４．从表 ４ 可看出，６ 种生物胺在 ２００、５００、８００ μｇ·ｋｇ－１的 ３ 种加标水平下的平均加标回收率分

别为 ７４．５％—８６．１％、８４．３％—９０．４％、８０．２％—９２．０％、８６．４％—９８．８％、９５．１％—１２１．５％、１０２．３％—１１５．４％；相对标准偏差

（ＲＳＤ） 分别为 ３．５％—５．６％、４．５％—８．２％、３．０％—６．１％、４．２％—６．５％、３．５％—７．１％、４．５％—７．２％．方法的准确度与精密度

可满足日常样品的分析要求．

表 ４　 ６ 种生物胺的平均加标回收率及相对标准偏差 ＲＳＤ（ｎ＝ ３）

化合物
加标 ２００ μｇ·ｋｇ－１

回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
加标 ５００ μｇ·ｋｇ－１

回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
加标 ８００ μｇ·ｋｇ－１

回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

腐胺 ７４．５ ５．６ ８４．８ ４．１ ８６．１ ３．５

尸胺 ８４．３ ８．２ ９０．４ ４．５ ８８．４ ５．３

组胺 ９２．０ ５．１ ８３．２ ６．１ ８０．２ ３．０

苯乙胺 ８６．４ ４．２ ９８．８ ６．５ ９０．５ ４．８

酪胺 ９５．１ ３．６ １２１．５ ７．１ １０１．１ ３．５

色胺 １０２．３ ７．２ １１５．４ ５．５ １０８．６ ４．５

２．４　 基质效应

基质效应在食品检测过程中普遍存在，当基质效应比较大时，需要使用同位素内标或者基质匹配曲线进行数据校

正，其中同位素使用方便，校正效果好，但是价格昂贵，并且有相当一部分化合物没有同位素内标，需要专门定制，不易获

得；基质匹配曲线校正效果也能符合方法确证要求，但是曲线绘制繁琐，需要处理大量阴性样品，而且当基质差别明显

时，需要采用不同的基质匹配曲线才能得到满意的校正结果．因此，在日常检测中，我们尽可能通过提高样品前处理效率

或者色谱分离效率来降低基质效应，从而采用标准溶液曲线进行校正，简便快捷．
通过在不同前处理阶段添加标准溶液来评价该方法的基质效应．样品 Ａ 和 Ｂ 用于评价不同的生物胺．在 ＳＰＥ 净化之

后加标 ５００ μｇ·ｋｇ－１得到样品 １，１２５ ｎｇ·ｍＬ－１混合标准溶液为样品 ２．样品 １ 按照“１．３”进行前处理．样品 １ 的响应除以样

品 ２的响应得到的结果为基质效应．结果表明，基质效应数值在 ８５．１％—１１７．０％之间，说明基质效应比较小，样品前处理

效率和色谱分离效率都比较高，可以采用标准溶液曲线．
２．５　 实际样品的检测

在江浙农村地区收集了 １５ 份腌桂花样品进行分析．结果显示，６ 种生物胺均有检出，其中腐胺和酪胺检出率最高，均
为 ８６． ７％，含量范围分别为 １． ５１—３２． ２ ｍｇ·ｋｇ－１ 和 ２． ７０—１５． ３ ｍｇ·ｋｇ－１；苯乙胺检出率为 ５３． ３％，含量范围 ０． ０７—
１．２５ ｍｇ·ｋｇ－１；尸胺检出率为 ４０． ０％，含量范围 ０． ２０—２． ５０ ｍｇ·ｋｇ－１；色胺检出率为 ３３． ３％，含量范围为 ０． １１—
１．５５ ｍｇ·ｋｇ－１；危害性最大的组胺检出率最低，只有 １ 个样品检出，且含量很低，为 ０．１２ ｍｇ·ｋｇ－１ ．

３　 结论

本文用乙腈水溶液作为提取试剂，经过 Ｃａｒｂ 柱净化后采用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，结果显示，６ 种生物胺的检出限范围为

２０—４０ μｇ·ｋｇ－１，定量限范围为 ５０—１００ μｇ·ｋｇ－１ ．在 ２００、５００、８００ μｇ·ｋｇ－１加标回收率为 ７４．５％—１２１．５％．相对标准偏差为

３．０％—８．２％．方法简便快捷，回收率稳定，基质效应小，可用于腌桂花中生物胺含量的日常检测．
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