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TLC和HPLC法相结合分析盐水鸭中的生物胺
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摘   要：应用薄层层析(TLC)和高效液相色谱(HPLC)两种方法分析盐水鸭中生物胺的组成及含量。薄层层析结果显

示，盐水鸭样品中存在着腐胺、尸胺、亚精胺、精胺、酪胺和 2 - 苯乙胺；利用高效液相色谱法也检测到了以

上 6 种生物胺，且各生物胺的含量均在 204μg/g 以下。两种方法结果相吻合，TLC 法可以作为肉制品中生物胺定性

分析的一种经济便捷的方法。
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Abstract ：The composition and contents of biogenic amines in salted duck were analyzed by thin layer chromatography (TLC)

combined with high performance liquid chromatography (HPLC). Six biogenic amines including putrescine, cadaverine, spermidine,

spermine, tyramine and 2-phenylethylamine were detected in salted duck samples by TLC. Similarly, six biogenic amines were

also detected by HPLC, and the concentration of each biogenic amine was less than 204μg/g. The analytical results obtained by

both methods were consistent. Therefore, TLC can be used as an economic and rapid method for the qualitative analysis of

biogenic amines in meat products.
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生物胺是一类低分子质量的含氮化合物，通常存在

于动植物体及食品中，主要有组胺、腐胺、尸胺、色

胺、精胺、亚精胺、酪胺及 2 - 苯乙胺 8 种。食品中

的生物胺主要通过具有脱羧酶活性的微生物的脱羧作用

形成，当以食品为介质被人体过量摄入后，会引起一

系列不良症状[1]。对食品中生物胺的含量进行检测，确

定生物胺来源的具体微生物，将为产品的安全控制提供

重要的理论基础。

盐水鸭独特的感官特性决定其熟化和杀菌温度不能

超过 90℃[2]，因此产品中必然残存些微生物。这些残存

的微生物不仅使得盐水鸭腐败变质[3]，也可能产生多种

胺类物质。目前食品中生物胺的研究多集中在发酵类肉

制品上[4]，而有关低温禽肉制品中生物胺的研究报道较

少。本实验采用薄层层析(TLC)与高效液相色谱(HPLC)

相结合，定性定量分析盐水鸭中生物胺的组成及含量，

从而为预防和控制生物胺的形成和累积提供重要的参考

价 值 。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

盐水鸭样品于 2010 年 8 月购自南京某盐水鸭专卖

店。随机取 2 只，托盘包装后于冰盒中携至实验室(2h
内 ) ，置 4 ℃冰箱 1 6 h 后取腿、腹、背、翅及颈肉，

剪碎混合作为样品。

色胺( T r y )、2 - 苯乙胺( P h e )、腐胺( P u t )、尸胺

(Cad)、组胺(His)、酪胺(Tyr)、亚精胺(Spd)、精胺(Spm)
标准品    美国 Sigma 公司；衍生剂丹酰氯    日本 TCI 公
司；乙腈、丙酮 ( 色谱纯 )；其余试剂均为分析纯。
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1.2 仪器与设备

2695型高效液相色谱系统    美国Waters公司； Utlea-
turrax T25 匀浆器    德国 IKA 公司；台式高速冷冻离心

机    德国 Herolab 公司；JS-680C 全自动凝胶成像分析仪

上海培清科技有限公司。

1.3 TLC 法实验方法

1.3.1 标准溶液的配制[5]

用 50g/L 三氯乙酸(TCA)配成 5.0mg/mL的各生物胺标

准储备液；用储备液配制各单标的质量浓度为 50μg/mL，
混合标准溶液质量浓度分别为 0.5、1.0、2.0、5.0、10、
20μg/mL。

1.3.2 样品处理[6]

取 10g 样品，加入 20mL 50g/L 的TCA，匀浆，18℃，

3000r/min 离心 10min，沉淀用 2 × 10mL 50g/L TCA 洗

涤，收集 3 次上清液，定容到 50mL，0.22μm 有机膜

过滤，避光冷藏。

1.3.3 衍生[7]

取 5mL 滤液和 1mL 标液，用 3 × 2mL 乙醚洗涤，

弃去醚相，沸水浴蒸干水相；加 1mL 饱和 NaHCO3 溶液

和丹酰氯(5mg/mL 溶剂为丙酮)，塞紧混匀，40℃水浴

避光反应 1h，加 0.5mL 0.1g/mL 甘氨酸(除去残留丹酰氯)
混合，塞子打开(挥发丙酮)，40℃避光反应 20min；加

3mL 水，用 3 × 2mL 乙醚洗涤，收集 3 次醚相；待乙

醚挥发完毕，加入 1 m L 乙酸乙酯，置冰箱保存待检。

1.3.4 展开及显色

展开剂组分为氯仿、乙醚、三乙胺，体积比依次

为 4:1:1、8:1:2 和 4:0:1；展开前加入 25mL 预饱和 30min，
通过分离效果确定最佳配比[5]。

点样台点样，样量 2μL，间隔 1 . 5c m，待样点干

燥后，置入展开槽内，待展开剂扩展到距样点 17cm 处

取出，通风厨内干燥，自动凝胶成像分析系统紫外灯

下显色，拍照。

1.4 HPLC 法实验方法

1.4.1 标准溶液的配制

准确称取色胺、2 - 苯乙胺、腐胺、尸胺、组胺、

酪胺、亚精胺和精胺各 50mg，用 0 .4mol /L 的高氯酸

(HClO4)定容到 50mL，配成 1mg/mL 储备液备用。分别

取以上标准品储备液，用 0.4mol/L HClO4 配制成质量浓

度分别为 2.5、5.0、10.0、25.0、50、100μg/mL 的混

合标准溶液，铝箔避光、4 ℃冰箱保存备用。

1.4.2 样品处理

取 10g 待测样品加入 20mL 0.4mol/L HClO4 匀浆，冷

冻离心机 4℃，2500r/min 离心 10min，沉淀部分如上述

方法再提取一次，收集两次上清液用 0.4mol/L HClO4 定

容到 50mL，0.22μm 有机膜过滤，避光冷藏[8]。

1.4.3 标准溶液及样品的衍生化

分别取上述1mL标准及样品溶液，加入200μL 2mol/L
NaOH 溶液使之呈碱性，然后加入 300μL 的饱和 NaHCO3

溶液进行缓冲，再加入 2mL 丹酰氯溶液(10mg/mL 丙酮为

溶剂)，混匀，置于 40℃水浴避光反应 30min，结束后

加入 100μL 的氨水中止反应，去除残留的丹酰氯，最

后用乙腈定容到 5 m L。检测前用 0.22μm 的有机滤膜

过 滤 。

1.4.4 色谱分析

采用液相色谱系统，色谱柱为 C18 柱，紫外检测波

长为 254nm，流速为 1mL/min，流动相 A 为水，B 为

乙腈，采用梯度洗脱程序，进样量 2 0μL 。

2 结果与分析

2.1 TLC 法对盐水鸭中生物胺的分析检测结果

为了获得较好的分离效果，本实验选取 4:1:1、8:1:2
和 4:0:1 三个不同体积比的展开剂，结果发现当氯仿、乙

醚、三乙胺配比为 4:1:1 时，各生物胺拖尾较严重，分

离效果不好；而当配比为 4 : 0 : 1 时，展开剂极性太强，

各生物胺分布比较集中，分离效果同样不佳；当配比为

8 : 1 : 2 时，解决了上述问题，分离效果较好。

图 1 是 8 种生物胺标样 6 个质量浓度梯度的 TLC 分

析结果，点样量为 2μL。当混标中各生物胺的质量浓

度为 0.5μg/mL 时，腐胺斑点亮度最强，但亮度随着质

量浓度增加变化不明显；尸胺及亚精胺有微弱斑点，其

他生物胺未检出。质量浓度为 1μg/mL 时，除检出前三

种生物胺外，还检出精胺，并且亮度随着质量浓度增

加而增加，其他生物胺未检出。质量浓度为 2μg/mL 时，

共 6 种生物胺被检出，除前 4 种生物胺外新检出组胺及

泳道 1 ～6 代表混合标样中各生物胺质量浓度分

别为 0 .5、1 .0、2 .0、5 .0、10.0、20 .0μg/mL。

图 1 不同质量浓度的生物胺混合标样的 TLC 检测结果

Fig.1   TLC patterns of mixed biogenic amine standards at different
concentrations
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酪胺；质量浓度为 5μg/mL 时，共 7 种生物胺检出，新

检出苯乙胺；质量浓度为 2 0μg / mL 时，色胺被检出，

此时 8 种生物胺全部被检出。由上分析得出 8 种生物胺

检出次序为腐胺、尸胺及亚精胺、精胺、组胺及酪胺、

苯乙胺和色胺；表明 T LC 对腐胺的检测限值最低，尸

胺及亚精胺次之，色胺最高；可见 TLC 对生物胺的检

出限会因胺物质的种类不同而有所差异，这与 Shalaby
等[7 ]的研究结果基本一致。

图 2 是标样及样品中生物胺的检测结果，其中泳

道 1 到 6 分别是各个生物胺标准样品，而泳道 7 和 8 对

应两个样品。在该分离条件下，6 种标样获得了相对

较好的分离效果；同时，发现在酪胺对应的泳道上有

两个点，这与 Cos tan t in i 等 [9 ]的实验结果一致。样品

中由于酪胺的含量较低，其低点未能检测出；由图 2
可见，从两个盐水鸭样品中分别都检测到 6 种生物

胺，按分离次序，从下到上依次为腐胺、尸胺、亚

精胺、精胺、酪胺和 2 - 苯乙胺；但在水平方向上与

样品中斑点存在微小差异，这可能与样品中杂质较

多，分子间发生作用有关。样品 1 中腐胺对应的斑点

较样品 2 的亮度大，表明样品 1 中腐胺含量多于样品 2，
这与 HPLC 的检测结果一致，HPLC 检测到样品 1 中腐

胺含量为 11.85μg/g，而样品 2 中未检出；这表明 TLC
法对腐胺检测限值较低，与上述结果吻合；同理，对

于尸胺的分析，样品 1 较样品 2 中斑点亮度大，而 HPLC
对两样品的检测值分别为 55.20μg/g 和 14.90μg/g，两

种方法结果吻合；而亚精胺、精胺、酪胺及 2- 苯乙胺

由于含量差别不大，斑点亮度几乎一致；这表明 T L C
分析结果可靠度较高，可在样品进行 HPLC 分析之前，

先用 TLC 进行定性分析。

2.2 HPLC 法对盐水鸭中生物胺的分析检测结果

如图 3 所示，在实验选取的色谱条件下，各生物

胺能有效分离，且峰形对称，没有拖尾等现象，因此

可以采用此条件对样品中的生物胺进行分析。图 4、5
是样品 1 和样品 2 中生物胺的检测结果，表 1 所示的是

样品中各生物胺的含量。各生物胺的含量均在 204μg/g
以下，从样品 1 中依次检测出 2- 苯乙胺、腐胺、尸胺、

酪胺、精胺及亚精胺共 6 种生物胺；其中亚精胺的含量

最大，达 203.72μg/g，腐胺的含量最小为 11.15μg/g；
从样品 2 中依次检测出 2 - 苯乙胺、尸胺、酪胺、精

胺及亚精胺等共 5 种生物胺，其中亚精胺的含量最大

达 200.67μg/g，酪胺的含量最小为 11.27μg/g，腐胺未

检 出 。

1.腐胺(Put)；2.尸胺(Cad)；3.亚精胺(Spd)；4.精胺(Spm)；5.酪胺(Tyr)；
6. 2- 苯乙胺(Phe)；7.样品 2；8.样品 1。各单标质量浓度为 50μg/mL。

图 2 标样及样品中生物胺的 TLC 分析结果

Fig.2   TLC patterns of single biogenic standards (50μg/mL) and
samples
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图 3 生物胺混标的标准色谱图

Fig.3   HPLC chromatogram of mixed biogenic amine standards
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图 4 样品 1 的 HPLC 色谱图

Fig.4   HPLC chromatogram of sample 1
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图 5 样品 2 的 HPLC 色谱图

Fig.5   HPLC chromatogram of sample 2
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3 讨  论

利用 TLC 与 HPLC 法均从盐水鸭样品中检测到了酪

胺、腐胺、精胺、尸胺、2 - 苯乙胺及亚精胺共 6 种

生物胺，并且研究发现 TLC 对各种生物胺的检测限值较

低，故 T LC 可以作为一种便捷、经济的定性分析食品

中生物胺的方法。

托盘包装盐水鸭在 4℃冰箱贮藏 16h 后，由于加工

及贮藏过程中污染的微生物的生长，使得产品中生成了

多种生物胺。由于污染的微生物种类和数量不同，盐

水鸭样品中存在的生物胺种类及含量可能存在差异。两

个样品均未检出色胺与组胺，表明该样品在加工和贮藏

过程中，未污染具有色氨酸和组氨酸这两种脱羧酶活性

的微生物。前人研究发现不同菌株在产生生物胺的种类

及含量上存在着较大差异，Durlu-Ozkaya 等[10]研究发现

肠杆菌科主要产腐胺、尸胺、酪胺和组胺，其中弗氏

柠檬酸杆菌属产酪胺能力最强，此外乳杆菌中的一些菌

株也呈酪胺阳性；Rivas 等[11]研究了从高压处理过的西

班牙香肠 chorizo 中分离出来的 200 株乳酸菌和葡萄球菌

在冷藏过程中的生物胺产生情况，结果发现产生的最主

要的生物胺为 2 - 苯乙胺，其次为酪胺。在乳酸菌中，

酪胺的产生主要与弯曲乳杆菌有关，而多数弯曲乳杆菌

也是产生 2 - 苯乙胺的阳性菌株；而在葡萄球菌中，肉

糖葡萄球菌产 2- 苯乙胺或同时产 2- 苯乙胺和酪胺；阴沟

肠杆菌和沙门氏亚种产腐胺和尸胺能力较强 [ 1 2 ] 。

生物胺 样品 1 样品 2
色胺 ND ND

2-苯乙胺 78.92 81.72
腐胺 11.15 ND
尸胺 55.20 14.90
组胺 ND ND
酪胺 11.85 11.27
精胺 42.05 41.40
亚精胺 203.72 200.67
总量 402.89 349.96

表 1 样品中各生物胺的含量

Table 1   Contents of biogenic amines in samples 1 and 2

注：N D . 未检出。

μg/g

Komprda 等[13]在研究发酵剂对香肠中生物胺含量的影响

中发现，精胺源于原料肉，且含量不会受到菌种的影

响，因此推断盐水鸭样品中较高浓度的亚精胺及精胺可

能来源于鸭肉本身。
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