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黄酒中9 种生物胺的高效液相色谱分析法
曹利瑞1，朱  松2，俞剑燊3，夏永军1，王光强1，胡  健3，艾连中1,*

（1.上海理工大学医疗器械与食品学院，上海 200093；2.江南大学 食品科学与技术国家重点实验室，江苏 无锡 214122；

3.上海金枫酒业股份有限公司 上海黄酒工程技术研究中心，上海 201501）

摘  要：建立一种检测黄酒中生物胺的反相高效液相色谱法。用三氯乙酸提取黄酒中生物胺，丹磺酰氯作为衍生化

试剂，1,7-二氨基庚烷作为内标定量。色谱条件为：Waters XBridge C18色谱柱（4.5 mm×250 mm，3.8 µm）作为分

离柱，乙腈和水作为流动相进行梯度洗脱，流速1 mL/min，紫外检测波长254 nm。结果表明，9 种生物胺（盐酸吡

哆胺、色胺、腐胺、尸胺、β-苯乙胺、组胺、酪胺、精胺和亚精胺）在40 min内能被很好分离。在1～50 mg/L质量

浓度范围内，各种生物胺呈现良好的线性相关性（R2＞0.999）。各生物胺加标回收率为79.54%～89.55%，相对标

准偏差为3.14%～6.35%，该法各组分检出限（RSN=3）为0.002～0.009 mg/L。应用柱前衍生化高效液相色谱-紫外检

测法，实现了黄酒中生物胺的准确检测。
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Development of an Analytical Method for Nine Biogenic Amines in Chinese Yellow Wine by HPLC
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Abstract: An analytical method for biogenic amines in Chinese rice wine by reversed phase high-performance liquid 
chromatography (RP-HPLC-HPLC) was developed. The biogenic amines in Chinese yellow wine were extracted with 
trichloroacetic acid (TCA), and then pre-column derivatized with dansyl chloride for quantification using 1,7-diamino 
heptane as the quantitative internal standard. A C18 chromatographic column (4.5 mm × 250 mm, 3.8 µm) was used 
for separation. The mobile phase was composed of a mixture of acetonitrile and water at a flow rate of 1 mL/min, and 
the ultraviolet (UV) detection wavelength was 254 nm. The results showed that nine biogenic amines (pyridoxamine 
dihydrochloride, tryptamine, putrescine, cadaverine, beta phenethylamine, histamine, tyramine, spermine and spermine) 
were separated completely within 40 minutes. In the concentration range of 1–50 mg/L, each biogenic amine presented good 
linear correlation (R2 > 0.999). After the addition of a mixed standard solution of biogenic amines to Chinese yellow wine, 
the recovery rates were 79.54%–89.55%, with relative standard deviations (RSDs) ranging from 3.14% to 6.35%, and the 
limit of detection for each component was 0.002–0.009 mg/L. Therefore, The HPLC method with pre-column derivatization 
and UV detection could be used for the determination of biogenic amines in Chinese yellow wine.
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生物胺（biogenic amine，BA）是一类具有一定生物

活性的有机化合物。可看作是氨分子中的氢原子被烷基

或者芳基取代后而生成的化合物。生物胺具有一定的生

理功能，微量生物胺是生物体（包括人体）内的正常活

性成分，但是，人体摄入过多的生物胺并进入血液中，

易产生头痛、呼吸紊乱、心悸、血压变化等不良症状[1]。

常见的食品中的生物胺主要包括腐胺、尸胺、精胺、亚

精胺等脂肪族生物胺，酪胺、苯乙胺等芳香族生物胺，

及组胺、色胺等杂环族生物胺。

生物胺普遍存在于发酵产品中，比如酸奶、奶酪、

发酵香肠、酱菜、泡菜、腐乳、酱油、葡萄酒、啤酒

等。其中，酒类生物胺的研究较多，主要针对葡萄酒[2]、

啤酒[3]、青棵酒[4]、桑果酒[5]以及黄酒[6]等。由于生物胺的

种类很多，且各种生物胺之间可以相互转化，此外生物

胺的毒性受很多因素影响，且具有个体差异性，因此制

定酒中的生物胺标准十分困难，但部分国家已经尝试根

据不同食品的特性给出生物胺的限量标准。澳大利亚和

瑞士规定葡萄酒中的组胺不得高于10 mg/L，法国不得高

于8 mg/L，荷兰不得高于3.5 mg/L，而德国更加严格，不

得高于2 mg/L[7]。

目前已有多种方法应用于食品中生物胺的测定，如

电化学生物传感器法[8]、薄层色谱法[9]、气相色谱法[10]、

离子色谱法[11]、反相高效液相色谱（reversed phase high-
performance liquid chromatography，RP-HPLC）法[12]、

毛细管电泳法[13]、酶联免疫法[14]、胶束液相色谱[15]等。

这些方法各有优缺点，电化学生物传感器法可以初步筛

选食品中的生物胺，具有简便、高效、灵敏等优点，但

由于酶源的选择及酶活的保持方面仍需改善，应用面较

窄。薄层色谱法具有操作简单、成本低等优点，但只能

进行生物胺的定性和半定量检测。气相色谱法测定时前

处理简单，无需衍生化，但应用的生物胺种类较少。离

子色谱法具有高效、灵敏度好、选择性高、所用样品量

少等优点，但同时测定生物胺的种类有限。RP-HPLC

法可以对食品中的生物胺进行定量分析，具有较高的灵

敏度和准确性，缺点是前处理较复杂，需进行衍生化处

理。毛细管电泳法具有快速简便、所需样品量少、成本

低等优点，但其检出限较高，重复性较差。酶联免疫法

分析快速，可以几个样品同时分析，但应用范围较窄，

目前多应用在组胺的分析。胶束液相色谱应用于生物胺

的研究报道较少，其具有成本低、选择性好、流动相毒

性小等优点。

实际应用中，主要采用HPLC法对食品中生物胺进行

检测分析。本研究参考GB/T 5009.208—2008《食品中生

物胺含量的测定》中样品前处理方法根据实际样品进行

调整并改进，简化了前处理步骤，并从流动相的选择、

色谱柱的选择、衍生化试剂的选择及其量的确定、洗脱

条件的优化等方面进行了研究，建立了同时检测黄酒中9 
种生物胺含量的RP-HPLC方法，并进行了评估。结果表

明，该方法快速简便、灵敏度高、重复性和准确性好，

可以满足黄酒中生物胺的检测要求。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

9 种单体生物胺标准品：盐酸吡哆胺（CAS号：524-
36-7，98%）、组胺（CAS号：51-45-6，96%）、β-苯
乙胺（CAS号：64-04-0，98%）、酪胺（CAS号：51-
67-2，98%）、腐胺（CAS号：110-60-1，98%）、尸

胺（CAS号：462-94-2，98%）、色胺（CAS号：61-54-
1，98%）、亚精胺（CAS号：124-20-9，99%）、精胺

（CAS号：71-44-3，98%）、1,7-二氨基庚烷（98%）、

丹磺酰氯（98%） 阿拉丁试剂有限公司；甲醇、丙酮

（均为色谱纯） 国药集团化学试剂有限公司。乙醚、

正丁醇、正己烷、三氯甲烷、谷氨酸钠、碳酸氢钠、氯

化钠、氢氧化钠、盐酸、三氯乙酸（均为分析纯）。

1.2 仪器与设备

1525高效液相色谱仪（配2998紫外检测器、2707
自动进样器、Empower3化学工作站） 美国Waters公
司；3K30冷冻离心机 德国Sigma公司；V3旋涡混合

器 德国IKA公司；KQ-600B超声波清洗仪 上海续

畅实业有限公司；WNB45L1数显恒温水浴锅 德国

Memmert公司；MGS-2200氮吹仪 上海汇析精密仪器

有限公司；ML204电子分析天平 瑞士Mettler Toledo公
司；PB-10酸度计 德国Sartorius公司；Milli-Q超纯水器 
美国Millipore公司；0.22 μm滤膜针头滤器 上海安普科

学仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 标准溶液及内标使用液的配制

准确称取适量的各种生物胺标准品，0.1 mol/L盐
酸溶液作为稀释液，配制标准储备溶液，使其终质量

浓度为l 000 mg/L，储存于4 ℃冰箱。取上述各溶液，

依然用0.1  mol /L盐酸稀释，充分混匀，其终质量浓

度为100 mg/L，即生物胺标准混合使用液。分别取适

量此混合使用液，以0.1 mol/L盐酸溶液作为稀释液，

分别配制成终质量浓度为1.00、2.50、5.00、10.0、
15.0、25.0、50.0 mg/L的梯度标准溶液。准确称取适

量内标物质，0.1 mol/L盐酸溶液作为稀释液，配制成

质量浓度为1 000 mg/L的内标标准储备溶液，储存于

4 ℃冰箱。取所配制内标标准储备溶液，用0.1 mol/L 
盐酸稀释，配制成质量浓度为100  mg/L的内标使用

液，储存于4 ℃冰箱。以上所配制标准溶液及内标使用

液的保存期限为1 周。
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1.3.2 样品预处理及衍生化

量取10.00 mL酒样，加入0.2 mL内标使用液，再

加入适量氯化钠至溶液饱和。准确移取5.00 mL的试

样提取液，置于离心管中，使用氢氧化钠溶液调节

pH值为11.5～12.0。再加入5.0 mL的正丁醇-三氯甲烷 

（1∶1，V/V）混合溶液，充分混合，4 000 r/min离心

10 min，分层后，吸取有机相，重复操作两次，合并

提取液，取3.0 mL提取液，再加入0.2 mL l mol/L盐

酸，充分混合，在40 ℃条件下用氮气吹干，然后加入

1.0 mL 0.1 mol/L盐酸，溶解残留物，待衍生。

取0.50 mL上述待衍生的试样溶液，加入饱和碳酸氢

钠溶液1.5 mL、丹磺酰氯衍生溶液1.5 mL，充分混匀。

在60 ℃水浴条件下反应30 min，最后，再加入谷氨酸

钠溶液100 μL，充分混匀，60 ℃条件下保温15 min。取

出，加入超纯水l mL，在40 ℃条件下用氮气除去丙酮。

之后加入乙醚3 mL，充分混合，使其静置分层，吸取乙

醚层，重复操作2 次，合并乙醚提取液，在40 ℃条件下

氮气吹干。加入乙腈1.0 mL，溶解残留物，再用 0.22 μm
滤膜针头滤器过滤，则滤液待测。

1.3.3 色谱条件

色谱柱为XBridge C18色谱柱（4.5 mm×250 mm，

3.8 µm），流动相A为水，流动相B为乙腈，采用梯度

洗脱，洗脱程序见表1。流速1 mL/min，紫外检测波长

254 nm，进样量10 µL。

表 1 梯度洗脱程序

Table 1 Gradient elution program

时间/min
体积分数/%

流动相A 流动相B
0 35.0 65.0
22 24.0 76.0
30 0.0 100.0
31 35.0 65.0
40 35.0 65.0

2 结果与分析

2.1 流动相的选择

在生物胺的测定中，特别是RP-HPLC方法检测生物

胺时，主要采用梯度洗脱，但也有的研究者使用等度洗

脱或线性洗脱[16]。测定时流动相的选取对生物胺的完美分

离至关重要。对于不同的样品，进行RP-HPLC检测时，

对于流动相的要求也不尽相同。在进行黄酒中生物胺的

检测时，要获得准确、可靠的检测方法，选择适合的流

动相至关重要，这要结合黄酒基质-流动相配比进行反复

摸索与实践。文献中用到的流动相主要有：甲醇-水[17]、 

乙腈-水[18]、氯仿-三乙胺[19]、乙腈-甲醇-水[20]、甲醇-醋酸

铵[21]、乙腈-醋酸-醋酸钠[22]、乙酸-乙腈/甲醇-乙腈[23]等。

参考已有文献中使用的这些流动相及其峰形特点，本实

验选择了较常用且配制比较方便的3 种流动相：甲醇-
水、乙腈-水、乙腈-水-三氟乙酸。

实验结果表明，甲醇-水的分离效果不如乙腈-水的

好，经常有大面积干扰峰出现，而加入三氟乙酸以后的

流动相与乙腈-水作流动相时相比，峰形并无明显差别，

再者因为在流速为1.0 mL/min时，乙腈和水溶液混溶时压

力变动不是很大，不会对柱子的使用寿命造成影响。而

且，乙腈的紫外吸收截止波长在210 nm左右，对物质的

分离不会造成干扰。故综合文献，选取了乙腈-水作为梯

度洗脱的流动相。

2.2 色谱柱的选择

要选择色谱柱，首先要根据样品特性来选择分

离模式。由于被测物质是低分子质量的有机碱，且衍

生后产物溶于有机溶剂，故选择用键合相的反相模

式，使用高纯度硅胶基质、充分封端的键合相色谱柱

较合适，故选择本实验室的Waters XBridge C18色谱柱

（4.5 mm×250 mm，3.8 µm），且通过实验验证XBridge
色谱柱的稳定性和重现性较好。

2.3 衍生化试剂的选择及其量的确定

生物胺在进行液相测定时，由于其本身不具有荧光

特性，也没有特异的紫外吸收基团，必须同衍生试剂反

应生成具有荧光或紫外吸收的衍生物，才能实现生物

胺定量测定[17]。文献[24]中提到的衍生化试剂有丹磺酰

氯、邻苯二甲醛、苯甲酰氯、二硝甲酰氯、荧光胺等。

其中丹磺酰氯和邻苯二甲醛是目前比较常用的生物胺衍

生化试剂。然而，邻苯二甲醛的衍生化产物不稳定。丹

磺酰氯的反应产物比较稳定，故本实验选取丹磺酰氯作

为衍生化试剂，并对其最适反应的量进行了探索，结果

见图1。
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图 1 丹磺酰氯添加量对衍生产物的影响

Fig.1 Effect of dansyl chloride concentration on derivitization of 

biogenic amines

选取丹磺酰氯质量浓度为10、50 mg/L的混标作为

底物，分别加入0.25、0.50、0.75、1.00、1.50、2.00、
2.50 mL丹磺酰氯衍生溶液。由图1可知，衍生化试剂的

量为1.5 mL时，β-苯乙胺、酪胺、尸胺、腐胺、盐酸吡哆
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胺的衍生化产物的量达到最大，且随着衍生化试剂量

的增加，衍生化产物的量并未明显增加；当衍生化试

剂的量为2 mL时，组胺、精胺、亚精胺、色胺的衍生

化产物的量达到最大，但与1.5 mL时相比，并无明显

差异。故为避免试剂的损失，选取衍生化试剂的最佳

反应量为1.5 mL。
2.4 洗脱条件的优化

本实验选用乙睛-水的流动相体系，以进行梯度洗脱程

序的探索，见表2。通过实验中不断调整，洗脱程序2为最

佳洗脱程序。图2为生物胺标准混合溶液的色谱图。由图2
可知，9 种生物胺在40 min内达到完全分离，且峰形对称。

表 2 梯度洗脱程序的优化

Table 2 Gradient elution program optimization

程序 洗脱时间/min 流动相A体积分数/% 流动相B体积分数/%

洗脱
程序1

0 35 65
20 25 75
30 0 100
31 35 65
40 35 65

洗脱
程序2

0 35 65
22 24 76
30 0 100
31 35 65
40 35 65

5

56
7

8
9

10

11

123

4

0.00
0.02
0.04
0.06
0.08
0.10
0.12
0.14
0.16
0.18

10 15 20 25 30
/min

A
U

1.盐酸吡哆胺；2.色胺；3.腐胺；4. β-苯乙胺；5.尸胺；6.组胺；

7.丹磺酰氯；8. 1,7-二氨基庚烷；9.亚精胺；10.酪胺；11.精胺。图3同。

图 2 生物胺标准品液相色谱图

Fig.2 HPLC chromatogram of biogenic amine standards

2.5 方法学评价

2.5.1 标准曲线、检出限、定量限

表 3 HPLC法检测生物胺的回归方程、相关系数及检测线

Table 3 Regression equations with correlation coefficients and limits of 

detection for DNS-CL-amine derivatives

生物胺 回归方程
相关
系数R2

线性范围/
（mg/L）

检出限/
（mg/L）

定量限/
（mg/L）

色胺 y=16.448x＋0.036 5 0.999 6 1～50 0.008 0.09
腐胺 y=7.086 6x－0.248 3 0.999 7 1～50 0.002 0.03

β-苯乙胺 y=1.409 3x－0.288 4 0.999 6 1～50 0.004 0.04
尸胺 y=3.052 2x－1.404 8 0.999 2 1～50 0.003 0.05
组胺 y=3.604 8x＋0.07 0.999 0 1～50 0.005 0.02
亚精胺 y=4.826 3x－0.174 9 0.999 6 1～50 0.009 0.05
酪胺 y=3.060 9x－0.142 6 0.999 3 1～50 0.006 0.01
精胺 y=3.572 1x－0.051 6 0.999 0 1～50 0.007 0.01

盐酸吡哆胺 y=3.653x－0.098 2 0.999 5 1～50 0.009 0.05

按照上述方法配制标准系列混合标准溶液进行线

性实验，标准系列质量浓度为1.00、2.50、5.00、10.0、
15.0、25.0、50.0 mg/L。根据信噪比法，以3倍信噪比作

为检出限的确定标准，以10倍信噪比作为定量限的确定

标准。结果见表3。
由表3可知，9 种生物胺在1～50 mg/L范围内呈现

良好的线性关系，相关系数均大于0.999。各组分生物

胺的检出限为0.002～0.009 mg/L。满足生物胺检测的

要求。

2.5.2 样品加标回收率

选取一黄酒样品，在线性范围内选取1.0、2.5、
10 mg/L三个质量浓度做加标回收实验。应用以上所建方

法进行前处理并测定，未加标样品与各加标水平样品平

行测定3 份，结果如表4所示。

表 4 生物胺加标回收率的测定

Table 4 Recoveries for biogenic amines from spiked sample 

生物胺 添加量/（mg/L） 回收率/% 平均回收率/% RSD/%

色胺

1.0 85.63
89.95 5.362.5 93.55

10 90.67

腐胺

1.0 85.38
82.27 6.352.5 82.86

10 78.56

β-苯乙胺

1.0 83.56
82.25 4.242.5 87.54

10 75.67

尸胺

1.0 79.65
88.17 5.342.5 94.43

10 90.43

组胺

1.0 87.65
86.47 3.782.5 94.34

10 77.43

亚精胺

1.0 78.86
80.46 4.252.5 84.77

10 77.75

酪胺

1.0 85.43
85.20 3.582.5 87.65

10 82.53

精胺

1.0 90.53
89.55 3.142.5 87.57

10 90.56

盐酸吡哆胺

1.0 87.78
79.54 5.042.5 76.06

10 74.78

由表4可知，9 种生物胺在3 种不同的加标水平下，

平均回收率在79.54%～89.55%之间。其相对标准偏差

（relative standard deviation，RSD）在3.14%～6.35%之

间，均符合检测要求。

2.5.3 精密度分析

选取一黄酒样品，做6 次平行，应用以上所建方法
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进行前处理并测定，计算测定结果的平均值和RSD。表5

结果显示，除酪胺、盐酸吡哆胺之外，RSD均小于5%，

表明精密度符合检测要求。

表 5 精密度分析结果

Table 5 Precision of the method for the determination of biogenic amines

生物胺 平均值/（mg/L） RSD/%
色胺 0.68 1.85
腐胺 1.32 3.15

β-苯乙胺 3.56 1.65
尸胺 2.36 2.48
组胺 8.65 0.65
亚精胺 12.54 1.78
酪胺 0.50 5.46
精胺 0.63 3.82

盐酸吡哆胺 0.16 5.54

2.6 黄酒样品分析
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图 3 黄酒样品的高效液相色谱图

Fig.3 HPLC chromatogram of Chinese yellow wine sample

表 6 样品中生物胺含量的测定

Table 6 Biogenic amine contents in tested samples 

mg/L

生物胺 黄酒样品1 黄酒样品2 黄酒样品3 黄酒样品4 黄酒样品5
色胺 0.191 0.037 0.073 1.297 ND
腐胺 0.017 0.741 0.619 0.315 0.011

β-苯乙胺 0.798 30.239 4.918 3.067 3.186
尸胺 2.809 58.167 2.164 10.182 0.953
组胺 2.076 6.161 3.926 6.273 5.734

亚精胺 0.322 65.301 8.138 5.813 14.859
酪胺 0.499 0.755 0.713 0.499 0.282
精胺 0.029 0.079 0.501 0.091 0.061

盐酸吡哆胺 ND ND ND ND ND
总生物胺含量 6.741 161.48 21.052 27.537 25.086

注：ND.未检出。

由图3可知，黄酒中的各种生物胺得到完全分离，且

峰形对称，可以准确定量。部分测定结果见表6，由表6可
知，在不同种类的黄酒样品中，生物胺的含量差别明显，

5 种样品中，总生物胺含量的范围在6.741～161.48 mg/L之
间。不同样品间生物胺含量的差异，可能与黄酒的生产过

程及其贮藏环境有关，还需要进一步的研究。

3 结 论

采用RP-HPLC-紫外检测法，丹磺酰氯柱前衍生梯度

洗脱测定黄酒中的生物胺，能使9 种生物胺在40 min内达

到完全分离，该法具有较好的重现性，较高的灵敏度，

较好的准确性，适合黄酒中生物胺的检测。
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