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(57)摘要

本发明公开了一种针对鱼中生物胺的快速

分析方法。针对常见的生物胺(胍基丁胺，组胺，

酪胺，精胺，亚精胺，2-苯乙胺，色胺，尸胺，腐胺

等9种生物胺)，采用5-磺基水杨酸作为提取溶

剂，珠打研磨作为提取方法，苯甲酰氯作为衍生

试剂，采用液相色谱-三重四级杆质谱联用仪进

行靶向分析。基于优化得到的响应最佳的离子对

作为定量离子对，响应次之的离子对作为辅助定

性离子对，进行多反应监测模式的检测。此发明

大大缩短了样品提取时间和生物胺衍生时间，从

而极大地缩短了整个分析过程的分析时间。本发

明分析方法具有样品前处理简单、衍生快速、检

测灵敏度高，重复性好等优点。
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1.一种针对鱼中生物胺的快速分析方法，其特征在于：

（1）将鱼肉组织均质化之后，采用5-磺基水杨酸作为提取溶剂，珠打研磨作为提取方法

进行生物胺的提取；

（2）将提取后的样品溶液进行稀释之后，加入苯甲酰氯溶液进行衍生，衍生反应在室温

条件下涡旋即可完成，待反应结束后，离心，取上清液用于检测分析；

（3）采用液相色谱-三重四级杆质谱联用仪的多反应监测模式进行样本分析；

（4）采用内标法对生物胺衍生物进行定量分析，获得鱼中生物胺的含量；

步骤（1）中将获得的鱼去皮剔骨除内脏后放入料理机中进行粗均质，粗均质转速为

10000-20000转/分，均质时间为1-5  min；

实际样品分析：称取20  mg  ±  0.5  mg粗均质后的鱼肉组织置于ep管中，依次加入氧化

锆小球，300 μL浓度为  5  mg/mL的5-磺基水杨酸溶液，100 μL浓度皆为4.5 μg/mL的1-庚胺

和1,7-庚二胺内标溶液，100 μL体积浓度为20%的乙腈溶液，之后采用混合研磨仪在20-25 

Hz的条件下研磨提取1  min，重复2-4次，研磨提取后的样品立即放入离心机中，在4-10oC，

14000-15000  rpm的条件下离心10-15  min，取离心之后的上清液100 μL置于ep管备用；

和/或，方法验证中回收率、重复性以及日内日间精密度考察：称取20  mg  ±  0.5  mg粗

均质后的鱼肉组织置于ep管中，依次加入氧化锆小球，300 μL浓度为  5  mg/mL的5-磺基水

杨酸溶液，100 μL浓度皆为4.5 μg/mL的1-庚胺和1,7-庚二胺内标溶液，100 μL含9种生物

胺的混标溶液，浓度根据实验需要而定，之后采用混合研磨仪在20-25  Hz的条件下研磨提

取1  min，重复2-4次，研磨提取后的样品立即放入离心机中，在4-10oC，14000-15000  rpm的

条件下离心10-15  min，取离心之后的上清液100 μL置于ep管备用；

步骤（1 ）中离心之后取的100 μL上清液加入900 μL浓度为50  mM的硼砂缓冲溶液，涡

旋1-2  min之后取10 μL，依次加入45 μL浓度为100  mM的硼砂缓冲溶液和45 μL体积浓度为

1%的苯甲酰氯乙腈溶液，涡旋10  min后置于离心机在4-10oC，14000  -15000  rpm的条件下

离心10-15  min，然后取上清液用于分析；

步骤（3）中采用液相色谱-三重四级杆质谱联用仪的多反应监测模式进行样本分析；

（a）液相色谱条件：Waters  HSS  T3色谱柱  2.1  mm  ×  100  mm,  1.7 μm；柱温为60  ℃；

流动相：A相为体积浓度0.1%  FA（甲酸）的H2O，B相为体积浓度0.1%  FA的ACN（乙腈）；流速设

置为0.2  mL/min；总的色谱运行时间为15  min；洗脱梯度为：0  ~  1  min，2%  B（V/V），1  ~  4 

min，梯度从2%  B（V/V）线性增至30%  B（V/V），4  ~  4.1  min，梯度从30%  B（V/V）线性增至50% 

B（V/V），4.1  ~  9  min，50%  B（V/V），9  ~9.1  min，梯度从50%  B（V/V）线性增至95%  B（V/V），

9.1  ~  12  min，95%  B（V/V），12  ~12.1  min，梯度从95%  B（V/V）线性降至2%  B（V/V），12.1  ~ 

15  min，2%  B（V/V）；色谱分析时，待分析的样品以及流动相在前2  min通过六通阀切进废

液，2  ~  12  min切进质谱，12  ~  15  min切进废液；进样室温度为4oC；进样体积为2 μL~10 μ

L；

（b）质谱条件：ESI源，雾化气、加热气、干燥气的流速分别为3、10、10  L/min；接口温度、

DL温度、加热气温度分别为300、250、400oC；

所述生物胺为胍基丁胺，组胺，酪胺，精胺，亚精胺，2-苯乙胺，色胺，尸胺，腐胺。

2.根据权利要求1所述的分析方法，其特征在于，步骤（3）中采用多反应监测模式分析

样本；优化多反应监测模式的方法，挑选响应最高的离子对作为定量离子对，响应次之的离
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子对作为辅助定性离子对。

3.根据权利要求1所述的分析方法，其特征在于，步骤（4）中采用内标法定量，根据线性

定量曲线进行定量检测分析。
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一种针对鱼中生物胺的快速分析方法

技术领域

[0001] 本发明涉及分析化学领域和食品安全领域，是一种针对鱼中生物胺的快速分析方

法。

背景技术

[0002] 生物胺是一类含氮的低分子量有机化合物，具有生物活性。常见的生物胺主要有

胍基丁胺，组胺，酪胺，精胺，亚精胺，2-苯乙胺，色胺，尸胺，腐胺。在生物体内，微生物产生

的脱羧酶作用于游离氨基酸引起其脱羧基反应从而产生相应生物胺。他们多存在于动植物

体、发酵食品以及肉类食品中。生物胺是生物活性细胞必不可少的组成部分，具有重要的生

物功能，但是摄入量过多则会引起头疼、恶心以及过敏等不良反应，严重时甚至危及生命。

因此食品中生物胺含量的多少可以作为食品质量的指示剂。基于此，建立相关食品中生物

胺的快速分析方法具有重要的意义。

[0003] 目前已有多种分析方法应用于生物胺的检测，如薄层色谱、气相色谱、液相色谱

等。其中液相色谱的应用较为广泛，通常与紫外检测器，荧光检测器或者质谱分析仪联用。

等人综述了液相色谱结合不同检测器对于不同食品中生物胺的检测，与紫外检测器

或荧光检测器联用的灵敏度大大低于与质谱(尤其是SRM检测模式)联用的检测灵敏度；而

且常规方法中生物胺的提取通常采用盐酸，高氯酸和三氯乙酸等，若用质谱检测，会对仪器

产生较大影响；同时，提取过程中所用鱼的量和提取溶剂的量都较大，过程比较繁琐；常用

衍生方法是以丹磺酰氯和邻苯二甲醛等作为衍生试剂，衍生过程需要加热而且部分衍生物

不稳定。本发明中采用液相色谱-三重四级杆质谱联用技术靶向分析9中生物胺，极大的排

除了基质干扰，使分析结果灵敏度高，线性范围宽；样品预处理参照代谢组学中组织样品的

处理方法，称取少量鱼肉组织(约20mg)，采用5-磺基水杨酸作为提取溶剂的珠打研磨方法

进行提取，一方面样品量和提取溶剂量都极大地减少了，属于环境友好操作，而且对质谱的

影响较小，另一方面采用珠打研磨方法，一次可以同时处理20份样品，极大地缩短了分析时

间；此外采用苯甲酰氯衍生生物胺，反应仅需要在室温条件下涡旋10分钟即可完成，操作也

相对简单，极大地提高了工作效率。至今尚无将本发明所述方法应用于鱼肉组织中生物胺

分析的报导。

发明内容

[0004] 本发明为了进一步改善生物胺的分析方法，建立了基于5-磺基水杨酸作为提取溶

剂的珠打研磨提取、苯甲酰氯快速衍生、液相色谱-三重四级杆质谱联用仪分析的鱼肉组织

中生物胺的分析方法。该方法的样品前处理简单，且所用样品量及提取溶剂量都较少，属于

环境友好型；采用苯甲酰氯作为衍生试剂，衍生反应可在10分钟内完成，极大地缩短了样品

的处理时间；采用多反应监测模式，具有灵敏度高、重复性好、线性范围宽等优点。

[0005] 本发明采用的具体技术方法如下：

[0006] (1)将去皮剔骨除内脏后的鱼肉组织放入料理机中进行粗均质(转速为12000转/
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分，均质时间为1-5min)。

[0007] 实际样品分析：称取20mg±0.5mg粗均质后的鱼肉组织置于2mL  ep管中，依次加入

氧化锆小球，300μL浓度为5mg/mL的5-磺基水杨酸溶液，100μL浓度皆为4.5μg/mL的1-庚胺

和1,7-庚二胺内标溶液，100μL体积浓度为20％的乙腈溶液，之后采用混合研磨仪在20Hz的

条件下研磨提取1min，重复2次，研磨提取后的样品立即放入离心机中，在4℃，14000rpm的

条件下离心10min，取离心之后的上清液100μL置于1.5mL  ep管备用；

[0008] 方法验证中回收率、重复性以及日内日间精密度考察：称取20mg±0.5mg粗均质后

的鱼肉组织置于2mL  ep管中，依次加入氧化锆小球，300μL浓度为5mg/mL的5-磺基水杨酸溶

液，100μL浓度皆为4.5μg/mL的1-庚胺和1,7-庚二胺内标溶液，100μL含9种生物胺的混标溶

液(浓度根据实验需要而定)，之后采用混合研磨仪在20Hz的条件下研磨提取1min，重复2

次，研磨提取后的样品立即放入离心机中，在4℃，14000rpm的条件下离心10min，取离心之

后的上清液100μL置于1.5mL  ep管备用。

[0009] (2)离心之后取的100μL上清液加入900μL浓度为50mM的硼砂缓冲溶液，涡旋1min

之后取10μL，依次加入45μL浓度为100mM的硼砂缓冲溶液和45μL体积浓度为1％的苯甲酰氯

乙腈溶液，涡旋10min后置于离心机在4℃，14000rpm的条件下离心10min，取上清液用于检

测分析。

[0010] (3)采用液相色谱-三重四级杆质谱联用仪的多反应监测模式进行样本分析；

[0011] ①液相色谱条件：Waters  HSS  T3色谱柱2.1mm×100mm ,1.7μm；柱温为60℃；流动

相：A相为体积浓度0.1％FA的H2O，B相为体积浓度0.1％FA的ACN；流速设置为0.2mL/min；总

的色谱运行时间为15min；洗脱梯度为：0～1min，2％B(V/V)，1～4min，梯度从2％B(V/V)线

性增至30％B(V/V)，4～4.1min，梯度从30％B(V/V)快速增至50％B(V/V)，4.1～9min，50％B

(V/V)，9～9.1min，梯度从50％B(V/V)快速增至95％B(V/V)，9.1～12min，95％B(V/V)，12～

12.1min，梯度从95％B(V/V)快速降至2％B(V/V)，12.1～15min，2％B(V/V)；色谱分析时，待

分析的样品以及流动相在前2min通过六通阀切进废液，2～12min切进质谱，12～15min切进

废液；进样室温度为4℃；进样体积为2μL；

[0012] ②质谱条件：ESI源，雾化气、加热气、干燥气的流速分别为3、10、10L/min；接口温

度、DL温度、加热气温度分别为300、250、400℃；

[0013] ③采用多反应监测模式分析样本，优化多反应监测模式的方法，挑选响应最高的

离子对作为定量离子对，响应次之的离子对作为辅助定性离子对。

[0014] (4)采用内标法定量，根据线性定量曲线进行定量检测分析。

[0015] 本方法采用5-磺基水杨酸作为提取溶剂，较常规采用的高氯酸和三氯乙酸等来说

对质谱仪器影响较小；采用珠打研磨的方法进行提取，提取过程简单快速；采用苯甲酰氯作

为生物胺的衍生试剂，衍生反应快速高效且衍生物稳定；采用液相色谱-三重四级杆质谱进

行检测，灵敏度高，线性范围宽，靶向分析定量能力强。

附图说明

[0016] 图1 苯甲酰氯衍生化反应的反应图解。

[0017] 图2  9种生物胺衍生物和2种内标衍生物的提取离子色谱图。
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具体实施方式

[0018] 下面结合附表附图对本发明的实施例作详细说明：实施例在以本发明技术方案为

前提下进行实施，给出了详细的实施方式和具体的操作过程，但本发明的保护范围不限于

下述的实施例。

[0019] 实施例一

[0020] 基于5-磺基水杨酸的珠打研磨提取，苯甲酰氯衍生，液相色谱-三重四级杆质谱联

用仪检测的鱼肉组织中生物胺的分析方法的评价

[0021] 线性、检测限以及定量限的考察。胍基丁胺，组胺，酪胺，精胺，亚精胺，2-苯乙胺，

色胺，尸胺，腐胺，1-庚胺和1,7-庚二胺的单标母液浓度均为10mg/mL，1-庚胺和1,7-庚二胺

是内标，余下的9种胺是待分析的生物胺。除了色胺、酪胺和2-苯乙胺采用乙醇作为溶剂，其

他物质皆选择体积浓度20％的乙腈溶液作为溶剂。9种生物胺的混标母液浓度为1mg/mL(各

生物胺的质量相同)：10mg/mL的单标生物胺母液每个取100μL混合，然后加入100μL体积浓

度为20％的乙腈溶液，涡旋混合即得到1mg/mL的生物胺混标母液；1-庚胺和1,7-庚二胺2种

内标的混标母液为1mg/mL：10mg/mL的内标母液每个取100μL混合，然后加入800μL体积浓度

为20％的乙腈溶液，涡旋混合。之后所用的不同浓度的生物胺混标和内标混标皆由上述两

种混标母液稀释而得。线性考察通过设置22个浓度水平的9种生物胺的混标溶液进行，22个

浓度水平依次为：1μg/mL，500ng/mL，200ng/mL，100ng/mL，50ng/mL，20ng/mL，10ng/mL，5ng/

mL，2ng/mL，1ng/mL，500pg/mL，200pg/mL，100pg/mL，50pg/mL，20pg/mL，10pg/mL，5pg/mL，

2pg/mL，1pg/mL，500fg/mL，200fg/mL，100fg/mL。每个浓度水平取10μL，依次加入45μL含内

标浓度为20ng/mL的100mM硼砂缓冲溶液和45μL体积浓度为1％的苯甲酰氯乙腈溶液，在涡

旋的条件下反应10min，反应机理见附图1，然后置于离心机中在4℃，14000rpm的条件下离

心10min，取上清液用于分析。

[0022] 液相色谱条件：Waters  HSS  T3色谱柱2.1mm×100mm,1.7μm；柱温为60℃；流动相：

A相为体积浓度为0.1％FA的H2O，B相为体积浓度为0.1％FA的ACN；流速设置为0.2mL/min；

总的色谱运行时间为15min；洗脱梯度为：0～1min，2％B(V/V)，1～4min，梯度从2％B(V/V)

线性增至30％B(V/V)，4～4.1min，梯度从30％B(V/V)快速增至50％B(V/V)，4.1～9min，

50％B(V/V)，9～9.1min，梯度从50％B(V/V)快速增至95％B(V/V)，9.1～12min，95％B(V/

V)，12～12.1min，梯度从95％B(V/V)快速降至2％B(V/V)，12.1～15min，2％B(V/V)；色谱分

析时，待分析的样品以及流动相在前2min通过六通阀切进废液，2～12min切进质谱，12～

15min切进废液；进样室温度为4℃；进样体积为2μL。质谱条件：ESI源，雾化气、加热气、干燥

气的流速分别为3、10、10L/min；接口温度、DL温度、加热气温度分别为300、250、400℃。

[0023] 经多反应监测优化得到各生物胺衍生物的定性、定量离子对，相应碰撞能以及在

设定方法中得到的保留时间，详细信息见附表1。采用附表1所确定的质谱条件对22个浓度

水平的9种生物胺混标衍生溶液进行方法的线性分析，得到各生物胺的线性范围、线性相关

系数、检测限和定量限见附表2。从表中可以看出线性范围可以达到3-4个数量级，线性相关

系数在0.9966-0.9999之间，检测限和定量限可以达到飞克(fg)级别甚至更低。

[0024] 日内、日间精密度、48小时稳定性以及重复性的考察。采用实际样品加标的方式进

行考察。称取20mg±0.5mg粗均质的鱼肉组织置于2mL  ep管中，依次加入氧化锆小球，300μL

浓度为5mg/mL的5-磺基水杨酸溶液，100μL浓度皆为4.5μg/mL的1-庚胺和1,7-庚二胺内标
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溶液，100μL浓度为500ng/mL(对应的衍生反应时的终浓度为1ng/mL)的9种生物胺混标溶

液；之后采用混合研磨仪在20Hz的条件下研磨提取1min，重复2次；研磨提取后的样品立即

放入离心机，在4℃，14000rpm的条件下离心10min；取离心之后的上清液100μL加入900μL浓

度为50mM的硼砂缓冲溶液，涡旋1min之后取10μL，依次加入45μL浓度为100mM的硼砂缓冲溶

液和45μL体积浓度为1％的苯甲酰氯乙腈溶液，涡旋10min后置于离心机在4℃，14000rpm的

条件下离心10min，然后取上清液用于检测分析。每天连续重复进样6针用于日内精密度考

察；连续4天每天进样6针用于日间精密度的考察；将样品放置在4℃的进样室中分别测定0

小时、12小时、24小时、36小时、48小时时样品中生物胺衍生物的响应用于48小时稳定性的

考察；上述样品操作平行处理6份用于重复性的考察。经验证，日内、日间精密度的RSD皆小

于5.00％，除精胺的日间精密度为6.31％；放置48小时的差异变化RSD均值为5.68％；重复

性结果显示平行处理的6份样品中生物胺衍生物质谱响应的RSD皆小于8％。实验结果显示

实验方法具有良好的日内、日间精密度和重复性，衍生物4℃条件下放置48小时具有良好的

稳定性。详细信息见附表2。

[0025] 实验方法回收率的考察。选择0.5ng/mL，1.0ng/mL，5.0ng/mL三个浓度作为回收率

考察的低、中、高三个浓度，分别做空白、加标、以及纯标样实验，每组平行六份样品。

[0026] 纯标样实验：1mg/mL的9种生物胺混标母液分别稀释至50ng/mL，10ng/mL，5ng/mL，

然后分别取10μL，依次加入45μL含内标浓度为20ng/mL的100mM硼砂缓冲溶液和45μL体积浓

度为1％的苯甲酰氯乙腈溶液，最终的高、中、低三个浓度分别对应为5.0ng/mL，1.0ng/mL，

0.5ng/mL，在涡旋的条件下反应10min，然后置于离心机中在4℃，14000rpm的条件下离心

10min，取上清液用于分析。

[0027] 空白样品实验的操作：称取20mg±0.5mg粗均质的鱼肉组织置于2mL  ep管中，依次

加入氧化锆小球，300μL浓度为5mg/mL的5-磺基水杨酸溶液，100μL浓度皆为4.5μg/mL的1-

庚胺和1,7-庚二胺内标溶液，100μL体积浓度为20％的乙腈溶液；之后采用混合研磨仪在

20Hz的条件下研磨提取1min，重复2次；研磨提取后的样品立即放入离心机，在4℃，

14000rpm的条件下离心10min；取离心之后的上清液100μL加入900μL浓度为50mM的硼砂缓

冲溶液，涡旋1min之后取10μL，依次加入45μL浓度为100mM的硼砂缓冲溶液和45μL体积浓度

为1％的苯甲酰氯乙腈溶液，涡旋10min后置于离心机在4℃，14000rpm的条件下离心10min，

然后取上清液用于检测分析。

[0028] 样品加标实验的操作：称取20mg±0.5mg粗均质的鱼肉组织置于2mL  ep管中，依次

加入氧化锆小球，300μL浓度为5mg/mL的5-磺基水杨酸溶液，100μL浓度皆为4.5μg/mL的1-

庚胺和1,7-庚二胺内标溶液，100μL含9种生物胺的混标溶液(加入的低、中、高浓度分别为

2.5μg/mL、500ng/mL、250ng/mL对应于最终的衍生浓度分别为5.0ng/mL、1.0ng/mL、0.5ng/

mL)；之后采用混合研磨仪在20Hz的条件下研磨提取1min，重复2次；研磨提取后的样品立即

放入离心机，在4℃，14000rpm的条件下离心10min；取离心之后的上清液100μL加入900μL浓

度为50mM的硼砂缓冲溶液，涡旋1min之后取10μL，依次加入45μL浓度为100mM的硼砂缓冲溶

液和45μL体积浓度为1％的苯甲酰氯乙腈溶液，涡旋10min后置于离心机在4℃，14000rpm的

条件下离心10min，然后取上清液用于检测分析。

[0029] 经过分析与计算，高、中、低三个浓度的加标回收率在74.88-119.25％，见附表2，

RSD基本在10％以下，能够满足分析要求。上述方法评价表明本方法检测灵敏度高，线性、准
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确性、稳定性以及重复性好。

[0030] 实施例二

[0031] 不同来源四类鱼体内生物胺的分析

[0032] (1)样品预处理：将从两个商品零售市场购买的鲅鱼、黄花鱼、带鱼、鲳鱼分别去皮

剔骨除内脏后的鱼肉组织用料理机进行粗均质(转速为12000转/分，均质时间为1-5min)。

粗均质后分别称取20mg±0.5mg的鱼肉组织置于2mL  ep管中，依次加入氧化锆小球，300μL

浓度为5mg/mL的5-磺基水杨酸溶液，100μL浓度皆为4.5μg/mL的庚胺和1,7-庚二胺内标溶

液，100μL体积浓度为20％的乙腈溶液；采用混合研磨仪在20Hz的条件下研磨提取1min，重

复2次；研磨提取后的样品立即放入离心机，在4℃，14000rpm的条件下离心10min；取离心之

后的上清液100μL加入900μL浓度为50mM的硼砂缓冲溶液，涡旋1min之后取10μL，依次加入

45μL浓度为100mM的硼砂缓冲溶液和45μL体积浓度为1％的苯甲酰氯乙腈溶液，涡旋10min

后置于离心机在4℃，14000rpm的条件下离心10min，然后取上清液用于检测分析。

[0033] (2)液相色谱条件：Waters  HSS  T3色谱柱2.1mm×100mm,1.7μm；柱温为60℃；流动

相：A相为0.1％FA的H2O，B相为0.1％FA的ACN；流速设置为0.2mL/min；总的色谱运行时间为

15min；洗脱梯度为：0～1min，2％B(V/V)，1～4min，梯度从2％B(V/V)线性增至30％B(V/V)，

4～4.1min，梯度从30％B(V/V)快速增至50％B(V/V)，4.1～9min，50％B(V/V)，9～9.1min，

梯度从50％B(V/V)快速增至95％B(V/V)，9.1～12min，95％B(V/V)，12～12.1min，梯度从

95％B(V/V)快速降至2％B(V/V)，12.1～15min，2％B(V/V)；色谱分析时，待分析的样品以及

流动相在前2min通过六通阀切进废液，2～12min切进质谱，12～15min切进废液；进样室温

度为4℃；进样体积为2μL。质谱条件：ESI源，雾化气、加热气、干燥气的流速分别为3、10、

10L/min；接口温度、DL温度、加热气温度分别为300、250、400℃。

[0034] 采用上述方法分析，发现从两个市场购买的鱼体内的生物胺含量皆很少，我国规

定的除鲐鱼以外的其他鱼体内组胺的含量不得超过300mg/kg，对于其他生物胺则没有规定

限量，从附表3中可以看出，市售鱼体内组胺含量都很低，而且远远低于国家规定的限量，说

明所购鱼是新鲜的，具体数据见附表3。

[0035] 表1  9种生物胺衍生物多反应监测的参数设置

[0036]
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[0037] 表2 分析方法的评价

[0038]

[0039]

[0040] 表3  两个市场所购四种鱼体内生物胺的含量

[0041]

[0042] 此发明大大缩短了样品提取时间和生物胺衍生时间，从而极大地缩短了整个分析

过程的分析时间。本发明分析方法具有样品前处理简单、衍生快速、检测灵敏度高，重复性

好等优点。
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