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非衍生化-PriME净化的超高效液相色谱-串联质谱法
检测黄酒9种生物胺

高何刚，林益炜，高源，徐来潮

绍兴市疾病预防控制中心理化与毒理科，浙江 绍兴 312071

摘要：目的 建立非衍生化-PriME净化超高效液相色谱-串联质谱法测定黄酒9种生物胺。方法 黄酒样品采用PriME
HLB固相萃取柱净化，采用Waters XSelect HSS T3（150 mm×2.1 mm，3 μm）色谱柱分离，采用电喷雾正离子电离、

多反应监测模式进行质谱分析，外标法定量。结果 本方法测定9种生物胺在2.0～500.0 μg/L浓度范围内，线性关系

良好（r≥0.996），检出限为0.1～0.2 mg/L，定量限为0.3～0.6 mg/L。在加标浓度0.1、1.0 mg/L下，回收率为83.5%～

108.6%，相对标准偏差为2.8%～8.7%。结论 非衍生化-PriME净化超高效液相色谱-串联质谱法可以实现黄酒中生物

胺的快速定量检测。
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Determination of 9 biogenic amines in yellow rice wine by
non-derivatization-PriME-ultra-high performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry

GAO Hegang, LIN Yiwei, GAO Yuan, XU Laichao
Department of Physicochemical and Toxicology, Shaoxing Center for Disease Control and Prevention,

Shaoxing, Zhejiang 312071, China

Abstract: Objective To establish a non-derivatization-PriME-ultra-high performance liquid chromatography-tandem
mass spectrometry method for simultaneou determination of 9 kinds of biogenic amines in yellow rice wine. Methods
Yellow rice wine samples were purified by PriME HLB solid phase extraction column purification, separated using Wa⁃
ters XSelect HSS T3 column (150 mm×2.1 mm, 3 μm), and qualified using multiple reaction monitoring mode, electro⁃
spray ion source positive ion and external standard method. Results There was a good linear relationship for the 9
kinds of biogenic amines at 2.0 to 500.0 μg/L (r≥0.996). The limit of detection was 0.1 to 0.2 mg/L, and the limit of
quantitation was 0.3 to 0.6 mg/L. The spike recovery rate of 9 kinds of biogenic amines ranged from 83.5% to 108.6%
at 0.1 and 1.0 mg/L, with relative standard deviations of 2.8% to 8.7%. Conclusion Non-derivation-prime ultra-high
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry can be used for the rapid quantitative detection of biogen⁃
ic amines in yellow rice wine.
Keywords: ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; biogenic amine; yellow rice wine

生物胺是一类具有生物活性的含氮的低分子量有

机化合物，广泛存在于富含氨基酸和蛋白质的发酵食

品中［1］。食品中大部分生物胺是在加工和贮藏过程

中，微生物释放的脱羧酶催化氨基酸形成的［2］。过

量摄入生物胺会引起头痛、心悸、腹泻、呕吐和水肿

等，甚至危及生命［3-4］。黄酒以谷物为原料，应用多

种微生物共同作用酿造而成，含大量蛋白质和氨基

酸，在发酵过程中容易形成大量生物胺。

目前文献报道的生物胺样品前处理方法主要有固

相萃取法［5］和液相萃取法［6］，但过程较为繁琐，样

品基质效应较大。生物胺检测方法主要有高效液相
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色谱法［7］、高效液相色谱-质谱法［8］和气相色谱法［9］

等，大部分需要对生物胺进行衍生化处理，以减小极

性，有利于在色谱柱上的分离，但操作繁琐耗时，且

样品中的蛋白质、氨基酸会造成一定程度的干扰。本

研究拟建立一种非衍生化方法检测黄酒中的 9 种生

物胺，样品前处理采用 PriME HLB 小柱净化，步骤

简单，再对净化液进行稀释以降低基质的影响，最后

采用超高效液相色谱-串联质谱法检测待测物。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

色胺（纯度 97.5%）、β-苯乙胺（99.5%）、腐胺

（99.0%）、尸胺（98.0%）、组胺（99.44%）、章鱼胺

（99.38%）、酪胺（99.5%）、亚精胺（98.9%）和精胺

（98.9%）标准品均购于 Dr.Ehrenstorfer GmbH；乙腈

（色谱纯，德国 Merck KGaK 公司）；乙酸（色谱纯，

美国 Anrqur Chemicales Supply 公司）；实验室用水为

MilliQ 超纯水。0.22 μm 有机相针头式滤器（上海安

谱实验科技股份有限公司）；PriME HLB （美国沃特

世公司） ；Q-Trap 6500+液质联用仪（美国 SCIEX
公司）；振荡器 （德国 Heidolph 公司）；涡旋仪

（JOANLAB 公司）；电子天平（上海舜宇恒平科学仪

器有限公司）；离心机（美国 Thermo Fisher 公司）；

超声仪（浙江浙科仪器有限公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 标准溶液配制

称取 9 种生物胺标准品各 10 mg，置于 10 mL
容量瓶中，0.10 mol/L 盐酸定容至刻度，得到 1.00 g/L
标准储备液，于 4 ℃避光保存。分别取适量标准储

备液于 100 mL 容量瓶中，0.1% 乙酸溶液定容至刻

度，稀释至浓度为 1.0 mg/L 的标准使用液。

1.2.2 样品前处理

吸取 3.00 mL 黄酒样品，过 PriME HLB 固相萃

取柱，取 1.00 mL 滤出液，用 0.1% 乙酸溶液稀释至

100 mL，取 1.00 mL 稀释液过 0.22 μm 滤膜后上机。

1.2.3 色谱条件

色 谱 柱 为 Waters XSelect HSS T3 （150 mm×
2.1 mm，3 μm），流动相 A：0.50% 甲酸水溶液；流

动相 B：0.10% 甲酸乙腈溶液，流速为 0.30 mL/min，
进样量为 5.0 μL。梯度洗脱如下： 0～1.0 min，
10%B；1.0～4.0 min，10%B～90.0%B；5.0～6.0 min，
100%B；5.0～6.0 min，100%B～10%B。
1.2.4 质谱条件

电喷雾正离子源（ESI+）；多反应监测；离子源

电压：5 500 V；离子源温度：500 ℃；气帘气：35
psi；雾化气：65 psi；辅助加热气：55 psi。具体质

谱参数见表 1。

表 1 多反应监测扫描模式的质谱参数

Table 1 Mass spectrometry parameters in multiple reaction
monitoring mode

化合物

腐胺

尸胺

组胺

苯乙胺

酪胺

亚精胺

章鱼胺

色胺

精胺

前体离子/
（m/z）

89.2

103.1

112.2

122.2

138.2

146.3

154.2

161.1

203.2

产物离子/
（m/z）

72.3
30.4
86.2
69.3
95.4
68.7

105.1
77.1

121.3
77.3

112.1
72.1
91.4

107.4
144.2
115.1
129.1
84.1

碰撞能量/
eV
23
37
14
22
20
30
42
30
11
38
11
9
27
36
15
43
16
41

去簇电压/
V
12
31
27
39
52
52
32
19
42
42
56
48
8
6
27
27
78
84

1.2.5 方法学指标评价

采用 1.0 mg/L 标准使用液配制 2.0、4.0、10.0、
50.0、500.0 μg/L 浓度的系列标准溶液，上机检测。

以目标化合物浓度为横坐标，峰面积为纵坐标建立

标准工作曲线。分别以 3 倍和 10 倍的信噪比计算

方法的检出限和定量限。黄酒样品分别加标 0.1、
1.0 mg/L 生物胺做回收率试验，每个浓度进行 6 次

平行试验，计算回收率和相对标准偏差 （relative
standard deviation，RSD）。
2 结 果

2.1 色谱条件优化

考察 3 种亲水性色谱柱 Waters XSelect HILIC、
Waters XSelect HSS T3 和 Dionex Acclaim Mixed
Mode WCX 的分离效果。9 种生物胺通过 Acclaim
Mixed Mode WCX 后的响应值偏低，不适合大比例稀

释生物胺样本的检测；Waters XSelect HILIC 上章鱼

胺响应较差，亚精胺色谱峰前拖尾严重；Waters XSe⁃
lect HSS T3 可以较好地分离 9 种生物胺。见图 1。
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图 1 9 种生物胺标准品的色谱图

Figure 1 Chromatogram of standards of 9 biogenic amines

2.2 方法检出限和定量限

本方法测定 9 种生物胺在 2.0~500.0 μg/L 浓度

范围内，线性关系良好（r≥0.996），检出限为 0.1~
0.2 mg/L，定量限为 0.3～0.6 mg/L，满足黄酒中含量

较低的生物胺的测定要求。见表 2。

表 2 9 种生物胺的线性关系、检出限和定量限

Table 2 Linearity, detection limit and quantification limit of 9
biogenic amines detected by this method

生物胺

腐胺

尸胺

组胺

苯乙胺

酪胺

亚精胺

章鱼胺

色胺

精胺

线性方程

y=21 303x+22 488
y=9 658x+48 450
y=140 909x+360 178
y=41 719x+54 558
y=24 947x+8 189
y=97 262x+136 157
y=17 487x+11 059
y=30 540x+33 852
y=112 069x-45 428

线性范围/
（μg/L）

2.0～500.0
2.0～500.0
2.0～500.0
2.0～500.0
2.0～500.0
2.0～500.0
2.0～500.0
2.0～500.0
2.0～500.0

r值

0.996
0.998
0.999
0.999
0.999
0.996
0.999
0.999
0.997

检出限/
（mg/L）

0.2
0.2
0.2
0.1
0.2
0.2
0.2
0.1
0.2

定量限/
（mg/L）

0.6
0.6
0.6
0.3
0.6
0.6
0.6
0.3
0.6

2.3 方法回收率和精密度

9 种生物胺的回收率为 83.5%～108.6%，RSD 为

2.8%～8.7%，回收率和精密度良好。见表 3。
2.4 实际样品检测结果

按照本方法检测市售黄酒样品 20 份，均检出

生物胺，其中酪胺和腐胺含量最高，腐胺为 0.6～
27.7 mg/L，酪胺为 0.1～57.8 mg/L；色胺均未检出。

3 讨 论

本研究建立了同时检测黄酒中 9 种生物胺的超

高效液相色谱-串联质谱法，生物胺不需要通过衍

生，可直接检测。前处理固相萃取柱 PriME HLB 能

吸附黄酒中的色素、氨基酸等杂质，既能去除干扰

物，又能减少待测组分的损失，PriME HLB 将杂质

吸附在柱子上，目标化合物通过柱子，避免上样、洗

脱等繁琐操作步骤。采用液相色谱质谱联用法进行食

品检测过程中，基质效应普遍存在［10］。当基质效应

较大时，需要使用同位素内标或基质匹配曲线进行数

据校正，但生物胺的同位素内标不易获得，需要定制

且价格昂贵，黄酒样品很难找到阴性样品，无法配制

表 3 9 种生物胺加标回收率和精密度（n=6）
Table 3 Spiked recoveries and precision of 9 biogenic amines (n=6)

生物胺

腐胺

尸胺

组胺

苯乙胺

酪胺

亚精胺

章鱼胺

色胺

精胺

本底值/
（mg/L）

11.4
11.1
2.6
0.8

36.1
0.4
0.6
—

0.3

回收率/%
加标

0.1 mg/L
83.5

108.6
107.6
106.9
94.3
91.2
92.3
94.5
95.2

加标

1.0 mg/L
92.1
91.2
87.6
91.2

105.6
87.3

105.6
87.9

106.3

RSD/%
加标

0.1 mg/L
6.7
6.3
6.7
5.6
6.2
7.6
4.6
8.2
3.1

加标

1.0 mg/L
8.2
5.4
3.2
8.7
5.1
3.2
5.7
2.9
2.8

（下转第90页）

·· 88



预防医学 2024年1月第 36 卷第1期 China Prev Med J, Jan. 2024, Vol. 36, No.1

end data .
compute p=1-CDF.CHISQ(x2,df).
format p (F8.3).
list.

表 3 χ2 检验结果

项目

Pearson χ2

似然比

线性和线性组合

有效案例中的n

χ2值

71.432
73.739
63.389

278

υ

9
9
1

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 4 相关分析结果

分析方法

Pearson
Spearman
n

r值

0.478
0.488

278

渐进标

准误

0.048
0.048

近似 t值

9.050
9.300

近似P值

<0.001
<0.001

3 小 结

卡方线性趋势检验除了上述介绍的方法外，常用

的还有 Cochran-Armitage 检验和 Mantel-Haenszel χ2

检验。Cochran-Armitage 检验是针对结局变量为二分

类、分组变量为有序多分类变量资料的线性趋势分析

方法，计算公式［2］ 为 Z＝n1/2r（n 为总例数， r 为

Pearson 相关系数），υ=1，Z 与 χ2
回归是等价的，χ2

回归=
Z2。Mantel-Haenszel χ2 检验的计算公式［1-2］为 χ2MH=
（n - 1） r2，与 χ2

回归 的关系为 χ2 MH= [（n-1） /n］ ×
χ2

回归，χ2MH 比 χ2
回归略为保守，n 越大，两者越接近。

Cochran-Armitage 检验和 Mantel-Haenszel 检验实际

上只能分析列联表两分类变量的相关性，无法进一步

分析是否为直线相关。双向有序、属性不同的 R×C
列联表资料的相关性分析还可采用 Spearman 秩相关

分析方法，本文表 4 中给出了 Spearman 秩相关分析

结果。
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基质匹配标准曲线。本研究采用过 PriME HLB，对

滤出液稀释 100 倍后直接进样，降低了基质在单位

体积内的含量，减少了基质对结果的影响，保证了检

测结果的准确性。本方法操作简单，检测时间短，9
种生物胺检出限为 0.1~0.2 mg/L，检测的灵敏度和回

收率均较高，能满足黄酒中生物胺的测定需求。
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