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柱前衍生化高效液相色谱法测定

啤酒中的多胺

王利娜，　金东日
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摘要：建立了用柱前衍生化高效液相色谱法分析啤酒中多胺的方法．在碱性介质中，多胺与１ （５ 氟 ２，４

二硝基苯基）４ 甲基哌嗪（ＰＰＺ）进行衍生化反应生成衍生物．实验采用ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）（迪马，１５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，３μｍ）色谱柱，以水 有机溶剂（乙腈 甲醇，体积比为６∶４）作为流动相，流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，用梯度

洗脱程序方法同时分离５种多胺衍生物，衍生物的检测波长为３６２ｎｍ．通过考察方法的线性范围、稳定性、检

测限和回收率表明：本方法具有样品处理简单、灵敏度高、速度快的优点，可用于啤酒中多胺含量的测定．

关键词：高效液相色谱；多胺；１ （５ 氟 ２，４ 二硝基苯基）４ 甲基哌嗪
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　　多胺是一类广泛存在于生物体内的有机小分

子物质，主要包括腐胺（ＰＵＴ）、尸胺（ＣＡＤ）、精眯

（ＳＰＤ）和精胺（ＳＰＭ）等，它与细胞分化、增殖、发

育有关，并能影响ＤＮＡ、ＲＮＡ和蛋白质的代谢．

食物是人体内多胺的重要来源之一［１］，研究表明，

多胺水平与肿瘤发生、发展存在一定相关性［２］，因

此如何准确而快速地检测出食物中多胺的含量具

有重要意义．传统的多胺检测方法
［３］主要采用氨

基酸分析仪和纸电泳法，但这两种方法存在样品

回收率低、检测灵敏度不高的问题．目前多胺的检

测多采用衍生化的方法，即将多胺的氨基接在对

荧光或紫外有吸收的基团上，再通过液相色谱分
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离检测．Ｔａｎｇ等
［４］人采用４ 氯 ３，５ 二硝基三

氟甲苯作为衍生化试剂，用 ＨＰＬＣＵＶ检测了啤

酒中的多胺，但此方法分析时间较长，灵敏度较

低．文献［５］用衍生化试剂１ （５ 氟 ２，４ 二硝基

苯基）４ 甲基哌嗪（ＰＰＺ）建立了分析啤酒中多

胺含量的高效液相色谱法，本文依据文献［５］的方

法，对啤酒中多胺含量的测定进行研究．

１　实验部分

１．１　仪器和试剂

仪器有ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ６Ａ系列液相色谱仪，

ＵＶ检测器，Ｎ２０００色谱软件（浙江大学），Ｕ３１００

紫外 可见分光光度仪（Ｓｈｉｍａｄｚｕ），ＡｇｉｌｅｎｔＨＰＬＣ

６４１０三重串联四级杆质谱仪．

１ （５ 氟 ２，４ 二硝基苯基）４ 甲基哌嗪

（ＰＰＺ）、１，６ 己二胺（ＤＡＨ）、１，３ 丙二胺（ＤＡＰ）、

腐胺（ＰＵＴ）为梯希爱（上海）化成工业发展有限公

司产品，尸胺（ＣＡＤ）为百灵威科技公司产品，亚

精胺（ＳＰＤ）和精胺（ＳＰＭ）为ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司

产品，乙腈为色谱纯，水为超纯水，６种不同品牌

啤酒购于延吉市的超市．

１．２　色谱条件

色谱柱为ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）（迪马，１５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，３μｍ），流动相为水 有机溶剂（乙腈 甲

醇，体积比为６∶４），紫外检测波长为３６２ｎｍ，流

速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为２５℃，进样量为１０μＬ，

梯度洗脱程序如表１所示．

表１　梯度洗脱程序

时间／ｍｉｎ 水／％ 乙腈 甲醇／％

３ ２２ ７８

１０ １５ ８５

１３ １０ ９５

１９ ５ ９５

２０ ２２ ７８

３０ ２２ ７８

１．３　犔犆犕犛

ＭＳ条件：ＥＳＩ离子源，正离子模式，干燥气

温度为３００℃，干燥气流量为３Ｌ／ｍｉｎ，雾化器压

力为１５ｐｓｉ，毛细管电压为４０００Ｖ，质量范围为

２００～１３００Ｄａ．色谱条件同１．２．

１．４　试液

取ＰＰＺ（２０．２ｍｇ）溶解于１ｍＬ乙腈溶液中，

配成浓度为７１．１ｍｍｏｌ／Ｌ的储备液，于４℃保

存，临用前稀释．取适量 ＤＡＤ、ＣＡＤ、ＰＵＴ、ＳＰＤ

和ＳＰＭ，分别加 １ｍＬ 超纯水溶解，再加 １０

ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂溶液使各多胺浓度均为５ｍｍｏｌ／Ｌ．

取ＤＡＨ１１．６ｍｇ，加１ｍＬ超纯水溶解，再加１０

ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂溶液使ＤＡＨ浓度为３０μｍｏｌ／Ｌ．

１．５　衍生化反应

分别取７．０ｍｍｏｌ／ＬＰＰＺ和５０．０μｍｏｌ／Ｌ多

胺溶液各１５０μＬ置于聚丙烯管中，搅拌２ｍｉｎ后

于６０℃条件下反应５０ｍｉｎ．反应液冷却后，过

０．２２μｍ膜，取滤液１０μＬ进样．

１．６　样品处理

用０．４５μｍ滤膜过滤啤酒样品，然后用０．１

ｍｏｌ／Ｌ硼砂溶液稀释啤酒滤液１倍．向啤酒稀释

液加适量ＤＡＨ 后，按１．４衍生化反应方法进行

衍生化．

２　结果与讨论

２．１　紫外波长的选择

ＰＰＺ紫外吸收光谱如图１所示．ＰＰＺ在１９６

ｎｍ和３６２ｎｍ 波长处有明显的紫外吸收峰，且

３６２ｎｍ处的吸光度最大，其摩尔吸光系数εｍａｘ＝

１．６２×１０４，因此本实验以３６２ｎｍ为检测波长．

图１　犘犘犣紫外吸收光谱图

２．２　衍生化反应及其条件

以ＣＡＤ为例说明衍生化试剂ＰＰＺ与多胺的

衍生化反应（图２）．此反应在硼砂介质中进行，生

成ＣＡＤＰＰＺ衍生物（［Ｍ＋Ｈ］＋ ＝６３１．４，见图

３），其衍生物在４℃条件下能保存３ｄ以上．碱性

０５２
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介质及其浓度、衍生化试剂用量、反应温度和时间

都对衍生化反应产生重要影响．由于在前期研究

中已确定了该衍生化反应的最佳条件［５］，因此本

文直接采用该条件进行衍生化．

图２　犘犘犣与犆犃犇衍生化反应

图３　犆犃犇衍生物的 犕犛谱图

２．３　色谱分离

在ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）色谱柱上考察水 乙腈、

水 甲醇、水 乙腈 甲醇等不同流动相体系中多胺

衍生物的分离效果．在以水 乙腈为流动相时，多

胺衍生物的色谱流出顺序大体为 ＤＡＰ、ＰＵＴ、

ＣＡＤ、ＳＰＤ、ＤＡＨ 和ＳＰＭ，其保留时间随着流动

相中乙腈含量的增加而减少．当流动相水 乙腈的

体积比为４０∶６０时，ＳＰＤ和ＳＰＭ 的保留时间较

长（＞３０ｍｉｎ），且ＳＰＭ 峰拖尾现象严重（见表

２）；当流动相水 乙腈的体积比为１０∶９０时，ＤＡＰ

和ＰＵＴ衍生物峰与ＰＰＺ峰重叠，但ＳＰＭ拖尾情

况未能得到改善；当流动相水 乙腈的体积比为

３０∶７０或２０∶８０时，仍未能实现６种多胺的同

时分离．在以水 甲醇为流动相时，当流动相中甲

醇含量超过 ８５％ 时，多胺流出顺序为 ＤＡＰ、

ＰＵＴ、ＳＰＤ、ＣＡＤ、ＳＰＭ和ＤＡＨ．当以水 甲醇（体

积比为１０∶９０）作为流动相时，虽然ＳＰＭ拖尾情

况得到改善，但在梯度洗脱条件下仍无法实现６

种多胺的同时分离．因此，本文采用水 甲醇 乙腈

作为流动相，用梯度洗脱方法对６种多胺衍生物

进行同时分离试验．在梯度洗脱程序设计中，当流

动相中有机相起始浓度高（＞７８％）时，ＤＡＰ与

ＰＵＴ峰没有分离，有机相起始浓度低（＜７８％）

时，出现不对称的ＳＰＤ和ＳＰＭ 峰；因此，流动相

中有机相起始浓度选为７８％．在乙腈和甲醇混合

有机相中，随着乙腈含量的增加，分析时间缩短．

当有机相组成由２∶８（体积比）变换为４∶６（体积

比）时，分析时间从３５ｍｉｎ缩短到２１ｍｉｎ．当有机

相中乙腈为７０％时，ＣＡＤ和ＳＰＤ峰有部分重叠．

经过试验最后确定有机相的乙腈 甲醇体积比为

６∶４．梯度洗脱程序如表１所示．在此梯度洗脱条

件下，６种多胺衍生物达到基线分离，如图４所示．

表２　多胺衍生物在不同乙腈浓度中的保留时间

乙腈

含量／％
９５ ９０ ８０ ７０ ６０

保留时间／

ｍｉｎ

ＰＵＴ ３．６ ４．７ ５．６ ８．０ １５．３

ＳＰＤ ４．７ ５．３ ６．６ １０．３ ＞３０

ＳＰＭ ４．９ ５．７ ８．９ １５．４ ＞３０

图４　犘犘犣空白色谱图（犪）和多胺衍生物色谱图（犫）

２．４　分析方法的评价

前期研究［５］中已报道了本文方法的线性回归

１５２
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方程、线性范围、最低检出限、稳定性等．

２．５　方法回收率

向啤酒中加入一 定 量 的 多 胺 和 内 标 物

（ＤＡＨ），按样品处理方法处理，衍生化后直接进

行分析并根据线性回归方程计算测定值回收率．

结果如表 ３ 所示，多胺回收率在 ９３．１％ ～

１０５．８％范围内．

表３　方法回收试验

多胺
加标量／
（μｍｏｌ／Ｌ）

检测量／
（μｍｏｌ／Ｌ）

ＲＳＤ％
（狀＝３）

回收率／

％

ＤＡＰ
０

２５．００

７．０２

３３．４７
３．９ １０５．８

ＰＵＴ
０

２５．００

１６．８５

４０．１３
２．６ ９３．１

ＣＡＤ
０

２５．００

２．１９

２６．６９
２．９ ９８．０

ＳＰＤ
０

２５．００

３．８１

２８．０３
４．１ ９６．９

ＳＰＭ
０

２５．００

１３．４７

３５．８２
３．０ ９３．４

２．６　啤酒中多胺的测定

取前处理的啤酒样品，按照１．２和１．５进行

实验．典型的啤酒多胺色谱图如图５ａ所示，采用

标准加入法对各峰进行确证的结果如图５ｂ所

示．６种不同品牌啤酒中多胺含量见表４．有些样

品中未能检测到多胺的浓度，其原因可能是多胺

的浓度低于本方法的检出限．

图５　啤酒中多胺的色谱（犪）和标准加入法确证色谱图（犫）

表４　啤酒中多胺含量的测定

样品

编号 ｐＨ
浓度／（μｍｏｌ／Ｌ）（狀＝３）

ＤＡＰ ＰＵＴ ＣＡＤ ＳＰＤ ＳＰＭ

１ ４．２１ １７．０５ ３４．３５ ９．０６ ４．５５ ＮＤ

２ ４．１５ １５．３４ ３３．９６ ３．５８ ６．３３ ＮＤ

３ ４．２７ １４．０３ ３３．７１ ４．３７ ７．６３ ２６．９４

４ ４．３４ ４４．３９ １０６．４５ １０．４２ ５．２８ ＮＤ

５ ４．１８ ２８．８０ ６７．２１ ５．９３ ＮＤ ＮＤ

６ ４．３２ １７．９８ ５６．４４ ９．６８ ＮＤ ２５．４９

　　注：ＮＤ表示未能检测．

３　结论

本文将ＰＰＺ作为衍生化试剂与多胺反应，该

衍生化反应条件温和，生成的多胺衍生物较为稳

定．在常规ＯＤＳ色谱柱和 ＵＶ检测器条件下，可

同时分离、检测多种多胺化合物，其检测灵敏度较

高，准确度好，分析速度快．本方法可用于生物样

品和食品中多胺含量的检测．
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