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摘  要: 目的  建立一种基于 QuEChERS 前处理技术快速测定鱼肉中 9 种生物胺(biogenic amines, BAs)含量的超

高效液相色谱-串联质谱法, 解决衍生化方法操作复杂、条件严格、重现性差等问题。方法  样品经乙腈提取、C18

和 N-丙基乙二胺(primary secondary amine, PSA)净化后, 采用 Waters HSS T3 色谱柱(100 mm×3.0 mm, 1.8 μm)进行

分离, 以 0.5%甲酸水和 0.1%甲酸乙腈为流动相体系进行梯度洗脱, 流速为 0.3 mL/min。采用电喷雾电离

(electrospray ionization, ESI)正离子模式, 多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)模式检测, 标准曲线外

标法定量。结果  9 种生物胺化合物在 1.0~100.0 μg/L 质量浓度范围内线性良好, 相关系数(r2)在 0.9959~0.9998

之间, 方法检出限(limits of detection, LODs)和定量限(limits of quantitation, LOQs)分别为 0.02 和 0.05 mg/kg。3 个

浓度水平下, 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)在 1.2%~3.6% (n=6)之间, 回收率在 75.1%~105.6%

之间。结论  该方法操作便捷、分析时间短、准确度和灵敏度高, 适用于鱼肉中 9 种生物胺化合物的测定。 
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Rapid determination of 9 kinds of biogenic amines in fish by 
non-derivatization-QuEChERS-ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 

WANG Lu1, SUN Xiao-Jie2, GENG Yue1*, SHI Xiao-Meng1, HE Pei-Qiao1,  
XU Ya-Ping1, LIU Xiao-Wei1 
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ABSTRACT: Objective  To develop a method for the rapid determination of 9 kinds of biogenic amines (BAs) in 

fish based on QuEChERS combined with ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, and solve 

the problems of complex operation, strict conditions and poor reproducibility of derivations. Methods  Samples were 

extracted with acetonitrile, and purified with C18 and primary secondary amine (PSA). The target compounds were 

separated on a Waters HSS T3 column (100 mm×3.0 mm, 1.8 μm) by gradient elution using 0.5% formic acid 

aqueous solution and 0.1% formic acid-acetonitrile as mobile phase at a flow rate of 0.3 mL/min. The detection was 
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performed with electrospray ionization (ESI) in positive mode under multiple reaction monitoring (MRM) mode, the 

calibration curve was used for the quantification. Results  There were good linear relationship for 9 kinds of BAs in the 

mass concentration range of 1.0‒100.0 μg/L, their determination coefficients (r2) were between 0.9959 and 0.9998. The 

limits of detection (LODs) and limits of quantitation (LOQs) were 0.02 and 0.05 mg/kg, respectively. The relative 

standard deviations (RSDs) for 9 kinds of BAs at 3 spiked levels were in the range of 1.2%‒3.6% (n=6), the recoveries 

were in the range of 75.1%‒105.6%. Conclusion  With simple pretreatment, short analysis time, high accuracy and 

sensitivity, the method is suitable for the analysis of 9 kinds of BAs in fish. 

KEY WORDS: non-derivatization; QuEChERS; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; 

biogenic amines; fish 
 
 

0  引  言 

生物胺(biogenic amines, BAs)是一类具有生物活性、

低分子量、极性或半极性的碱性含氮化合物的总称。其产

生途径有两种: 一是由含氨基酸脱羧酶的微生物作用于游

离氨基酸发生脱羧作用生成; 二是由醛酮类化合物发生氨

基化或转氨基化作用生成[1‒3]。根据分子结构特征可将生物

胺分为脂肪族胺、芳香族胺和杂环胺等 3 大类[4‒5]。生物胺

在生物体内发挥着不可替代的作用, 如组胺可以影响肠道

生理功能和白细胞数量、酪胺具有显著的抗氧化作用等[6]。

过量摄入生物胺可能会导致一系列不良反应, 如酪胺会引

起高血压、头痛等, 腐胺、尸胺可与亚硝酸盐反应产生致

癌的亚硝胺[7‒8]。水产品中富含蛋白质等营养物质, 极易滋

生微生物发生腐败变质, 产生生物胺, 引发食品安全风险, 

为保障水产品食用安全性, 不同国家对水产品中的生物胺

进行了限量规定(表 1)[9‒11]。 
 

表 1  不同国家水产品中生物胺限量 
Table 1  Maximum residue limits for biogenic amines in 

different countries 

国家 
生物胺 

种类 
水产品种类 

限量值
/(mg/kg)

中国 
组胺 高组胺鱼类 400 

组胺 其他鱼类 200 

印度 

组胺 

生鲜冷藏冷冻鱼类、热加工鱼产品、

干制鱼产品、烟熏鱼产品 

鱼肉酱、煎炸类鱼产品、其他即食类

鱼产品、其他鱼产品 

200 

组胺 
干制类鱼产品、酸菜鱼产品、发酵鱼

产品 
400 

美国 组胺 水产品 200 

欧盟 组胺 水产品 100 

 
目前, 动物性食品中生物胺检测的方法主要有气相

色谱法和气相色谱-质谱法[12‒14]、高效液相色谱法和液相色

谱-质谱法[15‒17]、离子色谱法[18]、薄层色谱法[19]、毛细管

电泳法[20‒21]等, 其中, 高效液相色谱法以其分析速度快、

灵敏度高、检测成本低且能够同时分析多种组分的优势应

用最为广泛, 而液相色谱-串联质谱法也越来越受到研究

人员的青睐。样品前处理方法主要有固相萃取法[22‒23]、

基质分散固相萃取法[24]、超声波辅助萃取法[25]等, 但由

于生物胺分子无共轭特征结构, 因此常规检测方法需经

邻苯二甲醛 (o-phthalaldehyde, OPA)、丹磺酰氯 (dansyl 

chloride, Dns-Cl)等试剂衍生化后才能检测[26‒29]。我国 GB 

5009.208—2016《食品安全国家标准 食品中生物胺的测

定》中规定的生物胺检测方法即是利用 Dns-Cl 进行衍生化

处理后使用液相色谱进行测定。但是, 衍生化反应通常存

在操作步骤烦琐复杂、衍生条件严格、衍生产物不稳定、

方法重现性较差等问题, 且检测过程时间较长, 检测效率较

低。目前, 已报道的液相色谱-串联质谱法和离子色谱-串联

质谱法虽然已实现生物胺的非衍生化分析, 但其分析灵敏

度较低且分析时间过长[17‒18,22,24]。针对以上问题, 本研究拟

建立一种基于 QuEChERS 前处理技术与超高效液相色谱-串

联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry, UPLC-MS/MS)相结合的非衍生化检测

方法, 用于测定水产品中 9 种生物胺, 以期解决生物胺检

测过程衍生化操作复杂、稳定性和重现性差、检测时间长、

检测成本高的问题, 实现快速、准确、高效、低成本检测

水产品中生物胺含量, 为保障水产品食用品质和质量安全

提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

冰鲜带鱼、鲤鱼、黄鱼、鱿鱼、对虾和扇贝购自市场。 

9 种生物胺标准品[西格玛奥德里奇(上海)贸易公司, 

表 2]; 乙腈(色谱纯, 美国赛默飞世尔科技有限公司); 甲酸

(色谱纯, 上海阿拉丁生化科技股份有限公司); N-丙基乙

二胺(primary secondary amine, PSA)、Bondesil-C18(美国安

捷伦科技有限公司); 氨水、氯化钠(分析纯, 国药集团化学

试剂有限公司); PTFE 疏水性 0.22 μm 滤膜(北京魅霓科技

有限公司)。 
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表 2  9 种生物胺基本信息 
Table 2  Basic information of 9 kinds of BAs 

化合物 CAS 分子式 分子量# 纯度/%

组胺 51-45-6 C5H9N3 111.15 97.0 

尸胺 462-94-2 C5H14N2 102.18 95.0 

精胺 71-44-3 C10H26N4 202.34 97.0 

亚精胺 124-20-9 C7H19N3 145.25 99.0 

苯乙胺* 64-04-0 C8H11N 121.18 98.0 

酪胺 51-67-2 C8H11NO 137.18 98.0 

色胺 61-54-1 C10H12N2 160.21 97.0 

章鱼胺* 104-14-3 C8H11NO2 153.18 98.0 

腐胺 110-60-1 C4H12N2  88.15 98.5 

注: *表示盐酸盐; #单位为 g/mol。 

 

1.2  设备与仪器 

SCIEX Triple QuadTM 5500+QTRAP® Ready LC-MS/MS
液质联用系统(美国 ABSCIEX 公司); Milli-Q 超纯水仪(美国

Millipore 公司); Neofuge 23R 高速冷冻离心机(力康生物医

疗科技控股有限公司); Blixer 3样品搅拌机(法国 robot-coupe

公司); VORTEX MAXI MIX Ⅱ涡旋混匀仪(美国 Thermo 公

司); ACQUITY UPLC BEH C18 柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)、

ACQUITY UPLC HSS T3 柱(100 mm×3.0 mm, 1.8 μm) (美国

Waters 公司); Kinetex HILIC 柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm, 美国

Phenomenex 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液配制 

10 mg/L 单生物胺标准储备液: 使用体积比为 10%的

甲酸-乙腈溶液将各生物胺配制成 10 mg/L的单生物胺标准

储备液, ‒16℃条件下密封避光保存。 

混合生物胺标准工作液: 移取 0.4 mL 各单生物胺标

准储备液于 10 mL 容量瓶中, 使用体积比为 10%的甲酸-

乙腈溶液定容, 配制成各生物胺质量浓度均为 400 μg/L 的

混合生物胺标准工作液。分别移取 0.025、0.050、0.125、

0.250、1.250 和 2.500 mL 上述混合标准工作液于 10 mL 容

量瓶中, 使用体积比为 10%的甲酸-乙腈溶液定容, 配制成

质量浓度分别为 1.0、2.0、5.0、10.0、50.0 和 100.0 μg/L

的混合生物胺标准工作液, 现配现用。 

1.3.2  样品前处理 

冰鲜带鱼去头、骨、内脏后用样品搅拌机制成鱼糜, 

称取 0.5 g 鱼糜样品于 15 mL 塑料离心管中, 加入 500 μL

氨水、5 mL 水, 剧烈振摇 30 s, 再加入 5 mL 乙腈、2 g

氯化钠, 涡旋混匀 5 min, 4200 r/min 离心 5 min, 取 3 mL

上清液, 加入 400 mg C18、400 mg PSA, 涡旋混匀 5 min, 

4200 r/min 离心 5 min, 取 1 mL 上清液, 加入 100 μL 甲酸, 

过 0.22 μm 滤膜后上机测定。 

1.3.3  液相色谱条件 

色谱柱: ACQUITY UPLC HSS T3 柱(100 mm×3.0 mm, 

1.8 μm); 柱温: 40℃; 流速: 0.3 mL/min; 进样量: 5 μL; 流

动相 A: 0.5%甲酸水溶液, 流动相 B: 0.1%甲酸乙腈溶液; 

梯度洗脱程序见表 3。 

 
表 3  梯度洗脱条件 

Table 3  Conditions of gradient elution 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

1.00 90 10 

2.00 50 50 

4.00 20 80 

5.00 20 80 

5.10 90 10 

6.50 90 10 

 
1.3.4  质谱条件 

电离模式: 电喷雾电离(electrospray ionization, ESI)正离

子模式; 扫描方式: 多反应监测(multiple reaction monitoring, 

MRM)模式; 气帘气压力: 30 psi (1 psi=6.895 kPa); 离子源

喷雾电压: 5500 V; 离子源温度: 550℃; 雾化气(GS1)压力: 

55 psi; 辅助气(GS2)压力: 60 psi; 9 种生物胺质谱条件见表 4。 
 

表 4  9 种生物胺质谱条件 
Table 4  MS parameters for 9 kinds of BAs 

序号 化合物 保留时间/min 四极杆 1(m/z) 四极杆 3(m/z) 去簇电压/V 碰撞能量/eV 

1 精胺 1.080 203.1 129.1*/112.1 55 25/27 

2 亚精胺 1.124 146 129.1*/112.1 40 15/19 

3 腐胺 1.231 89 72.1* 28 13 

4 组胺 1.245 112.2 95.2*/68 48 20/30 

5 尸胺 1.241 103.2 86*/69 30 15/22 

6 章鱼胺 1.566 136 119*/91 50 17/44 

7 酪胺 1.950 138 121*/77 28 16/34 

8 苯乙胺 3.692 122.2 105.1*/77 30 16/35 

9 色胺 3.788 161.2 144.1*/117.2 50 18/33 

注: *为定量离子。 
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1.3.5  结果计算 

采集的数据经SCIEX OS软件处理获得生物胺的定量结

果。样品中生物胺含量以外标法进行定量, 按照公式(1)计算:  

s

=


 


A V
ω ρ f

A m
         (1) 

其中, ω为样品中生物胺含量(mg/kg); ρ为标液中生物胺浓

度(mg/L); A 为样液中被测物峰面积; As 为标液中被测物峰

面积; V 为提取液体积(mL); m 为样品质量(g); f 为样液定容

时产生的稀释倍数(f=0.91)。 

1.4  数据处理 

本文中谱图均由 SCIEX OS 软件生成, 通过 Windows

画图软件进行图内标注; 应用 IBM SPSS Statistics 20 软件

进行数据的成对 t 检验分析。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件的优化 

2.1.1  色谱柱的选择 

因 9 种生物胺的结构类型和化学性质各异, 需要对色谱

柱进行优化选择, 以确保各化合物既有良好的色谱行为和峰

形表现, 又有较好分离效果。因此, 本研究选择Waters的BEH 

C18、Waters HSS T3 及 Phenomenex 的 Kinetex HILIC 这 3 款

超高效液相色谱常用的色谱柱进行对比, HILIC 柱上章鱼胺响

应较差, 且亚精胺色谱峰前拖尾严重; BEH C18柱对 9 种生物

胺的响应较好, 但保留时间靠前的精胺、亚精胺、腐胺、组

胺和尸胺 5 个化合物的分离度较差, 需要将分析时间延长至

9 min; 而具有低键合相密度、采用全多孔二氧化硅填料的 HSS 

T3 柱对 9 种生物胺均有较好的色谱保留, 且能够在 6.5 min 的

分析时间内确保良好的分离效果(图 1)。因此本研究最终选择

Waters HSS T3 色谱柱作为本研究的分离色谱柱。 

2.1.2  流动相酸度的选择 

基于生物胺化合物的理化性质, 结合文献资料[30‒32], 
 

 
 

注: 流动相为 0.5%甲酸水和 0.1%甲酸乙腈, 离子源喷雾电压 

5500 V 条件下, 质量浓度为 10 g/L。 

图 1  9 种生物胺提取离子流图 

Fig.1  Extracted ion chromatogram of 9 kinds of BAs 

 

本研究以水-乙腈体系为液相流动体系。结果显示, 组胺、

酪胺、苯乙胺等色谱行为良好, 但精胺和亚精胺的色谱行

为受流动相酸度影响较大(图 2)。考虑到质谱正离子扫描模

式下, 甲酸可以使用化合物形成[M+H]+峰, 有助于促进离

子化, 提高分析灵敏度, 因此本研究比较了 0、0.1%和 0.5% 

3 个不同浓度甲酸溶液流动相体系对化合物灵敏度的影

响。结果发现, 使用 0.5%甲酸溶液作为流动相时, 9 种生物

胺的灵敏度较使用纯水或 0.1%甲酸溶液分别提高 3~10 倍

和 2~5 倍。同时, 搭配 0.1%甲酸乙腈构成流动相体系后, 9

种生物胺的响应值均能满足方法定量限的要求(图 1), 最

终确定 0.5%甲酸水‒0.1%甲酸乙腈为本研究的流动相体

系。同时, 样品前处理过程需保证上机样液具有一定酸度。 

2.2  质谱条件的选择 

本研究采集模式为 MRM 模式, 通过全扫描模式确定

9 种生物胺的保留时间及高强度的一级离子, 选择高强度

一级离子作为母离子, 分别对其进行不同碰撞能量的碎裂, 

通过主要离子碎片的相对离子丰度确定最佳碰撞能量。各

组分保留时间及 MRM 条件见表 4。同时, 为了获得最佳的

灵敏度, 本研究对离子源参数部分进行了详细优化, 在不

同离子源喷雾电压下(表 5), 9 种生物胺的灵敏度呈现显著

差异(成对 t 检验, P3500 V vs 4500 V=0.02, P4500 V vs 5500 V=0.01, 

P5500 V vs 6500 V=0.68), 随着电压由 3500 V 提高至 5500 V, 目

标物的灵敏度也呈现增加趋势, 当电压设定为 5500 V 时, 

所有化合物的灵敏度均较佳(图 1)。 

2.3  方法学验证 

在 1.0~100.0 μg/L 质量浓度范围内, 9 种生物胺的相关

系数(r2)在 0.9959~0.9998 之间, 具有良好的线性, 线性方

程见表 6。由于难以获得不含生物胺的空白基质样品来进

行基质添加试验, 参照文献方法[17], 以校准曲线最低点

计算 3 倍和 10 倍信噪比所对应的生物胺浓度, 结合样品

前处理过程 , 确定 9 种生物胺的方法检出限(limits of 

detection, LODs)和定量限(limits of quantitation, LOQs)。

由于各个化合物的响应存在差异, 为便于方法使用, 将 9

种生物胺化合物的 LODs 和 LOQs 统一为响应最低的腐

胺对应的浓度, 分别为 0.02 和 0.05 mg/kg, 定量限含量

水平空白试剂添加样品按本方法前处理后, 样品溶液的

色谱图见图 3, 远低于 GB 5009.208—2016 方法中的

LOD (20 mg/kg)和 LOQ (50 mg/kg)要求。已报道的液相色

谱-串联质谱法和离子色谱-串联质谱法虽然已实现生物胺

的非衍生化分析, 但待测物中未包含章鱼胺, 并且针对其他

本研究中涉及的生物胺化合物, 其方法 LODs 和 LOQs 分别

在 0.02~1.64 mg/kg和 0.065~5.47 mg/kg之间[17‒18,22,24], 本方

法较之具有更高的灵敏度。此外, 已报道的非衍生化分析

方法的分析时长在 18~40 min 之间[17‒18,22,24], 而本方法仅

为 6.5 min, 可成倍降低分析时间、提高检测效率。 
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图 2  精胺和亚精胺不同甲酸比例色谱图 

Fig.2  Chromatograms of spermine and spermidine under different formic acid proportions 

 
表 5  不同电压下 9 种 BAs 的信号强度(5 g/L) 

Table 5  Intensities of 9 kinds of BAs under different  
voltages (5 g/L) 

化合物 
离子源喷雾电压/V 

3500 4500 5500 6500 

组胺 91700 101000 125000 115000 

尸胺 23200 35900 41100 39700 

精胺 246000 279000 322000 342000 

亚精胺 27600 35400 36800 31000 

苯乙胺 294000 364000 429000 406000 

酪胺 198000 219000 261000 242000 

色胺 156000 223000 244000 268000 

章鱼胺 32100 33300 38200 37700 

腐胺 50000 56100 67000 62600 

 
以冰鲜带鱼为样品基质, 开展低、中、高 3 个浓度水

平的 6 平行样品添加回收实验。9 种生物胺化合物的回收

率范围在 75.1%~105.6% 之间 , 相对标准偏差 (relative 

standard deviations, RSDs)在 1.2%~3.6%之间, 详见表 7。表

明本方法正确度和精密度满足鱼肉中生物胺的测定要求。 

2.4  实际样品验证 

采用本研究建立方法对鲤鱼、黄鱼、鱿鱼、对虾和扇

贝 5 种北方常见水产品中生物胺的种类和含量进行测定,  

表 6  9 种 BAs 线性方程 
Table 6  Linear equations of 9 kinds of BAs 

化合物 线性方程 

组胺 Y=8417.77851X+2141.41860 

尸胺 Y=21769.01645X+3155.39767 

精胺 Y=13040.25735X‒5.85267e4 

亚精胺 Y=13158.85980X‒3.03148e4 

苯乙胺 Y=23190.65635X+3903.59181 

酪胺 Y=10416.72902X‒607.56970 

色胺 Y=9242.40016X+1471.77261 

章鱼胺 Y=3980.61655X+1413.98170 

腐胺 Y=3.76842e4X+6.07451e4 

 
结果见表 8。水产品中生物胺含量在 ND~19.78 mg/kg 之间, 

且不同水产品中生物胺含量存在较大差异。虽然本方法仅

基于鱼肉基质, 但是实际样品测定结果表明, 本方法也可

扩展至虾、贝等其余种类水产品中。由于鱼、虾、贝等水

产品基质差异较大, 在扩展方法至虾、贝等其他类水产品

时, 需要对该类样品进行必要的正确度和精密度验证。值

得注意的是, GB 5009.208—2016 方法的检出限和定量限

仅为 20和 50 mg/kg, 难以表征上述水产品中生物胺的明确

含量。因此, 本方法适用于水产品中组胺等 9 种生物胺的

精准定性定量分析, 可为准确评价生物胺的膳食风险提供

技术支撑。 
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图 3  试剂空白中 9 种 BAs 色谱图(5 g/L) 

Fig.3  Chromatograms of 9 kinds of BAs in reagent blank solution (5 g/L) 
 

表 7  9 种 BAs 添加回收率和 RSDs(n=6) 
Table 7  Recoveries and RSDs of 9 kinds of BAs (n=6) 

化合物 本底/(mg/kg) 
添加浓度/(mg/kg) 

回收率/%(RSDs/%) 
低 中 高 

组胺 1.67 1.5 3 15 75.1(1.5) 87.4(1.7) 82.8(1.2) 

尸胺 3.75 4.0 8 40 76.2(2.1) 77.9(1.3) 89.7(2.3) 

精胺 0.32 0.5 1 5 103.7(1.8) 82.4(1.2) 97.4(2.7) 

亚精胺 3.34 3.5 7 35 98.3(2.3) 86.2(2.2) 81.7(1.8) 

苯乙胺 5.12 5.0 10 50 87.0(1.4) 95.6(2.2) 86.2(1.5) 

酪胺 4.25 4.0 8 40 89.6(2.2) 85.3(1.8) 105.6(1.6) 

色胺 2.34 2.5 5 25 83.1(2.4) 95.6(3.0) 85.4(2.8) 

章鱼胺 0.15 0.2 0.4 2 79.7(2.2) 89.5(1.8) 83.2(1.9) 

腐胺 0.43 0.5 1 5 102.8(3.6) 94.5(3.1) 81.4(2.6) 

 
表 8  不同样品中 9 种 BAs 的含量(mg/kg) 

Table 8  Content of 9 kinds of BAs in different aquatic products (mg/kg) 

样品 组胺 尸胺 精胺 亚精胺 苯乙胺 酪胺 色胺 章鱼胺 腐胺 总含量 

鲤鱼  4.59 ND  0.35 2.59 3.33 ND ND 0.09 ND 10.95 

黄鱼 15.42 3.25  1.12 3.20 2.98 5.46 0.48 0.27 0.56 32.74 

鱿鱼 19.78 2.55 12.51 8.24 3.52 4.13 8.31 0.39 0.49 59.92 

对虾  2.15 ND ND 0.97 2.10 0.08 0.11 ND ND  5.41 

扇贝  8.89 1.99  3.57 1.06 1.54 1.16 2.32 ND 0.71 21.24 

注: ND 为样品检测结果低于检出限。 
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3  结  论 

本研究建立了基于 QuEChERS 样品处理方法的水产

品中 9 种 BAs 的 UPLC-MS/MS 非衍生化快速检测方法。

该方法线性关系良好, 准确度和精密度高, 较传统衍生化

及已报道的非衍生化方法在操作步骤、分析时间和灵敏度

等方面具有明显优势, 样品前处理时间由衍生化方法的约

3 h 缩短为约 15 min, 分析时间仅为 6.5 min, 检测效率极

大提高, 为快速、准确、高效测定水产品中生物胺化合物

提供了新的技术手段。 
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