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高效液相色谱法测定大豆发酵制品中的生物胺 

王  充*, 易少凌 

(广东食品药品职业学院, 广州  510520) 

摘  要: 目的  从生物胺角度初步探讨大豆发酵制品的食用安全性, 为确定大豆发酵制品的推荐安全摄入水

平提供初步参考。方法  采用柱前衍生高效液相色谱法检测大豆发酵制品中生物胺的含量, 以 0.4 mol/L高氯

酸为提取液, 以丹酰氯为衍生试剂, 紫外检测波长 254 nm。结果  样品组分分离及测定结果重现性较好, 豆豉、

豆酱、酱油 3种大豆发酵制品均有部分品牌组胺含量超过危害作用水平(即 500 mg/kg), 8个样品中有 7种超过

100 mg/kg, 同类不同品牌大豆发酵制品间组胺含量没有明显差别; 色胺均未检出; 除组胺外, 3种大豆发酵制

品中尚可能存在 2-苯乙胺、腐胺及尸胺。结论  大豆发酵制品的色胺未检出, 组胺含量较高, 大量食用可能影

响人体健康。 
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Determination of biogenic amines in fermented product from soya beans by 
high performance liquid chromatography 

WANG Chong*, YI Shao-Ling 

(Guangdong Food and Drug Vocational College, Guangzhou 510520, China) 

ABSTRACT: Objective  To assess the security of fermented product from soya beans, and give a reference 

for their reference intakes. Methods  To determine biogenic amines in lobster sauce, soy sauce and soybean 

paste by high performance liquid chromatography (HPLC), the biogenic amines were extracted with 0.4 mol/L 

perchloric acid solution, the pre-column derivatising agent was dansyl chloride, the mobile phase was 

acetonitrile and water (V:V=60:40), and the flow rate was 1.0 mL /min. UV detector was used to determine the 

biogenic amines, and the wavelength was 254 nm. Results  Histamine was found in every kind of the 

fermented product with soya beans, and the concentration was higher than 500 mg/kg, which was the level in 

food that would cause harm to human body made by the Food and Drug Administration (FDA) in America. The 

average concentration of histamine in the fermented product with soya beans determined was 469.19 mg/kg, 

and different kinds of fermented products with soya beans had almost the same concentration of histamine. 

While no tryptamine was found in these samples, there were 2-phenylethylamine, putrescine and cadaverine in 

these fermented product from soya beans probably besides histamine. Conclusion  There is a high 

concentration of histamine in the fermented product from soya beans, and it will probably cause harm to human 

body for a lot of  intakes. 
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1  引  言 

豆豉、豆酱、酱油是我国常见的发酵豆制品, 含

有多种营养成分, 市场广阔, 食用人群众多。然而, 

近几年关于生物胺方面的研究表明, 在发酵制品中

容易产生生物胺, 存在潜在的食品安全隐患, 比如, 

纳豆在发酵过程中可产生亚精胺、精胺、腐胺和酪胺
[1]。豆豉、豆酱、酱油等和纳豆同为大豆的发酵制品, 

其在发酵过程也会产生类似的生物胺[2-4]。 

生物胺对人体有较强的毒性作用 [5], 是一类主

要由氨基酸脱羧或醛和酮, 氨基化形成的低分子量

含氮化合物, 而食品中生物胺主要是由氨基酸经乳

酸菌脱羧形成, 而且高浓度的生物胺往往出现在发

酵食品中, 因为发酵食品更容易污染具有高活性氨

基酸脱羧酶的微生物[6]。 

高浓度的生物胺不仅会严重影响食品风味甚至

改变其成分, 还对人体有着严重的毒害作用, 引起食

品安全问题, 其中组胺对人类健康的影响最大。口服

8~40 mg组胺产生轻微中毒症状, 超过 40 mg产生中

等中毒症状, 超过 100 mg产生严重中毒症状[7]。欧盟

食品中组胺最大允许水平为 100 mg/kg。美国食品药

品管理局(Food and Drug Administration, FDA)通过对

爆发组胺中毒的大量数据进行研究, 确定组胺的危

害作用水平为 500 mg/kg(食品)[8]。 

国内外文献报导的生物胺的检测方法主要有高

效 液 相 色 谱 法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)、毛细管电泳、生物传感器、

薄层色谱[9], 其中以高效液相色谱法使用较多, 常见

的有: 丹酰氯(dansyl chloride)柱前衍生高效液相色

谱法、苯甲酰氯(benzoyl chloride)柱前衍生高效液相

色谱法、邻苯二醛(o-phthaIaIdehyde)柱后衍生高效液

相色谱法、荧光胺(fluorescamine)柱后衍生高效液相

色谱法[10]。 

高效液相色谱法中又以丹酰氯柱前衍生高效液

相色谱法使用最多, 其特点是简便、快速、灵敏、稳

定, 能同时处理大量样品, 用紫外检测器进行检测, 

可靠性、成熟性、可操作性较强[11]。欧盟食品微生

物法规(EC) No 2073/2005中生物胺含量亦采用此法。 

目前, 国内对大豆发酵制品卫生指标的研究多

限于感官指标、理化指标、微生物指标, 生物胺含量

测定的研究较少, 也没有相关的生物胺卫生标准, 因

此测定大豆发酵制品中生物胺的含量具有重要的食

品卫生学意义。本研究的目的在于, 测定并比较豆

酱、大豆发酵酱油、豆豉中生物胺的含量, 与国家相

关卫生标准 [12,13]进行比较, 从生物胺角度初步探讨

大豆发酵制品的食用安全性, 为制定大豆发酵制品

的推荐安全摄入水平提供初步参考依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与设备 

液相色谱仪(BIO-RAD, Biologic Duo Flow, 美国

伯 乐 公 司 ); 紫 外 检 测 器 (BIO-RAD, MODEL 

1706UVIVIS MONITOR, 美国伯乐公司 ); 移液枪

(20~200 μL、100~1000 μL); 2 mL ED管; 微孔滤膜(孔

径 0.45 μm)。 

2.2  材料与试剂 

2.2.1  标准品 

组胺 (由广东省疾病预防控制中心提供 , 纯

度>99.9%); 色胺(国药集团化学试剂有限公司生产, 

纯度>99.9%)。 

2.2.2  试  剂 

甲醇、乙腈、丙酮、NaHCO3均为分析纯, 购自

广州化学试剂厂; 高纯水、浓氨水 25%~28%购自广

州化学试剂厂; 丹酰氯(广东省疾病预防控制中心提

供, 纯度>99.9%)。 

2.2.3  实验材料 

广州市超市中购买具有相近生产日期、不同品牌

的大豆发酵酱油、豆酱各三种, 每种一瓶, 包装及散

装豆豉各一种。 

2.2.4  溶液配制 

丹酰氯溶液(10 mg/mL):  称取 0.25 g丹酰氯用

丙酮溶解, 定容到 25 mL。 

高氯酸溶液(0.4 mol/L) : 量取 24 mL高氯酸加

高纯水定容到 1 L。 

NaOH溶液(2 mol/L): 称取 4 g NaOH加高纯水

定容到 50 mL。 

饱和NaHCO3: 于 50 mL水加入NaHCO3至不再

溶解。 

标准储备液: 准确称取 10.000 mg 组胺和色胺, 

混合加入 10 mL 容量瓶, 用 0.4 mol/L 高氯酸定容, 

配成 1.0 mg/mL溶液作为混标; 称取 10.000 mg组胺

和色胺, 分别加入 10 mL容量瓶, 用 0.4 mol/L高氯

酸定容, 配成 1.0 mg/mL溶液作为单标。 
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标准应用液: 将混标储备液稀释成 10、20、50、

100、200 μg/mL, 将单标储备液稀释成 50、100 μg/mL。 

标准系: 分别取 250 μL 0. 4 mol/L高氯酸及各浓

度标准应用液按样品方法进行衍生、过滤, 得到空白

标准、10、20、50、100、200 μg/mL 的混合标准系

及 50、100 μg/mL的色胺、组胺单一标准, 每个标准

样本设一个平行样。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品处理 

每个样品通过均质、提取、衍生、过滤等处理, 每

样品各准备 2个平行样品。具体处理过程如下:  

均质: 豆豉和豆酱分别取出适量, 于研钵中捣

碎、混匀; 酱油振摇。 

提取: 准确称取 2.0 g样品(酱油 2.0 mL)加入 15 

mL离心管中, 加入 10 mL 0.4 mol/L 高氯酸, 并用均

质机捣碎、混匀; 放入离心机, 在 3 000 r /min的条件

下离心 10 min; 取出上层清液, 再次加入 10 mL 0.4 

mol/L高氯酸, 充分混匀, 在 3 000 r/min的条件下离

心 10 min; 取出上层清液, 合并两次清液, 用化学滤

纸过滤于 25 mL容量瓶, 用 0.4 mol/L的高氯酸定容

到 25 mL。 

衍生: 取出 250 μL上述提取液, 加入 2 mL ED

管中, 加入 25 μL 2 mol/L的氢氧化钠调节 pH值, 加

入 75 μL饱和碳酸氢钠溶液和 500 μL的 10 mg/mL丹

酰氯, 摇匀, 于 40 ℃水浴下避光反应 45 min; 反应

毕, 取出加入 25 μL 25%的浓氨水, 静置 30 min; 加

入 375 μL乙腈, 振荡混匀。 

过滤: 将衍生后溶液用微孔滤膜过滤至 2 mL 

ED管, 待测。 

2.3.2  测定条件 

采用 C18反相色谱柱(Hypersil公司, 250 mm×4.6 

mm, 5 μm), 柱温为室温 , 流动相为水和乙腈

(V:V=40:60), 进样量 20 μL, 采样时间 30 min, 紫外

检测波长为 254 nm。 

3  结果与讨论 

3.1  保留时间的确定 

通过标准样品的测定确定了色胺的平均保留时

间为 11.58 min, 组胺的平均保留时间为 21.51 min, 色

胺与组胺的色谱峰无重叠, 分离效果好, 如图 1所示。 

3.2  标准系列测定结果 

设生物胺峰面积为 s, 对应的衍生前溶液中生物

胺浓度为 c, 由色胺及组胺峰面积对浓度作线性曲线

并线性回归分析, 得到回归曲线(图 2)及回归方程。 

色胺的回归方程为: s=10207.29c-13147.30;  

组胺的回归方程为: s=8944.04c-39530.79。 

标准系列测定结果显示, 平行样测定结果与均

值的偏差较小, 平行样的重现性较好。回归曲线图中

各点偏离回归曲线的幅度很小, 回归分析结果显示

相关系数 R均大于 0.99, 回归模型方差分析结果 P均
小于 0.001, 可以认为峰面积和生物胺浓度间的线性

相关性很好, 回归模型能够很好地描述峰面积与生

物胺浓度间的关系, 衍生方法及测定结果可靠。 

 

图 1  混合标准色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of mixed standard 
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3.3  样品测定结果 

豆豉、酱油、豆酱样品测定各组分之间分离效果

较好, 无重叠峰。平行样间亦有很好的重现性。结果

表明, 样品中色胺均未检出, 组胺均可检出。三种大

豆发酵制品的色谱图如图 3~图 5所示。 

设样品未处理前组胺含量为 C(豆豉和豆酱的单

位为 mg/kg, 酱油为 mg/L), 测定峰面积为 s, 由回归

模型及样品处理过程推算出样品组胺含量计算公式

为: C=(0.00011179×s+4.433)×25/2, 将峰面积代入公

式计算得到样品中组胺含量, 详细结果见表 1。 

 

图 2  色胺及组胺峰面积对浓度线性回归曲线图 

Fig. 2  Calibration curve of histamine and tryptamine 

 

图 3  豆豉样品(豆豉 2)生物胺测定色谱图 

Fig. 3  Chromatogram of biogenic amines in lobster sauce (lobster sauce 2) 

 

图 4  酱油样品(酱油 1)生物胺测定色谱图 

Fig. 4  Chromatogram of biogenic amines in soy sauce (soy sauce 1) 
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图 5  豆酱样品(豆酱 3)生物胺测定色谱图 

Fig. 5  Chromatogram of biogenic amines in soybean paste (soybean paste 3) 

表 1  样品组胺测定结果 
Table 1  Results of histamine in sample groups 

样品 峰面积 组胺浓度(mg/kg) 平均值±标准差(mg/kg) 

豆豉 1 405384 621.87 

464.28±222.85 
豆豉 2 179833.9 306.70 

酱油 1 479979.6 726.10 

461.78±320.79(mg/L) 酱油 2 35396.55 104.88 

酱油 3 357072.1 554.36 

豆酱 1 271749.7 435.14 

481.50±506.28 豆酱 2 未检出 未检出 

豆酱 3 682702.3 1009.37 

 
 

由表 1 可见 , 在 3 类共 8 种大豆发酵制品中

有 4 种组胺浓度超过 500 mg/kg, 占所有种类的

一半 , 有 7 种超过 100 mg/kg, 占 87.5%。豆豉中组

胺平均浓度为 464.28 mg/kg, 酱油为 461.78 mg/L, 

豆酱为 481.50 mg/kg, 总平均浓度为 469.19 mg/kg, 

3 类大豆发酵制品组胺浓度平均值没有明显区别 , 

标准差 10.74。可能由于影响生物胺生成的因素众

多 , 大豆发酵制品即使是同一种类不同品牌间 , 

制作工艺亦各不相同 , 由于多种影响因素的结果 , 

使 3 类大豆发酵制品间组胺含量没有显示出明显

差别。  

同类不同品牌大豆发酵制品间, 组胺含量则相

差较大。由于一般盒装豆豉的制作工艺要求可能比散

装豆豉高, 在生产过程过受到可产生组氨酸代谢酶

的细菌相对较少, 散装豆豉(豆豉 1)的组胺含量是盒

装豆豉(豆豉 2)含量的 2 倍。豆酱 2 未检出组胺, 而

豆酱 3中组胺含量则高达 1009 mg/kg, 为所测全部大

豆发酵制品中含量最高者。 

除组胺外, 在豆豉、酱油、豆酱中均发现其他的

吸收峰。图 6所示为酱油的生物胺色谱图。 

这几个吸收峰可能为除色胺及组胺外其他类型

的生物胺。参照刘辰麒等[8]报道的 10 个生物胺标准

品色谱图, 在色胺与组胺之间有 3种生物胺, 依次为

2-苯乙胺、腐胺、尸胺; 有关纳豆中生物胺含量的研

究亦显示同为大豆发酵制品的纳豆中存在腐胺。本实

验中的这 3种可能生物胺可能即为 2-苯乙胺、腐胺、

尸胺。此外, 有关纳豆中生物胺含量的研究表明纳豆

在发酵过程中还可产生亚精胺、精胺和酪胺, 但本实

验在延长采样时间的情况下亦未发现在组胺之后出

现其他吸收峰。 
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图 6  酱油 3生物胺色谱图 

Fig. 6  Chromatogram of biogenic amines in soy sauce (soy sauce 3) 

 

4  结  论 

本研究确认了大豆发酵制品中多组分生物胺的

高效液相色谱－柱前衍生紫外检测的测定方法, 并

探索了使色胺和组胺在 30 min内较好分离的检测条

件, 确定色胺的保留时间为 11.58 min、组胺的保留时

间为 21.51 min。 

美国食品药品监督管理局(FDA)通过对组胺中

毒爆发的大量数据的研究, 确定了组胺的危害作用

水平为 500 mg/kg食品[12]。50%的样品中组胺浓度超

过美国食品药品监督管理局确定的危害水平。样品组

胺的总平均浓度为 469.19 mg/kg, 大量食用可能影响

人体健康。同类不同品牌大豆发酵制品组胺含量有明

显区别, 散装豆豉样品的组胺含量高于盒装豆豉样

品的含量。实验中样品均未检出色胺。除组胺外, 三

种大豆发酵制品中尚可能存在 2-苯乙胺、腐胺及尸

胺, 有待进一步研究。 
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