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低盐即食虾皮氨含量的高效液相色谱分析方法
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［摘要］ 建立低盐即食虾皮中氨含量的高效液相色谱 （ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＰＬＣ）
分析方法。 样品粉碎经三氯乙酸提取后， 用丹磺酰氯衍生并用甲苯净化提取， 然后采用乙腈和水梯度洗脱，
２５４ ｎｍ 紫外检测。 结果表明， 内标法的线性范围是 ０􀆰 ０００ ５ ～ ０􀆰 ２ ｇ ／ Ｌ， 回收率为 ８４％ ～ １０５％ ， 检测限约为

０􀆰 ７ ｍｇ ／ Ｌ。 本方法的稳定性和精密度良好， 并且可同时分析其他生物胺物质。
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０　 引言
虾皮是以中国毛虾 （Ａｅｃｔｅｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ） 或日本毛虾 （Ａｃｅｔｅｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ） 为原料经干制加工而成的中国

传统特色水产加工制品。 虾皮富含钙， 是深受消费者喜爱的补钙营养佳品［１］ 。 传统虾皮加工通常是

采用高浓度盐水将毛虾蒸煮晒干或烘干而成， 这种产品盐分含量高、 水分含量低， 失去了原有的鲜美

滋味和营养价值。 此外， 膳食中盐食用过多易导致高血压及患心脏病、 肾病及中风的风险增加［２］ 。
近年来， 不添加或少量添加食盐的含水量较高的自动化生产线加工的熟半干低盐即食虾皮 （含水量

可高于 ３５％ ）， 因其鲜度足、 口感好而日益受到消费者的青睐。 但是， 该类虾皮在冷藏或室温贮藏过

程中随着时间的延长易产生显著氨异味， 降低了产品的感官品质和商业价值［３ － ４］ 。 虾皮贮藏过程中产

生的氨物质， 不仅严重影响产品风味， 还对人体健康产生不利影响。
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挥发性盐基氮法是一种常用的分析水产品挥发性胺类物质的方法， 但是该方法不能对氨单独

定量。 气相色谱法如果采用火焰离子化检测器， 则无法分析非含碳物质； 采用质谱作为检测器则

因氨分子质量小、 极易挥发而导致分析困难。 电介质阻挡放电离子化检测器结合气相色谱仪器可

以实现对氨的分析检测， 但是该检测器较为少见［５］ 。 此外， 毛细管电泳法也可用来分析海产品中

氨的含量， 但是不如高效液相色谱仪器那么普及。 国内外有大量研究报道用丹磺酰氯或苯甲酰氯

衍生法分析鱼体内生物胺含量［６ － ７］ ， 但是采用此方法分析氨的研究较为少见［８ － ９］ ， 目前尚没有应用

此方法在虾皮中分析氨的报道。 虾皮中氨物质含量可对产品感官品质有重要影响， 因此， 探究一

种可以分析氨含量的方法很有必要。 本研究旨在研究一种可以分析虾皮中氨含量的高效液相色谱

方法， 该方法建立在生物胺分析方法的基础上， 利用丹磺酰氯柱前衍生然后用 ＨＰＬＣ 分析。 而且，
此方法可以同时分析生物胺类物质。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 仪器与试剂

ＬＸＪ⁃ＩＩＢ 型离心机， 上海安亭科学仪器厂； ＡＲ１５３０ 型电子天平， 梅特勒⁃托利多仪器 （上海） 有

限公司； 恒温水浴锅， 上海精宏实验设备有限公司； 液相色谱仪， 美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司； ＫＱ⁃５００ 型数控

超声波清洗器， 昆山市超声仪器公司； 粉碎机， 德国 ＩＫＡ 集团。
氯化胺、 二甲胺、 色胺、 苯乙胺、 腐胺、 尸胺、 组胺、 酪胺、 亚精胺、 精胺及 １，７ － 二氨基庚烷

（纯度 ＞ ９８％ ） 均购自上海麦克林生化科技有限公司。 甲苯、 三氯乙酸、 碳酸钠等购自国药集团化学

试剂有限公司。 色谱纯乙腈购自默克公司。 实验用水为超纯水， 由 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ Ｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ 制备。 低盐虾

皮购自集美农贸市场。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样品前处理

虾皮经粉碎机粉碎后， 取 ２ ｇ 样品置于离心管内， 然后加入 ０􀆰 ５ ｍＬ ５ ｇ ／ Ｌ 内标物质 １， ７ － 二氨基

庚烷及 １５ ｍＬ 冰的质量分数为 ５％ 三氯乙酸溶液， 混合后振荡并超声 ５ ｍｉｎ， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。
取上清液放置于 ２５ ｍＬ 容量瓶中， 剩余滤渣加入 ８ ｍＬ 冰的质量分数为 ５％ 三氯乙酸溶液， 再次振荡

超生离心后， 将上清液移入之前的 ２５ ｍＬ 容量瓶中， 并用质量分数为 ５％ 三氯乙酸溶液定容。 取

１ ｍＬ该溶液置于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 再取 １００ μＬ 进行衍生化处理。
１􀆰 ２􀆰 ２　 样品衍生化

表 １　 样品 ＨＰＬＣ 梯度洗脱程序

Ｔａｂ． １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ ＨＰＬＣ ｓａｍｐｌｅｓ
ｔ ／ ｍｉｎ Φ（水 Ｗａｔｅｒ） ／ ％ Φ（乙腈 Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ） ／ ％

０ ４５ ５５

３ ３６ ６４

５ ３２ ６８

９ ２４ ７６

１１ １５ ８５

１３ １３ ８７

１５ ０ １００

１７ ４５ ５５

２５ ４５ ５５

将上述处理的衍生试样与 ２００ μＬ 饱

和 Ｎａ２ ＣＯ３溶液和４００ μＬ 的１０ ｇ ／ Ｌ 丹磺酰

氯 （丙酮配制） 混合以进行衍生化。 使

用振荡器将整个混合物混合均匀， 在

６０ ℃ 水浴锅内保温 ５ ｍｉｎ。 最后加入

１００ μＬ Ｌ⁃脯氨酸溶液终止反应， 室温避

光存放１５ ｍｉｎ。 加入 ５００ μＬ 甲苯振荡，
取 ３００ μＬ 上层有机溶液， 氮气吹干后加

入１ ｍＬ 乙腈， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜后进行

ＨＰＬＣ 分析。 ＨＰＬＣ 色谱分析条件： 色谱

柱 为 Ａｌｌｔｉｍａ Ｃ１８ （ ２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍ，
５ μｍ） ； 柱温为 ３５ ℃； 流速为１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
进样量为 ２０ μＬ； 检测波长为２５４ ｎｍ。
流动相及梯度洗脱程序见表 １。

·４３１·
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１􀆰 ２􀆰 ３　 标准曲线绘制

将 ０􀆰 １ ｍＬ ０􀆰 ０００ ５ ～ ０􀆰 ２ ｇ ／ Ｌ 的系列浓度的氨溶液按照 １􀆰 ２􀆰 ２ 步骤进行衍生化处理后上机分析，
以峰面积为纵坐标， 以氨浓度为横坐标绘制外标标准曲线。 含 ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ 内标 １，７ － 二氨基庚烷的氨系

列标准溶液也按同样方法衍生化并上机分析， 以氨与内标的峰面积之比为纵坐标， 以氨浓度为横坐标

绘制内标标准曲线。
１􀆰 ２􀆰 ４　 精密度及稳定性实验

将标品溶液 ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ 衍生化后连续进样测定精密度， 同一样品在 ３ ｄ 进行相同方法分析， 计算比

较分析结果。
１􀆰 ２􀆰 ５　 加标回收率实验

在样品中按低、 中、 高 ３ 个添加量进行加标回收率实验， 分别平行测定 ３ 次， 在扣除本底虾皮氨

含量后， 按外标法和内标法分别计算回收率。

２　 实验结果与分析
２􀆰 １　 样品前处理及衍生化方法的确定

在水产样品生物胺分析过程中， 三氯乙酸或高氯酸是最常用的去除蛋白质并提取胺类物质的溶

剂。 研究表明［１０］ ， 三氯乙酸的净化效果要优于高氯酸， 且高氯酸为危险化学品管控试剂。 因此， 本

实验采用三氯乙酸作为样品前处理的试剂。
氨或生物胺因为没有特征的光谱吸收基团， 因此需要衍生化处理， 衍生化试剂一般为丹磺酰氯或

苯甲酰氯。 但有研究报道［１１］ ， 苯甲酰氯衍生化过程中可能形成杂质峰而干扰分析， 因此， 本实验选

用较为常用的丹磺酰氯作为柱前衍生剂。
文献中关于丹磺酰氯衍生化的温度 （２５ ～ ６０ ℃ ） 和时间 （５ ～ ６０ ｍｉｎ） 都有差异［１２ － １３］ 。 本实验

采用 ６０ ℃对加热 ５， １５， ３０ ｍｉｎ 的样品溶液峰面积进行比较， 发现峰面积没有随时间延长而增加，
说明 ５ ｍｉｎ 加热时间已经达到较优的衍生化效果。 因此， 采用 ５ ｍｉｎ 作为加热时间 （见图 １）。 目前生

物胺分析方法较多， 很多提取衍生步骤繁琐而且不统一， 这可能与样品种类、 分析目的等有关。 本实

验采用的衍生化方法较为简便， 洗脱溶剂不含盐类物质， 分析结果表明， 本方法可以使 １０ 种胺类物

质实现良好分离， 峰形较好， 无拖尾现象 （见图 ２）。
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２􀆰 ２　 标准曲线、 精密度及稳定性实验

外标标准曲线和内标标准曲线在一个相对较宽的范围内都有很好的线性关系， Ｒ２值均大于 ０􀆰 ９９
（见表 ２）。 内标法分析图谱见图 ３。 按照 ３ 倍信噪比计算， 样品的检测限约为 ０􀆰 ７ ｍｇ ／ Ｌ。 通过外标法

和内标法计算得到的样品值均相对稳定， 但是外标法得到的含量明显偏低。 衍生后溶液连续进样后的

峰面积相差不大， 相对标准偏差为 ０􀆰 ７９％ ， 说明仪器系统分析稳定可靠。 衍生化的标液贮藏在 ４ ℃ 、
４８ ｈ 内峰面积变化不大， 相对标准偏差为 ０􀆰 ４５％ 。 对同一冷冻样品在 ３ ｄ 分别按内标法处理分析， 样

品氨含量基本保持稳定 （见图 ４）。

表 ２　 低盐即食虾皮中氨加标回收率不同定量方法的比较（ｎ ＝ ３）
Ｔａｂ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｔｅｓｔｓ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｄｒｉｅｄ ｓｈｒｉｍｐ

ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ（ｎ ＝ ３）

定量方法
Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

ρ（氨 Ａｍｍｏｎｉａ） ／ （ｍｇ·ｇ － １ ）
添加量

Ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ
测定值

Ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅ

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 回归方程

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２

内标法
Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ

ｍｅｔｈｏｄ

０． ５ ０． ４２ ８４ １０． ７５
１． ０ ０． ９４ ９４ ９． １０
２． ０ ２． １０ １０５ ８． １９

ｙ ＝ ７２． １０８ ｘ － ０． ０５８ ９ ０． ９９８ ９

外标法
Ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ

ｍｅｔｈｏｄ

０． ５ ０． ２９ ５８ １５． ３１
１． ０ ０． ７０ ７０ ９． ７９
２． ０ １． ５６ ７８ ５． ４１

ｙ ＝ ７ × １０７ ｘ － ２２４ ６６４ ０． ９９８ ８
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图 3 氨及内标 1,7-二氨基庚烷的 HPLC 分析色谱图

Fig.3 HPLC chromatography of ammonia and
internal standard 1,7-diaminoheptane

图 4 内标法分析的低盐虾皮氨含量（n=3）
Fig.4 Ammonia content in low salt dried shrimp

by internal standard analysis method（n=3）
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２􀆰 ３　 回收率实验

外标法计算得到的回收率在 ５５％ ～ ７１％ ， 远低于内标法计算得到的回收率 （见表 ２）。 内标法可

以部分消除提取衍生等步骤过程中的分析目标物的损失， 因此， 本实验氨的分析宜采用内标法。

３　 结论
本实验应用丹磺酰氯柱前衍生法来分析低盐虾皮氨物质含量， 并分析了其可行性。 结果表明， 氨

标准液在 ０􀆰 ０００ ５ ～ ０􀆰 ２ ｇ ／ Ｌ 质量浓度范围内具有良好的线性关系， 精密度和稳定性良好， 内标法定量

分析较外标法有更高的回收率。 该方法亦可同时分析样品中可能存在的生物胺如组胺、 腐胺等。
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