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摘 要：目的 利用偶氮染色-光谱技术，研究并设计可满足牛乳中组胺、酪胺快速检测的方法。方法 样品经盐

酸溶液提取，提取后的组胺、酪胺与偶氮试剂发生染色反应后 10~15 min 内使用光谱法检测。结果 组胺和酪胺的

定量限均为 10 mg/kg，满足当前国内外标准通常规定组胺最低为 50 mg/kg 的限量要求，回收率在 90% 左右，相对标

准偏差在 10% 左右，结果符合食品理化分析的相关要求。结论 研制的检测方法具有快速、稳定、节约成本等特

点，适用于牛乳中组胺、酪胺的快速检测。
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Rapid determination of histamine and tyramine content in milk by azo dye-spectroscopy
CHEN Xueying1，FAN Jingjing1，SONG Shufeng2，GAO Jie2，QIANG Wei1，JIANG Dingguo2，

HE Weiwei2，LIU Qing2，YANG Dajin2，YANG Xin2
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2. China National Center for Food Safety Risk Assessment, Beijing 100021, China）

Abstract：Objective A rapid method for determination of histamine and tyramine in milk was designed and studied by
azo dye-spectroscopy. Methods Histamine and tyramine in samples were extracted by hydrochloric acid solution，and
dyed reaction was acted with azo reagent. Spectral method was used for detection within 10-15 min. External standard
method was used for qualitative and quantitative analysis. Results The limits of quantification of histamine and tyramine
were both 10 mg/kg，which met the minimum limit requirement of 50 mg/kg specified in the current domestic and foreign
standards for histamine. The recovery rate was about 90% and the relative standard deviation was about 10%. The results
met the relevant requirements of food physical and chemical analysis. Conclusion The detection method is fast，
efficient，stable，reliable and cost saving. It is suitable for the rapid detection of histamine and tyramine in milk.
Key words：Milk；histamine；tyramine；azo dye-spectroscopy；rapid detection method

为完成对牛乳中生物胺开展在线检测的研究，

研究并建立适用的快速检测技术，且检测装置要尽

可能小型化、分析过程尽可能简便和快速，以适应

现场检测的需要［1-4］。生物胺（Biogenic amine，BA）是

一类含氨基、具有生物活性的小分子有机化合物的

总称［5］。存在于多种食品尤其是发酵食品中，如奶

酪、葡萄酒、啤酒、水产品及肉类产品等，主要由微

生物氨基酸脱羧酶作用于氨基酸脱羧而生成［6］。

当前国内外针对牛乳无生物胺的相应规定，乳

制品中生物胺的种类及总量可能与生长条件、保存

天数、加工工艺以及与微生物水平密切相关，致使

各类产品差别较大［7］。参考干酪生物胺研究结果，

组胺和酪胺无论从特异性降解成分还是从毒性角

度均为最需关注的乳指示性生物胺［8-10］。

目前，在快速检测方法方面主要是针对水产

品、肉制品中组胺的快速检测试纸条、分子印迹技

术以及表面拉曼光谱［11-17］。为解决牛乳在线快速检

测问题，本文针对性建立可在生产现场使用的牛乳

基质的偶氮染色-光谱法快速检测技术，以期检测方

法简便，检测速度快，适用于企业开展检测。

1 材料与方法

1. 1 主要仪器和试剂

微型紫外-可见分光光度计（安谱公司），分析天

实验技术与方法
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平（0. 001 g，瑞士梅特勒-托利多公司）。

盐酸（质量分数 37%，分析纯，国药试剂），碳酸

钠（色谱纯，CNW），对硝基苯胺（分析纯，阿拉丁），

亚硝酸钠（分析纯，CNW），组胺二盐酸盐（histamine
dihydrochloride，纯度>99. 0%）、酪胺（tyramine，纯度>
98%）标准品（CNW）。

1. 2 标准溶液及试剂的配制

1. 2. 1 组胺标准储备液（5 mg/mL）
准 确 称 取 组 胺 二 盐 酸 盐 标 准 品 8. 372 g 于

1 000 mL 容量瓶中，加水定容至刻度。置于 4 ℃冰

箱保存。有效期 6 个月。

1. 2. 2 酪胺标准储备液（2 mg/mL）
称取酪胺标准品 2. 041 g 于 1 000 mL 容量瓶

中，加水定容至刻度。置于 4 ℃冰箱保存。有效期

6 个月。

1. 2. 3 盐酸溶液（1:11）
将 10 mL 盐酸缓慢加入 110 mL 水中，混匀。

可长期保存。

1. 2. 4 碳酸铵溶液（50 g/L）
称取 5 g 碳酸钠于 100 mL 烧杯中，用适量水完

全溶解后转移至 100 mL 容量瓶中，并定容至刻度。

保存期 6 个月。

1. 2. 5 偶氮试剂

甲液（对硝基苯胺）：称取 0. 5 g 对硝基苯胺，加

5 mL 盐酸溶液溶解后转移至 200 mL 容量瓶中，再

用水定容至刻度。置冰箱中，临用现配。

乙液（亚硝酸钠溶液）：称取 0. 5 g 亚硝酸胺，加

入 100 mL 水溶解，临用现配。

实验前，吸取 5 mL 甲液、40 mL 乙液混合，即为

偶氮试剂，临用现配。

1. 2. 6 标准曲线配制

取 酪 胺 储 备 液（2 mg/mL）50、100、250、375、
500 µL 置于 50 mL 离心管中，组胺标准品储备液

（5 mg/mL）20、40、100、150、200 µL 置于另一组 50 mL
离心管中，各分别加入牛乳阴性样品至 10 mL，混
匀，分别得到酪胺和组胺 10、20、50、75、100 µg/mL
的标准曲线溶液。再加入 20 mL 盐酸溶液（1：11），

在 60 ℃水浴中放置 30 min，其间不时取出混匀。

5 000 r/min 离心 5 min，取上清液过 0. 45 µm 滤膜。

取滤液 1 mL置于 15 mL离心管中，加入 3 mL 50 g/L
碳酸钠溶液，3 mL 偶氮试剂，3 mL 水，在混匀后 10~
15 min 间上机检测。

1. 3 样品前处理

1. 3. 1 参比溶液

取 10 mL 无组胺和酪胺牛乳样品置于 50 mL
离心管中，加入 20 mL 盐酸溶液，混匀后其余步骤

同 1. 2. 6。
1. 3. 2 样品溶液

取 10 mL 待测鲜牛乳样品置于 50 mL 离心管

中，其余步骤同 1. 3. 1。
1. 4 实验条件

采用可适用于现场检测的便携式小型快速紫

外可见光谱仪，选择透射率模式，积分时间 8 ms。
组胺的最大吸收波长（460±30）nm，酪胺的最大吸

收波长（515±5）nm。

2 结果

2. 1 技术条件的选择和方法的建立

目前无专门适用于牛乳检测的前处理方法。

如参照 GB 5009. 208—2016 中丹磺酰氯衍生的方

法，衍生后 10 min 发现不同加标浓度的溶液颜色

由浅 黄 色 均 变 成 棕 红 色 ，且 不 成 线 性 ；如 参 照

GB 5009. 208—2016 中偶氮试剂衍生的方法，则存

在样品轻微浑浊、基质标准曲线线性差、RSD 值偏

大等问题，故目前最常见的这两种方法均不适用于

牛乳样品前处理。

根据检测原理分析，偶氮试剂衍生方法更适合

牛乳中生物胺的显色，但必须建立针对性前处理方

法。为此，以 GB 5009. 208—2016 为基础，分别进

行酸化、提取、去除杂质等优化研究，优化前后前处

理条件对比见表 1，改进后的牛乳样品前处理流程

见图 1。

考虑到以往常用的三氯乙酸存在腐蚀性以及

后续衍生化中使用盐酸的实际特点，故选择盐酸作为

酸化试剂。按照后续确定的前处理步骤，选择 1∶11
盐酸是最适合的，实际检测中在组胺和酪胺添加水

表 1 前处理条件改进对比

Table 1 Comparison of pre-treatment improvement conditions

酸化条件

提取条件

去除蛋白质等

萃取条件

GB 5009.208—2016
20 mL 10%三氯乙酸

浸泡 2~3 h
振荡 2 min，滤纸过滤

正戊醇提取 3次，盐酸萃取

优化后的方法

20 mL 1∶11盐酸

60 ℃水浴，30 min
离心 5 min

—

图 1 操作流程图

Figure 1 Operation flow chart
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平 10 mg/kg 时回收率均可达 95% 左右，盐酸浓度

过低时会影响去除蛋白的效果，但浓度过高时似乎

会导致牛乳分解，存在干扰，致使结果异常高。

以添加水平为 10 mg/kg 进行提取效果比较，浸

泡 2~3 h 的提取效率仅 70% 左右，当 60 ℃水浴放

置 15 min 时提取效率接近 80%，但 60 ℃水浴放置

30 min 的提取效率则在 90% 以上，故选择后者。

在偶氮试剂衍生方法研究中，通过观测组胺、

酪胺在偶氮染色过程中波长与所对应的吸光度随

时间变化的三维图，如图 2 和图 3，可以发现在衍生

反应后的 10~20 min 内有良好的稳定性，但反应本

身仍然是一个动态变化的过程。为保证检测结果

的稳定性与准确性，最好在染色后 10~15 min 内进

行检测。

2. 2 定性和定量

定性由检测浓度对应的最大吸收波长决定，由

于浓度变化而导致峰型有所变化，故最大吸收波长

可能表观上存在差异。在浓度为 50 mg/kg 时，组胺

的最大吸收波长在（460±30）nm 之间，酪胺的最大

吸收波长在（515±5）nm 之间。通过使用标准品测

试可以看到在此条件下可能产生干扰的生物胺有

苯乙胺、精胺、亚精胺，由于酪胺和组胺的吸收在可

见光区显著优于其他生物胺、且实际牛乳筛查及文

献报道中并未提及可能会存在这三种生物胺，故该

波长下牛乳中其他生物胺等存在干扰的现象几乎

不存在。定量采用标准曲线外标法定量。

2. 3 方法的线性范围和定量限

取 3 种市场主流品牌牛乳样品，在确定其组胺

和酪胺均低于检出限后添加组胺、酪胺标准溶液，

使浓度分别为 10、20、50、75、100 mg/L，然后在完成

前处理后进行检测，以分析物的浓度与对应的吸光

度差值（最大吸光度与基线吸光度）比值绘制校正

曲线，按外标法计算试样中组胺与酪胺的含量。如

表 2 中 2 种目标物的线性回归方程的相关系数（R2）

均大于 0. 99，表明各目标物在 10~100 mg/L 浓度范

围内呈良好的线性关系。用基质溶液配制成浓度

为 0、10、20 mg/L 的标准溶液，经前处理后进行分

析，以信噪比为 10 时的空白样品基质加标的含量

为定量限（Limit of quantity，LOQ），组胺、酪胺的定量

限均为 10 mg/kg。针对组胺目前已制定最低限量

为 50 mg/kg，因此，所研制的牛乳快速检测方法的

定量限可完全满足要求。

2. 4 方法的稳定性

由于鲜牛乳未经发酵，故组胺和酪胺本身含量

很低，以限量值要求的 50 mg/kg 和定量限 10 mg/kg
分别作为加标浓度，通过向空白鲜牛乳样品基质中

添加组胺和酪胺，以确定方法的准确度和精密度。

结果见表 3。加标回收实验结果表明本方法的准确

度与精密度基本良好，符合检测要求。

3 结论

本研究建立的方法组胺和酪胺的定量限均为

10 mg/kg，而当前国内外最低的限量要求为 50 mg/kg，

图 2 组胺吸光度变化与时间关系图

Figure 2 Relationship between histamine absorbance
change and time

图 3 酪胺吸光度变化与时间关系图

Figure 3 The relationship between tyramine absorbance
change and time

表 2 组胺、酪胺的线性方程、线性范围、相关系数、定量限

Table 2 Linear equations, linear ranges, correlation
coefficients, limits of quantification of histamine and tyramine

化合物

组胺

酪胺

线性方程

y=0.002 8x-0.000 9
y=0.001 7x-0.000 4

线性范围
/（mg/L）
10~100
10~100

R2

0.998 9
0.995 3

LOQ
/（mg/kg）

10
10

表 3 组胺、酪胺的日间稳定性和日内稳定性

Table 3 Day-to-day stability and intra-day stability of
histamine and tyramine

加标浓度

50 mg/kg
10 mg/kg

平均值/（mg/kg）
精密度/%
平均值/（mg/kg）
精密度/%

日内稳定性

组胺

48.22
2.48
9.73
3.18

酪胺

51.18
2.03
9.67
3.36

日间稳定性

组胺

47.08
4.34
9.54
5.37

酪胺

47.47
4.28
9.66
5.22
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实现了牛乳组胺和酪胺的快速检测。本方法在节

省时间的同时，也大大减少了过程中消耗的试剂，

特别是避免了腐蚀性试剂的使用。
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