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摘　要　　本研究建立了高效液相色谱法测定卤虫无节幼体中精胺含量的方法。样品经５％三氯乙

酸溶液提取，提取液采用丹璜酰氯柱前衍生，以甲醇水为流动相，经Ｃ１８反相色谱柱分离后用紫外检

测器检测。精胺的线性范围为０．１～１０００μｇ／ｍｌ，线性相关系数为０．９９９９，检出限为０．０６μｇ／ｍｌ。３

个添加浓度（０．１、１．０和５．０μｇ／ｍｌ）的平均回收率为８６．３％～９６．３％，相对标准偏差皆小于５％。采

用此方法对卤虫中精胺进行检测，其精胺含量为０．０７７ｍｇ／ｇ。本方法具有分析时间短、线性范围宽、

灵敏度和精密度高等优点，适合于卤虫中精胺的检测。
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精胺是含有两个氨基和两个亚氨基的多胺类物质，在生物体内广泛存在，它是促进细胞生长的重要物质之

一，对细胞增殖和分化起着关键性的作用，另外还具有增强肠道免疫力，促进ＤＮＡ、ＲＮＡ和蛋白质合成等重要

的生理功能，是生物体生长和细胞代谢所必需的痕量生物活性物质（程志斌等　２０１０）。除体内生物合成的精

胺外，食物、肠道菌群和胃肠内补液中的精胺在肠细胞中也有重要作用（Ｂａｒｄｏｃｚ犲狋犪犾．　１９９５）。研究表明，饮

食中包括精胺在内的多胺缺乏会导致肠黏膜发育不全（Ｌｏｓｅｒ犲狋犪犾．　１９９９）。外源性精胺可在肠腔内快速被

小肠黏膜上皮细胞吸收，并使肠绒毛内的精胺抗体免疫反应增强（Ｕｄａ犲狋犪犾．　２００３），但过量摄入容易引发中

毒现象（杨贤庆等　２０１２；?ｎａｌ　２００７）。因此，精确测定饲料或饵料中精胺含量，确保动物获取适量的精胺，对

促进动物生长、增强其免疫力具有重要意义。

卤虫作为一种重要的饵料生物，在水产育苗生产中应用广泛。它易培养，繁殖速度快，休眠卵可在室内长

时间保存，而且孵化简便，因此其无节幼体常被用作鱼类、甲壳类动物的开口饵料。研究卤虫无节幼体中精胺

含量在促进仔稚鱼肠道发育和增强免疫反应等方面，具有重要的理论和实际应用价值。而目前，卤虫无节幼体

中精胺含量鲜有文献报道。

精胺定量检测方法主要有气相色谱法（Ｆｅｒｎａｎｄｅｓ犲狋犪犾．　２０００）、薄层色谱法（Ｓｈａｌａｂｙ犲狋犪犾．　１９９４；Ｌａｐａ

Ｇｕｉｍａｒｅｓ犲狋犪犾．　２００４）、毛细管电泳法（Ｌｉｕ犲狋犪犾．　２００３）、电化学生物传感器法（ＡｌｏｎｓｏＬｏｍｉｌｌｏａ犲狋犪犾．　２０１０）

和高效液相色谱法（Ｔａｎｇ犲狋犪犾．　２０１１）等。其中，高效液相色谱（ＨＰＬＣ）以其分析速度快、柱效高、检测灵敏度高、

定量分析准确等特点，成为了当前生物胺含量分析测定的主要手段。另外，由于精胺无紫外吸收和荧光发射特

性，为提高分析检测灵敏度和分离选择性，通常将精胺衍生化。丹磺酰氯能同多种生物胺进行衍生化反应，且与

其他衍生剂相比，其处理得到的衍生物具有较高的稳定性（Ｐｉｎｅｄａ犲狋犪犾．　２０１２），是常用的衍生剂之一。

本研究以丹磺酰氯为衍生试剂，采用高效液相色谱法测定了卤虫无节幼体中精胺含量，此方法灵敏度和精

密度高、分析速度快、线性范围宽，可以很好地用于卤虫中精胺的定量分析。

１　材料与方法

１．１　试剂

精胺标准品（纯度≥９７％）和丹磺酰氯（纯度≥９９％）均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；甲醇（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；丙

酮为色谱纯；盐酸（ＨＣｌ）、碳酸钠（Ｎａ２ＣＯ３）、碳酸氢钠（ＮａＨＣＯ３）、乙醚、三氯乙酸和氨水均为国产分析纯试

剂；水为超纯水。

１．２　主要仪器及设备

Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪，配有Ｇ１３２２Ａ四元泵、Ｇ１３２９Ａ自动进样器、Ｇ１３１６Ａ柱温箱、Ｇ１３１４Ｂ紫外

检测器、ＨＰ化学工作站（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；Ｄ１３０型匀浆机（德国 Ｗｉｇｇｅｎｓ公司）；漩涡震荡器（海门其林贝尔

公司）；ＳＢ１２０ＤＴＮ型超声波清洗器（宁波新芝公司）；ｐＨ计（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；ＮＥＶＡＰ型氮吹仪

（美国Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ公司）；ＵｎｉｑｕｅＲ１０型超纯水机（厦门锐思捷公司）；ＤＨＧ９０７０Ａ型恒温干燥箱（上海精

宏公司）；ＰｒｉｍｏＲ型冷冻离心机（德国 Ｈｅｒａｅｕｓ公司）；ＡＬ２０４型电子分析天平（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）。

１．３　试验方法

１．３．１　精胺标准溶液的配制

准确称取精胺标准品１０ｍｇ于１０ｍｌ容量瓶内，用０．１ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ溶液配制成质量浓度为１．０ｍｇ／ｍｌ的

精胺标准储备液，置于４℃冰箱储存，保存期限为９０ｄ。取适量标准储备液，用０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ溶液定容，配

制质量浓度为０．１、１．０、５．０、１０、５０、１００、５００μｇ／ｍｌ的标准工作液，用于工作曲线实验，该工作液当日新配。

１．３．２　丹磺酰氯衍生剂溶液的配制

准确称取丹磺酰氯适量，以丙酮为溶剂配制成质量浓度为１０ｍｇ／ｍｌ的衍生剂标准工作液，置于４℃冰箱

储存。

３１１
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１．３．３　实验时间和样品提取

实验时间为２０１２年５～９月，样品取自山东海阳市黄海水产有限公司。将初孵的卤虫无节幼体，匀浆后，

准确称取１ｇ左右，置于１０ｍｌ离心管中，加入４ｍｌ５％三氯乙酸溶液，振荡混匀后冰浴提取６０ｍｉｎ，配平，

８５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液置于１０ｍｌ容量瓶中，连续提取两次，合并上清液，用５％三氯乙酸稀释至刻度。

１．３．４　精胺的衍生

取上述待衍生的试样溶液１００μｌ，置于１０ｍｌ离心管中，加６００μｌ１０ｍｇ／ｍｌ的丹磺酰氯衍生溶液和ｐＨ＝１０

的０．１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３ＮａＨＣＯ３ 缓冲溶液，振荡混合２ｍｉｎ，在７０℃恒温干燥箱中避光反应３０ｍｉｎ，加入１００μｌ

浓氨水，振荡混匀，７０℃保温１０ｍｉｎ，加入３ｍｌ乙醚，振荡１ｍｉｎ，静置分层后，吸取出上层有机相，重复萃取两

次，合并萃取液，氮气吹干，残留物用１ｍｌ甲醇溶解，振荡混匀，０．２２μｍ滤膜针头滤器过滤进样。

分别移取１００μｌ精胺标准系列溶液，分别置于１０ｍｌ离心管中，以下步骤同试样的衍生步骤。

１．３．５　色谱条件

采用Ｃ１８色谱柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ×５μｍ），紫外检测波长２５４ｎｍ，柱温为３０℃，进样量２０μｌ。流动相Ａ

为甲醇，流动相Ｂ为超纯水，梯度洗脱，流速为１．０ｍｌ／ｍｉｎ，梯度洗脱程序见表１。

表１　精胺衍生样品的分离洗脱梯度

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｕｓｅｄｔｏｓｅｐａｒａｔｅｔｈｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｏｆｓｐｅｒｍｉｎｅ

时间Ｔｉｍｅ（ｍｉｎ） ０ １０ １３ １８ １９ ３０

Ａ（％） ７０ ９０ １００ １００ ７０ ７０

Ｂ（％） ３０ １０ ０ ０ ３０ ３０

图１　精胺标准品（ａ）与卤虫中精胺（ｂ）色谱

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｓｐｅｒｍｉｎｅ

（ａ，５０μｇ／ｍｌ）ａｎｄｓｐｅｒｍｉｎｅｉｎｂｒｉｎｅｓｈｒｉｍｐｓａｍｐｌｅ（ｂ）

２　结果与讨论

２．１　梯度的选择

　　以丹璜酰氯为衍生剂，采用甲醇和

水作为流动相（７５∶２５，ｖ∶ｖ）等度洗脱

时，卤虫中精胺衍生物出峰受杂峰影响

较大，无法进行准确定量。经过反复试

验比较，最终选择甲醇水体系作为流动

相进行梯度程序洗脱，梯度洗脱程序见

表１。图１为采用该梯度洗脱程序淋洗

得到的精胺标准品和卤虫中精胺的衍生

物色谱图。由图１ａ可以看出，精胺标

准品衍生物出峰情况良好，峰形对称，无

杂质干扰，丹磺酰氯与体系中溶液反应

生成的副产物，在前５ｍｉｎ内全部流出，

因此可很好地与目标物分离。卤虫无节

幼体中精胺衍生物出峰情况如图１ｂ所

示，精胺峰与相邻杂质峰基线分离良好，

峰型对称，无拖尾现象，出峰时间与标准

溶液一致，且与已有文献报道的梯度洗

脱程序相比，该方法可将精胺衍生物出

峰时间由２０～４０ｍｉｎ提前至１３．５ｍｉｎ
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（犔狅狌犽狅狌犲狋犪犾．　２００３；Ｒｏｍｅｒｏ犲狋犪犾．２０００；Ｓａａｒｉｎｅｎ犲狋犪犾．　２００２；Ｊｉａｎｇ犲狋犪犾．　２０１１），极大地缩短了分析时

间，说明该流动相梯度选择合适。

２．２　检测波长的选择

试样分别在２２０、２３０、２４０、２５４、２６０ｎｍ波长下进样检测。实验对比发现，２２０ｎｍ时待测组分有最大响应

值，但峰宽较大，峰型较差；２３０ｎｍ与２５４ｎｍ处响应值相似，但峰型较２５４ｎｍ处稍差；２４０ｎｍ和２６０ｎｍ处响应

值最小。综合响应值与峰型两个评价因素，选择２５４ｎｍ作为检测波长，此波长下检测响应信号较大，峰型尖锐

且受杂峰影响较小，因此对精胺的检测较为灵敏，这也是目前文献中报道的生物胺高效液相色谱紫外检测法所

常用的波长（Ｃｈｅｎ犲狋犪犾．　２０１０；Ｊｉａｎｇ犲狋犪犾．　２０１１）。

２．３　柱温的选择

实验考察了柱温对精胺检测效果的影响，分别设柱温为２５、３０、３５、４０、４５℃。结果显示，柱温对出峰情况

没有显著影响。

２．４　流速的选择

分别在流动相流速为０．８、１．０、１．２ｍｌ／ｍｉｎ时，考察精胺衍生物出峰情况。结果发现，随着流动相流速的

增大，精胺衍生物出峰时间提前，峰面积变小。这可能是由于流速较大时，样品通过检测器检测的信号响应时

间较短，相应的峰会变窄，峰面积变小。流动相流速为１．０ｍｌ／ｍｉｎ时，精胺衍生物色谱峰峰型尖锐，响应值较

大，综合考虑，选择流速为１．０ｍｌ／ｍｉｎ。

２．５　标准曲线的回归方程

按１．３．１中方法配制不同浓度的精胺标准溶液进行线性试验，浓度分别为０．１、１．０、５．０、１０、５０、１００、５００

和１０００μｇ／ｍｌ，每个浓度设３个平行。按照上述方法进行衍生、进样、定量，得到精胺的峰面积与其相应浓度

呈现良好线性关系，线性回归方程为狔＝２４．５５狓＋１１．５４５，线性相关系数为０．９９９９，线性范围为０．１～

１０００μｇ／ｍｌ。方法的检出限以信噪比（Ｓ／Ｎ）为３来确定，据此得出本方法精胺的检出限为０．０６μｇ／ｍｌ。与其他

一些文献报道的以丹磺酰氯为衍生剂、采用高相液相色谱法测定精胺的方法相比，该方法具有更宽的线性范围

和更低的检测限（Ｌｕ犲狋犪犾．　２００７；Ｐｉｎｅｄａ犲狋犪犾．　２０１２）

２．６　精密度实验

制备质量浓度分别为１．０、１０、１００μｇ／ｍｌ的３个精胺标准样品，衍生后连续进样５次，采用上述建立的方

法进行处理和测定，计算相对标准偏差，结果如表２所示。由表２可知，ＲＳＤ＜２％，表明检测仪器具有很好的

精密度，检测方法适用。

表２　精密度实验（狀＝５）

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎｔｅｓｔｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄ（狀＝５）

质量浓度

Ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（μｇ／ｍｌ）

峰面积平均值

Ａｖｅｒａｇｅｐｅａｋａｒｅａ

标准偏差

Ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

相对标准偏差

ＲＳＤ（％）

１．０ ３９．５ ０．３５３６ ０．８９

１０ ２５５．７ ３．６０６０ １．４１

１００ ２４８０．６ ５．５８１２ ０．２２

２．７　加标回收率

在１．００ｇ卤虫样品中进行基质加标，分别设立３个浓度水平（０．１、１．０、５．０μｇ／ｍｌ）的加标回收试验，每个
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浓度水平设３个平行，采用上述方法进行处理和测定，计算平均回收率，结果如表３所示。３个添加水平，精胺

的平均回收率为８６．３％～９６．３％，批内相对标准偏差（ＲＳＤ）＜５％，实验结果较好，回收率和精密度均能满足

检测要求。

表３　加标回收率及相对标准偏差

Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｏｆｓｔａｎｄａｒｄａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｓｐｅｒｍｉｎｅｉｎｂｒｉｎｅｓｈｒｉｍｐｓａｍｐｌｅｓ

加标量Ａｄｄｅｄ（μｇ／ｍｌ） 检测值Ｆｏｕｎｄ（μｇ／ｍｌ） 平均回收率Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ（％） 相对标准偏差ＲＳＤ（％）

０．０８５

０．１ ０．０９１ ８６．３ ４．８２

０．０８３

０．９６１

１．０ ０．９２２ ９３．７ ２．２２

０．９２９

４．６７２

５．０ ４．９０２ ９６．３ ２．５７

４．８６６

２．８　实际样品分析

按上述检测方法对卤虫样品进行了分析，通过外标定量法计算出卤虫无节幼体中精胺含量为０．０７７ｍｇ／ｇ

（０．３８μｍｏｌ／ｇ）。由此可见，卤虫无节幼体中精胺含量很低。这可能与其所处的发育时期有关。卤虫的整个发

育过程需要经过卵、无节幼体期、后无节幼体期、拟成体期和成体期五个主要阶段，不同发育期控制精胺合成的

鸟氨酸脱羧酶活性不同，因此精胺含量也不同（Ｗａｔｔｓ犲狋犪犾．　１９９６）。卤虫不同发育时期精胺含量的变化有待

于进一步研究。

３　结论

本研究建立了测定卤虫中精胺含量的高效液相色谱紫外检测法，以丹璜酰氯为衍生剂进行柱前衍生，甲

醇水作为流动相梯度洗脱，衍生后不需经过进一步的萃取净化操作即可将卤虫中精胺与相邻杂质峰很好分

离，并通过对梯度洗脱程序的优化，使精胺衍生物出峰时间大大缩短，提前至１３．５ｍｉｎ。此外，该方法线性范围

宽，灵敏度和精密度高，为卤虫中精胺含量的测定提供了可靠依据。
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