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第七讲 生物胺的分离和测定（下）：多胺及有关化合物的分离和测定
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7-6 多胺及有关化合物的分离

多胺是具有两个以上氨基的脂肪族化合物，四种

重要的多胺及有关化合物的名称和结构见表1。此类

化合物无紫外吸收，又无荧光和电化学活性，检测困

难，必须衍生后才能检测，因此多胺的分离方法与其

衍生有关。

表7-3 多胺及有关化合物的名称和结构

1．反相色谱 在柱前衍生中多胺与衍生试剂生

成疏水的有机大分子，因此柱前衍生的多胺分离可用

反相色谱，常用的是C18柱[1-8]，也有用C8柱分离的

报道[-10。Genner和 Skaaden等分别试验了

Lichrosorb RP-18,RP-8,RP-CN和苯基、C6C18柱，初

步试检表明C18柱分离效果最好[11-12]

2阳离子交换色谱 在柱后衍生中多胺的极性

基团会在色谱过程中产生峰扩展，可采用阳离子交换

色谱进行分离[13,14]，阳离子交换色谱可将氨基酸、胺

及肽与多胺分离，由于离子交换树脂的高容量，在分

析生物样品时不需对样品作复杂的预处理。

3．反相离子对色谱 除了阳离子交换色谱，在柱

后衍生中还可用反相离子对色谱。多胺的结构极易

与易离子化的有机酸如n-己、庚、辛烷磺酸及樟脑磺

酸等形成离子对，在洗脱液中多胺阳离子与离子对试

剂的结合有动力学上的平衡，增加离子对试剂的浓度

能使平衡向生成离子对的方向移动，使多数阳离子生

成单一型的离子对，从而避免了峰扩展。目前反相离

子对色谱已成为柱后衍生中最常用的分离方

法[15-19]

4影响分离的因素 有机改性剂的浓度对多胺

的保留时间（t）及分离有较大的影响，缓冲液的pH

对多胺的容量因子（k）影响不大，但缓冲液的离子强

度对多胺的k影响较大，离子强度增加时k减小（图

7-1）�16,20]，在反相离子对色谱中，离子对试剂的浓度

增加时，多胺的t也增加（图7-14。

7-7 多胺及其有关化合物的检测

此类化合物缺少结构检测特征，故须衍生后才能

进行检测。紫外检测器因缺少足够的灵敏度一般不

适宜这类生物样本的测定，目前多选择荧光检测法，

近年来又发展了电化学检测法。

1紫外检测法 紫外衍生试剂用于多胺的有对－

甲苯磺酰、喹啉-8-磺酰、苯甲酰氯及二甲胺基偶氮苯

磺酰氯DABS-C1等，前两种衍生试剂检测灵敏度较

低，定量测定范围分别为2-50g及20-200ng，故不

能用于多胺的微量测定。苯甲酰氯和DABS-C1具有

衍生反应迅速、衍生产物稳定和检测灵敏度高等优

点。苯甲酰氯的多胺衍生物在紫外229nm或230nm

处检测灵敏度可达1pmol或6ng[5,21]。DABS-C1的多

胺衍生物检测波长为436nm，灵敏度2pmol[8]。
2荧光检测法 荧光检测法常用的衍生试剂有

荧光胺（FA[1] 、邻苯二甲醛（OPA[15-19]及丹磺酰氯

DNS-C1[3,4,6,9,10]FA和OPA只能与伯胺反应，因

此比DNS-C1更具选择性，且衍生反应迅速。DNS-C1



的衍生反应时间较长，但产物稳定，于暗处 4℃保存

一个月损失不超过10ィ，检测灵敏度也较高，最小检

测极限可达50-150fmol[4]。FA和DNS-C1均用于柱

前衍生，OPA柱前、柱后衍生均可使用。

柱前荧光衍生物的制备：

1荧光胺衍生物的制备[1] 经预处理后的样本

加入 0.4mol/L硼酸缓冲液（pH 9.0 0.2ml 20mmol/

L硫酸镍 ）及0.5ml 1mmol/L FA的无水丙酮溶

液，激烈混合后用 1.0ml 0.3mol/L琥珀酸酸化，加入

1gNaCl后用0.4ml乙酸乙酯提取，有机层转移至另

一试管中加入3.0ml环己烷，用0.2ml 0.4mol/L硼

酸缓冲液（pH 10.0提取，100l硼酸钾缓冲液用于

HPLC分析。在衍生时加入镍离子是为了抑制生物样

本中干扰多胺测定的少量伯胺，使其不与FA反应，

但镍离子不会抑制多胺与FA的反应。

2OPA衍生物的制备 a．直接进样：经预处理

后的生物样本加入 100lOPA衍生试剂，激烈振荡

30sec，放置 90-120sec即可用于HPLC分析。b．乙酸

乙酯提取：按a法反应90sec后加入100-200l乙酸

乙酯，激烈振摇 1min，分出乙酸乙酯层用于分析。多

胺衍生物在乙酸乙酯中稳定性大大增加，放置2.5h

后其得率除Spm为80％外，其余化合物均在 93％以

上[2]。

3DNS-C1衍生物的制备 经预处理后的生物

样本加入100l饱和碳酸钠溶液和400l DNS-C1溶

液，塞住试管后于暗处54℃放置1h，过量的DNS-C1

用加 100l的脯氨酸溶液（150mg/ml）来除去，然后再

于暗处放1h，丹磺酰衍生物用500l乙酸乙酯提取离

心后，20l乙酸乙酯用于HPLC测定[9]

3．电化学检测法 电化学检测法因其高灵敏度

及高专一性而广泛用于生物样本中儿茶酚胺的测定，

近年来又开展了电化学检测器对多胺测定的研究，已

取得一定的结果。多胺本身无电化学活性，但它与

OPA的衍生产物可以用电化学检测。因OPA衍生试

剂本身具电化学活性，故而不能用于柱后衍生。庄凌

航等[20]对多胺用 OPA柱前衍生电化学检测的条件

进行了探讨，图7-15为电化学检测器的工作电位与

多胺衍生物电化学检测器响应的曲线图，检测灵敏度

可达1pmol。

4．衍生反应对检测灵敏度的影响 柱后衍生需

用一泵将衍生试剂以一定的流量输入T形管与分析



柱流出液在反应圈内混合反应，因此衍生试剂的流量

及反应圈的温度对多胺衍生物的峰面积有较大影响。

L  ser等[18]对此进行了试验，结果表明OPA衍生试剂

的流量在 0.375ml/min增至 1.5ml/min时其峰面积

呈线性增加，反应圈的温度在20-60℃内变化时也

能增加峰面积。

在柱前衍生中，衍生试剂的浓度、pH、反应温度

及时间以及缓冲液的组成都会影响衍生反应的进行

及产物的稳定性[4,8,12]，从而影响检测灵敏度，所以必

须进行衍生反应条件的优化。

7-8 多胺的水解
游离多胺在尿液中含量较低，而在水解尿液中明

显增加，这表明多胺是以N-乙酰或内酰胺的形式存

在于尿液中，所以在测定总的多胺含量时，在样本预

处理前要先将生物样本水解，水解条件如下：

1生物样本置于聚丙烯管中，加入同体积的6－

12mol/L HCl混合后塞上塞子，于110℃水解14 16

小时，离心，上清液冷冻干燥，残余物经溶解后用于样

本预处理[4,9,17]
2．尿样本加同体积12mol/L HCl，于100℃水

解3小时即可，据Fujita等[22]报道，增加HCl浓度

6mol/L 延长水解时间（16h或提高水解温度

110-120 ）均不能增加多胺的含量。

7-9 生物样本的贮存
多胺极易被玻璃吸附，因此生物样本应贮存于聚

丙烯容器中，一般尿液收集后常加浓HCl以避免细菌

污染。最近有试验表明，将动物组织和人尿于两个试

验温度（－20℃及＋4）下贮存，每隔十天测定其多

胺的浓度，结果在这两个贮存温度下所有多胺浓度在

3个月以上保持不变[18]，由此可见，动物组织和人尿

样本能长期贮存。

7-10 生物样本预处理
1．硅胶预处理小柱[9,18,23] 这类小柱主要有

Silica gel Sep-Pak和 Bond Elut silica cartridge，将小柱

预先用5ml水洗，吸取 2ml经碱化至pH为 9的尿液

注入小柱，5-10ml水洗小柱后弃去，然后用 10ml

0.1mol/L HCl将多胺洗脱，含多胺的洗出液冷冻干

燥后进行衍生化反应。

2．阳离子交换柱预处理法[1,4,10,19] 2ml尿液与

2ml乙醇混合于0 ，放置1小时，离心除去沉淀，上

清液注入阳离子交换柱，先用25ml 2mol/HCl洗，多

胺部分用25ml 6mol/L HCl洗脱，它含有未结合多胺

及单乙酰多胺，将多胺部分减压抽干，进行衍生化。

此方法可用于酸水解尿液，酸提取的全血、血浆或血

清样本[19]

3．去蛋白预处理法[3,6,7,13,17] 新鲜动物组织加

入0.2mol/L高氯酸匀浆，经离心后上清液用于衍生

反应（柱前），或HPLC分析（柱后）。

7-11 应用实例
1．苯甲酰氯柱前衍生，紫外检测法测定小鼠肾组

织中的多胺（图7-16[5]�
1生物样本预处理

100mg小鼠肾组织加1ml 5

高氯酸匀浆，于4 22500g

离心15min，上清液用于衍生

反应，上清液若于－70℃可保

存6个月以上。

2）衍生反应 在 500l

多胺提取液中加入1ml 2％苯

甲酰氯的甲醇溶液及 1ml

2mol/L NaOH 混合 30sec，于

37℃反 应 18-20min，加 入

2ml饱和氯化钠水溶液中止

反应后以 3.0ml乙醚提取，

3000g离心 10min，乙醚层蒸

干，残余物溶于100l甲醇，用 0.45m滤膜过滤，滤

液用于HPLC测定。

3）色谱条件 柱：250 4.6mm i.d.，填料

Supelcosil LC-18-DB(5m)，洗脱液：甲醇－水（6030，

流量 1.0ml/min，检测波长UV254nm。峰：1Put2

Cad,3Spd,4Spm.

2荧光胺柱前衍生反相HPLC测定血清中游离

多胺（图7-17[1]

1生物样本预处理 0.5ml血清加入0.lmi，

4nmol/ml 1,6-己二胺作为内标准，用水稀释至

1.0ml，加入 0.1ml 3mol/L过氯酸于 1200g离心

5min，上层液体在冰水冷却下用1.5mol/L KOH调节

pH为 7.0 0.5，离心除去高氯酸钾，上清液 加 1ml

0.1mol/L磷酸钠缓冲液（pH 7.0，并与0.5ml氯仿、

0.3ml甲醇混合于1200离心5min，水层溶液通过

Cellex P柱，依次用2.0ml 0.01mol/L磷酸钠缓冲液

pH 6.0，1.0ml水及1.5ml  .05mol/L NaCl洗，然
后用2ml 3mol/L NaCl将多胺洗脱，按 7-7中荧光

胺衍生物的制备进行衍生化。

2）色谱条件 柱 15 0.4cm i.d.，填料为

LiChrosorb RP-185m；洗脱液：A0.5mol/L氯化

铵，0.175mol/L 苯磺酸钠缓冲液（pH 4.0-水-甲醇

100：175：225。B.0.5mol/L氯化铵，0.175mol/L

苯磺酸钠缓冲液（pH 4.0-甲醇 100：400，线性梯

度洗脱，从 100％A到100 B。柱温30 0.5 。荧光



检测波长：390/490nm．峰：1.Spd,2.Spm,3.Put,4.

Cad,5.内标。

3.DNS-C1柱前衍生测定水解人脑脊液中多胺

（图7-18[4]

1CSF的水解 1ml CSF加入 1滴 3.0mol/L

HCl后冷冻干燥，残余物加入0.5ml 6.0mol/L HCl于

110℃水解4-16小时，水解物冷冻干燥后残余物溶

于150 4 5-磺基水杨酸，离心5min，50l上清液用

于预处理。

2）样本预处理 50l上清液加入 50l 1,7-庚

二胺作为内标准（200pmol/50l 100l 0.2mol/L

KOH及500l 20mmol/L K+缓冲液（pH 6.2，调节溶

液pH为3-4，将该溶液注入Bond-Elut SCX柱（阳离

子交换），用2倍柱体积的水和10mmol/L K+缓冲液

洗柱，多胺用2 300l 20％丙酮的K+缓冲液

2.57mol/L,pH 5.6）洗脱。

3）衍生反应及衍生产物的提取 50l上述溶液

加入200l饱和碳酸钠和 200l DNS-C1溶液（10mg/

ml，振摇50see，于70℃加热10min，冷至室温，将内

容物通过一Bond-Elut C18小柱（该小柱先用甲醇和水

洗），柱流干后用2倍体积水洗，用500l甲醇将多胺

衍生物洗脱，50-100l进行HPLC分析。

4）色谱条件 柱：250 4.6mm i.d.，填料

Ultrasphere ODS 5m；非线性梯度洗脱，A乙腈，B

10mmol/L磷酸缓冲液（pH 4.4 流量2.0ml/min，柱

温50 ，检测波长340/515nm。

4OPA柱后衍生，阳离子交换色谱测定水解大

鼠肝提取物中多胺的含量（图7-19[13
1生物样本预处理 大鼠肝组织用 10％三氯

乙酸匀浆沉淀蛋白，上清液用8.3mol/L HCl 110℃水

解3h，离心，减压除去盐酸溶液，残余物溶于重蒸水

用于HPLC分析。

2）色谱条件 柱250 3.5mm i.d.，填料

Partisil PXS 10-25 SCS；线性梯度洗脱：A.0.01mol/

L醋酸钠，B.0.05mol/L醋酸钠于 0.95mol/L硝酸钠

缓冲液（pH 4.6，柱温 50 荧光检测波长 330/

345nm。峰：1.Put,2.Spd,3.Spm（相当于 34,938及

757nmol/g。

5OPA柱后衍生反相离子对色谱测定尿液中的

多胺（图7-20[18]

1生物样本预处理 2ml尿样与200l内标准

1,7-庚二胺，30nmol/ml）混合，用25 氨水调至pH

9-10，将该溶液通过Bond Elut Silica cartriges，用

10ml水洗柱，然后用10ml 1mol/L HCl将多胺洗脱，

洗出液在旋转蒸发仪上蒸干，残余物溶于500l

0.1mol/L HCl中，20l用于HPLC分析。

2）水解 将加过内标的尿样与1mol/L HCl以1



：1V/V混合，100℃水解14小时，水解尿液再按上

法进行预纯化。

3）色谱条件 预柱：-Bondapak C1810m

0.4 0.6cm i.d.，分析柱NovaPak C184m ，150

3.9mm i.d.，线性梯度洗脱，A0.1mol/L醋酸钠缓冲

液，pH 4.5，含0.01mol/L辛烷磺酸钠 B．为0.2mol/

L醋酸钠（pH 4.5-乙腈 10：3V/V ，含 0.01mol/L

辛烷磺酸钠，在40分钟内从90A10B到100％

B，并继续保持至45min，图中a为未水解尿液，b为水

解尿液。峰：1.Ac-Put,2.Ac-Cad,3.Put,4.Cad,5.

histamine,6.N’-Ac-Spd,7.N8-Ac-Spd,8.内标，9.Spd,

10.N’-Ac-Spm,1.Spm。

6OPA柱前衍生，电化学检测测定肿瘤患者水

解尿液中多胺的含量（图7-21[24]
1尿液水解 2ml尿液与等体积 6mol/L HCl于

塑料试管中密封，100℃水解 12小时，冷却后离心除

去焦油状物，上层尿液用于样品预处理。

2）样品预处理 1ml水解尿液用NaOH调至pH

9，注入Sep-Pak C18小柱中，然后用5ml水洗涤，用1ml

0.1mol乙酸将多胺洗脱，取 50l按 7-7中（2OPA

衍生物的制备b法进行衍生反应，40l乙酸乙酯层进

行HPLC测定。

3）色谱条件 柱 20 0.5cm i.d.，填料

LiChrosorb RP-C1810m ；洗脱液：甲醇-0.05mol/L

三乙胺磷酸缓冲液（pH 3.80，含0.1mmol/L EDTA-

2Na；流量梯度，起始流量 1.0ml/min15min时瞬时

升为 2.0ml/min；电化学检测工作电压 0.65VAg/

AgCl参比电极，灵敏度 10nA。
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