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摘　要 : 建立了一种高效液相色谱法分离测定 3种生物胺 (腐胺、精胺、亚精胺) 的方法。采用 Agilent色谱柱

C18反相色谱柱 (250 mm×416 mm , 粒径 5μm) , 以乙腈 - 水为流动相梯度洗脱 , 丹磺酰氯作为荧光衍生试剂柱前

衍生化。最佳测定条件为 : 丹磺酰氯浓度为 3 mgΠL , 衍生化反应温度为 60℃, 衍生化时间为 15 min , 缓冲溶液

pH为 9178。并将该方法成功应用于畜禽粪便制作有机液肥过程中腐胺、精胺、亚精胺的定性、定量分析。
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　　在治理畜禽业污染时 , 往往将畜禽粪便当作废

物来处理 , 处理尾水达标排放 , 畜禽养殖场畜禽粪

便没有实现由“废”变“宝”。利用畜禽粪便制作

有机液体肥料 , 解决畜禽粪便污染的同时 , 扭转了

肥料施用化肥的主导地位 , 提高了土壤的长效肥

力 , 有利于发展有机农业 , 对于建立和恢复农业生

态系统的生物多样性和良性循环 , 维持农业的可持

续发展有着重要意义。

腐植酸来源于动植物残体腐植化反应 (humifi2
cation) 或者说来源于微生物的生物活动。腐植酸 ,

包含胡敏酸 (HA) 和富里酸 (FA) , 富里酸也被称

为黄腐酸。许多研究和综述评论文章报道了腐植酸

(包括黄腐酸 FA和胡敏酸 HA) 对植物生长的促进

作用以及对植物生理的影响[1 - 4 ] , Vaughan (1986)

利用14 C标记胡敏酸 HA和黄腐酸 FA验证了豌豆根

组织吸收腐植酸的事实[2 ] ; 也有腐植酸应用于畜牧

业的报道 , 土耳其安卡拉大学 Seher Kucukersan教

授研究发现腐植酸有助于畜禽的生长和健康[5 ]
, 但

是其机理并不明确。Bottomley早在 20 世纪初就发

现腐植酸对植物的影响与生长激素对植物的影响类

似[6 ]
, Cacco和 Dellagnola

[7 ]等人的研究也认为腐植

酸表现出的类植物激素活性 , 但是 , 他们认为腐植

酸的活性没有植物激素活性那么强 , 所以不能将腐

植酸归类为植物生长激素。然而 , 腐植酸是复杂的

混合物 , 其表现出的生物活性是否因为腐植酸含有

植物激素 , 一直处于争论之中。有学者利用 GC -

MS (气相色谱 - 质谱联用) 直接确定腐植酸内是

否含有植物激素 (生长激素 IAA , 赤霉素 , 细胞分

裂素 , 脱落酸) , 却发现腐植酸中植物激素并不存

在[4 ]
, 因此 , 腐植酸表现出的类激素活性受到质

疑。C1C1 Yong[8 ]发现腐植酸中存在多胺 , 可能是

导致腐植酸活性的原因。具有生物活性的脂肪胺

(aliphatic amines) 类化合物 : 如腐胺 (putrescine) 、

亚精胺 ( spermidine) 、精胺 (permine) 会在诸如蛋

白质、氨基酸等含氮有机物降解过程中产生[9 ]。畜

禽粪便制作有机液肥的过程就是有机物降解的过

程 , 畜禽粪便中含有大量含氮有机物 , 这些含氮有

机物降解过程可能会产生具有生物活性的多胺。本

文对畜禽粪便制作有机液肥过程中生物胺进行了定

性和定量分析 , 有助于解释有机液肥活性的机理 ,

可能有机液肥表现出与腐植酸类似的活性就是因为

多胺存在的缘故 ; 同时 , 这对于有机液肥制作的质

量控制和生产工艺提供了一种测定方法。

生物胺是一类具有强烈生理活性的低分子量含

氮碱。它们不仅调节植物的生长、发育 , 还参与植

物的胁迫反应。最常见的生物胺是腐胺、亚精胺、

精胺 , 普遍存在于植物组织中 , 对于植物生长调节

具有重要作用[10 , 11 ]。近年来 , 文献报道了许多用

高效液相色谱法作为测定手段研究水果中腐胺、亚

精胺、精胺[12 , 13 ]。腐胺、亚精胺、精胺的分子结

构如下所示 :

腐胺 : H2N - (CH2 ) 4 - NH2
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亚精胺 : H2N - (CH2 ) 4 - NH - (CH2 ) 3 - NH2

精胺 : H2N - (CH2 ) 3 - NH - (CH2 ) 4 - NH -

(CH2 ) 3 - NH2

1　材料与方法

111　仪器与试剂

Varian高效液相色谱仪 , 包括 230 型泵系统 ,

荧光检测器和 Prostar 数据工作站。色谱柱 Agilent

C18反相色谱柱 (250 mm×416 mm , 粒径 5μm) 。腐

胺、精胺、亚精胺、丹磺酰氯为 Sigma 产品 (ultra

pure) , 内标己二胺为 AR 级 , 碳酸氢钠、碳酸钠

(分析纯) , 所有用水均为高纯水 (1812 MΩ) 。混

标储备液的配置 : 先分别配腐胺、精胺、亚精胺的

1 mgΠmL浓度的标准溶液 , 再从 3个标准溶液中各

取 100μL于 10 mL棕色容量瓶中定容至刻度。配置

1μgΠmL己二胺溶液作为内标。

112　色谱条件

色谱柱 : Agilent C18反相色谱柱 (250 mm×416

mm , 粒径 5μm) 。柱温 : 20℃。流动相 : 乙腈 -

水。流速 : 1 mLΠmin。梯度洗脱程序 : 20 min内乙

腈从 65 %上升到 100 % , 水从 35 %降到 0 % , 洗脱

程序一共 25 min , 后面 5 min 100 %乙腈洗色谱柱。

每次进样前 65 %乙腈洗脱 5 min使色谱柱达到再平

衡状态。进样量 : 20μL。荧光检测器波长 : Ex =

340 nm , Em = 515 nm。

113　衍生化

用微量移液枪先后吸取 1 mL 混标储备液 (或

经过 0145μm膜过滤的水样) 、500μL 己二胺 (内

标) 、5 mL衍生试剂、1 mL碳酸钠 - 碳酸氢钠缓冲

溶液于 50 mL塑料离心管中 , 混均匀后置于 60℃水

浴锅中衍生 15 min。衍生后取出冷却到室温测试。

114　腐植酸液肥水样

液体肥料生产工艺中生物发酵 0、5、10、15、

20、25、30 d分别取液体样品 , 经过 0145μm膜过

滤 , 待测。

2　结果与分析

生物胺既没有荧光发色集团也没有紫外发色集

团 , 但是丹磺酰氯可以同伯胺集上的氢反应 , 脱掉

一分子的 HCl生成具有荧光和紫外光的衍生物[14 ]。

在这一反应过程中起决定作用的条件有 4个 : 衍生

剂浓度、缓冲溶液 pH值、衍生温度和衍生时间。

211　衍生剂浓度

为了找到丹磺酰氯的合适浓度以使衍生化反应

进行完全 , 测定了当丹磺酰氯浓度从 1～8 mgΠL 时
对生物胺衍生效果的影响 , 每组做了 3 次平行试

验 , 取 3次测试平均值。图 1表示了生物胺衍生物

的生成量随衍生试剂浓度的改变而变化的情况。

图 1　丹磺酰氯浓度对生物胺衍生物生成量的影响

从图 1 中可以看出 , 丹磺酰氯浓度在 3 mgΠL
时 , 3种生物胺衍生效果最好。大于 3 mgΠL时衍生
物生成量趋于平衡无明显变化。为了节约试剂对于

腐胺、精胺、亚精胺 3种生物胺的测定衍生试剂丹

磺酰氯浓度为在 3 mgΠL最合适。
212　缓冲溶液的 pH值

生物胺和衍生剂在碱性环境下才能发生衍生化反

应 , 选择一个合适 pH的缓冲溶液很重要。本研究中

采用的是碳酸钠 - 碳酸氢钠缓冲溶液。根据试验数据

可知 pH = 9178的缓冲溶液最适合测定要求 (图 2)。

图 2　缓冲溶液 pH值对生物胺衍生物生成量的影响

213　衍生温度与时间

关于生物胺衍生的衍生温度与时间问题 , 以前

的研究比较成熟 , 笔者对前者试验过程进行了验

证 , 结果是 60℃水浴 15 min比较合适 , 与董伟峰
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的研究结果一致[14 ]。50℃水浴 30 min或者 70℃水

浴 10 min测试结果差异不大。

214　精密度和回收率试验

取混标储备液稀释成腐胺、精胺、亚精胺各 1

μgΠmL的混合溶液 , 3 mgΠL 丹磺酰氯 60℃水浴 15

min衍生化 , 重复测定 6次 , 记录峰面积 , 计算方

法的精密度 , 试验结果见表 1。将 500 ngΠmL 的标

准品溶液 0145μm膜过滤 , 测定其浓度 , 计算回收

率 , 试验结果见表 2。加样回收率试验测定结果见

表 3。
表 1　3种生物胺的精密度

峰面积测定值 平均值 RSD( %)

腐胺 5340 5272 1187

5089

5230

5334

5298

5339

亚精胺 3325 3306 0145

3289

3292

3313

3298

3319

精胺 3620 3578 1108

3522

3602

3539

3599

3587

表 2　3种生物胺的回收率测定

实际测得量 (峰面积) 回收率 ( %) RSD( %)

腐胺 449160 89192 1116

亚精胺 434199 87100 2154

精胺 441123 88125 2108

表 3　3种生物胺的加样回收率测定

样品含量
(μgΠL)

加入量
(μgΠL)

实际测得量
(μgΠL)

回收率
( %)

RSD

( %)

腐胺 621423 30 851645 77141 2178

亚精胺 01057 0105 01096 78100 2193

精胺 01041 0105 01078 74100 2175

215　有机液肥制作工艺中生物胺的测定结果

液体肥料生产工艺中生物发酵 0、5、10、15、

20、25、30 d分别取液体样品 , 经过 0145μm膜过

滤 , 然后测试。7个反应时刻生物胺含量见表 4。

表 4　有机液肥制作过程中生物胺含量

发酵时间
(d)

腐胺
(μgΠL)

亚精胺
(μgΠL)

精胺
(μgΠL)

0 41029 01001 01002

5 191710 01028 01004

10 211927 01032 01029

15 271619 01031 01031

20 291477 01056 01033

25 301196 01058 01039

30 631751 01059 01044

3　结论

本文对丹磺酰氯柱前衍生化反相高效液相色谱

测定有机液肥制作过程中生物胺的方法进行了研

究 , 最佳测定条件为 : 丹磺酰氯浓度为 3 mgΠL , 衍

生化反应温度为 60℃, 衍生化时间为 15 min , 缓冲

溶液 pH为 9178。用本方法于液肥中腐胺、精胺、

亚精胺的定性、定量分析 , 回收率较高 , 灵敏度

高 , 此方法为该类产品的质量控制提供了快速有效

的分析手段。
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Determination of the content of putrescine , spermidine and permine in liquid organic fertilizer by RP- HPLC

HE Wen - yuan1 ,2 , YANG Hai - zhen2 , GU Guo - wei2 (11Shanghai Environment Company Ltd. , 　200336 ; 21State Key

Laboratory of Pollution Control and Resource Reuse , Tongji Univ. , Shanghai　200092)

Abstract : To develop a reliable method for the determination of the content of putrescine , spermidine and permine in liquid or2
ganic fertilizer by HPLC. An Agilent ODS - C18 (250 mm×416 mm , 5μm) column was used , sample were eluted from the col2

umn with a programmed water : acetonitrile (vΠv) solvent gradient. Dansyl choride as fluorescent derivation agent was used. The

most optimal reaction conditions were determined as follows : concentration of Dansyl choride , 3 mgΠL ; temperature of derivatising

reaction , 60℃; time of derivatising reaction , 15 min ; and pH of buffer , 9178. The results demonstrated that the proposed method

could promise to be applicable to the qualitative determination and quantitative measurement of putrescine , spermidine and permine

in liquid organic fertilizer.

Key words : RP - HPLC ; liquid organic fertilizer ; polyamines
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Preliminary study on DRIS norms for banana foliar diagnosis of N, P , K , Ca , Mg and S

LI Guo - liang1 , YAO Li - xian1 , FU Chang - ying1 , TU Shi - hua2 (11Guangdong Academy of Agricultural Sciences , Guang2
zhou 510640 ; 21IPNI Office in Chengdu , Chengdu 610066)

Abstract : Regular procedures for the establishment of norms for Diagnosis and Recommendation Intergrated System (DRIS) were

adopted to compare foliar nutrient contents of N , P , K, Ca , Mg and S as well as nutrients ratio or product between every two ele2
ments in high yield group with that in low yield group. PΠN , N·K, N·Ca , NΠMg , NΠS , P·K, PΠCa , PΠMg , P·S , CaΠK, KΠMg ,

K·S , CaΠMg , CaΠS and SΠMg were screened out for the DRIS parameters , and DRIS norms for foliar nutrinet diagnosis of banana

were put forward.

Key words : banana ; DRIS norms ; diagnosis
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