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摘要：本研究对黄酒前酵工序的生物胺生成规律及影响因素进行了分析探讨。采用反相高效液相色谱技术，改进了生物胺定量

检测法，该检测体系准确可靠，样品峰型对称分离度好且缩短了检测时间。分析了前酵工序中主要微生物，氨基酸，发酵醪酸度、糖

度、酒精度、pH 对生物胺生成的影响。发现前酵工序对成品酒生物胺的影响度为 77.67%，第一次开耙阶段生物胺总量增幅最大，达

到 7.63 mg/L。研究发现主要酿造微生物中乳酸菌总数与生物胺总量成正相关，乳酸菌在搭窝期间生长速率最大，为 7.13×106 

CFU/(mL·h)。在前酵工序中生物胺总量与发酵醪酸度、酒精度、pH 呈显著正相关，与糖度呈负相关；前酵过程中主要生物胺与前体

氨基酸也呈明显正相关。本研究分析了黄酒前酵中生物胺生成规律，有助于建立降低黄酒生物胺含量的更安全、科学的工艺。 
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Abstract: The patterns f biogenic amine formation during primary fermentation of Chinese rice wine and the factors influencing these formation 

patterns were analyzed. Reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) was used for quantitative determination of biogenic 

amines. This method was accurate and reliable, showing symmetrical peak shapes, good resolution, and a rapid analysis time. The effects of dominant 

microbes, amino acids, acidity of fermented mash, sugar content, alcohol content, and pH value on the formation of biogenic amines were analyzed. The 

results showed that the degree of influence of the primary fermentation process on the formation of biogenic amine was 77.67%, with the highest increase 

in biogenic amine level (7.63 mg/L) occurring during the first harrowing period. The total content of biogenic amines was positively correlated with the 

number of lactic acid bacteria in brewing microorganisms, and the highest growth rate of lactic acid bacteria (7.13 × 106 CFU/(mL·h)) was found during 

the nest period. Moreover, the total content of biogenic amines was also positively correlated with the acidity of fermented mash, alcohol content, pH 

value, and precursor amino acids, but negatively correlated with thesugar content during primary fermentation. The pattern in biogenic amine formation 

during primary fermentation was analyzed in this study. These results can be used to develop a safer and more reasonable process for lowering the content 

of biogenic amines in Chinese rice wine.  

Key words: biogenic amines; Chinese rice wine; reverse phase high performance liquid chromatography; primary fermentation process; lactic acid 

bacteria; amino acids  

 

黄酒是民众日常性饮品，随着对食品安全问题的

关注度不断提高，黄酒中含有生物胺也成为值得关注 

的议题。生物胺是一类带胺基的脂肪族、芳香族或杂

环类小分子化合物，主要是通过氨基酸的酶促脱羧作 
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用生成的[1]。对于人体而言，食品中存在安全标准以

下的生物胺含量并不影响健康，但超量则引起人体毒

性反应，严重的将危及生命。生物胺中的组胺对人类

健康的影响最大，其次是酪胺，如组胺可导致食源性

中毒，造成腹部痉挛、呕吐和腹泻等症状，酪胺和 β-

苯乙胺可导致特定病人的高血压和偏头痛。有些生物

胺，如尸胺、精胺、腐胺可与亚硝酸盐反应生成致癌

物质[2]。人体内存在着单胺氧化酶，可分解部分生物

胺，具有一定的解毒功能，但酒精能够抑制单胺氧化
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酶的活性[3]，从而对人体造成更大的危害。目前，生

物胺的检测方法主要有高效液相色谱法（HPLC）、气

相色谱法（GC）、毛细管电泳法（CE）、薄层色谱法

（TLC）、离子色谱法（IC）等[4]。其中，HPLC 具有

分析速度快、柱效高、检测灵敏度高、定量分析准确

的特点，是食品中生物胺含量分析测定的主要手段。 

半开放式的黄酒酿造工艺中，糖化、乳酸菌生成、

酵母发酵等生物过程相继发生[5]，酿造中究竟哪些因

素影响生物胺的生成，值得深入探究。张凤杰等[6]分

析了黄酒酿造原料、发酵剂和不同年份酒中的生物胺

含量，并对传统工艺和机械化生产过程中生物胺含量

的变化进行了跟踪分析。栾同青[7]对工业化黄酒酿造

过程中生物胺含量变化情况进行了跟踪，研究并探讨

了贮存条件对黄酒中生物胺含量的影响。关于黄酒前

酵过程中生物胺的生成规律及相关影响因素等少见报

道，尤其是关键微生物、氨基酸等与生物胺的关系。 

本研究改进了精确定量分析生物胺的方法，用之

测定黄酒前酵工序中生物胺含量变化，并研究了前酵

工序的主要酿造微生物、氨基酸、发酵醪酸度，糖度，

酒精度，pH对黄酒中生物胺生成的影响，为进一步控

制黄酒中生物胺含量和提高黄酒品质提供了理论依

据。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  样品 

黄酒样品均由南通某黄酒公司提供。 

1.1.2  仪器与设备 

日立 Chromaster 5430 高效液相色谱仪，二极管阵

列检测器（DAD）；Agilent Extend-C18 柱(150mm× 

4.6mm，2.5 μm)；安捷伦 Agilent 1100 液相色谱仪；

Sigma 3K15 台式冷冻离心机；PHS-3C 型酸度计；

SHB-III 型循环水式多用真空泵；KQ-500DE 型数控超

声清洗器；WH-861 型涡旋振荡器；FA1204B 型电子

天平（精确至 0.0001g）；SZ-97A 型自动三重纯水蒸馏

器；LS-B 50L 型立式圆形压力蒸气灭菌器；

SW-CJ-1FD 型超净工作台；GNP-9080 隔水式恒温培

养箱；190-2545 Syringe Filters 0.45 μm 针头微孔滤膜

过滤器。 

1.1.3  主要化学试剂 

腐胺、β-苯乙胺、色胺、尸胺、酪胺、组胺、亚

精胺、精胺，1,7 二氨基庚烷（内标），丹磺酰氯（衍

生剂），均购于 Sigma公司；氨基酸标准品购于 Waters

公司；自制超纯水，乙腈和丙酮为色谱纯；氨水、盐

酸、氢氧化钠、碳酸氢钠均为分析纯。 

1.2  试验方法 

1.2.1  反相高效液相色谱分析 

标准样品和黄酒样品的前处理及衍生参照国家

标准 GB/T 5009.208-2008《食品中生物胺含量的测定》
[8]。 

色谱条件如下：色谱柱为 Agilent Extend-C18 柱

(150 mm×4.6 mm，2.5 μm)，流动相 A为超纯水，流动

相 B为乙腈，柱温为 30 ℃，采用梯度洗脱，洗脱程

序见表 1。流速为 1.5 mL/min，进样量为 20 μL，紫外

检测波长为 254 nm。 

表1 梯度洗脱生物胺 

Table 1 Gradient elution of biogenic amines 

流动 

相 

时间/min 

0 5 9 15 20 27 30 35 

A 55 60 65 70 70 90 100 55 

B 45 40 35 30 30 10 0 45 

1.2.2  氨基酸、糖度、酸度、酒精度、pH 的测

定方法 

氨基酸的测定采用 PITC 柱前衍生高效液相色谱

法[9]；糖度、酸度、酒精度、pH的测定参照国家标准

GB/T 13662-2008《黄酒》[10]。 

1.2.3  微生物计数方法 

霉菌、酵母菌的计数参照 Tournas 等[11]的方法，

乳酸菌的计数参照 Sanna Taskila等[12]的方法。 

1.2.4  数据处理 

应用 Origin8.5 作图和 SPSS10.0 进行相关性分析

和单因素方差分析，P＜0.05视为差异显著。 

2  研究结果 

2.1  反相高效液相色谱法定量分析生物胺 

2.1.1  色谱条件的选择与优化  

 
图1 生物胺混合标准品的色谱图 

Fig.1 Chromatogram for mixed biogenic amine standards 
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实验先参照李志军[13]的方法，采用甲醇和超纯水

为流动相，但由于本研究用的色谱柱是粒径为 2.5 μm

的 C18短柱，其柱压大，柱效高，出峰快，对所用的

流动相要求较高，所以得到的色谱图效果不佳。后确

定用乙腈和超纯水为流动相，并采用表 1所示的梯度

程序洗脱。生物胺混合标准品的色谱图见图 1。 

图 1的结果表明 8种组分能有效分离，各峰分布

明显且峰和峰之间间隙分明。对比国标[8]，样品的分

析时间由 45 min 缩减到 35 min，为大批量的样品检

测节约了时间。 

2.1.2  标准曲线的线性方程、方法的检测限、

精密度和回收率实验 

以生物胺混合标准溶液进行线性试验，系列浓度

分别为：1.00、2.50、5.00、10.00、15.00、25.00、50.00 

mg/L，按照 1.2.1中说明进行衍生、测定，每个浓度重

复测定三次。计算各生物胺和内标的峰面积比，以标

准系列溶液的质量为纵坐标，以各生物胺和内标的峰

面积比为横坐标，绘制标准曲线进行线性回归计算，

结果见表 2。 

 

表 2 RP-HPLC法测生物胺的线性方程，相关系数，检出限，精密度及回收率结果（n=3） 

Table 2 Linear equation, R2, detection limits, precision and recovery of biogenic amines detected by RP-HPLC 

生物胺 线性方程 相关系数(R2) LOD(S/N =3)/(mg/L) RSD/% 回收率/% 

色胺 Try y=0.05257x-0.0049 0.99850 0.20 3.37 96.72 

β-苯乙胺 Phe y=0.03489x-0.00292 0.99951 0.10 3.28 100.41 

腐胺 Put y=0.01502x-0.004 0.99871 0.05 4.73 99.96 

尸胺 Cad y=0.01104x-0.00186 0.99883 0.10 4.79 97.32 

组胺 His y=0.03147x-0.00423 0.99857 0.25 5.64 96.23 

酪胺 Tyr y=0.02924x+0.0023 0.99752 0.20 3.66 100.65 

亚精胺 Spd y=0.01573x+0.000867 0.99839 0.05 2.71 98.05 

精胺 Spm y=0.02142x-0.000561 0.99394 0.05 6.69 98.63 

由表 2可见，DAD检测器测定的 8种标准生物胺

在 1.00~50.00 mg/L线性范围内均呈良好的线性相关，

相关系数均大于 0.993。以 3倍信噪比(S/N)作为判断标

准，8 种生物胺的检测限范围为 0.05~0.25 mg/L。证明

该方法对测定八种生物胺具有良好的可靠性。 

以黄酒样品为基质，添加生物胺混合标准溶液，

各组分加标水平为 1.00 mg/L，按测定方法要求进行回

收试验，分析样品回收率。结果表明，八种生物胺的

平均回收率均在 96%~101%之间，变异系数均小于

10%，可见该方法回收率较高，精密度良好。 

2.2  黄酒前酵过程中生物胺含量变化跟踪分

析 

为了探究黄酒前酵阶段生物胺生成的关键点，本

研究跟踪检测了搭窝来浆（第 1.5 d）、搭窝结束（第 3 

d）、第一次开耙（第 5 d）、第二次开耙（第 6 d）、第

三次开耙（第 7 d）、前酵结束（第 11 d）六个工艺点

中八种生物胺的含量，结果见图 2。 

前酵结束时检出的黄酒醪液中各生物胺单体比

例见图 3。腐胺是醪液中的最主要的生物胺，到前酵

结束含量为 33.01 mg/L，占生物胺总量的 45.60%。其

次为酪胺，含量为 23.24 mg/L，占生物胺总量的

32.10%。生物胺总量为 72.39 mg/L，远远高于啤酒的

生物胺范围（2.20~42.03 mg/L）和葡萄酒的生物胺范

围（6.34~39.05 mg/L）[13]。而成品黄酒的生物胺总量

为 93.18 mg/L，前酵工序对成品酒生物胺的贡献率为

77.67%。可见要进一步控制黄酒中生物胺含量，提高

黄酒品质，控制前酵过程中生物胺的生成是一个重要

的突破口。 

 

图 2 前酵过程中生物胺的变化趋势 

Fig.2 Change in the trends of the total biogenic amines during 

primary fermentation process 

2.3  黄酒前酵过程中生成生物胺影响因素研

究 

2.3.1  黄酒前酵过程中糖度、酸度、酒精度、

pH 对生物胺含量的影响 

黄酒酿造过程中，醪液的糖度、酸度、酒精度、
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pH是酿酒师们判断发酵进行程度的重要指标。本文为

了研究酿造的理化环境对生物胺形成的影响，跟踪分

析了黄酒酿造糖度、酸度、酒精度、pH的变化情况。

如图 4所示。 

 
图3 前酵结束时黄酒醪液中各生物胺单体所占比例 

Fig.3 Proportion of biogenic amine monomer in Chinese rice wine 

mash at the end of the primary fermentation process 

 

图4 前酵过程中糖度、酸度、酒精度、pH及生物胺总量的变化

趋势 

Fig.4 Change in the trend of sugar content, acidity, alcohol content, 

pH and the total biogenic amine content of primary fermentation 

process 

表3 前酵过程中生物胺总量与糖度、酸度、酒精度和pH的相

关性分析 

Table 3 Analysis of the correlation of the content of biogenic amines 

with sugar content, acidity, alcohol content, and pH of primary 

fermentation process 

 糖度 酸度 酒精度 pH 

生物胺总量 

Pearson 相关性 -0.871* 0.989** 0.985** 0.974** 

显著性（双侧） 0.024 0.000 0.000 0.001 

N 6 6 6 6 

注：*在 0.05 水平（双侧）上显著相关，**在 0.01 水平（双

侧）上显著相关。 

图 4结果显示，在前酵阶段主要进行的是糖化作

用和酒精发酵。糖度在搭窝来浆至搭窝结束阶段由于

酶系的糖化作用，急剧增加到最大值 183.14 g/L，之后

由于微生物的生长代谢作用，糖度又急剧的降低，到

前酵结束仅为 2.07 g/L。前酵开始时，酵母菌迅速繁殖，

活动剧烈，发酵产酒精，酒精度快速升高。酒精度的

快速增加使乳酸菌活性受到抑制，产酸能力降低，故

酸度和 pH增加缓慢，前酵结束酸度和 pH分别为 5.62 

g/L，3.68。前酵工序中生物胺总量与糖度、酸度、酒

精度和 pH的相关性分析结果见表 3。由表 3 可知，在

前酵阶段生物胺总量与酸度，酒精度，pH呈正显著相

关，且相关性极显著，与糖度呈负显著相关。这说明

了乳酸菌在相对低酸，营养匮乏和生长受到抑制的条

件下，为了维持自身生长，受胁迫机制调控而代谢产

生生物胺[14]。 

2.3.2  黄酒前酵过程中主要酿造微生物对生物

胺含量的影响 

黄酒发酵实质上是霉菌、酵母菌、细菌的多菌种

混合发酵过程。为了发掘出前酵过程中主要酿造微生

物对生物胺含量的影响，本研究跟踪分析前酵过程中

霉菌、酵母菌、乳酸菌的总量变化，它们与生物胺含

量的关系见图 5。 

 
图5 前酵过程中霉菌、酵母菌、乳酸菌总数及生物胺总量的变

化趋势 

Fig.5 Change in the trend of the total numbers of mold, yeast, 

lactic acid bacteria as well as the total biogenic amine content 

during the primary fermentation process 

图 5 结果表明，霉菌总数在搭窝期间急剧增加到

最大值 8.52×10
9
 CFU/mL，最大生长速率为 2.37×10

8 

CFU/(mL·h)，之后至第一次开耙又急剧减少到

7.44×10
7
 CFU/mL。在搭窝阶段由于麦曲酶系的作用，

发酵醪液里营养成分富足，霉菌总数呈指数级增长。

随着发酵的进行，醪液的酸度、酒精度逐渐升高，溶

氧降低，霉菌的生长受到严重抑制，总数急剧下降，

到前酵结束霉菌总数为 5.38×10
4
 CFU/mL。霉菌在整

个前酵阶段主要提供高活性的淀粉酶、糖化酶、蛋白

酶等酶系，将发酵原料中的淀粉和蛋白质分解为酵母

菌和乳酸菌可利用的营养物质和生物胺的前体氨基

酸。 

酵母菌总数在搭窝至第二次开耙阶段快速增加
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到最大值5.61×10
9
 CFU/mL，最大生长速率为5.88×10

7
 

CFU/(mL·h)，之后随着醪液理化环境的改变和营养物

质的减少，其数量迅速下降，到前酵结束酵母菌总数

为 2.45×10
9
 CFU/mL。酵母在整个前酵阶段主要发酵

糖产酒精并产生一系列的醇、醛、酸、酯等多种风味

物质。 

表4 前酵过程中生物胺与微生物的相关性分析 

Table 4 Correlation analysis between content of biogenic amines 

and the microbes during the primary fermentation process 

 乳酸菌 霉菌 酵母菌 

生物胺 

Pearson 相关性 0.912* -0.434 0.541 

显著性(双侧) 0.011 0.390 0.268 

N 6 6 6 

注：*在 0.05水平（双侧）上显著相关。 

乳酸菌总数在搭窝期间快速增加，最大生长速率

为 7.13×10
6
 CFU/(mL·h)，在第二次开耙之后同样由于

醪液的理化和营养条件的改变，其增长速度开始变缓，

到前酵结束乳酸菌总数为 6.93×10
9
 CFU/mL。乳酸菌

在整个前酵阶段主要发酵糖产大量乳酸，其代谢产生

物胺是机体的应激机制。在前酵工序中生物胺与主要

微生物的相关性见表 4。由表 4 可知，乳酸菌与生物

胺的相关系数为 0.912，显著性 p=0.011<0.05，呈正显

著相关，有统计学意义。霉菌与生物胺的相关系数为

-0.434，这与霉菌主要参与搭窝期间的糖化作用而后

期生长受到严重抑制有关[5]。可见降低黄酒中产生物

胺乳酸菌数量是控制黄酒生物胺含量的关键之一。 

2.3.3  黄酒前酵过程中氨基酸含量对生物胺含

量的影响 

生物胺是由相应前体氨基酸在脱羧酶作用下经

过脱羧反应转化而来，因此前体物浓度影响生物胺的

含量。黄酒发酵过程中氨基酸含量的变化是一个动态

过程：一方面，蛋白酶不断水解蛋白质成氨基酸，并

且随着发酵的进行，酵母等微生物自溶后内容物析出，

氨基酸含量增加；另一方面，酵母菌、乳酸菌生长发

酵，消耗部分氨基酸[6]。本研究跟踪了黄酒前酵过程

中氨基酸含量的变化，结果见表 5。 

表5 黄酒前酵过程中氨基酸含量变化（mg/L） 

Table 5 Change in the trends of the amino acids during the primary fermentation process 

氨基酸 
前酵工艺点 

搭窝来浆 搭窝结束 第一次开耙 第二次开耙 第三次开耙 前酵结束 

天冬氨酸(Asp) 56.76 78.39 89.17 112.24 125.28 132.39 

谷氨酸(Glu) 58.71 111.71 120.95 143.43 145.64 156.71 

丝氨酸(Ser) 25.12 32.33 41.12 47.85 56.29 76.95 

组氨酸(His) 12.81 17.47 23.81 38.49 44.49 53.03 

甘氨酸(Gly) 74.62 85.07 86.18 90.58 130.62 155.11 

苏氨酸(Thr) 21.49 22.99 35.26 44.92 57.07 58.73 

精氨酸(Arg) 124.28 129.34 180.72 212.71 257.17 279.08 

丙氨酸(Ala) 103.28 147.59 165.96 177.52 277.72 277.98 

酪氨酸(Tyr) 56.97 111.20 115.96 136.92 168.72 191.35 

胱氨酸(Cys) 28.01 29.12 53.62 61.09 67.08 80.26 

缬氨酸(Val) 32.21 37.21 49.01 60.29 76.97 105.01 

蛋氨酸(Met) 25.89 29.21 48.19 52.33 58.23 89.43 

苯丙氨酸(Phe) 50.11 51.66 83.68 94.89 141.26 158.83 

异亮氨酸(Ile) 26.31 34.91 38.19 72.95 78.22 88.79 

亮氨酸(Leu) 37.29 51.49 93.18 127.13 141.28 168.81 

赖氨酸(Lys) 30.81 61.62 99.11 151.95 203.77 222.42 

脯氨酸(Pro) 117.09 141.29 180.04 188.11 226.43 227.53 

氨基酸总量 881.76 1172.60 1504.15 1813.40 2256.24 2522.41 

从表 5 中可以看出，氨基酸含量在整个前酵阶段

快速增加。这是因为在前酵阶段，麦曲和霉菌产生蛋

白酶将蛋白质进行水解，醪液中的氨基酸含量迅速增

加。前酵工序氨基酸含量增加最大的是赖氨酸、丙氨

酸、精氨酸、酪氨酸，分别达到 191.61、174.70、154.80、

134.38 mg/L。腐胺是由鸟氨酸通过脱羧作用生成，而

鸟氨酸又是由精氨酸在精氨酸酶分解作用下生成；酪

胺直接由酪氨酸脱羧生成[13]。本研究分析了前酵过程

中精氨酸、酪氨酸、氨基酸总量与生物胺之间的关系，

结果如图 6 所示。 
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图6 前酵过程中氨基酸总量，精氨酸，酪氨酸与生物胺的关联

性 

Fig.6 Correlations of total amino acids, arginine, and tyrosine with 

the total biogenic amine content during primary fermentation 

process 

图 6表明，腐胺、酪胺，以及生物胺总量随着精

氨酸、酪氨酸、氨基酸总量的增加而增加，呈明显正

相关。精氨酸和酪氨酸是前酵工序中含量增加最大的

两种氨基酸，而腐胺和酪胺则是黄酒中含量最多的两

种生物胺，由此可见前体氨基酸浓度对促成生物胺生

成有积极的影响。因此在实际生产中，我们可以通过

控制氨基酸含量水平，尤其是精氨酸和酪氨酸的水平，

来达到控制生物胺含量的目的。 

3  结论 

3.1  采用并优化了反相高效液相色谱定量测定黄酒

中生物胺的方法。此法快速、稳定、灵敏度高，所检

测的八种生物胺在 1.00~50.00 mg/L浓度范围内，呈现

良好的线性相关(R
2
>0.993)。回收率实验亦表明该定量

检测法重现性好，为黄酒中生物胺的快速、准确测定

提供了新的技术保证。 

3.2  检出了黄酒前酵过程中生成的八种主要生物胺，

其中腐胺含量最高。发现整个前酵阶段中生物胺增量

相对明显，第一次开耙时生物胺增幅尤为突出，达到

7.63 mg/L。前酵工序所产生的生物胺占了成品酒生物

胺总量的 77.67%。 

3.3  研究发现黄酒前酵过程中生物胺生成与糖度和

霉菌成负相关性，与氨基酸、乳酸菌、酸度、酒精度、

pH呈正相关性，尤其是乳酸菌和精氨酸、酪氨酸的增

量对于生物胺具有明显的促成作用。可见控制黄酒前

酵过程中产生物胺乳酸菌的菌体量和氨基酸含量特别

是精氨酸、酪氨酸含量是控制生物胺含量的关键。 
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