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Abstract　A method for determinating polyamines in insects using high_poerformance liquid chromatographic(HPLC)

was developed.This method was based on pre_column derivatization with dansyl chloride(Dns_Cl).The derivatives

were spearated on a C18 column(250 mm×4.6 mm , 5μm), and eluted with methanol and distilled water using a one_

step linear gradient.The temperature of folumn was 40℃ and the flow rate was 1 mL min.The column eluate was

monitored by fluorescence detection(excitatin:280 nm;emission:515 nm).The recovery rate of three polyamines ,

putrescine(put), spermindine(spd), spermine(spm)were 98.7%, 99.2% and 97.8%, respectively.All the relative

coefficients were above 0.99.The analy sis can be finished in 16 min.Therefore , it is a simple , rapid and sensitive

method that can be helpful in determining polyamines in insects and other biological tissues and body.
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摘　要　建立丹磺酰氯柱前衍生 HPLC快速测定昆虫体内多胺含量的方法。以 C18(250 mm×4.6 mm , 5

μm)为固定相 , 甲醇和水为流动相 ,梯度洗脱 , 柱温 40℃, 流速 1 mL min , 荧光检测波长:激发波长(Ex):

280 nm ,发射波长(Em):515 nm , 测得腐胺(put)、亚精胺(spd)和精胺(spm)三者回收率分别为 98.7%,

99.2%和 97.8%, 回归方程线性良好(r值均大于 0.99),分析时间为 16 min。该法简洁 、快速 、灵敏度高 、

重现性好 ,可有效分析昆虫及其他生物样品中微量多胺的含量。
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　　多胺是生物体内普遍存在的具有生物活性

的一类低分子量的含氮碱类
[ 1]
,是精氨酸(Arg)

代谢过程中产生的一类低分子生物胺类
[ 2 , 3]
,

主要 有 腐 胺 (putrescine , put)、 亚 精 胺

(spermidine , spd)与精胺(spermine , spm)等。多

胺之所以受到广泛的关注是由于它对生物大分

子的合成 、细胞的生长 、分化及蛋白质的生物合

成有重要的调节作用
[ 4, 5]
。国外的一些研究表

明 ,这些普遍存在的多胺对昆虫具有多效性的

生理功能 , 如对昆虫的生长变态
[ 6]
、胚胎发

育
[ 7]
、行为

[ 8]
、卵黄发生

[ 9]
以及激素代谢

[ 10]
等都

有影响。通过外源多胺对小菜蛾行为影响的研

究发现 ,多胺可调节昆虫的行为;成虫补充多胺

后 ,影响其产卵量(未发表资料),这些结果都表

明具有生理活性的多胺对昆虫的生长具有重要

意义。由于昆虫生理过程及多胺自身代谢的复

杂性 ,多胺对昆虫生理精确的调节机理和含量

变化还不清楚 ,因此如何快速检测昆虫体内的

多胺越来越受到人们的重视 。

多胺属脂肪族直链胺类 ,以前主要用氨基
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酸分析仪 、纸电泳和荧光比色等方法测定
[ 11]
,

这几种检测方法样品回收率低 ,检测灵敏度也

不高。自从 Samejima等 1976年第一次用 HPLC

检测多胺以来
[ 12]
,许多检测多胺的离子交换色

谱法和反相液相色谱法被报道 。多年实验证

明 ,对于多胺的检测 ,HPLC法是最迅速最灵敏

的。虽然HPLC法已经成为较为成熟的检测生

物体内多胺的方法 ,然而在许多细节方面 ,如反

应时间 、样品的保存及分离条件的进一步优化

等 ,尤其是对昆虫体内及组织中微量多胺的检

测还有很多工作要做 。本文介绍了改进后的快

速 、灵敏的 HPLC测定昆虫体内多胺的方法。

1　材料与方法

1.1　仪器和试剂

液相色谱仪:美国 VARIAN ProStar 系列 ,

230泵 , 363 800荧光检测器 ,VARIAN色谱工作

软件 。精胺(spm)、亚精胺(spd)、腐胺(put)均为

Sigma 产品 ,纯度>99%。甲醇为色谱纯 ,水为

超纯水 ,过滤超声后使用 。

1.2　昆虫样品处理

取桑天牛 Apriona germari(Hope)卵 , 加入

500μL预冷的体积分数为 5%的高氯酸(V V)

冰浴研磨 ,冰浴浸提 1 h 后离心(15 000 g , 30

min ,4℃)。取200 μL 上清液于 1.5 mL 塑料离

心管中 ,加入 400 μL丹磺酰氯(5 mg mL丙酮溶

液)、200μL饱和 Na2CO3 涡旋混匀后暗反应过

夜 ,期间摇动几次。加入 100 μL脯氨酸(每 mL

蒸馏水溶解 100 μg)终止反应 ,用 1 mL 苯分 2

次萃取 ,合并萃取液 ,真空干燥 。60%的甲醇涡

旋溶解后 12 000 r min离心 5 min进样。

1.3　定性分析

将3 种多胺(spm 、spd 、put)分别配成 1 ×

10
-4

g mL 以及内含 3种多胺均为 1×10
-4

g mL

的混合液 ,各取 200 μL 按上述方法衍生反应

后。各取 50 μL 萃取相备用 ,其余干燥后用体

积分数的 60%的甲醇涡旋溶解后 12 000 r min

离心 5 min进样 。

硅胶板层析:将上面萃取相各取 20 μL 点

硅胶G板 ,展开剂∶氯仿∶三乙胺(V V)=5∶1 ,

用凝胶成像系统拍照分析 ,在紫外灯下用铅笔

标记出被分离的多胺部位 ,测量计算迁移率 Rf

值 。

1.4　标准曲线制作

将 3种多胺(spm 、spd 、put)配成内含 3种多

胺浓度均为 1 ×10
-7
, 2 ×10

-7
, 5×10

-7
, 1×

10
-6
,2×10

-6
g mL的混合液 ,各取 200 μL 按上

述方法衍生反应后进样 ,每个浓度重复3次 ,以

面积对进样量作曲线 ,计算曲线方程和相关性

系数。

1.5　回收实验

将 3种多胺(spm 、spd 、put)配成内含 3种多

胺浓度均为 4×10
-7
g mL 的混合液 ,取 200 μL

按上述方法衍生反应后进样 。按下面的公式计

算回收率。

回收率(%)=
测定量

标曲求得量
×100。

1.6　色谱条件

色谱柱:C18柱(250 mm×4.6 mm ,5 μm)。

流动相:甲醇∶水(V V),采用梯度洗脱 1 ～ 20

min由 60%甲醇上升到 80%甲醇 ,流速 1 mL 

min柱温 30℃。荧光检测波长:激发波长(Ex)

为 280 nm ,发射波长(Em)为 515 nm。

1.7　分析方法

利用VARIAN色谱工作软件进行分析 。

2　结果与分析

2.1　定性分析

2.1.1　硅胶板薄层层析:硅胶板薄层层析结果

见图1。由图 1可以看出衍生化后精胺的迁移

最快 ,亚精胺次之 ,腐胺最慢 ,经计算三者的迁

移率分别为 0.950 , 0.756 , 0.466;在同样浓度的

情况下 ,精胺最暗 ,亚精胺次之 ,腐胺最亮。在

天牛卵内可分离到4条主要谱带 ,但斑点较暗。

2.1.2　多胺的 HPLC 分离:多胺的 HPLC 分离

结果见图2(a ,b , c ,d)。由图 2a可以看出 ,在该

洗脱浓度下(1 ～ 4 min:60%甲醇;4 ～ 20 min:

80%甲醇),3种多胺(put 、spd 、spm)混合处理后

在 14 min 内能很好的分离 ,保留时间分别为

6.121 , 9.809 , 13.002 min ,而且 3 种多胺(put 、
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图 1　多胺的薄层层析图

spd 、spm)单个处理后保留时间能与之对应 ,见

图 2(b , c , d)保留时间分别为 6.149 , 9.851 ,

12.900 min。

2.2　昆虫体内多胺的色谱图

昆虫体内多胺色谱图见图 3。图 3a是在 1

～ 4 min:60%甲醇 ,4 ～ 20 min:80%甲醇梯度下

昆虫体内多胺色谱图 ,在此条件下 ,腐胺和一些

杂质没有完全分离 ,为此 ,我们将梯度调为 1 ～

6 min:60%甲醇;6 ～ 20 min:80%甲醇 ,结果见

图3b ,不仅 3种多胺之间能很好的分离 ,而且 3

种多胺和杂质之间也能很好的分离 。图 3c 为

多胺标准品在梯度调为 1 ～ 6 min:60%甲醇;6

～ 20 min:80%甲醇下的色谱图 ,从图 3(b 、c)可

以看出在此条件下 ,昆虫体内多胺能很好的分

离。在此条件下 ,重复进样 3次 ,测得 3种多胺

put 、spd 、spm的保留时间见表 1。

表 1　三种多胺的保留时间

胺(Amine) 保留时间(min)

腐胺(put) 10.5354±0.010 7

亚精胺(spd) 12.3832±0.020 6

精胺(spm) 15.2456±0.114 3

2.3　标准曲线

标准曲线见图 4。由于昆虫体内的多胺含

量很低 ,在实验中选择了较低浓度的多胺进样 ,

结果表明 , put 、spd和 spm 在进样量为 0.1 ～ 10

ng 范围内线性关系良好见(见图 3), 3者的线

性方程分别为 y=1.220 5x-0.065 7 , y =1.967

3 x-0.139 2 , y=2.808 9x -0.007 5三者 r值分

图 2　多胺标准品的色谱图

别为 0.999 , 0.999 , 0.997。最低检测量为 10
-3

ng 。

2.4　回收率

经计算 , put 的回收率为 98.7%, spd 的回

收率为 99.2%, spm 的回收率为97.8%。
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图 3　昆虫体内多胺色谱图

图 4　HPLC 检测丹磺酰化多胺的标准曲线

3　讨论

多胺是一类具有生物活性的低分子量含氮

碱类 ,广泛存在于生物体内 ,目前昆虫中主要研

究的多胺为 put 、spd 、spm
[ 13]
。有研究表明多胺

对昆虫具有多种生理功能 ,为此如何快速检测

昆虫体内和昆虫组织中的多胺含量越来越受到

人们的重视 。到目前为止 ,已经报道的有关测

定多胺的方法主要有薄层层析-荧光分光光度

计比色法 ,气相色谱法(GC),气质联用(GC-MS)

及高效液相色谱法等 。其中用 GC 测定多胺 ,

虽然可以检测到 0.02 ～ 0.1 pmol ,但其最大缺

陷是分离效果较差 , 目前已基本不用
[ 14]
;1973

年Walle 将GC-MS 引用到多胺的分离检测中 ,

大大提高了多胺的分离效果及检测灵敏度
[ 15]
,

但此法较为复杂 ,仪器要求较高 ,因此在研究中

也不常用 。而 TLC-荧光分光光度计比色法则

是一种较为简洁的方法 ,在本研究中 ,当多胺经

丹磺酰氯衍生后 ,利用硅胶 G板能得到很好的

分离效果 ,但由于昆虫体内的多胺含量较低 ,在

层析板上的斑点较暗 ,若将此斑点刮下进行荧

光比色分析 ,势必降低其检测的灵敏度 ,因此

TLC 法常用于多胺的定性分析及生物组织中多

胺含量较高时 , 如植物组织中多胺的分

析
[ 16 , 17]

。自Samejima 等首次将HPLC引入多胺

的分离测定以来
[ 12]
,利用 HPLC来分析生物组

织中多胺的方法得到了长远的发展。目前用于

多胺衍生反应的试剂主要有苯甲酰氯
[ 18]
、丹磺

酰氯
[ 19]
、甲基磺酰氯

[ 20]
等 ,其中以丹磺酰氯灵

敏度最高 ,可以检测到 0.01 ～ 1 pmol ,苯甲酰氯

衍生法较为简单 , 但其灵敏度较低 , 为 0.1

nmol
[ 21]
。为此 ,在本研究中 ,我们选用丹磺酰氯

为多胺的衍生试剂。

由于丹磺酰氯具有强荧光 ,因此对于丹磺

酰氯衍生化多胺一般使用荧光检测 ,检测波长

一般 为 Ex:340 ～ 380 nm , Em:490 ～ 515

nm
[ 22, 23]

,也有人将 Ex 设为 252 nm
[ 24]
和 430

nm
[ 25]
。经反复试验比较 ,当将荧光检测波长设

为 Ex:280 nm 、Em:515 nm 时 ,检测的样品峰最

高 ,且无拖尾情况 ,因此我们确定最佳荧光检测
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波长为 Ex:280 nm、Em:515 nm 。

根据丹磺酰氯衍生化多胺的极性 ,一般是

用乙腈:水
[ 24]
和甲醇:水作为流动相 ,本研究

利用较为常用的甲醇:水作为流动相 。流动相

的浓度对样品的分离效果影响很大 ,从目前的

报道看 ,有的研究采取 1 ～ 20 min:50%～ 80%

甲醇;20 ～ 22min:80%甲醇;22 ～ 30 min:80%～

50%甲醇
[ 23]
,有的研究采取 0 ～ 23 min:60%～

95%甲醇
[ 26]
,但从这些报道的图谱可以看出 ,

在这些条件下 ,样品中的多胺并未完全分离 。

经过反复实验比较发现 ,无论采取何种浓度的

流动相 ,如不采用梯度洗脱 ,则分离时间长 ,且

峰较宽 ,如采用梯度洗脱(1 ～ 4min:60%甲醇;5

～ 20 min:80%甲醇)后 ,分离时间大大减少 ,仅

为14 min ,且具有很好的分离效果 ,峰形变窄 ,

但在此条件下 ,桑天牛卵中腐胺和杂质不能很

好的分离 ,将梯度改为 1 ～ 6 min:60%甲醇;6 ～

20 min:80%甲醇后 ,不仅 3种多胺能很好的分

离 ,且与杂质也能很好的分离 ,峰形也很窄 ,没

有拖尾情况 ,故将此梯度定为最佳分离浓度 ,分

析时间为 16 min。

对于昆虫体内多胺样品的制备 ,此法简便

稳定 ,仅需高氯酸除蛋白即可 ,衍生化后 ,样品

稳定便于保存 。经过反复实验证明 ,衍生时间

为10 h为宜 ,暗反应。样品制备后能长时间保

存。此法简便易行 ,能很好地分离检测昆虫体

内和组织中的微量多胺 ,为更好的研究多胺对

昆虫的影响提供了基础。
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