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高效液相色谱一在线衍生联用技术检测食品中氨基酸 

陈春晓，陈 卫 ，仲岳桐 ，康 莉 

(深圳市疾病预防控制中心，广东深圳 518020) 

【测定方法】 

[摘要] 目的：建立应用在线衍生技术和双检测器联用测定食品中氨基酸的高效液相色谱方法。方法：使用高效液相色 

谱仪带全自动衍生功能的自动进样器进行在线衍生，经梯度分离，再利用二极管阵列 一荧光检测器串联分析。结果：17 

种氨基酸分离良好，线性范围为 10～1 000 pmoL／ 。结论：本方法测定重复性好，灵敏度高，定性定量准确，结果令人满 

意。 
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氨基酸是构成生物体蛋白质并同生命活动有关的最基本 

的物质，是在生物体内构成蛋白质分子的基本单位，与生物的 

生命活动有着密切的关系，在抗体内具有特殊的生理功能，是 

生物体内不可缺少的营养成分之一。 

分析仪器中有关氨基酸的检测方法一般有氨基酸分析仪 

法、高效液相色谱法等，前者需要购买昂贵的专用仪器(价格 
一 般在 10万美元以上)，后者虽然仪器普通，但是在应用时存 

在结果重复性差、定性困难、手工操作繁琐等缺点，本文应用 

在线衍生和检测器联用技术测定食品中 17种氨基酸，能有效 

地克服以上缺点，可在各级食品检测机构推广应用。 

1 材料与方法 

1．1 仪器及试剂 

液相色谱仪：美国安捷伦公司 A~lentl100型(带自动进样 

器，二极管阵列检测器，荧光检测器，在线脱气机)。色谱柱： 

Hype~il ODS氨基酸分析柱，长度 20 cm，内径 2．1 mm。pH 

计：瑞士梅特勒公司。电子天平：瑞士梅特勒公司 AE一200。 

甲醇、乙腈、四氢呋喃(色谱纯)。醋酸钠、冰醋酸、三乙胺(分 

析纯)。邻苯二甲醛(OPA)溶液：10 m异／rnl(一级氨基酸衍生 

剂)。9一芴基甲基氯甲酸酯(FMOC)溶液：2．5 m ml乙腈溶 

液(二级氨基酸衍生剂)。硼酸缓冲溶液：浓度为 0．4 moL／L， 

pH为 10．4。氨基酸标 准溶液 (浓度分别为 10、100、250、 

1 000 pmoL／ )。 

l-2 实验 方法 

1．2．1 流动相的配制 准确称量 1．13 g三水醋酸钠，转移入 

800 ml玻璃杯中。加 50o ml纯水，并搅拌至晶体全部溶解。 

加入 120 三乙胺并充分混合。通过滴入 1％ ～2％ 的醋酸 

溶液，调节 pH至 7．31±0．05。加入 1．8 ml四氢呋喃，混匀， 

装入试剂瓶，得流动相 A。另准确称取 1．35 g三水醋酸钠，转 

移入 200 ml玻璃杯中。加入 100 ml纯水，并搅拌至晶体全部 

溶解。通过滴入 1％ ～2％的醋酸溶液，调节 pH至 7．20± 

0．05。将此溶液和 200 rnl乙腈以及 200 rnl甲醇混合均匀，装 

入试剂瓶，得流动相 B。 
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1．2．2 在线衍生步骤 利用带全 自动衍生功能的自动进样器 

进行在线衍生 ，衍生后直接进样分析，消除了离线衍生进样时 

间不同和手工操作造成的误差，并降低了工作量。 

在线衍生的程序如下：先抽取 5．0 l硼酸溶液，再抽取 

1．0 OPA试剂。接着取 1．0 l样品溶液，在反应管中充分 

混合。继续抽取 1．0 FMOC试剂，在反应管中充分混合。 

进样。 

1．2．3 梯度洗脱程序 初始流速：0．45 m~min，具体步骤见 

表 1。 

表 1 梯度洗脱程序如表 

1．2．4 检测器参数切换程序 由于不同种氨基酸在二极管阵 

列检测器和荧光检测器的最佳检测波长不同，因此有必要在 

分析过程中对检测器参数进行切换，以求达到最好的效果。 

具体见表2和表 3。 

表 2 二极管阵列检测器波长转换表 
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表 3 荧光检测器波长转换表 

1．2．5 样品前处理 

1．2．5．1 液体样品：准确称取样品 1 g左右，用 0．05 mol／L 

的盐酸定容至 50 rnl。 

1．2．5．2 固体样品：准确称取均匀样 品 100 mg左右，放于 

25 rnl的水解管中，再加入浓度为 6 mol／L的盐酸 10～15 rnl， 

于 110~C的恒温干燥箱内水解 22 h，冷却后用去离子水定量 

于 50 rnl容量瓶中，供仪器测定用。 

2 结果与讨论 

17种氨基酸的标准色谱图(见图 1)，具体数据详见表4。 

n 2 4 6 R ln I’ I4 1 lRrain 

图 1 氨基酸分析的标准色谱图 ． 

表4 浓度为 250 pmol／．Il的 l7种氨基酸数据表 

英文缩写 中文名称 准浓 留 间
— — — —  苎竺里 —一  

(m m1) (min) 二极管阵列检测器 荧光检测器 

常规液相检测氨基酸的分析中，衍生过程是造成测定结 

果不稳定的最主要因素。原因是衍生产物衰减很快，而手工 

衍生操作至进样分析的时间和操作强度很难保证均一。本方 

法利用带全自动衍生功能的自动进样器进行在线衍生，衍生 

后直接进样分析，消除了离线衍生进样时间不同和手工操作 

造成的误差，不仅提高了准确性 ，而且降低了工作强度。 

分析氨基酸的实验中，一个普遍困难就是定性的问题，单 

纯以保留时间定性难以保证可靠。本方法应用联用方式。不 

仅以二极管阵列检测的特征吸收峰为依据定性，还以用 2种 

性质不同的检测器对照作为定性的参考，大大提高了定性的 

准确性。 

在 10～1 000 pmol／ 的浓度范围内，二极管阵列检测器 

和荧光检测器均有 良好的线性，相关系数在 0．9988～0．9999 

之间，不同浓度的氨基酸重复试验的精密度均小于 5％，当信 

噪比为 3时，使用二极管阵列检测器的检测限为 1～4 pmol，使 

用荧光检测器检测限为0．5—2．5 pmol(酪氨酸除外)。在测 

定液体样品时，回收率在 90％ ～97％ 之间，效果理想；但是固 

体样品的回收率相对较低，在 78％ ～89％ 之间，主要与样品 

状态和前处理有关。 

尽管荧光检测器的灵敏度高于二圾管阵列检测器，但是 

它对于酪氨酸基本无响应，再考虑一·般样品中的实际氨基酸 

含量用二极管阵列检测器足以满足，而且在串联检测器时，荧 

光检测器在二极管阵列之后，死体积较大，所以定量检测以二 

极管 阵 列 检 测 器 的结 果 为 主；只有 当样 液浓 度 低 于 

50 pmol／txl时以下，才以荧光检测器数据定量，但酪氨酸仍然 

需以二极管阵列信号定量。 

3 实验的难点和要点 

要严格按照操作程序配制流动相。在称量醋酸钠时，称 

重误差要小于 0．025 g，在加入三乙胺时，应使用微量进样器 

准确加入。 

精确调节流动相的pH值是实验的要点之一。pH过低， 

会使缬氨酸和蛋氨酸的分离变坏，pH过高，不仅会使胱氨酸、 

缬氨酸等提前出峰，更会加速使色谱柱内的填料键合断裂流 

失，使得色谱柱很快失效。因此在调节中要认真仔细，并使用 

磁力搅拌机，在接近终点时需仔细逐滴加入，充分混匀后测取 

pH值后再加入。如 pH调节过头必须重新从头配制，不可将 

就使用。 

在流动相中，三乙胺的实际含量虽然很低，但是对于分离 

的好坏却很关键，如果浓度稍低，会造成组氨酸和甘氨酸、胱 

氨酸和缬氨酸的分离不好。三乙胺很容易被氧化，多次开试 

剂瓶会造成实际浓度的降低。为了解决这个问题，可以在买 

来新的三乙胺后，尽快在充氮环境中分装在多个 2 ml棕色安 

瓿瓶中，并酒精喷灯封 口后于避光阴凉处保存。每次实验时 

开 1支，一次性使用，这样就能防止氧气的影响。 

每次使用流动相都需要现配现用，不得保存；同样，衍生 

化试剂如 OPA、FMOC、和硼酸溶液都需要每 Et更换。建议购 

买安瓿瓶装商品化衍生试剂，放在冰箱冷藏保存，实验前各开 

1支。 

4 结论 

本方法测定重复性好，灵敏度高，定性定量准确，结果令 

人满意，适合在各级食品检测单位中推广应用。 
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