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高效液相色谱法测定地骨皮中１８种氨基酸
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摘　要：采用高效液相色谱法测定地骨皮中１８种氨基酸的含量。地骨皮样品用１０－乙基吖啶
酮－２－磺酰氯为柱前衍生试剂进行衍生化。以Ａｋａｓｉｌ－Ｃ１８色谱柱为固定相，用乙腈（５＋９５）溶液和乙
腈（９５＋５）溶液以不同比例混合的溶液为流动相进行梯度洗脱，用荧光检测器测定。１８种氨基酸
的线性范围均为３２ｆｍｏｌ～１００ｐｍｏｌ，检出限（３Ｓ／Ｎ）在２．０６～８．６５ｆｍｏｌ之间。加标回收率在

９６．４％～１０７％之间，测定值的相对标准偏差（ｎ＝６）在均小于４．０％。
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　　地骨皮为茄科植物枸杞或宁夏枸杞的干燥根
皮。具有凉血除蒸、清肺降火的功能，用于阴虚潮
热、骨蒸盗汗、肺热咳嗽、咳血、内热消渴的治疗［１］。

现代药理学研究发现地骨皮具有降血压、降血糖、调
血脂、抗菌及抗病毒等活性［２－４］。其活性成分包括氨

基酸类物质等。氨基酸的测定方法主要是高效液相
色谱法，由于大多数氨基酸缺乏发色团也不能产生
荧光，直接的高效液相色谱法难以测定，故需对氨基
酸进行衍生，为其连接上发色团或荧光基团，以提高
氨基酸检测的灵敏度。衍生试剂包括邻苯二甲

收稿日期：２０１４－０８－１９

作者简介：陈向明（１９７８－），男，山东招远人，博士研究生，主要

　从事植物中活性成分分析。Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｍｃｈ９１３＠１６３．ｃｏｍ

醛［５］，９－芴甲基氯甲酸酯［６］和二甲氨基萘磺酰氯［７］

等，但这些试剂都因存在许多缺点而限制了高效液
相色谱法在实际测定中的应用。本工作采用新型柱
前 荧 光 标 记 试 剂 １０－乙 基 吖 啶 酮－２－磺 酰 氯
（ＥＡＳＣ）［８］，建立了测定地骨皮中氨基酸含量的
方法。

１　试验部分

１．１　仪器与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００型高效液相色谱仪，配 Ｇ１３１１Ａ
型四 元 梯 度 泵，Ｇ１３２２Ａ 型 在 线 真 空 脱 气 机，

Ｇ１３２１Ａ型荧光检测器，Ｇ１３２９Ａ 型１００位自动进
样器。

１８种氨基酸混合标准溶液：１．０×１０－４　ｍｏｌ·
·４４４１·
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Ｌ－１，用ｐＨ　９．０的硼酸钠缓冲溶液配制而成。
衍生试剂溶液：１×１０－３　ｍｏｌ·Ｌ－１，称取自制的

１０－乙基吖啶酮－２－磺酰氯适量，用乙腈配制而成。
乙腈为色谱纯，试验用水为纯净水，其余试剂均

为分析纯。

１．２　仪器工作条件

Ａｋａｓｉｌ－Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

柱温３０ ℃；流量为１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量为

１０μＬ，荧光激发波长（λｅｘ）和发射波长（λｅｍ）分别为

２６２，４２５ｎｍ。流动相：Ａ为乙腈（５＋９５）溶液，Ｂ为
乙腈（９５＋５）溶液，均含ｐＨ　３．７的１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

甲酸－甲酸铵缓冲溶液。梯度洗脱：０～１ｍｉｎ时，Ａ
由１００％降至８５％；１～４ｍｉｎ时，Ａ 由８５％降至

７５％；４～５ｍｉｎ时，Ａ由７５％降至７０％；５～６．５ｍｉｎ
时，Ａ由７０％降至６７．５％；６．５～８．５ｍｉｎ时，Ａ由

６７．５％降至６２．５％；８．５～１０ｍｉｎ时，Ａ由６２．５％
降至５３％；１０～１２ｍｉｎ时，Ａ由５３％降至４９．５％；

１２～１３ｍｉｎ时，Ａ 由４９．５％降至４５．５％；１３～
１５ｍｉｎ时，Ａ由４５．５％降至２０％；１５～２０ｍｉｎ时，Ａ
由２０％降至０。

１．３　试验方法

１．３．１　标准溶液的衍生
在２ｍＬ的安瓿瓶中依次加入氨基酸标准溶液

２０μＬ、ｐＨ　９．５的硼砂缓冲溶液１００μＬ、衍生试剂
溶液２２０μＬ和乙腈２００μＬ。密封，于６０℃反应

１５ｍｉｎ，冷却至室温后，加入乙酸（３６＋６４）溶液

３０μＬ，调节ｐＨ至弱酸性，加入乙腈４３０μＬ后，按
仪器工作条件进行测定。

１．３．２　样品的处理
将采自青海省某市的地骨皮样品在真空干燥箱

中于６０℃干燥２４ｈ，粉碎。称取地骨皮粉末０．３ｇ
于１０ｍＬ离心管中，加入水４ｍＬ，超声提取２ｈ，离
心１０ｍｉｎ，分离上清液于１０ｍＬ容量瓶中，离心管
中剩余物再加水３ｍＬ，超声１ｈ，重复两次，离心后
分离上清液。合并３次提取液于１０ｍＬ容量瓶中
定容，溶液用０．４５μｍ 滤膜过滤，取１００μＬ衍生
后，按仪器工作条件进行测定。

２　结果与讨论

２．１　色谱行为
按试验方法对混合标准溶液进行衍生，并按仪

器工作条件对其进行测定，其色谱图见图１。
由图１可知：在２０ｍｉｎ内实现了氨基酸衍生物

各峰号所对应的化合物同表１

图１　混合标准溶液衍生后的色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｍｉｘｅｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ａｆｔｅｒ　ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ

的分离。

２．２　流动相的选择

ＥＡＳＣ与氨基酸衍生物中有游离的羧酸基团，

在含水的流动相中能发生水解，导致部分羧酸基团
电离成离子，使得色谱峰对称性变差，因此为抑制羧
基的解离，需要调节流动相的ｐＨ 为弱酸性。氨基
酸中的氨基和固定相上游离的硅醇基都是强极性基
团，相互之间能产生强烈的吸引，也会导致色谱峰的
形状变差，为减弱氨基和固定相之间的相互作用，一
般在流动相中加入含有氨基的调节剂，含有氨基的
调节剂中的氮原子优先占据固定相上的吸附中心，

从而减弱固定相对氨基酸衍生物的静电吸引。因此
试验采用甲酸－甲酸铵缓冲体系。试验考察了不同

ｐＨ的流动相对分离的影响，结果表明：随ｐＨ 的降
低，色谱峰的对称性越来越好，峰的宽度也减小，原
因在于ｐＨ越小，对羧基的解离抑制就越强，但过低
的ｐＨ 对色谱柱有较大的损害。当ｐＨ 大于３．８
时，精氨酸、赖氨酸和丝氨酸的分离度非常差；当流
动相的 ｐＨ 为３．７时，所有的氨基酸衍生物在

２０ｍｉｎ内完全分离。因此，试验选择流动相的ｐＨ
为３．７。

２．３　标准曲线及检出限
按试验方法对混合标准溶液进行衍生，并用乙

腈稀释得混合标准溶液系列，按仪器工作条件进行
测定，结果表明：各氨基酸的物质的量在３２ｆｍｏｌ～
１００ｐｍｏｌ范围内与其衍生物的峰面积呈线性关系，

线性回归方程、相关系数见表１。按３倍信噪比计
算各氨基酸的检出限（３Ｓ／Ｎ），结果见表１。

由表１可知：相关系数大于０．９９９，检出限在

２．０６～８．６５ｆｍｏｌ之间。
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表１　线性回归方程、相关系数和检出限

Ｔａｂ．１　Ｌｉｎｅａｒ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

ａｎｄ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔｓ

峰号 化合物 线性回归方程 相关系数
检出限
ｎ／ｆｍｏｌ

１ 半胱氨酸 ｙ＝７９．２１　ｘ＋１０．１３　 ０．９９９　２　 ３．１６

２ 组氨酸 ｙ＝８３．１９　ｘ＋１３．６６　 ０．９９９　４　 ３．４９

３ 精氨酸 ｙ＝６０．５４　ｘ－２０．２２　 ０．９９９　３　 ５．３５

４ 赖氨酸 ｙ＝５４．３６　ｘ－１６．３９　 ０．９９９　４　 ５．６０

５ 丝氨酸 ｙ＝６７．９８　ｘ－１０．６８　 ０．９９９　３　 ４．８８

６ 天冬氨酸 ｙ＝１０１．２　ｘ－２４．３１　 ０．９９９　１　 ２．０６

７ 谷氨酸 ｙ＝９１．７６　ｘ－９．８２　 ０．９９９　０　 ３．９４

８ 苏氨酸 ｙ＝８８．３１　ｘ＋１３．９８　 ０．９９９　１　 ３．６２

９ 甘氨酸 ｙ＝６７．８７　ｘ－７．３３　 ０．９９９　４　 ８．６５

１０ 色氨酸 ｙ＝８７．６１　ｘ＋８．１３　 ０．９９９　２　 ３．８１

１１ 丙氨酸 ｙ＝５５．８９　ｘ＋１１．４１　 ０．９９９　２　 ４．４４

１２ 酪氨酸 ｙ＝８９．０５　ｘ－７．８６　 ０．９９９　１　 ４．９７

１３ 脯氨酸 ｙ＝７６．７８　ｘ＋１６．６７　 ０．９９９　４　 ４．２４

１４ 蛋氨酸 ｙ＝１０８．４　ｘ＋６．５２　 ０．９９９　４　 ２．１０

１５ 缬氨酸 ｙ＝６５．２０　ｘ－３．９９　 ０．９９９　８　 ３．２２

１６ 苯丙氨酸 ｙ＝３４．７７　ｘ＋１９．６９　 ０．９９９　２　 ３．８１

１７ 异亮氨酸 ｙ＝８３．０６　ｘ－８．８３　 ０．９９９　５　 ３．２９

１８ 亮氨酸 ｙ＝９８．５６　ｘ＋６．５２　 ０．９９９　４　 ２．４２

２．４　精密度试验
称取０．０１ｍｍｏｌ·Ｌ－１标准衍生溶液，按试验方

法平行测定６次，结果表明：胱氨酸、组氨酸、精氨
酸、赖氨酸、丝氨酸、天冬氨酸、谷氨酸、苏氨酸、甘氨
酸、色氨酸、丙氨酸、酪氨酸、脯氨酸、蛋氨酸、缬氨
酸、苯丙氨酸、异亮氨酸、亮氨酸衍生物峰面积的相
对标准偏差（ＲＳＤ）依次为２．１％，１．６％，２．３％，

２．６％，１．４％，２．４％，１．９％，１．６％，１．７％，２．４％，

１．８％，１．７％，１．９％，２．５％，１．９％，１．５％，１．３％，

１．８％。表明仪器的性能良好，适用于分析氨基酸衍
生物。

２．５　稳定性试验
取氨基酸标准衍生溶液，保存于室温下，分别于

０，２，４，８，１２，２４ｈ按试验方法平行测定６次，结果
表明：胱氨酸、组氨酸、精氨酸、赖氨酸、丝氨酸、天冬
氨酸、谷氨酸、苏氨酸、甘氨酸、色氨酸、丙氨酸、酪氨
酸、脯氨酸、蛋氨酸、缬氨酸、苯丙氨酸、异亮氨酸、亮
氨酸衍生物峰面积的 ＲＳＤ依次为４．５％，３．６％，

３．６％，３．７％，３．９％，３．４％，３．５％，４．１％，３．６％，

４．４％，３．２％，３．４％，３．６％，３．９％，３．４％，４．０％，

４．２％，３．６％。表明氨基酸衍生物室温下在２４ｈ内
稳定。

２．６　重复性试验
取氨基酸标准衍生溶液，按试验方法连续进样

６次测定，结果表明：各氨基酸衍生物的ＲＳＤ小于

４．１％，表明方法的重复性良好。

２．７　回收试验
按试验方法对地骨皮样品平行测定６次，色谱

图见图２，测定结果见表２。同时加入一定量氨基酸
混合标准溶液，按试验方法进行回收试验，结果见
表２。

各峰号所对应的化合物同表１

图２　样品衍生物的色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｅ　ｄｅｒｉｖａｔｉｚｅ

表２　回收试验结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｅｓｔ　ｆｏｒ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ

化合物
测定值

　　　　　ｗ／（μｇ·ｇ－１）
加标量 测定总量

ｗ／（μｇ·ｇ－１）
回收率
／％

ＲＳＤ
／％

半胱氨酸 ５７．７　 ５０　 １０９．５　 １０４　 ２．９

组氨酸 １０８．０　 １００　 ２１４．７　 １０７　 ３．１

精氨酸 １２１．８　 １００　 ２２５．９　 １０４　 ２．６

赖氨酸 １２４．３　 １００　 ２３０．５　 １０６　 ２．４

丝氨酸 ６２．０　 ５０　 １１３．２　 １０２　 ３．５

天冬氨酸 ６７．５　 ５０　 １２０．０　 １０５　 ３．２

谷氨酸 ６８．０　 ５０　 １１７．９　 ９９．８　 ２．１

苏氨酸 ２２８．８　 ２００　 ４３２．０　 １０２　 １．９

甘氨酸 １７６．８　 １５０　 ３２４．４　 ９８．４　 ２．８

色氨酸 ６　９４８．６　 ７　０００　 １４　１７９．６　 １０３　 １．５

丙氨酸 ３０．７　 ５０　 ８３．６　 １０６　 ３．４

酪氨酸 １１３．３　 １００　 ２１５．９　 １０３　 ３．２

脯氨酸 ５３．４　 ５０　 １０５．７　 １０５　 ３．９

蛋氨酸 ５１．２　 ５０　 １００．３　 ９８．２　 ３．４

缬氨酸 ６０．５　 ５０　 １０９．３　 ９７．６　 ２．９

苯丙氨酸 ４７．６　 ５０　 ９８．４　 １０２　 ３．２

异亮氨酸 ４１．３　 ５０　 ８９．５　 ９６．４　 ３．６

亮氨酸 １１１．１　 １００　 ２０９．８　 ９８．７　 ２．８
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阅，请您登陆ｗｗｗ．ｍａｔ－ｔｅｓｔ．ｃｏｍ网站填写信息，并
把订阅款项汇入指定银行或邮局，收到款项后我们
及时将电子期刊发送给您。

《理化检验－化学分册》电子期刊定价全年

９０元，半年５０元。
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