
　第５２卷　第 ４期
２０１３年　７月

中山大学学报 （自然科学版）

ＡＣＴＡ　ＳＣＩＥＮＴＩＡＲＵＭ　ＮＡＴＵＲＡＬＩＵＭ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＡＴＩＳ　ＳＵＮＹＡＴＳＥＮＩ
Ｖｏｌ５２　Ｎｏ４
Ｊｕｌ　２０１３

　

ＡＱＣ柱前衍生化高效液相色谱法测定
宝乐果中的游离氨基酸

刘　博１，韩晓东１，张敏婷１，徐方方１，周　文１，焦　红２

（１．广州中医药大学第二附属医院，广东 广州 ５１０００６；
２．广东出入境检验检疫局，广东 广州 ５１０６２３）

摘　要：为了测定宝乐果中游离氨基酸的种类以及含量。该文的样品用６氨基喹啉Ｎ羟基琥珀酰亚胺基氨基
甲酸酯 （ＡＱＣ）柱前衍生后进行高效液相色谱 （ＨＰＬＣ）分析。采用 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８ （２５０ｍｍ ×４６ｍｍ，
５μｍ）色谱柱，柱温为３５℃；流动相Ａ为去离子水，流动相 Ｂ为乙腈，流动相 Ｃ为１０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵缓冲液
（以冰醋酸调至ｐＨ５１０），梯度洗脱，流速为０８～１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为２４８ｎｍ，同时测定宝乐果中的游离
氨基酸。结果得：１８种氨基酸在００２～０５ｍｍｏｌ／Ｌ浓度范围内有良好的线性关系，ｒ均在０９９８３～０９９９２之
间；宝乐果中测得１４种游离氨基酸，其含量范围为００８７～２６８０ｍｇ／ｇ，平均加样回收率为９６９％～１０６９％，
ＲＳＤ为０６７％～３０７％。该方法可用于检测宝乐果中游离氨基酸含量，测定的结果为宝乐果质量研究和评价提
供了依据。
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　　宝乐果 （ＢｏｒｏｊｏａｓｏｒｂｉｌｉｓＣｕｔｅｒ．）是茜草科林
果属植物 ＢｏｒｏｊｏａｐａｔｉｎｏｉＣｕａｔｒｅｃ．和 Ｂｏｒｏｊｏａｓｏｒｂｉｌｉｓ
Ｃｕａｔｒｅｃ．的成熟果实，产于拉丁美洲厄瓜多尔气候
的热带雨林，呈棕褐色，直径达７～１２ｃｍ，质量
达７００～１０００ｇ，８８％以上为果浆，黏性很强，味
道酸涩［１］，有特殊果香。宝乐果营养丰富，含多

糖、植物油、矿物质、维生素、稀土元素，蛋白

质、氨基酸成分也占有一定的比例，特别是人体所

必需氨基酸。焦红等［２］采用质谱检测发现宝乐果

中有２６种游离氨基酸，但并未进行定量研究。本
文采用东方集团提供的宝乐果成熟果实的果肉，对

其游离氨基酸的构成和含量进行分析，为宝乐果研

究开发利用提供科学依据。

６－氨基喹啉 －Ｎ－羟基琥珀酰亚胺基 －氨基
甲酸酯 （ＡＱＣ）柱前衍生化法是近年来使用最广
泛的氨基酸分析方法，具有简单、灵敏而快速的优

点［３－５］。ＡＱＣ是一种具有高反应活性的杂环氨基
甲酸酯，可与伯胺和仲胺反应生成稳定的衍生物

脲［６］。这种衍生物十分稳定，０～４℃环境下可保
存一个月，常温条件下可保存一周，且有很强的紫

外吸收和荧光吸收。衍生操作简单，衍生速度快，

３０ｓ即可反应完全，且定量准确，过量的衍生试剂
可水解，缓冲溶液使用范围广［７－９］。此法应用于食

品和药品中氨基酸的含量测定，取得了很好的效

果［７，１０］。故本实验以 ＡＱＣ为衍生试剂，以柱前衍
生化高效液相色谱法对宝乐果中所含的游离氨基酸

进行分析和测定。

１　仪器和试药
１１　仪器

高效液相色谱系统：ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ１２００
Ｓｅｒｉｅｓ（脱气机：Ｇ１３１２２Ａ；四元泵：Ｇ１３１１Ａ；自
动进样器：Ｇ１３２９Ａ；检测器：Ｇ１３１４Ｂ）；色谱柱：
ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８ （２５０ｍｍ ×４６ｍｍ，５μｍ）；
离心机：Ｂ６００ＡＢＡＩＹＡＮＧＣＥＮＴＲＩＦＵＧＥＧ２０；超
声仪：必能信ＫｌｅｅｎＳｏｎｉｃ３２０－Ｄ（功率２５０Ｗ，频
率１００ｋＨｚ）；磁力搅拌器：上海禾汽仪器有限公司
８５－２Ｂ型；津腾隔膜真空泵；ｐＨ计：ＭｅｔｔｌｔｅｒＴｏｌｅ
ｄｏＤｅｌｔａ３２０；旋转蒸发仪：Ｂｕｃｈｉ；移液枪：２～２０
μＬ，２０～２００μＬ，大龙兴创实验仪器 （北京）有

限公司；无水溶剂纯化系统：ＩｎｎｏｖａｔｉｖｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ＰＳＭＤ５；纯水仪：１８２ＭΩ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ。
１２　试药、样品及缓冲盐配置

宝乐果：东方集团有限公司提供的成熟宝乐果。

氨基酸标准品：Ｌ组氨酸 （ＬＨｉｓ）、Ｌ天冬氨

酸 （ＬＡｓｐ）、Ｌ异亮氨酸 （ＬＩｌｅ）、Ｌ亮氨酸 （Ｌ
Ｌｅｕ）、Ｌ脯氨酸 （ＬＰｒｏ）、Ｌ赖氨酸 （ＬＬｙｓ）、Ｌ
谷氨酸 （ＬＧｌｕ）、Ｌ甲硫氨酸 （ＬＭｅｔ）、Ｌ谷氨酰
胺 （ＬＧｌｎ）、Ｌ苯丙氨酸 （ＬＰｈｅ）、Ｌ苏氨酸 （Ｌ
Ｔｈｒ）、Ｌ胱氨酸 （ＬＣｙｓ２）、Ｌ丝氨酸 （ＬＳｅｒ）、Ｌ
色氨酸 （ＬＴｒｐ）、Ｌ缬氨酸 （ＬＶａｌ）、Ｌ酪氨酸
（ＬＴｙｒ）、甘氨酸 （ＬＧｌｙ）、Ｌ丙氨酸 （ＬＡｌａ）、γ
氨基丁酸 （γＧＡＢＡ）（作为内标物），以上样品均
购自上海源聚生物科技公司。

ＡＱＣ衍生试剂的配制：由实验室自行合成 （ｗ
＞９５％）。临用前取约 ２８５ｍｇＡＱＣ粉末置于 １０
ｍＬ容量瓶中，以适量无水乙腈溶解并定容至刻度，
配成１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＡＱＣ溶液，保存于干燥器中。

醋酸铵缓冲液：取约０７７ｇ（００１ｍｏｌ）醋酸
铵固体，加水至１Ｌ，以冰醋酸调ｐＨ至５１０。

硼酸盐缓冲液，溶液 Ａ：取约 ７４５ｇ（０１
ｍｏｌ）氯化钾固体和６２０ｇ（０１ｍｏｌ）硼酸，加水
至１Ｌ，配成 ０１ｍｏｌ／Ｌ的 Ａ溶液。溶液 Ｂ：取约
４００ｇ（０１ｍｏｌ）氢氧化钠固体，加水至１Ｌ，配
成０１ｍｏｌ／Ｌ的Ｂ溶液。取约３２００ｍＬ的 Ｂ溶液
加入１００００ｍＬ的Ａ溶液中，调节至ｐＨ８８０。

２　方法
２１　色谱条件

采用 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８ （２５０ｍｍ ×４６

ｍｍ，５μｍ）色谱柱，柱温为３５℃；流动相 Ａ为
去离子水，流动相 Ｂ为乙腈，流动相 Ｃ为 １０
ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵缓冲液 （ｐＨ５１０）。梯度洗脱，流
速为０８～１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为２４８ｎｍ；进样
量为２μＬ。按表１条件进行梯度洗脱。

表１　梯度洗脱程序
Ｔａｂｌｅ１　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍ

ｔ／ｍｉｎ φ（Ａ）／％ φ（Ｂ）／％ φ（Ｃ）／％ Ｆ／（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

０００ ６ ６５ ８７５ ０８
３０００ ６ ６５ ８７５ ０８
３５００ １０ ８ ８２ １０
４０００ ２０ １０ ７０ １０
４５００ ２０ １５ ６５ １０
６０００ ２０ ３０ ５０ １０
６５００ ２０ ３５ ４５ １０

２２　溶液的制备和衍生化反应
２２１　标准品溶液　单氨基酸标准品溶液：分别
精密称取以下１９种氨基酸 （ＬＨｉｓ、ＬＡｓｐ、ＬＩｌｅ、
ＬＬｅｕ、ＬＰｒｏ、ＬＬｙｓ、ＬＧｌｕ、ＬＭｅｔ、ＬＧｌｎ、Ｌ

１０１



中山大学学报 （自然科学版） 第５２卷　

Ｐｈｅ、ＬＴｈｒ、ＬＣｙｓ２、ＬＳｅｒ、ＬＴｒｐ、ＬＶａｌ、ＬＴｙｒ、
Ｇｌｙ、ＬＡｌａ、γＧＡＢＡ），分别置于 １０ｍＬ容量瓶
中，加适量 ０１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶解、定容至 １０ｍＬ，
制成１９种浓度均为５ｍｍｏｌ／Ｌ的单氨基酸标准品溶
液。

混合氨基酸标准品溶液：分别精密称取以上１８
种氨基酸 （除 γＧＡＢＡ），置于１０ｍＬ容量瓶中，
加适量０１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶解、定容至１０ｍＬ，制成
浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ的混合氨基酸标准品溶液。
２２２　供试品溶液　精密称取成熟宝乐果果肉
１０ｇ，加入５０ｍＬφ＝５０％乙醇／水超声提取 ３０
ｍｉｎ，提取２次。以φ＝５０％乙醇／水洗滤渣，每次
３ｍＬ，共 ３次，滤液和洗液合并，旋干，转移至
１０ｍＬ容量瓶，０～４℃保存备用，即得宝乐果供
试品溶液。

２２３　空白溶液　取１０μＬ０１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液置
反应管中，即得空白溶液。

２２４　衍生化反应步骤　①取待检测溶液１０μＬ，
置反应管中，加入７０μＬ硼酸缓冲液，涡旋均匀；
②再加入２０μＬＡＱＣ溶液，涡旋３０ｓ；③５５℃恒
温加热反应１０ｍｉｎ；④以０２２μｍ微孔滤膜过滤，
转移至样品分析瓶中，即得衍生化待检测溶液。

２３　方法性考察
２３１　系统适用性试验　取混合氨基酸对照品溶
液、单氨基酸对照品溶液、供试品溶液及空白溶

液，按 “２２４”项下的方法进行氨基酸衍生化反
应，按 “２１”项下色谱条件进行高效液相色谱分
析，进样量为２μｌ。
２３２　线性关系　精密吸取 “２２２”项下混合
氨基酸对照品储备液适量和内标物 γ－氨基丁酸
（γＧＡＢＡ）适量，分别置 １０ｍＬ量瓶中，制成浓
度分别为 ００２，００７５，０１，０１２５，０２５，０５
ｍｍｏｌ／Ｌ的稀释混合氨基酸溶液。按 “２２４”项
下的方法进行氨基酸衍生化反应。

分别取上述反应溶液，按 “２１”项下色谱条
件进行测定，进样量为２μＬ，得峰面积。分别以
各种氨基酸对照品峰面积与内标物 γ－氨基丁酸
（γＧＡＢＡ）的峰面积比值 ｙ为纵坐标，对照品浓
度ｘ（ｍｍｏｌ／Ｌ）为横坐标，绘制工作曲线，计算回
归方程。

２３３　检测限　将最低浓度 （００２ｍｍｏｌ／Ｌ）的
混合氨基酸溶液逐步稀释后再进行衍生化反应，按

“２１”项下色谱条件进行高效液相色谱分析，进
样量为２μＬ，确定最低检测限 （信噪比：Ｓ／Ｎ ＝
３），得到各种氨基酸的最低检测限。

２３４　精密度试验　取混合氨基酸对照品溶液，
按 “２１”项下色谱条件平行进样５次，根据各氨
基酸色谱峰面积与内标物 γ－氨基丁酸 （γＧＡ
ＢＡ）峰面积的比值，计算ＲＳＤ。
２３５　稳定性试验　取供试品溶液，进行衍生化
反应，按 “２１”项下色谱条件分别于０，１５，４，
８，１６，２４ｈ进样，根据各氨基酸色谱峰面积与内
标物γＧＡＢＡ峰面积的比值，计算ＲＳＤ。
２４　供试样品的测定
２４１　含量测定及重复性实验　平行称取果肉各
５份，每份约１０ｇ。按 “２２２”项下方法制备供
试品溶液，进行衍生化反应，依 “２１”项下色谱
条件进样测定，根据各种氨基酸的色谱峰面积与内

标峰面积比值，计算各种氨基酸含量和 ＲＳＤ值，
以考察方法的重复性。

２４２　加样回收实验　分别取已知含量的宝乐果
１０ｇ，平行 ５份，分别加入 １００μＬ氨基酸储备
液，分别进行提取、衍生化反应和色谱分析，计算

各种氨基酸的加样回收率和ＲＳＤ。

３　结果与讨论
３１　标准品测定结果

结果表明，在 “２１”项下色谱条件洗脱的１８
种氨基酸基本实现基线分离，分离结果见图１。１８
种氨基酸在００２～０５ｍｍｏｌ／Ｌ范围内的峰面积比
具有良好的线性关系；以 Ｓ／Ｎ ＝３确定最低检测
限范围在０３５１～１４６２ｎｇ。结果见表 ２。精密度
试验ＲＳＤ在０２０％ ～１４０％ （ｎ＝５），精密度
良好；稳定性试验ＲＳＤ在０２８％～３９０％ （ｎ＝
５），稳定性良好。

１．ＮＨＳ；２．Ａｓｐ；３．Ｇｌｕ；４．Ｓｅｒ；５．Ｇｌｎ；６．Ｇｌｙ；
７．Ｈｉｓ；８．ＡＭＱ；９．Ｔｈｒ；１０．Ａｌａ；１１．Ｐｒｏ；

１２．ＧＡＢＡ；１３．Ｃｙｓ２；１４．Ｔｙｒ；１５．Ｖａｌ；１６．Ｍｅｔ；
１７．Ｌｙｓ；１８．Ｉｌｅ；１９．Ｌｅｕ；２０．Ｐｈｅ；２１．Ｔｒｐ
图１　１８种混合氨基酸标准品ＡＱＣ衍生化

溶液的ＨＰＬＣ图谱
Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆ１８ＡＱＣｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ

ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｔａｎｄａｒｄｓ
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表２　１８种氨基酸的线性方程、检测限 （ｎ＝５）
Ｔａｂｌｅ２　ＲｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄＬＯＤ（ｎ＝５）

氨基酸 线性回归方程 ｒ 检测限／ｎｇ

Ａｓｐ ｙ＝５０７６７ｘ＋０４３７１ ０９９９２ １３３１
Ｇｌｕ ｙ＝９８１０９ｘ＋０７６７８ ０９９８４ ０７３６
Ｓｅｒ ｙ＝１００６９ｘ＋０３２５３ ０９９９０ １０５１
Ｇｌｎ ｙ＝８６２８７ｘ＋０２４６４ ０９９９１ １４６２
Ｇｌｙ ｙ＝９５３９９ｘ＋０２１６６ ０９９９１ ０７５１
Ｈｉｓ ｙ＝１０５２０ｘ＋０１４５０ ０９９８９ ０７７６
Ｔｈｒ ｙ＝１６３６３ｘ＋０２２８１ ０９９８４ １１９１
Ａｌａ ｙ＝６４３９８ｘ＋０６０１１ ０９９８７ ０２６７
Ｐｒｏ ｙ＝７２９３７ｘ＋０２１８１ ０９９９１ １１５１
Ｃｙｓ２ ｙ＝２４７１０ｘ＋０１２３６ ０９９９４ １２０２
Ｔｙｒ ｙ＝９８５７６ｘ＋０２４８５ ０９９９２ ０５４３
Ｖａｌ ｙ＝８５７６７ｘ＋０４６８４ ０９９８５ ０３５１
Ｍｅｔ ｙ＝９４６５２ｘ＋０３２７９ ０９９８６ ０７４６
Ｌｙｓ ｙ＝４０３０５ｘ＋０４５６３ ０９９８３ ０７３０
Ｉｌｅ ｙ＝８８１６９ｘ＋０６２１０ ０９９８６ ０３９４
Ｌｅｕ ｙ＝９０３３５ｘ＋０５５５１ ０９９９０ ０３９４
Ｐｈｅ ｙ＝１２５８０ｘ＋０５９０５ ０９９９２ ０４９６
Ｔｒｐ ｙ＝１１０７６ｘ＋０４３７５ ０９９９２ ０６１３

３２　供试品测定结果
结果表明，宝乐果中检测出１４种游离氨基酸，

其中７种为人体必须氨基酸。各批次样品中，检出
氨基酸质量分数为００８７～２６８０ｍｇ／ｇ，以苯丙氨
酸 （Ｐｈｅ）的含量最高，色氨酸 （Ｔｒｐ）、酪氨酸
（Ｔｙｒ）、甘氨酸 （Ｇｌｙ）含量次之，谷氨酰胺
（Ｇｌｎ）、组氨酸 （Ｈｉｓ）、胱氨酸 （Ｃｙｓ２）、蛋氨酸
（Ｍｅｔ）由于含量低于检测限而未能检出；不同批
次的样品中，各氨基酸的含量存在一定的差异性，

其重复性试验ＲＳＤ在０１４％～０９６％ （ｎ＝５）；
平均回收率在９６９％～１０６９％，ＲＳＤ在０６７％
～３０７％ （ｎ＝５），结果见表３。
３３　供试样品提取方法的优化

为最大限度提取宝乐果中的氨基酸，本实验做

了正交实验来考察提取因素 （溶剂、溶剂比例、

提取时间和溶剂用量）对结果的影响。发现，采

用φ＝５０％乙醇／水５０ｍＬ，超声提取３０ｍｉｎ的样
品中游离氨基酸含量相对最高。因此，本实验确定

宝乐果的提取条件为以 φ＝５０％乙醇／水５０ｍＬ超
声提取３０ｍｉｎ。
３４　氨基酸进行柱前衍生化 －ＨＰＬＣ分析的注意

事项

氨基酸本身无紫外吸收，需衍生化后才能进行

高效液相色谱分析，因此衍生化反应要完全，但是

ＡＱＣ的用量过大，其副产物 ＡＭＱ会大大增加。如

　表３　供试样品中１４种氨基酸含量和回收率 （ｎ＝５）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｎｔｅｎｔｓａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆ１４ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｏｆ

ｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝５）

氨基酸 ｗ／（ｍｇ·ｇ－１） ＲＳＤ／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

Ａｓｐ ０１４３ ０１５ ９６８６ １０１
Ｇｌｕ ００８７ ０１６ ９９３６ ０６７
Ｓｅｒ ０６９２ ０３８ １０６４４ ２７９
Ｇｌｙ １１６１ ０２３ １０２４６ ２８０
Ｔｈｒ ０７２９ ０４０ １０２０７ １２０
Ａｌａ ０２４０ ０２６ １０１００ １５９
Ｐｒｏ ０２８２ ０１４ ９６９７ １０５
Ｔｙｒ ２２１３ ０１７ １０２４９ １２２
Ｖａｌ ０５４５ ０２５ １０４３４ １８３
Ｌｙｓ ０７８８ ０２０ １０６４２ ２２９
Ｉｌｅ ０６９６ ０８２ ９８８２ ２１３
Ｌｅｕ ０６９０ ０６３ ９７９６ ２５３
Ｐｈｅ ２６８０ ０９６ １０４３２ ３０７
Ｔｒｐ ２５３１ ０２６ １０６８４ ２０４

衍生试剂峰大于衍生空白样中的ＡＭＱ的８０％，可
能是衍生时混合不均匀，所以衍生化操作应在样品

涡旋状态下加入衍生试剂，以确保混合均匀［１１］。

根据实验摸索，我们发现加入 ＡＱＣ的量若适当，
其所产生的副产物ＮＨＳ和ＡＭＱ对氨基酸的分离产
生的干扰很小。

氨基酸为两性物质，流动相 ｐＨ对其分离度影
响很大，因此要保证流动相 ＤｐＨ值的准确和稳
定，数值精确到小数点后两位［９］。缓冲盐的浓度

过大对色谱柱有一定的损耗，且容易堵塞流通泵，

以不高于 １０ｍｍｏｌ为宜。流动相使用有效期为两
天，过期的流动相会造成各峰的重叠［１２］。若使用

超过两天，可加入少量叠氮化钠ＥＤＴＡ以防止细菌
和真菌生长［１３］。流动相在使用前必须先过滤，除

掉杂质，再超声１０ｍｉｎ（流动相 Ｄ只需超声３０ｓ，
防酸挥发，导致 ｐＨ值变化），以除去较大气泡，
减少流通泵压力。为使基线呈水平状，可加入

００１％丙酮［１２］。

３５　通路系统的清洗
高效液相色谱系统开启后要马上开启定期清洗

操作，采用 φ＝１０％异丙醇清洗管路，防止流动
相 （含醋酸铵和硼酸盐）盐析，以保护仪器。仪

器使用完后需及时清洗管路及色谱柱，应先用高水

溶剂长时间低流速冲洗，再用小于 φ＝５０％乙腈／
水进行梯度清洗，最后用乙腈清洗。
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