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不同产地半夏的氨基酸分析

莫炫永
(东莞市国药质量检测中心, 东莞 523010)

摘要  目的: 测定不同产地半夏的氨基酸含量。方法: 采用 AccQ - Tag法,以 A ccQ- F lourTM对半夏中 17个氨基酸进行柱前衍

生; 采用W ate rs 1525 HPLC仪器、AccQ - TagTM柱, 以 AccQ# Tag浓液 -水 ( 1B10)为流动相 A, 乙腈 -水 ( 60B40)为流动相 B进

行梯度洗脱, 检测波长 248 nm, 柱温 37 e ,进样量 10 LL。结果: 17个氨基酸的线性回归方程 r值均 > 01 9997,平均回收率 ( n

= 6)为 981 7% , RSD为 118% ;不同产地的半夏均含有 17个氨基酸,不同产地的半夏总氨基酸含量以湖北产最高 ( 19118% ),

显著高于河南、贵州两产地 (P < 0105),但与四川产地比较差异无统计学意义 (P > 01 05)。结论: 本法快速、简便, 结果准确,不

同产地半夏总氨基酸含量差异较大。
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Am ino acids analysis ofP inellia ternate in different growing areas

MO Xuan- yong

(Guoyao Quality In spect ion C en ter in Dongguan C ity, Dongguan 523010, Ch in a)

Abstract Objective: To determ ine the conten ts o fP inellia ternate in different grow ing areas. Methods: Am ino

acids in the in ject ions w ere pretreated w ith AccQ- Flour
TM

separa tely and the ir derivatives w ere analyzed onW aters

1525HPLC using A ccQ - Tag co lumn. M obile phase consisted o fA ccQ # Tag concentrated liqu id- w ater( 1B10)
( A) and acetonitrile- w ater( 60B40) ( B) w ith g radient elution. The detection w ave leng th w as 248 nm, co lumn tem-

perature 37 e , and in ject ion vo lume w as 10 LL. Results: The linear regression equation w as greater than 019997
in 17 am ino ac ids, the average recovery ( n = 6) w as 9817% w ith RSD o f 118% . 17 am ino acids from d ifferent

grow ing areas w ere detected, the to tal content of am ino ac ids inH ube i ( 19118% ) w as the highest and w as sign if-i

cantly higher than that ofH enan and Guizhou two orig in(P< 0105) , but the tota l content of am ino acids in Hube i

w as no significant d ifference that it compared w ith that o f S ichuan grow ing areas( P > 0105) . Conc lusion: Th is
method is rapid, simp le and accurate. The to tal content of am ino acids o fP inellia ternate in different grow ing areas

is sign ificant difference.
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中药半夏为天南星科多年生草本植物半夏

[P inellia ternate ( Thunb. ) B re it]的干燥块茎, 在我

国大部分地区及朝鲜半岛和日本均有分布。半夏入

药首载于 5神农本草经 6, 中国药典 2005年版收

载
[ 1]
。半夏块茎主要含有生物碱、B- 谷甾醇、多

糖、半夏蛋白、氨基酸、挥发油及无机元素等多种化

学成分,具有燥湿化痰、降逆止呕、消痞散结之功效。

目前对半夏的化学成分报道较多, 但对半夏中氨基

酸的研究报道少见
[ 2 ]
。本文采用 AccQ - Tag方

法
[ 3, 4]
测定不同产地半夏的氨基酸含量, 旨在为半

夏的开发、利用及半夏的质量品质评定提供科学

依据。

1 仪器、样品与试药

  W aters 1525高效液相色谱仪, 包括 1525泵、

2487紫外检测器、A ccQ - T ag
TM
色谱柱、B reeze色谱

工作站、温控柱温箱; B eckman公司 Avanti
TM
30冷冻

离心机; 上海沪西分析仪器厂 WH - 2微型旋涡混
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合仪 GLSONo R微量吸液器。

所用样品为 2008年 8 ~ 11月采自我国 4个半

夏主产地四川、湖北、河南、贵州的栽培品种,经鉴定

为半夏 [ P inellia ternate ( Thunb. ) Bre it]的干燥块

茎。块茎采收后去皮, 洗净, 105 e 烘箱烘 4 h后置

于 60 e 烘箱中烘干至恒重,粉碎过 60目筛,置干燥

器备用。

美国W aters公司 AccQ# Tag氨基酸测定试剂

盒:包括 A ccQ - Flour
TM
氨基酸专利衍生剂,专用氨

基酸分析柱,玻璃样品衍生管, 17个氨基酸混合标

准液 (每个氨基酸浓度均为 215 Lmo l# mL
- 1
) ;所用

水为 M illiQ水,所用试剂均为分析纯。

2 方法与结果

211 样品溶液的制备  分别精密称取干燥至恒重

的不同产地的半夏样品粉末 100 mg, 置安瓿底部,

加 6 mol# L
- 1
盐酸 15 mL,通氮气,迅速在喷灯上封

口,置 130 e 烘箱内水解 6 h,取出放冷至室温,打开

安瓿, 将水解液过滤于 50mL量瓶中, 以 0101mo l#
L
- 1
盐酸洗涤安瓿及滤纸,并定容至刻度, 精密吸取

该水解液 210 mL置小蒸发皿中, 水浴蒸干, 残渣用

210mL水溶解并蒸干, 如此反复操作 2~ 3次, 挥尽

HC l气体, 然后精密加入 0102 mo l# L
- 1
盐酸 210

mL,得不同产地的样品溶液,备用。

212 标准溶液和样品溶液的衍生化 [ 5]  用移液

器移取氨基酸标准溶液 20 LL和不同产地的样品

溶液 10 LL于对应的干净衍生管中, 分别加入硼

酸盐缓冲液 (称取 01085 mo l# L
- 1
的四硼酸钠溶

解到水中, 定容至 1 L,充分溶解后用盐酸调 pH至

812即可 ) 70 LL,涡旋混和, 另将 20 LL的 A ccQ -

F lour
TM
氨基酸专利衍生剂 (按试剂盒说明配制 )在

涡旋状态下加入衍生管中, 并保持涡旋混匀 10 ~

20 s。在室温下放置 1 m in, 用石蜡膜封口, 于 55

e 烘箱内加热 10 m in, 取出冷却至室温, 得浓度为

0125 Lmo l# mL
- 1
标准供试液和样品供试液, 供氨

基酸分析用。

213 色谱条件及系统适用性试验 [ 5]  色谱柱: W a-

ters AccQ# Tag氨基酸分析色谱柱 C18 ( 319 mm @
150 mm, 4 Lm )。流动相 A: 将 A ccQ # Tag浓液

(WAT052890) -水 ( 1B10, v /v )倒入洁净的 500 mL

溶剂瓶中,置超声波清洗器中超声脱气 1m in,备用;

流动相 B:乙腈 -水 ( 60B40, v /v ) ; 梯度洗脱程序见

表 1。流速: 110 mL# m in
- 1
; 检测波长: 248 nm; 柱

温: 37 e ;进样量: 10 LL。在上述色谱条件下, 17个

氨基酸的理论塔板数均不小于7000,样品中每个氨基

酸与相近峰分离完全,分离度均大于 115。见图 1。
表 1 梯度洗脱程序

Tab 1 G rad ien t elut ion program

时间 ( t im e)

/m in

流速

( f low rate ) /

mL# m in- 1

流动相 A

(m ob ile phase

A ) /%

流动相 B

( mob ile phase

B) /%

曲线

( cu rve)

起始 ( onset) 110 100 0 *

015 110 99 1 6

1710 110 93 7 6

2110 110 90 10 6

3010 110 67 33 6

3310 110 67 33 6

3410 110 0 100 6

  注 ( note) :梯度运行时间为 60 m in( 60 m in gradient run t im e)

图 1 标准品 ( A)及样品 ( B )色谱图

F ig 1 C hrom atogram s of am ino acid standard( A) and samp le( B )

1~ 17.同表 2( sam e as Tab 2)

214 线性关系考察  取浓度为 2. 5 Lmo l# mL
- 1
的

17个氨基酸混合标准液 1 mL, 分别用水稀释 200,

400, 600, 800, 1000倍, 配制成浓度分别为 0. 0125,

0. 0063, 0. 0042, 0. 0031, 0. 0025 Lmo l# mL
- 1
的系列

溶液; 精密量取上述不同浓度的溶液各 20 LL, 按

/ 2. 2项 0衍生化,得不同浓度的衍生化溶液, 精密取

此系列溶液 10 LL分别注入高效液相色谱仪, 按上
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述色谱条件分析,记录色谱图,以峰面积 ( A )对质量

浓度 (C )进行线性回归,得 17个氨基酸的回归方程

及线性范围 (表 2) , r\ 0. 9997。结果表明 17个氨

基酸在各自的浓度范围内具有良好的线性关系。

表 2 回归方程及线性范围

Tab 2 Regression equat ion s and linear range

序号 ( No1 ) 氨基酸 ( am ino acid ) 回归方程 ( regression equations) 线性范围 ( lin ear range) / mg# mL- 1

1 天门冬氨酸 (A sp) A = 21221@ 104C + 11332 @ 103 1156~ 22159

2 丝氨酸 ( Ser) A = 21057@ 104C + 61782 @ 103 0167~ 10111

3 谷氨酸 ( G lu) A = 21180@ 104C + 51188 @ 103 1128~ 19125

4 甘氨酸 ( G ly) A = 21080@ 104C + 81186 @ 103 1113~ 16191

5 组氨酸 (H is) A = 11958@ 104C + 41554 @ 103 0127~ 4103

6 精氨酸 ( Arg) A = 21190@ 104C + 21642 @ 103 1115~ 17123

7 苏氨酸 ( Thr) A = 21170@ 104C + 21580 @ 103 0175~ 11127

8 丙氨酸 ( A la) A = 21187@ 104C + 11962 @ 103 0178~ 11177

9 脯氨酸 ( Pro) A = 21070@ 104C + 51505 @ 103 0146~ 9188

10 胱氨酸 ( Gys) A = 21141@ 104C + 31785 @ 103 0191~ 9114

11 酪氨酸 ( Tyr) A = 21180@ 104C + 11525 @ 103 0130~ 5100

12 缬氨酸 ( Val) A = 21126@ 104C + 51247 @ 103 0196~ 14164

13 蛋氨酸 (M et) A = 11786@ 104C + 51322 @ 103 0125~ 4168

14 赖氨酸 ( Lys) A = 21070@ 104C + 51017 @ 103 0142~ 6132

15 异亮氨酸 ( lle) A = 21030@ 104C + 51326 @ 103 0154~ 8109

16 亮氨酸 ( Leu) A = 21198@ 104C + 11381 @ 103 1132~ 19185

17 苯丙氨酸 ( Ph e) A = 21212@ 104C + 11254 @ 103 0179~ 11176

215 精密度试验和稳定性考察  精密量取标准供
试液,按上述确定的色谱条件, 连续进样 6次, 测定

峰面积,考察精密度;另取标准供试液分别于 0, 1,

2, 4, 6, 8 h进样, 测定峰面积, 考察稳定性。结果精

密度考察结果的 RSD = 118%, 说明本实验精密度良

好;稳定性试验结果的 RSD = 211%, 说明溶液中被

测成分在 8 h内稳定。

216 加样回收率试验  取样品粉末 50 mg, 按

/ 2110项下方法制备样品溶液。平行取氨基酸标准

溶液 6份,每份约 1 mL, 分别置于 100 mL量瓶中,

精密加入样品溶液 10mL(含氨基酸量为 74141 mg
# mL

- 1
), 用水定容至刻度, 分别取上述混合溶液

20 LL,按 / 2120项下方法制备供试液, 按上述确定

的色谱条件测定,计算回收率。结果平均回收率 ( n

= 6)为 9817% , RSD = 118%。表明方法可行、准
确,符合含量测定要求。

217 样品含量测定  分别精密量取按 / 2110及

/ 2120项下方法制备的不同产地的样品供试液 10

LL按确定的色谱条件进样测定, 记录色谱图, 按回

归方程计算含量, 结果见表 3、图 1 - B。采用

SPSS1310O数据统计软件对不同产地半夏总氨基酸
含量进行 F双样本方差检验, 湖北产地的半夏总氨

基酸含量最高, 显著高于河南、贵州两产地 (P <

0105) ,但与四川产地比较差异无统计学意义 (P >

0105) ,四川、河南、贵州三产地半夏总氨基酸含量
差异无统计学意义 (P > 0105)。
3 讨论

本文利用 W aters公司的 A ccQ # Tag柱前衍生

高效液相色谱方法测定了不同产地的半夏中氨基酸

的含量, 该法线性范围较宽, 相关系数均大于

019997,其检出限符合国家标准要求, 并在 35 m in

内完成待测样品中 17个氨基酸的测定;本研究所建

立的方法简便、快速、经济,具有良好的灵敏度、精密

度和准确度,可以满足半夏样品中氨基酸分析要求。

)147)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2010, 30( 1)



表 3 不同产地样品中氨基酸含量测定结果 (% )

Tab 3 D eterm ination resu lts of am ino ac id con ten t from d ifferen t or ig ins (% )

序号 (N o. ) 氨基酸 ( am ino acid ) 四川 ( S ichuan ) 湖北 (H ub ei) 河南 ( H enan) 贵州 (Gu izhou)

1 天门冬氨酸 (A sp ) 2100 2140 1187 1165

2 丝氨酸 ( S er) 0178 1102 0166 0175

3 谷氨酸 ( G lu) 1194 1101 1181 1109

4 甘氨酸 ( G ly) 1105 0193 0193 0172

5 组氨酸 ( H is) 0133 2133 0122 0164

6 精氨酸 ( Arg) 1122 1125 1110 0148

7 苏氨酸 ( Th r) 0182 0127 0170 0157

8 丙氨酸 ( A la) 0185 1149 0174 1170

9 脯氨酸 ( Pro) 0168 0174 0157 0107

10 胱氨酸 ( Gys) 0178 0143 0167 0178

11 酪氨酸 (Tyr) 0151 0187 0140 0139

12 缬氨酸 ( Val) 0197 1111 0186 0143

13 蛋氨酸 (M et) 0123 0139 0113 0199

14 赖氨酸 ( Lys) 0158 1157 0147 0132

15 异亮氨酸 ( lle) 0162 0160 0151 0116

16 亮氨酸 ( Leu) 1134 1116 1122 0161

17 苯丙氨酸 ( Phe) 0193 1161 0182 0182

总氨基酸 ( total am ino acid ) 15164 19118 13169 12118

  从测定结果看,不同产地的半夏均含有 17个氨

基酸,其中 8个为人体必需,即组氨酸、亮氨酸、异亮

氨酸、赖氨酸、蛋氨酸、苯丙氨酸、苏氨酸及缬氨酸。

不少氨基酸有很强的药理活性,其中天冬氨酸具有

镇咳去痰作用
[ 6]
, 本文不同产地的半夏, 均以天冬

氨酸的含量最高,这与半夏的功效有吻合之处,值得

进一步探讨研究。不同产地的半夏总氨基酸含量以

湖北产最高 ( 19118% ), 显著高于河南、贵州两产

地,相比较有显著性差异 (P < 0105), 但与四川产地
比较差异无统计学意义 (P > 0105)。本文所分析的
4个产区均为 2005年版中国药典所规定的主产区,

从总氨基酸的含量来看, 4个产区的差异较大, 此结

果是由于本研究中样本数太少,还是存在产地品质

间的差异尚有待于进一步研究。
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