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摘要  目的: 建立皮革和头发中 17种蛋白水解氨基酸的快速高效液相色谱分析方法。方法:氨基酸用 AccQ Tag衍生试剂衍

生后, 用 Acc la im C18 ( 4. 6 mm @ 150 mm, 5 Lm )柱分离, 三元梯度洗脱。三元流动相为 pH 为 4. 45的 140 mm o l# L- 1醋酸钠溶

液、乙腈 -水 ( 60B40, v /v )、pH 为 4. 95的 140 mmo l# L- 1醋酸钠溶液,以紫外检测器检测, 在 32 m in内可简单快速地完成 17种

氨基酸的分析。结果: 17种氨基酸衍生物保留时间的 RSD[ 1. 1% ( n = 5),峰面积的 RSD[ 5. 0% ( n = 5)。方法检测限 ( S /N

= 3)为 2. 92~ 4. 51 pm o ,l线性范围 2. 5~ 500Lm ol# L - 1 (其中胱胺酸为 1. 25~ 250Lmo l# L- 1 ), 相关系数 R2 \ 0. 998,皮革样

品加标回收率在 80. 1% ~ 102. 3% , 头发样品加标回收率在 85. 3% ~ 103. 2%。结论:该方法不仅简化了流动相的配制过程,

降低了实验成本, 而且专属性高, 样品基体干扰小,可完全满足皮革和头发水解液中氨基酸的测定。
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Abstract Objec tive: To deve lop a fast HPLC m ethod for determ ining 17 common am ino acids in hydro lysate o f

leather and ha ir. M ethods: Am ino acids w ere separated on D ionex A ccla im C18 ( 4. 6mm @ 150 mm, 5 Lm ) co lumn

w ith in 32 m in using 140mmo l# L
- 1

sod ium acetate buffer so lution at pH 4. 45 and 4. 95 for grad ien t elution w ith

acetonitrile- w ater( 60B40, v /v ) andUV for detection after derivatization w ith A ccQ T ag derivatization reagen.t Re-

sults: The RSDs( n = 5) of retention t ime and peak area of all am ino ac idsw ere less than 1. 1% and 5. 0%, respec-

t ive ly. The lim it of detect ion( S /N = 3) w as in the range o f 2. 92- 4. 51 pmo,l the linear rangew as in the range o f

2. 5- 500 Lmo l# L
- 1

( 1. 25- 250 Lmo l# L
- 1

for cystine) w ith R
2 \ 0. 998. The spiked recovery of leather and

ha ir w ere in the range of 80. 1% - 102. 3% and 85. 3% - 103. 2% , respect ively. Conclusion: Them ain advantages

of the method are simp lified for the preparation o f mob ile phase, cost sav ing, h igh speed and less matrix interfer-

ence. It can be used for am ino acids determ ination in hydro lysate of leather and ha ir effective ly.

K ey words: am ino ac ids; HPLC; pre- co lumn derivatization; leather; hair

随着现代皮革工业的发展, 皮革化工材料及制

革理论都不断向现代化迈进,由于生皮的主要组成

是蛋白质,整个制革过程离不开对蛋白质的研究,氨

基酸是构成蛋白质的基本单元,因此分析氨基酸可

对蛋白质与皮化材料的相互作用作深入研究, 从而

可推动现代皮革工业的快速发展。而毛发是提取各

种天然氨基酸的原料, 因此对皮革与毛发中氨基酸

的分析具有非常重要的意义
[ 1, 2]
。由于皮革和毛发

性质特殊,组成复杂,文献对这 2类物质中氨基酸的

报道很少。早期的氨基酸分析多采用高效阳离子交

换色谱 -柱后茚三酮衍生光度检测的方法, 该经典

方法目前仍是很多法规标准的指定方法
[ 3, 4]

, 也是

商品化的氨基酸分析仪的基本原理。由于该方法仪

器结构复杂,用途单一, 分析时间较长等缺点限制了
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其推广和应用。

近年来, 越来越多的氨基酸分析方法被应用于

各个领域
[ 5~ 8]
。但是, 随着氨基酸衍生试剂的不断

推陈出新,柱前衍生 - 反相色谱分离 -紫外或荧光

检测的氨基酸分析方法越来越受到分析工作者的重

视
[ 9, 10]
。在这些方法中, A ccQ Tag衍生氨基酸分析

方法最为简单且灵敏度高, 重现性好。但是由于

受专利保护, 该方法采用专用色谱柱、衍生试剂和

流动相来分析氨基酸, 加之该专用色谱柱填料是

早期硅胶, 实际应用过程柱寿命较短,造成运行成

本极高。

本实验采用 A ccQ Tag衍生试剂对氨基酸衍生

后,使用实验室常用流动相和常规 C18柱分离, 紫外

检测, 17种氨基酸在 32 m in内完全分离, 在保证高

灵敏度的同时缩短了分析时间,简化了流动相组成,

大幅降低了分析成本,提高了分析速度。

1 仪器及试药

U ltim ate 3000高效液相色谱仪 ( D ionex公司,美

国 ) ,配有 LPG3400低压四元泵, WPS- 3000TSL自

动进样器, TCC- 3000柱温箱, VWD - 3100紫外检

测器和 Chromeleon色谱工作站。色谱柱为 A cc laim

C18, 120 ÜA, 4. 6mm @ 150mm, 5 Lm( D ionex公司,美

国 )。另有 18. 2M8 # cm
- 1
纯水机 (美国密理博公

司 ) ,超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司 ) ,旋

涡振荡器 (上海精科实业有限公司 ), 精密 pH计 (梅

特勒 -托利多公司 )。

氨基酸混合标准溶液购自 S igm a- A ldr ich公司

(美国, 货号 AA - S- 18) ,包含 L -丙氨酸、氯化铵、

L -精氨酸、L - 天冬氨酸、L - 胱氨酸、L -谷氨酸、

甘氨酸、L - 组氨酸、L - 异亮氨酸、L -亮氨酸、L -

赖氨酸、L - 蛋氨酸、L - 苯丙氨酸、L -脯氨酸、L -

丝氨酸、L -苏氨酸、L -缬氨酸和 L -酪氨酸,除 L -

胱氨酸浓度 1. 25 Lmo l# mL
- 1
,其他 16种氨基酸和

氯化铵浓度均为 2. 5 Lmol# mL
- 1
。A ccQ Tag Fluor

ReagentK it购自W aters公司 (美国 )。乙腈为 HPLC

级 ( S igm a- A ldrich,美国 )。无水醋酸钠和磷酸均为

分析纯,均购自国药集团化学试剂有限公司。

试验中皮革样品为某品牌真皮皮包剪下而得,

头发为实验室同事提供。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件  实验用 Accla im C18柱 ( 120 A
。

, 416

mm @ 150mm, 5 Lm)于 37 e 进行分离;流动相 A为

140mmo l# L
- 1
醋酸钠溶液 ( pH为 4. 45, 用 1B1磷

酸调节 ), 流动相 B为乙腈 - 水 ( 60B40, v /v ) , 流动
相 C是 140 mmo l# L

- 1
醋酸钠溶液 ( pH为 4. 95, 用

1B1磷酸调节 ) ,梯度洗脱程序见表 1, 流速 1. 5 mL

# m in
- 1
;检测波长为 248 nm;进样量 10 LL。
表 1 氨基酸快速分析梯度洗脱条件

Tab 1 Grad ien t program for fast determ ing am ino ac id s

时间 ( tim e) /m in
流动相组成 ( compos ition o fmob ile- phase) /%

A B C

0 95 5 0

3. 3 95 5 0

8. 6 91. 5 8. 5 0

14. 0 0 12 88

17. 0 0 22 78

28. 0 0 35. 5 64. 5

28. 5 0 100 0

30. 0 0 100 0

30. 1 95 5 0

32. 0 95 5 0

2. 2 衍生试剂准备  W aters A ccQ Tag F luor Rea-

gent K it(试剂盒 )有 5组试剂, 每组包括 3个试剂

瓶, 分别为 pH 8. 8硼酸盐缓冲溶液,衍生试剂 ( 6 -

氨基喹啉基 -N -羟基琥珀酰亚氨基甲酸酯, AQC )

粉末和无水乙腈。临用前,吸无水乙腈 1. 0mL于衍

生试剂瓶中 (事前将瓶振荡, 使粉末完全置于瓶

底 ) ,拧紧瓶盖,摇 10 s, 放入 55 e 烘箱加热至粉末
完全溶解 (不得超过 10m in)。

2. 3 衍生机理  AQC在碱性条件下可以同时与一

级氨基酸和二级氨基酸快速反应生成稳定的不对称

尿素衍生物。多余的 AQC可在 2 m in内水解生成 6

-氨基喹啉 ( AMQ )、N -羟基琥珀酰亚胺和二氧化

碳, 部分 AQC还与 AMQ反应生成 AMQ2, 反应过程

见图 1。

2. 4 氨基酸混合标准溶液衍生化及测定  衍生化

时, 先将 250 LL内衬玻璃管放入 2 mL液相样品瓶

中。用移液枪吸取氨基酸混合标准溶液 10 LL放入

内衬管底部,再加入硼酸盐缓冲溶液 70 LL,放在涡

旋振荡器上涡旋 1 m in, 再精确加入衍生试剂 20

LL,迅速盖紧瓶盖涡旋 5 m in,于 55 e 烘箱放置 10

m in后,取出冷至室温,按 / 2. 10项色谱条件进行测
定, 17种氨基酸标准色谱图如图 2所示, 32 m in可

完成一次包括色谱柱平衡在内的完整样品分析。
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图 1 衍生反应图

Fig 1 Chart of d erivatizat ion react ion

图 2 17种氨基酸标准色谱图

Fig 2 S tandard chrom atogram of 17 am ino acid s

1. 6-氨基喹啉 ( 6- am inoqu ino line, AMQ)  2.丝氨酸 ( serine, S er)  

3.天冬氨酸 ( aspart ic acid, A sp)  4. 组氨酸 ( h is tid ine, H is)  5. 甘氨

酸 ( glycine, G ly)  6.谷氨酸 ( glutam ic acid, Glu)  7.氨 ( amm on ia,

NH3 )  8.精氨酸 ( argn ine, Arg)  9. 苏氨酸 ( th reon in e, Th r)  10.丙

氨酸 ( alanine, A la)  11.脯氨酸 ( p rolin e, Pro)  12.胱氨酸 ( cyst ine,

C ys- Cys)   13.酪氨酸 ( tyros ine, Tyr)  14.缬氨酸 ( valine, Val)  

15.蛋氨酸 ( m eth ion ine, M et)  16.赖氨酸 ( lysin e, Lys)   17. 异亮

氨酸 ( iso leu cine, Ile )  18. 亮氨酸 ( leucine, Leu )  19. 苯丙氨酸

( phenylalan ine, Phe)

2. 5 方法线性范围、重复性、定量限及检出限  将

氨基酸混合标准溶液临用前用去离子水稀释成浓度

分别为 500, 250, 50, 25, 2. 5 Lmo l# L
- 1

5种混合工

作溶液 (胱氨酸浓度分别为 250, 125, 25, 12. 5, 1. 25

Lmo l# L
- 1

) ,取上述不同浓度溶液按 / 2. 40项下方

法进行测定。分别以各个氨基酸峰面积为纵坐标,

不同浓度为横坐标,绘制工作曲线, 计算回归方程,

得出胱氨酸在 1. 25~ 250 Lmo l# L
- 1
范围内,另 16

种氨基酸在 2. 5~ 500 Lmo l# L
- 1
范围内线性良好,

线性相关系数 R
2 \ 0. 998。取 25 Lmo l# L

- 1
(其中

胱氨酸为 12. 5 Lmol# L
- 1

)混合工作溶液按 / 2. 40

项下方法平行测定 5次, 得出 17种氨基酸保留时间

的 RSD[ 1. 1%, 峰面积的 RSD[ 5. 0%。17种氨基

酸检测限 ( S /N = 3)为 2. 92~ 4. 51 pmo,l定量限 ( S /

N = 10)为 9. 73~ 15. 03 pmo l。

2. 6 样品分析  取剪碎皮革 (或头发 ) 10 ~ 15 mg

于具塞水解玻璃管中,加入 6 mo l# L
- 1
盐酸溶液 10

mL后,摇匀, 用氮气吹扫水解管使之充满氮气后,迅

速拧紧盖子,放入 110 e 烘箱水解 24 h。水解完成

后, 取出放置室温后转移至烧杯中,缓慢加入 10mo l

# L
- 1
氢氧化钠溶液调节水解液 pH至 2. 0(边加边

搅拌以防止局部过热 ) , 用 0. 45 Lm滤膜过滤至 25

mL量瓶中并用纯水定容至刻度, 摇匀
[ 11]
。取该溶

液 10 LL放入内衬管底部, 后按 / 2. 40项下步骤操

作, 将所测定各氨基酸峰面积代入标准曲线方程计

算出各氨基酸含量。实际测定结果发现,皮革水解

液中的甘氨酸和脯氨酸,头发水解液中丝氨酸、谷氨

酸和胱氨酸超出线性范围。所以又分别将 2种水解

液稀释 1倍后进样,对这几种氨基酸水解液进行定

量, 对甘氨酸稀释 3倍后进样并定量。皮革水解液

测定结果见表 2, 头发水解液测定结果见表 3。样品

色谱图见图 3。通过样品色谱图可以发现, 样品基

体中由于其他非氨基酸杂质不与 AQC衍生试剂发

)853)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2011, 31( 5)



生反应,可以起到很好的基体消除效应,具有很好的

专属性。另外,该条件下蛋白水解液中其他氨基酸

衍生物与 17种氨基酸衍生物均能基线分离, 干扰

很小。

表 2 皮革水解液中 17种氨基酸分析测定结果

Tab 2 Analytical resu lt of 17 am ino ac id s in hydrolysate of leather

组分 ( ana lytes)
水解液测定值

( found) /Lmol# L- 1
RSD /% ( n= 3)

加入量

( added) /Lmo l# L- 1

回收率

( recovery) /%

丝氨酸 ( Ser ) 132. 54 3. 3 100 91. 1

天冬氨酸 ( A sp) 182. 35 4. 1 100 80. 7

组氨酸 ( H is) 12. 99 3. 0 100 102. 3

甘氨酸 ( G ly) 1407. 54 3. 5 100 80. 1

谷氨酸 ( G lu) 303. 17 3. 1 100 80. 6

精氨酸 ( A rg) 202. 33 1. 9 100 90. 5

苏氨酸 ( T hr) 60. 91 4. 6 100 92. 2

丙氨酸 ( A la) 450. 05 2. 5 100 85. 6

脯氨酸 ( P ro ) 545. 52 0. 96 100 80. 5

胱氨酸 ( Cys- Cys) N. A. N. A. 100 96. 4

酪氨酸 ( Ty r) 26. 92 1. 8 100 96. 4

缬氨酸 ( V a l) 89. 79 1. 5 100 91. 6

蛋氨酸 (M e t) 21. 91 1. 0 100 94. 9

赖氨酸 ( Lys) 99. 90 3. 3 100 88. 5

异亮氨酸 ( I le) 50. 22 1. 3 100 101. 7

亮氨酸 ( L eu) 102. 32 1. 2 100 92. 3

苯丙氨酸 ( Phe) 54. 92 0. 34 100 96. 1

表 3 头发水解液中 17种氨基酸分析测定结果

Tab 3 Analyticalresu lt of 17 am ino acids in hydrolysate of hair

组分

( ana ly tes)

水解液测定值

( found) /Lmo l# L - 1
RSD /% ( n = 3)

加入量

( added) /Lmo l# L- 1

回收率

( recovery) /%

丝氨酸 ( Se r) 511. 25 2. 2 100 89. 5

天冬氨酸 ( A sp) 269. 64 3. 1 100 86. 8

组氨酸 ( H is) 52. 06 1. 9 100 99. 3

甘氨酸 ( G ly) 289. 03 3. 4 100 88. 6

谷氨酸 ( G lu) 597. 83 4. 2 100 86. 5

精氨酸 ( A rg) 299. 57 1. 2 100 87. 6

苏氨酸 ( Thr) 342. 34 4. 9 100 95. 1

丙氨酸 ( A la) 231. 19 2. 7 100 88. 6

脯氨酸 ( P ro) 374. 52 1. 2 100 85. 3

胱氨酸 ( Cys- Cys) 708. 13 2. 3 100 102. 2

酪氨酸 ( Ty r) 95. 15 1. 2 100 101. 2

缬氨酸 ( V a l) 272. 22 1. 2 100 95. 3

蛋氨酸 (M et) 22. 16 2. 0 100 92. 6

赖氨酸 ( Lys) 130. 12 2. 9 100 87. 4

异亮氨酸 ( Ile) 134. 82 1. 0 100 96. 6

亮氨酸 ( L eu) 318. 87 1. 6 100 103. 2

苯丙氨酸 ( Phe) 87. 50 0. 56 100 91. 4

2. 7 回收率试验  称取一定量样品 3份,分别加

入 6 mo l# L
- 1
盐酸溶液 10 mL后添加氨基酸混合

标准溶液 1 mL,添加量为 100 Lmol# L
- 1
,按 / 2. 60

项下分析方法进行操作,实验结果见表 2和表 3,该

方法精密度为 RSD ( n = 3) [ 4. 9%, 皮革水解液加

标回收率在 80. 1% ~ 102. 3% 之间, 头发水解液加

标回收率在 85. 3% ~ 103. 2%之间,结果可以接受。

另外从结果可看出, 皮革中天门冬氨酸、甘氨酸、谷

氨酸和脯氨酸的回收率稍偏低, 这可能是皮革本身

基体比较复杂,具体原因有待进一步研究。
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图 3 头发和皮革样品水解液中氨基酸色谱图

Fig 3 Ch rom atogram s of am ino acids in hyd rolysates of h air and leather

A.头发样品 ( hair sam ples)  B.皮革样品 ( leath er sam p les)  C. 17种

氨基酸 ( 17 am ino acids)

1~ 19.同图 2 ( sam e as F ig 2)

3 讨论

3. 1 三乙胺对氨基酸衍生物分离的影响  W aters

A ccQ Tag方法流动相中常加入三乙胺以防止色谱

峰拖尾。由于本实验中采用高含碳量的封端硅胶柱

分离, 硅醇基活性很低,峰拖尾现象不明显。但为了

考察三乙胺对氨基酸衍生物的保留和分离是否有影

响,采用 A、B二元梯度对流动相 A中加三乙胺与不

加三乙胺 ( B流动相组成不变, 梯度见表 1)进行了

对比实验,结果发现, 在缓冲盐浓度、pH、梯度和流

速等条件均相同的情况下,三乙胺对前 14种出峰氨

基酸保留时间和分离度略有影响, 对后 3种氨基酸

无影响。为简化流动相配制过程, 下面实验流动相

中均不加入三乙胺。

3. 2 EDTA对氨基酸衍生物分离的影响  流动相

中加入 EDTA可络合色谱柱中残留的金属离子,以

防止色谱峰拖尾变形。实验过程中, A流动相中加

入 EDTA, B流动相组成及梯度同表 1。结果发现,

流动相中加入 EDTA对色谱峰保留和分离影响不明

显。原因可能是本实验所用色谱柱填料为高纯硅胶

键合 C18, 金属含量低。因此实验的流动相不加 ED-

TA溶液。

3. 3 pH对氨基酸衍生物分离的影响  氨基酸衍
生物的保留和分离受 pH影响较大,尤其是 pH在 4

~ 5之间变化时影响很大。为了考察 pH对保留和

分离的影响,选择两元梯度,流动相 A为不同 pH的

140mmo l# L
- 1
醋酸钠溶液, 流动相 B组成不变;梯

度程序如下: 0~ 5m in时 5% B, 5~ 39m in时线性升

至 38% B, 39~ 45 m in时线性升至 100% B, 45~ 49

m in时 100% B保持 4 m in; 色谱柱, 柱温, 检测波长

同前; 流速为 1. 0mL# m in
- 1
。实验结果表明: 流动

相缓冲液 pH从 4. 95到 4. 45递减时,氨基酸衍生物

的保留和分离呈 2种变化趋势: ¹ 前 14种氨基酸

(包括 AMQ和 NH 3衍生峰 )保留时间递减但各峰递

减程度不同,导致峰之间的分离度发生不同变化; º

后 3种氨基酸保留时间递增,最后 2个氨基酸 (亮氨

酸和苯丙氨酸 )分离度越来越小, 见图 4。根据以上

试验可知, pH对分离是有影响的,为了使 17种氨基

酸衍生物达到最佳保留时间和很好分离,试验了不

同梯度洗脱程序, 最终采用三元梯度洗脱方式 (见

表 1)。该条件下 17种氨基酸衍生物能很好地分

离, 而且保留时间合理。

图 4 pH对氨基酸分离的影响

F ig 4 E f fect of pH on th e separation of am ino acids

1. pH 4. 95 2. pH 4. 88 3. pH 4. 70 4. pH 4. 45

4 结论

经过优化,将氨基酸用 A ccQ Tag衍生试剂衍生

后, 衍生产物采用常用醋酸钠缓冲液结合乙腈梯度

洗脱,用常规 C18柱进行分离, 32 m in即可完成 1次

样品分析。方法简单、准确,灵敏度高且成本较低,

可用于皮革和头发水解液中氨基酸的有效测定。
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