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摘 要: 采用HPLC法测定了酶转化液中的 D_苯丙氨酸、N_氨甲酰_D_苯丙氨酸和苄基海因。流动相为乙腈- 20

mmol� L - 1磷酸二氢钾(体积比 25�75) , 用磷酸调 pH为 5. 0, 利用 DAD检测器, 检测波长为 202 nm, 流速为 1. 0

mL �min- 1。 用外标法进行定量分析, 三者的线性范围分别是 1. 82~ 466 mg� L - 1( r= 0. 999)、2. 01~ 516 mg � L- 1

( r= 0. 999)、1. 94~ 496 mg � L - 1( r= 0. 999) , 回收率为 99. 9% ~ 100. 1% 、99. 8% ~ 100. 0% 、99. 5% ~ 100. 4% ,

RSD( n= 6)分别为 1. 8% 、1. 6% 、1. 0% , 检出限为 18. 7、2. 41、64. 6 pg。 实验结果表明该法简便、快速、结果

可靠。
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Abstract: An HPLC method was developed to determine the contents of D_phenylalanine, N _carbamyl_D_

phenylalanine and benzylhydantoin in enzymatic reactants. Potentially influential factors, such as the propor�
tion of organic solvent, concentration and type of inorganic salt, and pH, were studied. The optimal chromato�
graphic parameters were determined as follows. Chromatographic column: Eclipser CB- C8( 5 �m, 150  

4. 6 mm) ; mobile phase: acetonitrile- 20 mmol � L
- 1

potassium dihydrogen phosphate( 25� 75 by vol�
ume) , adjust pH to 5. 0 with phosphoric acid; detective wavelength: 202 nm; flow rate: 1. 0 mL �min- 1.

Under these conditions and with peak areas being used for quantification with external calibration, the linear

calibration ranges for the three target analytes were 1. 82~ 466, 2. 01~ 516, and 1. 94~ 496 mg � L
- 1
( all

with r= 0. 999) , respectively. The recoveries of the analytes from spiking experiments were 99. 9% ~

100. 1% , 99. 8% ~ 100. 0% , and 99. 5% ~ 100. 4% , respectively, with relative standard deviations( n=

6) being 1. 8% , 1. 6% , and 1. 0% . The minimum detectable qualities were 18. 7, 2. 4, 64. 6 pg, respec�
tively. The method is rapid, convenient and accurate.
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苯丙氨酸是人体 8种必需氨基酸之一, 具有旋光性。 人体能利用的是 L_苯丙氨酸, 且目前工业上

生产的也大多是 L_苯丙氨酸, 而关于苯丙氨酸的另一种消旋异构体 D_苯丙氨酸的研究和生产方面的报

道目前还不多。 D_苯丙氨酸的应用非常广泛, 作为医药中间体, 它具有良好的靶向作用; 以 D_苯丙氨

酸为原料合成的多肽类物质可作为凝血剂和抗凝血剂; D_苯丙氨酸还可用于止痛药和镇静剂; 它的抑

制效应在慢性心血管疾病治疗方面有一定作用; 作为脑啡呔的抑制药剂, 在一些疾病治疗方面也具有一

定的疗效 [ 1]。 另外, D_苯丙氨酸还是抗菌素如杆菌肽、多粘菌素、短杆菌肽等的组分 [ 2] 。

目前, 日本在 D_氨基酸的生产上处于领先地位, 而国内关于 D_苯丙氨酸的生产研究还十分薄弱。

D_苯丙氨酸的制备方法主要包括不对称合成法和化学- 酶法, 其中尤以化学- 酶法之一菌双酶法为最

佳, 该法是利用同时含有海因水解酶与氨甲酰基氨基酸水解酶的菌株, 以苄基海因为底物, 一步生成 D_

苯丙氨酸。 该法由于工艺路线简单, 反应条件温和, 收率高, 能耗低, 具有广阔的发展前景。 而关于

酶转化液中 D_苯丙氨酸及其共存组分的测定方法迄今未见报道, 本文针对一菌双酶法生产 D_苯丙氨酸

的酶转化体系, 建立了一种高效、实用的液相色谱分析方法, 用于生产过程中底物、产物及副产物的监
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控, 同时也为反应条件优化提供了依据。 该法简单、快捷、准确、重现性好, 有推广价值。

1 实验部分

1. 1 主要仪器与试剂

HP1100液相色谱仪, 配有 DAD检测器, 美国惠普公司。

D_苯丙氨酸、N_氨甲酰_D_苯丙氨酸、苄基海因对照品: 由南京工业大学生化重点实验室提供(纯

度大于 99. 5% ) ; 乙腈: HPLC级, Tedia Company。

本文中所述的水均为石英亚沸双蒸水, 磷酸、磷酸二氢钾及其它试剂均为分析纯。

1. 2 色谱条件

色谱柱: Eclipse  CB- C8( 5 �m, 150  4. 6 mm) ; 流动相: 乙腈- 20 mmol � L - 1
磷酸二氢钾(体积比

25� 75) , 用磷酸调 pH为 5. 0; 流速: 1. 0 mL �min- 1; 检测波长: 202 nm; 进样量: 20 �L。

1. 3 实验方法

1. 3. 1 流动相的配制 称取磷酸二氢钾适量, 配成浓度为 20 mmol � L - 1的水溶液, 与乙腈以 75� 25(体

积比)的比例混合, 用磷酸调 pH为 5. 0, 混匀抽滤, 用超声振荡脱气后待用。

1. 3. 2 对照品溶液的配制 精密称取 D _苯丙氨酸、N _氨甲酰_D_苯丙氨酸、苄基海因对照品适量, 用

流动相溶解并配制成混合液, 使混合液中各物质的质量浓度均为 50. 0 mg� L
- 1
, 经 0. 2 �m的水系滤膜

过滤后备用。

1. 3. 3 供试品溶液的配制 取酶转化液(由南京工业大学生化重点实验室提供)数份, 分别用流动相稀

释至其质量浓度约为 0. 05 g� L
- 1
, 经 0. 2 �m的滤膜过滤后备用。

1. 3. 4 测 定 在 1. 2所述条件下, 待色谱柱平衡后, 用微量进样器将对照品和供试品溶液分别注入

高效液相色谱仪, 根据相应峰面积用外标法计算各物质含量。 对照品及样品色谱图见图 1。

2 结果与讨论

2. 1 流动相的选择

2. 1. 1 流动相中有机溶剂的选择 经过波长扫描及

多次实验, 选用 202 nm作为检测波长, 而在较低的波

长下, 乙腈比其它有机溶剂的背景干扰要小很多, 因

此选用乙腈作为流动相的有机部分。 通过考察乙腈

与磷酸二氢钾溶液不同配比时各组分的保留时间、峰

形及分离度, 最终确定二者的体积比为 25� 75。

2. 1. 2 流动相中无机盐浓度对分离的影响 分别配

制 10、20、50mmol � L - 1的磷酸二氢钾溶液, 与乙腈以

75� 25(体积比)混合作流动相。 结果发现, 当磷酸二氢钾为 10 mmol � L - 1时, D_苯丙氨酸的谱峰较宽,

与N_氨甲酰_D_苯丙氨酸不能完全分开, 会给定量测定带来误差。而磷酸二氢钾为 20、50 mmol� L
- 1
时分

离效果较好。 随无机盐浓度的增大, D_苯丙氨酸的保留值增大, 而 N_氨甲酰_D_苯丙氨酸及苄基海因的

保留值几乎不变, 且 N_氨甲酰_D_苯丙氨酸和 D_苯丙氨酸的分离度也逐渐增大, 但盐浓度过大时, 容易

堵塞柱子和管路, 给仪器清洗和维护带来困难。 因此我们选择磷酸二氢钾的浓度为 20mmol � L
- 1
。

2. 1. 3 流动相中无机盐种类的影响 分别配制 20mmol � L
- 1
磷酸二氢钾、磷酸二氢铵、磷酸二氢钠的水

溶液, 其余条件同前, 试验缓冲盐种类的影响。 实验发现, 这 3种磷酸盐缓冲液均能得到良好的效果。

2. 1. 4 pH的影响 配制 20 mmol磷酸二氢钾溶液, 分别用磷酸调其 pH 为 5. 0、4. 0、3. 0, 其余条件同

前, 试验 pH的影响。 结果发现, 流动相中加入磷酸后, D _苯丙氨酸峰的保留值变大, 但随着磷酸的继

续加入, 其保留值几乎不再有大的变化。 未加磷酸时, D_苯丙氨酸峰和样品中一杂质峰相重叠, 给测

定结果带来误差; 而加入磷酸后, 二者能得到较好的分离。 多次实验表明, 流动相的 pH选择在 5. 0为

最佳。

图 1 对照品( A)及样品( B)的色谱图

Fig. 1 HPLC chromatograms of a reference substance( A)

and sample( B)

1. N_氨甲酰_D_苯丙氨酸( N_carbamyl_D_phenylalanine) ; 2. D_

苯丙氨酸( D_phenylalanine) ; 3. 苄基海因( benzylhydantoin)



2. 2 实验方法的验证

2. 2. 1 方法线性范围 按 1. 3. 2配制 7个不同浓度的对照品溶液, 在 1. 2所述条件下进行测定, 以两

次平行测定的平均值作为测定结果。 以峰面积与对照品浓度作线性回归, 回归方程及相关系数如表 1

所示。

* x: mg� L- 1, n= 7

2. 2. 2 方法准确度 采用标准加入法考察方法准确度。 取已知含量的酶转化液一份, 分别加入高、

中、低 3种含量的对照品混合液, 按 1. 2及 1. 3所述方法和条件进行测定, 以 6次进样测定的平均值计

算, 测定结果如表 2所示。 从表 2可看出, 此法具有很好的准确度。

表 2 回收率测定

Table 2 Recovery result

Compound
Original Added Found Recovery

�O / ( mg� L
- 1
) �A / (mg� L

- 1
) �F/ ( mg� L

- 1
) R/ %

D _Phenylalanine 32. 8 1. 86 34. 66 99. 9

( D _苯丙氨酸) 9. 32 42. 12 100. 1

93. 2 126. 3 99. 8

N _Carbamyl_ D _ phenylalanine 33. 7 2. 06 35. 74 99. 8

( N _氨甲酰_ D _苯丙氨酸) 10. 3 43. 99 100. 0

103 137 100. 0

Benzylhydantoin 2. 26 1. 98 4. 22 99. 5

(苄基海因) 9. 92 12. 22 100. 2

99. 2 101. 4 100. 4

2. 2. 3 方法精密度 取对照品溶液连续进样 6次, 按峰面积进行计算, 得出D_苯丙氨酸、N_氨甲酰_

D_苯丙氨酸、苄基海因的 RSD分别为 1. 8% 、1. 6%、1. 0% , 证明仪器精密度良好。

2. 2. 4 检出限 配制一系列浓度的对照品溶液, 在选定的色谱条件下进样, 以相当于基线噪音的 3倍

信号相应的浓度为最低检测浓度, 测得 D_苯丙氨酸、N_氨甲酰_D_苯丙氨酸、苄基海因的检出限分别为

18. 7、2. 41、64. 55 pg。
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