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摘 � 要: 建立了反相高效液相色谱 -蒸发光散射检测 ( H PLC - ELSD )直接测定 6种未衍生游离氨基酸 (脯氨

酸 P ro、缬氨酸 V al、蛋氨酸 M et、异亮氨酸 Ile、亮氨酸 Leu、苯丙氨酸 Phe)含量的分析方法。采用 Venusil

M P�C18色谱柱, 以甲醇和水为流动相进行线性梯度洗脱, 流速为 0� 8 mL� m in- 1, 漂移管温度 40  , 氮气流

速 2� 5 L� m in- 1; 优化了流动相的洗脱条件。结果表明, 在优化实验条件下, 6种氨基酸峰面积的对数值与

氨基酸质量浓度的对数值呈良好线性, 检出限为 10� 0~ 15�0 mg� L- 1, 方法精密度及稳定性良好。采用该法

对微波法提取的蛹虫草子实体中的氨基酸进行测定, 待检蛹虫草样本中不含缬氨酸 ( Va l), 其余 5种氨基酸

的总量为 16� 00 mg / g, 约占蛹虫草总质量的 1�60% , 其中脯氨酸 ( P ro ) (占 0� 72% )和苯氨酸 ( Phe ) (占

0� 56% )的含量较高。已检出的 5种 P ro、M et、 I le、 Leu、 Phe含量分别为 7�20、 0�88、 0�69、 1�65、 5� 58

m g /g。
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Abstrac:t A h igh perform ance liqu id chrom atographic m ethod coupled w ith evaporative light scatter�
ing detection (H PLC - ELSD ) w as deve loped for the determ inat ion of six underivat ized free am ino

acids( Pro, V a,l M e,t Ile, Leu, Phe) . The samp lew as separated on aV enusilMP�C18 co lum n u�
sing m ethano l- w ater as m ob ile phase by linear grad ient elution. The optim a l cond it ions w ere as the

follow s: flow rate: 0�8 mL � m in
- 1

, drift tube tem perature: 40  , n itrogen flow rate: 2�5 L �

m in
- 1

. Them obile phase e lut ion conditionsw ere optim ized and thew orking system applicability w as

tested. The resu lts show ed tha,t under the optim a l cond itions, the logarithm correlation betw een

peak area and am ino acid concentration w as in a good linearity. The detection lim its of six am ino

acidsw ere in the range o f10�0- 15�0 m g� L
- 1

. Them ethod w as app lied in the detect ion o f6 am ino

acids in the fruiting body o fCordy cepsm ilitaris, and the resu lts show ed that ex cept forV a,l the other

five am ino ac ids( Pro, M e,t Ile, Leu, Phe) w ere detected in the tested samp le, and their to tal a�
m oun tw as 16�00 m g /g, accounting for 1�60% o f the tota lm ass ofCordycep sm ilitaris, in wh ich Pro

( occupy ing 0�72% o f the to ta lm ass o fCordycep sm ilitaris ) and Phe( occupy ing 0�56% o f the to ta l

m ass o fCordy cepsm ilitaris) w ere higher than the o ther three am ino ac ids. The detected contents of

five am ino ac ids o f Pro, M e,t Ile, Leu and Phe w ere 7�20, 0�88, 0�69, 1�65 and 5�58 m g /g,

respective ly.

Key words: high perform ance liquid chrom atography; m icrowave ex traction; Cordycep sm ilitaris; e�
vaporative light�scattering detector
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蛹虫草 (Cordy cepsm ilitaris)又称北冬虫夏草, 其功效与冬虫夏草相近, 具有免疫调节、抗肿瘤、降

血脂及降血压、耐缺氧和抗疲劳等作用, 在药化、药理和临床实验中被证明可作为冬虫夏草的重要人

工替代品之一
[ 1- 2]
。蛹虫草含有核苷类、多糖类、虫草酸、甾醇类, 此外还含有氨基酸和微量元素等

主要成分
[ 2]
。测定氨基酸有效成分的含量对研究蛹虫草具有重要意义。

氨基酸的测定有氨基酸自动测定仪
[ 3]
、衍生化反相高效液相色谱法

[ 4]
等。前者需要特定的仪器,

分析时间长, 费用高; 后者需进行衍生化反应, 还需对衍生化反应条件及产物的稳定性等进行考察,

此外衍生剂一般毒性较大, 易对实验操作人员造成伤害。蒸发光散射检测器 ( E vaporative light�scattering

detector, ELSD)是一种新型质量型检测器, 能检测任何挥发性低于流动相的物质, 是紫外检测器的有

效补充, 适合于无紫外吸收的有效成分的分析, 现已应用于萜类内酯、胆固醇、胆汁酸、黄芪甲苷等

多种中药成分的分析
[ 5 - 7 ]
。采用 H PLC - ELSD法检测不同样品中未衍生氨基酸的报道较多

[ 8- 9]
, 但该

检测方法用于蛹虫草中氨基酸的检测未见报道。本文采用反相高效液相色谱 -蒸发光散射检测法

(H PLC- ELSD)同步测定蛹虫草中 6种未衍生的游离氨基酸 (脯氨酸、缬氨酸、蛋氨酸、异亮氨酸、亮

氨酸、苯丙氨酸 ) , 其中除脯氨酸外均为人体必需氨基酸, 而脯氨酸在调节渗透平衡、防止渗透胁迫对

植物造成伤害、清除自由基、保护细胞结构方面具有重要意义
[ 10 ]
。因此, 测定蛹虫草中这 6种氨基酸

的含量, 对评价蛹虫草的品质有重要作用, 同时也可为蛹虫草药理药效的研究提供参考。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
LC�20AD型液相色谱仪 (配有二元梯度泵 )、Shim adzu LCMS So lut ion色谱工作站 (日本岛津公司 ) ;

SEDEX�75低温型蒸发光散射检测器 (美国迪马公司 ) ; MO�2270M 1型微波炉 (青岛海尔微波制品有限公

司 ) ; SB3200DT型超声波清洗仪 (宁波新芝生物科技股份有限公司 )。

人工蛹虫草固体培养物由浙江康阳生物科技有限公司提供; 6种氨基酸标准品: 脯氨酸 ( P ro)、缬

氨酸 (V al)、蛋氨酸 (M et)、异亮氨酸 ( Ile)、亮氨酸 ( Leu)、苯丙氨酸 ( Phe) (德国 Sigm a公司 ) ; 甲醇

(色谱纯, 天津市科密欧化学试剂有限公司 ); 水为二次蒸馏水。

1�2� 混合标准溶液与样品溶液的制备

精密吸取 6种氨基酸 0�10 mL, 用蒸馏水配制成 2�50、 1�25、 0�83、 0�63、0�50 g� L
- 1
混合标准

溶液, 置 - 4  冰箱中保存。将蛹虫草固体培养物于 60  烘干, 粉碎, 精密称取培养物粉末 2�50 g,

置于锥形瓶中, 加 100 mL蒸馏水摇匀, 将锥形瓶置于微波炉中, 中火处理 3 m in。取样品提取液用滤

纸过滤, 滤液再经 0�22 �m微孔滤膜压滤。

1�3� 色谱条件
V enusilM P�C18色谱柱 ( 5�0 �m, 4�6 mm ! 150 mm )。流动相: 甲醇 ( A ), 水 ( B ); 线性梯度洗脱程

序: 0~ 8 m in, 3% A, 8~ 20 m in, 3% ~ 100% A, 20~ 30 m in, 100% A用以平衡色谱柱; 流速 0�8
mL� m in

- 1
; 漂移管温度 40  ; 氮气流速 2�5 L� m in

- 1
; 进样量 5�0 �L。

2� 结果与讨论

2�1� 流动相的选择

考察了流动相分别为乙腈 - 水、甲醇 - 0�7% 三氟乙酸、乙腈 - 0�7% 三氟乙酸与甲醇 -水时的分

离效果。结果表明, 以乙腈 - 水为流动相时, 6个组分能达到完全分离, 但峰形较差。而以甲醇 -

0�7%三氟乙酸溶液或乙腈 - 0�7% 三氟乙酸溶液为流动相时, 各组分不能达到完全分离, 且易出现基

线漂移和基线噪声。以甲醇 -水为流动相时分离效果较好, 可在较短时间内分离 6种氨基酸成分, 并

提高了分析灵敏度和稳定性。研究了不同梯度洗脱条件对分离效果的影响, 实验发现, 0~ 8 m in采用

等度洗脱, 8~ 20 m in采用线性梯度洗脱时各色谱峰对称性好, 峰形尖锐, 基线平稳。

2�2� 系统适用性实验
在上述优化色谱条件下, 取标准品混合溶液 5�0 �L, 进样测定, 6种氨基酸可以达到良好的分离,

理论塔板数不低于 4 000, 分离度大于 1�5, 空白无干扰 (见图 1A)。
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2�3� 线性关系与检出限 ( LOD )

ELSD是一种响应值不呈线性规律的检测器
[ 7]

, 线

性标准曲线可通过双对数坐标获得
[ 11]

: logA = blogC +

loga。其中, C为氨基酸的质量浓度 ( mg� L
- 1

) , A为峰

面积, a和 b为常数
[ 12]
。将 ∀ 1�2# 中配制好的标准品

混合溶液在优化色谱条件下分析, 各浓度重复进样 5

次, 以峰面积的对数为纵坐标 ( y = logA ) , 以氨基酸质

图 1� 混合标准溶液 ( A )与蛹虫草样品 ( B )

的 HPLC- ELSD色谱图

F ig� 1� Chrom atog ram s o f 6 am ino ac ids m ixed stan�
da rds( A ) and Cordycep s m ilitaris sam ple( B)

1�Pro, 2�Va,l 3�M et, 4� Ile, 5�L eu, 6�Phe

量浓度 ( m g� L
- 1

)对数的 1�3倍为横坐标 ( x = 1�3 log

C )
[ 13 ]

, 进行线性回归, 得到的线性回归方程如表 1所

示, 线性范围为 57�55~ 413�00 m g� L
- 1
。当信噪比为 3

时, 各氨基酸组分的检出限为 10�0~ 15�0 m g� L
- 1
。

2�4� 方法的精密度与稳定性
取 6种氨基酸标准样品混合溶液 5 �L, 连续进样 5

次, 测定峰面积。实验测得各组分色谱峰的保留时间波

动小于 0�2 m in, 峰面积的相对标准偏差 ( RSD )为

0�68% ~ 2�2% , 说明方法精密度良好。

取 6种氨基酸标准样品混合溶液, 分别在保存 0、

2、 4、6、8、 10 h后进样, 测定峰面积。实验所得峰面

积的 RSD为 2�3%。说明标准样品溶液在 10 h内稳定性

良好。

表 1� 6种氨基酸的线性方程与检出限

Table 1� Regress ion equations and the lim its of detection( LODs) of 6 am ino ac ids

Am ino acid L inear range�/ ( mg� L- 1 ) L inear equat ion r2 LOD �/ (m g� L- 1 )

Pro 57�55~ 287�75 y = 0�902 2x + 2�708 3 0�999 5 15�0

Val 58�60~ 293�00 y = 1�071 4x + 2�375 2 0�999 5 15�0

M et 74�60~ 373�00 y = 0�921 1x + 2�499 6 0�999 2 15�0

Ile 65�60~ 328�00 y = 0�874 9x + 2�687 6 0�999 4 10�0

Leu 65�60~ 328�00 y = 1�086 3x + 2�313 3 0�999 2 15�0

Phe 82�60~ 413�00 y = 1�204 3x + 1�940 6 0�995 6 10�0

2�5� 样品的测定
精密称取 3批蛹虫草粉末 2�50 g, 制备成样品溶液后测定, 连续进样 3次, 在优化色谱条件下进

样分析。测得峰面积, 代入线性回归方程, 分别计算出蛹虫草样品溶液中 6种氨基酸的质量浓度 (m g�
L

- 1
), 然后计算待测蛹虫草样品中 6种氨基酸的含量。样品溶液的 H PLC- ELSD色谱图见图 1B。研究

结果表明, 待测蛹虫草中不含游离的 V a;l Pro、M et、 Ile、Leu、Phe的含量依次为 7�20、0�88、0�69、

1�65、5�58 m g /g, 占蛹虫草总质量的 0�07% ~ 0�72% , P ro( 0�72% )和 Phe( 0�56% )的含量较高。待测

蛹虫草样本中 5种游离氨基酸的总量为 16�00 m g /g, 约占蛹虫草总质量的 1�60% 。

据研究报道, 蛹虫草菌丝体和子座均含有 17种氨基酸
[ 14- 15]

。研究人员通过测定不同氨基酸组分

的线性方程考察其响应因子, 结果表明不同氨基酸 H PLC - ELSD检测的响应因子明显不同
[ 16]
。因为

ELSD的响应不依赖于样品的光学特性, 而取决于流动相组成和流速, 以及样品的挥发性。由于不同氨

基酸的相对分子质量不同, 挥发度也不同, 在蒸发管中形成蒸汽的速度不同, 从漂移管进入到光散射

检测池的时间不同, 因此, 其它的氨基酸如天冬氨酸 (A sp)、精氨酸 ( Arg)等在该色谱条件下, 不会对

所测定的 6种氨基酸的定性与定量分析产生干扰。

3� 结 � 论

本文建立了反相高效液相色谱 -蒸发光散射检测 (H PLC- ELSD )同步测定蛹虫草中 6种未衍生游

离氨基酸含量的方法, 由于 ELSD弥补了紫外检测器和荧光检测器的不足, 使没有紫外或荧光吸收的
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物质可以直接进样分析, 无需柱前或柱后衍生化反应, 避免了对衍生化条件的筛选, 减小了测定误差,

操作简便。该方法用于检测 6种氨基酸, 快速、准确, 每个样品只需 30 m in, 检出限比国内同类报道

( 20~ 56 m g� L
- 1

)
[ 14 ]
低, 灵敏度高, 且价格低廉, 为蛹虫草中氨基酸的快速检测技术的开发提供了
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