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摘要 目的:对山羊角提取物中的焦谷氨酸进行含量测定研究。方法:通过氨基酸自动分析仪及傅立叶变换离子回旋共振质

谱确认山羊角提取物中含有焦谷氨酸，并建立专属高效液相色谱方法对焦谷氨酸进行含量检测。色谱条件为: 色谱柱为 Sion-
chrom ODS － BP( 200 mm ×4. 6 mm，5 μm) ，流动相为乙腈 － 3. 5 mmol·L －1

磷酸氢二钠缓冲液( 1∶ 99) ，调 pH = 3，流速为 1. 0
mL ·min －1，检测波长 205 nm，柱温 27 ℃。结果:高分辨质谱有 m/z 128 离子峰，并且检测出该批山羊角提取物中含有焦谷氨

酸 7. 65%。结论:所建立的方法可快速、稳定地检测山羊角提取物中的焦谷氨酸，从而有效提高山羊角提取物的检测标准。
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Abstract Objective: Study on the content determination of pyroglutamic acid in cornu caprae hircus． Methods:
Through automatic amino acid analyzer and fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry to determine
Cornu caprae hircus's extraction contain pyroglutamic acid． And develop an special method for detection of pyroglu-
tamic acid by using high performance liquid chromatography( HPLC) ． HPLC method: Sionchrom ODS － BP column
( 200 mm ×4. 6 mm，5 μm) ，acetonitrile － 3. 5 mmol·L －1 phosphate buffer ( 1 ∶ 99 ) adjusted to pH 3 as mobile
phase，the flow rate was 1. 0 mL ·min －1，detection wavelength was set at 205 nm，the temperature of column was
27 ℃ ． Results: The detected ion peaks was m/z 128 by ESI /MS high － resolution spectrum． Moreover，the results
showed that the content of pyroglutamic acid in the Cornu caprae hircus's Extraction was 7. 65% ． Conclusion: The
detection method was rapid and stable． It can improve the examination standard of Cornu caprae hircus's extraction．
Key words: traditional Chinese medicine; Cornu caprae hircus; extraction; pyroglutamic acid; high － resolution mass
spectrometry; HPLC; antelope horn; substitution

山 羊 角 为 牛 科 动 物 青 羊 Naemorhedus goral
Hardwicke、北山羊 Capira ibex Linnaeus 的角。其首

载于《本草新编》，曰其: “专活死血”。目前发现其

具有明显的镇静，镇痛，解热，抗惊厥和抗病毒作用，

与羚羊角药理作用相似，但效果稍差
［1］。

山羊角的主要成分与羚羊角相似，主要为蛋白

质、磷酸钙及微量的磷脂类成分。由于羚羊角数量稀

少，药材主要靠进口，而山羊角与羚羊角药理作用相

似，故山羊角是羚羊角的理想替代品
［2］。对于山羊

角，仅限于其作为羚羊角替代物的研究，及简单的药

理作用研究
［3］: 其水解液主要为 16 种游离氨基酸，一

般认为复合氨基酸起主要药理作用，但对于山羊角中

起药理作用的活性成分研究作者未见文献报道。
山羊角提取物为国家中药二类新药痰热清注射

剂中的主要成分。为了进一步对痰热清注射液中主

要成份进行确认研究，提高其产品质量标准，我们对

上海凯宝药业生产的山羊角提取物进行了物质基础

研究。
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本文发现山羊角提取物中氨基酸含量与山羊角

直接水解相比有一定差别，尤其是谷氨酸含量。由此

通过研究和实验验证山羊角提取物中存在 L － 焦谷

氨酸，其为 L －谷氨酸在干燥脱水条件下生成。此物

质首次在山羊角提取物中发现。焦谷氨酸在体内以

游离形式存在于多种组织和体液( 包括脑和脑脊液)

中，参与组成许多神经肽如促甲状腺素释放激素、促
性腺激素释放激素和神经紧张素的氨基末端

［4］，并且

许多重要生物活性的天然肽的氨基末端都是焦谷氨

酰残基，其具有很强的药理作用，在蔬菜，水果，青草，

糖蜜中较常见。故其在化妆品、食品、药品、织物、油
墨和管道清洗等领域有重要应用

［5，9］。
由于焦谷氨酸可以与谷氨酸相互转化，故其检

测十分重要。检测方法有应用于味精检测的酸水解

法，即酸水解后测其旋光度，间接测定焦谷氨酸含

量。此方法只适合味精生产检测，且结果误差较大，

实用性不强。苏芳等建立了一种检测 L － 谷氨酰胺

的方法，其中包含了对 L － 焦谷氨酸的检测，方法灵

敏度高，操作简单
［6］，但由于山羊角中氨基酸较多，

干扰多，氨基柱对其检测并不适用。此外范毅等利

用 Chirobiotic T 柱实现了 D，L － 焦谷氨酸对应体的

分离检测
［7］。由于此方法耗时长，操作复杂，其对

山羊角提取物中焦谷氨酸的检测并不适用。因此我

们通过研究建立了一种操作简单，检测精准的方法

对山羊角提取物中的焦谷氨酸进行检测。
1 仪器与试药

日立公司氨基酸自动分析仪，型号为 L － 8800 :

17 种 L － 氨基酸混合标样( 0. 1 mol·L －1 HCl 储备

液) 由 sigma 提供，不同 pH 值和离子强度洗脱用缓

冲溶液，茚三酮等( 按仪器说明书配制) 。
Bruker 傅立叶变换离子回旋共振质谱，型号为

IV FT － MS。
Elite 高效液相色谱仪: Elite UV230Ⅱ检测器，

Elite ZW Ⅱ柱温箱，Elite ES2600 工作站。
焦谷氨酸 含量为 98%，由 Alfa aesar 提供。
山羊角及山羊角提取物( 批号: 091001 ) 均由上

海凯宝药业股份有限公司提供

乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯。
2 山羊角提取物中焦谷氨酸的确认

2. 1 氨基酸成分检测

2. 1. 1 样品的配置 山羊角水解液的制备: 取山羊

角，制成粉末，精密称取约 0. 5 g，置于安瓿瓶中，加

入浓硫酸 10 mL，氮气保护后，封口于 100 ℃恒温酸

水解 12 h，取出水解液，用氢氧化钠溶液调 pH = 7，

制成山羊角水解液。山羊角提取物溶液的制备: 另

准确称取山羊角提取物约 0. 5 g，溶入 10 mL 水中，

制成山羊角提取物溶液。取山羊角水解液及山羊角

提取物溶液各 1 mL，用 0. 45 μm 滤膜过滤。并与氨

基酸自动分析仪所用盐酸溶液等比例混合，供检测。
2. 1. 2 氨基酸自动分析 调整仪器参数及洗脱液

pH，使各氨基酸分辨率≥85%，分别自动进样制备

好的山羊角水解液和山羊角提取物溶液各 20 μL 进

行分析，其中缓冲溶液流速为 0. 400 mL ·min －1。
茚三酮溶液为 0. 350 mL ·min －1。结果见图 1。

图 1 山羊角提取物( □) 与山羊角水解液( ■) 中氨基酸含量对比图

Fig 1 A comparison diagram of amino acids from the Cornu caprae hircus's extraction( □) and Cornu caprae hircus hydrolysates( ■)

2. 2 傅立叶变换离子回旋共振质谱

2. 2. 1 质谱条件 扫描方式为电喷雾负离子模式，

扫描范围: 0 ～ 300 m/z，干燥气温度: 200 ℃，干燥气

流量: 12 L ·min －1，雾化气流量: 6 L ·min －1，电喷

雾电压为 2. 3 kV。注射泵进样速度 2 μL ·min －1。

2. 2. 2 样品处理 取微量山羊角提取物，溶于甲醇

中，加入适量乙酸，促进其离子化。用 0. 25 mL 注射

器吸取一定体积样品液固定在注射泵上，直接进样。
2. 2. 3 质谱结果 见图 2。
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图 2 山羊角提取物高分辨质谱图

Fig 2 High resolution mass － spectrogram of Cornu caprae hircus's extraction

2. 3 焦谷氨酸的确定 从氨基酸自动分析仪上我

们可以很清楚地看出，山羊角提取物与山羊角水解液

的氨基酸有一定的差别，而谷氨酸含量最多且差别较

大( 见图 1) 。根据分析认为 1 种可能性是山羊角提

取物中谷氨酰胺水解不彻底所导致，而谷氨酰胺在酸

性环境下可转化为谷氨酸; 而另 1 种可能性是谷氨酸

在山羊角处理过程中转化为其他物质。但考虑到山

羊角提取物为山羊角在过量硫酸中于 106 ℃处理 16
h，水解较完全，可以排除第 1 种可能性; 而在山羊角

提取物制取过程中有烘干步骤，且谷氨酸加热后易脱

水转化为焦谷氨酸( 图 3) 。为了验证上述的判断，对

山羊角提取物进行高分辨质谱分析。结果发现了 m/
z 128. 03548 离子峰，其匹配最佳分子式为 C5H6NO3，

因其是 ESI －
模式下，主要的离子化反应是质子转换

和电荷交换，因此可能形成 M －。所以分子式应为

C5H7NO3，符合焦谷氨酸的分子式，而 m/z 146. 04642
离子峰，其分子式应为 C5H9NO4，确定其为谷氨酸，并

且没有谷氨酰胺的分子峰出现。此后的高效液相分

析也佐证了的判断，在相同时间，焦谷氨酸标准品与

山羊角提取物供试品有同一时间峰。故可以肯定山

羊角提取物中含有焦谷氨酸。

图 3 谷氨酸( A) 与焦谷氨酸( B) 相互转化式

Fig 3 The transformed relations between pyroglutamic acid ( A ) and
glutamic acid( B)

3 含量测定

3. 1 色谱条件 采用 Sionchrom ODS － BP 色谱柱

( 200 mm × 4. 6 mm，5 μm ) ，以 流 速 为 1. 0 mL·
min －1，检测波长 205 nm，柱温 27 ℃。流动相: 乙腈

－ 3. 5 mmol·L －1
磷酸氢二钠缓冲液( 1 ∶ 99 ) ，用磷

酸调 pH =3，上样 20 μL。
3. 2 溶液的制备

3. 2. 1 对照品溶液 精确称取焦谷氨酸对照品适

量，用流动相配成 136 μg ·mL －1
的溶液。

3. 2. 2 供试品溶液 取山羊角提取物约 1 g，精密

称定，置于 1 L 量瓶中，用流动相定容即可。
3. 3 线性关系考察 将对照品溶液等倍稀释为

136，68，34，17，8. 5 μg ·mL －1，按上述液相条件分

别进样测定。以对照品量为( X) 为横坐标，峰面积

积分值( Y) 为纵坐标，得回归方程为:
Y = 15. 08X + 28. 88 r = 0. 999
线性范围 8. 5 ～ 136 μg。
3. 4 精密度试验 取对照品溶液，在上述色谱条件

下连续进样 5 次，每次进样 20 μL，测得焦谷氨酸色

谱 峰 面 积 的 分 别 为 1098. 49，1101. 26，1089. 04，
1106. 52，1092. 27 mV。其 RSD 为 0. 64% ( n = 5 ) ，

结果表明精密度良好。
3. 5 稳定性试验 取同一供试品溶液，在上述色谱

条件下，分别于 0，1，2，4，8，12，24 h 各取 20 μL 进

样测定，峰面积分别为 1127. 71，1121. 52，1117. 47，
1119. 42，1112. 5，1104. 71，1109. 55 mV，测得焦谷氨

酸色谱峰峰面积的 RSD 为 0. 70% ( n = 7) ，表明供

试品溶液在 24 h 内稳定。
3. 6 加样回收率试验 取批号为 091001 的样品

( 含量为 7. 65% ) 0. 01 g 各 9 份，精密称量后，按 3
个水平加入“3. 2. 1”项下 136 μg ·mL －1

溶液 1，2，5
mL 各 3 份，定容于 10 mL 量瓶中，流动相定容，按上

述色谱条件分别进样 20 μL，计算回收率。低、中、
高浓 度 回 收 率 ( n = 3 ) 分 别 为 99. 8%，100. 1%，
100. 0% ; RSD 分别为 0. 25%，0. 18%，0. 03%。
3. 7 方法专属性试验 取焦谷氨酸标准品、谷氨

酸、谷氨酰胺对照品各 10. 0 mg，混合后用流动相定

容于 100 mL 量瓶中。按上述色谱条件取样 20 μL
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进样测定。结果显示谷氨酸、谷氨酰胺色谱峰的出

峰时间均不同于焦谷氨酸出峰时间，对焦谷氨酸检

测无干扰。结果见图 4。

图 4 专属性试验图

Fig 4 HPLC chromatogram of the method selectivity
1． 焦谷氨酸( pyroglutamic acid) 2． 谷氨酰胺 ( glutamine) 3． 谷氨

酸( glutamic acid)

3. 8 检测限及定量限 将“3. 2. 1”项下对照品溶

液依次稀释至不同浓度，按上述色谱条件分别取样

20 μL 进样测定。按信噪比分别为 3 和 10 时进行

检测限及定量限测定。焦谷氨酸的检测限及定量限

分别约为 0. 136 μg 和 0. 425 μg。
3. 9 含量测定 吸取 20 μL 供试品溶液，按照上述

色谱条件进行测定，按照峰面积外标法，进样 3 次，

峰面积分别为 1127. 71，1115. 25，1112. 14 mV。计

算出 第 091001 批 山 羊 角 中 焦 谷 氨 酸 的 含 量 为

7. 65%，RSD =0. 74% ( n = 3) 。结果见图 5。

图 5 对照品( A) 与供试品( B) 的 HPLC 图谱

Fig 5 HPLC chromatograms of reference substance( A) and Cornu caprae
hircus's extraction( B)

1． 焦谷氨酸( pyroglutamic acid)

4 讨论

4. 1 高效液相方法的建立 目前报道的关于焦谷

氨酸高效液相检测的方法有很多，我们考察了 Li-
Chrospher 100 NH2 ( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm) ; CAP-

CELL PAK C18 SG300( 250 mm ×4. 6 mm，5 μm) ; Sion-
chrom ODS － BP( 200 mm × 4. 6 mm，5 μm) 等多种色

谱柱。由于山羊角提取物大多为氨基酸，对氨基柱损

害太大; 而 CAPCELL PAK C18SG300 柱由于山羊角中

其他物质影响，对焦谷氨酸检测造成干扰; ODS 柱极

性相对较弱，对氨基酸能有很好的分离，预实验中焦

谷氨酸的峰型也相对较好，故我们采用后者作为分离

柱。鉴于焦谷氨酸在水溶液中不是很稳定，配置了

5%甲醇，磷酸调 pH = 3; 5% 甲醇，三氟乙酸调 pH =
3; 1%乙腈，3. 5 mmol·L －1

磷酸氢二钠缓冲液，调 pH
=3 等多种流动相进行试验。焦谷氨酸在此 3 种流

动相中均比较稳定，但由于乙腈吸收较小无干扰，且

极性稍强，洗脱效果更好。所以选择了后者。对一些

文献上
［6，8］

的方法我们也进行了尝试，发现其对山羊

角提取物检测时存在着出峰时间长，干扰多等问题。
4. 2 小结 在山羊角提取物中发现的焦谷氨酸此

前没有相应的检测标准，而本文所建立的高效液相

色谱检测方法具有专属性强，检测方便，出峰时间快

等特点，是一种适宜检测山羊角提取物中焦谷氨酸

含量的方法。
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