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摘要 :氨基酸与溴酸钾混合液经紫外光照射后与鲁米诺反应产生较强的发光信号 ,且在一定条件下氨基酸浓

度与发光强度成线性关系 ,据此建立了一种氨基酸测定方法。在优化的条件下 ,该方法对五种氨基酸的检出

限在 0. 004μg/mL～0. 06μg/mL范围内 ;分别对 0. 5μg/mL的五种氨基酸平行测定 7次 ,其相对标准偏差在

213%～4. 2%范围内。初步考察了该方法与液相色谱联用测定氨基酸的可行性。
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目前测定氨基酸的主要分析方法有 :荧光
法 [ 123 ]、质谱法 [ 4 ]、电化学法 [ 5, 6 ]、蒸发光散射法 [ 7 ] ,

示差折光法 [ 8 ]等。在这些检测方法中 ,利用荧光
法进行检测时 ,反应体系中需要加入衍生试剂 ,且
实验耗时 ,操作繁琐 ;质谱仪器昂贵 ,运行成本高 ;

蒸发光散射在低浓度时线性不好 ,且容易受到溶
液中难挥发介质影响 ;示差折光检测则因灵敏度
低、操作条件苛刻等因素使其应用受到限制。
本文建立了一种光辅助氧化化学发光直接测
定氨基酸的方法。该方法是基于氨基酸与溴酸钾
混合液经紫外光照射后与鲁米诺反应产生较强的
发光信号 ,从而对待测氨基酸进行定量分析。该
方法具有操作简单 ,测定快速 ,灵敏度高等优点 ,

并可用作液相色谱的检测手段。

1　实验部分

111　仪器与试剂
微弱化学发光分析仪 (BPCL,中国科学院生物
物理研究所 ,北京 ) ;低压汞灯 (15 W , 44 cm, TUV2
15,飞利浦 ,荷兰 ) ;蠕动泵 (HL22,青浦沪西仪器厂 ,

上海 ) ;液相色谱仪 (LC 213,天美科学仪器有限公
司 ,上海 ) ;阴离子交换柱 (Ham ilton PRP X2100,美
国 ) ;聚四氟乙烯 (PTFE)管 (内径 013 mm)。
氨基酸储备液 ( 1 g/L ) :称取 011000 g氨基
酸 ,用二次水溶解后 ,稀释定容至 100 mL, 4℃下保
存 ,工作溶液由储备液用载流 (流动相 )逐级稀释
至所需浓度 ;鲁米诺储备液 (1 ×10

22
mol/ L) :溶解

014454 g的鲁米诺于 01 l mol/ L NaOH溶液中 ,转
移至 250 mL的容量瓶后用 01 l mol/L NaOH溶液
定容 ,避光保存 ;载流 (流动相 ) : 4 ×10

22
mol/L

CH3 COONa溶液 ; 1 ×10
23

mol/L溴酸钾溶液 ; 011

mol/L碳酸钠溶液 ;以及 011 mol/L碳酸氢钠溶
液。除氨基酸为生化试剂外 ,其它试剂均为分析
纯。
112　实验方法
如图 1所示 ,将载流、溴酸钾溶液、鲁米诺溶
液分别从相应的管道输入分析系统 ,打开紫外灯
电源 ,待基线稳定之后 ,再进样 100μL, (经色谱分
离后 )样品与溴酸钾混合后 ,经紫外光照射 ,再与
鲁米诺反应产生发光信号 ,发光信号用微弱化学
发光分析仪检测记录。测定时以相对峰高定量。

图 1　仪器结构示意图

Fig11　 Instrumental arrangement

A:溴酸钾 ; B:载流 (流动相 ) ; C:鲁米诺 ; P:泵 ;

Column:阴离子交换柱 ; V:进样阀 ; PTFE tube:聚四氟乙烯
管 ; UV lamp:低压汞灯 ; S:样品 ; Cell:流通池 ; PMT:光电倍
增管 ;W aste:废液 ; PC:计算机
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2　结果与讨论

211　化学发光实验条件的优化
21211　鲁米诺浓度及其 pH值的影响　鲁米诺在
本实验中作为发光试剂 ,其浓度直接影响化学发
光强度。实验研究了其在 1 ×1026 mol/L ～1 ×1024

mol/ L浓度范围内对反应体系发光信号的影响。
如图 2所示 ,当鲁米诺浓度为 1 ×10

25
mol/ L ,信噪

比最佳。
鲁米诺溶液在碱性条件下发光强度较大 ,因
此以碳酸钠 2碳酸氢钠为缓冲液 ,考察了 pH在 910

～1110范围内不同 pH值的鲁米诺溶液对发光信
号的影响。从图 3可以看出 ,除赖氨酸外 ,其它氨
基酸在 pH 913时 ,信噪比均最大 ,而赖氨酸在 pH

1010时信噪比最大 ,这可能由于赖氨酸是碱性氨
基酸的原因。综合考虑鲁米诺溶液 pH值对几种
氨基酸发光信号的影响 ,本实验选择 pH 913的鲁
米诺溶液。

图 2　鲁米诺浓度对化学发光信噪比的影响

Fig12　Effect of the concentration of lum inol

on the signal2to2noise ratio

图 3　鲁米诺溶液 pH值对化学发光信噪比的影响

Fig13　Effect of pH of lum inol on the

signal2to2noise ratio

21212　溴酸钾浓度的影响 　溴酸钾在本实验中

作为氧化剂 ,其浓度是该发光体系的重要影响因
素。实验研究了溴酸钾在 215 ×1024 mol/L ～4 ×
10

23
mol/ L浓度范围内对化学发光的影响 ,其结果
如 4所示。结果表明 ,随着溴酸钾浓度的增加 ,发
光信号也增强 ,但基线也随之增高。当溴酸钾浓
度为 1 ×10

23
mol/ L时 ,除苏氨酸外其它四种氨基

酸信噪比最大 ,而溴酸钾浓度为 5 ×1024 mol/ L时
苏氨酸信噪比最大。实验选择溴酸钾浓度为 1 ×
1023 mol/ L。

图 4　溴酸钾浓度对化学发光信噪比的影响

Fig14　Effect of the concentration of KB rO3 on

the signal2to2noise ratio

21213　光照时间及流速的影响 　实验通过改变
聚四氟乙烯管子的长度 ,考察了光照时间对化学
发光的影响 ,其结果如图 5所示。当光照时间大
于 20 s时 ,信噪比逐渐开始出现平台 ,而当光照时
间为 24 s发光信号最强。考虑发光强度 ,实验选
择了光照时间为 24 s,即 6 m的聚四氟乙烯管。

图 5　光照时间对化学发光信噪比的影响

Fig15　Effect of irradiation time on

the signal2to2noise ratio

当溴酸钾及样品混合液与鲁米诺溶液流速相
等时 ,更有利于化学发光 ,所以在优化流速时保持
混合液与鲁米诺流速相同 ,溴酸钾与载流的流速
也相同。因此 ,下述流速为混合液的流速或鲁米
诺流速 ,溴酸钾与载流流速为混合液流速的一半。
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如图 6所示 ,随流速的增加 ,所测氨基酸的信噪比
也不断增加 ,当流速大于 1134 mL /m in时 ,信噪比
增长趋于平缓。综合考虑信噪比、试剂消耗及色
谱分离条件等多方面因素 ,实验选择流速为 1134

mL /m in。

图 6　流速对化学发光信噪比的影响

Fig16　Effect of flow rate on the signal2to2noise ratio

213　线性范围、检出限及精密度
在优化的条件下 ,考察了各种氨基酸的线性
范围、检出限及精密度 ,结果见表 1。检出限 (3σ)

在 01004μg/mL～0106μg/mL范围内 ,能满足大
多数样品分析要求。对 015μg /mL的氨基酸连续
平行测定 7次 ,相对标准偏差在 213%～412%范
围内。

表 1　线性范围、检出限及精密度

Table 1　Detection characteristics for am ino acids

using KB rO3 2lum inol 2UV CL system

化合物
线性范围
(μg/mL)

相关系数
检出限
(μg/mL)

RSD ( % )

( n = 7)

甘氨酸 01052215 019957 01004 412

苏氨酸 01052410 019978 0101 319

赖氨酸 0112215 019990 0104 412

丙氨酸 0112410 019971 0106 410

丝氨酸 0112215 019981 0102 213

3　应用

将该化学发光体系作为液相色谱的检测器 ,

分离并测定了甘氨酸、苏氨酸、赖氨酸三种氨基酸
(图 7)。色谱分离时须注意 :流动相配制好后 ,需
用氮气保护 ,否则空气中的二氧化碳会溶于流动
相中 ,对分离效果造成较大影响。若需分离更多
种氨基酸 ,可用氨基柱或 C18水柱。选择适当的色
谱柱 ,该方法应当可用于食品、生物等样品中无紫
外吸收或弱紫外吸收氨基酸的检测。

图 7　氨基酸的色谱分离图

Fig17　HPLC chromatogram of am ino acids

溴酸钾流速 : 0167 mL /m in;流动相乙酸钠流速 : 0167

mL /m in;乙酸钠浓度 : 0104 mol/L;鲁米诺流速 : 1134 mL /

m in;进样量 : 100μL; Lys: 014μg/mL赖氨酸 ; Gly: 012μg/

mL甘氨酸 ; Thr: 014μg/mL苏氨酸

4　结论

基于氨基酸与溴酸钾混合液经紫外光照射后
与鲁米诺产生较强发光信号 ,本文建立了一种氨基
酸检测方法。该分析方法具有快速、灵敏等优点。
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Abstract:A new chem ilum inescence system for the determ ination of am ino acids was p roposed, based on UV irradiation of the

m ixture solution of potassium bromate and am ino acids and the reaction of the irradiated p roducts with lum inol to em it light1 Under

the op tim ized conditions, the lim its of detection ranged from 01004μg/mL to 0106μg/mL, and the relative standard derivations

(RSD) for the determ ination of the five am ino acids (015μg/mL) were in the range of 213% 2412 % ( n = 7) 1 Coup led with high

performance liquid chromatography (HPLC) , the method is p rom ising in the determ ination of am ino acids without UV absorp tion or

with weak UV absorp tion1

Key words: am ino acids; chem ilum inescence; photo2assisted oxidation; HPLC

(责任编辑　李　方 )

572


