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[摘 要] 目的 ：RP—HPLC法和氨基酸分析仪 (amino acid analyzer，AAA)法测定氨基酸含量 的比较。方 法 ：采用 

Agilent高效液相色谱系统和日立 835—50氨基酸分析仪测定多维氨基酸片中 18种氨基酸的含量。RP—HPI C法采用 C 柱和 

邻苯二甲醛柱前衍生化进行，AAA法采用离子交换色谱柱和茚三酮柱后衍生化进行。结 果 ：HPLC法和 AAA法的变异系 

数分别<1．5 和 3 ，最小检测量分别为3 pmol和 30 pmol。HPLC法的测定值与AAA的测定值有相关性。两种测定方法 

的平均相对偏差为 5．74 (0．24 ～9．6O )。 结论 ：两种方法都可用于测定氨基酸 ，但测 定结 果存 在差异。 
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Determination of 1 8 kinds of amino acids in multi—amino-acid tablets by RP—HPLC method and amino acid 

analyzer 
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[ABSTRACT] Objective：To compare the methods of RP-HPLC and amino acid analyzer(AAA)for determining concentra— 

tions of amino acids．Methods：Eighteen kinds of amino acids in multi—amino—acid tablets were measured by an Agilent HPLC 

and Hitachi 835—50 amino acid analyzer． One C18 column was used for HPI C method with 0一pathalaldehyde precolumn deriva— 

tion．An ion exchange chromatography column was used for AAA method with ninhydrin postcolumn derivation．Results：The 

coefficients of variation of HPI C and AAA methods were less than 1．5 and 3．0 ，respectively．The minimal detectable 

limit was 3 pmol for HPI C method and 30 pmol for AAA method． The results obtained from RP—HPI C were correlated to 

those of AAA method． The average relative standard deviation of the two methods was 5．74 (ranged from 0．24 to 

9．60 )．Conclusion：Both methods can be used to determine the concentrations of amino acids，but there is difference between 

the results of the two methods． 
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氨基酸的测定方法一 很多，经典的氨基酸分析 

方法是采用柱后衍生 、用茚三 酮作为衍生试剂的离 

子交换 色谱法 。此 法需专 门的仪器 ，分析 时间较 

长。随着 HPI C技术的发展，用反相柱(C 、C )柱 

前衍生化法测定氨基酸取得了很大发展l2 。该法无 

需特殊反应装置，具有高效 、简便 、快速和价格低廉 

的优点。常见方法是采用邻苯二甲醛(()PA)和2一 

巯基乙醇 与氨基 酸反应进行 柱前衍生 ，衍 生物用 

RP—HPI C法梯度洗脱 ，检测器可 为荧 光或紫外检 

测器 。但采用不同方法同时测定某个氨基 酸产品 ， 

并对测定结果的相关性进行比较的文章很少l3]。本 

研究采用 RP—HPI C法和氨基酸分析仪(amino acid 

analyzer，AAA)法测定多维氨基酸片中 l8种 氨基 

酸含量，并对两种方法的测定结果进行比较 ，以了解 

这两种检测法测定结果之间的相关性。 

l 仪器和试药 

1．1 药品 l8种氨基酸对照品[亮氨酸(I eu)、异 

亮氨酸(Ile)、赖氨酸 (Lys)、组 氨酸 (His)、丝氨酸 

(Ser)、甘氨酸(Gly)、谷氨酸(Olu)、精氨酸(Arg)、 

苏氨酸(Thr)、丙氨酸 (Ala)、色氨酸 (Trp)、蛋氨酸 

(Met)、缬 氨 酸 (Va1)、脯 氨 酸 (Pro)、苯 丙 氨 酸 

(Phe)、牛 黄 酸 (Tau)、酪 氨 酸 (Tyr)、天 冬 氨 酸 

(Asp)]购 自 Sigma公 司 ，多 维 氨基 酸 片 (批 号 

20041025)由上海健特生物科技公司提供 ；邻苯二甲 

醛、9一芴基氯甲酸 甲酯 (FMOC)、2-巯基乙醇和茚三 

酮购 自 FIuka公司；HCI(0．1 mol／I 和 6 mol／I )； 
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其他试剂均为分析纯 。 

1．2 仪器 Agilent 1100高效液相色谱系统 ，包括 

四元泵、脱气机 、自动进样器 、紫外检测器 、柱温箱， 

HP化学工作站。日立 835—50氨基酸分析仪，HW一 

2000氨基酸分析专用色谱工作站。SJ一4型 pH计 

(上海雷磁仪器厂)。层析柱：离子交换树脂 2619 

(2．6 mm×180 mm，日立株式会社)。 

2 方法和结果 

2．1 氨基酸对照品贮备液的制备 精密称取 18种 

氨基酸适量 ，用 0．1 mol／L的 HC1制成含每种氨 

基酸浓度 为 0．5~mol／mL的混 合氨基 酸贮备 液， 

置一4℃冰箱 中保存。 

2．2 RP—HPLC衍 生化试液的制备 精密称取邻 

苯二 甲醛 80 mg，加 0．4 mol／L(用 40 的氢氧化钠 

调 pH为 10．2)硼酸缓冲液 7 mL溶解，乙腈 1 mL， 

2一巯基乙醇 125 I ，摇匀配成 1 的邻苯二 甲醛溶 

液备用(一20℃保存 )。称取 9一芴基氯 甲酸甲酯 50 

mg，用乙腈溶解并稀释至 10 mL，配成 0．5 的 9一芴 

基氯甲酸甲酯溶液备用(一20℃保存)。 

2．3 AAA法缓冲溶液的制备 按仪器说明书配制 

分析用柠檬酸缓冲液 ，第一缓冲液(pH 3．28，0．20 

mol／I Na )；第二缓冲液(pH 3．19，0．35 mol／L 

Na )；第三缓冲液 (pH 4．95，1．40 mol／L Na )； 

再生溶液(NaOH，0．20 mol／L Na )。 

2．4 色谱条件 

2．4．1 RP—HPI C色谱 条件 色 谱柱 为 Agilent 

ZoRBAX-Extend Cl8柱 (5 mm×250 mm，5 m， 

Agilent公司)；流动相 A液 为 0．02 mol／I 醋酸钠 

(pH一7．20)一四氢呋喃一三乙胺 (99；1：0．1)，流动 

相 B为甲醇一乙腈一0．02 mol／L醋酸钠 (pH一7．20) 

(175：225：lOO)；梯度程序以纯 A液开始 ，递增 B 

液百分 比，具 体 增 幅 如下 ：o min，100 A；17 

min，50 B；19 min，50 B；21 min，100 B； 

21．1 min，100 B；21．5 min，100 B(流速为 1．5 

mL／min)；26．5 min，100％ B；28．0 min，100％ B； 

28．0～30．0 min，100 A。流 速 除 21．5～ 26．5 

min为 1．5 mL／min外 ，余皆为 1．0 mL／min。柱温 

25℃。紫外检测波长：0～21．5 min为 338 nm，21．6 

min开始为 262 nm。 

2．4．2 AAA测定条件 离子交换树脂 2619，时间 

60 min，缓 冲液 流速 0．225 mL／min，茚三 酮 流速 

0．3 mL／min，缓 冲液泵压 8～12 MPa，茚三酮泵压 

1．5～3．5 MPa，缓 冲液改变次数 5；柱温 53℃。检 

测波长为 440 nm和 570 nm。 

2．5 样品处理和进样 

2．5．1 RP—HPLC法 精密称取 ll5．10 mg多维 

氨基酸 片粉末溶解在 100 mL 0．1 mol／L HC1中， 

0．22／zm滤膜过滤，10 L进样 。样品的 HPLC分 

离图谱见 图 1。对 照品重复进样 的峰面积 RSD< 

1．5 ( 一3)，最小检测量为 3 pmol，各种氨基酸的 

平均回收率为 98．76 ( 一3)。 

0 5 l0 l5 20 25 

时间 (t／min) 

图 1 多维氨基酸片的 HPLC谱 图 

Fig 1 The HPLC chromatogram of 

multi-amino-acid tablets 

(出峰依次 为：Asp、Glu、Ser、His、Gly、Thr、Ala、Arg、 

Tau、Tyr、Val、Met、Trp、Phe、lie、Leu、I ys、Pro) 

2．5．2 AAA 法 精 密称 取多 维 氨基 酸 片粉末 

18．17 mg，用 30 mL 6 mol／I HC1水解 ，普通新华 

滤纸过滤 ，50 L进样 ，采用柠檬酸钠系统进行标准 

分析 ，样品的氨基酸分析仪分离图谱 见图 2。各种 

氨基酸的平均 回收率为 95．14％，RSD<3 ( 一 

3)，最小检测量 为 30 pmol。两种方法 的测量结果 

比较见表 1。 

U 10 U U 4U bU 

时间 (t／min) 

图 2 多维氨基酸 片的氨基 酸 

全 自动分析仪 法分析 图谱 

Fig 2 The amino acid analyzer chromatogram of 

muiri-amino-acid tablets 
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表 1 HPLC法和氨 基酸 分析 仪法的 

变异 系数及测量结果 比较 

Table 1 The comparison of coefficient of variation and 

test resuits between HPLC method and amino acid 

analyzer method 

3 讨 论 

实验 中 作 者 采 用 的 仪 器 是 Agilent公 司 的 

HPI C分离 系统和 日立 835-50氨基酸分析仪。实 

验结果表 明，RP—HPI C法 的 RSD< 1．5％，最小检 

测量为 3 pmol；AAA法的 RSD< 3 ，最小检测量 

为 30 pmol。从这两个方面来说 ，RP—HPLC方法优 

于 AAA法 。但近期 的资料显示 ]，最新 的氨基酸 

分析仪 的峰面积 RSD可<1．5 ，最小检测量可达 

3 pmol，并且长时间的重现性也很好 。由于国内使 

用的氨基酸分析仪大多是老式的，精密度稍许差些 。 

采用 RP—HPI C法测定一个 氨基酸样 品只需 要 30 

min左右，而作者使用的氨基酸分析仪 分析一个样 

品需要 60 min左右，最新 的氨基酸分 析仪 可用 30 

min分析完一个 样品 j，但 对缓 冲液和样品的要求 

较高。 

采用氨基酸分析仪，常用的氨基酸样 品的预处 

理方法是酸水解 。由于色氨酸在酸 中分解，因此如 

果采用的是酸水解 ，无法准确测定色氨酸 的含量，必 

须采用碱水解 ，方可测量色氨酸 的含量。所 以测定 

一 个氨基酸产品可能需要进样两次 ，才能得到全面 

的结果。本实验 中仅采用 了酸水解样品 ，所 以表 1 

中无色氨酸的 AAA法测定结 果。本次实验 中 RP— 

HPI C法只需要配制好衍生化液，放人仪器 ，仪器根 

据预先设定的程序 自动进行衍生 。一级氨基酸与邻 

苯二甲醛衍生 ，二级氨基酸与 9一芴基氯甲酸 甲酯柱 

前衍生 ，生成物经 RP—HPI C分离，从而测定氨基酸 

的含量。但该 方法 不能测 定半 胱氨酸 (Cys)的含 

量 ，Cys中的巯基将同 2一巯基乙醇发生竞争性反应。 

所以表 1中没有对半胱氨酸的结果进行比较。如果 

要测定半胱氨酸，可 以通过将样 品先与二硫代二丙 

酸(DTDPA)反应 ，然后 生成物作 为一 级氨基酸衍 

生 ，从而分离测定半胱氨酸的含量。 

从表 1可以看 出，两种方法所测定 的每种氨基 

酸的含量是具有相关性 的。如果不计色氨酸，将表 

中的两列氨基酸含量进行线性 回归 ，可得到一个回 

归方程 一0．924 4 + 2．679 7，相 关 系数 r一 

0．984 5。统计学上两 者有一定 的相关性 ，但 测量结 

果之间还是存在差异 。采用配对 t检验 ，对两组数 

据进行检验，得出 P一0．362 5，说明差异不具有显 

著性 意 义。两 种 测 定 方 法 的 平 均 相 对 偏 差 为 

5．74％，最 大 可 达 9．60 9／6(Arg)，最 小 为 0．24 

(Ala)。 

从本研究结 果看 出，RP—HPI C法似乎优 于氨 

基酸分析仪法 。由于人们在选择实验时常采用一种 

仪器 ，所以这方 面的数据很有限。新型的氨基酸分 

析仪可能在性能上有所改善 ，希望将来有更多 的关 

于两种方法测量结果进行比较 的数据 。 
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