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·基础研究·

△ ［基金项目］　云南中医药特色健康产品协同创新中心；云南中医药大学应用基础研究联合专项资金项目２０１９ＦＦ００２（０１２）
 ［通信作者］　赵毅，正高级工程师，研究方向：药物制剂及药物健康产品研发；Ｔｅｌ：（０８７１）６５９１８２１０，Ｅｍａｉｌ：

２９８００７３１０＠ｑｑｃｏｍ

亲水色谱超高效液相串联质谱法测定滇橄榄中
水解氨基酸研究

△

王羃１，２，车彦云２，夏杰１，李松梅１，仇嘉１，赵毅２

１云南省中医医院 科研部，云南　昆明　６５００２１；２云南中医药大学，云南　昆明　６５０５００

［摘要］　目的：建立滇橄榄中的水解氨基酸的亲水色谱超高效液相串联质谱法测定方法。方法：采用盐酸水
解滇橄榄中的１７种氨基酸，ＤＥ５２纤维素除氯离子后，利用亲水色谱柱，结合超高效液相色谱串联质谱仪，采用
正离子模式，多反应监测（ＭＲＭ），外标法定量，测定滇橄榄中１７种水解氨基酸。结果：ＤＥ５２纤维素能够有效去
除水解溶液中的氯离子，亲水色谱柱对于亮氨酸和异亮氨酸等具有较好的分离效果，在００００３～２０μｇ·ｍＬ－１质量
浓度范围内，１７种氨基酸的线性关系较好，检出限为００１５～１３０ｍｇ·ｋｇ－１，回收率为７３８％ ～９８８％，ＲＳＤ为
３２５％～７７９％。结论：该方法重复性好、灵敏度高，适合滇橄榄中１７种水解氨基酸的测定。

［关键词］　亲水色谱；超高效液相色谱串联质谱；滇橄榄（余甘子）；水解氨基酸
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滇橄榄又叫云南余甘子，在云南省的大部分区

域种植面积较大，为云南省的特色药食两用植物资

源，在中医学中具有润肺化痰、清热利咽等功

效［１２］，同时也具有抗氧化、抗肿瘤和防衰老等活性

功能［３７］。

滇橄榄中的研究主要集中于其中的酚类、生物

碱、萜类、甾醇和苷类化学成分及其相应的生物活

性等［８１１］。近年来，相关的研究报道了滇橄榄中的

·７４·
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氨基酸、维生素 Ｃ、钾和镁等含量相对较高［１２１４］，

受到了食品及保健品行业的广泛关注。氨基酸作为

滇橄榄中的营养成分之一，在滇橄榄的生长、代谢

转化等方面起到了重要的作用，但是对于滇橄榄中

的氨基酸含量测定却少有关注。

常见的氨基酸中除苯丙氨酸、酪氨酸、色氨酸

在近紫外区具有紫外吸收，其余氨基酸都没有吸收，

因此，通常需要将氨基酸衍生化后进行测定。我国

的国家标准ＧＢ５００９１２４—２０１６（食品安全国家标准
食品中氨基酸的测定）中采用盐酸水解蛋白质为氨基

酸后，通过茚三酮柱后衍生法进行测定，但是该方

法所使用的氨基酸分析仪专用于氨基酸测定，使用

范围较窄，且使用的离子交换柱随着进样次数的增

大易受到污染，活化和清洗过程较麻烦，而相关的

文献采用了不同的柱前衍生试剂，经衍生化后利用

高效液相色谱法进行测定［１５１９］，但是这些方法的衍

生化过程较复杂费时，且利用高效液相色谱的分析

时间较长，不利于日常的快速检测工作。

本研究采用国家标准中的盐酸水解方法，将滇

橄榄中的蛋白质水解为游离氨基酸后通过ＤＥ５２纤
维素去除氯离子后直接进行超高效液相色谱串联
质谱分析，同时探讨了氨基酸特别是亮氨酸和异亮

氨酸等同分异构体在常规的 Ｃ１８和 ＨＩＬＩＣ亲水色谱
柱上的不同保留行为，以期建立快速高效的滇橄榄

中水解氨基酸的超高效液相色谱串联质谱测定
方法。

１　仪器与材料

ＡＰＩ４０００三重四极杆串联质谱仪（美国 ＡＢＳｃｉｅｘ
公司）；１２９０超高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公
司）；涡旋振荡器（美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；
ＢＳＡ１２４Ｓ电子分析天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＴＧＬ
１５Ｂ高速台式离心机（上海安亭科学仪器厂）。

乙腈、甲醇（色谱纯，德国 ｍｅｒｃｋ公司）；浓盐
酸、乙酸铵（分析纯，上海国药集团）；甲酸（色谱

纯，美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＥ５２纤维素（英国ｗｈａｔｍａｎ
公司）；纯净水（杭州娃哈哈公司）；１７种氨基酸标
准品（Ｌ胱氨酸浓度为 １２５μｍｏｌ·ｍＬ－１，其余浓度
都为２５μｍｏｌ·ｍＬ－１，溶剂为００５ｍｏｌ·ｍＬ－１ＨＣＬ溶
液，美国Ｓｉｇｍａ公司）。１０批滇橄榄采自云南省楚雄
州元谋县，经云南省中医医院夏杰主任中药师鉴定

为正品。

２　方法

２１　标准溶液的配制

利用甲醇将氨基酸混标稀释为２０μｇ·ｍＬ－１的标
准储备液，低温避光保存。

２２　样品前处理

滇橄榄样品经干燥粉碎后，准确称取１００００ｇ
于水解管中，加入１０ｍＬ６ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸溶液，抽真
空后封管，于１１０℃烘箱中水解２０ｈ后冷却过滤并定
容至２５ｍＬ，取１ｍＬ滤液利用旋转蒸发仪蒸干后，再
用５ｍＬ水复溶，取１ｍＬ溶解液于离心管中，加入
１００ｍｇＤＥ５２净化材料，涡旋１ｍｉｎ后过滤膜后待测。

２３　色谱条件

ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８色谱柱，（１００ｍｍ×

１ｍｍ，１７μｍ）；ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＢＥＨＡｍｉｄｅ色谱柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，３５μｍ）；流动相Ａ为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

乙酸铵水溶液（含０１％甲酸，Ｖ／Ｖ），Ｂ为乙腈，梯度
洗脱（０～２０ｍｉｎ，１０％～９０％Ａ；２０～２５ｍｉｎ，９０％Ａ；
２５～２６ｍｉｎ，９０％～１０％Ａ；２６～３５ｍｉｎ，１０％Ａ），柱温
３５℃；流速５００μＬ·ｍｉｎ－１；进样量２μＬ。

２４　质谱条件

采用ＥＳＩ正离子源，多反应监测模式（ＭＲＭ），各
气体流速为：气帘气２０Ｌ·ｈ－１，雾化气５５Ｌ·ｈ－１，辅助
气５５Ｌ·ｈ－１，加热头加热温度为５５０℃，喷雾电压为
５５００Ｖ。１７种氨基酸的离子对参数参照文献 ［２０２１］
并根据实际情况进行优化，结果见表１。

表１　氨基酸质谱参数
氨基酸 母离子 子离子 去簇电压／Ｖ 碰撞电压／Ｖ

丙氨酸 ９００ ４４１ ３５ １６
精氨酸 １７５１ １１６０ ３２ １６
天冬氨酸 １３４３ ７４１ ４０ １６
甘氨酸 ７５９ ４８０ １２ １２
谷氨酸 １４８１ １０２１ ３２ １６
组氨酸 １５６２ １１０１ ３６ １５
亮氨酸 １３２２ ８６０ ２５ １２
异亮氨酸 １３２１ ８６１ ２５ １２
赖氨酸 １４７２ １３０１ ３２ １６
蛋氨酸 １５００ １０４０ ２５ １１
苯丙氨酸 １６６２ １２０１ ２４ １５
脯氨酸 １１６１ ７０１ ３６ １５
苏氨酸 １２００ ７４２ ４０ １６
酪氨酸 １８２２ １３６１ ３６ １６
缬氨酸 １１８１ ７２０ ４０ １６
丝氨酸 １０６０ ６０１ ３２ １２
光氨酸 ２４１１ １５２１ ３６ １６

·８４·
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３　结果与讨论

３１　色谱条件的优化

本研究中首先选择了常用的 Ｃ１８超高效色谱柱

（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），
但 是 氨 基 酸 的 极 性 较 大，已 将 流 速 降 为

０１５ｍＬ·ｍｉｎ－１，流动相比例调整为甲醇：０１％甲
酸水溶液（含１ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵）＝５∶９５，但是大
部分氨基酸在 Ｃ１８色谱柱上的出峰时间较早，保留
较差，较早的出峰会伴随着大量的大极性干扰物质

进入质谱，存在一定的基质效应。

鉴于大部分氨基酸在 Ｃ１８色谱柱上的保留较差，
且亮氨酸和异亮氨酸属于同分异构体，分子量相同

且质谱检测时的母离子和子离子都相同，Ｃ１８柱无法
实现基线分离。因此，本研究中又采用了适用于大

极性化合物分离的 ＨＩＬＩＣ亲水色谱柱（ＸＢｒｉｄｇｅＢＥＨ
Ａｍｉｄｅ，２５０ｍｍ×４６ｍｍ，３５μｍ，美国Ｗａｔｅｒｓ公
司）进行分离，达到了较好的分离效果，１７种氨基酸
的总离子流图见图１，亮氨酸和异亮氨酸在不同色谱
柱上的色谱图见图２～３。

图１　１７种氨基酸的总离子流图

图２　亮氨酸和异亮氨酸在Ｃ１８色谱柱上的色谱图

·９４·
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图３　亮氨酸和异亮氨酸在ＨＩＬＩＣ色谱柱上的色谱图

３２　氯离子的去除方式优化选择

滇橄榄经过盐酸水解后，不仅得到了各个单体

氨基酸，而且也将样品中的部分大分子化合物水解

为小分子化合物，利于后续的测定工作，但是盐酸

水解后在样品溶液中带入了大量的氯离子，卤素元

素进入质谱后会对其有一定的腐蚀性。因此，滇橄

榄在水解后首先需要将其中的氯离子去除。

首先我们选择了弱阴离子吸附剂氨丙基（ＮＨ２）
和强阴离子吸附剂氨丙基（ＳＡＸ）作为代表进行比较
研究，最终氯离子的含量以硝酸银滴定结果表示，

在滇橄榄水解溶液中分别加入适量的ＮＨ２和ＳＡＸ净
化填料，结果表明，ＮＨ２和 ＳＡＸ都能够吸附一定量
的氯离子，ＮＨ２的吸附能力较ＳＡＸ差，但是ＮＨ２和
ＳＡＸ吸附氯离子的同时也将氨基酸进行吸附，特别
是对于天冬氨酸和赖氨酸等多氨基／多羧基氨基酸的
吸附较强，回收效果较差。

根据文献报道［２２］，ＤＥ５２净化材料能够有效地
对氯离子进行吸附，而且 ＤＥ５２属于阴离子交换型
二乙氨基乙基纤维素材料，在溶液环境中处于中性

状态，常规条件下对于氨基酸的吸附较少。本研究

中针对阴离子交换纤维素的代表 ＤＥ２３、ＤＥ３２和
ＤＥ５２，分别于１ｍＬ氨基酸水解稀释液中加入５０ｍＬ
ＤＥ２３、ＤＥ３２和ＤＥ５２，比较其对氯离子的吸附效
果，结果表明ＤＥ２３和 ＤＥ３２对于氯离子的吸附效
果较差，吸附能力只有３０％作用，而 ＤＥ５２对于氯
离子的吸附能力都达到 ７０％以上，根据 ＤＥ２３、
ＤＥ３２和ＤＥ５２的相关物理参数，３种材料的离子容
量（Ｓｍａｌｌｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙ）都为 ０８８～１０８ｍｅｑ·ｄｇ－１，
但是ＤＥ２３和ＤＥ３２的填集密度（Ｐａｃｋｉｎｇｄｅｎｓｉｔｙ）分
别为０１５、０２４ｇ·ｍＬ－１，而ＤＥ５２的填集密度分别

为０９、１１ｇ·ｍＬ－１，远大于其他２种材料，因此相
对于ＤＥ２３和ＤＥ３２对于氯离子的吸附效果好。

本研究中也对 ＤＥ５２的用量进行了优化比较，
分别于１ｍＬ氨基酸水解稀释液中加入１０、３０、５０、
７０、９０ｍｇＤＥ５２净化材料，比较其对氯离子的吸
附效果，结果见图４，当 ＤＥ５２净化材料的用量为
１０ｍｇ和３０ｍｇ时对于氯离子的吸附量不够，当添
加量为 ５０ｍｇ时达到最大的吸附量（８９％），随后
增加净化材料的用量对于氯离子的吸附效果没有明

显的变化，因此，选择 ＤＥ５２净化材料的用量为
５０ｍｇ最佳。

图４　ＤＥ５２用量对于氯离子吸附效果

３３　线性范围和检出限试验

将１７种氨基酸标准溶液利用甲醇分别稀释成不
同的浓度，测定其峰面积并分别对其浓度进行线性回

归分析，确定各氨基酸的线性范围和相关系数。利用

滇橄榄干燥粉末，加入适量的氨基酸标准溶液，按照

上述的前处理和测定方法，以信噪比（Ｓ／Ｎ）分别为３
倍和１０倍时所对应的检测浓度作为本方法的检出限
和定量限，见表 ２，１７种氨基酸在 ００００３～
２０μｇ·ｍＬ－１线性关系较好，定量限和检出限均可满
足滇橄榄中１７种氨基酸的测定需求。

·０５·
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表２　滇橄榄中１７种氨基酸的线性范围、相关系数（ｒ）、
检出限和定量限

氨基酸
线性范围／
μｇ·ｍＬ－１

ｒ
检出限／
ｍｇ·ｋｇ－１

定量限／
ｍｇ·ｋｇ－１

丙氨酸 ０００８０～２ ０９９９６ ０３００ １０００

精氨酸 ０００３０～２ ０９９９４ ０１５０ ０４００

天冬氨酸 ０３０００～２０ ０９９９５ １３０００ ４００００

甘氨酸 ００００３～２ ０９９９３ ００１５ ００４０

谷氨酸 ００２００～２ ０９９９２ １０００ ３０００

组氨酸 ００６００～２ ０９９９３ ２７００ ８０００

亮氨酸 ００００５～２ ０９９９４ ００２０ ００７０

异亮氨酸 ０００５０～２ ０９９９５ ０２００ ０７００

赖氨酸 ０００５０～２ ０９９９５ ０２００ ０７００

蛋氨酸 ００００４～２ ０９９９４ ００２０ ００５０

苯丙氨酸 ００００８～２ ０９９９３ ００３０ ０１００

脯氨酸 ００００３～２ ０９９９５ ００１５ ００４０

苏氨酸 ０００２０～２ ０９９９１ ０１００ ０３００

酪氨酸 ０００８０～２ ０９９９２ ０３００ １０００

缬氨酸 ０００６０～２ ０９９９４ ０２７０ ０８００

丝氨酸 ０００２０～２ ０９９９３ ０１００ ０３００

光氨酸 ０００３０～２ ０９９９５ ０１４０ ０４００

３４　回收率和精密度试验

通过对滇橄榄干燥粉中分别加入不同浓度的氨

基酸标准溶液，测定氨基酸含量并扣除滇橄榄中氨

基酸本底含量后得到测定含量，并与添加含量相除

得到回收率，添加质量分数为定量限、５倍和１０倍定
量限，每个添加质量分数做６次平行试验并计算ＲＳＤ
以进行精密度考察。结果表明，１７种氨基酸的平均回
收率为７３８％～９８８％，ＲＳＤ为３２５％～７７９％。

３５　实际样品测定

分别对云南省楚雄州元谋县采集的１０个滇橄榄
样品进行氨基酸含量分析，结果见图５，滇橄榄中氨
基酸总量为０７５１％～１０８２％，氨基酸含量较高。滇
橄榄中精氨酸含量较高，质量分数为 ０１４２％ ～
０２１９％，天冬氨酸、组氨酸、赖氨酸、脯氨酸和胱
氨酸含量处于同一水平，质量分数为 ００４１％ ～
０１２４％，丙氨酸、甘氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、蛋
氨酸、苯丙氨酸、苏氨酸、酪氨酸、缬氨酸和丝氨酸

的质量分数处于同一水平，为００１１％～００５６％。研
究表明，精氨酸能够有效改善免疫系统健康、治疗心

血管、降血压和胆固醇、促进生长激素的生成，具有

较好的保健功能，也增强了滇橄榄的生物保健功能。

表３　滇橄榄中１７种氨基酸的回收率和ＲＳＤ（ｎ＝６）

氨基酸
加标质量分数／
ｍｇ·ｋｇ－１

回收率／％
（ＲＳＤ／％）

加标质量分数／
ｍｇ·ｋｇ－１

回收率／％
（ＲＳＤ／％）

加标质量分数／
ｍｇ·ｋｇ－１

回收率／％
（ＲＳＤ／％）

丙氨酸 １０００ ７７２（５３２） ５００ ８２６（５８３） １００ ９６３（３３２）

精氨酸 ０４００ ７８６（６６４） ２００ ８４３（５４４） ４０ ９４４（３５５）

天冬氨酸 ４００００ ８０４（７３６） ２００００ ８７０（４６５） ４０００ ９２５（４３３）

甘氨酸 ００４０ ７９５（７７９） ０２０ ９４７（５３０） ０４ ８６６（６５３）

谷氨酸 ３０００ ８１８（４６７） １５００ ８３２（３６２） ３００ ９３４（４３５）

组氨酸 ８０００ ８７５（５４２） ４０００ ９４４（４４５） ８００ ９６４（３４４）

亮氨酸 ００７０ ８５２（６５７） ０３５ ９５２（５３７） ０７ ８５６（５６６）

异亮氨酸 ０７００ ７３８（４９３） ３５０ ８４５（７５２） ７０ ９６４（３６３）

赖氨酸 ００７０ ７６６（７７１） ３５０ ９５３（５５４） ７０ ８７６（５２６）

蛋氨酸 ００５０ ８２４（４３２） ０２５ ９３５（６４２） ０５ ８９５（５０２）

苯丙氨酸 ０１００ ８１３（６５８） ０５０ ８７７（５７７） １０ ９３４（４３７）

脯氨酸 ００４０ ７６６（７２２） ０２０ ８８３（４４５） ０４ ８６６（３１３）

苏氨酸 ０３００ ７８５（６３２） １５０ ８７４（７４６） ３０ ８５８（４３６）

酪氨酸 １０００ ７７３（４５４） ５００ ８３７（３３３） １００ ９８８（５２６）

缬氨酸 ０８００ ７９２（６３６） ４００ ８４８（５５４） ８０ ９３２（３５０）

丝氨酸 ０３００ ８３４（４７３） １５０ ８６５（４７６） ３０ ９４５（５２７）

光氨酸 ０４００ ７９９（６５７） ２００ ８９４（３２５） ４０ ９７０（３８７）

·１５·
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图５　滇橄榄中各氨基酸含量

４　结论

本研究利用亲水色谱，结合超高效液相色谱串
联质谱建立了滇橄榄中 １７种水解氨基酸的测定方
法。滇橄榄样品经盐酸水解后，利用 ＤＥ５２纤维素
去除氯离子后，采用ＥＳＩ正离子ＭＲＭ监测模式，外
标法定量，具有较好的准确度和精确度，适合滇橄

榄中氨基酸的测定。
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别提供了新的思路。近红外分析技术具有简便快捷

的优势，可以代替传统化学和 ＨＰＬＣ分析进行快速
排查，结合药效成分的定量分析采用 ＨＰＬＣ以及近
红外技术对金银花品质的分析还有待进一步探索。
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