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·基础研究·
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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
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［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，ＤＥ５２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：ＤＥ５２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００００３～２０μｇ·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００１５～１３０ｍｇ·ｋｇ－１，回收率为７３８％ ～９８８％，ＲＳＤ为
３２５％～７７９％。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［１２］，同时也具有抗氧化、抗肿瘤和防衰老等活性

功能［３７］。

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［８１１］。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［１２１４］，

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ＧＢ５００９１２４—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［１５１９］，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ＤＥ５２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）；ＤＥ５２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 １２５μｍｏｌ·ｍＬ－１，其余浓度
都为２５μｍｏｌ·ｍＬ－１，溶剂为００５ｍｏｌ·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

２１　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。

２２　样品前处理

滇橄榄样品经干燥粉碎后，准确称取１００００ｇ
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
１００ｍｇＤＥ５２净化材料，涡旋１ｍｉｎ后过滤膜后待测。

２３　色谱条件

ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８色谱柱，（１００ｍｍ×

１ｍｍ，１７μｍ）；ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＢＥＨＡｍｉｄｅ色谱柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，３５μｍ）；流动相Ａ为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

乙酸铵水溶液（含０１％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。

２４　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 ［２０２１］
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 ９００ ４４１ ３５ １６
精氨酸 １７５１ １１６０ ３２ １６
天冬氨酸 １３４３ ７４１ ４０ １６
甘氨酸 ７５９ ４８０ １２ １２
谷氨酸 １４８１ １０２１ ３２ １６
组氨酸 １５６２ １１０１ ３６ １５
亮氨酸 １３２２ ８６０ ２５ １２
异亮氨酸 １３２１ ８６１ ２５ １２
赖氨酸 １４７２ １３０１ ３２ １６
蛋氨酸 １５００ １０４０ ２５ １１
苯丙氨酸 １６６２ １２０１ ２４ １５
脯氨酸 １１６１ ７０１ ３６ １５
苏氨酸 １２００ ７４２ ４０ １６
酪氨酸 １８２２ １３６１ ３６ １６
缬氨酸 １１８１ ７２０ ４０ １６
丝氨酸 １０６０ ６０１ ３２ １２
光氨酸 ２４１１ １５２１ ３６ １６
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３　结果与讨论

３１　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×２１ｍｍ，１７μｍ，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），
但 是 氨 基 酸 的 极 性 较 大，已 将 流 速 降 为

０１５ｍＬ·ｍｉｎ－１，流动相比例调整为甲醇：０１％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×４６ｍｍ，３５μｍ，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·



２０２０年１月　第２２卷　第１期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｊａｎ２０２０　Ｖｏｌ２２　Ｎｏ１

图３　亮氨酸和异亮氨酸在ＨＩＬＩＣ色谱柱上的色谱图

３２　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］，ＤＥ５２净化材料能够有效地
对氯离子进行吸附，而且 ＤＥ５２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 ＤＥ２３、ＤＥ３２和
ＤＥ５２，分别于１ｍＬ氨基酸水解稀释液中加入５０ｍＬ
ＤＥ２３、ＤＥ３２和ＤＥ５２，比较其对氯离子的吸附效
果，结果表明ＤＥ２３和 ＤＥ３２对于氯离子的吸附效
果较差，吸附能力只有３０％作用，而 ＤＥ５２对于氯
离子的吸附能力都达到 ７０％以上，根据 ＤＥ２３、
ＤＥ３２和ＤＥ５２的相关物理参数，３种材料的离子容
量（Ｓｍａｌｌｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙ）都为 ０８８～１０８ｍｅｑ·ｄｇ－１，
但是ＤＥ２３和ＤＥ３２的填集密度（Ｐａｃｋｉｎｇｄｅｎｓｉｔｙ）分
别为０１５、０２４ｇ·ｍＬ－１，而ＤＥ５２的填集密度分别

为０９、１１ｇ·ｍＬ－１，远大于其他２种材料，因此相
对于ＤＥ２３和ＤＥ３２对于氯离子的吸附效果好。

本研究中也对 ＤＥ５２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、９０ｍｇＤＥ５２净化材料，比较其对氯离子的吸
附效果，结果见图４，当 ＤＥ５２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 ＤＥ５２净化材料的用量为
５０ｍｇ最佳。

图４　ＤＥ５２用量对于氯离子吸附效果

３３　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 ００００３～
２０μｇ·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 ０００８０～２ ０９９９６ ０３００ １０００

精氨酸 ０００３０～２ ０９９９４ ０１５０ ０４００

天冬氨酸 ０３０００～２０ ０９９９５ １３０００ ４００００

甘氨酸 ００００３～２ ０９９９３ ００１５ ００４０

谷氨酸 ００２００～２ ０９９９２ １０００ ３０００

组氨酸 ００６００～２ ０９９９３ ２７００ ８０００

亮氨酸 ００００５～２ ０９９９４ ００２０ ００７０

异亮氨酸 ０００５０～２ ０９９９５ ０２００ ０７００

赖氨酸 ０００５０～２ ０９９９５ ０２００ ０７００

蛋氨酸 ００００４～２ ０９９９４ ００２０ ００５０

苯丙氨酸 ００００８～２ ０９９９３ ００３０ ０１００

脯氨酸 ００００３～２ ０９９９５ ００１５ ００４０

苏氨酸 ０００２０～２ ０９９９１ ０１００ ０３００

酪氨酸 ０００８０～２ ０９９９２ ０３００ １０００

缬氨酸 ０００６０～２ ０９９９４ ０２７０ ０８００

丝氨酸 ０００２０～２ ０９９９３ ０１００ ０３００

光氨酸 ０００３０～２ ０９９９５ ０１４０ ０４００

３４　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７３８％～９８８％，ＲＳＤ为３２５％～７７９％。

３５　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０７５１％～１０８２％，氨基酸含量较高。滇
橄榄中精氨酸含量较高，质量分数为 ０１４２％ ～
０２１９％，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 ００４１％ ～
０１２４％，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００１１％～００５６％。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 １０００ ７７２（５３２） ５００ ８２６（５８３） １００ ９６３（３３２）

精氨酸 ０４００ ７８６（６６４） ２００ ８４３（５４４） ４０ ９４４（３５５）

天冬氨酸 ４００００ ８０４（７３６） ２００００ ８７０（４６５） ４０００ ９２５（４３３）

甘氨酸 ００４０ ７９５（７７９） ０２０ ９４７（５３０） ０４ ８６６（６５３）

谷氨酸 ３０００ ８１８（４６７） １５００ ８３２（３６２） ３００ ９３４（４３５）

组氨酸 ８０００ ８７５（５４２） ４０００ ９４４（４４５） ８００ ９６４（３４４）

亮氨酸 ００７０ ８５２（６５７） ０３５ ９５２（５３７） ０７ ８５６（５６６）

异亮氨酸 ０７００ ７３８（４９３） ３５０ ８４５（７５２） ７０ ９６４（３６３）

赖氨酸 ００７０ ７６６（７７１） ３５０ ９５３（５５４） ７０ ８７６（５２６）

蛋氨酸 ００５０ ８２４（４３２） ０２５ ９３５（６４２） ０５ ８９５（５０２）

苯丙氨酸 ０１００ ８１３（６５８） ０５０ ８７７（５７７） １０ ９３４（４３７）

脯氨酸 ００４０ ７６６（７２２） ０２０ ８８３（４４５） ０４ ８６６（３１３）

苏氨酸 ０３００ ７８５（６３２） １５０ ８７４（７４６） ３０ ８５８（４３６）

酪氨酸 １０００ ７７３（４５４） ５００ ８３７（３３３） １００ ９８８（５２６）

缬氨酸 ０８００ ７９２（６３６） ４００ ８４８（５５４） ８０ ９３２（３５０）

丝氨酸 ０３００ ８３４（４７３） １５０ ８６５（４７６） ３０ ９４５（５２７）

光氨酸 ０４００ ７９９（６５７） ２００ ８９４（３２５） ４０ ９７０（３８７）

·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 ＤＥ５２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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