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摘 要：采用柱前衍生反相高效液相色谱法（567869:）测定碱性氨基酸含量，衍生化试剂为 !，27
二硝基氯苯（:;)<），流动相为 # ( ! =&’ > 9的醋酸7醋酸盐缓冲液（?8 3 ( !#）和甲醇的混合溶液，其
体积配比为 13 @ !3，不需梯度洗脱；采用 :"/柱，在波长 $4# ,=条件下进行紫外检测，碱性氨基酸质
量浓度与峰面积呈良好的线性关系，相关系数均在 # ( -/以上，分离效果较好 (
关键词：碱性氨基酸；!，27二硝基氯苯；柱前衍生化；反相高效液相色谱
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氨基酸分析在食品、生化、医学乃至生命科学

领域中有着广泛的应用 (传统的分析方法主要是采
用氨基酸自动分析仪测定，但该仪器对氨基酸测定

的专用性强，且仪器的价格昂贵，不能广泛应用于

其它成分的分析 (近 !#年来，随着键合反相色谱的
应用及柱前衍生化技术的发展［"］，氨基酸的分析多

采用高效液相色谱法，它具有分辨率高、灵敏度高，

操作简单且可一机多用的优点 (常用的衍生化试

剂［!］包括邻苯二甲醛（‘6B）、丹酰氯（;+,ZV—:’）、
!，27二硝基氟苯（T;)<）、异硫氰酸苯酯（6FQ:）等 (
随着对氨基酸研究的不断深入，碱性氨基酸在

医药、食品及饲料等领域的应用也日益普遍 (赖氨
酸是人体及动物自身不能合成的一种必需氨基酸，

可用于治疗营养缺乏、发育不全及氮平衡失调症，

同时还可用于食品及饲料强化剂；精氨酸与脱氧胆

酸制成的复合制剂（明诺芬）是主治病毒性黄疸的
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有效药物；组氨酸可用于生产治疗心脏病、贫血、风

湿性关节炎和消化道溃疡等的重要药物［!］"目前，
从提取胱氨酸母液或者猪血粉中制备碱性氨基酸

都需要对其进行分析检测，作者采用 #，$%二硝基氯
苯（&’()）作为柱前衍生化试剂来分析碱性氨基
酸，其柱前衍生和色谱分析条件与 *’() 法［$］类
似，但与 *’()法相比，具有衍生试剂价廉易得，理
化性质稳定，制备试样方便简单，过量的 &’() 对
测定结果无干扰等特点［+］"

&’()在碱性条件下能与氨基酸缩合，生成二
硝基苯基氨基酸（’(,%氨基酸）［-］及副产物 ’(,%
./等 "该衍生物由于硝基苯环的引入有强的紫外
吸收，并且有很好的稳定性 "各种 ’(,%碱性氨基酸
由于 0基不同，在流动相洗脱过程中其保留时间有
所不同，从而达到分离的目的 "
衍生化反应的方程式如下：

! 材料与方法

! " ! 试剂
组氨酸（/12）、赖氨酸（342）、精氨酸（567）均为

上海化学试剂公司产品；#，$%二硝基氯苯（&’()）、
醋酸、醋酸钠、无水碳酸钠、甲醇、盐酸均为分析纯

试剂 "
! " # 仪器
高效液相色谱仪，配有二极管阵列检测器

（’5’ 8%#9::型），德国 8(5;<0公司产品；,/=%
!型精密数显酸度计，上海天达仪器有限公司产品 "
! " $ 实验方法
! "$ "! 碱性氨基酸的衍生化> 从待测的碱性氨基

酸溶液中各精密量取 > ?3 置 >: ?3 的容量瓶中，
加质量分数 >@的 (A#&.! 溶液（B/ C D）> ?3，再加
质量分数 >@的 #，$%二硝基氯苯（&’()）的甲醇溶
液 > ?3，密封摇匀，置 E+ F恒温水浴中暗处反应 >
G，取出冷却，分别加入稀盐酸: " + ?3，用水稀释至
刻度，摇匀 "在一定的色谱条件下（见表 >）取 #:!3
进样测定 "
! "$ "# 线性关系的测定> 准确称取适量组氨酸、赖

氨酸、精氨酸，配成质量浓度分别为 : " ::+，: " :>，
: " :+，: " >:，: " >-，: " #:，: " #+，: " !: ?7 H ?3的溶液，

按上述衍生化方法制得 ’(,%氨基酸并测定其线性
关系 "

表 ! %&’(衍生化氨基酸的分离条件
)*+" ! ,-.*/*0123 4235101236 27 %&’( 5-/18*019*0123 27

*:;*:13- *<132 *4156

色谱条件 参 数

色谱柱 86I?A21J &>E，$ " - ?? K #+: ??

流动相

5：甲醇；)：: " # ?IJ H 3 (A5L—/5L
缓冲体系（B/ + " #:）；!（5）M !（)）C
#+ M 9+，经 : " $+!? 滤膜过滤，超声波水浴
脱气!: ?1N"

柱温 $: F

检测波长 !-: N?

流量 > ?3 H ?1N

# 结果与讨论

# " ! 回归方程
以 ’(,%氨基酸峰面积为纵坐标 "，碱性氨基

酸的质量浓度为横坐标 #，对测得的数据进行直线
回归，结果见图 > "回归方程、相关系数和线性范围
见表 # "结果表明，被测氨基酸在此质量浓度范围
内，经衍生化后生成的 ’(,%氨基酸峰面积与碱性
氨基酸质量浓度呈线性关系 "

图 ! 碱性氨基酸的回归直线
=1>" ! )?- /->/-66123 :13- 27 +*614 *<132 *4156

# " # 衍生化试剂 %&’(的加入质量
根据上述反应方程式可知，> ?IJ碱性氨基酸

与 > ?IJ &’()在碱性条件下可生成 > ?IJ ’(,%氨
基酸，> ?7碱性氨基酸需要衍生剂的理论质量见表
!，但为了保证衍生反应完全，衍生试剂应适当过
量 "多次试验的结果表明，当衍生剂的实际加入质
量是理论加入质量的 $ O - 倍时，衍生反应完全且
对分离不产生干扰，故作者在实验过程中选用衍生

剂的质量为理论质量的 +倍 "
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表 ! 线性关系测定结果
"#$%! "&’ ()*’#+ +’,+’--).* ’/0#1).* #*2 3.++’(#1).* 3.’44)5

3)’*1 .4 $#-)3 #6)*. #3)2-

碱性
氨基酸

回归方程 相关系数
质量浓度的
线性范围 !
（"# ! "$）

%&’ ! ( ))*+ , +" - .. , /0. 1 , 00)) 1 2 1 , /3
$4’ ! ( +++ , 3+" - 33 , *1* 1 , 0*0+ 1 2 1 , )1
56# ! ( .7) , 33" - )0 , .*7 1 , 003/ 1 2 1 , /.

表 7 每毫克碱性氨基酸衍生化所需 89:;理论加入质量
"#$% 7 "&’ 1&’.+’1)3#( <#(0’ .4 89:; *’’2’2 4.+ =’+ 6,

$#-)3 #6)*. #3)2

碱性氨基酸
89:;理论
加入质量 ! "#

%&’ 3 , )3
$4’ 3 , )0
56# 3 , 37

! % 7 衍生化反应的条件
! ,7 ,> 温度3 氨基酸与 89:;分别在碱性条件下
于 .1，71，*1，01 <各反应 3=，*1 <和 01 <反应条
件下，9:>?氨基酸得率较高 ,为使衍生化反应完全，
反应条件选定为 *. < ,虽然甲醇的沸点为 7. <，
在此反应条件下极易挥发，但是甲醇并不参加衍生

化反应，而是将 89:;溶解为 89:;的甲醇溶液，
当氨基酸与过量的 89:; 接触，反应就开始发生，
这样有利于反应的快速进行 ,
! ,7 ,! 缓冲体系的 @%值 经过多次实验摸索，在
缓冲液和甲醇的体积配比不变时，降低缓冲体系的

@%值可以明显提高各组分间的分离度，但并不意
味着 @%值越低分离效果就越好 ,在 @%值为 . , )1，
. , /1，. , 31 )个不同条件下对混样进行分析，因组
氨酸和 9:>?A%较难分离，故主要考察两者的分离
度，结果发现在 @% 值为 . , /1 时分离效果最好（见
表 B）,

表 ? 缓冲液 =@值与分离度的关系
"#$%? "&’ +’(#1).*-&)= $’1A’’* =@ .4 $044’+ -.(01).* #*2

+’-.(01).*

@%值 #

. , )1 3 , B)

. , /1 3 , 0/

. , 31 3 , .B

! % ? 衍生化产物
本方法于 )1 "&C内可较好地分离碱性氨基酸，

结果见图 / ,
其中赖氨酸为二氨基氨基酸，可与 89:;衍生

反应生成 )种物质，色谱图中标有两种赖氨酸衍生
物 ,在样品测定时，可任选一种衍生物峰定量 ,另
外，衍生化产物 9:>?氨基酸的最佳 @% 值为 0，为
避免因进样量大对色谱柱填料及组分的分离产生

影响，应加适量稀盐酸将试液调至 @%值为 *左右，
稀盐酸用量不可太大，否则当 @% 值小于 7 时，
9:>?氨基酸会产生沉淀 ,

3 , 9:>?A%；/ , 9:>?%&’；) , 9:>?$4’第一个峰；B , 9:>?56#；

. , 9:>?$4’第二个峰

图 ! 碱性氨基酸的标准色谱图

B),% ! "&’ -1#*2#+2 3&+.6#1.,+#6 .4 $#-)3 #6)*. #3)2-

7 结 论

采用柱前衍生反相高效液相色谱法分析碱性

氨基酸是一种灵敏、快速的方法 ,该法具有衍生反
应完全、分离测定无干扰、结果准确可靠等特点 ,所
采用的衍生化试剂为 /，B?二硝基氯苯（89:;），流
动相为醋酸?醋酸盐缓冲液（@% . , /1）和甲醇的混合
溶液，其体积配比 +. D /.，不需梯度洗脱，在*. <衍
生化反应 3 =，碱性氨基酸能得到很好的分离 ,
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由图 !可以看出，原淀粉与丙烯酰胺接枝聚合
后，其团粒结构仍然存在，丙烯酰胺只是覆盖在淀

粉团粒的表面，淀粉团粒内部还没有进行反应 "

! 结 论

#）引发剂用量、单体用量、反应温度和反应时
间对玉米淀粉与丙烯酰胺合成产物的接枝率和单

体聚合率有很大影响 "当淀粉用量为 $ " % &，丙烯酰
胺为 ! " % &，’() *用量为 # " % +,，温度为 -% .，反应
/ 0 时，其接枝率达 !1 " )%2，单体聚合率为
3! " #12 "

/）淀粉是一种弱还原剂，除了作为接枝共聚反
应的骨架材料以外，它对单体的聚合本身有一定的

促进作用 "
1）’() *—4/5/ 6

! 复合体系可以提高单体的聚

合率，其原因是实现了 ’() *—’(1 *—’() * 的多次
循环，既保证了 ’() *引发的高接枝率和高聚合速
率，又可减少 ’() *的用量 "

)）从扫描电镜观察可以看出，原淀粉与丙烯酰
胺的接枝聚合只发生在淀粉颗粒表面，内部没有发

生反应，且有氮时的接枝率和单体聚合率都比较

大 "
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