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Abstract： Amino acid analysis is used to determine the amino acid content of amino acid - ，
peptide -and protein -containing samples. In the last decades，amino acid separations have been
carried out mainly by ion-exchange chromatography with post-column derivatization and RP-HPLC
with pre -column derivatization. Along with the modern technique of amino acid analysis，high
throughput and sensitivity mass spectrometry has been widely used in the analysis of amino acids
and brings significant benefits.This review focus on the application of the gas chromatography，liquid
chromatography and capillary electrophoresis in combination with mass spectrometry in the analysis
of amino acids，for which comparison are made.
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摘要：氨基酸分析方法是测定含游离氨基酸，多肽或蛋白质样品中氨基酸含量的方法。 在过去几
十年中， 氨基酸分析主要是由经典的柱后衍生-离子交换色谱和柱前衍生-高效液相色谱完成
的。 随着现代氨基酸分析技术的发展，高通量和高灵敏性的质谱被广泛应用于氨基酸分析中，并
发挥了重要的作用。作者就近年来国内外气相色谱、液相色谱和毛细管电泳与质谱联用技术在氨
基酸分析中的应用进行了综述并比较了这几种氨基酸分析技术。
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专题综述

氨基酸不仅是蛋白质的组成单位，也是参与调

节基因表达和蛋白质磷酸化级联反应的细胞信号

分子。 此外，氨基酸还是肠道主要能量来源和合成

神经递质、多胺和 NO 的前体物质[1-3]。氨基酸作为代

谢过程的重要靶标，它们的定量分析对于疾病诊断

以及阐明不同营养状况对机体生理机能的影响非

常重要。 氨基酸分析方法就是测定含游离氨基酸，
多肽或蛋白质样品中氨基酸含量的方法。 目前，氨

基酸分析在氨基酸代谢系统疾病的临床诊断、生物

医药研究、生物工程、食品科学等领域中有着广泛
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而重要的应用[4]。
目前存在的氨基酸分析方法有柱前衍生-离子

交换色谱[5-8]、气相色谱[9-12]、液相色谱[13-14]和毛细管电

泳[15-16]等。 在过去几十年中，氨基酸分析主要是通过

柱前衍生-离子交换色谱和邻苯二甲醛（OPA）与氯

甲酸芴甲酯（FMOC）柱前衍生-液相色谱分离，光度

检测法检测完成的。 柱前衍生-离子交换色谱法重

复性高，但分析时间长，耗费高。 柱前衍生液相色谱

法灵敏快速，但对分析物的特异性不强。 而且这两

种方法都不能区分 14N 和 15N 标记氨基酸，不能进行

同位素标记定量。 随着现代氨基酸分析技术的发

展， 质谱作为高选择性和高灵敏度的检测工具，在

氨基酸分析中发挥着重要作用。 作者就近 30 年来

国内外液相色谱-质谱联用（LC-MS）、气相色谱质

谱联用（GC-MS）和毛细管电泳-质谱联用（GE-MS）
技术在氨基酸分析中的应用进行了综述并对目前

存在的主要氨基酸分析技术进行了比较。

1.1 样品制备

根据不同的样品特性通常采取不同的预处理

以保证氨基酸分析的准确 [18-19]，如对不同状态（液体

或固体）、食品或生物样品采取的预处理方式不同。
如果是分析生物样品中的游离氨基酸首先需要去

掉其中的蛋白质，通常采用的去蛋白试剂为磺基水

杨酸、三氯乙酸或高氯酸去蛋白然后超滤。 如果样

品中含有质量分数 10%以上的脂肪，则可能需要在

水解前对样品进行脱脂，特别是对分析样品中色氨

酸来说这点更是重要。 而蛋白质或多肽中的氨基酸

分析首先需要把蛋白质或多肽水解成氨基酸后再

进行分析，水解方法包括酸水解、碱水解、酶水解和

微波水解，具体方法详见相关文献 [18-19]。 此外，根据

分离仪器的不同，需要不同的样品的预处理，如反

相高效液相色谱（RP-HPLC）和 GC 分 离 前 需 要 进

行氨基酸衍生。
1.2 气相色谱-质谱联用法

在 20 世纪 70 年代，GC-MS 开始应用于氨基酸

分析。GC-MS 是用来分析挥发性或半挥发性小分子

化合物的重要分析方法，对难挥发和高分子质量的

代谢物的检测效果不太好。 GC 法用来分析氨基酸

前需要对氨基酸进行衍生，目前主要的氨基酸衍生

方法包括硅烷化、烷基化和酰基化[10]。其中硅烷化是

主要的衍生方法，它主要是通过 N，O-双（三甲基硅

基）三氟乙酰基（BSTFA） [11]和 N-（特丁基二甲基硅

烷）-N-甲基三氟乙酰胺（MTBSTFA） [12]在干燥的条

件下加热或酯化/酰化而完成的[20]。 但并不是所有的

硅烷化后的氨基酸衍生物都稳定，如精氨酸衍生物

会裂解为鸟氨酸以及谷氨酸，谷氨酸会转变为焦谷

氨酸。 而且，衍生过程样品中水分的存在会严重影

响衍生产物的结构[21]。 虽然硅烷化是使用最广泛的

方法， 但它存在单一分析物对应多个副产物的缺

点。 为了克服这些缺点，研究者们用氯甲酸酯间接

烷基化或酰化衍生[22]。 氨基酸与氯甲酸酯进行的间

接烷基化反应能直接在液相中反应而不必事先除

去蛋白质。氨基酸的酰化和酯化衍生是通过酐/醇如

五氟丙酸酐和异丙醇，或在乙醇和吡啶存在的条件

下与氯甲酸酯反应形成烷基化完成的 [23-24]。 氨基酸

与衍生试剂的反应非常迅速，衍生物通过有机酸萃

取并直接进到质谱仪检测[11，25-27]。
GC-MS 分析方法灵敏度高， 分辨率和重复好，

主要用于疾病、植物等氨基酸定量分析及氨基酸对

映异构体鉴定中[28-30]。 Duncan 等人采用同位素稀释

气相色谱离子捕获负电离质谱鉴定了样品中微量

成分准确可靠的数据[11]。 Deng 等通过固相微萃取和

GC-MS 快速测定了新生儿血液样本氨基酸[24]。 结果

显示该方法是筛查新生儿苯丙酮尿症和枫糖尿症

的强大工具。 Kaspar 等人直接通过氯甲酸丙酯衍生

生理体液中的游离氨基酸， 用 GC-MS 全自动完成

了整个分析过程，30 min 内测定了 30 种氨基酸，并

用 19 种稳定同位素标记氨基酸作为内标以校正生

理体液在样品制备，衍生不完全和电离效率过程中

氨基酸的损失，其检测和定量范围在 0.03~12 μmol/
L 和 0.3~30 μmol/L[3]。 Chen 等通过固相离子交换色

谱分离了植物样品中的氨基酸再衍生并通过 GC-
MS 鉴定，在 30 min 内鉴定了 19 种氨基酸。 结果证

明该法有效， 特别是对氨基酸的同位素分布检测，
而且样品制备简便，快速，经济，易于自动化，适合

于大量样品的分析[31]。 而且 GC/MS 在分析氨基酸的

对映异构体上有特殊的作用[30]。此外，二维气相色谱

（GC Χ GC）-TOF-MS 已成为代谢组学研究领域的

新兴技术[28]。
1.3 液相色谱-质谱联用法

柱前衍生-液相色谱-光学检测法是氨基酸分

氨基酸分析中的色谱或电泳与质谱联

用技术
1
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析中应用广泛的一种方法，其中使用到的柱前衍生

试 剂 有 邻 苯 二 甲 醛 （OPA）、 二 甲 氨 基 萘 磺 酰 氯

（dansyl-cl）、2，4-二硝基氟苯（FDNB）、异硫氰酸苯

酯（PITC）、异硫氰酸荧光素（FITC）、氯甲酸酯类 和

氨基苯甲酸酯类等[4，32]。 该法重复性好和灵敏度高，
但特异性不强。 由于复杂生物样品中一些非蛋白氨

基酸或化合物跟氨基酸有相似的保留时间，从而造

成了分析的不确定性。 此外，光学检测方法也不适

合于分析含同位素样品。 而质谱能区分共洗脱复合

物，除非它们等压或有相同的破碎模式。 而在过去

的十年中，HPLC-MS-MS 由于它高特异性分析，对

大分子和小分子化合物的广泛适用性，高度的灵活

能力等优点在多个研究领域被应用如临床诊断等
[33]。 目前用于氨基酸分析的液相色谱质谱联用技术

包括离子对液相色谱串联质谱（IP-LC-MS/MS）、稳

定同位素标记相对或绝对定量/液相色谱串联质谱

（iTRAQ-LC-MS-MS） 和亲水作用色谱-质谱联用

（HILIC-MS）等。
IP-LC-MS/MS 能通过反相 C18 柱分离未衍生

的氨基酸，挥发性的 IP 试剂如全氟羧酸能在液相色

谱-电喷雾串联质谱（LC-ESI-MS）中使用。Piraud 等

人通过 IP-HPLC-MS 在 20 分钟内用十三氟庚酸测

定了 76 种氨基酸，有 16 种氨基酸通过它们的稳定

同位素标记物内标得到定量 [34]。 Armstrong 等通过

IP-RP-HPLC/偶联时间飞行质谱（TOF-MS）定量了

人 血 液 中 25 种 未 衍 生 氨 基 酸， 线 性 动 态 范 围 在

1.56-400umolL-1[35]。 Harder 等通过 IP-LC-MS 鉴定

了血浆中 22 种氨基酸，包括蛋白氨基酸、瓜氨酸和

鸟氨酸[36]。
相对和绝对定量同位素标记（iTRAQ）技术是美

国应用生物系统公司推出的一项新的体外同位素

标记技术[37]。 分析物与反应基团反应后带上一个等

量异位标签。 该标签中含有的报告基团在二级质谱

中碰撞诱导解离并被检测。 由于报告基团相对分子

质量相差 1， 因此不同报告基团离子强度的差异就

能进行氨基酸的定量。 iTRAQ-LC-MS-MS 的最大

优势在于能让每种分析物都有一个内标，但对含硫

氨基酸如蛋氨酸和半胱氨酸定量则没那么精确。 尿

液氨基酸分析通常是通过茚三酮与紫外检测器柱

后衍生阳离子交换层析完成的，但这种方法缺乏高

通量和特异性。 目前对尿液氨基酸的分析方法有

CE-TOF-MS，13C 核磁共振谱（NMR），GE-MS 和同

位素稀释 LC-MS/MS。 Kaspar 等比较了 GC-MS 和

iTRAQ-LC-MS 法和氨基酸分析仪对尿液氨基酸的

分析。 研究表明，GC-MS 和 iTRAQ-LC-MS/MS 都适

合高通量的氨基酸分析， 但 GC-MS 重复率更高以

及样品前处理能达到全自动，而 iTRAQ-LC-MS/MS
灵敏度更高[38]。 李鹏飞等人通过 iTRAQ-LC-MS-MS
定 量 分 析 了 人 体 中 42 种 氨 基 酸。 与 传 统 的 CE、
HPLC 和氨基酸分析仪相比， 无论是精度还是检测

限和检测结果的准确度都有了很大的提高[39]。
HILIC 采用亲水的极性固定相，如硅胶填充柱、

极性聚合物填料或离子交换吸附剂，结合反相型的

溶液体系分离极性物质。 它作为一种分离极性化合

物的液相色谱模式， 应用的研究领域有药物分析、
代谢组学和蛋白质组学等。HILIC 流动相组成简单、
分离效率高，与质谱兼容。 Schlichtherle-Cernv 等通

过HILIC-ESI-MS 检测了食品中小分子量的极性物

质，如氨基酸、二肽或三肽和有机酸等[40]。Langrock 等

通过聚酰胺柱结合 ESI-MS-MS 在中性丢失扫描模

式下 25 min 内分离了 16 种蛋白氨基酸（PAA）[41]。
1.4 毛细管电泳-质谱联用法

毛细管电泳是 20 世纪 80 年代发展起来的一

种分离技术，毛细管电泳分离和激光诱导荧光检测

方法为氨基酸及其对映异构体分析提供了低成本，
高分辨率和高灵敏度的显微分离平台 [42-43]。 毛细管

电泳进行氨基酸分析不需要衍生，但氨基酸衍生后

检测灵敏度能提到提高。 大部分适用于 HPLC 的衍

生试剂也适用于毛细管电泳方法， 如 FMOC、NDA、
OPA 和 FITC[44]。 而且 GE 中的样品富集和化学衍生

很容易在线整合， 不要复杂的离线样品处理步骤，
所以很容易实现自动化。 但 CE 分离后通过光度法

或电化学检测方法检测复杂样品进行精确而可靠

的定量还是稍显欠缺。
CE-ESI-MS 是以少量的样品处理鉴定复杂生

物样品中氨基酸谱的高选择性， 灵敏而可靠的方

法。 氨基酸及其类似衍生物的质谱分析一般是在强

酸性的条件下正离子模式检测， 随着在线样品富

集，化学衍生，ESI 接口设计的新进展，氨基酸异构

体分辨率和低浓度的不稳定氨基硫醇检测限得到

进一步提高。 Soga 等通过毛细管电泳电喷雾串联四

级杆质谱（CE-ESI-QqQ-MS）分析了尿液中未衍生

游离氨基酸，这种方法的检测限（LOD）值在 0.1~14
μmol/L，线性动态范围大约 100~200 μmol/L[45-46]。 该
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方法具有分析时间短，灵敏度高以及几乎没有基质

干扰的优点。 Wakayama 等同时分析出了 34 种胺类

物质和氨基酸，阳离子模式和阴离子模式下的检测

限分别为 2.5 μmol/L 和 5 μmol/L[47]。 氨基酸的羧基

丁 基 化 后 能 提 高 离 子 化 效 率 和 检 测 灵 敏 度 。
Sanchez-Hernandez 等把植物油中提取的氨基酸残

基（鸟氨酸、丙氨酸、）在 80 ℃与丁醇反应 30 min，
酸性条件迁移（0.1 mol/L 甲酸缓冲液和未涂层弹性

石英毛细管柱）和 ESI-MS-MS 检测。 它们 的 LOD
值分别为 0.04 和 0.19 ng/g[48]。 而且通过对分析物在

CE 迁移行为的精确预测和 MS 提供的精准的质量

等信息能促进新的氨基酸或肽类似物的鉴定[49，50]。
近年来毛细管电泳质谱（CE-MS）在氨基酸分

析中得到广泛使用，包括食品安全、植物生理、临床

诊断研究[45，51]。 为了辨别橄榄油中是否掺入种子油，
Sanchez-Hernandez 等通过基于离子阱质量分析器

的 CE-MS 鉴定到了 6 种丁醇衍生后的非蛋白氨基

酸（鸟氨酸、β-丙氨酸、GABA、别异亮氨酸、瓜氨酸

和焦谷氨酸）， 其中鸟氨酸和别异亮氨酸是种子油

而非橄榄油中的[48]。水稻是研究最多的农作物之一，
基于 CE-MS 的代谢组学研究发现氧化应激状态下

的水稻细胞其代谢的动态变化主要受到胞内氨基

酸的累积影响[52]。 Williams 等人通过 GC-MS 和 CE-
MS 检测了植物细胞培养液中氨基酸的变化 [53]，结果

发现 CE-ESI-MS 与 GC-MS 相比鉴定了覆盖了更

多种类的氨基酸，花费小而且样品处理相对简单。

直接注入式串联质谱（Direct-infusion MS-MS）
一般用来筛查具有先天性代谢缺陷的新生儿血液

和尿液中的氨基酸变化如苯丙酮尿症。 血液或尿液

样品一般都是通过滤纸收集。 将滤纸中的氨基酸用

含稳定同位素氨基酸甲醇提取，然后在丁醇中与盐

酸反应生成相应的丁酯[54]。 这个方法能分析大量的

样品，但对亮氨酸和异亮氨酸等同分异构氨基酸不

同区分。 而 NMR 的主要优点是能同时检测出样品

中所有含氢代谢物， 重复性好而且定量结果可靠；
能直接分析生理体液如尿液，其灵敏度不受分析物

化学特性的限制。 其主要的缺点在于与质谱相比灵

敏度要差，对样品的要求较高。

其它氨基酸分析检测方法及其氨基酸

分析方法间的比较
2

表 1 氨基酸分析方法比较[55]

Tab.1 Comparison of methods of amino acid analysis

方法 优点 缺点 LOD/LOQ/（μmol/L）

amino acid analyzer 重复性好 耗费高，灵敏度低

GC-MS 重复性好
不适用于不耐热的氨基酸衍生；衍生步骤复

杂；不能检测 Arg
0.03~12（LOD）
0.3~30（LOQ）

LC-methods coupled with
opotical detection

重复性好

线性好

需要 去 蛋 白 以 及 氨 基 酸 衍 生、 特 异 性 不 太

好、不能区分共洗脱物质
5（LOQ）

IP-LC-MS-MS
不需要衍生； 对极性氨基酸分

辨率好

需要去蛋白； 会有离子抑制；IP 试剂对分析

系统有污染
3×10-4~9×10-4（LOD）

HILIC
不需要衍生；与质谱兼容；适合

分析极性化合物

需要去蛋白；重 复 性 不 太 好；易 发 生 离 子 抑

制
5（LOD）
10（LOQ）

iTRAQ
分辨率高、分离快速、每个分离

物质都有内标
需要去蛋白质、含硫氨基酸回收率差 2~10（LOQ）

CE-MS 不需要衍生、样品量少 需要去蛋白质、仅适合少量样品 0.1~14 （LOD）

Direct-infusion MS-MS 不需要样品制备；高通量 需要衍生；不能区分同分异构体

NMR
不必分离和衍生； 需要样品量

少；定量能力强
灵敏度不高；分析时间长 20~312（LOD）
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氨基酸分析作为代谢组学的重要研究内容，其

研究和改进一直受到人们的重视，如何减少样品制

备和分析时间， 进一步提高分析过程的分辨率、灵

敏度和重复性等一直是氨基酸分析方法中的研究

重点。 由于质谱具有高度灵敏性和选择性，以及在

稳定同位素标记中的重要作用，为更快、更准确的

定量氨基酸提供了基础。

结 语3
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