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氨基酸自动分析仪法测定云南新鲜羊肚菌中 

16种氨基酸的含量 
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(1. 云南省环境科学研究院, 昆明  650034; 2. 云南省疾病预防控制中心, 昆明  650022) 

摘  要: 目的  建立氨基酸自动分析仪法测定和分析云南新鲜羊肚菌中 16 种氨基酸含量的方法。方法  样品

匀浆后采用酸水解处理, 使用氨基酸自动分析仪法测定样品中的氨基酸含量。通过计算氨基酸总含量, 必需氨

基酸比值, 呈鲜味氨基酸比值等对云南羊肚菌中的氨基酸进行分析。结果  16 种氨基酸在 10~150 nmol/mL 的浓

度范围内线性关系良好, 相关系数为 0.9988~0.9999, 检出限为 1.0~2.5 mg/100 g, 定量限为 3.0~7.5 mg/100 g,  

16 种氨基酸的加标回收率为 88.2%~105.2%, 相对标准偏差为 3.95%~11.67%。云南新鲜羊肚菌中均含所测 16

种氨基酸, 平均含量为 3.298 g/100 g, 必需氨基酸占总氨基酸总量的 35.8%~38.0%。其中谷氨酸和天冬氨酸是

含量最高, 占到氨基酸总量的 21.8%~24.4%。结论  氨基酸自动分析仪法测定羊肚菌中氨基酸具有重现性好、

结果可靠的优点; 云南羊肚菌中氨基酸含量丰富, 各州市间样品间氨基酸含量相对稳定。 
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Determination of 16 amino acids in fresh Morchella esculenta of Yunnan 
province by amino acid automatic analyzer 

ZHANG Hang1, SONG Qin2, LIN Ji2, FEI Zhi-Xin2* 

(1. Yunnan Institute of Environmental Science, Kunming 650034, China;  
2. Yunnan Center for Disease Control and Prevention, Kunming 650022, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination and analysis of 16 amino acids in fresh 

Morchella esculenta from Yunnan province by automatic amino acid analyzer. Methods  The samples were 

homogenized and treated with acid hydrolysis, and then the concentration of amino acids were determined by 

automatic amino acid analyzer. The amino acids in Morchella esculenta were analyzed by calculating the total content 

of amino acids, the ratio of essential amino acids and the ratio of taste amino acids, respectively. Results  The 16 

amino acids had good linear relationships in the range of 10150 nmol/mL, and the correlation coefficients were 

0.99880.9999. The limits of detection were 1.02.5 mg/100 g. The limits of quantitation were 3.07.5 mg/100 g. 

The recoveries of 16 amino acids were 88.2%105.2%, with the relative standard deviations of 3.95%11.67%. 

Yunnan fresh Morchella esculenta contained 16 kinds of amino acids, the average content was 3.298 g/100 g, and the 

essential amino acids accounted for 35.8%~38.0% of the total amino acids. Among them, glutamic acid and aspartic 

acid were the highest content, accounting for 21.8%24.4% of the total amino acid. Conclusion  The determination 

of amino acids in morels by automatic amino acid analyzer has the advantages of good reproducibility and reliable 
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results. The content of amino acids in morchella yunnanensis is rich, and the content of amino acids between samples 

in each city is relatively stable. 

KEY WORDS: morel; amino acids; automatic amino acid analyzer 
 
 

1  引  言 

羊肚菌(Morchella esculenta)又称羊肚菜、羊肚蘑, 为

子囊菌门(Ascomycota)、羊肚菌属(Morchella)数种菌的总称, 

是我国 4 大珍稀名贵食用菌之一, 具有较高的药用和营养

价值[1]。目前的研究显示, 羊肚菌的化学成分主要包括碳

水化合物、蛋白质、氨基酸、多糖以及吡喃酮抗生素等。

其中, 氨基酸的含量极其丰富, 野生羊肚菌氨基酸含量比

香菇多 1.4 倍, 尤其是人体所必需的氨基酸较一般食用菌

高出 25~40%[24]。羊肚菌分布广泛, 在我国主要分布于北

温带、暖温带地区及西南高山地区[5], 云南独特的气候和

地理条件为野生羊肚菌的生长提供了优质的生态环境[6,7]。 

氨基酸是含有一个或多个碱性氨基和酸性羧基的有

机化合物, 大多数氨基酸的极性高、挥发点低、无强发色

基团, 因此其分离分析比较困难[8]。目前常用的分析法有

比色法、柱前衍生反相高效液相色谱法、氨基酸自动分析

仪等[911]。氨基酸自动分析仪法是以阳离子交换树脂为固

定相, 酸性缓冲液为流动相, 在柱后采用茚三酮溶液与氨基

酸衍生生成具有可见光吸收的衍生物从而实现在线检测, 该

法具有重现性好、仪器稳定、结果可靠等优点[12]。目前关于

云南地区羊肚菌中氨基酸含量的系统性研究相对较少[1315]。 

本研究通过条件优化建立了氨基酸自动分析法测定

新鲜羊肚菌的氨基酸, 并对采自云南丽江、昆明、迪庆、

大理、楚雄以及保山 6 个州市的新鲜羊肚菌样品中 16 种氨

基酸的含量进行了测定研究, 对了解云南羊肚菌中氨基酸

含量的状况, 科学指导羊肚菌的食用和开发利用具有一定

的意义。   

2  材料与方法   

2.1  仪器与试剂  

A300 全自动氨基酸分析仪(德国 Membrapure 公司); 

DN-24w 氮气浓缩仪(上海五九公司); DHG-9070 型电热恒温

鼓风干燥箱(上海一恒科技有限公司); SI-234 电子天平(美国

DENVER 公司); Milli-Q 超纯水器(美国 Millipore 公司)。 

16 种氨基酸溶液混合标准物质包括天冬氨酸 Asp、苏

氨酸 Thr、丝氨酸 Ser、谷氨酸 Glu、甘氨酸 Gly、丙氨酸

Ala、缬氨酸 Val、蛋氨酸 Met、异亮氨酸 Ile、亮氨酸 Leu、

酪氨酸 Tyr、苯丙氨酸 Phe、组氨酸 His、赖氨酸 Lys、精

氨酸 Arg、脯氨酸 Pro(100 nmol/mL, C1707015, 德国

membraPure GmbH 公司); 盐酸(优级纯, 西陇化工股份有

限公司); 苯酚(分析纯, 浙江杭州双林化工试剂厂); 样品

稀释液、不同 pH 和离子强度的洗脱缓冲液、茚三酮溶液

(德国 membraPure GmbH 公司); 实验室用水电阻率为

18.2 MΩꞏcm。  

新鲜羊肚菌样品分别采自云南丽江、昆明、迪庆、大

理、楚雄以及保山 6 个州市农贸市场。    

2.2  实验方法   

2.2.1  样品前处理   

参照国家食品安全标准对样品进行前处理[16]。将全株

新鲜羊肚菌匀浆, 准确称取 0.2 g 试样置于水解管中。在水

解管中加入 15 mL 盐酸溶液, 继续向水解管中加入 3~4 滴

苯酚。将水解管放入冷冻剂中, 冷冻 3~5 min, 抽真空, 然

后充入氮气, 重复抽真空—充氮气 3 次后, 在充氮气状态

封口。将已封口的水解管放置在 110 ℃±1 ℃的电热鼓风恒

温箱中, 水解一定时间后, 取出冷却至室温。打开水解管, 

将水解液过滤至 25 mL 容量瓶中, 用少量水多次冲洗水解

管, 水洗液移入同一 25 mL 容量瓶内, 用水定容至刻度, 

摇匀。准确吸取 0.5 mL 滤液移入 10mL 试管内, 用浓缩仪

在 40~50 ℃加热环境下减压干燥, 干燥后残留物用水溶解, 

再减压干燥, 最后蒸干。 

将 0.5 mL pH2.2 的柠檬酸缓冲溶液加入到干燥后的

试管内振荡溶解, 涡旋混匀后, 吸取溶液过膜, 供仪器测

定用。混合氨基酸标准溶液和样品测定液分别注入氨基酸

分析仪, 以外标法通过峰面积计算样品测定液中氨基酸的

浓度。 

2.2.2  测定条件   

磺酸型阳离子树脂色谱柱(4.6 mm×60.0 mm), 柱温

57.0 ℃; 反应器温度 130 ℃; 泵 A(洗脱溶液 )流速为   

0.40 mL/min, 泵 B(茚三酮溶液)流速为 0.35 mL/min, 进样

量为 20 μL; 检测波长为 570 nm 和 440 nm。  

3  结果与分析   

3.1  样品水解条件的优化 

3.1.1  水解试剂浓度的优化 

为获得新鲜羊肚菌样品的最佳水解效果, 首先对加

入水解的盐酸浓度进行了调查。分别加入 3~7 mol/L 的盐

酸进行水解, 共设 5 个梯度, 结果见图 1。盐酸浓度对水解

效果影响较为明显, 当盐酸浓度增加时, 测得的氨基酸总

量总体是随之上升, 盐酸浓度在 6 mol/L时, 氨基酸总量达

到最高, 随后趋于稳定。Glu、Asp、Leu 和 Val 等主要氨

基酸含量趋势与总含量类似。经分析, 确定用于水解样品

的盐酸浓度为 6 mol/L。 
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图 1  盐酸浓度对氨基酸总量和主要氨基酸水解效果的影响(n=3) 

Fig.1  Effects of hydrochloric acid concentration on hydrolysis of 
total amino acids and main amino acids (n=3) 

 
3.1.2  水解时间的优化 

确定水解盐酸的浓度后, 在此基础上, 分别测试水解

时间 14~24 h的水解效果。由图 2可知, 在 14~22 h期间, 总

氨基酸含量随水解时间增加而增加, 在 22 h 时达到最高。

Leu、Val、His 也是在 22 h 水解含量最高, Glu、Asp 变化

趋势与氨基酸总量变化趋势基本一致。因此, 选择 22 h 为

最终的水解时间。 

 

 
 

图 2  水解时间对氨基酸总量和主要氨基酸含量的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of hydrolysis time on contents of total amino acids 
and main amino acids (n=3) 

 

3.2  色谱图 

根据保留时间定性, 标准样品分离色谱图如图 3, 16

种氨基酸在氨基酸分析仪上获得了较优的分离。其中, 脯

氨酸在 440 nm 波长下测定, 其余氨基酸的测定波长为 

570 nm。羊肚菌样品分离色谱图如图 4。谱图显示羊肚菌

经酸水解后, 运用氨基酸自动分析仪获得了各类氨基酸较

好的分离效果。 

 
 

注: 1: Asp, 2: Thr, 3: Ser, 4: Glu, 5: Gly, 6: Ala, 7: Val, 8: Met, 9: Ile, 

10: Leu, 11: Tyr, 12: Phe, 13: His, 14: Lys, 15: Arg, 16: Pro, 以下同。 

图 3  标准样品分离色谱图 

Fig.3  Separation chromatogram of standard sample 

 

 
 

图 4  羊肚菌样品分离色谱图 

Fig.4  Separation chromatogram of morel sample 

 
3.3  方法学验证 

3.3.1  标准曲线、检出限和定量限 

将标准混合溶液用样品稀释液进行适当稀释, 使其

摩尔浓度分别为 10、20、50、100、150 nmol/mL, 分别进

样, 以色谱峰峰面积为纵坐标、氨基酸摩尔浓度为横坐标

绘制标准曲线(见表 1)。从表 1 可以看出, 16 种氨基酸均

显示良好的线性关系, 相关系数 R2 在 0.9988~0.9999 之间, 

表明全自动氨基酸分析仪法的峰面积与浓度之间线性关

系稳定。 

通过进样低浓度混合标准液获得检出限 (limit of 

detection,  LOD)。当向色谱仪注射 1 nmol/mL 的混合标准

液时, 获得样品色谱峰的 3 倍信噪比, 样品称样量为 0.2 g, 

定容体积为 25 mL, 得到各氨基酸的检出限, 3 倍检出限作

为定量限(limit of quantitation, LOQ), 列于表 1 中。 

3.3.2  精密度和加标回收实验 

为验证氨基酸自动分析仪测定羊肚菌样品的精密度, 

对同一羊肚菌样品平行测定 5 次 , 计算相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)。表 2 结果显示, 相对标

准偏差为 2.71%~5.93%, 方法具有较好的精密度。 
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3.3.3  加标回收实验 

采用标准加入法进行加标回收实验。准确称取 0.1 g

羊肚菌样品, 加入一定量氨基酸混合标准溶液, 按照优化

的实验方法重复测定 6 次并计算各氨基酸的回收率。由表

3 可知, 16 种氨基酸的加标回收率为 88.2%~105.2%, 相对

标准偏差为 3.95%~11.67%, 表明方法具有较好的准确度。 

3.4  实际样品检测 

通过试样峰面积与标准峰面积比较定量, 表 4 列出了

样品中 16 种氨基酸的平均含量值。由表 3 可知, 云南新鲜

羊肚菌中 16种氨基酸的含量为 2.937~3.901 g/100 g, 平均含

量为 3.298 g/100 g。6 个地州间氨基酸总含量的相对标准偏

差为 9.66%, 表明各地羊肚菌中氨基酸含量差异化不大。其

中, 云南羊肚菌中含有 6种(仅限所讨论的 16种)人体必需氨

基酸, 必须氨基酸占总氨基酸总量的 35.8%~38.0%。 

检测数据进一步显示, 在 16 种氨基酸中谷氨酸和天冬

氨酸是含量最高的 2 种, 占到氨基酸总量的 21.8%~24.4%; 

而这 2种氨基酸正是鲜味氨基酸中的特征氨基酸, 这可能也

是羊肚菌味道鲜美的重要原因之一[1315]。本文测定的新鲜

羊肚菌中呈鲜味氨基酸平均含量为 0.775 g/100 g(换算后为

0.775%), 新鲜羊肚菌中水分平均含量为 88.64%, 若以干

基计则羊肚菌中呈鲜氨基酸平均含量应为 6.82%。在已见

的报道中[15], 两种呈鲜味氨基酸在以干基计的牛肝菌、鸡

枞、松茸以及干巴菌中的含量分别为 0.58%、0.81%、

0.35%、0.70%, 结果表明羊肚菌中呈鲜氨基酸含量远高于

牛肝菌、鸡枞、松茸以及干巴菌等云南其它特色野生菌

中的含量。 
 

表 1  标准溶液的线性相关系数、检出限和定量限 
Table 1  Linear correlation coefficients, detection limits and quantitative limits of standard solution 

氨基酸种类 回归方程 相关系数 r2 LOD(mg/100 g) LOQ(mg/100 g) 

天冬氨酸 Asp Y=3.79104X+1.50104 0.9996 1.5 4.5 

苏氨酸 Thr Y=4.96104X+1.91104 0.9991 1.5 4.5 

丝氨酸 Ser Y=4.67104X–5.04104 0.9993 1.5 4.5 

谷氨酸 Glu Y=4.60104X–7.52104 0.9994 2.0 6.0 

甘氨酸 Gly Y=4.64104X+8.51104 0.9991 1.0 3.0 

丙氨酸 Ala Y=2.89104X+9.20103 0.9997 1.0 3.0 

缬氨酸 Val Y=3.25104X–3.22104 0.9993 1.5 4.5 

蛋氨酸 Met Y=5.01104X+1.00104 0.9999 2.0 6.0 

异亮氨酸 Ile Y=3.34104X+4.33104 0.9990 1.5 4.5 

亮氨酸 Leu Y=4.60104X+6.82104 0.9991 1.5 4.5 

酪氨酸 Tyr Y=7.11104X+3.87104 0.9990 2.0 6.0 

苯丙氨酸 Phe Y=5.39104X–1.17105 0.9992 2.0 6.0 

组氨酸 His Y=5.45104X+9.21104 0.9995 2.0 6.0 

赖氨酸 Lys Y=4.61104X+4.82104 0.9990 2.0 6.0 

精氨酸 Arg Y=8.45104X–1.35106 0.9988 2.0 6.0 

脯氨酸 Pro Y=8.30103X+9.60103 0.9997 2.5 7.5 

 

表 2  16 种氨基酸的相对标准偏差(n=5) 
Table 2  Relative standard deviation of 16 amino acids (n=5) 

氨基酸种类 Asp Thr Ser Glu Gly Ala Val Met Ile Leu Tyr Phe His Lys Arg Pro

相对标准偏差/% 5.79 5.13 4.35 4.12 3.54 3.21 4.55 2.71 3.36 4.21 3.89 3.54 4.28 5.93 5.33 3.51

 

表 3  16 种氨基酸在新鲜羊肚菌样品中的加标回收率(n=6) 
Table 3  Standard recoveries of 16 kinds of amino acids in fresh morchella samples (n=6) 

氨基酸种类 Asp Thr Ser Glu Gly Ala Val Met Ile Leu Tyr Phe His Lys Arg Pro

加标回收率/% 93.5 91.6 94.0 105.2 90.6 89.5 90.8 92.4 95.3 88.2 100.1 102.2 103.9 91.1 92.4 93.7

相对标准偏差/% 4.93 6.40 6.72 3.95 4.58 4.42 6.49 6.13 7.90 4.73 8.99 7.15 11.67 4.91 7.33 9.66
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表 4  羊肚菌样品中 16 种氨基酸平均含量(g/100 g) 
Table 4  Average contents of sixteen amino acids in morels (g/100 g) 

氨基酸 丽江 昆明 迪庆 大理 楚雄 保山 平均值

天冬氨酸 Asp# 0.317±0.002 0.363±0.036 0.358±0.006 0.408±0.028 0.387±0.024 0.339±0.026 0.362 

苏氨酸 Thr* 0.188±0.017 0.194±0.001 0.238±0.010 0.201±0.024 0.204±0.011 0.183±0.013 0.201 

丝氨酸 Ser 0.163±0.003 0.173±0.012 0.213±0.020 0.192±0.020 0.186±0.012 0.168±0.001 0.183 

谷氨酸 Glu# 0.386±0.001 0.401±0.038 0.491±0.019 0.438±0.050 0.391±0.023 0.372±0.015 0.413 

甘氨酸 Gly 0.136±0.005 0.150±0.010 0.186±0.028 0.164±0.040 0.161±0.012 0.137±0.005 0.156 

丙氨酸 Ala 0.177±0.003 0.203±0.013 0.250±0.069 0.213±0.038 0.201±0.022 0.173±0.009 0.203 

缬氨酸 Val* 0.159±0.002 0.166±0.021 0.224±0.084 0.184±0.020 0.184±0.021 0.166±0.009 0.181 

蛋氨酸 Met 0.111±0.009 0.114±0.029 0.146±0.028 0.086±0.017 0.117±0.013 0.085±0.018 0.110 

异亮氨酸 Ile* 0.264±0.043 0.247±0.005 0.300±0.017 0.290±0.054 0.237±0.009 0.223±0.001 0.260 

亮氨酸 Leu* 0.200±0.015 0.211±0.021 0.274±0.015 0.252±0.016 0.219±0.012 0.200±0.017 0.226 

酪氨酸 Tyr 0.115±0.013 0.104±0.029 0.165±0.007 0.126±0.042 0.13±0.021 0.115±0.012 0.126 

苯丙氨酸 Phe* 0.147±0.021 0.150±0.002 0.174±0.012 0.163±0.016 0.148±0.008 0.134±0.013 0.153 

组氨酸 His 0.109±0.013 0.113±0.026 0.170±0.013 0.131±0.014 0.128±0.021 0.113±0.005 0.127 

赖氨酸 Lys* 0.167±0.006 0.193±0.004 0.228±0.007 0.197±0.002 0.198±0.005 0.171±0.010 0.192 

精氨酸 Arg 0.203±0.051 0.264±0.003 0.308±0.007 0.252±0.015 0.27±0.023 0.219±0.025 0.253 

脯氨酸 Pro 0.124±0.007 0.155±0.006 0.177±0.015 0.165±0.019 0.163±0.011 0.137±0.008 0.154 

总含量(T) 2.964±0.050 3.202±0.147 3.901±0.240 3.461±0.278 3.323±0.189 2.937±0.011 3.298 

必须氨基酸平均含量(E) 1.13 1.16 1.44 1.29 1.19 1.08 1.21 

呈鲜氨基酸平均含量(N) 0.703 0.764 0.849 0.846 0.778 0.711 0.775 

E/T /% 38.0 36.3 36.9 37.2 35.8 36.7 36.8 

N/T /% 23.7 23.9 21.8 24.4 23.4 24.2 23.5 

注: #为鲜味氨基酸; *为必须氨基酸。 

 

4  结  论 

本研究立了氨基酸自动分析仪测定云南羊新鲜羊肚

菌中 16 种氨基酸的方法。该法线性关系良好, 相关系数 r2

在 0.9988~0.9999 之间, 样品重复测定 RSD 在 6%以内, 具

有重现性好、结果可靠的特点, 可有效检测羊肚菌中 16 种

氨基酸。 

测定结果显示, 云南羊肚菌中氨基酸含量丰富, 6 个

州市所测定的羊肚菌中氨基酸含量相对稳定。其中, 16 种

氨基酸的平均含量为 3.298 g/100 g; 呈鲜氨基酸含量占

21.8%~24.4%, 总量也较其它野生菌含量高。 
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