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柱前衍生反相高效液相色谱法测定新疆特色 

食品馕中氨基酸含量 

卢  彬＃, 付  铭＃, 范  蕊, 王文文, 曹雪琴, 朱  丽, 李梅琴, 郑健琨* 

(新疆维吾尔自治区分析测试研究院, 乌鲁木齐  830011) 

摘  要: 目的  建立柱前衍生反相高效液相色谱法(reversed-phase high performance liquid chromatography, 

RP-HCLP)测定新疆特色食品馕中 17 种氨基酸含量的检测方法。方法  通过优化酸水解参数, 并以 6-氨基喹

啉-N-羟基琥珀酰亚胺基甲酸酯为衍生试剂, 用乙腈为流动相 A, 水为流动相 B, 磷酸盐缓冲液溶液为流动相

C 进行梯度洗脱, 柱温 37 ℃条件下用 AccQ-Tag 色谱柱(3.9 mm×150 mm, 4 μm)进行分离, 采用反相-高效液色

谱法荧光检测器(激发波长 250 nm、发射波长 395 nm)进行测定。结果  当取样量为 100 mg、水解液加入体积

为 10 mL、水解温度为 115 ℃、水解时间为 24 h 时, 水解效果最好。17 种氨基酸线性回归方程的相关系数在

0.9985 以上 (n=3), 检出限为 0.011～0.058 mg/L, 回收率为 81.6%～116.2%, 相对标准偏差为 0.41%～

6.94%(n=3)。结论  该方法操作简单、灵敏度高、线性关系和回收率好, 适用于新疆特色食品馕中氨基酸含

量的测定。 
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Determination of amino acids in Xinjiang special food Nang by 
reversed-phase high performance liquid chromatography  

with pre-column derivatization 

LU Bin＃, FU Ming＃, FAN Ru, WANG Wen-Wen, CAO Xue-Qin, ZHU Li,  

LI Mei-Qin, ZHENG Jian-Kun* 

(Xinjiang Uygur Autonomous Region Academy of Instrumental Analysis, Urumqi 830011, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of 17 kinds of amino acids in Xinjiang special 

food Nang by reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) with pre-column derivatization. 

Methods  By optimizing the parameters of acid hydrolysis, 6-aminoquinoline-n-hydroxysuccinimide formate was 

used as derivatization reagent, with acetonitrile as mobile phase A, water as mobile phase B, phosphate buffer 

solution as mobile phase C for gradient elution. The separation was performed on AccQ tag column (3.9 mm×    

150 mm, 4 μm) at 37 ℃ and fluorescence detector (excitation wavelength 250 nm, emission wavelength 395 nm) was 

used for detection. Results  The best hydrolysis effect was obtained when the sample weight was 100 mg, the 

volume of hydrolysate was 10 mL, the hydrolysis temperature was 115 ℃, and the hydrolysis time was 24 h. The 
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correlation coefficients of the linear regression equation of 17 amino acids were above 0.9985 (n=3), the detection 

limits were 0.011‒0.058 mg/L, the recoveries were 81.6%‒116.2%, and the relative standard deviations were 

0.41%‒6.94% (n=3). Conclusion  This method is simple, sensitive, and the linear and recovery are good, which is 

suitable for the determination of amino acid in Xinjiang special food Nang. 

KEY WORDS: reversed-phase high performance liquid chromatography; pre-column derivatization; Nang; 

amino acid 
 
 

0  引  言 

馕是新疆特色食品, 在维吾尔饮食文化中占据着极

为特殊的地位, 尤其是在维吾尔族的日常生活中, 扮演着

十分重要的角色[1‒2]。馕具有制作方式简单、保存和储运便

捷等特点, 并且吃起来香酥松脆, 深受各族群众欢迎[3]。馕

的品种有很多, 不同种类的馕在制作过程中用的辅料也不

同, 主要原料有小麦、清油、羊油、牛奶、鸡蛋、核桃仁、

巴旦木、杏仁、芝麻、洋葱等成分, 易于人体吸收, 对健

康有很大益处[4‒5]。食物中氨基酸的含量是评价其营养质量

的一项重要指标, 因此有必要建立一种操作简单、准确可

靠的馕中氨基酸含量的分析方法。 

目前, 氨基酸分析过程主要分为样品预处理和仪器

分析 2 部分。样品预处理是为了水解肽键, 将氨基酸分离

为游离氨基酸。氨基酸水解可以通过酸、碱和酶的处理来

实现。最常用的是酸水解, 在 110 ℃下用 6 mol/L 盐酸处理

24 h。但是, 不同的氨基酸在酸性介质中的水解效果不同, 

导致了某些氨基酸的回收不完全[6]。通过优化水解参数, 

包括水解温度、水解时间、水解液用量等, 来克服氨基酸

损失已有相关报道[7], 然而不同样本的基质效应不同, 水

解参数有必要针对每种类型的样品进行分别调整。 

氨基酸仪器分析方法主要是色谱方法, 包括离子色

谱法[8‒10]和高效液相色谱法[11‒15], 其中反相高效液相色谱

法(reversed-phase high performance liquid chromatography, 

RP-HPLC)因其快速、分离能效高、检测灵敏度好, 已广泛

用于氨基酸的分析检测。RP-HPLC 法按衍生反应的先后, 

又分为柱前衍生和柱后衍生法。氨基酸分析仪是柱后衍生

RP-HPLC 法的代表, 已有很广泛的应用, 但是氨基酸专用

分析仪的专属性强、价格昂贵、仪器利用率低。最常见的

氨基酸衍生试剂有 : 茚三酮 [16‒18]、邻苯二甲醛 (o-phthal 

diadehyde, OPA)[19‒21]、异硫氰酸苯酯(phenylisothiocyanate, 

PITC)[22‒23]、2,4-二硝基氟苯[24]、OPA-9-芴甲基氯甲酸酯

(9-fluorenylmethyl chloroformate, FMOC)联用[25]和 6-氨基

喹 啉 基 -N- 羟 基 琥 珀 酰 亚 胺 - 氨 基 甲 酸 酯 (6-aminoq 

uinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate, AQC)[6,26‒27] 。

AQC是近年来广泛应用的氨基酸柱前衍生试剂之一, 该方

法具有灵敏度高、衍生物稳定、检出限低、试剂水解物

干扰小、分析时间短、重现性好、适于复杂样品分析等

优点[12]。本研究通过优化前处理条件, 用 AccQ-Tag 柱前

衍生 RP-HPLC 分析技术, 对新疆馕中 17 种常规氨基酸含

量进行测定, 以期为新疆特色食品馕中氨基酸含量的研究

与检测提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

本研究馕样品采集自新疆喀什地区墨玉县, 品种为

芝麻馕, 共 6 批次。样品经研磨、粉碎过 60 目筛, 放置于

‒18 ℃冰箱备用。 

AccQ-Tag 氨基酸衍生试剂盒、AccQ-Tag Eluent A 溶

液(美国 Waters 公司); 天冬氨酸(Asp)、谷氨酸(Glu)、丝氨

酸(Ser)、甘氨酸(Gly)、组氨酸(His)、苏氨酸(Thr)、精氨酸

(Arg)、丙氨酸(Ala)、脯氨酸(Pro)、酪氨酸(Tyr)、胱氨酸

(Cys)、缬氨酸(Val)、蛋氨酸(Met)、异亮氨酸(Ile)、亮氨酸

(Leu)、赖氨酸(Lys)和苯丙氨酸(Phe)共 17 种混合氨基酸标

准液 , 其浓度除胱氨酸为 1.25 μmol/mL, 其余均为     

2.5 μmol/mL(美国 Waters 公司 ); 乙腈 (色谱纯 , 美国

Thermo Fisher 公司); 实验用水为电阻率为 18.2 MΩꞏcm 的

超纯水(美国 Millipore 公司); 盐酸、苯酚(分析纯, 国药集

团化学试剂有限公司)。 

17 种氨基酸标准工作液的制备: 用超纯水将混合标

准溶液配制成浓度为 20、50、100、200、300、500、       

800 nmol/mL 的标准溶液, 胱氨酸浓度梯度为 10、25、50、

100、150、250、400 nmol/mL。 

1.2  仪器与设备 

ACQUITY ACR 超高效液相色谱仪(配有 2475 荧光检

测器)、AccQ-Tag 氨基酸分析柱(3.9 mm×150 mm, 4 μm)(美

国 Waters 公司); BSA2202S 电子天平(德国 Sartorius 公司); 

Milli-Q 超纯水制备系统(美国 Millipore 公司); MS3 basic 涡

旋混合器(德国 IKA 公司); UN 260 干燥箱(德国 Memmert

公司), Fw-100 型高速万能粉碎机(北京市永光明医疗仪器

厂); SHHW21.600 型数显电热恒温水浴锅(惠州市宏业仪

器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 

称取混合均匀粉碎过筛的馕样品 100 mg, 置于   
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20 mL 安瓿瓶中, 准确加入 10 mL 6 mol/L 恒沸盐酸溶液

(含 0.1%苯酚), 充氮气, 热熔封口, 然后于 115 ℃恒温干

燥箱中水解 24 h。冷却至室温, 打开安瓿瓶, 将水解液转

移至 25 mL 容量瓶中, 用纯水多次冲洗安瓿瓶并定容至

刻度, 冷藏备用。 

1.3.2  标准溶液及样品的衍生 

将加热装置预热到 55 ℃, 用微量进样器吸取 10 μL

标准品或样品至一支干净的样品管中 , 加入 70 μL 

AccQꞏFluor 硼酸缓冲液(Buffer1)到水解样品中, 涡旋混合, 

再加入 20 μL 配制好的 AccQꞏFluor 衍生试剂, 立即涡旋混

合数秒钟, 加盖密封, 放置 1 min, 把样品管放在 55 ℃的

加热装置中加热 10 min, 冷却至室温后, 将样品管中的反

应物转移到微量进样品中, 上机测定。 

1.3.3  色谱条件 

色谱柱: AccQ-Tag 氨基酸分析柱(3.9 mm×150 mm,  

4 μm); 流速: 1.0 mL/min; 柱温: 37 ℃; 荧光检测器激发

波长 250 nm, 发射波长 395 nm; 进样量: 10 μL; 流动相 A

为乙腈; 流动相 B 为水; 流动相 C 为 AccQꞏTag Eluent A

溶液, 使用时用超纯水按 1:10(V:V)稀释; 梯度洗脱程序

如表 1 所示。 

 
表 1  梯度洗脱程序 

Table 1  Gradient elution program 

时间/min 
流动相体积分数/% 

曲线
A B C 

0.0 0.0 0.0 100.0 * 

0.5 1.0 0.0 99.0 11.0 

18.0 5.0 0.0 95.0 6.0 

19.0 9.0 0.0 91.0 6.0 

29.5 17.0 0.0 83.0 6.0 

33.0 60.0 40.0 0.0 11.0 

36.0 0.0 0.0 100.0 11.0 

45.0 0.0 0.0 100.0 6.0 

注: *表示曲线未拟合。 

 
 

2  结果与分析 

2.1  前处理条件优化 

2.1.1  取样量的选择 

考察不同取样量 10、50、100、200、300、500 mg 对

酸水解效果的影响, 按各氨基酸峰面积的总和计算, 选择

最适称样量。测定结果表明, 当取样量为 10 mg 时, 平行

样品结果有显著差异(P＞0.05)。取样量逐渐增加, 样品溶

液中各色谱峰峰面积总和呈上升趋势 , 当取样量大于  

100 mg 后而趋于平缓, 因为在相同的水解时间下过多的取

样量会导致水解不完全, 观察样品溶液发现溶液中还有较

大的悬浮颗粒。故选择取样量为 100 mg 较为合适。 

2.1.2  酸水解温度的选择 

考察不同水解温度 105、110、115、120、125 ℃条件

下, 对酸水解效果的影响, 按各氨基酸峰面积总和计算, 

选择最适水解温度。结果表明: 随着温度的逐渐升高, 各

色谱峰的峰面积先增加后降低, 水解温度大于 120 ℃时, 

部分氨基酸(胱氨酸、酪氨酸)峰面积减少显著(P＞0.05), 过

高的水解温度可能会导致部分氨基酸发生降解反应。故选

择水解温度为 115 ℃较为合适。 

2.1.3  酸水解时间的选择 

考察不同水解时间 20、22、24、26 h 条件下, 对水解

效果的影响, 按各氨基酸峰面积总和计算, 选择最适水解

时间。结果表明: 随着时间的延长, 各色谱峰的峰面积逐

渐增加至趋于平缓。当水解时间过短时, 较稳定的疏水性

氨基酸, 如缬氨酸和异亮氨酸释放的非常缓慢导致水解不

完全, 过长的水解时间会影响检测的时效性。故选择水解

时间为 24 h 较为合适。 

2.2  方法学考察 

2.2.1  系统适用性 

分别取衍生后的混合标准溶液和样品溶液, 按 1.3.3

项下色谱条件进行测定。从图 1 可以看出, 混合标准溶液

和样品中的氨基酸可以达到基线分离, Arg 和 Thr、Cys 和

Tyr、Val 和 Met、Ile 和 Leu, 4 个峰对的分辨率大于 90%, 各

色谱峰的保留时间变动均小于 0.05 min, 方法的重复性与

稳定性良好。说明本研究方法对该样品具有较好的适应性。 

2.2.2  线性关系和检出限 

取各系列浓度的标准溶液 10 μL, 按照 1.3.2 项方法衍

生后 , 按照 1.3.3 节方法进行色谱分析 , 以进样浓度

C(μmol/L)为横坐标, 以峰面积 A(EU)为纵坐标绘制氨基酸

标准工作曲线。按 3 倍信噪比(S/N=3)计算检出限(limit of 

detection, LOD)。17 种氨基酸标样的回归方程、相关系数、

线性范围、检出限如表 2 所示。在一定质量浓度范围内, 线

性关系良好 , 其相关系数为 0.9985～0.9998, 检出限为

0.011～0.058 mg/L, 方法灵敏度高。 

2.2.3  回收率和精密度 

取 9 份已知浓度的馕样品, 每份 100 mg, 每 3 份为一

组, 分别加入已知浓度的质量分数高(120%)、中(100%)、

低(80%)3 种浓度水平的标准溶液, 按照 1.3.2 节方法进行

衍生, 然后进行色谱分析计算回收率(见表 3)。结果表明, 

实际样品中氨基酸加标回收率为 81.6%～116.2%, 相对标

准偏差(relative standard deviation, RSD)为 0.41%～6.94%, 

方法准确度较高。 
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注: 1. Asp; 2. Ser; 3. Glu; 4. Gly; 5. His; 6. Arg; 7. Thr; 8. Ala; 9. Pro; 10. Cys; 11. Tyr; 12. Val; 13. Met; 14. Lys; 15. Ile; 16. Leu; 17. Phe。 

图 1  17 种氨基酸混合标准溶液(a)和馕样品(b)色谱图 

Fig.1  Chromatograms of mixed standard solution of 17 amino acids(a)and Nang sample(b) 
 
 

表 2  17 种氨基酸的线性方程、相关系数、线性范围、检出限 
Table 2  Regression equations, correlation coefficients (r), linear ranges and LODs of 17 amino acids 

序号 氨基酸 回归方程 r 线性范围/(mg/L) 检出限/(mg/L) 

1 Asp Y=60700X+7.14×105 0.9995 2.7~106.5 0.040 

2 Ser Y=139000X+5.61×105 0.9993 2.1~84.1 0.026 

3 Glu Y=65800X+7.37×105 0.9996 2.9~117.7 0.042 

4 Gly Y =198000X+3.04×105 0.9991 1.5~60.1 0.021 

5 His Y=162000X+2.92×105 0.9988 4.2~167.7 0.016 

6 Arg Y=123000X+5.85×105 0.9993 3.5~139.4 0.026 

7 Thr Y=200000X+7.71×105 0.9993 2.4~95.3 0.018 

8 Ala Y=247000X+1.26×105 0.9998 1.8~71.3 0.013 
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表 2(续) 

序号 氨基酸 回归方程 r 线性范围/(mg/L) 检出限/(mg/L) 

9 Pro Y=10800X+3.16×105 0.9990 2.3~92.1 0.017 

10 Cys Y=22800X+2.45×105 0.9985 2.4~96.1 0.058 

11 Val Y=240000X+3.21×105 0.9995 2.3~93.7 0.018 

12 Tyr Y=212000X+1.49×106 0.9997 3.6~145.0 0.027 

13 Met Y=236000X+8.44×105 0.9994 3.0~119.4 0.022 

14 Lys Y=65500X+7.45×105 0.9988 2.7~146.1 0.055 

15 Ile Y=399000X+1.82×106 0.9997 2.6~104.9 0.015 

16 Leu Y=391000X+1.71×106 0.9998 2.6~104.9 0.020 

17 Phe Y=454000X+9.83×105 0.9991 2.9~117.7 0.011 

 
 
 

表 3  17 种氨基酸的加标回收率及相对标准偏差(%)(n=3) 
Table 3  Recoveries and RSDs of 17 amino acids from spiked samples(%) (n=3) 

序号. 氨基酸 
低 中 高 

回收率 RSD 回收率 RSD 回收率 RSD 

1 Asp 89.6 4.62 96.4 2.15 98.9 1.28 

2 Ser 92.3 2.33 93.1 3.15 94.7 1.58 

3 Glu 94.8 0.88 97.6 1.11 109.8 3.57 

4 Gly 88.1 5.16 93.4 3.05 96.6 2.04 

5 His 93.7 3.19 96.7 2.04 97.6 1.89 

6 Arg 106.9 0.94 110.2 4.11 116.2 2.85 

7 Thr 103.6 1.22 105.7 0.41 106.1 1.65 

8 Ala 97.2 0.41 98.5 1.38 102.3 2.88 

9 Pro 93.8 2.18 94.7 3.46 95.9 2.51 

10 Cys 81.6 5.78 87.3 6.94 84.1 4.57 

11 Val 98.7 0.67 103.6 2.01 104.1 1.45 

12 Tyr 83.4 4.11 86.9 3.05 89.4 2.18 

13 Met 94.5 1.56 95.3 2.58 95.6 0.97 

14 Lys 105.6 2.48 109.1 4.15 113.5 5.01 

15 Ile 95.1 1.64 102.3 2.18 105.4 1.97 

16 Leu 96.9 2.01 98.1 4.59 101.3 3.18 

17 Phe 97.7 0.98 98.4 0.88 103.8 1.48 
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2.3  实际样品测定 

按照本方法检测芝麻馕中 17 种氨基酸的含量。由表

4 可以看出, 芝麻馕中氨基酸种类丰富, 主要来源于原材

料中小麦粉和芝麻, 且加工过程中含量损失较小。含量最

高的氨基酸为谷氨酸, 最低的为赖氨酸。必需氨基酸总量

为 2.43%, 占总氨基酸的 29.1%, 必需氨基酸与非必需氨基

酸比为 46.0%。 

3  结  论 

本研究通过优化样品预处理参数 , 采用柱前衍生

RP-HPLC 分析法, 建立了新疆特色食品馕中 17 种游离氨

基酸的检测方法。该方法操作简便、准确可靠、稳定性好, 

可为相关样品的研究与检测提供参考。研究发现, 检测结

果的准确与否主要取决于样品的预处理效果, 因此如何控

制样品预处理的效果是本方法的关键点。 

 
 
 

表 4  芝麻馕中氨基酸含量(n=3,x±s) (g/100 g) 

Table 4  Amino acid contents in sesame Nang(n=3,x±s)(g/100 g) 

氨基酸 含量 氨基酸 含量 

Asp 0.31±0.03 Cys 0.25±0.11 

Ser 0.36±0.03 Val* 0.36±0.04 

Glu 2.67±0.12 Tyr 0.26±0.03 

Gly 0.34±0.03 Met* 0.24±0.03 

His 0.26±0.04 Lys* 0.26±0.02 

Arg 0.37±0.04 Ile* 0.34±0.03 

Thr* 0.26±0.02 Leu* 0.45±0.06 

Ala 0.33±0.02 Phe* 0.37±0.03 

Pro 0.75±0.09   

注: *为必需氨基酸。 
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