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黄金蝉若虫体蛋白水解液的荧光标记及电喷雾质谱鉴定
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摘 要 采用 2 [ 2 ( 7H 二苯并 [ a, g]咔唑 乙氧基 ) 乙基 ]氯甲酸酯 ( DBCEC C l)作为柱前衍生试剂, 于室温

下, 在硼酸钠缓冲液 ( pH 9. 0)中, 金蝉若虫体蛋白水解液中氨基酸的完全衍生化在 5 m in即可完成。在

H ypersil BDS C18色谱柱 ( 200 mm 4. 6 mm, 5 m ) 上, 采用梯度洗脱实现了各衍生物的完全基线分离。最

佳荧光检测为 ex / em = 300 /395 nm。在线串联的 ESI /M S正离子质谱数据显示 : 所有衍生物均给出

m /z 338 5, 294. 5的特征碎片离子峰。荧光条件下的线性回归系数大于 0. 9992; 检出限为 2. 6~ 24 fm o l。本

方法灵敏、可靠、重现性好。对实际黄金蝉若虫体蛋白水解液中氨基酸的测定,结果满意。

关键词 高效液相色谱 离子阱 /质谱; 荧光检测; 柱前衍生; 2 [ 2 ( 7H 二苯并 [ a, g ]咔唑 乙氧基 ) 乙基 ]氯
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1 引 言

金蝉若虫又名黄金蝉、知了龟。蝉若虫有极高的药膳营养价值和独特的口感,尤以刚出土的若虫含

蛋白质最高,是难得的高蛋白、低脂肪的野味佳肴。金蝉除了食用价值外,还有着极高的药用价值,具有

强肝、瞑目、降压、镇痛、止血、改善糖尿病, 提高消化能力的作用。氨基酸是构成生命有机体蛋白质的

基本物质单元,也是生命代谢过程中不可缺少的营养物质。目前, 测定氨基酸多采用离子交换色谱

( IEC)、高效液相色谱 (HPLC)和气相色谱 ( GC)等方法。这些方法多采用紫外
[ 1]
、荧光

[ 2, 3 ]
、氢火焰离子

化
[ 4]
和化学发光检测

[ 5]
。多数氨基酸仅表现出弱的紫外吸收, 直接紫外检测难以获得满意的灵敏度,

因此进行化学衍生是提高该类化合物检测灵敏度的有效途径。高效液相色谱荧光衍生化中, 被广泛应

用的衍生试剂主要有邻苯二甲醛 ( OPA )
[ 6~ 8]
、4氯 7硝基苯并 1, 2, 3 二唑 ( NBD C l)

[ 9]
、1二甲氨基

萘 5磺酰氯 ( Dansy l C l)
[ 10]
、芴甲氧羰基氯 ( FMOC C l)

[ 11, 12]
和 6氨基喹啉基 N 琥珀酰亚胺碳酸酯

(AQC)
[ 13, 14]

。这些衍生试剂在实际应用中都存在一定缺陷,如 OPA重现性和衍生物的稳定性较差, 衍

生化受时间、温度和光照等因素的影响; NBD C l试剂在水溶液中的稳定性较差, 见光易分解; FMOC C l

衍生化需要经过萃取处理消除过量试剂的干扰, 操作过程繁琐且易造成疏水衍生物的丢失; AQC在水

相体系下量子化效率低,不利于梯度洗脱。因此研制高灵敏且廉价的标记材料用于蛋白质氨基酸的测

定十分必要。

多环含氮杂原子的化合物通常具有较强的光致发光特性
[ 15]

, 例如含咔唑母体环类的衍生物。本实

验室已对该类化合物进行了较多研究
[ 16~ 18]

, 合成的 2 [ 2 ( 7H二苯并 [ a, g ]咔唑 ) 乙基 ]氯甲酸酯

( DBCEC C l)的分子母核是个含氮杂原子并具有五环并联的高共轭体系, 与四环并联的共轭体系

BCEOC
[ 19 ]
和 BCEC C l

[ 20]
分子相比,具有更强的光致发光性质。DBCEC C l用于游离脂肪胺的标记具有良

好的效果
[ 16]
。本研究考察了 DBCEC C l分子对氨基酸的标记、色谱分离和在线的质谱鉴定等参数的优

化。实验表明,试剂与氨基酸的衍生化反应简便、快速, 衍生条件温和,衍生物具有良好的荧光特性。
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2 实验部分

2. 1 仪器与试剂

1100型离子阱液相色谱 质谱联用仪 (美国 Ag ilent公司 ) ,配备四元梯度泵、在线真空脱气机、荧光

检测器和自动进样器; 电喷雾离子源 ( ESI Source,大连依利特公司 ); H ypersil BDS C18色谱柱 ( 200 mm

4. 6 mm, 5 m, 大连依利特公司 ) ; F 7000荧光分光光度计 (日本 H itachi公司 )。CARY300 B io型紫外

可见分光光度计, Carlo E rba 1106元素分析仪。20种氨基酸标准样品 (美国 Sigma公司 ) ; 乙腈 (色谱

纯,禹王试剂公司 )、乙酸等其它试剂均为分析纯, 实验用水由 M illiQ超纯水系统制备。2 [ 2 ( 7H 二

苯并 [ a, g]咔唑 乙氧基 ) 乙基 ]氯甲酸酯 ( DBCEC C l)的合成见文献 [ 16]。

2. 2 实验方法

2. 2. 1 标准溶液的配制 称取适量氨基酸标准品, 用少量 6 mo l/L HC l溶解,并用 6 mol /L NaOH调至

中性, 用硼酸钠缓冲液 ( pH 9. 0 )稀释配成 0. 01 mol /L 的标准溶液。低浓度氨基酸标准液

( 0. 1 mmol /L )用硼酸钠缓冲液 ( pH 9. 0)稀释而成。称取 32. 6 mg DBCEC C ,l用无水乙腈溶解并定容

至 10 mL, 浓度为 0. 01 mol /L,低浓度的衍生试剂 ( 5. 0 mmol /L )用无水乙腈稀释而成。

2. 2. 2 标准品的衍生 向 2 mL安培瓶中依次加入 80 L乙腈, 100 L 0. 2 mol /L硼酸钠缓冲液

( pH 9 0), 20 L混合氨基酸标准液, 200 L衍生试剂,密封后于 30~ 40 ∀ 水浴中反应 5 m in后, 加入

100 L 50%乙酸溶液调至弱酸性后直接进样分析。衍生反应如下:

2. 3 实际样品的处理

取金蝉于 50 ∀ 真空减压干燥,干燥后的金蝉研磨粉碎, 称取金蝉样品 50 mg置于 2 mL安培瓶中,

加入 1 mL 6 mo l /LHC ,l密封后 110 ∀ 水解 24 h,冷却后经氮气吹干,用 3 mL硼酸钠缓冲液 ( pH 9. 0)溶

解,相应浓度为 16. 7 g /L,低浓度水解液用硼酸钠缓冲液 ( pH 9. 0)稀释而成,在 - 20 ∀ 下储存待用。

2. 4 色谱与质谱条件

Hypersil BDS C18色谱柱 ( 200 mm 4. 6 mm, 5 m )。流动相 A: 30%乙腈 (含有 30 mmol /L甲酸,用

氨水调至 pH = 3. 6 ) ; B: 50%乙腈 (含有 30mmo l /L甲酸 /氨水缓冲液, pH = 3. 6 ) ; C: 95% 乙腈。流速

表 1 梯度洗脱程序

Tab le 1 G rad ient e lution prog ram

时间
T im e (m in)

A
(% )

B
(% )

C
(% )

0 30 70 0

15 0 100 0

20 0 95 5

30 0 95 5

40 0 65 35

45 0 35 65

55 0 30 70

60 0 0 100

1. 0 mL /m in, 进样量 10 L, 柱温 35 ∀ 。荧光激发和发

射波长分别为 300和 395 nm。梯度洗脱程序见表 1。

电喷雾离子源 ( ESI ), 正离子模式, 喷雾压力

413 kPa,干燥气流量为 5 L /m in,干燥气温度 350 ∀ ,毛

细管电压 3. 5 kV,电晕电流 4000 nA。

3 结果与讨论

3. 1 衍生化及分离条件的优化

考察了硼酸钠缓冲溶液的 pH值、衍生化反应时

间、衍生试剂用量对衍生化反应的影响。

当 pH < 7. 0时, 衍生反应难以进行,随 pH值的增大衍生产率逐渐增高;当 pH = 9. 0时衍生产率达

最大; 继续增大 pH值,衍生化产率会因产物水解而降低,实验中选择缓冲溶液的 pH值为 9. 0。

衍生化反应在 5 m in内可获得完全的衍生化,进一步延长衍生时间 (大于 10 m in) ,荧光响应反而降

低,可能是衍生物在高 pH值下水解的结果。

试剂用量是氨基酸的总摩尔量 2. 5~ 4倍时可达完全衍生化, 进一步增加试剂用量,衍生物荧光响

应无明显增加。实验中选择衍生试剂用量是氨基酸总量的 4倍。
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将本研究组已合成的 BCEOC
[ 19 ]
用于氨基酸衍生化的研究表明:在 pH 9. 0缓冲液中组氨酸的二取

代衍生物 24 h内有 25%的产物降解为单取代衍生物。本研究中的 DBCEC C l对组氨酸的衍生化有着

类似的结果,为防止其二取代产物的降解,衍生反应完毕后, 加入 100 L 50%乙酸,调节 pH 5. 0~ 7. 0。

在大多数研究中
[ 21 ~ 23 ]

,氨基酸的反相分离常采用硼酸盐或者磷酸盐缓冲液来调节流动相 pH 值。

本研究中,为减少金属盐对质谱离子室的污染,采用甲酸 /氨水缓冲液控制流动相 A和 B的 pH值,并在

HypersilBDS C18色谱柱上考察了流动相 A的 pH值对分离度的影响。结果表明:当流动相 A的 pH= 3 7

时,较难分离的 Asp和 Ser物质对基本实现基线分离。当流动相 A的 pH < 3. 5或 pH > 3. 8时, Asp和 Ser,

DBCEC- OH和 M e,t Ile和 Leu产生部分共洗脱现象。实验结果也表明:流动相 pH的改变, 对高疏水性

的 4种氨基酸衍生物 H is, O rn, Lys和 Tyr的分离度无明显改变。实验中选择流动相的 pH= 3. 7。

3. 2 标准品的色谱分离及质谱鉴定

DBCEC分子母核是一个五环并联的高共轭分子, 与 BCEC和 BCEOC的分子母核相比具有更强的

疏水性,这对 20种氨基酸衍生物的快速分离十分不利。为此在试剂的合成过程中优先考虑了这一缺

陷,当在 DBCEC分子 N连接的侧链上共价连接一个强亲水性的二聚乙二醇的醚链时, 即能有效地解决

这一问题。 20种氨基酸的色谱分离见图 1。各氨基酸衍生物的质谱数据见表 3。以鸟氨酸为代表性的

氨基酸的质谱离子流图及质谱裂解模式见图 2。

图 1 标准氨基酸的色谱图 (注射量 25 pm ol)

F ig. 1 Chrom atogram s for standa rd am ino ac id der ivatives ( co rresponding in jec ted am ount 25 pm o l)

H ypers il BDS C
18
色谱柱 ( C olum n) : 200 mm 4. 6 mm, 5 m; 柱温 ( Colum n tem peratu re) , 35 ∀ ; 流速 ( Flow rate) ,

1. 0 mL /m in; E xcitation and em ission: ex / em = 300 /395 nm; Peak s are labeled w ith th ree letter abb reviation s for all am ino

acid s。色谱峰 ( Peak num ber) : 1. 精氨酸 ( A rg) ; 2. 天冬氨酸 ( Asp ) ; 3. 丝氨酸 ( Ser) ; 4. 谷氨酸 ( G lu ) ;

5. 苏氨酸 ( Thr) ; 6. 甘氨酸 ( G ly) ; 7. 丙氨酸 (A la) ; 8. 四氨基丁酸 ( GABA ); 9. 脯氨酸 ( Pro) ; 10. 蛋氨酸 (M et) ;

11. 缬氨酸 (V al) ; 12. 色氨酸 ( T ry) ; 13. 苯丙氨酸 ( Phe) ; 14. 异亮氨酸 ( Ile) ; 15. 亮氨酸 ( L eu) ; 16. 胱氨酸

( ( C ys) 2 ); 17. 组氨酸 (H is) ; 18. 鸟氨酸 (O rn) ; 19. 赖氨酸 ( Lys) ; 20. 酪氨酸 ( Tyr) ; DBCEC OH: ( 2 [ 2 ( 7H 二苯

并 [ a, g ]咔唑乙氧基 ) 乙醇: ( 2 [ 2 ( 7H d ib enzo [ a, g] carbazol 7 yl) ethoxy] ethanol) ; ( DBCEC ) 2: [ 2 ( 2 ( 7H 二

苯并 [ a, g]咔唑 乙氧基 ) 乙基碳酸酯: ( b is ( 2 [ 2 ( 7H d ibenzo [ a, g] carb azol 7 yl) ethoxy] ethy l) carbonate)。

3. 3 灵敏度对比

由分子结构可知, BCEC分子是在 BCEOC的基础上经四氯苯醌脱氢而得 (表 2), BCEC分子由于比

BCEOC增加了一个共轭双键其荧光强度显著增强。而 DBCEC分子则是在 BCEC的基础上增加了一个

共轭的苯环,其荧光强度又远比 BCEC强。高荧光强度带来低的荧光检测限度, 这对荧光检测十分有

利。但对质谱灵敏度却相反, 高荧光强度往往给出低的质谱灵敏度。为克服这一缺点, 本研究对

DBCEC分子 N连接的侧链进行了修饰,在 BCEC和 BCEOC分子 N连接的乙基氯甲酸酯的基础上修饰

为乙氧基乙基氯甲酸酯。改进后的分子由于 N连接侧链的中间含一个强电负性的氧原子, 在 ESIM S

或 APC IM S正离子条件下容易接受一个 H
+
质子, 与 BCEC和 BCEOC分子相比表现出很强的质谱灵敏

度。实验结果也表明:当 DBCEC, BCEC和 BCEOC在 N连接的侧链同时连接相同的乙氧基氯甲酸酯

时,对氨基酸衍生物的质谱灵敏度以 BCEOC为最强, 这是由于 BCEOC的咔唑环未达到完全的共轭状
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图 2 代表性鸟氨酸衍生物一级 ( A )、二级 ( B)质谱图和相应裂解模式 ( C)

F ig. 2 ( A ): M o lecu lar ion ( MS), ( B) : MS /MS spectra, ( C) : c leavagemode for representa tive

orn ithine derivatives

态,咔唑环上的 N原子表现出较强碱性的缘故。修饰后的 DBCEC分子在质谱离子室中接受 [H ]
+
离子

的位置主要以电负性氧原子为主,因此表现出更强的质谱灵敏度。以苯丙氨酸为代表的衍生物而言,三

者的质谱灵敏度对比结果为: ICDBCEC #ICBCEC #ICBCEOC = 1. 4#0. 9#1. 0 ( IC: 质谱条件下的离子流强度,

AQC与苯丙氨酸的质谱强度未做比较 )。 3种试剂及 AQC对氨基酸的检测灵敏度的对比结果见表 2。

表 2 4种衍生试剂标记氨基酸的检出限的对比

Table 2 Four k inds of deriver iza tion reagents contrast to detection lim its

氨基酸
Am inoacid

检出限 Detection lim its ( fm ol)

DBCEC C l BCEC C l[ 24]
BCEOC C l[ 19] AQC[ 25 ]

A rg 9. 79 15. 00 12. 2 300

Asp 7. 72 7. 21 27. 2 500

Ser 11. 90 5. 95 17. 2 500

G lu 2. 60 7. 35 19. 8 250

Thr 6. 91 8. 33 12. 7 300

Gly 24. 30 6. 57 9. 3 500

A la 5. 25 6. 29 10. 4 500

GABA 3. 12 1. 49 11. 8

Pro 3. 37 7. 35 13. 1 500

M et 3. 05 15. 00 13. 0 500

V al 4. 86 6. 05 13. 6 500

Try 4. 53 7. 21 9. 2

Phe 8. 68 42. 68 8. 3 300

ILe 7. 29 4. 03 19. 4 500

Leu 11. 10 3. 83 10. 4 300

( Cys) 2 16. 25 19. 74 19. 4 500

H is 16. 60 11. 70 177. 6 500

O rn 4. 23 1. 87 7. 7

Lys 3. 75 1. 56 6. 3 250

Tyr 2. 98 2. 34 15. 8 300
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3. 4 线性回归方程、检出限、保留时间和峰面积的重现性

在 50 pmo l~ 24. 4 fmo l范围内, 依据峰面积和进样量进行线性回归, 所得各氨基酸衍生物的回归

方程、线性相关系数和检出限见表 3。由表 3可知, 线性相关系数均大于 0. 9992, 检出限在 2. 6 ~

24 fmol范围内 (信噪比 S /N = 3)。对 25 pmo l氨基酸衍生物平行分析 6次, 保留时间和峰面积的重现

性见表 3, 保留时间的相对标准偏差小于 0. 044%, 峰面积的相对标准偏差小于 1. 4%。

表 3 氨基酸衍生物的回归方程、线性相关系数、检出限和质谱数据以及保留时间和峰面积的重现性

Table 3 L inear regress ion equations, corre lation coe fficien t, detection lim its, m ass data and repeatab ility for peak area and

re tention time o f am ino ac ids

氨基酸
Am ino acid s

线性回归方程
Linear equation

线性回归系数 (R )
Correlation
coeff icient

检出限
D etect ion lim its

( fm ol)

质荷比
m /z

( [M + H ] + )

保留时间
R eten tion t im e

RSD (% , n= 6)

峰面积
Peak area

RSD (% , n= 6 )

A rg Y = 78. 96X - 67. 88 0. 9995 9. 8 556. 8 0. 006 1. 2

Asp Y = 38. 58X 43. 19 0. 9994 7. 7 515. 6 0. 012 1. 2

Ser Y = 57. 71X - 11. 64 0. 9999 12 487. 6 0. 011 1. 3

G lu Y = 39. 62X - 42. 88 0. 9994 2. 6 529. 6 0. 013 1. 3

Thr Y = 59. 90X + 1. 55 0. 9997 6. 9 501. 7 0. 005 1. 2

G ly Y = 57. 09X + 7. 58 0. 9998 24 457. 6 0. 007 1. 2

A la Y = 66. 82X + 7. 32 0. 9999 5. 2 471. 6 0. 005 1. 1

GABA Y = 78. 66X + 23. 57 0. 9994 3. 1 485. 5 0. 007 1. 2

Pro Y = 62. 05X + 9. 29 0. 9998 3. 4 497. 5 0. 005 1. 0

M et Y = 9. 766X - 11. 03 0. 9995 3. 0 531. 3 0. 004 1. 2

Val Y = 77. 58X + 15. 38 0. 9998 4. 9 499. 6 0. 006 1. 0

Try Y = 50. 30X + 0. 26 0. 9999 4. 5 585. 9 0. 006 0. 79

Phe Y = 83. 02X + 6. 98 0. 9999 8. 7 547. 5 0. 006 0. 97

ILe Y = 69. 06X + 13. 46 0. 9998 7. 3 513. 5 0. 006 1. 2

L eu Y = 73. 62X + 14. 08 0. 9997 11 513. 5 0. 005 1. 0

( Cys) 2 Y = 21. 56X - 13. 88 0. 9993 16 1004. 0 0. 044 1. 4

H is Y = 40. 72X - 22. 83 0. 9996 17 918. 7 0. 016 1. 4

O rn Y = 64. 40X - 18. 19 0. 9996 4. 2 894. 8 0. 013 1. 3

Lys Y = 85. 28X - 8. 20 0. 9997 3. 8 908. 2 0. 005 1. 4

Tyr Y = 101. 52X + 23. 40 0. 9996 3. 0 944. 6 0. 007 1. 4

Y: 峰面积 ( Peak area); X: 进样浓度 ( In jected amount) pm ol。

3. 5 金蝉样品氨基酸的色谱分析

实际金蝉样品中氨基酸的分离见图 3(样品衍生用量为 33. 4 g,实际进样量为 42 ng) ,各氨基酸含

量见表 4。结果表明:金蝉样品中明显地含有至少 15种氨基酸, 人体不能合成的 8种氨基酸 ( Lys, M e,t

Leu, Ile, Thr, va,l T ry和 Phe)中, 金蝉样品可提供其中的 6种 ( Lys, Leu, Ile, Thr, V al和 Phe)。可见

金蝉蛋白水解液含有大量丰富的人体自身不能合成的氨基酸,同时含有高含量的谷氨酸和丙氨酸,是人

图 3 金蝉中氨基酸的色谱分析图

F ig. 3 Chrom atogram o f am ino ac ids in c icada

色谱条件和峰号同图 2( Ch rom atograph ic cond it ion s and peaks are sam e as in F ig. 2)。
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类理想的高蛋白药膳食品之一。

3. 6 回收率测定

在金蝉样品中加入 0. 1 g /g各氨基酸的标准样品后,按照前述方法处理后进行衍生, 所得各氨基酸

的回收率在 74. 0% ~ 107. 0%之间,结果见表 4。

表 4 金蝉中氨基酸的含量及回收率

Table 4 Con tents of am ino ac ids and recoveries from c icada sam ple

氨基酸
Am in o
acids

含量
Con tents
( g /g)

加入值
Added
( g /g)

测定值
Determ ined

( g/g)

回收率
Recoveries

(% )

氨基酸
Am ino
acids

含量
C on tents
( g /g)

加入值
Added
( g/g)

测定值
D eterm in ed

( g /g)

回收率
Recoveries

(% )

A rg 0. 099 0. 1 0. 084 84 V al 0. 124 0. 1 0. 085 85

Asp 0. 34 0. 1 0. 097 97 Try No 0. 1 0. 098 98

Ser 0. 056 0. 1 0. 089 89 Phe 0. 08 0. 1 0. 091 91

G lu 0. 52 0. 1 0. 088 88 IL e 0. 10 0. 1 0. 074 74

Thr 0. 084 0. 1 0. 095 95 Leu 0. 14 0. 1 0. 096 96

G ly 0. 128 0. 1 0. 09 90 ( Cys) 2 No 0. 1 0. 104 104

A la 0. 188 0. 1 0. 096 96 H is 0. 092 0. 1 0. 082 82

GABA N o 0. 1 0. 101 101 Orn No 0. 1 0. 097 97

Pro 0. 108 0. 1 0. 098 98 Lys 0. 164 0. 1 0. 084 84

M et N o 0. 1 0. 107 107 Tyr 0. 068 0. 1 0. 081 81

No: not determ in ed ow ing below LOQ.

3. 7 结论

2 [ 2 ( 7H 二苯并 [ a, g]咔唑乙氧基 ) 乙基 ]氯甲酸酯对氨基酸的标记不仅灵敏,同时由于分子侧链

上引入一个强电负性氧原子的二聚乙二醇醚链后,表现出强的质谱灵敏度。试剂与氨基酸的标记产率高、

产物稳定。本方法具有线性范围宽、重现性好、操作简便等特点。对黄金蝉若虫体蛋白水解液中氨基酸的

分析表明:金蝉蛋白水解液含有丰富的人体自身不能合成的重要 6种氨基酸,是高营养的药膳食品之一。
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Application of 2 [ 2 ( 7H Dibenzo[ a, g] carbazo l 7 yl) ethoxyl] ethyl

Chloroform ate as A Pre column Derivatization Reagent for Determ ination

of Am ino Acids from Hydrolyzed C icada byH igh Perform ance Liquid

Chrom atography w ith F luorescence Detection and

M ass Spectrom etric Identification

L IX iao Y an1, YOU Jin M ao* 1, 2, SUN Zh iW e i1, 3, FU Y an Yan1, Q IN XueQ in1, D ING M ing Zhou1, L IYu L in2

1 (Co llege of Chem istry, Qufu N orm al Un iver sity, the K ey Laboratory of L if e O rganic Analy sis, Qufu 273165)
2 (Nor thw est P lateau Institute of B iology, Chinese A cademy of Sciences, X ining 810001)

3 (G raduate S choo l of Chinese A cademy of Sciences, B eij ing 100039)

Abstract By using 2 [ 2 ( 7H d ibenzo[ a, g] carbazo le ethoxy) ethy l ch loro forma te ( DBCEC C l) as a sensi

t ive pre co lumn der ivatization reagen,t a simple method for eva luating the chem ical compositions o f prote in

am ino ac ids from the hydro lyzed cicada sample has been developed. Stud ies on derivatization cond itions

indica ted that the labe ling reaction proceeded rapidly and smoothly in the presence of a base cata lyst

( pH 9 0) in aceton itrile to g ive the correspond ing sensitively fluorescen t derivat ives w ith an excitation max i

mum at ex 300 nm and an em ission max imum at em 395 nm. The separation o f am ino ac id derivatives w as

carried out on a reversed phaseHypersil BDS C18 ( 200 mm 4. 6 mm 5 m ) column in combinat ion o f a

grad ient elution. The complete base line resolution for 20 am ino acid derivatives w as ach ieved w ithin 65 m in.

Identif ication o f am ino acid deriva tives w as carried out by the on line post column ion trap /mass spectrom etry

w ith electrospray ion source ( ESI source) in positive ion mode. Excellent linear responsew as observed, w ith

coeffic ients o f > 0. 9992. F luorescent detect ion lim its calcu lated from 25 pmo l injection, at a signal to no ise

rat io of 3, w ere 2. 6 - 24 fmo.l The estab lished m ethod for the determ ination o f am ino ac ids from cicada

samp lew as satisfactory.

K eywords H igh perfo rmance liqu id chromatography ion trap mass spectrometry; F luorescence detection;

Pre column derivat izat ion; 2 [ 2 ( 7H D ibenzo[ a, g] carbazol 7 y l) ethoxy] ethy l ch loroform ate; Am ino acids
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