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摘　要　以 2-[ 2-( 7H-二苯并[ a, g ]咔唑-乙氧基) -乙基]氯甲酸酯( DBCEC-Cl)作为柱前衍生试剂,采

用高效液相色谱-电喷雾/质谱法 ( HPLC-ESI/ MS)对青稞幼苗提取物中的氨基酸进行了测定。结果表明,

青稞幼苗提取物中含有 13 种氨基酸, 总含量为 81. 6mg / g ,其中有人体自身不能合成的 6 种重要氨基酸

[赖氨酸 ( Ly s)、蛋氨酸 ( Met )、亮氨酸 ( Leu)、异亮氨酸 ( Ile)、苏氨酸 ( T hr )和缬氨酸 ( Val) ] , 含量达

41. 8mg/ g, 占总氨基酸的 51. 2%。该方法灵敏、可靠、重现性好, 是一种理想的全谱氨基酸分析方法。
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1　引言
青稞( H ordeum vulgare L. var . nudum Hook. f. ) 属于禾本科大麦属作物,是藏族人民最主要的

粮食作物,主要分布在我国西藏、青海等高海拔寒冷地区。近年来, 青稞丰富的营养和保健作用得到

现代医学的证实
[ 1]
,其叶的药用价值很早就被开发出来, 《本草纲目》中就有“麦苗,解蛊毒,煮汁滤

服。除烦闷, 解时疾狂热,退胸膈热, 利小肠,作斋食,甚益颜色…”的记载。研究表明青稞叶营养丰

富,含有丰富的黄酮、氨基酸等营养物质,具有减肥、降脂、抗氧化、抵御酒精性胃炎出血、增强耐力

等医疗保健作用[ 2]。

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,氨基酸的测定多采用离子交换色谱法( IEC)、高效液相色谱法( HPLC)和气相色谱法( GC)等

方法。这些方法多采用紫外[ 3]、荧光[ 4, 5]、氢火焰离子化[ 6]和化学发光检测 [ 7]。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
[ 8, 9]
。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,

同时试剂与氨基酸的标记产率高、产物稳定,已成功用于黄金蝉若虫体蛋白水解液的荧光标记及电

喷雾/质谱鉴定
[ 10]
。本研究以2-[ 2-( 7H-二苯并[ a, g]咔唑-乙氧基) -乙基]氯甲酸酯作为柱前衍生试

剂,采用高效液相色谱-电喷雾/质谱法( HPLC-ESI/ MS)对青稞幼苗提取物中的氨基酸进行了分

析,结果表明本方法灵敏、可靠、重现性好, 可用于青稞幼苗提取物中的氨基酸测定。



2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

Agilent 1100型离子阱液相色谱-质谱联用仪[配备四元梯度泵、在线真空脱气机、荧光检测器、

自动进样器和电喷雾离子源( ESI) , 美国 Agilent 公司] ; Hypersil BDS C18色谱柱( 4. 6mm×200mm,

5Lm,大连依利特公司) ; Labostar 7 TWF UV 低有机物型超纯水机(上海博钦环保科技有限公司)。

20种 1. 0mmol/ L 氨基酸混合标样[批号: GBW ( E) 100062, 美国Sigma公司] ;乙腈(色谱纯,中

国禹王试剂公司) ; 盐酸、甲酸、氨水等试剂 (分析纯, 山东省禹王实业有限公司禹城化工厂) ;

2-[ 2-( 7H-二苯并[ a, g ]咔唑) -乙氧基] -乙基氯甲酸酯( DBCEC-Cl)的合成见文献[ 10]。实验用水为超

纯水。

2. 2　材料与方法

2. 2. 1　实验材料

本实验所用青稞幼苗样品采自青海省湟源县日月乡,品种为肚里黄,青稞幼苗提取物为实验室

自制[ 11]。

2. 2. 2　标准溶液的配制及衍生

称取定量氨基酸标准品,用少量 6mol/ L 的盐酸溶解并用 6mol/ L 的氢氧化钠溶液调至中性,

用 pH 9. 0的硼酸钠缓冲液稀释配成 1. 0×10- 2
mol/ L 的标准溶液,并进行标准品溶液衍生 [ 10]。低

浓度氨基酸标准液( 1. 0×10- 4
mol/ L )用 pH 9. 0的硼酸缓冲液稀释而成。

2. 2. 3　样品溶液的制备

准确称取青稞幼苗提取物粉末 50mg ,置于 2mL 安培瓶中, 加入 6mol/ L 的盐酸 1mL,密封后

110℃水解 24h, 冷却后经氮气吹干, 用 3mL pH9. 0 的硼酸钠缓冲液溶解, 相应浓度为 16700

ng /LL, 衍生过程同 2. 2. 2节。低浓度的水解液用 pH 9. 0的硼酸钠缓冲溶液稀释而成,然后放入

- 20℃冰箱内储存待用。

2. 2. 4　色谱与质谱条件

流动相 A: 30%的乙腈(含有 30mmol/ L 的甲酸,用 17%的氨水调至 pH= 3. 6) ,流动相B: 50%

的乙腈 (含有 30mmol/ L 的甲酸/氨水缓冲液, pH= 3. 6) , 流动相 C: 95%的乙腈。流动相流速

1. 0mL/ min, 进样量 10LL, 柱温 35℃。荧光激发和发射波长分别为: Kex= 300nm 和Kem= 395nm。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 413kPa, 干燥气流量为 5L/ min, 干燥气温度

350℃, 毛细管电压 3. 5kV,电晕电流 4000nA。

表 1　梯度洗脱程序

时间( min) 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
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3　结果与讨论

3. 1　标准品的色谱分离及质谱鉴定

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 2。

图 1　标准氨基酸的色谱图

1——精氨酸(Arg) ; 2——天冬氨酸( Asp) ; 3——丝氨酸(S er) ; 4——谷氨酸( Glu) ; 5——苏氨酸( Th r) ; 6——甘氨酸( Gly) ;

7——丙氨酸(Ala) ; 8——四氨基丁酸( GABA) ; 9——脯氨酸 ( Pro) ; 10——蛋氨酸( Met ) ; 11——缬氨酸( Val) ; 12——色氨

酸( Try) ; 13——苯丙氨酸( Ph e) ; 14——异亮氨酸( Ile) ; 15——亮氨酸( Leu) ; 16——胱氨酸( ( Cys) 2) ; 17——组氨酸( His) ;

18—— 鸟氨酸 ( Orn) ; 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; ( DBCEC) 2—— 2-[ 2-( 7H-二苯并[ a, g]咔唑-乙氧基) -乙基]碳酸酯。

3. 2　线性回归方程、检出限、保留时间和峰面积的重现性

在 24. 4fmol—50pmol范围内, 对氨基酸衍生物重复测定 3次取平均值, 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 2。由表 2知,线性相
关系数均大于 0. 9992,检出限在 2. 60—24. 30fmol范围内(信噪比 RSN= 3)。对 25pmol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 2,保留时间的相对标准偏差小于 0. 045% ,峰
面积的相对标准偏差小于 1. 46%。

表 2　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

氨基酸
线性回归方程

y= Ax + B

线性回归系数

( r)

检出限

( fm ol)

质荷比

( m/ Z)

保留时间

( min)

保留时间

RSD( % )

峰面积

RSD( % )

Arg y= 78. 96x- 67. 88 0. 9995 9. 79 556. 8 9. 853 0. 006 1. 21
Asp y= 38. 58x- 43. 19 0. 9994 7. 72 515. 6 11. 762 0. 012 1. 23
S er y= 57. 71x- 11. 64 0. 9999 11. 90 487. 6 12. 576 0. 011 1. 31
Glu y= 39. 62x- 42. 88 0. 9994 2. 60 529. 6 13. 758 0. 013 1. 28
T hr y= 59. 90x+ 1. 55 0. 9997 6. 91 501. 7 15. 486 0. 005 1. 16
Gly y= 57. 09x+ 7. 58 0. 9998 24. 30 457. 6 17. 823 0. 007 1. 23
Ala y= 66. 82x+ 7. 32 0. 9999 5. 25 471. 6 21. 894 0. 005 1. 12

GABA y= 78. 66x+ 23. 57 0. 9994 3. 12 485. 5 23. 792 0. 007 1. 18
Pro y= 62. 05x+ 9. 29 0. 9998 3. 37 497. 5 25. 025 0. 005 1. 03
Met y= 9. 766x- 11. 03 0. 9995 3. 05 531. 3 28. 031 0. 004 1. 25
Val y= 77. 58x+ 15. 38 0. 9998 4. 86 499. 6 32. 026 0. 006 1. 03
Try y= 50. 30x+ 0. 26 0. 9999 4. 53 585. 9 34. 049 0. 006 0. 79
Ph e y= 83. 02x+ 6. 98 0. 9999 8. 68 547. 5 36. 235 0. 006 0. 97
ILe y= 69. 06x+ 13. 46 0. 9998 7. 29 513. 5 38. 684 0. 006 1. 23
Leu y= 73. 62x+ 14. 08 0. 9997 11. 10 513. 5 39. 589 0. 005 1. 05

( Cys) 2 y= 21. 56x- 13. 88 0. 9993 16. 25 1004. 0 47. 216 0. 044 1. 37
His y= 40. 72x- 22. 83 0. 9996 16. 60 918. 7 52. 012 0. 016 1. 42
Orn y= 64. 40x- 18. 19 0. 9996 4. 23 894. 8 52. 515 0. 013 1. 32
Lys y= 85. 28x- 8. 20 0. 9997 3. 75 908. 2 53. 893 0. 005 1. 35
Tyr y= 101. 52x+ 23. 40 0. 9996 2. 98 944. 6 56. 145 0. 007 1. 45

　　注: y——峰面积; x——进样浓度, pmol。
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3. 3　样品的氨基酸分析及结果

青稞幼苗提取物样品中氨基酸的分离见图 2,质谱数据显示在对应保留时间上与标准品给出

相同的质荷比, 各氨基酸含量见表 3。结果表明, 样品中明显含有至少 13种氨基酸,含量达 81. 6

mg / g;人体不能合成的 8种氨基酸 ( Lys, M et , Leu, Ile, T hr , Val, Try 和 Phe)中,青稞幼苗提取物样

品可提供其中的6种( Lys, M et , Leu, Ile, T hr 和 Val) ,含量达 41. 8 mg / g, 占总氨基酸的 51. 2%。其

中 GABA别名: C-氨基丁酸。

图 2　青稞幼苗提取物中氨基酸的色谱图

GABA——C-氨基丁酸; ( DBCEC) 2—— 2-[ 2-( 7H-二苯并[ a, g]咔唑-乙氧基) -乙基]碳酸酯。

表 3　青稞幼苗提取物中氨基酸的含量 ( mg/ g)

氨基酸 含量 氨基酸 含量

Arg 0 Val 7. 6

Asp 0 Try 0

Ser 5. 7 Ph e No

Glu 0 Ile 5. 5

Thr 1. 5 Leu 2. 9

Gly 1. 8 ( Cys) 2 0

Ala 11. 0 His 0

GABA 3. 2 Orn 5. 3

Pro 8. 6 Lys 5. 9

M et 18. 4 Tyr 4. 2

3. 4　讨论

3. 4. 1　流动相 pH 值对分析的影响

在大多数的氨基酸反相分离研究中, 常采用硼酸或者磷酸缓冲液来调节流动相的 pH 值
[ 12, 13]。

本实验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 Hypersil BDS 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 值为 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 值小于 3. 5

或大于 3. 8时, Asp和Ser, DBCEC-OH 和Met , Ile和 Leu 3个物质对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 His、Orn、Lys和 Tyr 4种氨基酸衍生物的分离度无明

显改变,故实验中选择流动相的 pH 值为 3. 7。

3. 4. 2　对样品中氨基酸的分析

青稞幼苗提取物中含有 13种氨基酸,含量达 81. 6mg/ g , 其中人体不能合成的 8种氨基酸
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( Lys, M et , Leu, Ile, Thr, Val, T ry 和 Phe)中, 青稞幼苗提取物样品可提供其中的 6种( Ly s, M et ,

Leu, Ile, Thr 和 Val) , 含量达 41. 8mg/ g ,占总氨基酸的 51. 2%, 是高营养的食品补剂之一,具有广

阔的市场前景。

4　结论
本法衍生反应在 5min内完成, 20种氨基酸在 60m in内出峰完全且分离良好,溶剂峰不影响检

测。本分析方法灵敏、可靠、重现性好,是一种理想的全谱氨基酸分析方法。
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Determination of Amino Acids from Highl and Barley Seedl ings Extract

by HPLC-ESI/MS
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Abstract 　 T he amino acids in highland barley seedlings ext ract was determined by

HPLC-ESI/ MS with 2-[ 2-( dibenzocarbazole) -ethoxy ] ethyl chloroformate ( DBCEC-Cl) as the

sensit ive pre-column derivatizat ion reagent . The results show ed that there w ere 13 kind of amino acids

in highland barley seedlings ext ract, and the total content w as 81. 6mg/ g , and there w ere 6 kinds of

am ino acids that couldn' t be synthesized by the body itself , including lysine( Lys) , methionine( M et ) ,

leucine( Leu) , isolencine( Ile) , threonine( Thr ) and valine( Val) , and their contents amounted to 41.

8mg / g with account ing for 51. 2% of the total amino acids. T he method is sensit ive and reliable w ith

good repeatability , that is as the ideal analysis of full-spect rum amino acids in highland barely

seedlings.

Key words　Highland Barley; Amino Acids; HPLC-ESI/ MS; DBCEC-Cl
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