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摘 要
�

介绍了以邻苯二甲醛
、

氯甲酸茹甲醋
、

异硫氰酸苯醋
、

丹酞氛
、

二甲胺偶氮苯磺

酞氯和 �一氨基喳琳一�一经基唬拍酞亚胺基氨基甲酸醋等作为衍生试剂的柱前衍生与反相

高效液相色谱法相结合分析氨基酸的原理及特点
。
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����年 �������� 等���首先使用 了离子交换色谱�����与柱后苟三酮衍生相结合的

技术分析蛋白质水解氨基酸
，

建立了经典的氨基酸 自动分析技术
。

�� 多年来
，

氨基酸分

析技术及分析仪器发展迅速
，

日臻完善
。

分析时间不断缩短
，

灵敏度不断提高
，

自动化程

度越来越完美
。

特别是柱前衍生技术与反相高效液相色谱���一�����相结合的氨基酸分

析技术的出现
，

形成了具有广泛适应性的现代氨基酸分析技术
。

� 氨基酸分析的柱前衍生技术

大多数的氨基酸无紫外吸收也无荧光发射特性
。

为提高分析检测的灵敏度和分离

选择特性
，

常常需要将氨基酸衍生
。

氨基酸的衍生方式有柱前衍生和柱后衍生两种
。

柱

后衍生与 ���法相结合
，

通常的衍生试剂为苟三酮和邻苯二甲醛��以�
。

柱后衍生的缺

点在于分析柱易被样品组分污染
、

分析时间长且灵敏度较低
、

需要专用仪器且仪器较复

杂
、

试剂必须变为中性才能检测等
。

从色谱分析的角度上讲
，

柱后衍生与 ���法相结合

分析氨基酸时没有充分发挥高效液相色谱法的优势
。

而柱前衍生技术与 ��一���� 相结

合分析氨基酸正弥补了它的不足
。
��一���� 分析技术快速

、

灵敏
，

而且仪器的适用性更

广�不止局限于氨基酸的测定�
，

被认为是经典氨基酸分析技术的一种替代技术���
。

目前已经报道的用于氨基酸柱前衍生的衍生试剂很多
，

主要有
�

邻苯二甲醛��以�
、

氯甲酸药甲醋�����
一���

、

异硫氰酸苯醋������
、

丹酞氯����
���一���

、

二甲胺偶氮苯磺酞

氯�������一���和 �一氨基喳琳
一�一经基唬拍酞亚胺基氨基甲酸醋�����等

，

下面依次介绍

它们与 ��一���� 相结合分析氨基酸的原理及特点
。

�
�

� 邻苯二甲醛�����

这种衍生试剂最早是用于代替水合苟三酮
，

以提高柱后衍生离子色谱法的检测灵

敏度
。

用于柱前衍生分析氨基酸产生于 ���� 年���
。
���法是目前应用于柱前衍生分析氨
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基酸最普遍的技术之一
。
��� 与硫醇试剂联用

，

室温碱性条件下��� ” �
�

��迅速与一级氨

基酸反应�仅需 �� ��
，

生成具有强荧光的产物 �一硫代一�一烷基
一异叫噪伍。 二���

��
，
入、 二

����
��

。

所使用的硫醇试剂通常为 �一琉基乙醇��
一����和 �一琉基丙酸��

一����
，

但前

者有时造成某些氨基酸的分离度较差
，

故常用后者代替���
。

改进的方法
，

使用小粒径填

料��林��的短分析柱测定生理体液中的 �� 种游离氨基酸时
，

分析时间小于 �� ������ 。

虽

然这一方法在实际工作中的荧光检测灵敏度通常为 �����
，

但也有报道说最低可达 �

��
�����

。

优点
�①�以 本身不发荧光

，

色谱分离中不会形成干扰峰 �②��� 与硫醇试剂连用
和一级氨基酸的反应迅速

，

易于实现在线 自动化 �③柱寿命长 ，

每 ���
一���次分析后更

换保护柱
，

每根分析柱至少可以作 ��� 次分析
，

而保留时间和峰形无明显变化
。

缺点
�①��� 不能直接与二级氨基酸�脯氨酸和经基脯氨酸�反应

，

需预先氧化开环
，

补偿这一缺陷可通过与 ����一�� 联用的方法 �②��� 试剂本身不稳定
，

容易氧化降解

�由无色透明变成微黄色�
，

造成实际工作中试剂的保存困难 �③�以 与氨基酸的衍生产

物也不稳定
，

衍生后需立即进样分析
。

�
�

� 氮甲酸茹甲醋�����一���

����一�� 在中性溶液中能同时与一级和二级氨基酸迅速反应��� ��生成具有强荧

光的衍生物
，

可用荧光检测伍。 二��� ��
，
入、 ���� �

��
，

也可用紫外检测
。

衍生产物�组氨

酸除外�非常稳定
，

允许 �� �内分析
。

此方法分离生理氨基酸标准混合液中的 �� 种氨基

酸可在 �� ��� 内完成
，

分离 �� 种氨基酸衍生物为 �� ���
。

检测灵敏度低于 ���� 级
。

优点
�①能够同时与一级和二级氨基酸反应 ，

且反应速度快
，

易于实现自动化
。 ②衍

生产物稳定
，

允许 �� �内上机分析
。

缺点
�①试剂本身及其水解产物 ����一�� 有荧光

，

色谱分离中会产生一定干扰
。

实验室中常用戊烷抽提以除去干扰
，

并能终止反应和防止衍生产物的 自然降解 ‘�� 。

��
���� 等���和 ����

�����等使用柱前自动衍生和多步自动控制程序
，

实现了不需预先除去

剩余试剂而不干扰色谱分离
。 ②����一�� 与组氨酸形成的衍生物不稳定 ，

影响定量
。

�
�

� 异硫抓酸苯醋������

����柱前衍生法也是普遍用于 ��一����分析氨基酸的方法之一��，�� 。

虽然这种物

质被研究了 �� 多年
，

但直到 ���� 等将其用于测定梭肤酶 � 的消化物之后
，

才被应用到

游离氨基酸定量之中
，

随后他们又将此方法拓展
，

用于分析水解多肤和蛋白质氨基酸
。

���� 与氨基酸反应生成苯氨基硫甲酞衍生物����一���
，

用紫外检测���� ���
，

因此该方

法的检测灵敏度不如荧光检测高
。

但是由于 ���
一�� 的紫外吸收值高

，

所以当分析氨基

酸标样时
，

其检测的灵敏度也可以达到 �����
，

而分析实际样品时
，

它的检测灵敏度只

能达到 �� �������
。

室温下
，

���� 与氨基酸的衍生反应可在 �一�� 而
�
内完成

。

由于试剂具

有挥发性
，

所以需用过量的试剂进行反应
，

反应后剩余试剂通过减压蒸发法去除
。

本方

法已拓展至磷酸氨基酸和硫酸氨基酸等修饰氨基酸与不同组织氨基酸的分析
。

优点
�①可与一级和二级氨基酸同时反应 �②衍生产物单一 、

稳定
，

冻干的衍生物
一��℃可贮存 �个月

，
�℃水溶液中可贮存 ��

，

而色谱响应值无明显变化�����③分析时间
短

，

测定水解氨基酸仅需
·

�� ���
。

缺点
�①样品的制备较为繁琐 ，

需预先去除剩余试剂
，

而且虽然严格操作
，

但存在于

样品中的痕量 ���� 试剂也会缩短分析柱的寿命 �②胧氨酸的线性不好 ，

实践中此法不

适用于游离胧氨酸的测定 �③如前所述 ，

由于只能使用紫外检测
，

所以和使用荧光检测
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的方法相比
，

此法检测灵敏度较低
。

�
�

� 丹酸氧�������一���

���� 年 ���
��
合成了 ������一��

，

它是著名的测定一级
、

二级胺的荧光试剂
，

除了和

��一���� 结合测定氨基酸外
，

还可以用于薄层色谱法�����
。
������一�� 与氨基酸最适反

应条件为
�
室温下暗反应 �����而� ，

����� 等〔川则推荐反应时间最好为 �� ���
，

并且指

出反应时间的长短主要是由氨基酸的结构所决定的
。
���

���一�� 与氨基酸形成的单酞化

衍生物具有很强的荧光
，

使用荧光检测器检测伍。 ���� ���
，
入、 二���

�
��

，

也可以用紫外

检测����
���

。

荧光检测的灵敏度为 �
�

�����
，

紫外检测的灵敏度仅为 ��� ����
。

而 ������

等���则报道
，

当检测人体血浆中的游离氨基酸时
，

每种氨基酸和多肤�除胧氨酸外�的检荧

光测限为 �
�

�����
。
������一�� 与组氨酸反应生成双峰

，

但次峰�单衍生物�是在天冬氨酸

和谷氨酸之间洗脱出来
，

不会干扰其他氨基酸的定量
。

此法也可用于各种修饰氨基酸的

分析
。

优点
�①一级和二级氨基酸可同时测定 �②此法胧氨酸的线性优异 ，

适用于 ����

法定量生物材料中的游离胧氨酸����
。

缺点
�①������一�� 与氨基酸的衍生反应活性差

，

速度较慢
，

至少需要 �� ��� 才能达

到最大产率 �②衍生物的荧光易被缓冲液碎灭
，

有时需用紫外检测
，

但检测灵敏度低 �③
衍生产物不太稳定

，

需要在密闭和避光的条件下反应
，

并且衍生完成后需立即进样分

析 �④如前所述 ，

由于组氨酸与 ������一�� 反应生成双峰
，

所以它的重复性较差
。

�
�

� 二甲胺偶氮苯磺酞氯�������一���

������一�� 为 ������一�� 的类似物
，

和 ���
�
贝一�� 与氨基酸的反应一样

，

都属于磺酞

卤化物的烷基化修饰
。
������一�� 与氨基酸反应生成具有强紫外吸收的产物����

�
��

。

紫

外检测灵敏度为 �����
，

荧光检测灵敏度为 �
�

�����
，

两者相当
。
������一�� 已经被成功

地应用于纳克级浓度的蛋白水解氨基酸的分析����
。

也有用于尿中游离氨基酸测定的报

道
。
�������等����对 ������一�� 与氨基酸反应条件进行了优化

，

使反应时间大为缩短
。

此

方法现已拓展至磷酸氨基酸和硫酸氨基酸等修饰氨基酸的检测
。

优点
�①可同时分析一级和二级氨基酸 �②衍生方法简单 ，

避免了由于繁琐的操作

而造成的误差 �③衍生产物稳定 ，

室温下保存 �个月之久也无明显的降解 �④此法既可
用荧光检测又可用紫外检测

，

且两者的灵敏度相当
。

缺点在于 ������一�� 与组氨酸
、

赖氨酸
、

胧氨酸和酪氨酸反应生成多种衍生物
，

且这

些衍生物的产生是随试剂与氨基酸的比例变化而变化的
，

因此造成未知样品的无法定

量
。

�
�

� �一氨基瞳琳一�一翔基唬铂酞亚胺基氨基甲酸醋�����

���是由 ����� 等〔���于 ���� 年合成的一种全新的柱前衍生试剂
。

它是近几年应用

较为广泛的氨基酸柱前衍生试剂之一���， ’�� 。
���与氨基酸反应是快速而且特效的

，

典型

的衍生反应是 �林�的氨基酸溶液与 �� 林�的硼酸混合
，

然后加人 �� 林�的 ���试剂
。

样品于 ��℃下加热 �� ��� 后进样分析
。

此法既可用紫外检测����
�
��又可用荧光检测

伍。 二�����
，
入、 二��� ��

，
������

，

其中 入、 ����
�� 是避免反应副产物 �一氨基哇琳形成

较大的色谱峰而干扰分析
。

当分析纯蛋白水解氨基酸时
，

检测灵敏度可达 加
。 �级

，

但在

分析较复杂样品的水解氨基酸时
，

由于有背景干扰
，

检测灵敏度为 �
�

卜�
�

�����
。

优点
�①衍生反应简单快速 ，

且不受介质干扰 �②衍生产物稳定 �③衍生产物的发射
波长比 ���的水解产物的发射波长大 ����

，

因而色谱分析时试剂的水解物干扰小 �④
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衍生缓冲液的 �� 范围宽
，

一般为 �
�

�一�
�

�
。

缺点
�①相对较长的分析时间�标准 ���法分析 �� 种水解氨基酸需 �� �����②���

在低浓度流动相介质中的荧光量子仅为高浓度下的 ���
，

导致洗脱过程中前馏分的检

测灵敏度通常比后馏分的检测灵敏度高 〔伙③当样品中存在经基脯氨酸和经基赖氨酸
时

，

反应副产物 �一氨基哇琳会干扰定量
。

�������� 等人虽然优化了色谱条件
，

提高了

���和经基脯氨酸
、

经基赖氨酸的分离度
，

但是以延长分析时间为代价的
。

� 几种柱前衍生技术的比较

以 ���
、
����一��

、
����

、
������一��

、
���

���一��和 ���等为衍生试剂的氨基酸柱前

衍生技术在实际应用中各具特点
，

它们之间的比较见表 �
。

表 � 几种柱前衍生技术的比较

比较因素 一一－－一一」吐生兰止生一一一一一一一一一一

检测模式

灵敏度

衍生物稳定性

反应动力学

是否检测二级氨基酸

��〕�

荧光

�����

不稳定

����一��

紫外�荧光

������
一��

紫外�荧光

���

纂
快速

否

紫外
����

稳定

中速

是

���
���一��

紫外
护

灾光

快速

是

紫外
沪

炭光
�们曰

极稳定

快速

是

�以 法是分析一级氨基酸�胧氨酸除外�的常用方法
，

如果需要分析二级氨基酸则一

般选用 ����一�� 或 ��� 与 ����一�� 联用技术
。
����法灵敏度稍差

，

当样品充足可用

时
，

用此方法作临床或蛋白化学分析较好
。
���

���一�� 法一般用于测定胧氨酸
，

但是灵敏

度不如其他方法
。
������一�� 法可用于测定二级氨基酸和胧氨酸

，

但需注意控制影响定

量的干扰峰
。
���法的应用时间虽然较短

，

但优点甚多
，

缺点主要是试剂在低浓度流动

相和高浓度流动相介质中的荧光量子效率不一致
，

导致前馏分的检测灵敏度比后馏分

的高
。

� 结束语

氨基酸的柱前衍生 ��一����分析技术以其特有的优势－灵敏度高
、

分析时间短

和重复性好等
，

正在为人们所普遍接受
。

常用的几种柱前衍生试剂分析氨基酸时各具特

点
，

实际工作中
，

具体用何种方法应根据衍生速度与简便程度
、

分析速度与灵敏度
、

检测

二级氨基酸与胧氨酸能力
、

干扰因素和重复性等指标作出选择
。
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