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摘要
本文开发出一种能够对氨基酸进行快速和高分析灵敏度定量分析的液相色谱 (LC) 方
法。此方法采用安捷伦自动进样器与填充表面多孔颗粒填料的 Agilent AdvanceBio 
AAA 色谱柱进行自动化在线柱前氨基酸衍生与色谱分离，成功应用于在三种不同样
品基质中对 23 种氨基酸进行液相色谱分离与精确测定。

使用 Agilent AdvanceBio AAA 色谱柱
分析在线衍生氨基酸
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前言
氨基酸分析历来都是色谱分析中的难点，
在食品、制药和生物等行业中有广泛应
用。如何高效地分析不同种类的氨基酸，
是许多分析化学工作者面临的问题。许多
市场上的方法均存在缺陷，如色谱柱在高 
pH 下寿命短、分析效率低、稀有试剂不
易获取等。

本文开发出的液相色谱方法，可实现氨
基酸的高分析速度和高分析灵敏度定量
分析。此方法采用可靠的在线柱前氨基
酸衍生，结合填充表面多孔颗粒填料的 
Agilent AdvanceBio AAA C18 色谱柱进行
色谱分离。使用安捷伦自动进样器可轻松
实现自动化在线衍生，其中一级氨基酸用
邻苯二甲醛 (OPA) 进行衍生，二级氨基酸
用 9-芴甲基氯甲酸酯 (FMOC) 进行衍生。
本分析所需的所有试剂和氨基酸标准品均
来自 AdvanceBio 氨基酸分析试剂盒。

实验部分
仪器与试剂
Agilent 1260 Infinity 液相色谱仪，配备下
列安捷伦组件：

• G1312B 二元泵

• G1367D 液体自动进样器

• G1316A 柱温箱

• G4212B 二极管阵列检测器

本实验选用的色谱柱为 Agilent AdvanceBio 
AAA C18，4.6 × 100 mm, 2.7 µm（部件号 
655950-802）。

甲醇和乙腈为色谱纯，购自迪马科技公
司。盐酸、磷酸氢二钠和硼酸钠为分析
纯，购自百灵威科技公司。实验用水为 
Millipore Milli-Q 超纯水系统制得的超纯去
离子水。23 种氨基酸参比标样（表 1）、
OPA、FMOC 和硼酸盐缓冲液来自安捷伦
科技公司的 AdvanceBio 氨基酸分析试剂
盒。样品包括复方氨基酸注射液、复方氨
基酸片和山羊乳，均购自当地的药店和 
超市。

氨基酸标准溶液的配制
将 1 mL 安瓿瓶装的 250 pmol/µL 氨基酸
标准品平均分装成 10 份，每份 100 µL。
将每份样品置于样品瓶的内插管中。盖好
样品瓶，在 4 °C 下储存。

从氨基酸补充剂试剂盒中准确称取  
59.45 mg 天冬酰胺、59.0 mg 羟脯氨酸、
65.77 mg 谷氨酰胺和 91.95 mg 色氨酸。
然后将这些氨基酸加入 25 mL 容量瓶中，
再加入 12.5 mL 0.1 M 盐酸溶液，超声直
至氨基酸溶解。然后用水稀释至刻度，摇
匀，并作为氨基酸补充剂储备液 1 在 4 °C 
下储存。

从氨基酸补充剂试剂盒中准确称取  
58.58 mg 正缬氨酸和 44.54 mg 肌氨酸，
将其加入 50 mL 容量瓶中。然后向容量
瓶中加入 25 mL 0.1 M 盐酸溶液，超声至
氨基酸溶解。然后用水稀释至刻度，摇
匀，并作为氨基酸补充剂储备液 2 在 4 °C 
下储存。此溶液可作为内标溶液使用。

取适量氨基酸补充剂储备液 1 和 2，加入
分装的各氨基酸标准品中，并用涡旋振荡
仪将其混匀；贴氨基酸标准溶液标签， 
待用。
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衍生化试剂的配制
FMOC 试剂：将 1 mL 安瓿瓶装的 FMOC 
平均分装成 10 份，每份 100 µL。将每份
样品置于样品瓶的内插管中。盖好样品
瓶，在 4 °C 下储存。在该储存条件下，
分装的溶液可在 7–10 天保持稳定。

OPA 试剂：将 1 mL 安瓿瓶装的 OPA 平均
分装成 10 份，每份 100 µL。将每份样品
置于样品瓶的内插管中。盖好样品瓶，在 
4 °C 下储存。在该储存条件下，分装的
溶液可在 7–10 天保持稳定。

稀释剂：100 mL 流动相 A（含 1.2 mL 磷
酸），4 °C 下储存。

样品前处理
复方氨基酸注射液：取 1 mL 样品溶液，
置于 50 mL 容量瓶中。然后，加入 25 mL 
0.1 M 盐酸溶液，摇匀，加水稀释至刻
度，并再次摇匀。使混合物通过 0.2 µm 
滤膜，保存续滤液，待用。

复方氨基酸片：取 5 片样品，研匀，然
后准确称取相当于 1 片量的细粉。将粉
末置于 15 mL 离心管中，加入 0.1 M 盐
酸溶液，超声至粉末溶解。然后，使溶液
通过 0.2 µm 滤膜。取续滤液 1 mL，加入 
50 mL 容量瓶中，加水稀释至刻度，摇
匀，待用。

山羊乳：参考乳制品国家标准  G B / T 
5009.124–2003 配制。简言之，用 HCl 
使山羊乳中的蛋白质变性，在高温下水解
为氨基酸，经过滤和干燥后，重悬于柠檬
酸钠缓冲液中。

自动进样器程序
• 吸取 2.5 µL 硼酸盐缓冲液

• 吸取 1.0 µL 样品

• 在清洗口将 3.5 µL 混合液混合 5 次

• 等待 0.2 分钟，然后吸取 0.5 µL OPA

• 在清洗口将 4 µL 混合液混合 10 次

• 吸取 0.4 µL FMOC

• 在清洗口将 4.4 µL 混合液混合 10 次

• 吸取 32 µL 稀释剂

• 在清洗口将 20 µL 混合液混合 8 次

• 进样

• 等待 0.1 分钟

• 阀切换至旁路

参数 值 

色谱柱 AdvanceBio AAA C18，4.6 × 100 mm, 2.7 µm

流速 1.5 mL/min

柱温 40 °C

流动相
A) 10 mmol/L 磷酸氢二钠和 10 mM 硼酸钠溶液，用盐酸将 pH 调节为 8.2

B) 甲醇:乙腈:水，45:45:10 (v:v:v)

梯度程序

时间 (min) %B 
0.0 2 
0.35 2 
13.4 57 
13.5 100 
15.7 100 
15.8 2 
18.0 2

检测器

338 nm，带宽 10 nm；参比 390 nm，带宽 20 nm（一级氨基酸） 
262 nm，带宽 16 nm；参比 324 nm，带宽 8 nm（二级氨基酸） 
在赖氨酸出峰后切换波长 
实验设置：在 10.0 分钟时，从 338 nm 切换为 262 nm

液相色谱条件
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采用本报告所述的方法对实际样品中的
氨基酸进行测定，结果如图 2-4 所示。实
际样品中的氨基酸均实现了完全的基线
分离。该方法可成功测定复方氨基酸注
射液中的 18 种氨基酸、复方氨基酸片中
的 17 种氨基酸以及乳制品中的 16 种氨 
基酸。

酸列表。本报告所述分析方法为在原有方
法1,2 的基础上，采用 Poroshell HPH-C18 
色谱柱开发的方法。由于未改变色谱柱选
择性，氨基酸的出峰顺序也不变。赖氨酸
与羟脯氨酸之间有 0.1 分钟的间隔，因此
波长切换对化合物的分析没有影响。

结果与讨论
按照本报告所述的进样程序进行氨基酸样
品的在线衍生进样。利用配备 AdvanceBio 
AAA 色谱柱的 Agilent 1260 Infinity 液相色
谱系统在 18 分钟内对 23 种氨基酸实现
了基线分离，图 1 和表 1 示出氨基酸标准
溶液的色谱图以及图中涉及的 23 种氨基

图 1. 23 种氨基酸标准品的分离结果
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表 1. 23 种氨基酸标准品列表

峰号 氨基酸

1. 天冬氨酸

2. 谷氨酸

3. 天冬酰胺

4. 丝氨酸

5. 谷氨酰胺

6. 组氨酸

7. 甘氨酸

8. 苏氨酸

9. 精氨酸

10. 丙氨酸

11. 酪氨酸

12. 胱氨酸

峰号 氨基酸

13. 缬氨酸

14. 甲硫氨酸

15. 正缬氨酸

16. 色氨酸

17. 苯丙氨酸

18. 异亮氨酸

19. 亮氨酸

20. 赖氨酸

21. 羟脯氨酸

22. 肌氨酸

23. 脯氨酸



5

图 2. 复方氨基酸注射液的分离结果
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图 3. 复方氨基酸片样品的分离结果
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图 4. 乳制品（山羊乳）中氨基酸的分离结果
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结论
本实验使用 Agilent AdvanceBio AAA C18 
色谱柱，在原有氨基酸分析方法的基础
上，建立了准确、快速、重现性好的氨基
酸分析方法，实现了对 23 种氨基酸的定
性和定量分析。本实验对三种不同的化学
药物和食品基质中的氨基酸进行了分析，
均获得了良好的分离度，实现了准确的定
量分析。在线衍生为分析过程节省了大量
样品前处理时间。因此，该方法非常适合
制药、食品及其他行业中大量样品的氨
基酸分析。AdvanceBio AAA C18 色谱柱
填充表面多孔颗粒填料，能够获得与亚 
2 µm 填料相当的柱效，柱压仅有亚 2 µm 
填料的 50% 左右。本实验中的最高梯度
压力为 220 bar，完全兼容常规液相色谱
系统。此氨基酸分析方法中所用的流动相
体系呈碱性，因此硅胶基质色谱柱的耐
受能力非常重要。pH 耐受性测试证明，
AdvanceBio AAA C18 色谱柱在碱性条件
下具有良好的稳定性，可有效保证氨基酸
分析获得可靠的重现性3,4。在实际样品的
分析中，建议使用 AdvanceBio AAA C18 
保护柱。
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消耗品订购信息
部件号 组件

655950-802 AdvanceBio AAA C18 色谱柱，4.6 × 100 mm, 2.7 µm

820750-931 AdvanceBio AAA 保护柱，4.6 × 5 mm

5190-9426 Agilent AdvanceBio AAA 标准品和试剂盒，其中包括：

5061-3339 硼酸盐缓冲液，0.4 M 水溶液，pH 10.2，100 mL

5061-3337 FMOC 试剂，2.5 mg/mL 乙腈溶液，10 × 1 mL

5061-3335 OPA 试剂，10 mg/mL，溶于 0.4 M 硼酸盐缓冲液和 3-巯基丙酸中，6 × 1 mL 安瓿

5062-2479 二硫代二丙酸 (DTDPA) 试剂，5 g

5061-3330 氨基酸标准品，1 nmol/µL，10 × 1 mL

5061-3331 氨基酸标准品，250 pmol，10/包

5061-3332 氨基酸标准品，100 pmol/µL，10 × 1 mL

5061-3333 氨基酸标准品，25 pmol/µL，10 × 1 mL

5061-3334 氨基酸标准品，10 pmol/µL，10 × 1 mL

5062-2478 氨基酸补充剂试剂盒，正缬氨酸、肌氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、色氨酸和 4-羟脯氨酸各 1 g

各个组件可单独订购。


