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用于氨基酸分析的HPLC柱前衍生化方法研究进展 
韩宁娟  方欢乐  牛睿  刘荣利  陈彦君 

（西安培华学院  陕西西安  710125） 

摘要：本文阐述了近年了柱前衍生化高效液相色谱法检测氨基酸的方法，重点介绍了氨基酸衍生化试剂，衍生条件、色谱检测条件等内容。通过衍生

试剂衍生方法的特点进行分析，为中药、食品、生物样品中氨基酸的分析提供依据。 
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Research progress of HPLC pre-column derivatization method for amino acid analysis 
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In this paper，the methods for the detection of amino acids by pre-column derivatization high performance liquid chromatography in recent years are reviewed，and the 

amino acid derivatization reagents，derivatization conditions，and chromatographic detection conditions are mainly introduced. The analysis is carried out through the 

characteristics of the derivatization method of the derivatization reagent，which provides the basis for the analysis of amino acids in traditional Chinese medicine，food 

and biological samples. 

 

氨基酸是蛋白质的基本结构单位，也是能量来源，直接参与细

胞信号传导，营养细胞特异性代谢，氧化应激和膳食蛋白利用效率。

氨基酸的定量分析在许多领域都是必需的，包括生物医学研究、生

物工程和食品科学。虽然已经有很多氨基酸定量分析方法已经开发

出来并商业化，但是，现有方法在分析速度、灵敏度、重复性等方

面仍需努力。 

氨基酸的种类繁多，有些不具有紫外或荧光信号，无法定量分

析。柱前衍生液相色谱法是柱前衍生化方法，其中氨基酸在进入色

谱柱柱之前用发色团或荧光团衍生化，提高其疏水性，衍生化的氨

基酸可以在反相柱上分离，导致比常规离子交换方法更快的分析和

更高的灵敏度。常用的衍生化试剂有异硫氰酸苯酯、2，4- 二硝基

氟苯、邻苯二甲醛和 6-氨基喹酰-N-羟基琥珀酰亚胺氨基甲酸酯等

试剂都可作为氨基酸衍生化试剂。 

本文从样品衍生化试剂、衍生化技术条件、高效液相色谱条件

要求等多个方面对进行的综合的阐述，通过总结衍生化试剂、衍生

化方法等的特点，可为从事中药、食品、生物样品分离中氨基酸分

析提供技术参考。 

1 异硫氰酸苯酯作为衍生化试剂[1-6] 

以异硫氰酸苯酯作为衍生化试剂检测氨基酸的含量，异硫氰酸

苯酯（phenylisothiocyanate，PITC）在三乙胺形成碱性环境下，与游

离和水解的氨基酸发生定量反应，形成稳定的具有强紫外吸收的苯

硫胺基氨基酸衍生物，每个氨基酸只生成一个产物。因过量的试剂

和副产物会干扰检测，一般会加入正丁醇萃取未反应完的 PITC 和副

产物减小干扰。采用柱前衍生高效液相色谱法分析了大鼠血浆、尿

液、脊髓液、哺乳动物组织样本中的 AAS 水平。异硫氰酸苯酯可与

氨基酸在室温条件下快速反应，生成稳定的含苯基的 PTC-AA 衍生

物，因此仅需简单的液相色谱结合紫外检测器即可实现高灵敏度检

测。但是 PITC 痕量残留的衍生剂会造成分析柱寿命缩短。 

1.1 色谱条件 

异硫氰酸苯酯作为衍生化试剂的高效液相色谱条件，用乙腈或

甲醇-水，加入适量的 pH6.5 醋酸盐缓冲溶液作为流动相，流速

1.0ml/min，柱温 35-43℃，进样体积 20μL，可达到分析要求。 

1.2 衍生化条件 

以异硫氰酸苯酯为衍生化试剂测定氨基酸含量的衍生化条件

为：用比样品溶液体积高 5 倍的 1.0 mol/L 的异硫氰酸苯酯乙腈溶液，

在 1.0 mol/L 三乙胺乙腈溶液催化下反应 1h，用与反应液等体积的正

己烷或正丁醇萃取未反应完的 PITC 及副产物，室温下放置 10 分钟

后即可。 

表 1  柱前衍生试剂比较 

衍生试剂 与仲胺反应 氨基酸衍生物的稳定性 色谱分析前需要去除多余试剂 

PITC 是 室温 1 周 不必要 

AQC 是 室温 1 周 不必要 

NBD-F 是 不稳定 必要的 

FMOC-Cl 是 室温 30 小时 必要的 

OPA 否 不稳定 不必要 

2 2，4- 二硝基氟苯作为衍生化试剂 

2，4－二硝基氟苯（DNFB）为衍生剂，氨基酸与其反应后得到

二硝基苯氨基酸（DNP－氨基酸），DNP－氨基酸在紫外线 360nm 处

有较强的吸收，且较稳定，不易分解，能满足 HPLC 法分离和检测

的要求。但 DNFB 的纯度对于柱前衍生化高效液相色谱法含量测定

具有影响较大，且 DNFB 易于氧化变色，宜冷藏备用，且因其有剧

毒和致癌性，故试验时应做好防护工作。 

2.1 色谱条件 

以 FDNB 为衍生化试剂[7-10]色谱条件，流动相采用乙腈-水体系，

加入乙酸铵，乙酸，以 C18，ODS 柱为色谱柱，流速 1.0ml/min，柱

温 25-30℃，进样体积 20μL，检测波长为 360nm。 

2.2 衍生化条件 

以 FDNB 为衍生化试剂测定氨基酸含量的衍生化条件为：用比

样品溶液体积高 5 倍的 1%的 FDNB 乙腈溶液，在 50.0mmol/LNaHCO3

乙腈溶液催化下反应 60℃恒温避光水浴 30min，冷却至室温后，加

入 0.2%甲酸水溶液涡旋离心 10min 后，取上清液即得。 

3 邻苯二甲醛（OPA）为衍生化试剂 

邻苯二甲醛（OPA）进行了阳离子交换色谱柱后衍生和反相高

效液相色谱柱前衍生。在硫醇（如巯基乙醇）存在下，OPA与氨基

化合物反应形成荧光衍生物。OPA衍生物可通过340 nm的紫外吸收、

340 nm和450 nm的激发和发射波长的荧光测定和/或对荧光活性很

少或没有荧光活性的OPA衍生物的安培测定来检测。 

OPA衍生氨基酸反应迅速，易于实现在线自动化，但是在不存

在催化剂的前提下，邻苯二甲醛（OPA）仅与伯胺反应，且与氨基

酸形成缀合物不稳定。因此，在碱性条件下，在没有氧化剂如次氯

酸盐的情况下，不能用OPA直接检测到氨基酸脯氨酸和羟脯氨酸。 

3.1 色谱条件 
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以 OPA 为衍生化试剂[11-15]色谱条件，流动相采用乙腈-甲醇-
水体系，有的加入磷酸二氢钠、四氢呋喃，以 C18 柱为色谱柱，流速
1.0ml/min，柱温 25℃，将样品、硼酸缓冲液、氯甲酸-9-芴基甲酯
溶液回合进样，进样体积 20μL，检测波长为 262nm。 

4 AQC作为衍生化试剂 
6-氨基喹啉基-N-羟基琥珀酰亚胺基甲酸酯（AQC）可与伯胺

和仲胺（包括脯氨酸和羟脯氨酸）反应生成稳定的衍生物，过量的
试剂立即水解生成6-氨基喹啉（AMQ）。尽管AMQ具有与AQC衍生
物相同的激发最大值，但AMQ的发射最大值与AQC衍生物的发射最
大值不同。发射最大值的差异允许在存在大量过量AMQ的情况下选
择性检测AQC衍生物。因此，在注入反相柱之前除去过量的试剂变
得不必要。 

5讨论 
此外，衍生化试剂还有４-氯-３，５－二硝基三氟甲苯、丹酰

氯、2，4－二硝基氟苯等。HPLC柱前衍生法分析的痕量氨基酸涉及
到中药、食品和生物等领域。柱前衍生法高效液相色谱法采用的色
谱柱有C18柱、氨基酸分析柱等。检测器有紫外检测器和荧光检测器，
经过衍生化高效液相色谱后的氨基酸的检测有的可达ng水平。现有
报道中，以PITC或OPA为衍生化试剂，在C18柱上，通过紫外检测器
或荧光检测器均可以实现20种痕量基本氨基酸的分析检测，可为痕
量氨基酸的分析检测方法提供参考。 

采用柱前衍生化分析氨基酸，衍生化试剂的的稳定性、衍生化
产物的稳定性、色谱柱的类型、色谱柱的类型、检测器等都会影响
结果的准确性，该方法的重复性是确保方法该方法准确性的关键指
标。 
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