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·检验技术与方法·

ＡＱＣ柱前衍生ＵＰＬＣ测定人体血清中１７种游离氨基酸

徐凤仙，于嘉屏△

（上海迪安医学检验所研发实验室，上海２００４３３）

　　摘　要：目的　建立６氨基喹啉基Ｎ羟基丁二酰亚胺基氨基甲酸酯（ＡＱＣ）柱前衍生超高效液相色谱法测定人体血清中１７

种游离氨基酸。方法　血清样品经乙腈沉淀蛋白后，在硼酸盐缓冲液中，游离氨基酸与ＡＱＣ反应生成结构稳定的有紫外吸收的

衍生物，用反相Ｃ１８柱分离，紫外检测器检测，外标法定量分析。结果　１７种游离氨基酸的批内精密度范围为２．８１％～７．３５％，

批间精密度范围为７．４４％～１５．４０％，在２．５～２５０μｍｏｌ／Ｌ范围线性良好，线性相关系数为０．９９６０～１．００００，相对标准偏差小于

３％。结论　该方法测定血清中１７种游离氨基酸，１０ｍｉｎ能够完全分离，结果准确、稳定、高效。
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　　血清中各种游离氨基酸的测定是评估人体营养状况、蛋白

质代谢［１］情况以及某些疾病诊断的常用指标，对预测与防治亚

健康群体、对临床诊断如肝性脑病、肝硬化进程等有着非常重

要的参考价值，建立一个快速、准确的氨基酸分析方法对于临

床某些疾病的诊断具有非常重要的指导意义。目前，氨基酸的

分析普遍采用离子色谱法［２］、高效液相色谱法［３５］、液相色谱

质谱法［６８］等。本文探讨了６氨基喹啉基Ｎ羟基丁二酰亚胺

基氨基甲酸酯（ＡＱＣ）柱前衍生超高效液相色谱法测定氨基

酸的方法，并应用于人体血清中１７种游离氨基酸的测定。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　超高效液相色谱仪（ＵＰＬＣ，美国 Ｗａｔｅｒｓ

公司，Ｈｃｌａｓｓ型）；医用高速冷冻离心机（北京白洋医疗器械有

限公司）；电热恒温干燥箱（上海森信实验仪器有限公司）；超纯

水仪（成都优普超纯科技有限公司）等。色谱纯甲醇（Ａｎａｑｕａ

ＣｈｅｍｉｃａｌｓＳｕｐｐｌｙ公司）；色谱纯异丙醇（ＡｎａｑｕａＣｈｅｍｉｃａｌｓ

Ｓｕｐｐｌｙ公司）；色谱纯乙腈（ＡｎａｑｕａＣｈｅｍｉｃａｌｓＳｕｐｐｌｙ公司）；

衍生化试剂（ＡＱＣ，Ｗａｔｅｒｓ公司）：Ｃ１８氨基酸专用分析色谱柱

（Ｗａｔｅｒｓ公司）；流动相 Ａ浓缩液（Ｗａｔｅｒｓ公司）；流动相Ｂ浓

缩液（Ｗａｔｅｒｓ公司）。标准品溶液：Ｌ精氨酸（Ａｒｇ）、Ｌ组氨酸

（Ｈｉｓ）、Ｌ异亮氨酸（Ｉｌｅ）、Ｌ亮氨酸（Ｌｅｕ）、Ｌ赖氨酸（Ｌｙｓ）、Ｌ

甲硫氨酸（Ｍｅｔ）、Ｌ苯丙氨酸（Ｐｈｅ）、Ｌ苏氨酸（Ｔｈｒ）、Ｌ缬氨酸

（Ｖａｌ）、Ｌ丙氨酸（Ａｌａ）、Ｌ天冬氨酸（Ａｓｐ）、Ｌ胱氨酸（Ｃｙｓ，１．２５

ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｌ谷氨酸（Ｇｌｕ）、Ｌ甘氨酸（Ｇｌｙ）、Ｌ脯氨酸（Ｐｒｏ）、Ｌ

丝氨酸（Ｓｅｒ）、Ｌ酪氨酸（Ｔｙｒ）混合标准品溶液购自 Ｗａｔｅｒｓ公

司（除单独标注外浓度均为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）。

１．２　方法

１．２．１　衍生原理　衍生化试剂为６氨基喹啉基Ｎ羟基丁二

酰亚胺基氨基甲酸酯（ＡＱＣ），是一种活性 Ｎ羟基丁二酰亚胺

的氨基甲酸酯，一种氨衍生化化合物。其化学结构见图１（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

ＡＱＣ与初级氨基酸和次级氨基酸快速反应生成稳定性极

高的脲衍生物，见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”）。过量的试剂水解生成６氨基喹啉（ＡＭＱ），这是一种

无干扰的副产物。

１．２．２　色谱条件　各流动相根据 ＷＡＴＥＲＳ提供的流动相 Ａ

浓缩液、流动相Ｂ浓缩液及超纯水配制而成。表１中的流动相

Ａ为流动相Ａ浓缩液；流动相Ｂ为１０％流动相Ａ；流动相Ｃ为

超纯水；流动相Ｄ为流动相Ｂ浓缩液。流动相梯度见表１（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

１．２．３　应用标准溶液配制　将２．５ｍｍｏｌ／Ｌ标准品母液用超

纯水稀释１０倍，分别移取稀释液１０、２５、１００、２５０、５００μＬ，再分

别加入超纯水９９０、９７５、９００、７５０、５００μＬ，得到浓度为２．５、

６．２５、２５、６２．５、１２５、２５０μｍｏｌ／Ｌ的应用标准溶液。

１．２．４　样品处理　标准品处理：准确移取７０μＬ硼酸盐缓冲

液到色谱瓶中，移取１０μＬ氨基酸应用标准品至色谱瓶中，加

入２０μＬ衍生化试剂，盖上盖子，立即涡旋混合数秒钟，在室温

下放置１ｍｉｎ，将色谱瓶置于恒温加热仪内，５５℃加热１０ｍｉｎ。

血清样品前处理：准确移取１００μＬ血清样品至１．５ｍＬ离心管
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中，加入１００μＬ乙腈，混匀３０ｓ，然后置于－４℃１０ｍｉｎ，在高

速冷冻离心机上以１３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，离心结束取出静

置２０ｍｉｎ，移取１０μＬ样品上清液，按照标准品标准操作步骤

进行衍生化处理。

２　结　　果

２．１　标准品分离图谱　１７种氨基酸标准品完全分离，峰型比

较对称，基本上没有杂峰干扰，说明在此条件下能够得到良好

的分离，色谱图见图３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”）。

２．２　血清样品分离图谱　血清样品中氨基酸完全分离，有部

分峰有干扰，但对于目标峰来说没有影响，血清中１７种氨基酸

对应的色谱图见图４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”）。

２．３　精密度试验　取健康人血清样品从衍生反应开始重复

１０次，以外标法定量测定各氨基酸浓度，批内精密度范围为

２．８１％～７．３５％；一日内分６批测定，计算批间精密度，范围为

７．４４％～１５．４０％。结果见表２。

表２　　精密度试验结果

氨基酸
批内

ｘ ｓ 犆犞％

批间

ｘ ｓ 犆犞％

Ｈｉｓ ３．２１ ０．１１ ３．４０ １．６９ ０．１３ ７．９１

Ｓｅｒ ９．４６ ０．２７ ２．８１ ８．４４ ０．９７ １１．４８

Ａｒｇ ７．５０ ０．３４ ４．５５ ７．４９ ０．８６ １１．５０

Ｇｌｙ １７．５３ １．０７ ６．１１ １２．４４ １．３８ １１．１２

Ａｓｐ １．８１ ０．１０ ５．４０ １．４８ ０．２３ １５．４０

Ｇｌｕ ９．１１ ０．５２ ５．７６ ８．１２ １．０７ １３．２１

Ｔｈｒ ７．６７ ０．３２ ４．１３ ７．２３ ０．８２ １１．３３

Ａｌａ ３２．３３ １．８２ ５．６４ ２８．９５ ３．５６ １２．２８

Ｐｒｏ １３．００ ０．６３ ４．８４ １２．６７ １．４４ １１．３６

Ｃｙｓ ２．８６ ０．２１ ７．３５ １．４０ ０．１７ １２．４５

Ｌｙｓ １１．１５ ０．６３ ５．６７ １１．２７ ０．９９ ８．７７

Ｔｙｒ ４．７４ ０．２０ ４．１７ ４．２３ ０．５４ １２．７７

Ｍｅｔ １．３７ ０．０６ ４．３５ １．６４ ０．２０ １２．２７

Ｖａｌ １７．２２ ０．７１ ４．１０ １６．８９ １．５４ ９．１２

Ｉｌｅ ４．４７ ０．１７ ３．７９ ４．４６ ０．３４ ７．５１

Ｌｅｕ ９．１２ ０．３４ ３．７１ ８．７７ ０．６５ ７．４４

Ｐｈｅ ５．８２ ０．１８ ３．１１ ５．７０ ０．４４ ７．６５

２．４　线性范围试验　按照１．２．３配制好不同浓度的标准品溶

液，以浓度为横坐标（犡），对应的峰面积为纵坐标（犢），绘制标

准曲线，１７种氨基酸的线性回归方程及相关系数见表３（见《国

际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），在２．５～２５０μｍｏｌ／Ｌ

范围内线性良好，相关系数为０．９９６０～１．００００。平行测定６

次相对标准偏差小于３％。

３　讨　　论

血清中常见游离氨基酸有２０种，本方法所购置的标准品

是１７种混合标准液，标准品溶解在盐酸溶液中，而色氨酸在酸

性环境下易被破坏，可将色氨酸在碱性溶液中进行稀释，然后

进行衍生化处理，单独建立校正曲线。

批间精密度试验中有些氨基酸变异较大，可能与样品的保

存、衍生的温度、酸碱度等条件的变化相关，因此控制实验条件

的一致性对结果的重现性具有重要作用。针对样品本身基质

的复杂性一定要控制好其保存条件，在条件允许下，可以进行

几个不同温度下保存，对照处理，验证其结果的稳定性，以确定

最优保存条件。

目前国内外采用高效液相色谱仪分析氨基酸的方法有很

多，但大多操作繁琐，分析条件要求苛刻，且耗时较长，导致结

果报告时间很长。本文应用 ＡＱＣ柱前衍生反相超高效液相

色谱法仅用１０ｍｉｎ即可成功分离血清中１７种游离氨基酸，建

立了１７种氨基酸的定量方法。衍生化处理步骤比较简单，试

剂用量少、灵敏度高、分析时间短、基线波动小、稳定性好，是准

确、快速、稳定、可靠的氨基酸分析方法。
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