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高效液相色谱法同时测定新鲜烟叶中１７种氨基酸含量
黄丽佳，吴双凤，邓　亮，梁梦洁，罗　娜，王　雪，郭亚东，林彦君

（昆明医科大学药学院　暨云南省天然药物药理重点实验室，云南 昆明 ６５０５００）

摘要：采用高效液相色谱法测定新鲜烟叶中１７种氨基酸的含量，色谱柱为 ＳｕｎＦｉｒｅＣ１８（４６ｍｍＩＤ×
２５０ｍｍ，５μｍ），柱温４０℃，二极管阵列检测器，检测波长２５４ｎｍ，流动相流速１０～１５ｍＬ／ｍｉｎ，梯
度洗脱．结果表明，１７种氨基酸在２５～５００μｇ／ｍＬ范围内具有良好的线性关系 （ｒ＞０９９５），加标回收
率在８８０％～９９６％之间，ＲＳＤ为０６％～３５％；新鲜烟叶中含量较高的是丙氨酸、苯丙氨酸、谷氨酸
和脯氨酸等，１７种氨基酸的总含量达到８８７ｍｇ／ｇ．
关键词：高效液相色谱；新鲜烟叶；氨基酸；含量测定
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　　烟草 （ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）是茄科 （Ｓｏ
ｌａｎａｃｅａｅ）烟草属 （Ｎｉｃｏｔｉａｒｉａ）植物，其在我国种
植广泛．在烟叶成熟和烘烤过程中，烟草中含有的
丰富的氨基酸会发生美拉德反应，生成一系列对烤

烟品质、香味和颜色有显著影响的物质［１］．因此，
在烤烟栽培、烘烤、加工等过程中，测定其游离氨

基酸的含量是一项很有意义的工作．

目前，烟草中氨基酸的测定一般采用液相色谱

法［２－３］、氨基酸分析仪法［４］、液相色谱－串联质谱
联用 （ＬＣＭＳ／ＭＳ）［５－６］、离子色谱法［７］等，由于

液相色谱－串联质谱仪器昂贵，而氨基酸本身没有
紫外吸收，所以本文采用柱前衍生化法，通过衍生

化反应后，使用普通的紫外检测器检测，测定了烟

草中１７种氨基酸的含量．



１　材料与方法

１１　仪器与材料
１１１　材料

乙腈 （色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；乙酸钠
（分析纯，四川西陇科学有限公司）；１７个氨基酸
对照品 （购于美国 ＡｃｃｕＳｔａｎｄａｒｄ公司，纯度 ＞
９８％）；实验用水为超纯水．
１１２　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪 （配置有二元梯度

泵、自动进样器、柱温箱、二极管阵列检测器和色谱

工作站，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＡＥ２４０电子天平 （精度

００００１ｇ，瑞士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；超纯水纯化系
统 （ＭｉｌｌｉＱ５０纯水仪，美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）．
１１３　色谱条件

色谱 柱 为 ＳｕｎＦｉｒｅ Ｃ１８ （４６ｍｍ ＩＤ×
２５０ｍｍ，５μｍ）；柱温 ４０℃；流动相流速 １０～
１５ｍＬ／ｍｉｎ；流动相Ａ：１００ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸钠；流动
相Ｂ：８０％乙腈；梯度洗脱程序见表 １；进样量
１０μＬ；检测波长２５４ｎｍ．

表１　流动相梯度洗脱条件

时间／ｍｉｎ
流动相流速／
（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

流动相Ａ／％ 流动相Ｂ／％

０ １０ １００ ０
５０ １０ １００ ０
１３５ １０ ９４ ６
１８０ １０ ８４ １６
２５０ １５ ７２ ２８
２８０ １５ ０ １００
３００ １５ ０ １００
３２０ １５ １００ ０
３５０ １０ １００ ０

１１４　实验样品
采自云南省石林县耀奇香草谷的红花大金元新

鲜烟叶．
１２　对照品溶液的制备

１）对照品储备液的配制：精密称定００１００ｇ天
冬氨酸对照品，置于１０ｍＬ容量瓶中，加入一定量
（０１ｍｏｌ／Ｌ）盐酸水溶液，溶解后定容至１０ｍＬ，得
到１ｍｇ／ｍＬ天冬氨酸标准品溶液，并装入棕色瓶中，
塞盖密封，４℃条件下保存，备用．其余１６种氨基
酸 （谷氨酸、丝氨酸、丙氨酸、精氨酸、苏氨酸、组

氨酸、精氨酸、脯氨酸、酪氨酸、缬氨酸、蛋氨酸、

胱氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸）对

照品储备液用上述方法制备．
２）对照品的衍生化过程：将对照品储备液各

取１ｍＬ混匀后，准确吸取 ０５ｍＬ混合对照品溶
液，加入 ０５ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ三乙胺乙腈溶液 （美国

ＳＩＧＭＡＡＬＤＲＩＣＨ公司），并加入０５ｍＬ０１ｍｏｌ／Ｌ
苯基异硫氰酸酯乙腈溶液 （北京百灵威科技公

司），涡旋混匀１ｍｉｎ，３５℃ 水浴加热反应０５ｈ，
待反应完全后加入１ｍＬ正己烷溶液，涡旋１ｍｉｎ，
静置沉淀１５ｍｉｎ，取下层清液２００μＬ置于样品瓶
加入８００μＬ超纯水，混匀１０ｓ，用０４５μｍ有机
相微孔滤膜过滤后，供液相色谱分析用．
１３　样品前处理及衍生

称取烟叶粉末约０２ｇ，精密称定，置于１５ｍＬ
离心管，加入５ｍＬ０１ｍｏｌ／Ｌ盐酸水溶液，超声提取
４０ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液过滤以供
备用．准确移取１ｍＬ过滤好的上清液，加入１ｍＬ
１ｍｏｌ／Ｌ三乙胺乙腈溶液，并加入１ｍＬ０１ｍｏｌ／Ｌ苯
基异硫氰酸酯乙腈溶液，涡旋混匀１ｍｉｎ，３５℃水浴
加热反应０５ｈ，待反应完全后加入２ｍＬ正己烷溶液，
涡旋１ｍｉｎ，静置沉淀１５ｍｉｎ，取下层清液２００μＬ加
入８００μＬ超纯水，混匀１０ｓ，０４５μｍ有机相微孔滤
膜过滤后置于样品瓶，供液相色谱分析用．

２　结果与分析

将衍生化后的氨基酸对照品溶液和样品溶液进

样后在１１３色谱条件下分析，其 ＨＰＬＣ色谱图见
图１和图２，１７个氨基酸分离良好，峰型对称．

图１　１７种氨基酸对照品色谱图

图２　１７种氨基酸样品色谱图
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２１　线性关系考察
通过对标准储备液逐级稀释，配制一系列标准

工作溶液，采用选定色谱条件对１７种氨基酸的系
列对照品溶液进行测定，以氨基酸的峰面积 Ａ为

纵坐标 （Ｙ），氨基酸的质量浓度 Ｃ为横坐标
（Ｘ），制作工作曲线，得到线性回归方程和相关系
数，计算当信噪比Ｓ／Ｎ＝３和Ｓ／Ｎ＝１０时所对应的
检测限和定量限，结果见表２．

表２　１７种氨基酸的回归方程、相关系数、检出限和定量限

氨基酸
线性范围／
（μｇ·ｍＬ－１）

线性方程 相关系数 （ｒ）
检出限／

（μｇ·ｍＬ－１）
定量限／

（μｇ·ｍＬ－１）

Ａｓｐ ２５～５００ Ｙ＝００６３８Ｘ－０２３９６ ０９９８ ００１７ ００５８

Ｇｌｕ ２５～５００ Ｙ＝００５３８Ｘ＋０００１８ ０９９９ ００１３ ００４３

Ｓｅｒ ２５～５００ Ｙ＝００６０２Ｘ＋０１７１６ ０９９９ ００１１ ００３７

Ｇｌｙ ２５～５００ Ｙ＝００３８９Ｘ＋０２４４２ ０９９９ ００１２ ００４３

Ｈｉｓ ２５～５００ Ｙ＝００５７２Ｘ＋０２１１１ ０９９７ ００１１ ００３７

Ａｒｇ ２５～５００ Ｙ＝００５７５Ｘ＋００９８５ ０９９６ ００１２ ００４２

Ｔｈｒ ２５～５００ Ｙ＝００５６１Ｘ＋０２８４７ ０９９７ ００１１ ００３６

Ａｌａ ２５～５００ Ｙ＝００６０３Ｘ＋００３２８ ０９９９ ００１０ ００３４

Ｐｒｏ ２５～５００ Ｙ＝０２４１４Ｘ＋０７４１１ ０９９９ ００１１ ００３６

Ｔｙｒ ２５～５００ Ｙ＝００９４８Ｘ－０１１５４ ０９９９ ００１２ ００４０

Ｖａｌ ２５～５００ Ｙ＝００５５９Ｘ＋００３５３ ０９９６ ００１１ ００３６

Ｍｅｔ ２５～５００ Ｙ＝００６０７Ｘ－０１１９３ ０９９６ ００１３ ００４４

Ｃｙｓ ２５～５００ Ｙ＝００５４４Ｘ＋０２４１４ ０９９９ ００１１ ００３６

Ｉｌｅ ２５～５００ Ｙ＝００５８２Ｘ＋０１３０８ ０９９８ ００１４ ００５４

Ｌｅｕ ２５～５００ Ｙ＝００５９９Ｘ＋００３５２ ０９９８ ００１１ ００３６

Ｐｈｅ ２５～５００ Ｙ＝００８６２Ｘ＋００３８３ ０９９９ ００１２ ００４３

Ｌｙｓ ２５～５００ Ｙ＝００５６１Ｘ－００８３５ ０９９５ ００１２ ００４２

　　由表２可见，１７种氨基酸在２５～５００μｇ／ｍＬ
范围内具有较好的线性关系 （ｒ＞０９９５），检出限
在００１０～００１７μｇ／ｍＬ之间，定量限在 ００３６～
００５８μｇ／ｍＬ之间．
２２　重复性实验

取同一批次样品６个，按１３项下方法制备和
衍生化反应后，在１１３色谱条件下，准确吸取混
合对照品溶液１０μＬ，连续进样６次，并记录色谱
峰面积，计算平均质量分数，其 ＲＳＤ值分别为：
２９％（Ａｓｐ），１２％（Ｇｌｕ），１４％（Ｓｅｒ），１０％
（Ｇｌｙ），３８％（Ｈｉｓ），０４％（Ａｒｇ），１１％（Ｔｈｒ），
１５％（Ａｌａ），０８％（Ｐｒｏ），２７％（Ｔｙｒ），２３％
（Ｖａｌ），２５％（Ｍｅｔ），１８％（Ｃｙｓ），１７％（Ｉｌｅ），
０７％（Ｌｅｕ），２０％（Ｐｈｅ），２９％（Ｌｙｓ）．结果显
示，所用测定方法的重复性良好．
２３　稳定性实验

取同一批次样品 ６个，按 １３项下方法制备
后，在１１３色谱条件下于４８ｈ内进样６次，测定

对应的峰面积，计算平均质量分数，其 ＲＳＤ值分
别为 １５％（Ａｓｐ），０７％（Ｇｌｕ），０６％（Ｓｅｒ），
１０％（Ｇｌｙ），１２％（Ｈｉｓ），０８％（Ａｒｇ），０８％
（Ｔｈｒ），０８％（Ａｌａ），２３％（Ｐｒｏ），０７％（Ｔｙｒ），
０７％（Ｖａｌ），０８％（Ｍｅｔ），１１％（Ｃｙｓ），０６％
（Ｉｌｅ），２７（Ｌｅｕ），０８％（Ｐｈｅ），１２％（Ｌｙｓ），表
明该实验方法在４８ｈ内稳定性良好．
２４　加标回收率

在已经测定了１７种氨基酸含量的新鲜烟叶样
品中，按高、中、低 ３个质量浓度水平添加一定
量的氨基酸混合标准溶液，分别测定９次，计算氨
基酸的回收率．结果见表３．由表３可见，氨基酸
在新鲜烟叶中的平均加标回收率为：８８０％ ～
９９６％，ＲＳＤ为０６％～３５％．
２５　样品含量测定

取新鲜烟叶冻干粉，按１３项下方法进行样品
前处理，在１１３色谱条件下进样分析，按回归方
程计算样品中氨基酸的含量，其平均含量见表４．
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表３　１７种氨基酸的加标回收率

氨基酸 平均加标回收率／％ ＲＳＤ／％ 氨基酸 平均加标回收率／％ ＲＳＤ／％

Ａｓｐ ９０７ ３３ Ｔｙｒ ９６６ ３０

Ｇｌｕ ９４０ １９ Ｖａｌ ８９５ １７

Ｓｅｒ ９７３ ３３ Ｍｅｔ ９１０ １４

Ｇｌｙ ９４９ １０ Ｃｙｓ ９６１ ２１

Ｈｉｓ ９４４ ３５ Ｉｌｅ ９２４ ３３

Ａｒｇ ８９８ １３ Ｌｅｕ ８９０ １９

Ｔｈｒ ９４８ ３４ Ｐｈｅ ９１２ １３

Ａｌａ ９１２ ０６ Ｌｙｓ ９９６ １８

Ｐｒｏ ８８０ ０６

表４　１７种氨基酸的含量

氨基酸 含量／（ｍｇ·ｇ－１） 氨基酸 含量／（ｍｇ·ｇ－１）

Ａｓｐ ０３９ Ｔｙｒ ０３７

Ｇｌｕ ０７１ Ｖａｌ ００３

Ｓｅｒ ０４１ Ｍｅｔ ０３１

Ｇｌｙ ０１０ Ｃｙｓ ００９

Ｈｉｓ ０３３ Ｉｌｅ ０３８

Ａｒｇ ０４３ Ｌｅｕ ０３３

Ｔｈｒ ０３０ Ｐｈｅ ０９８

Ａｌａ ２８９ Ｌｙｓ ０３４

Ｐｒｏ ０４８

３　讨论

氨基酸是影响烟叶质量和吸味的一类重要物

质，本文采用柱前衍生化后ＨＰＬＣ法同时测定新鲜
烟叶中１７种氨基酸的含量，该方法的重复性和稳
定性都很好，在设定的范围内，线性关系良好，

ｒ值大于０９９５．回收率测定结果显示，可以满足
实验需要，１７种氨基酸的总含量为８８７ｍｇ／ｇ．
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