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蒙药材家猪心中氨基酸含量测定
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【摘要】　目的　建立家猪心脏组织中１７种氨基酸的含量测定方法。方法　用氨基酸分析仪测定家猪心脏组织中１７种氨基酸的含
量（茚三酮柱后衍生化）。结果　在实验的浓度范围内，１７种氨基酸线性方程的相关系数（ｒ）均大于０．９９９０。甘氨酸、酪氨酸、苯丙
氨酸、精氨酸的平均加样回收率（ｎ＝６）分别为９９．０％、９９．６％、１０１．７％、９７．９％，ＲＳＤ均小于２．０％。结论　该方法简便、准确，可用
于测定家猪心脏组织中氨基酸的含量。
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　　蒙医临床治疗“心赫依”病的方剂中常有动物心脏
入药［１４］。但是，使用动物心脏的来源不确定，常用的

有牦牛心、黄牛心、兔心、家猪心。为了研究不同动物

心脏入药的差异，需要对不同来源的动物心脏进行对

比研究，包括药理药效、化学成分等。本文利用氨基酸

分析仪采用茚三酮柱后衍生化法［５］对家猪心的氨基酸

含量测定方法进行了研究，并对３批供试品的含量进
行了测定。本文的研究是以上整体研究内容的组成

部分。

１　材料

１．１　药材与试剂　家猪心冻干粉（内蒙古医科大学药
学院制备，批号：２０１４０４１９、２０１４０３０８、２０１４０２２７）。
１７种氨基酸混合标准溶液［原装 Ｈ型氨基酸标准

溶液，批号：６００６００１，包括天冬氨酸（Ａｓｐ）、谷氨酸
（Ｇｌｕ）、丝氨酸（Ｓｅｒ）、精氨酸（Ａｒｇ）、甘氨酸（Ｇｌｙ）、苏氨
酸（Ｔｈｒ）、脯氨酸（Ｐｒｏ）、丙氨酸（Ａｌａ）、缬氨酸（Ｖａｌ）、蛋

氨酸（Ｍｅｔ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）、异亮氨酸（Ｉｌｅ）、亮氨酸
（Ｌｅｕ）、苯丙氨酸（Ｐｈｅ）、组氨酸（Ｈｉｓ）、赖氨酸（Ｌｙｓ）的
浓度均为 ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ；胱氨酸 （Ｃｙｓ）的浓度为
１．２５ｍｍｏｌ／Ｌ］，均购自ＳＹＫＡＭ公司。

１７种氨基酸的固体对照品，均购自中国食品药品
检定研究院。

缓冲液Ａ（柠檬酸三钠、氢氧化钠、柠檬酸、乙醇、
盐酸和辛酸组成，ｐＨ值３．４５，当量浓度０．１２）、缓冲液
Ｂ（柠檬酸三钠、氢氧化钠、硼酸、盐酸和辛酸组成，ｐＨ
值１０．８５，当量浓度０．２０）、再生液（氢氧化钠、硼酸和
ＥＤＴＡ组成，当量浓度 ０．５０）、样品稀释液（柠檬酸三
钠、氢氧化钠、柠檬酸、盐酸和辛酸组成，ｐＨ值２．２０，当
量浓度０．１２）、钾钠缓冲溶液、茚三酮、抗坏血酸，以上
试剂均购自捷盛依科技发展有限公司。

甲醇为色谱纯；水为超纯水；盐酸为优级纯；所用

其他试剂均为分析纯。

１．２　仪器　Ｓ４３３Ｄ氨基酸分析仪，德国 Ｓｙｋａｍ公司；
ＪＡ５００３Ｎ型电子分析天平，上海菁海仪器有限公司；
ＡＢ１３５Ｓ型电子分析天平，梅特勒 托利多仪器有限公

司；ＨＸ１２Ｄ型氮吹仪，凯特欧净化设备制造有限公司。
１．３　溶液的配制　
１．３．１　茚三酮衍生溶液的配制　称取苯酚约２ｇ、茚
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三酮约 ２０ｇ，用 ６００ｍｌ甲醇溶解，用有机系滤膜
（０．４５μｍ）滤过，将滤液置于茚三酮试剂瓶中，再加入
４００ｍｌ钾钠缓冲溶液（ｐＨ＝５．５１），氮气吹５ｍｉｎ后，加
入０．２ｇ抗坏血酸，再氮气吹５ｍｉｎ后，将氮气通入茚
三酮溶液中密封１０ｈ（气压约０．５ｂａｒ）后，即得。
１．３．２　清洗液的配制　配制 ２０％的甲醇水溶液，
即得。

１．３．３　供试品溶液的制备　称取家猪心冻干粉约
１００ｍｇ，精密称定，置于２０ｍｌ厌氧水解管中（以下简称
水解管），精密加入１０ｍｌ的６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ（含０．１％的
苯酚），放入冰水浴中放置１０ｍｉｎ，氮气吹 ２ｍｉｎ。停止
氮气后立即盖好软塞，密封，将水解管置于１１０℃恒温
烘箱中水解２２ｈ。水解完成后，冷却，摇匀，精密量取
０．５ｍｌ水解液置１０ｍｌ玻璃试管中，于４５℃条件下氮
气吹至近干，再精密加入５ｍｌ样品稀释液，涡旋，混匀，
用０．２２μｍ微孔滤膜滤过，即得。

２　方法与结果

２．１　色谱条件　色谱柱为 ＬＣＡＫＯ／Ｎａ氨基酸色谱专
用柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，７μｍ，１０％交联）；流动相 Ａ、
Ｂ、Ｃ分别为缓冲液 Ａ、缓冲液 Ｂ、再生液，流速为
０．４５ｍｌ／ｍｉｎ，梯度洗脱过程见表１；茚三酮溶液为衍生
液，衍生泵流速０．２５ｍｌ／ｍｉｎ，茚三酮溶液运行时间为
０～４３ｍｉｎ，用清洗液来冲洗反应器；柱温进行梯度控
温，控温过程见表２；衍生化反应器温度为１３０℃；检测
波长为４４０ｎｍ、５７０ｎｍ；进样体量为１０μｌ。
表１　流动相梯度洗脱程序
时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％） 流动相Ｃ（％）
０　 １００ 　０ 　０
３．５０ １００ 　０ 　０

１１．００ ８５ １５ 　０
１７．００ ８０ ２０ 　０
２３．５０ ６７ ３３ 　０

２６．００ ２０ ８０ 　０
２８．００ ２０ ８０ 　０

２９．００ 　０ １００ 　０
４２．００ 　０ １００ 　０
４２．０１ 　０ 　０ １００

４５．００ 　０ 　０ １００
４５．０１ １００ 　０ 　０
５７．１０ １００ 　０ 　０

５７．２０ １００ 　０ 　０

表２　柱温程序
时间（ｍｉｎ） 温度（℃）

０．０ ５８．０

２１．０ ５８．０

２６．０ ７４．０

４６．０ ７４．０

５０．０ ５８．０

５７．０ ５８．０

２．２　色谱峰归属研究　本次实验在４４０ｎｍ处记录的
色谱图见图１。图１结果显示，对氨基酸检出的峰信号
弱且检出氨基酸数目少（１为脯氨酸峰）。图２结果显
示，在５７０ｎｍ处氨基酸检出信号强度大，检出数目多；
除脯氨酸之外的１６种氨基酸均可以被检出，并由氨基
酸混合标准溶液色谱图对相应氨基酸作出定位。

本实验在 ４４０ｎｍ处对脯氨酸进行定量测定；在
５７０ｎｍ处对其余１６种氨基酸进行测定。

注：①为混合标准溶液；②为供试品溶液（１．Ｐｒｏ）

图１　供试品溶液与混合标准溶液色谱图（４４０ｎｍ）

注：①为混合标准溶液；②为供试品溶液（１．Ａｓｐ、２．Ｔｈｒ、３．Ｓｅｒ、４．Ｇｌｕ、
５．Ｇｌｙ、６．Ａｌａ、７．Ｃｙｓ、８．Ｖａｌ、９．Ｍｅｔ、１０．Ｉｌｅ、１１．Ｌｅｕ、１２．Ｔｙｒ、１３．Ｐｈｅ、
１４．Ｈｉｓ、１５．Ｌｙｓ、１６．Ａｒｇ）

图２　供试品溶液与混合标准溶液色谱图（５７０ｎｍ）

３　方法学考察［６９］

３．１　标准曲线的绘制　精密量取１７种氨基酸混合标
准溶液０．１、０．２、０．３、０．５、０．８、１．０、２．０ｍｌ，置５ｍｌ量
瓶中，用盐酸（０．０２ｍｏｌ／Ｌ）溶液稀释至刻度，混匀，即
得。精密吸取上述系列浓度溶液各１０μｌ，分别注入色
谱仪，记录各浓度溶液的色谱图。以各氨基酸峰面积

积分值（Ｙ）为纵坐标，以相应氨基酸浓度（Ｘ：ｍｇ／Ｌ）为
横坐标作图。试验结果显示，１７种氨基酸在各自浓度
范围内与相应峰面积积分值呈良好的线性关系，相关

系数（ｒ）均大于０．９９９０。见表３。
３．２　精密度试验　取同一供试品（批号：２０１４０４１９）按
“１．３．３”项下方法制备溶液，连续进样６次，进样量为
１０μｌ，记录峰面积。结果显示，１７种氨基酸峰面积的
ＲＳＤ在０．６８％～２．０％之间，表明仪器精密度好。
３．３　稳定性试验　取同一供试品（批号：２０１４０４１９）按
“１．３．３”项下方法制备溶液，分别在１、３、６、９、１２、１５ｈ
进样，记录峰面积。结果显示，１７种氨基酸峰面积的
ＲＳＤ在０．５９％ ～２．０％之间，表明供试品溶液在１５ｈ
内稳定性好。

３．４　重复性试验　取同一批号供试品（批号：
２０１４０４１９）平行精密称取６份，按“１．３．３”项下方法制备
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表３　１７种氨基酸的回归方程及相关系数

氨基酸 　　回归方程 ｒ 氨基酸 　　回归方程 ｒ

ＡＳＰ Ｙ＝８８．６７Ｘ－１．７１ ０．９９９６ ＰＨＥ Ｙ＝７２．９５Ｘ－１２．２５ ０．９９９７

ＴＨＲ Ｙ＝１０１．１３Ｘ＋８．５３ ０．９９９６ ＬＥＵ Ｙ＝９４．６７Ｘ－７１．２２ ０．９９９６

ＳＥＲ Ｙ＝１１７．４９Ｘ＋１９．５２ ０．９９９６ ＴＹＲ Ｙ＝６６．３６Ｘ＋４２．３９ ０．９９９２

ＧＬＵ Ｙ＝８５．５４Ｘ－１９．１１ ０．９９９６ ＩＬＥ Ｙ＝９５．１８Ｘ－９０．０６ ０．９９９５

ＡＬＡ Ｙ＝１３５．４２Ｘ－４２．１１ ０．９９９６ ＰＲＯ Ｙ＝２１．１３Ｘ－１５．５９ ０．９９９５

ＧＬＹ Ｙ＝１６３．１０Ｘ－０．５６ ０．９９９５ ＬＹＳ Ｙ＝８７．９０Ｘ＋２６．４９ ０．９９９０

ＶＡＬ Ｙ＝１０４．４９Ｘ－７０．０２ ０．９９９３ ＡＲＧ Ｙ＝６９．５６Ｘ－１６６．９８ ０．９９９２

ＣＹＳ Ｙ＝５９．０３Ｘ＋４４．２６ ０．９９９２ ＨＩＳ Ｙ＝７５．４０Ｘ＋６１８．７２ ０．９９９２

ＭＥＴ Ｙ＝８２．８４Ｘ＋１２．１５ ０．９９９２

溶液，每份进样２次，记录峰面积。结果显示，测定结
果的ＲＳＤ值在０．６％～３．０％之间，表明本方法的重复
性好。见表４。
３．５　加样回收率试验　取同一批已知含量的供试品
（批号：２０１４０４１９）约５０ｍｇ，共６份，精密称定，分别精
确加入精氨酸、酪氨酸、甘氨酸、苯丙氨酸对照品适量。

按“１．３．３”项下方法制备４种氨基酸的加样回收率溶
液，进行测定。结果表明，精氨酸、酪氨酸、甘氨酸、苯

丙氨酸的加样回收率分别为９７．９％、９９．６％、９９．０％、
１０１．７％，ＲＳＤ值在１．４８％～２．０％之间，表明本方法的
准确度好。见表５～表８。

４　供试品测定

取 ３批 供 试 品 （批 号：２０１４０４１９、２０１４０３０８、
２０１４０２２７），每批平行２份，按“１．３．３”项下方法制备溶
液，记录峰面积。结果表明，３批供试品的氨基酸的含
量差异不明显。见表９。

表４　１７种氨基酸的重复性试验结果
氨基酸 平均含量（％） ＲＳＤ（％）

ＧＬＹ ３．３２ ２．２８

ＴＹＲ ２．２５ １．３０

ＰＨＥ ２．９９ ２．４２

ＡＲＧ ３．８９ １．７９

ＡＳＰ ６．０８ １．９４

ＡＬＡ ４．０８ ２．２３

ＣＹＳ ０．８３ ２．６３

ＶＡＬ ３．４９ ２．３７

ＭＥＴ １．６５ ２．６１

ＩＬＥ ２．９１ １．８８

ＬＥＵ ５．８６ ２．２０

ＴＨＲ ３．０２ ２．３０

ＳＥＲ ２．７２ ２．２４

ＨＩＳ １．８５ ２．５９

ＬＹＳ ５．２５ ２．２９

ＧＬＵ ９．８２ ２．００

ＰＲＯ ２．６８ ０．６０

表５　精氨酸加样回收率试验结果

供试品取样量（ｍｇ） 对照品加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） 平均回收率（％） ＲＳＤ（％）

５０．３３ １．８６６ ３．７２８ ９９．４

５０．１８ １．９３８ ３．７４４ ９６．８

５０．７４ １．９２４ ３．７７３ ９７．９

５０．６３ １．９１４ ３．７７１ ９８．６

５０．２７ １．９１７ ３．７７３ ９９．２

５０．５６ １．９２８ ３．７２８ ９５．７

９７．９ １．４８

表６　酪氨酸加样回收率试验结果

供试品取样量（ｍｇ） 对照品加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） 平均回收率（％） ＲＳＤ（％）

５０．３３ １．０６１ ２．１３５ １００．８

５０．１８ １．０６９ ２．１３１ ９９．９

５０．７４ １．０７４ ２．１１８ ９７．２

５０．６３ １．０７５ ２．１３１ ９８．６

５０．２７ １．０６５ ２．１４６ １０１．５

５０．５６ １．０６４ ２．１３０ ９９．６

９９．６ １．５７

·２９·
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表７　甘氨酸加样回收率试验结果
供试品取样（ｍｇ） 对照品加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） 平均回收率（％） ＲＳＤ（％）

５０．３３ １．６９９ ３．３０５ ９７．９
５０．１８ １．６４１ ３．３１５ １０２．３
５０．７４ １．６３９ ３．２７１ ９８．５
５０．６３ １．６６３ ３．２７０ ９７．３
５０．２７ １．６５１ ３．２７７ ９９．１
５０．５６ １．６８０ ３．３０９ ９８．８

９９．０ １．７６

表８　苯丙氨酸加样回收率试验结果
供试品取样量（ｍｇ） 对照品加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） 平均回收率（％） ＲＳＤ（％）

５０．３３ １．３５４ ２．７０５ １００．２
５０．１８ １．３５０ ２．７３７ １０３．２
５０．７４ １．３７１ ２．７１８ ９９．２
５０．６３ １．３８２ ２．７９４ １０４．１
５０．２７ １．３６３ ２．７３６ １０２．０
５０．５６ １．３４６ ２．７２０ １０１．５

１０１．７ １．８０

表９　不同批次家猪心冻干粉中１７种氨基酸测定结果
氨基酸 ２０１４０４１９（％） ２０１４０３０８（％） ２０１４０２２７（％）

ＧＬＹ ３．２６ ３．２２ ３．２３

ＴＹＲ ２．１１ ２．１０ ２．０８

ＰＨＥ ２．６８ ２．６２ ２．６１

ＡＲＧ ３．７２ ３．７５ ３．７３

ＡＳＰ ６．２３ ６．２１ ６．１７

ＡＬＡ ４．１８ ４．１６ ４．１９

ＣＹＳ ０．８５ ０．８４ ０．８５

ＶＡＬ ３．５６ ３．５１ ３．４８

ＭＥＴ １．５７ １．５２ １．５４

ＩＬＥ ２．７７ ２．８０ ２．７８

ＬＥＵ ５．８９ ５．８８ ５．８６

ＴＨＲ ３．０４ ３．０５ ２．９９

ＳＥＲ ２．６９ ２．７１ ２．７５

ＨＩＳ １．９７ ２．００ １．９７

ＬＹＳ ５．３０ ５．３２ ５．３３

ＧＬＵ １０．２４ １０．１７ １０．１９

ＰＲＯ ２．５３ ２．５５ ２．５７

５　讨论

５．１　水解温度对氨基酸测定的影响　为使家猪心冻
干粉中结合的氨基酸尽可能游离出来，本实验考察了

温度对水解程度的影响。结果显示，当水解温度逐渐

升高时，回收率呈上升趋势，当水解温度达到 １１０℃
时，水解程度较完全，继续升高水解温度水解程度反而

开始降低，可能是由于温度太高破坏氨基酸的内部结

构。故本实验的水解温度确定为１１０℃。酸水解氨基
酸是一种常用的方法，多数氨基酸在酸性条件下均较

稳定，但色氨酸在酸性条件下会被破坏，故在实验过程

中未检测到色氨酸。

５．２　从氨基酸角度研究家猪心入药的意义　从本实
验含量测定结果可知，蒙药材家猪心中含有１７种常见
的游离氨基酸，其中包含 ７种人体必需氨基酸（赖氨

酸、缬氨酸、苯丙氨酸、甲硫氨酸、苏氨酸、亮氨酸、异亮

氨酸），２种人体半必需氨基酸（精氨酸、组氨酸），占总
家猪心总量的３１％左右。由此可见，蒙药材家猪心中
氨基酸种类齐全、含量丰富，具有很高的入药价值。另据

文献报道，甘氨酸［１０］、酪氨酸、苯丙氨酸［１１］、精氨酸［１２］等

与心血管系统健康密切相关，具有降压、降低胆固醇、改

善心功能和保护心脏等作用。本实验从氨基酸角度为

家猪心入药治疗心血管系统疾病提供了理论依据。
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