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2,4-二硝基氟苯柱前衍生HPLC检测 
树莓中游离氨基酸

赵英莲1，牟德华1，李  艳1,2,*
（1.河北科技大学生物科学与工程学院，河北 石家庄 050018；2.河北省发酵工程技术研究中心，河北 石家庄 050018）

摘  要：目的：建立一种简单、快速、可同时检测22 种氨基酸的色谱方法，并利用此方法对树莓中的游离氨基酸

进行检测和分析，为树莓的开发提供科学依据。方法：以2,4-二硝基氟苯为柱前衍生试剂，Hypersil ODS2色谱柱，

流动相A为40 mmol/L pH 6.4乙酸钠溶液，流动相B为体积分数50%乙腈-水溶液，梯度洗脱，反相高效液相色谱，二

极管阵列检测器，检测波长360 nm。结果：22 种氨基酸线性方程的相关系数范围为0.993 1～1.000 0，相对标准偏差

在0.95%～4.98%之间，加标回收率为97.10%～103.39%，最低检出限为0.39～2.87 μg/mL，定量限为1.29～9.47 μg/mL。 

利用所建方法检测出树莓中含有14 种游离氨基酸，其中6 种人体必需氨基酸，占总氨基酸含量的29.36%。结论：所

建方法操作简便、重复性好，树莓氨基酸含量丰富，有开发价值。
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High Performance Liquid Chromatographic Analysis of Free Amino Acids in Raspberry Using  Pre-Column 

Derivatization with 2,4-Dinitrofluorobenzene
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Abstract: A simple and rapid reversed-phase high-performance liquid chromatographic (RP-HPLC) method for the 
simultaneous analysis of 22 free amino acids was established and applied to analyze free amino acids in raspberries. The 
method was based on pre-column derivatization with 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB). The compounds were separated on 
a Hypersil ODS2 column. The mobile phase used was a mixture of phase A containing 40 mmol/L sodium acetate buffer (pH 
6.4) and phase B containing 50% acetonitrile-water through the gradient elution. Detection was performed using a diode 
array detector at 360 nm. The method showed good linearity with coefficients (R2) of determination varying between 0.993 1  
and 1.000 0 and precision (relative standard deviation, RSD) ranging from 0.95% to 4.98%, and recovery rates were in the 
range between 97.10% and 103.39% for 22 amino acids. The limits of detection and quantification were 0.39‒2.87 μg/mL 
and 1.29‒9.47 μg/mL, respectively. This method proved to be simple and reproducible and was applied to detect 14 free 
amino acids in raspberries, including 6 essential amino acids (EEAs). The contents of EEAs accounted for 29.36% of the 
total amino acids.  The amino acid content of raspberries is abundant, indicating that this kind of berry has the potential to be 
developed into functional foods.
Key words: raspberry; free amino acids; high performance liquid chromatography (HPLC); pre-column derivatization; 
2,4-dinitrofluorobenzene 
中图分类号：TS262.7                                     文献标志码：A	 文章编号：1002-6630（2015）06-0178-05

doi:10.7506/spkx1002-6630-201506033

收稿日期：2014-07-14

基金项目：河北省科技支撑计划项目（11230604D-5-2）

作者简介：赵英莲（1989—），女，硕士研究生，研究方向为传统发酵工程创新技术。E-mail：1363149012@qq.com

*通信作者：李艳（1958—），女，教授，学士，研究方向为传统发酵工程创新技术。E-mail：lymdh5885@163.com

树莓（Rubus spp.）属蔷薇科（Rasaceae）悬钩子属

（Rubus）植物[1]。在我国树莓的品种有210多种，全国各

地均有种植[2]。树莓是一种酸浆属水果，富含钙、磷、

钾和维生素等人体不可缺少的营养物质，VC含量高于其

他浆果[3]。此外，树莓中含有丰富的氨基酸。氨基酸是

蛋白质的基本单位，也是生物合成酶的重要组成单位，
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对人体健康有重要作用。袁艺[4]、王文芝[5]等利用氨基酸

分析仪检测研究了不同品种树莓中的氨基酸。目前，对

于果蔬食品中氨基酸分析的方法主要有气相色谱法[6]、毛细

管电泳法[7]、氨基酸分析仪[8]和液相色谱法[9]。树莓中氨基

酸含量的检测是采用氨基酸分析仪[4-5]。由于氨基酸分析仪

操作复杂，成本较高，在高校和企业中使用并不普遍。

而反相高效液相色谱（reversed phase-high performance 
liquid chromatography，RP-HPLC）结合柱前衍生检测氨

基酸的方法因其运行时间短、设备简单，且成本相对较

低而备受关注。Fabiani等[10]用RP-HPLC以氯甲酸芴甲酯

（9-fluorenylmethyl chloroformate，FMOC-Cl）为衍生试

剂检测了果汁中16 种氨基酸；戴宏芬等[11]应用RP-HPLC
以2,4-二硝基氟苯（2,4-dinitrofluorobenzene，DNFB）为

柱前衍生试剂检测了青果中16 种氨基酸；高向阳等[12]以

6-氨基喹啉-N-羟基琥珀酰亚胺基甲酸酯为衍生试剂检测

了齿果酸模中17 种氨基酸。徐柏球等[13]研究了荔枝中的

17 种氨基酸。然而在果蔬类食品氨基酸含量检测中，

尚未见可同时检测22 种氨基酸的报道，也未见到用RP-
HPLC对树莓中的氨基酸进行检测的报道。因此，建立一

种快速、可靠、准确，并同时检测22 种氨基酸的方法，

用于检测分析树莓及同类型浆果的氨基酸含量，可为其

开发与利用提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

树莓 河北赞皇丸京果品有限公司。树莓采摘后将

其分装并贮存在－20 ℃冰箱中。

2 2  种氨基酸标品：天冬氨酸（A s p）、谷氨酸

（Glu）、羟基脯氨酸（Hyp）、天冬酰胺（Asn）、谷

氨酰胺（Gln）、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）、胱氨酸

（Cys-Cys）、异亮氨酸（Ile）、亮氨酸（Leu）、色氨

酸（Trp）、苯丙氨酸（Phe）、组氨酸（His）、半胱

氨酸（Cys）、赖氨酸（Lys）、酪氨酸（Tyr）（纯度

均≥98%） 美国Sigma公司；甲醇、乙腈（均为色谱

纯） 湖北杜文化工科技有限公司；DNFB 艾科化

学试剂公司；磷酸二氢钾、无水乙酸钠、冰乙酸、三乙

胺、硼砂、硼酸、氢氧化钠均为分析纯；实验用水为娃

哈哈纯净水。

1.2 仪器与设备

2695高效液相色谱仪（配有2695分离单元、2996型
二极管阵列检测器） 美国Waters公司；Hypersil ODS2

色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 µm） 大连依利特分析

仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 溶液的配制

pH 9.0硼酸溶液、pH 7.0磷酸缓冲溶液的配制见参考

文献[14]。
流动相A：称取3.56 g无水乙酸钠，溶于1 000 mL

水中，加入体积分数 0 . 1 %三乙胺，用冰醋酸调节

pH 6.4[15]。

流动相B：体积分数50%乙腈-水溶液。

衍生试剂的配制：取0.5 mL的DNFB，用乙腈定容至

50 mL。
氨基酸标品的制备：称取异亮氨酸25 mg、酪氨酸

10 mg，其余20 种氨基酸各50 mg，分别用pH 9.0硼酸缓

冲溶液溶解，定容至10 mL。取异亮氨酸1 mL，酪氨酸

2.5 mL，其余20 种氨基酸各0.5 mL混合，用pH 9.0硼酸定

容到25 mL，所得溶液为氨基酸混标，置于4 ℃冰箱避光

保存1 个月。

1.3.2 衍生试剂与衍生程序

采用DNFB为柱前衍生试剂。

衍生程序为：取0.5 mL氨基酸混标溶液，加入到

5 mL棕色容量瓶中，再分别加入NaHCO3缓冲溶液和

DNFB各0.5 mL，放入60 ℃水浴中，暗处反应60 min。取

出，冷却至室温，用平衡缓冲溶液（pH 7.0磷酸缓冲溶

液）定容至5.0 mL，静置15 min，取10 µL进样分析[14]。 
1.3.3 色谱条件

流速1 mL/min；检测波长360 nm[14]；柱温23 ℃；进

样量10 µL；梯度洗脱，程序如表1所示。

表 1 梯度洗脱程序

Table 1 Gradient elution program

时间/min 流速/
（mL/min）

流动相体积分数/% 曲线拟
合方式A B

0 1.0 70 30 6

20 1.0 64 36 6

26 1.0 45 55 6

41 1.0 35 65 6

46 1.0 10 90 6

48 1.0 2 98 6

54 1.0 70 30 6

1.3.4 氨基酸检测方法的建立

1.3.4.1 线性方程

取一定量的混标溶液用pH 9.0硼酸进行稀释，得到

5 种不同质量浓度的氨基酸混标液。分别取500 µL混标

溶液进行衍生和色谱分析。测定的结果以峰面积y对氨

基酸质量浓度x作线性方程：y=ax＋b，进行线性回归分

析。检出限（limit of determination，LOD）为3 倍的信

噪比，定量限（limit of quantification，LOQ）为10 倍的

信噪比。
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1.3.4.2 精密度和准确性

精密度：取衍生后的氨基酸标准溶液连续进样

5 次，考察峰面积的相对标准偏差（relative standard 
deviation，RSD）。

准确性：以树莓汁样品作为空白基质，添加已知质

量浓度的氨基酸标准溶液，按照1.3.2节进行衍生后测定

其加标回收率，采用外标法计算回收率。

1.3.5 样品的制备

树莓检测时将其解冻、破碎、过滤、4 500 r/min离
心15 min，分离上清液置于干净的试管中用pH 9.0硼酸碱

化，得到pH 8.2的样品，待测。

1.4 数据处理

色谱分析采用仪器自带Waters-Empower软件。所有线

性方程、重复性和准确性实验的数据均由Excel 2007计算得

出。样品处理的数据及结果分析采用OriginLab Origin V8.0。

2 结果与分析

2.1 衍生试剂选择

因大多数氨基酸不含芳香环等紫外或可见光吸收基

团，无法直接用紫外和可见光吸收法检测，需先将氨基

酸衍生转化成具有较强紫外或者荧光吸收的衍生产物，

使其在360 nm波长处紫外光区有吸收峰。氨基酸的衍

生有柱前衍生和柱后衍生。本实验采用RP-HPLC结合

柱前衍生检测氨基酸含量。一般用于柱前衍生的试剂有

邻苯二甲醛（o-phthaldialdelhyde，OPA）[16-20]、FMOC-
Cl[21-22]、异硫氰酸苯酯（phenyl isothiocyanate，PITC）[23] 

和DNFB[24]等。每种衍生试剂都有各自的优缺点，OPA
与氨基酸在室温条件下反应1 min即可形成具有很强荧

光的衍生产物，而OPA本身不具有荧光性，不会对色谱

分离产生影响。但是它仅与一级氨基酸发生反应，与二

级氨基酸（脯氨酸和羟基脯氨酸）不发生反应。PITC和

FMOC-Cl均能与一级和二级氨基酸发生反应，形成稳定

单一的衍生产物，但是PITC衍生过程比较复杂，需要

去除多余的试剂，且痕量的PITC也会缩短分析柱的寿

命；FMOC-Cl形成的衍生产物一般适合于荧光检测器。

DNFB作为柱前衍生试剂，它能与一级、二级氨基酸反应

形成单一稳定的衍生产物[25]，且在紫外、可见光区进行

检测。所以本实验采用DNFB作为柱前衍生试剂。

2.2 色谱条件的优化

色谱柱温度对多组分的分离有重要影响，实验考察

柱温的变化范围为22～33 ℃，结果发现柱温在23 ℃以

上，且随着柱温升高苯丙氨酸和组氨酸重合，其他氨基

酸分离度变化不明显。所以本实验采用柱温23 ℃。苯丙

氨酸和组氨酸的分离度受温度影响较大的原因可能是由

于二者的化学结构极为相似，不易分离。温度降低时，

有可能使两者与固定相的相互作用力发生了不同程度的

改变，从而使两者分开。

本实验考察了流动相流速为0.5～1.0 mL/min对氨

基酸分离的影响，结果发现流速低于1.0 mL/min时，

谷氨酰胺和丝氨酸被衍生试剂的水解产物2,4-硝基苯酚

（2,4-dinitrophenol，DNP-OH）所覆盖。主要是因为流速

太慢，谷氨酰胺和丝氨酸在柱中停留时间变长，而柱中

DNP-OH含量相对较高，所以三者容易重叠。通过调整

流速为1.0 mL/min，再调整梯度洗脱程序，从而使谷氨酰

胺和丝氨酸达到了基线分离。优化后22 种氨基酸实现了

分离和同时检测，结果见图1。由图1可知，22 种氨基酸

均达到基线分离，可用于氨基酸的定性和定量分析。
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图 1 优化后的色谱图

Fig.1 Optimized chromatogram

2.3 氨基酸检测方法的建立

2.3.1 线性关系、线性范围、LOD和LOQ

表 2 线性方程相关系数、线性范围、线性关系、LOD、LOQ和RSD

Table 2 Linear equations with correlation coefficients and linear 

ranges, detection limit, quantification limit and relative standard 

deviation (RSD)

氨基酸 R2 线性范围/（µg/mL） LOD/（µg/mL） LOQ/（µg/mL） RSD/%
Asp 0.999 5 9.82～98.2 1.35 4.46 3.26
Glu 0.999 8 10.04～100.4 0.87 2.87 2.50
Hyp 0.999 9 10.10～101 0.98 3.23 2.63
Asn 0.999 9 10.10～101 1.75 5.78 2.01
Gln 0.998 9 9.90～99 1.50 4.95 2.98
Ser 0.999 8 10.80～108 2.87 9.47 4.82
Arg 0.999 7 10.02～100.2 1.64 5.41 2.33
Gly 0.998 7 9.92～99.2 1.05 3.47 2.65
Thr 0.999 8 9.96～99.6 0.88 2.90 2.00
Pro 0.999 9 10.10～101 2.04 6.73 3.05
Ala 0.999 8 10.16～101.6 1.03 3.40 4.98
Val 0.999 9 9.90～99 1.32 4.36 1.14
Met 0.999 8 9.96～99.6 0.99 3.27 0.95

Cys-Cys 0.998 6 9.12～91.2 0.104 0.34 3.08
Ile 0.998 8 10.16～101.6 0.98 3.23 1.54
Leu 0.993 1 10.20～102 1.11 3.66 2.50
Trp 0.999 3 10.12～101.2 1.58 5.21 3.24
Phe 0.993 1 9.94～99.4 2.50 8.25 2.75
His 0.998 7 9.86～98.6 1.53 5.05 2.33
Cys 0.993 1 8.76～87.6 0.88 2.90 1.63
Lys 1.000 0 10.08～100.8 0.39 1.29 2.01
Tyr 0.994 9 9.00～90 1.16 3.83 3.03
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按优化后的条件，在9～108 µg/mL的质量浓度范围

内，分别以22 种氨基酸溶液质量浓度为横坐标，峰面积

为纵坐标，得到22 种氨基酸的工作曲线、线性范围、

LOD和LOQ，结果见表2。相关系数在0.993 1～1.000 0之
间，线性关系良好。LOD为0.39～2.87 μg/mL， LOQ为

1.29～9.47 μg/mL。
2.3.2 精密度与准确性

以22 种氨基酸峰面积的RSD表示方法的重复性，

连续5 次进样检测的RSD在0.95%～4.98%之间，重复性

好。向树莓汁中添加3 个不同的已知质量浓度的14 种氨

基酸标准溶液，衍生后测定加标回收率表示方法的准确

性，回收率在97.10%～103.39%之间。

2.4 样品的处理及氨基酸含量测定

2.4.1 样品处理

氨基酸和衍生试剂反应所需要的环境为弱碱性，而

树莓汁pH 3.2，为酸性，故在衍生前需要对样品碱化。为

不引进新的干扰离子，选择了硼酸和碳酸氢钠进行比较

研究，结果见表3。将2 种试剂处理后的样品分别进行衍

生后，过0.45 µm微孔膜过滤，取10 µL进行上机分析。

结果发现用碳酸氢钠调碱，除酪氨酸外，所测树莓各

种游离氨基酸的含量均少于用硼酸处理测得的结果，见 

图2。用碳酸氢钠碱化的样品在衍生过程中出现絮状沉

淀，可能正是这些不溶物使氨基酸含量下降。

表 3 样品处理

Table 3 Comparison of two alkalization methods before derivatization

缓冲溶液 pH 样品体积∶缓冲溶液体积 处理后样品pH
硼酸 9.0 1∶6 8.2

碳酸氢钠 9.0 1∶3 8.2
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图 2 不同处理对氨基酸含量的影响

Fig.2 Effect of different alkalization methods on the contents of 

amino acids

2.4.2 树莓中氨基酸含量的测定

以DNFB为柱前衍生试剂，采用HPLC法检测石家庄

市赞皇地区种植的树莓中游离氨基酸，样品色谱图见图

3，具体结果见表4。
由表4可知，树莓中含有14 种游离氨基酸，其中

包含6 种人体必需氨基酸。树莓中游离氨基酸的总量为

31 377.45 μg/100 g，其中丙氨酸、天冬酰胺和赖氨酸

含量较高，分别为8  011 .18、6  393 .52  μg /100  g和
3 705.33 μg/100 g。而且这3 种氨基酸含量的总和占

总游离氨基酸含量的55.9%。6 种人体必需氨基酸含

量占总游离氨基酸含量的29.36%，体现了树莓的高营

养价值。
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图 3 样品色谱图

Fig.3 Chromatogram of sample

表 4 树莓中氨基酸含量及其RSD、回收率及其RSD

Table 4 The contents  with RSD and recoveries with RSD of  

amino acids in raspberries

氨基酸
氨基酸含量/ 
（µg/100 g）

氨基酸含量 
RSD/%（n=6） 回收率/% 回收率RSD/%（n=6）

天冬氨酸 340.43 2.15 100.75 3.51
谷氨酸 951.37 2.60 99.44 3.29
天冬酰胺 6 393.52 2.61 100.81 3.29
丝氨酸 2 210.34 2.05 101.05 3.51
谷氨酰胺 2 100.40 5.22 99.44 3.29
苏氨酸* 1 337.96 2.42 100.81 1.48
脯氨酸 230.48 2.27 101.05 3.51
丙氨酸 8 011.18 2.37 101.02 2.00
缬氨酸* 522.70 5.47 100.57 1.32
异亮氨酸* 787.71 0.36 103.39 0.23
亮氨酸* 534.26 1.29 100.05 0.24
苯丙氨酸* 2 324.67 2.87 98.44 5.45
赖氨酸* 3 705.33 1.60 97.97 0.40
酪氨酸 1 927.10 1.75 97.10 2.72

必需氨基酸 9 212.63
游离氨基酸总量 31 377.45

注：*.人体必需氨基酸。

3 结 论

本实验建立了一种简单、快速、可靠，并能同时

检测22 种氨基酸的方法，该方法的R2大于0.993 1，回

收率97.10%～103.39%，RSD不大于4.98%。采用此方

法检测到树莓中14 种游离氨基酸，典型的氨基酸为天

冬酰胺，丙氨酸和赖氨酸。其中丙氨酸可作为食品调

味品、防腐剂；天冬酰胺具有降血压功效；赖氨酸为

人体必需氨基酸，可用于食品营养强化剂和除臭剂。

证实了树莓的营养价值，可为树莓的开发利用和深加

工提供科学依据。
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