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柱前衍生-HPLC法测定五指毛桃中
16种游离氨基酸含量

陈荣珠，王小平，高伟城，陈育青，丁其春

（漳州卫生职业学院药学系，福建漳州 363000）

摘　要：目的：建立柱前衍生-高效液相色谱法同时测定不同产地、不同叶形五指毛桃 Ficus hirta Vahl 根中 16 种氨

基酸含量，评价其质量差异。方法：采用高效液相色谱法，以异硫氰酸苯酯进行柱前衍生化，采用 Ultimate Amino
Acid 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），以 0.1 mol/L 乙酸钠-乙腈为流动相，进行梯度洗脱，流速 1.0 mL/min，
柱温为 40 ℃，检测波长为 254 nm。结果：9 个产地 12 份五指毛桃根中 16 种氨基酸线性关系良好，相关系数均大

于 0.9992，平均加样回收率介于 98.1%~105.9% 之间，RSD 为 0.67%~2.11%，L-天门冬氨酸、L-谷氨酸、L-丝氨

酸、甘氨酸、L-组氨酸、L-精氨酸、L-苏氨酸、L-丙氨酸、L-脯氨酸、L-酪氨酸、L-缬氨酸、L-甲硫氨酸、L-异亮

氨酸、L-亮氨酸、L-苯丙氨酸和 L-赖氨酸的平均含量分别为 3.308、3.424、2.750、2.978、1.302、4.549、2.778、
3.989、3.818、1.327、3.732、0.395、2.925、4.549、2.873、3.305 mg/g。产地为漳州卫生职业学院的四种叶形五指

毛桃根中氨基酸总含量由高到低为，三指浅裂>七指深裂>五指深裂>全缘；其余 8 个产地的五指毛桃根中 16 种氨

基酸总含量也存在差异，含量最高的为广西钦州灵山县，其次为广东河源源城区源南镇，含量最低的为福建漳州

龙海区程溪镇。结论：该方法能使 16 种氨基酸很好地进行分离，可靠准确，且加样回收率较高，可作为五指毛桃

根中氨基酸含量的测定方法，并可以用氨基酸含量来评价五指毛桃质量。
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Determination of 16 Free Amino Acids of Ficus hirta by Pre-column
Derivatization-High Performance Liquid Chromatography

CHEN Rongzhu，WANG Xiaoping，GAO Weicheng，CHEN Yuqing，DING Qichun

（Department of Pharmacy, Zhangzhou Health Vocational College, Zhangzhou 363000, China）

Abstract：Objects: To evaluate the quality of the root of Ficus hirta Vahl, a pre-column derivation-high performance liquid
chromatography (HPLC) method was established for the determination of 16 kinds of amino acids in the root of Ficus hirta
from different origins and leaf shapes. Methods: The contents of 16 kinds of amino acids in Ficus hirta were determined by
HPLC with phenyl isothiocyanate pre-column derivatization method. The separation was achieved using a ultimate amino
acid column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) under the gradient elution with the mobile phases composed of 0.1 mol/L sodium
acetate buffer and acetonitrile at the flow rate of 1.0 mL/min, column temperature of 40 ℃ and UV detector wavelength at
254 nm. Results:  The contents of 16 kinds of amino acids had a good linear relationship,  and the correlation coefficients
was  more  than  0.9992,  while  the  average  recovery  rates  (n=6)  were  98.1%~105.9%  and  RSD  were  0.67%~2.11%.  The
average contents of L-asparaginic acid, L-glutamic acid, L-serine, glycine, L-histidine, L-arginine, L-threonine, L-alanine,
L-proline, L-tyrosine, L-valine, L-methionine, L-isoleucine, L-leucine, L-phenylalanine, L-lysine were respectively 3.308,  
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3.424,  2.750,  2.978,  1.302,  4.549,  2.778,  3.989,  3.818,  1.327,  3.732,  0.395,  2.925,  4.549,  2.873,  3.305 mg/g.  There  were
differences in the content of total amino acid in Ficus hirta from different leaf shapes. Compared with leaf shapes, the three-
finger shapet had the highest total amino acid, followed by seven-finger shpape, and then five-finger shape, and the last was
undivided.  The content  of  total  amino acid in Ficus hirta from different  producing areas were also different.  The highest
content  was  in  Lingshan  county  of  Qinzhou  city  of  Guangxi  province,  followed  by  Yuannan  town  of  Heyuan  city  of
Guangdong province, and the lowest content was in Chengxi town of Longhai district of Zhangzhou city of Fujian province.
Conclusion:  16 kinds of  amino acids  were separated by this  method,  which was reliable,  accurate  and had high recovery
rate. It could be used for the determination of amino acids in Ficus hirta, and the content of amino acids could be used to
evaluate the quality of Ficus hirta.

Key  words：Ficus  hirta；amino  acid；pre-column  derivatization；phenyl  isothiocyanate；high  performance  liquid  chroma-

tography

 

五指毛桃始载于岭南地区的民间药书《生草药

性备要》，为桑科植物粗叶榕 Ficus hirta Vahl 的干燥

根，有五爪龙、五指牛奶、南芪等别称，在《中药志》、

《全国中草药汇编》、《中华本草》等大型辞书中均有

简述[1−2]，收录于《广西壮族自治区瑶药材质量标准

（第一卷）》（2013 年版）、《广东省中药材标准》

（2004 年版）、《湖南省中药材标准》（2009 年版）[3−5]。

五指毛桃主要分布于我国的广东、福建、云南、贵

州、广西等地。五指毛桃既是中草药，也是食用佳

品，近年来，其研究主要集中在化学成分的测定和生

理活性评价等方面[6−10]，其化学成分主要有黄酮类、

苯丙素类、甾体类、萜类、酚类和挥发油类等。经研

究发现，五指毛桃中的活性物质具有抗炎、抗氧化、

提高免疫及保肝等作用[11−12]。药理活性表现为调节

免疫系统、改善呼吸和胃肠道功能，对药物、拘束应

激性及酒精性肝损伤具有保护作用，且能抗衰老、抗

氧化、抑菌及抗辐射等[13−19]。

氨基酸既是药用植物中的一种生物活性物质，

也是蛋白质的水解产物，在人体中发挥着重要的作

用，参与人体生长、代谢、免疫及抗氧化，还是食品质

量及营养价值的重要评价指标[20−27]。氨基酸与人体

生命活动息息相关，游离氨基酸可直接被人体吸收，

可形成维生素 E、叶酸等营养素[28]。游离氨基酸的

种类和含量的变化会对中药材或食物的品质、营养

价值及香气物质造成一定的影响[29−32]。不同氨基酸

具有不同的生理功能，丙氨酸能提高免疫系统，防

治血管疾病；谷氨酸参与红细胞的生成，也能治疗

神经衰弱和记忆力减退；脯氨酸参与血红蛋白的合

成；精氨酸能促进胰岛素的生成与分泌，促进创口愈

合；赖氨酸与人体代谢平衡和儿童智力发育等均有

关[33−34]。

我国中药材研究历史悠久，随着其化学成分及

活性物质研究的深入，中药材的品质评价体系日趋完

善，常见中药材中氨基酸含量和组分测定也陆续完

成，如重楼、桑叶、天花粉、三七、天麻等多种中药材

中的氨基酸含量已完成了测定[35−39]，然而关于五指毛

桃中游离氨基酸的研究未见报道。氨基酸的分析方

法主要有氨基酸自动分析仪、毛细管电泳法、高效液

相色谱法和气相色谱法等[40]，其中，柱前衍生高效液

相色谱法检测简便、准确高效，最为常用，以上中药

材中氨基酸含量的测定就是用此方法进行的。本研

究拟采用异硫氰酸苯酯柱前衍生高效液相色谱法

（PITC-HPLC）测定不同叶形、不同产地五指毛桃根

中 L-天门冬氨酸、L-谷氨酸、L-丝氨酸、甘氨酸、L-
组氨、L-精氨酸、L-苏氨酸、L-丙氨酸、L-脯氨酸、L-
酪氨酸、L-缬氨酸、L-甲硫氨酸、L-异亮氨酸、L-亮
氨酸、L-苯丙氨酸、L-赖氨酸等 16 种游离氨基酸的

含量，以期为五指毛桃品种选育、开发利用及质量评

价提供参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

12 份五指毛桃取自不同产地，植株经漳州卫生

职业学院陈育青副教授鉴定为桑科植物粗叶榕，采集

详细信息见表 1。
16 种氨基酸混合标准品：L-天门冬氨酸（L-

Asp）、L-谷氨酸（L-Glu）、L-丝氨酸（L-Ser）、甘氨酸

（Gly）、L-组氨酸（L-His）、L-精氨酸（L-Arg）、L-苏氨

酸（L-Thr）、L-丙氨酸（L-Ala）、L-脯氨酸（L-Pro）、L-
酪氨酸（L-Tyr）、L-缬氨酸（L-Val）、L-甲硫氨酸（L-
Met）、L-异亮氨酸（Ile）、L-亮氨酸（L-Leu）、L-苯丙

氨酸（L-Phe）、L-赖氨酸（L-Lys）　Sigma 公司，批号

为 SLCF7767，浓度为 2.5 μmol/mL；乙腈　色谱纯，

Fisher 公司；异硫氰酸苯酯（PITC）　阿拉丁试剂（上

海）有限公司；三乙胺、正己烷、无水醋酸钠、冰乙

酸、无水乙醇、盐酸（优级纯）　西陇科学股份有限公

司；水为超纯水；以上试剂无特殊说明均为分析纯。

Agilent 1260 型高效液相色谱仪、Agilent ZOR-
BAX SB-C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）　美国

Agilent 公司；Ultimate Amino Acid 色谱柱（4.6 mm×
250 mm，5 μm）　月旭科技（上海）股份有限公司；

PE20K 型 pH 计　梅特勒-托利多国际贸易（上海）有

限公司；101A-3B 电热鼓风干燥箱　上海实验仪器

厂有限公司；PX224ZH/E 型电子天平　奥豪斯仪器

（常州）有限公司；TG16-WS 台式高速离心机　湖南

湘仪离心机有限公司；KQ-250 DE 型数控超声波清

洗器　昆山市超声仪器有限公司；HWS-28 型电热恒

温水浴锅　常州市江南实验仪器厂；XL-04B 密封型

摇摆式粉碎机　广州市旭朗机械设备有限公司。 
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1.2　实验方法 

1.2.1   供试品溶液的制备　五指毛桃溶液制备[29,36,40]

的操作步骤如下。将五指毛桃根洗净后阴干，再用

60 ℃ 烘箱烘干，然后将样品粉碎后过 60 目筛；精密

称取粉末 0.10 g 置于真空接口蛋白质水解管中，加

入 10 mL 6 mol/L 盐酸溶液，充氮气；置于 120 ℃ 油

浴锅中水解 12 h，放冷过滤，移入蒸发皿中，置于水

浴锅上蒸干，残渣加入 0.1 mol/L 盐酸溶液溶解并转

移到 2 mL 容量瓶中，加 0.1 mol/L 盐酸溶液至刻度，

摇匀；最后，将溶液全部转移到离心管中，10000 r/min，
离心 15 min，取上清液置于 4 ℃ 冰箱中保存备用。 

1.2.2   柱前衍生化　准确吸取氨基酸混合对照品溶

液（2.5 μmol/mL）及供试品溶液各 200 μL，分别加入

0.1 mol/L 异硫氰酸苯酯（PITC）乙腈溶液（取 PITC
0.12 mL，用乙腈定容至 10 mL）和 1 mol/L 三乙胺乙

腈溶液（取三乙胺 1.35 mL，加乙腈定容至 10 mL）各
100 μL，混匀，置于室温中反应 l h，然后加入正己烷

400 μL 萃取，振荡 10 s，放置 10 min，重复 3 次，取下

层溶液 200 μL，用超纯水定容至 1.4 mL 后用微孔滤

膜（0.45 μm）过滤，取续滤液即得。 

1.2.3   色谱条件　本试验使用 Agilent 1260 型高效

液相色谱仪和 Ultimate Amino Acid 色谱柱（4.6 mm×
250 mm，5 μm）；色谱柱柱温为 40 ℃；检测波长为

254 nm；进样量 20 μL；流速为 1.0 mL/min；流动相

A：以 0.1 mol/L 的醋酸钠（pH6.50，A）和无水乙腈

（B）作为流动相进行梯度洗脱（0~4  min，95%A；

4.01~31 min，95%A→67%A；31.01~40 min，67%A→
65%A；40.01~45 min，65%A→10%A；45.01~53 min，
10%A；53.01~55 min，10%A→95%A；55.01~67 min，
95%A）[41]。五指毛桃根中 16 种氨基酸含量的测定

采用外标法（标准曲线法）计算。 

1.3　数据处理

本文表中数据表示形式为平均值±标准差；用

SPSS 26.0 进行数据整理和分析，并采用单因素方差

分析法进行差异显著性分析。 

2　结果与分析 

2.1　供试品溶液提取方法的考察

考虑到试验的安全性及提取效率，结合参考文

献 [29]，本试验考察了样品在 120 ℃ 下用 6 mol/L 盐

酸分别水解 10、12、16 h 后各种氨基酸含量及 16 种

氨基酸总含量存在显著差异（P<0.05）。结果如表 2
所示，水解 10 h 时 L-天门冬氨酸、L-谷氨酸、L-丝氨

酸、甘氨酸、L-组氨酸、L-精氨酸、L-苏氨酸、L-丙氨

酸、L-脯氨酸、L-酪氨酸、L-缬氨酸、L-甲硫氨酸、L-
异亮氨酸、L-亮氨酸、L-苯丙氨酸、L-赖氨酸含量和

L-总氨基酸含量显著低于水解 12 和 16 h（P<0.05），
其原因可能是水解 10 h 不能充分将药材中的氨基酸

全部水解，而水解 12 和 16 h 后各种氨基酸含量及氨

 

表 1    样品信息

Table 1    The information of samples

编号 叶形 采样地点 经度（E） 纬度（N） 海拔（m）

1 全缘 漳州卫生职业学院药用植物园 117°37′48.00″ 24°31′49″ 48

2 三指浅裂 漳州卫生职业学院药用植物园 117°37′48.00″ 24°31′49″ 48

3 五指深裂 漳州卫生职业学院药用植物园 117°37′48.00″ 24°31′49″ 48

4 七指深裂 漳州卫生职业学院药用植物园 117°37′48.00″ 24°31′49″ 48

5 五指浅裂 福建漳州平和县 117°13′25.58″ 24°8′22.56″ 389

6 五指浅裂 福建漳州龙文区 117°43′39.97″ 24°30′48.25″ 196

7 五指浅裂 福建漳州南靖县 117°13′54.54″ 24°48′55.40″ 603

8 七指深裂 福建漳州长泰区岩溪林场 117°45′56.53″ 24°46′25.44″ 371

9 七指深裂 福建漳州龙海区双弟华侨农场 117°45′42.11″ 24°24′2.33″ 485

10 七指深裂 福建漳州龙海区程溪镇 117°39′51.47″ 24°20′46.46″ 307

11 五指浅裂 广西钦州灵山县 109°06′35.28″ 22°06′27.11″ 117

12 五指浅裂 广东河源源城区源南镇 114°37′52.49″ 23°42′56.98″ 361

 

表 2    广东河源源城区源南镇五指毛桃不同油浴时间 16 种
氨基酸含量测定结果（mg/g，n=3）

Table 2    The content of 16 kinds of amino acids in Ficus hirta
from Yuannan town, Heyuan, Guangdong Province (mg/g, n=3)

氨基酸含量（mg/g）
油浴时间（h）

10 12 16

L-天门冬氨酸 2.01±0.05b 2.88±0.20a 2.81±0.12a

L-谷氨酸 2.71±0.70b 3.45±1.52a 3.41±0.15a

L-丝氨酸 2.05±0.09b 3.04±0.66a 3.05±0.23a

甘氨酸 2.76±0.17b 3.78±0.69a 3.79±0.73a

L-组氨酸 0.98±0.32b 1.92±0.21a 2.05±0.31a

L-精氨酸 6.01±1.01b 8.15±1.45a 8.03±1.56a

L-苏氨酸 2.12±0.89b 3.32±0.08a 3.42±0.88a

L-丙氨酸 3.97±0.91b 5.07±1.12a 5.01±1.20a

L-脯氨酸 3.81±0.59b 4.60±0.14a 4.68±0.45a

L-酪氨酸 0.57±0.07b 1.33±0.15a 1.37±0.53a

L-缬氨酸 3.54±1.13b 4.73±1.04a 4.84±1.41a

L-甲硫氨酸 0.12±0.04b 0.37±0.31a 0.40±0.10a

L-异亮氨酸 2.19±0.61b 3.66±1.03a 3.63±0.86a

L-亮氨酸 3.17±1.84b 5.55±1.92a 5.65±1.09a

L-苯丙氨酸 2.01±0.43b 3.56±0.90a 3.47±0.65a

L-赖氨酸 3.08±0.99b 4.04±0.33a 3.90±0.12a

L-总氨基酸 41.90b 59.44a 59.51a

注：同行不同小写字母表示差异显著（P<0.05），表5、表6同。
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基酸总含量无显著性差异（P>0.05）。为保证水解完

全并提高效率，最终确定样品水解条件为 6 mol/L

盐酸、120 ℃ 下水解 12 h。 

2.2　色谱柱的选择

本试验考察了 Ultimate  Amino  Acid 色谱柱

（4.6 mm×250 mm，5 μm）、Agilent ZORBAX SB-C18

色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）在相同流动相下的

分离效果。结果如图 1 所示，氨基酸对照品用

Ultimate Amino Acid 色谱柱分离效果良好。因此，

本试验选用 Ultimate Amino Acid 色谱柱进行后续

试验。 

2.3　流动相体系的选择

本试验在流动相体系的选择上，考察了等度洗

脱和梯度洗脱这两种流动相体系下氨基酸的分离情

况。结果表明，等度洗脱无法将氨基酸混合对照品进

行有效分离（图 2），改用梯度洗脱的方式后 16 种氨

基酸对照品能有效分离，梯度洗脱参照李松涛等[36]

对桑叶中氨基酸含量测定所用的流动相体系，略作更

改，结果发现，在此流动相体系下，16 种氨基酸能有

效分离，满足实验要求。在前述优化的色谱条件下对

标准品和样品进行测定，16 种氨基酸混合标准品及

五指毛桃根提取液的液相色谱图见图 3。 
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图 1    16 种混合氨基酸标准品在 Ultimate Amino Acid 柱（A）和 Agilent ZORBAX SB-C18 柱（B）中的液相色谱图

Fig.1    The chromatogram of 16 amino acids on Ultimate Amino Acid (A) and Agilent ZORBAX SB-C18 (B) columns

注：1. L-天门冬氨酸（L-Asp）；2. L-谷氨酸（L-Glu）；3. L-丝氨酸（L-Ser）；4. 甘氨酸（Gly）；5. L-组氨酸（L-His）；6. L-精氨酸（L-
Arg）；7. L-苏氨酸（L-Thr）；8. L-丙氨酸（L-Ala）；9. L-脯氨酸（L-Pro）；10. L-酪氨酸（L-Tyr）；11. L-缬氨酸（L-Val）；12. L-甲硫氨酸
（L-Met）；13. L-异亮氨酸（L-Ile）；14. L-亮氨酸（L-Leu）；15. L-苯丙氨酸（L-Phe）；16. L-赖氨酸（L-Lys）；图 3 同。
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图 2    等度洗脱色谱图

Fig.2    HPLC chromatograms of isometric elution
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2.4　线性关系、检出限及定量限测定结果

精密移取氨基酸混合对照品溶液 0.25、0.50、
1.00、2.00、5.00 mL，分别置于 10 mL 容量瓶中，用

0.1 mol/L 的盐酸稀释至刻度，摇匀，并按“1.2.2”方法

进行衍生化，依据本实验的色谱条件测定峰面积。以

氨基酸对照品峰面积（Y）对进样量（X，μg）绘制标准

曲线，计算回归方程。采用 0.1 mol/L 盐酸溶液不断

稀释处理氨基酸对照品溶液，与空白溶剂进样，进样

量为 20 μL，依信噪比法初步预估检出限和定量限，

其中，以信噪比为 3:1 时确定检出限，以信噪比为

10:1 时确定定量限。结果如表 3 所示，L-天门冬氨

酸、L-谷氨酸、L-丝氨酸、甘氨酸、L-组氨酸、L-精氨

酸、L-苏氨酸、L-丙氨酸、L-脯氨酸、L-酪氨酸、L-缬
氨酸、L-甲硫氨酸、L-异亮氨酸、L-亮氨酸、L-苯丙

氨酸、L-赖氨酸分别在 0.381~5.950、0.421~7.692、
0.301~5.969、0.215~7.633、0.444~6.008、0.498~6.714、
0.341~5.936、0.255~3.8717、0.329~4.520、0.518~6.681、

0.335~6.130、0.427~4.254、0.375~4.932、0.375~6.744、
0.472~4.544、0.418~5.171 μg 范围内均有良好的线

性关系，相关系数均大于 0.9992，检出限为 0.364~
1.052 ng/mL，定量限为 1.394~4.207 ng/mL，表明仪

器灵敏度高，较低质量浓度的氨基酸即可被检测。 

2.5　精密度、重复性、稳定性及加样回收率测定结果 

2.5.1   精密度测定结果　精密吸取氨基酸混合对照

品溶液（2.5 μmol/mL），按“1.2.3”项色谱条件下连续

进样 6 次，测定各种氨基酸的峰面积并计算其 RSD，

结果测得 L-天门冬氨酸、L-谷氨酸、L-丝氨酸、甘氨

酸、L-组氨酸、L-精氨酸、L-苏氨酸、L-丙氨酸、L-脯
氨酸、L-酪氨酸、L-缬氨酸、L-甲硫氨酸、L-异亮氨

酸、L-亮氨酸、L-苯丙氨酸和 L-赖氨酸峰面积的

RSD 分别为 1.08%、1.85%、1.16%、0.87%、2.20%、

1.91%、0.37%、1.18%、1.15%、0.68%、0.54%、0.37%、

1.09%、1.20%、0.61%、1.06%，说明该仪器精密度

良好。 

 

325

1 2

3

4

5
6

7

8
9

10

11

12

13

14

15

16
300

4

275
250

8

225
200

12

175
150

16

125
100

20

75
50

24

25
0

28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68

DAD1A,Sig=254,4 Ref=off A

m
A

U

时间 (min)

325

1 2 3
4 5 6

7
8
9 10 1112 1314 15

16

300

4

275
250

8

225
200

12

175
150

16

125
100

20

75
50

24

25
0

28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68

DAD1A,Sig=254,4 Ref=off B

m
A

U

时间 (min)

325
300

4

275
250

8

225
200

12

175
150

16

125
100

20

75
50

24

25
0

28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68

DAD1A,Sig=254,4 Ref=off C

m
A

U

时间 (min)

图 3    供试品溶液（A）、混合对照品溶液（B）、空白溶液（C）色谱图

Fig.3    HPLC chromatograms of derivatized solution of sample (A)，mixed reference standard solution (B)，and blank solution (C)
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2.5.2   重复性测定结果　精密称取 6 份广东河源源

城区源南镇的五指毛桃粉末，每份 0.10 g，按“1.2.1”
和“1.2.2”项下方法制备溶液并进行衍生化，按上述

“1.2.3”项下色谱条件测定含量，结果发现，L-天门冬

氨酸、L-谷氨酸、L-丝氨酸、甘氨酸、L-组氨酸、L-精
氨酸、L-苏氨酸、L-丙氨酸、L-脯氨酸、L-酪氨酸、L-
缬氨酸、L-甲硫氨酸、L-异亮氨酸、L-亮氨酸、L-苯
丙氨酸和 L-赖氨酸的平均含量分别为 2.91、3.41、
3.07、 3.75、 1.88、 8.21、 3.30、 5.01、 4.69、 1.23、
4.81、 0.35、 3.71、 5.51、 3.61、 4.02  mg/g， RSD
分别为 1.91%、1.63%、2.01%、1.47%、1.29%、1.85%、

1.71%、0.59%、1.88%、0.93%、1.72%、1.39%、1.31%、

1.65%、1.50%、0.67%，说明该方法重复性好。 

2.5.3   稳定性试验　精密称取 6 份广东河源源城区

源南镇的五指毛桃粉末，每份 0.10 g，分别按“1.2.1”
和“1.2.2”项下方法制备溶液并进行衍生化，按

“1.2.3”项下色谱条件，分别于 0、2、4、8、12、24 h
进样测定，记录峰面积，计算 RSD。结果发现，L-天
门冬氨酸、L-谷氨酸、L-丝氨酸、甘氨酸、L-组氨酸、

L-精氨酸、L-苏氨酸、L-丙氨酸、L-脯氨酸、L-酪氨

酸、L-缬氨酸、L-甲硫氨酸、L-异亮氨酸、L-亮氨酸、

L-苯丙氨酸和 L-赖氨酸等 16 种氨基酸峰面积的

RSD 分别为 1.33%、1.17%、0.64%、1.37%、0.89%、

1.49%、 0.51%、 1.20%、 1.94%、 0.59%、 1.01%、

1.18%、0.30%、1.76%、1.41%、2.27%，表明供试品

溶液在室温条件下 24 h 内，稳定性良好。 

2.5.4   加样回收率测定结果　精密称取 6 份福建漳

州龙文区五指毛桃粉末，每份约 0.05 g，精密加入与

样品中待测成分含量相当的氨基酸混合对照品溶液，

分别按“1.2.1”和“1.2.2”项下的方法制备供试品溶液

并进行衍生化，按“1.2.3”项下色谱条件进样测定，记

录峰面积，计算回收率。由表 4 可知，16 种氨基酸的

平均加样回收率为 98.1%~105.9%，RSD 为 0.67%~

2.11%，说明该方法准确度高。
 
 

表 4    加样回收试验结果（n=6）
Table 4    The results of recovery test (n=6)

氨基酸组分
样品中量
（mg）

对照品加入量
（mg）

测定量
（mg）

平均回收率
（%）

RSD
（%）

L-天门冬氨酸 1.09 1.06 2.13 98.1 0.67
L-谷氨酸 1.40 1.42 2.83 100.7 2.03
L-丝氨酸 1.27 1.30 2.55 98.5 1.54
甘氨酸 1.25 1.28 2.51 98.4 2.11

L-组氨酸 0.54 0.52 1.07 101.9 1.59
L-精氨酸 0.83 0.86 1.69 98.8 1.73
L-苏氨酸 1.26 1.28 2.55 100.8 0.36
L-丙氨酸 1.61 1.62 3.21 98.8 1.89
L-脯氨酸 1.44 1.41 2.84 99.3 0.71
L-酪氨酸 0.47 0.50 0.96 98.0 0.43
L-缬氨酸 1.64 1.66 3.31 100.6 1.83

L-甲硫氨酸 0.17 0.17 0.35 105.9 1.90
L-异亮氨酸 1.24 1.21 2.44 99.2 2.07

L-亮氨酸 1.92 1.93 3.83 99.0 1.60
L-苯丙氨酸 1.21 1.18 2.37 98.3 1.78

L-赖氨酸 1.36 1.34 2.71 100.7 1.46
  

2.6　样品测定结果

精密称取 12 份五指毛桃粉末各 0.10 g，按“1.2.1”

项中的方法制备溶液，并按“1.2.2”项下方法进行衍

生化，然后按“1.2.3”项下色谱条件进样测定，将测得

的峰面积代入回归方程，分别计算 16 种氨基酸的含

量，如表 5、表 6 所示。从表 5 中的结果可知，9 个产

地 12 份样品均检测到 16 种氨基酸，总含量范围为

33.32~72.94 mg/g。16 种氨基酸中 L-精氨酸和 L-亮

氨酸平均含量最高（4.549 mg/g），其次是 L-丙氨酸、

 

表 3    16 种氨基酸的标准曲线、相关系数、检出限和定量限

Table 3    The regression equations, correlation coefficients, limits of detection (LODs) and
limits of quantification (LOQs) for 16 kinds of amino acids

氨基酸 回归方程 相关系数 线性范围（μg） 检出限（ng/mL） 定量限（ng/mL）

L-天门冬氨酸 Y=1004.2X−19.796 0.9997 0.381~5.950 0.952 3.807
L-谷氨酸 Y=910.06X+1.1696 0.9999 0.421~7.692 1.052 4.207
L-丝氨酸 Y=1698.7X−0.0103 0.9994 0.301~5.969 0.751 3.006
甘氨酸 Y=5895.8X−0.0143 0.9998 0.215~7.633 0.390 1.431

L-组氨酸 Y=1349.5X−62.307 0.9999 0.444~6.008 0.807 2.959
L-精氨酸 Y=1132.2X−22.964 0.9997 0.498~6.714 0.906 3.321
L-苏氨酸 Y=1519.7X−71.926 0.9996 0.341~5.936 0.852 2.839
L-丙氨酸 Y=4155.7X−228.49 0.9992 0.255~3.8717 0.463 2.123
L-脯氨酸 Y=2098.8X+67.506 0.9997 0.329~4.520 0.470 2.195
L-酪氨酸 Y=1331.8X+113.45 0.9992 0.518~6.681 0.740 3.455
L-缬氨酸 Y=2906.1X−0.1321 0.9998 0.335~6.130 0.478 2.235

L-甲硫氨酸 Y=1457.6X+55.718 0.9994 0.427~4.254 0.610 2.845
L-异亮氨酸 Y=1800.9X+48.448 0.9996 0.375~4.932 0.536 2.502

L-亮氨酸 Y=2749.4X−95.749 0.9998 0.375~6.744 0.536 2.502
L-苯丙氨酸 Y=1494.3X−38.583 0.9997 0.472~4.544 0.675 3.150

L-赖氨酸 Y=3260.7X−377.4 0.9999 0.418~5.171 0.364 1.394
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表 5    不同叶形五指毛桃根中氨基酸的含量（mg/g，n=3）
Table 5    The content of amino acids in Ficus hirta from different leaf shapes (mg/g, n=3)

氨基酸成分
样品编号

1 2 3 4 平均值

L-天门冬氨酸# 2.20±0.39b 4.16±0.17a 1.32±0.09c 4.15±0.01a 3.308
L-谷氨酸# 2.81±0.04b 5.27±0.32a 5.63±0.44a 5.18±0.19a 3.424
L-丝氨酸 2.73±0.36b 3.56±0.12a 2.65±0.07b 2.50±0.29bc 2.750
甘氨酸# 2.77±0.51bc 3.67±0.73a 3.12±1.26b 2.99±0.60b 2.987

L-组氨酸 1.12±0.20c 1.84±0.23a 1.25±0.42bc 1.26±0.06bc 1.302
L-精氨酸# 3.01±1.09b 5.47±2.13a 5.53±0.13a 5.28±0.77a 4.549
L-苏氨酸* 2.66±0.94b 3.39±2.12a 2.72±0.58b 2.77±0.20b 2.778
L-丙氨酸 3.72±1.13c 5.02±1.85a 4.32±0.49b 3.89±0.41c 3.989
L-脯氨酸 3.47±0.57b 4.94±1.62a 3.68±0.23b 3.57±0.21b 3.818
L-酪氨酸# 1.58±0.48b 2.10±0.41a 1.72±0.18b 1.49±0.16b 1.327
L-缬氨酸* 3.23±0.24b 4.34±1.75a 3.54±0.53b 3.77±0.80b 3.732

L-甲硫氨酸*# 0.46±0.18a 0.52±0.06a 0.49±0.10a 0.47±0.07a 0.395
L-异亮氨酸* 2.69±0.54b 3.47±1.19a 2.96±0.15b 2.98±0.12b 2.925
L-亮氨酸*# 4.40±0.71b 5.67±0.51a 4.75±0.20b 4.83±0.35b 4.549

L-苯丙氨酸*# 2.80±0.31b 3.56±0.38a 3.01±0.57b 2.93±0.31b 2.873
L-赖氨酸*# 2.97±0.51b 4.33±0.40a 3.26±0.10b 3.27±0.43b 3.305

总氨基酸（TFAA） 42.63c 61.32a 49.94b 51.33b

必需氨基酸（EAA） 19.21b 25.30a 20.73b 21.02b

非必需氨基酸（NEAA） 23.42c 36.02a 29.21b 30.31b

药用氨基酸 23.01c 34.76a 28.83b 30.60b

EAA/TFAA（%） 45.06 41.25 41.52 40.94
EAA/NEAA（%） 82.02 70.24 70.97 69.35

药用氨基酸/TFAA（%） 53.96 56.69 57.72 59.61

注：*表示人体必需氨基酸；#表示药用氨基酸；表6同。
 

表 6    不同产地五指毛桃根中氨基酸的含量（mg/g, n=3）
Table 6    The content of amino acids in Ficus hirta from different area (mg/g, n=3)

氨基酸成分
样品编号

5 6 7 8 9 10 11 12 平均值

L-天门冬氨酸# 5.14±0.20a 2.18±0.25e 2.59±0.56d 4.57±0.16b 2.92±0.36d 4.15±0.38b 3.43±0.15c 2.88±0.13d 3.308
L-谷氨酸# 2.99±0.04bc 2.79±0.16c 2.21±0.47cd 1.89±0.67d 2.59±0.79c 2.22±0.39cd 4.07±0.19a 3.45±0.11b 3.424
L-丝氨酸 2.06±0.23c 2.58±0.32bc 2.83±0.21b 2.18±1.41c 3.08±0.19b 2.12±0.28c 3.67±0.04a 3.04±0.46b 2.750
甘氨酸# 2.18±0.68d 2.53±0.41d 3.19±0.47c 2.07±0.70d 3.00±0.33c 1.93±0.05d 4.50±0.48a 3.78±0.81b 2.987

L-组氨酸 1.11±0.55c 1.11±0.06c 0.93±0.61c 1.61±0.79b 1.17±0.21c 1.41±0.37b 0.89±0.45c 1.92±0.32a 1.302
L-精氨酸# 2.68±0.34d 1.77±0.12e 4.26±0.34c 1.79±0.23e 2.51±0.13d 1.75±0.30f 12.39±0.26a 8.15±0.51b 4.549
L-苏氨酸* 2.00±0.61c 2.48±0.29b 3.14±0.51b 2.17±0.16c 3.04±0.43b 2.03±0.29c 3.62±0.44a 3.32±0.16a 2.778
L-丙氨酸 3.18±0.14d 3.31±0.27d 3.74±0.33c 2.86±0.37d 4.16±0.52c 2.72±0.47d 5.88±0.15a 5.07±0.10b 3.989
L-脯氨酸 3.11±0.37cd 2.93±0.10d 3.87±0.26c 2.64±0.36d 3.81±0.58c 2.39±0.94d 6.81±0.18a 4.60±0.44b 3.818
L-酪氨酸# 0.73±0.07c 0.94±0.18c 1.38±0.35b 0.77±0.49c 1.27±0.30b 0.77±0.01c 1.84±0.05a 1.33±0.27b 1.327
L-缬氨酸* 2.82±0.27d 3.23±0.39cd 4.01±0.51c 2.82±0.06d 4.04±0.17c 2.58±0.15d 5.67±2.43a 4.73±0.31b 3.732

L-甲硫氨酸*# 0.30±0.09b 0.31±0.07b 0.46±0.02a 0.20±0.04c 0.35±0.06b 0.24±0.07c 0.57±0.04a 0.37±0.02b 0.395
L-异亮氨酸* 2.19±0.21d 2.47±0.23d 3.16±0.11bc 2.08±0.27d 3.06±0.18bc 1.99±0.09d 4.40±1.13a 3.66±0.14b 2.925
L-亮氨酸*# 3.37±0.65d 3.78±0.36d 4.91±0.24c 3.18±0.10d 4.68±0.11c 3.06±0.22d 6.41±2.52a 5.55±0.27b 4.549

L-苯丙氨酸*# 2.11±0.17c 2.41±0.12c 3.23±0.14b 2.01±0.06c 2.97±0.38b 1.90±0.46c 3.97±0.19a 3.56±0.19a 2.873
L-赖氨酸*# 2.38±0.18c 2.63±0.49c 3.71±0.29b 2.50±0.61c 3.68±0.55b 2.06±0.07de 4.83±0.08a 4.04±0.28b 3.305

总氨基酸（TFAA） 38.35d 37.46e 47.63c 35.33d 46.34c 33.32d 72.94a 59.44b

必需氨基酸（EAA） 15.18d 17.31d 22.62c 14.96d 21.82c 13.86d 29.48a 25.22b

非必需氨基酸（NEAA） 23.17c 20.15d 25.01c 20.37d 24.52c 19.46d 43.46a 34.22b

药用氨基酸 21.89cd 19.35d 25.94c 18.97d 23.98c 18.09d 42.01a 33.09b

EAA/TFAA（%） 39.58 46.22 47.49 42.35 47.08 41.58 40.41 42.43
EAA/NEAA（%） 65.52 85.91 90.44 73.44 88.99 71.22 67.83 73.70

药用氨基酸/TFAA（%） 57.07 51.65 54.46 53.69 51.76 54.27 57.59 55.67
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L-脯氨酸和 L-缬氨酸，而 L-组氨酸和 L-酪氨酸平均

含量相对较低，L-甲硫氨酸平均含量最低。亮氨酸和

精氨酸作为一种调节因子，可以调控细胞内信号通

路，并对细胞内蛋白合成、周转及机体免疫和氧化功

能等方面[42] 有着重要的生物学作用；亮氨酸能削弱

抗阻运动所导致的骨骼肌损伤与疼痛，可促进骨骼肌

蛋白质合成[43−44]。这与民间将五指毛桃根作为药膳

用于提高免疫力、治疗骨损伤与疼痛是相符的。

采自漳州卫生职业学院的不同叶形五指毛桃根

中（表 5），16 种氨基酸总含量并没有随着叶裂数目的

增加而增加，四种叶形总氨基酸含量由高到低为三

指>七指>五指>全缘，总含量介于 42.63~61.32 mg/g。
其中，三指浅裂五指毛桃根中甘氨酸、L-组氨酸、L-
苏氨酸、L-丙氨酸、L-脯氨酸、L-酪氨酸、L-缬氨酸、

L-异亮氨酸、L-亮氨酸、L-苯丙氨酸及 L-赖氨酸的

含量显著（P<0.05）高于其它三种叶形。

同时，分析了 8 个不同产地五指毛桃根中（表 6）
16 种氨基酸含量，其总含量介于 33.32~72.94 mg/g。
进一步分析发现除了 L-天门冬氨酸、L-组氨酸、L-
苏氨酸、L-甲硫氨酸和 L-苯丙氨酸，其它 11 种氨基

酸含量及 16 种氨基酸总含量广西钦州灵山县显著

（P<0.05）高于其它产地，福建漳州平和县的五指毛桃

根中 L-天门冬氨酸含量显著（P<0.05）高于其它产

地，广东河源源城区源南镇五指毛桃根中 L-组氨酸

含量显著（P<0.05）高于其它产地，广西钦州灵山县和

广东河源源城区源南镇五指毛桃根中 L-苏氨酸含量

显著（P<0.05）高于其它 6 个产地。因此，同一种中药

材种植在不同地区，受生存环境的影响，其植物体内

活性物质含量不同。

在 16 种氨基酸中包含 7 种人体必需氨基酸，含

量为 13.86~29.48 mg/g，与氨基酸总量（TFAA）的百

分比介于 39.58%~47.49% 之间，与非必需氨基酸含

量的百分比介于 65.52%~90.44% 之间。根据 2007
年 WHO/FAO[45] 中规定必需氨基酸/总氨基酸、必需

氨基酸/非必需氨基酸二者比值其理想模型为 40%
和 60%，我们可知，福建漳州平和县和广西钦州灵山

县的五指毛桃最接近理想模型，可考虑将两个产地的

五指毛桃作为氨基酸补充剂进行开发。

研究发现，L-天门冬氨酸、L-谷氨酸、甘氨酸、

L-精氨酸、L-甲硫氨酸、L-苯丙氨酸、L-亮氨酸、L-
赖氨酸和 L-酪氨酸等 9 种为药用氨基酸[46]，本研究

的测定结果表明，12 份五指毛桃根中药用氨基酸

含量为 18.09~42.01 mg/g，12 份五指毛桃根中药用

氨基酸占氨基酸总量介于 51.65%~59.61% 之间，其

中，广西钦州灵山县五指毛桃根中药用氨基酸含量最

高，而 9 个地区五指毛桃根中药用氨基酸与总氨基

酸比值差异不大，均高于 50%，因此，这几个产区的

五指毛桃均可提取药用氨基酸并推广利用。 

3　结论
本文构建了异硫氰酸苯酯-柱前衍生 HPLC 法

同时测定不同叶形、不同产地 12 批五指毛桃根中

16 种氨基酸含量的方法，该方法能使 16 种氨基酸有

效分离，且线性关系良好，检出限为 0.364~1.052
ng/mL，定量限为 1.394~4.207 ng/mL，平均加样回收

率在 98.1%~105.9%，RSD 为 0.67%~2.11%。由以

上结果可以看出该方法精密度高、稳定性和重复性

均良好，可作为五指毛桃根中氨基酸含量的测定方

法，为完善其质量标准提供了科学依据。
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