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基于亲水相互作用的超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱法测定

不同成熟阶段草莓中 １８ 种游离氨基酸
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摘要：不同成熟时期草莓中游离氨基酸的组成和含量测定对草莓的品质评价和营养研究具有重要意义。 本研究建

立了基于亲水相互作用的超高效液相色谱⁃串联质谱技术快速直接测定不同成熟阶段草莓中 １８ 种游离氨基酸的分

析方法。 将经过研磨后的草莓样品用水提取并通过离心和膜过滤后，进行液相色谱⁃串联质谱分析。 采用 ＡＣＱＵ⁃
ＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｇｌｙｃａｎ ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ 亲水相互作用液相色谱柱（１５０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ），以含有 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵

和 ０􀆰 １％ 甲酸的乙腈水溶液为流动相进行梯度洗脱。 采用三重四极杆质谱仪，在电喷雾离子源正离子扫描模式下，
以基质匹配标准曲线法对氨基酸定量分析。 结果表明，该方法在 ０􀆰 ５ ～ ４０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 范围内线性关系良好（ ｒ２≥
０􀆰 ９９２）。 方法的日内精密度为 １􀆰 ０％ ～１４􀆰 ８％，日间精密度为 ３􀆰 ６％ ～１７􀆰 ６％；检出限在 ５０～２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 范围内。 在 ３
个添加水平下，草莓基质中样品加标回收率为 ７５􀆰 ０％ ～１１４􀆰 ６％，相对标准偏差为 ０􀆰 ３％ ～１３􀆰 ５％。 将建立的定量分析

方法用于 ５ 个不同成熟时期草莓中氨基酸含量的测定，经统计分析后共筛选出 ７ 种差异性游离氨基酸（苯丙氨酸、
异亮氨酸、谷氨酰胺、４⁃氨基丁酸、精氨酸、谷氨酸和天冬氨酸）。 该方法快速、准确，具有良好的重复性和稳定性，
可对草莓中游离氨基酸组成进行定量检测。
关键词：超高效液相色谱；亲水相互作用色谱；串联质谱；游离氨基酸；草莓
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　 　 草莓是一种蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）草莓属（Ｆｒａ⁃
ｇａｒｉａ）的多年生草本植物［１，２］，其果实有着较高的

营养价值和经济价值［３，４］。 草莓中含量丰富的氨基

酸与草莓品质、色泽度和香气有着密切的关联［５］。
草莓中游离的脯氨酸、天冬氨酸和缬氨酸能够与花

青素发生共色素沉着效应，可显著增加花青素的热

稳定性［５－７］，从而增加草莓的抗氧化能力。 此外，草
莓中丰富的氨基酸具有抗突变、降低血糖和减少冠

心病等功效［４，５］。
　 　 氨基酸的测定方法包括离子交换色谱法［８］、毛
细管电泳法［９］、气相色谱法［１０］、高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ） ［１１，１２］、液相色谱⁃质谱联用法［１３－１６］等。 离子

交换色谱法包括阴离子交换色谱法与阳离子交换色

谱法，阴离子交换色谱法通常与积分脉冲安培检测

器联用，缺点是分离和平衡时间较长［１７］。 氨基酸自

动分析仪采用阳离子交换色谱与茚三酮或荧光胺柱

后衍生结合的方法对氨基酸进行分离后，使用紫外

可见光或荧光等检测器对氨基酸衍生物进行测

定［１４，１８－２０］。 毛细管电泳法可直接测定氨基酸，但缺

点是重复性较差［１８，２１，２２］。 由于氨基酸极性较大且不

易挥发，需要将其衍生化为极性较低的挥发性衍生

物才能利用气相色谱法进行检测［２３，２４］。 ＨＰＬＣ 是分

析化学中最常用的色谱技术，由于大多数氨基酸无

生色基团，需将其通过柱前或柱后衍生化为具有生

色团的衍生物才能使用紫外或荧光等检测器对其进

行测定。 常用的衍生化试剂包括邻苯二甲醛（ ｏ⁃
ｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ， ＯＰＡ） ［２５］、６⁃氨基喹啉基⁃Ｎ⁃羟基琥

珀酰亚胺⁃氨基甲酸酯（６⁃ａｍｉｎｏｑｕｉｎｏｌｙｌ⁃Ｎ⁃ｈｙｄｒｏｘ⁃
ｙ⁃ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ ｃａｒｂａｍａｔｅ， ＡＱＣ） ［１４，２６］、异硫氰酸

苯酯（ｐｈｅｎｙｌ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ， ＰＩＴＣ） ［２７］和丹磺酰氯

（ｄａｎｓｙｌ ｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＤＮＳ⁃Ｃｌ） ［２８］ 等。 液相色谱⁃质谱

联用法中常用反相模式，但反相模式无法有效保留

极性较大的氨基酸，需对氨基酸柱前衍生化，以增加

衍生物在色谱柱上的保留［２９，３０］。 与反相模式相比，
采用亲水相互作用色谱柱的液相色谱分离模式，基
于极性化合物与极性固定相和含水流动相的多种相

互作用（如氢键、分配、吸附和离子交换等），能有效

保留和分离极性较大的氨基酸等目标化合物，适用

于复杂样品中极性目标化合物的直接测定［１８］。 随

着质谱检测器的发展，通过质荷比（ｍ／ ｚ）进一步对

化合物进行分离，在一定程度上解决了色谱峰不能

完全分离的问题［１８，３１，３２］。 Ｗａｎｇ 等［５］ 通过非靶向代

谢组学分析的方法对草莓中的代谢物进行筛选；
Ｂｉｎｇöｌ 等［７］研究了天冬氨酸、脯氨酸和缬氨酸对草
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莓汁中花青素的共着色作用；Ｈｕａｎｇ 等［３３］利用紫外

激发荧光成像技术监测草莓在储存过程中的质量变

化，但目前关于不同时期草莓中游离氨基酸含量的

测定方法尚未见报道。
　 　 草莓中游离氨基酸组成和含量的测定对草莓的

品质评价和营养研究具有重要意义。 本研究采用亲

水相互作用色谱柱，通过对前处理和色谱⁃质谱条件

进行优化，使用电喷雾离子源（ＥＳＩ）在正离子扫描

模式下，建立了超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱

（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）技术直接测定草莓中游离氨基酸

的方法，并进行了详细的方法验证，同时对不同成熟

时期草莓样品中游离氨基酸的含量进行了统计

分析。

１　 实验部分

１．１　 仪器、材料与试剂

　 　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｉ⁃Ｃｌａｓｓ 液相色谱系统（美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＱＴＲＡＰ ６５００ ＋三重四极杆质谱仪

（美国 ＳＣＩＥＸ 公司）； Ａｎａｌｙｓｔ １􀆰 ７􀆰 ２ 软件用于仪器

控制；ＳＣＩＥＸ ＯＳ⁃Ｑ ２􀆰 ２􀆰 ０ 软件用于数据处理；Ｍｉｌｌｉ⁃
Ｑ Ｄｉｒｅｃｔ８ 超纯水系统 （德国 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公

司）； Ｔｉｓｓ⁃Ｂａｓｉｃ 多样品组织研磨机（上海净信实业

发展有限公司）；尼龙滤膜（０􀆰 ２ μｍ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）
　 　 １８ 种氨基酸标准品（纯度均 ＞ ９６％）：丙氨酸

（ａｌａｎｉｎｅ， Ａｌａ）、４⁃氨基丁酸（４⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ，
ＧＡＢＡ）、谷氨酸（ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ， Ｇｌｕ）、蛋氨酸（ｍｅ⁃
ｔｈｉｏｎｉｎｅ， Ｍｅｔ）、脯氨酸 （ ｐｒｏｌｉｎｅ， Ｐｒｏ）、丝氨酸

（ｓｅｒｉｎｅ， Ｓｅｒ）、精氨酸（ ａｒｇｉｎｉｎｅ， Ａｒｇ）、天冬酰胺

（ ａｓｐａｒａｇｉｎｅ， Ａｓｎ ）、 天 冬 氨 酸 （ ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ，
Ａｓｐ）、谷氨酰胺（ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ， Ｇｌｎ）、组氨酸（ ｈｉｓｔｉ⁃
ｄｉｎｅ， Ｈｉｓ）、异亮氨酸 （ ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ， Ｉｌｅ）、亮氨酸

（ ｌｅｕｃｉｎｅ， Ｌｅｕ）、赖氨酸 （ ｌｙｓｉｎｅ， Ｌｙｓ）、苯丙氨酸

（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ， Ｐｈｅ）、苏氨酸（ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ， Ｔｈｒ）、
酪氨酸（ ｔｙｒｏｓｉｎｅ， Ｔｙｒ）、缬氨酸（ｖａｌｉｎｅ， Ｖａｌ）购自

坛墨质检科技股份有限公司；乙腈（色谱纯，赛默飞

世尔科技有限公司）；甲酸（色谱纯，北京迪科马科

技有限公司）；甲酸铵（色谱纯，德国 Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ 公
司）。 不同成熟阶段的草莓样品取自大连市岔鞍村

草莓种植园。
１．２　 样品前处理与溶液配制

１．２．１　 样品前处理

　 　 用研磨机将草莓样品研磨 １ ｍｉｎ 后，准确称取

草莓匀浆 ０􀆰 ６２５ ｇ 于 ２５ ｍＬ 容量瓶中，使用纯水定

容后取 １ ｍＬ 于离心管中，以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，取离心后的上清液 １００ μＬ 于离心管中，加入

４００ μＬ 甲醇纯化、涡旋后再次以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ，取上清液，经 ０􀆰 ２ μｍ 滤膜过滤，供色谱⁃质谱

分析。
１．２．２　 标准溶液的配制

　 　 氨基酸混合标准溶液（１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）用 ５０％ 乙腈

水溶液逐级稀释成浓度分别为 ０􀆰 ５、１􀆰 ０、５􀆰 ０、１０􀆰 ０、
２０􀆰 ０、２５􀆰 ０、４０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的一系列混合标准溶液。
　 　 取 ８０ μＬ 处理后的样品溶液，加入适量 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ氨基酸混合标准溶液，配制成一系列的氨基

酸混合基质匹配标准溶液，浓度分别为 ０􀆰 ５、１􀆰 ０、
５􀆰 ０、１０􀆰 ０、２０􀆰 ０、２５􀆰 ０、４０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 由于草莓中氨

基酸含量差异很大，其中谷氨酰胺的含量较高，因此

在测定谷氨酰胺时将处理后的样品溶液稀释至原浓

度的 １ ／ ５０ 后再进行相应浓度的基质匹配标准溶液

的配制。
１．３　 分析条件

１．３．１　 色谱条件

　 　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｇｌｙｃａｎ ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ 色谱柱

（１５０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；
柱温：３０ ℃；流动相 Ａ 为 １０％ 乙腈水溶液 （含 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵和 ０􀆰 １％ 甲酸），流动相 Ｂ 为 ９０％ 乙

腈水溶液（含 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵和 ０􀆰 １％ 甲酸）；梯度

洗脱程序：０ ～ ３ ｍｉｎ， １００％ Ｂ ～ ８０％ Ｂ； ３ ～ １２ ｍｉｎ，
８０％ Ｂ～ ４０％ Ｂ； １２ ～ １５ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ； １５ ～ １６ ｍｉｎ，
４０％ Ｂ ～ １００％ Ｂ； １６ ～ ２６ ｍｉｎ， １００％ Ｂ。 流速：０􀆰 ３
ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１ μＬ。
１．３．２　 质谱条件

　 　 离子源：ＥＳＩ，正离子扫描；多反应监测模式

（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ， ＭＲＭ）；离子源温

度：５００ ℃；离子化电压：５ ５００ Ｖ；喷雾气压力：０􀆰 ３４５
ＭＰａ；气帘气压力：０􀆰 ２７６ ＭＰａ；辅助加热气压力：
０􀆰 ３７９ ＭＰａ。
１．３．３　 数据分析

　 　 使用 Ｅｘｃｅｌ 进行 ｔ 检验计算，检验氨基酸在两

组间差异的显著性，当 Ｐ≤０􀆰 ０５ 时认为具有统计学

差异，Ｐ≤０􀆰 ０１ 认为差异显著；通过 ｍｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ
６􀆰 ０（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ．ｃａ ／ ）对偏最小二

乘⁃判别 分 析 （ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ⁃ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＬＳ⁃ＤＡ）模型进行分析和验证，筛选草莓

在不同成熟时期的差异性氨基酸。
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鞠　 敏，等：基于亲水相互作用的超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱法测定

不同成熟阶段草莓中 １８ 种游离氨基酸

表 １　 １８ 种氨基酸的质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ １８ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ （ＡＡｓ）

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ Ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎｓ （ｍ／ ｚ） Ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ／ Ｖ Ｃｏｌｌｉｓｏｎ ｅｎｅｒｇｉｅｓ ／ ｅＶ
１ Ａｌａ ５．６８ ９０．０ ４４．０∗ ２０ １２
２ Ａｒｇ ７．３７ １７５．２ ７０．２∗， １１６．１ ４０ ２７， ２０
３ Ａｓｎ ６．３７ １３３．１ ７４．２∗， ８７．２ ４０ ２０， １２
４ Ｉｌｅ ４．６４ １３２．１ ６９．２∗， ８６．１ ４０ ２４， １４
５ Ｇｌｕ ６．１５ １４８．１ ８３．９∗， １０２．０ ３０ ２０， １５
６ Ｈｉｓ ７．４９ １５６．１ １１０．０∗， ８３．１ ３０ ２０， ３２
７ ＧＡＢＡ ５．０８ １０４．０ ８７．０∗， ６９．４ ４０ １３， ２０
８ Ａｓｐ ６．７５ １３３．９ ８８．０∗， ７４．２ ３０ １４， １９
９ Ｌｅｕ ４．４７ １３２．１ ８６．２∗， １０４．１ ３０ １４， １１
１０ Ｐｒｏ ５．１２ １１６．１ ７０．０∗， ４３．３ ３０ ２０， ３８
１１ Ｔｈｒ ５．９１ １１９．９ ７４．０∗， ５６．２ ２０ １４， ２０
１２ Ｐｈｅ ４．３６ １６６．２ １２０．２∗， １０２．９ ３０ １７， ３８
１３ Ｔｙｒ ４．９８ １８２．２ １３６．１∗， １６５．１ ２０ １９， １３
１４ Ｓｅｒ ６．２８ １０６．１ ６０．２∗， ４２．２ ２０ １３， ２５
１５ Ｖａｌ ５．０４ １１８．１ ７２．３∗， ５５．１ ３０ １５， ２７
１６ Ｍｅｔ ４．７７ １５０．０ １３３．２∗， １０４．２ ３０ １３， １３
１７ Ｇｌｎ ６．２０ １４７．１ １３０．１∗， ８４．１ ４０ １３， ２２
１８ Ｌｙｓ ７．５２ １４７．１ ８４．１∗， １３０．１ ３０ ２１， １３
　 ∗Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

２　 结果与讨论

２．１　 质谱条件优化

　 　 采用单标单针进样方式，对氨基酸的质谱条件

进行优化，因分析物在正离子模式测得的质谱信号

强度均高于负离子模式，因此选择在电喷雾正离子

模式下进行全扫描。 将稳定性好且强度高的［Ｍ＋
Ｈ］ ＋作为母离子，同时选择合适的碎片离子作为子

离子，与母离子组成离子对后，优化碰撞能量（ｃｏｌｌｉ⁃
ｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ， ＣＥ）和去簇电压（ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｐｏｔｅｎ⁃
ｔｉａｌ， ＤＰ），表 １ 为 １８ 种氨基酸经优化后的质谱采集

参数。 对氨基酸混合标准溶液进行检测，得到的提

取离子流色谱图见图 １。 分析结果与 Ｖｉｌｃｈｅｓ 等［３４］

报道相一致，异亮氨酸和赖氨酸母离子出现同时丢

失－ＣＨ２Ｏ２ 和－ＮＨ３ 基团的碎片情况，除精氨酸、天
冬酰胺、谷氨酸、４⁃氨基丁酸、蛋氨酸和谷氨酰胺外，
其他氨基酸的母离子碎裂为丢失－ＣＨ２Ｏ２ 基团的特

征碎片。 赖氨酸与谷氨酰胺具有相同的离子对，但
是保留时间分别为 ７􀆰 ５２ ｍｉｎ 和 ６􀆰 ２０ ｍｉｎ，因此可以

通过保留时间区分这两种氨基酸。
２．２　 样品前处理条件的优化

　 　 虽然不同成熟时期的草莓本身含水量会有一些

差异［３５，３６］，但游离氨基酸也会以游离态存在于自由

水中，无论是烘干还是其他降低含水量的前处理，都
可能导致游离氨基酸含量的变化，尤其是烘干过程

部分氨基酸会发生分解［３７－４０］。 综合以上考虑，我们

在前处理时直接对新鲜的草莓样品进行提取。 将新

鲜草莓表面的灰尘用水冲洗干净，用无尘纸擦拭并

充分晾干后用于后续的样品前处理优化、方法验证、
样品测试等后续实验操作。
２．２．１　 提取液组成的优化

　 　 氨基酸的极性比较大，文献中报道的氨基酸的

提取溶剂包括水［４１］、盐酸［２７，４２］ 以及水⁃乙醇混合

液［４３］等。 在实验过程中考察了不同比例的水⁃乙醇

体系对草莓中游离氨基酸提取效果的影响，比较了

乙醇体积分数分别为 ０、２５％、５０％、７５％、１００％ 时对

草莓中 １８ 种游离氨基酸的提取效果，结果如图 ２ａ
所示。 除谷氨酸、酪氨酸和谷氨酰胺外，水对游离氨

基酸的提取效果均优于水⁃乙醇混合液，因此选用水

作为提取液。 酸性环境也会影响氨基酸的提取效

果，因此在水中分别加入不同体积分数的甲酸（０、
０􀆰 ０５％、０􀆰 １％、０􀆰 ２％ 和 ０􀆰 ５％）作为提取溶剂，提取结

果如图 ２ｂ 所示，在水中添加不同比例的甲酸对草莓

中游离氨基酸的提取效果影响不大。 此外，酸性环

境可能会造成多肽和蛋白质水解，水解产物对游离

氨基酸的测定容易形成干扰［４４］，因此实验选择纯水

作为提取溶剂。
２．２．２　 超声提取时间的优化

　 　 以水作为提取溶剂，比较超声提取时间分别为

０、５、１０、２０ ｍｉｎ 对氨基酸提取效率的影响。 如图 ３
所示，除精氨酸、组氨酸和丝氨酸在 １０ ｍｉｎ 时峰面

积略高于其他超声提取时间的峰面积外，不同的超
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图 １　 １８ 种游离氨基酸的提取离子流色谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ １８ ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

图 ２　 提取溶剂对草莓中游离氨基酸提取效率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｉｅｓ （ｎ＝３）

ａ． ｅｔｈａｎｏｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ ｒａｔｉｏｓ； ｂ． ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ ｒａｔｉｏｓ．
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不同成熟阶段草莓中 １８ 种游离氨基酸

声提取时间对于同一氨基酸峰面积的影响基本无差

别。 因此，为简化前处理操作，缩短前处理时间并进

行快速测定，本实验选择不采用超声手段。 氨基酸

的色谱峰面积与超声提取时间没有出现明显的正比

例关系，分析原因这可能归因于大多数氨基酸具有

良好的水溶性及稳定性［４５］。

图 ３　 超声时间对草莓中游离氨基酸提取效率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｉｅｓ （ｎ＝３）

表 ２　 １８ 种氨基酸的线性范围、回归方程、相关系数、检出限和基质效应

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ （ｒ２）， ＬＯＤｓ ａｎｄ
ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ （ＭＥｓ） ｏｆ ｔｈｅ １８ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ） Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２ ＬＯＤ ／ （ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ＭＥ ／ ％
１ Ａｌａ ０．５－４０．０ ｙ＝ ２３２５．５ｘ＋３７６２．８ ０．９９６ １００ １０５．４０
２ Ａｒｇ ０．５－４０．０ ｙ＝ ４１３９４６．０ｘ＋２７７７５８．０ ０．９９３ ５０ １１８．２６
３ Ａｓｎ ０．５－４０．０ ｙ＝ ９７２６．９ｘ＋１６９１１９．０ ０．９９７ １００ １０１．８３
４ Ｉｌｅ ０．５－４０．０ ｙ＝ ５２６５８．１ｘ＋５８２２．４ ０．９９９ ５０ １０８．７７
５ Ｇｌｕ ０．５－４０．０ ｙ＝ ３１５２２．２ｘ＋３６７０３．０ ０．９９９ １００ ９３．８６
６ Ｈｉｓ ０．５－４０．０ ｙ＝ ２１８８４９．０ｘ＋４９２１５．２ ０．９９８ １００ １１８．２７
７ ＧＡＢＡ ０．５－４０．０ ｙ＝ １０９１３．９ｘ＋１５２０４．０ ０．９９８ １００ ９５．２５
８ Ａｓｐ ０．５－４０．０ ｙ＝ ６２５１．４ｘ＋６３０５．６ ０．９９８ １００ １１４．７０
９ Ｌｅｕ ０．５－４０．０ ｙ＝ ４３２２１．３ｘ＋３０２１．３ ０．９９９ ５０ ９６．８７

１０ Ｐｒｏ ０．５－４０．０ ｙ＝ ５７４９９．８ｘ＋１２５６０．５ ０．９９４ １００ １０２．９６
１１ Ｔｈｒ ０．５－４０．０ ｙ＝ ９０８６．８ｘ＋４２３７．１ ０．９９７ ２５０ １００．８３
１２ Ｐｈｅ ０．５－４０．０ ｙ＝ １８０５７０．０ｘ－８０８４．２ ０．９９９ １００ １１０．４８
１３ Ｔｙｒ ０．５－４０．０ ｙ＝ ３２５８８．４ｘ＋１８１３．２ ０．９９９ １００ １０１．５７
１４ Ｓｅｒ ０．５－４０．０ ｙ＝ ４４３８．０ｘ＋１２６０１．９ ０．９９８ ５０ １００．２９
１５ Ｖａｌ ０．５－４０．０ ｙ＝ ９５８４．１ｘ＋６９９８．３ ０．９９７ １００ １０４．７５
１６ Ｍｅｔ ０．５－４０．０ ｙ＝ １２９５８．６ｘ＋１５６１．３ ０．９９７ １００ ９５．７６
１７ Ｇｌｎ ０．５－４０．０ ｙ＝ ２４１９．３ｘ＋５６０９０．２ ０．９９９ １００ １１３．９１
１８ Ｌｙｓ ０．５－４０．０ ｙ＝ ８８３０２．４ｘ＋４８５４３．０ ０．９９２ １００ １０９．１８

　 ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； ｘ： ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｍｏｌ ／ Ｌ．

２．３　 方法学验证

２．３．１　 线性范围、检出限和定量限

　 　 与溶剂相比，草莓基质复杂，除含有氨基酸外，
还含有一些干扰氨基酸测定的其他物质，这种干扰

称为基质效应（ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ， ＭＥ）。 从表 ２ 可以看

出，采用基质匹配标准曲线与溶剂标准曲线斜率的

比值计算基质效应，大多数氨基酸基质效应在

９３􀆰 ８６％ ～ １１０􀆰 ４８％ 范围内，说明基质效应较弱。 但

是精氨酸、组氨酸、天冬氨酸和谷氨酰胺的基质效应

分别为 １１８􀆰 ２６％ 、１１８􀆰 ２７％ 、１１４􀆰 ７０％ 和 １１３􀆰 ９１％ ，
说明存在一定的基质增强效应。 为降低草莓中游离

氨基酸测定时基质带来的干扰，实验采用基质加标

的方法绘制基质匹配标准曲线进行定量分析。
　 　 从图 ３ 的结果可以看出，草莓中谷氨酰胺在草

莓中的含量远高于其他氨基酸，因此将处理后的样

品溶液稀释至原浓度的 １ ／ ５０，测定谷氨酰胺。 以 １８
种氨基酸的浓度为横坐标 ｘ，以定量离子的峰面积

为纵坐标 ｙ，计算回归方程。 如表 ２ 所示，１８ 种目标

氨基酸在 ０􀆰 ５～４０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 范围内线性关系良好，
相关系数（ｒ２）≥０􀆰 ９９２。 以信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥３ 对应
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的氨基酸混合标准溶液浓度作为氨基酸的检出限

（ＬＯＤ），测得 １８ 种氨基酸的检出限范围为 ５０ ～ ２５０
ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 以 Ｓ ／ Ｎ≥１０ 对应的氨基酸混合标准溶液

浓度作为氨基酸的定量限（ＬＯＱ），其中精氨酸、异
亮氨酸、亮氨酸和丝氨酸的定量限为 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ；
天冬酰胺、谷氨酸、天冬氨酸、蛋氨酸和赖氨酸的定

量限为 ２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ；其他 ９ 种氨基酸的定量限为

５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。
２．３．２　 加标回收率、日内和日间精密度

　 　 采用样品加标的方法，进行加标回收试验。 谷

氨酰胺的加标水平为 ５􀆰 ０、１０􀆰 ０ 和 ２０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ，其
他氨基酸为 １􀆰 ０、１０􀆰 ０ 和 ２５􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ，每个加标水

平取 ６ 次平行样本进行测定。 实验结果如表 ３ 所

示，样品加标回收率为 ７５􀆰 ０％ ～１１４􀆰 ６％，相对标准偏

差（ＲＳＤ）为 ０􀆰 ３％ ～１３􀆰 ５％。
　 　 在同一天内每隔 ２ ｈ 对氨基酸混合标准溶液测

定一次，重复测定 ６ 次，确定方法的日内精密度；连
续 ６ 天对同一浓度的氨基酸混合标准溶液进行检

测，确定方法的日间精密度，结果以 ＲＳＤ 表示。 实

验结果如表 ３ 所示，方法的日内精密度为 １􀆰 ０％ ～
１４􀆰 ８％，日间精密度为 ３􀆰 ６％ ～１７􀆰 ６％。
２．３．３　 与文献结果比较

　 　 与文献［１５－１７，２０，２２，２４，３０－３２］中报道的氨

基酸测定方法相比（表 ４），本文方法的回收率和检

出限与文献相当。 同时，本实验建立的方法可对草

莓中的游离氨基酸进行直接测定，有效避免了衍生

化过程所带来的衍生产物不稳定和影响测定的干扰

物等问题。
２．４　 实际样品检测

　 　 采用上述方法测定不同成熟时期草莓中游离氨

基酸组分的含量，每个成熟时期各取 ６ 份平行样品

进行测定。 除脯氨酸含量低于定量限，不能准确计

算含量外，其余 １７ 种游离氨基酸在草莓不同成熟期

的含量如图 ４ 所示。 其中含量最多的氨基酸是谷氨

酰胺和天冬酰胺，这一现象与 Ｗａｎｇ 等［５］ 测得的结

果一致。 其中，草莓中谷氨酰胺是有机氮化合物主

要的储存方式，并且在有机氮化合物的合成中发挥

重要作用［４６，４７］。
表 ３　 １８ 种氨基酸的加标回收率和精密度（ｎ＝６）

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ １８ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ （ｎ＝６）

Ｎｏ． ＡＡ
Ａｄｄｅｄ ／

（μｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／

％
ＲＳＤ ／
％

Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ／ ％

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ／ ％

Ｎｏ． ＡＡ
Ａｄｄｅｄ ／

（μｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／

％
ＲＳＤ ／
％

Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ／ ％

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ／ ％

１ Ａｌａ １．０ ８８．４ １１．８ ４．９ １１．０ １０ Ｐｒｏ １．０ ９３．２ ３．２ ７．８ ３．９
１０．０ ９７．６ １．２ １０．０ １０１．１ ０．８
２５．０ ９６．１ ３．７ ２５．０ １０６．１ ２．１

２ Ａｒｇ １．０ ９４．６ ６．２ ４．７ ３．６ １１ Ｔｈｒ １．０ ９７．３ ９．０ ４．６ ６．１
１０．０ ９７．９ ２．１ １０．０ ９２．６ ６．６
２５．０ １００．３ ３．０ ２５．０ １０６．６ ３．４

３ Ａｓｎ １．０ ８２．０ １３．１ １．０ ７．２ １２ Ｐｈｅ １．０ １１１．１ １．８ １４．８ ６．５
１０．０ ７８．７ ３．８ １０．０ １０２．２ １．０
２５．０ ７９．６ ２．９ ２５．０ １１４．６ １．８

４ Ｉｌｅ １．０ ８７．７ ２．４ ５．９ ６．１ １３ Ｔｙｒ １．０ ９７．５ ４．６ ４．６ １０．０
１０．０ ８７．４ ４．９ １０．０ ９０．２ ２．６
２５．０ １０７．２ ５．１ ２５．０ １０７．８ ２．５

５ Ｇｌｕ １．０ ９２．３ ４．３ ３．７ ９．３ １４ Ｓｅｒ １．０ ７５．０ １１．９ ２．９ １６．８
１０．０ ９６．８ ２．３ １０．０ ８３．１ ３．７
２５．０ ９８．０ １．４ ２５．０ ８２．６ ２．９

６ Ｈｉｓ １．０ １０３．０ ２．３ １．９ ５．０ １５ Ｖａｌ １．０ ９４．５ ３．７ ６．６ ４．８
１０．０ ９９．１ ０．３ １０．０ ８５．７ １．２
２５．０ １０１．１ １．７ ２５．０ ９６．２ ２．３

７ ＧＡＢＡ １．０ ９３．０ ４．４ ８．３ ４．７ １６ Ｍｅｔ １．０ ９３．０ ４．８ １０．１ １７．６
１０．０ ８２．１ ５．４ １０．０ ８８．８ ３．５
２５．０ １０２．２ ３．０ ２５．０ １０６．２ ３．２

８ Ａｓｐ １．０ ９１．１ １３．５ ４．５ ６．９ １７ Ｇｌｎ ５．０ ８１．７ ７．６ ２．２ １７．５
１０．０ ８５．１ ６．２ １０．０ ９５．２ ６．５
２５．０ ９７．４ ７．７ ２０．０ ９７．２ ４．２

９ Ｌｅｕ １．０ ８８．５ ２．７ ６．７ ４．８ １８ Ｌｙｓ １．０ ９７．１ ４．９ １．８ ５．３
１０．０ ８８．３ ４．２ １０．０ ９６．３ １．７
２５．０ １０２．０ ７．０ ２５．０ １０１．６ ３．１
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表 ４　 文献中的氨基酸分析数据与本实验结果比较
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ

Ｎｏ． Ｍｅｔｈｏｄ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （μｍｏＬ ／ Ｌ） Ｓａｍｐｌｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ ＬＯＤ ／ （ｎｍｏＬ ／ Ｌ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ Ｒｅｆ．
１ ＩＣ⁃ＩＰＡＤ ０．２－２６０．７ ｎａｖｅｌ ｏｒａｎｇｅ ７４ ４２－１４４９ ７２．５－１３０．５ ［１７］
２ ＡＡＡ ０．４－８８．５ ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ５３ ７０－２７０ ８６．４－１０２．４ ［２０］
３ ＣＥ⁃ｉｎ⁃ＵＶ ２０．０－６００．０ ｔｅａ １４ １７００－４５００ ８３．０－１０６．０ ［２２］
４ ＧＣ⁃ＦＩＤ １．０－２６６５．５ ｃｉｔｒｕｓ ２８ １２１－２３８０ ７２．８－１３３．０ ［２４］
５ ＵＰＬＣ⁃ＰＤＡ ５．０－１０００．０ ｆｉｓｈ ｅｇｇｓ １０ ９４０－４０４０ ７５．４－１０７．３ ［３０］
６ ＵＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ ４１．５－２６３１．６ ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ １２ １２５０－３９９８ ７８．４－１０５．３ ［３１］
７ ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ０．１－４６９．８ ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａｂｙ １２ ２－６４２ ９３．５－１０３．６ ［３２］
８ ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ０．０－６．０ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ １９ ５－２９６ ６０．０－９１．０ ［１５］
９ ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ １．０－５０．０ ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ ｂｕｎｇｅａｎｕｍ ８ ３－７８ ６０．４－１２０．４ ［１６］
１０ ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ０．５－４０．０ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ２６ ５０－２５０ ７５．０－１１４．６ ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ
　 ＩＣ⁃ＩＰＡＤ： ａｎｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｐｕｌｓｅｄ ａｍｐｅｒｏｍｅｔｒｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ； ＡＡＡ： ａｕｔｏｍａｔｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｎａｌｙｚｅｒ；
ＣＥ⁃ｉｎ⁃ＵＶ： ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ； ＧＣ⁃ＦＩＤ： ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｉｔｈ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｆｌａｍｅ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｏｒ； ＰＤＡ： ｐｈｏｔｏ⁃ｄｉｏｄｅ ａｒｒａｙ ｄｅｔｅｃｔｏｒ； ＨＲＭＳ： ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ； ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ： ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｉｔｈ ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．

图 ４　 不同成熟时期草莓中游离氨基酸的含量（ｎ＝６）
Ｆｉｇ． ４　 Ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｉｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｐｅｎｉｎｇ ｓｔａｇｅｓ （ｎ＝６）

Ｐ１： ｓｍａｌｌ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｇｅ； Ｐ２： ｂｉｇ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｇｅ； Ｐ３： ｂｉｇ ｗｈｉｔｅ ｓｔａｇｅ； Ｐ４： ｆｌａｋｅ ｒｅｄ ｓｔａｇｅ； Ｐ５： ｆｕｌｌ ｒｅｄ ｓｔａｇｅ．

　 　 通过对草莓不同成熟期各游离氨基酸的含量进

行统计分析，比较了各成熟期氨基酸含量的差异。
热图分析（图 ５ａ）结果中，以横坐标表示不同成熟时

期的草莓，以纵坐标表示各氨基酸的浓度水平，不同

的浓度水平通过不同颜色表示，其中红色表示氨基

酸在草莓中含量高于平均值，蓝色表示氨基酸在草

莓中含量低于平均值。 采用偏最小二乘⁃判别分析

（ＰＬＳ⁃ＤＡ）模型建立得分图，对 ５ 个不同成熟时期

的草莓进行区分。 相关性系数（Ｒ２）表示模型的拟

合性，Ｒ２≥０􀆰 ７ 表示模型的解释能力较好；预测值

（Ｑ２）表示模型的预测效果，Ｑ２≥０􀆰 ５ 表示模型具有

较好的预测能力。 通过交叉验证评估 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模

型［４８］， Ｒ２、Ｑ２ 和准确率分别为 ０􀆰 ９４、０􀆰 ８３ 和 ０􀆰 ９８，
表明模型具有良好的可靠性和准确性。 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模

型的得分图（图 ５ｂ）表明，大绿期、大白期和片红期

之间重叠较为严重，表明这 ３ 个时期在游离氨基酸

成分的组成和含量上比较相近，而小绿期和全红期

区分明显，表明这两个时期在游离氨基酸成分的组

成和含量上存在较大差异。
　 　 基于 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分类模型，采用变量投影重要性

值（ＶＩＰ）区分草莓 ５ 个不同成熟时期的潜在化学标

志物（图 ５ｃ）， ＶＩＰ 值＞１ 意味着该变量在模型中具

有较高的重要性［４９］。 选择 ＶＩＰ 值＞１ 的 １０ 种氨基

酸（丙氨酸、精氨酸、异亮氨酸、谷氨酸、组氨酸、４⁃氨
基丁酸、天冬氨酸、苯丙氨酸、谷氨酰胺和赖氨酸）
再进一步进行 ｔ 检验，以 ＶＩＰ 值＞１ 和 Ｐ＜０􀆰 ０１ 为标

准［５０］，筛选出 ７ 种差异性氨基酸（苯丙氨酸、异亮氨

酸、谷氨酰胺、４⁃氨基丁酸、精氨酸、谷氨酸和天冬氨

酸），其中苯丙氨酸、异亮氨酸、４⁃氨基丁酸和精氨酸

在草莓小绿期含量最高，可以将其作为小绿期区别

于其他时期的差异性氨基酸；同样谷氨酰胺、谷氨酸

和天冬氨酸也可以作为全红期区别于其他时期的差

异性氨基酸。 以 ＶＩＰ 值最高的苯丙氨酸为例，如图

５ｄ 所示，苯丙氨酸在不同成熟阶段含量分布差异较

大，且随着草莓的不断成熟苯丙氨酸的含量也随之

降低。 同时，由图 ５ｄ 的箱线图结果可以看出，将不
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图 ５　 不同成熟时期草莓中氨基酸含量的统计分析
Ｆｉｇ． ５　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｉｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｐｅｎｉｎｇ ｓｔａｇｅｓ

　 ａ． ｈｅａｔ ｍａｐ； ｂ． ＰＬＳ⁃ＤＡ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ； ｃ． ＶＩＰ ｐｌｏｔ； ｄ． ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｉｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｐｅ⁃
ｎｉｎｇ ｓｔａｇｅｓ．

同成熟阶段的草莓样品各取 ６ 次平行测定，以苯丙

氨酸为例，６ 次平行实验具有较好的重复性。

３　 结论

　 　 本研究采用亲水相互作用液相色谱柱，建立了

基于亲水相互作用的超高效液相色谱⁃串联质谱测

定草莓样品中游离氨基酸含量的方法。 该方法具有

前处理简单、灵敏度高和重复性良好等优点。 通过

统计分析，比较了不同成熟时期草莓中游离氨基酸

的含量差异，最终筛选出了 ７ 种具有显著差异的氨

基酸。 游离氨基酸含量的测定为草莓的营养研究提

供了科学依据，该方法可推广应用于其他水果和蔬

菜中游离氨基酸的组成分析、质量控制和代谢研究。
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