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柱后衍生阳离子交换色谱法测定甘肃紫斑牡丹花粉氨基酸含量 *
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（1. 兰州市食品药品检验所，兰州 730030；2. 甘肃省医学科学研究院，兰州 730050；3. 甘肃中医药大学，兰州 730030）

摘要　目的：建立柱后衍生阳离子交换色谱方法，测定甘肃紫斑牡丹花粉氨基酸的含量。方法：样品加 
6 mol·L-1 盐酸于 110 ℃水解 22 h。采用柱后衍生阳离子交换色谱法，对甘肃产紫斑牡丹花粉氨基酸的含

量进行分析；色谱柱：LCAK06/Na 型磺酸基强酸性阳离子交换树脂色谱柱（4.6 mm×150 mm，5 μm），梯

度洗脱，其中 A 泵（溶液泵）流速为 0.45 mL·min-1，M 泵（茚三酮泵）流速为 0.25 mL·min-1，检测波长为

440 nm（脯氨酸）和 570 nm（其余氨基酸），进样量为 50 μL。结果：该测定方法中天冬氨酸、苏氨酸、丝氨

酸、谷氨酸、脯氨酸、甘氨酸、丙氨酸、胱氨酸、缬氨酸、蛋氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、组氨

酸、赖氨酸、精氨酸的线性关系良好；精密度 RSD 范围为 0.10%~1.6%，重复性 RSD 范围为 0.20%~1.5%；

平均回收率（n=6）在 89.5%~98.2% 之间，RSD 在 0.81%~2.9% 之间。样品中所含氨基酸的范围为 4.13~ 
44.23 mg·g-1，破壁前后所测得氨基酸含量无显著差异。结论：所建立的分析方法可作为紫斑牡丹花粉中氨

基酸的定量分析。
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Determination of amino acids in Paeonia rockii pollen by post-column 
derivatization cation-exchange chromatography*
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Abstract　Objective：To establish a method for detection of amino acids in Paeonia rockii pollen．Methods：
The sample was hydrolyzed with 6 mol·L-1 hydrochloric acid for 22 hours at 110 ℃．The content of amino acids 
in Paeonia rockii pollen were detected by cation-exchange chromatography with post-column derivatization．The 
cation exchange resin LCAK06/Na column（4.6 mm×150 mm，5 μm）with gradient elution was adopted，where 
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A pump（solution pump）and M pump（ninhydrin pump）were at a flow rate of 0.45 mL·min-1 and 0.25 mL·min-1，

respectively．The detection wavelength were set at 440 nm（proline）and 570 nm（the other amino acids），

and injection volume was 50 μL．Results：The method showed a good linear relationship for the determination 
of aspartate acid，threonine，serine，glutamic acid，proline，glycine，alanine，cystine，valine，methionine，
isoleucine，leucine，tyrosine，phenylalanine，histidine，lysine and arginine；the RSDs of precision were in the 
range of 0.10%-1.6%，the RSDs of repeatability were in the range of 0.20%-1.5%，the average recoveries and 
RSDs were between 89.5%-98.2% and 0.81%-2.9%（n=6），respectively.The contents of amino acids ranged from 
4.13 to 44.23 mg·g-1 in the samples，and their contents had no significant difference between wall-unbroken and 
broken pollen．Conclusion：The developed method can be applied to the analysis of amino acids in Paeonia rockii  
pollen.
Keywords：Paeonia rockii；pollen；amino acids；TCM determination；post-column derivatization；cation exchange 
chromatography

112 型氮吹仪；Mettler 公司 S220-K 型酸度计；上海

精宏实验设备有限公司恒温干燥箱；Sartorius 公司

BSA224S-CW 型电子天平；默克化工技术（上海）有

限公司 Milli-Q advantage A 10 超纯水系统。

氨基酸对照品（批号 SLBM6769V，供氨基酸鉴

别和含量测定用，包括 Ala、Arg、Asp、Cys、Glu、Gly、
His、Ile、Leu、Lys、Met、Phe、Pro，Ser、Thr、Tyr、Val），

由 SIGMA-ALDRICH 公司提供；甲醇为色谱纯，水为

超纯水，茚三酮及其他试剂均为优级纯。

花粉采集于兰州新区兰州中川牡丹产业有限

公司牡丹园，原植物经兰州中川牡丹产业有限公

司赵潜龙高级工程师鉴定为毛茛科芍药属植物紫

斑 牡 丹［Paeonia rockii（S.G.Haw.et Laeuner）T.Hang et  
T.J.Li］；破壁紫斑牡丹花粉（破壁率达 100%）由甘肃

省医学科学研究院药物所提供。

2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　试液　缓冲液 A：称取柠檬酸三钠 11.8 g 及

柠檬酸 6 g，加入约 300 mL 的水溶解，再加入乙醇 65 
mL 和浓盐酸 5.6 mL，然后用水稀释至 1 L（浓盐酸调

pH 至 3.45），并用 0.45 μm 滤膜过滤，即得。

缓冲液 B：称取柠檬酸三钠 19.6 g，氢氧化钠 3.1 
g，硼酸 5.0 g，加水溶解并稀释至 1 L（浓盐酸调 pH
至 10.85），并用 0.45 μm 滤膜过滤，即得。

再生液 C：称取氢氧化钠 20.0 g，乙二胺四乙酸 
0.2 g，用水溶解并稀释至 1 L，并用 0.45 μm 滤膜过

滤，即得。

样品稀释液：称取柠檬酸三钠 11.8 g，浓盐酸

紫斑牡丹（Paeonia rockii）为毛茛科（Ranunculaceae）
芍药属（Paeonia）牡丹组（Sect.Moutan）多年生落叶

灌木，又名甘肃牡丹、西北牡丹，因花瓣基部有 1 个明

显的色斑而得名［1］，是我国中西部地区的特有中药

材和花中珍品，分布于四川北部、甘肃南部、陕西秦岭

中段以西，也是仅次于中原牡丹品种群的第二大品种 
群［2］，被列为国家珍稀濒危三级重点保护植物［3］。

近十年来紫斑牡丹在甘肃陇南、天水、定西、临夏、兰

州等地广泛种植，不仅是一种重要的观赏植物，其根

皮作为药用丹皮被甘肃省中药材标准收载［4-5］。我

国自公布了油菜花粉、松花粉、向日葵花粉、紫云英花

粉、养麦花粉、高粱花粉可作为药食兼用花粉之后，

花粉作为普通食品得到应有的重视［6-7］。目前国内

有关紫斑牡丹花粉发育的细胞形态学［8］、胚离体培 
养［9-10］、染色体核型［11］、脂肪酸组成［3］、繁殖技术［12］

等方面的研究较多，但尚未见对紫斑牡丹花粉氨基酸

含量分析的报道。氨基酸的常用检测方法有毛细管

电泳法［13］、近红外法［14］、氨基酸分析仪法［15］及高效

液相色谱法［16］，其中，利用氨基酸分析仪进行样本的

测定，方法稳定成熟。为此，本试验采用该法，对甘肃

产紫斑牡丹花粉氨基酸的含量进行分析，希冀为其进

一步开发利用提供参考。

1　仪器与试药

SYKAM 公司 S-433D 氨基酸全自动分析仪（含

S7130 溶剂存放单元、S5200 全自动进样器、S4300
氨基酸反应模块、S2100 梯度泵）；LCAK06/Na 型磺

酸基强酸性阳离子交换树脂色谱柱（4.6 mm×150 
mm，赛卡姆公司产品）；Organomation 公司 N-WVAP 
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10.4 mL，用水溶解并稀释至 1 L（浓盐酸调 pH 至
2.20），并用 0.45 μm 滤膜过滤，即得。

茚三酮衍生化试剂：称取茚三酮 20 g，苯酚 
2 g，加入 600 ml 甲醇中，不断搅拌至茚三酮完全

溶解，用 0.45 μm 的滤膜过滤，然后向滤液中加入

400 mL 钾钠缓冲液（醋酸钾 196.0 g 和三水乙酸钠 
272.0 g 用适量去离子水溶解，再加入乙酸 200 mL，用
去离子水定容至 1 L，用 0.45 μm 滤膜过滤，即得），转

移至茚三酮试剂瓶中，用氮气从底部吹大约 3~5 min， 
即得。

2.1.2　混合对照品溶液　精密量取取混合氨基酸对

照品适量，加稀释液制成浓度为 50 nmol·L-1（胱氨

酸）和 100 nmol·L-1（其余 16 种氨基酸）的混合溶

液，即得。4 ℃保存。

2.1.3　供试品溶液　精密称取已过 80 目筛的样品

粉末 0.2 g，置于水解管中，加 6 mol·L-1 盐酸 10 mL，
加入新蒸馏的苯酚 3 滴；将水解管置于 -18 ℃冰箱

中冷冻 5 min 后，通氮气封口，置 110 ℃烘箱内水解 
22 h，取出放冷至室温，打开水解管，将水解液过滤

后，用去离子水多次冲洗水解管，将水解液全部转移

至 250 mL 量瓶中，用去离子水定容；吸取上述溶液 
1 mL 于 10 mL 烧杯内，蒸干，残留物用 1 mL 水溶解，

再蒸干，反复进行 2 次。将残渣用 1 mL 样品稀释液溶

解至离心管中，10 000 r·min-1 离心 10 min，0.45 μm
微孔滤膜滤过，即得。

2.2　色谱条件

色谱柱：LCAK 06/Na 型磺酸基强酸性阳离子交换

树脂色谱柱（4.6 mm×150 mm，5 μm）；流动相：缓冲

液 A、缓冲液 B、再生液 C；衍生化试剂：茚三酮；梯度

洗脱程序见表 1；流速：A 泵（洗脱泵）0.45 mL·min-1，

M 泵（衍生泵）0.25 mL·min-1；检测波长：440 nm（脯

氨酸）和 570 nm（其余氨基酸）；进样量：50 μL。
表 1　梯度洗脱程序

Tab. 1　Gradient elution program
时间（time）/

min
缓冲液 A

（Buffer A）/%
缓冲液 B

（Buffer B）/%
缓冲液 C

（Buffer C）/%
0.0 100 0 0
4.0 100 0 0

11.0 85 15 0
17.0 80 20 0
23.0 67 33 0
27.0 20 80 0
29.0 20 80 0
30.0 0 100 0
42.0 0 100 0
42.1 0 0 100
45.1 0 0 100
45.2 100 0 0
58.2 100 0 0
58.3 100 0 0

2.3　系统适用性试验

分别精密吸取上述混合对照品溶液和供试品溶

液各 50 μL，按“2.2”项下色谱条件进行测定。结果

选择 2 个检测波长 440 nm（脯氨酸）和 570 nm（其

余氨基酸），混合对照品和样品中的氨基酸得到了很

好的分离，色谱图见图 1。

1．天冬氨酸（Asp）　2．苏氨酸（Thr）　3．丝氨酸（Ser）　4．谷氨酸（Glu）　5．甘氨酸（Gly）　6．丙氨酸（Ala）　7．缬氨酸（Val）　8．蛋氨酸（Met）　

9．胱氨酸（Cys）　10．异亮氨酸（Ile）　11．亮氨酸（Leu）　12．酪氨酸（Tyr）　13．苯丙氨酸（Phe）　14．组氨酸（His）　15．赖氨酸（Lys）　16．精氨酸

（Arg）　17．脯氨酸（Pro）  

图 1　混合对照品（A）和紫斑牡丹花粉样品（B）色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of mixed amino acids standard（A）and Paeonia rockii pollen sample（B）

2.4　方法学验证

2.4.1　线性关系考察　分别精密吸取混合对照品溶

液，配制成浓度分别为 20、40、80、160、200 nmol·L-1

的系列对照品溶液，按上述色谱条件注入氨基酸分

析仪，测定峰面积，以峰面积 Y 对氨基酸质量浓度 X
（μg·mL-1）进行线性回归，得回归方程见表 2。
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表 2　17 种氨基酸的线性关系

Tab. 2　Linear relations of 17 amino acids
编号

（No.）
氨基酸

（amino acid）
回归方程

（regression equation）
r

线性范围

（linear range）/（μg·mL-1）

1 天冬氨酸（Asp） Y=2.739×105X+256.942 06 0.994 0 2.662~53.240
2 苏氨酸（Thr） Y=2.943×105X+394.366 15 0.993 9 2.382~47.648
3 丝氨酸（Ser） Y=3.536×105X+348.610 63 0.994 3 2.102~42.036
4 谷氨酸（Glu） Y=2.377×105X+331.159 58 0.994 5 2.943~58.852
5 脯氨酸（Pro） Y=3.477×105X+121.859 92 0.998 9 2.303~46.052
6 甘氨酸（Gly） Y=4.138×105X+326.407 33 0.994 1 1.501~30.028
7 丙氨酸（Ala） Y=4.301×105X+387.484 72 0.997 5 1.782~35.636
8 胱氨酸（Cys） Y=1.814×105X+340.731 02 0.992 6 2.403~48.060
9 缬氨酸（Val） Y=3.256×105X+182.137 85 0.992 9 2.343~46.860
10 蛋氨酸（Met） Y=2.430×105X+363.780 8 0.994 5 2.984~59.684
11 异亮氨酸（Ile） Y=2.781×105X+320.848 84 0.994 0 2.623~52.468
12 亮氨酸（Leu） Y=2.825×105X+347.448 29 0.994 1 2.623~52.468
13 酪氨酸（Tyr） Y=1.944×105X+335.435 02 0.994 2 3.624~72.476
14 苯丙氨酸（Phe） Y=2.105×105X+245.854 05 0.994 9 3.304~66.076
15 组氨酸（His） Y=2.278×105X+543.75 57 0.994 2 3.103~62.064
16 赖氨酸（Lys） Y=2.608×105X+296.935 51 0.994 3 2.924~58.476
17 精氨酸（Arg） Y=1.860×105X+298.650 39 0.994 3 3.484~69.680

2.4.2　精密度试验　精密吸取“2.4.1”项下浓度为

160 nmol·L-1 的混合对照品溶液 50 μL，按上述色谱

条件连续进样 5 次，测定峰面积，结果 17 种氨基酸

峰面积的 RSD 在 0.10%~1.6% 之间，表明仪器精密度 
良好。

2.4.3　重复性试验　精密称取同一批次未破壁花

粉样品 5 份，按“2.1.3”项下方法平行制备供试

品溶液，按上述色谱条件测定含量，结果 RSD 为

0.20%~1.5%，表明本方法重复性良好。

2.4.4　加样回收率试验　精密称取已知含量的未破

壁花粉样品 200 mg，共 6 份，分别精密加入相当于样

品各待测氨基酸原有量 100% 的各对照品，按“2.1.3”
项下方法制备供试溶液，按“2.2”项下条件进样分析，

结果见表 3，表明该方法加样回收试验结果良好。

表 3　样品加样回收试验（n=6）

Tab. 3　Results of recovery test
成分

（component）
样品含量

（content）/mg
加入量

（added）/mg
测得量

（detected）/mg
回收率

（recovery）/%
RSD/

%
天冬氨酸（Asp） 3.620 3.328 6.891 98.2 2.0
苏氨酸（Thr） 1.683 1.490 3.134 97.4 1.5
丝氨酸（Ser） 1.801 1.575 3.264 92.9 1.9
谷氨酸（Glu） 4.211 3.675 7.810 98.0 2.2
脯氨酸（Pro） 0.398 0.575 0.916 91.2 1.3
甘氨酸（Gly） 1.700 1.688 3.311 95.5 1.7
丙氨酸（Ala） 2.013 2.003 3.895 93.9 1.3
胱氨酸（Cys） 0.256 0.300 0.549 97.7 1.2
缬氨酸（Val） 2.120 2.048 4.103 96.8 1.4
蛋氨酸（Met） 0.458 0.559 0.992 95.4 2.5
异亮氨酸（Ile） 1.679 1.625 3.128 89.5 2.9
亮氨酸（Leu） 2.755 2.763 5.410 96.1 2.1
酪氨酸（Tyr） 1.182 1.350 2.437 92.8 1.4
苯丙氨酸（Phe） 1.731 1.650 3.372 99.4 1.1
组氨酸（His） 1.204 1.163 2.349 98.5 0.81
赖氨酸（Lys） 2.516 2.555 4.916 94.0 1.6
精氨酸（Arg） 1.807 1.740 3.500 97.3 1.8
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2.5　样品测定

 精密称取破壁前后紫斑牡丹花粉样品，分别

按“2.1.2”项下方法平行制备供试品溶液各 3 份；

按上述色谱条件，分别精密吸供试品溶液各 50 μL
进样测定，以外标法计算含量，测定结果：破壁前紫

斑牡丹花粉中平均总氨基酸含量为 31.669%，破壁

紫斑牡丹花粉中平均总氨基酸含量为 33.048%，见 
表 4。
表 4　紫斑牡丹花粉中水解氨基酸的测定结果（%，n=3）

Tab. 4　The contents of amino acids in Paeonia rockii pollen 

编号

（No.）
氨基酸

（amino acid）

未破壁花粉

（wall-unbroken 
pollen）

破壁花粉

（wall-broken 
pollen）

1 天冬氨酸（Asp） 3.740 3.952

2 苏氨酸（Thr） 1.678 1.817

3 丝氨酸（Ser） 1.818 1.959

4 谷氨酸（Glu） 4.244 4.423

5 脯氨酸（Pro） 0.413 0.427

6 甘氨酸（Gly） 1.732 1.736

7 丙氨酸（Ala） 2.189 2.198

8 胱氨酸（Cys） 0.270 0.342

9 缬氨酸（Val） 2.091 2.120

10 蛋氨酸（Met） 0.475 0.512

11 异亮氨酸（Ile） 1.699 1.739

12 亮氨酸（Leu） 2.867 2.948

13 酪氨酸（Tyr） 1.190 1.292

14 苯丙氨酸（Phe） 1.696 1.785

15 组氨酸（His） 1.224 1.178

16 赖氨酸（Lys） 2.552 2.639

17 精氨酸（Arg） 1.792 1.981

总氨基酸含量

（total content of amino acids）
31.669 33.048

3　讨论

3.1　最佳取样量的优选

本研究前期利用福斯凯氏定氮仪对紫斑牡丹

花粉中氮含量进行测定，结果表明含氮量为 62.16  
g·kg-1，依氮与蛋白质的换算系数 6.25［17］进行计算，

该花粉中粗蛋白含量为 38.85%。结合粗蛋白含量，

对供试品溶液制备称样量进行考察，分别称取含蛋白

质 20、60、120、240、300 及 360 mg 的样品进行水解，

制备供试品溶液，以各峰面积的总和计，评价最佳样

品取样量。含量测定结果表明，伴随着取样量的增

加，各供试品溶液中色谱峰峰面积总和近乎呈现线性

增加，而后增加不明显。最终确定最佳取样量为约含

蛋白质 20~120 mg。
3.2　最佳酸水解浓度的选择

考察了不同浓度盐酸（3、6、9 mol·L-1）水解

作用的影响，以各峰面积总和计算，结果表明随着

盐酸浓度的增加，各色谱峰的峰面积增加。但用 9  
mol·L-1 盐酸进行样品水解时，水解管上层可见有少

量已碳化的黑色颗粒，同时各色谱峰面积总和降低，

且小于用 6 mol·L-1 盐酸进行样品的水解；综合考

量，最终确定用 6 mol·L-1 盐酸作为水解溶剂。

3.3　小结

花粉是植物生命的精华，具有很高的营养价值、

药用价值和区域的特有性，富含蛋白质、黄酮等多种

活性成分。在花粉的利用过程中，由于其外部有一层

坚硬的孢子壁，阻碍了内部营养物质的溶出，破壁有

利于活性物质的释放［3］，提高生物利用率。通过对紫

斑牡丹花粉破壁前后水解氨基酸的含量进行测定，发

现花粉破壁前后氨基酸的总量及各氨基酸含量没有

显著性差异，究其原因可能与它们均经过水解且都水

解的比较彻底有关。

目前，国内外氨基酸分析方法主要采用衍生化分

析法，分为柱前、柱上和柱后衍生化 3 种模式，有各自

的优势［18-19］。本试验将样品酸水解处理，采用柱后

衍生阳离子交换色谱法，建立的测定甘肃紫斑牡丹花

粉中 17 种氨基酸的方法，具有操作方便、快捷、稳定

性好等特点。分析结果表明：紫斑牡丹花粉中，含有

人体必须氨基酸总含量达 130.6 mg·g-1，营养丰富，

值得深入开发和利用。
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