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1 前言

由于氨基酸消旋化理论[在考古学[、老年

学[]、法医学[]等领域不断推广应用，人们对氨基酸

对映体拆分方法越来越重视。目前氨基酸对映体拆

分的色谱方法主要有气相色谱法、高效液相色谱法

HPLC）和薄层色谱法[5]。八十年代以来HPLC法

成为氨基酸对映体拆分的最重要手段，有手性固定

相（CSP、手性流动相（CMP和手性衍生法

(CDR)[6]。其中CDR法由于其所用试剂价格较低，

且针对所要拆分不同对映体可采用不同的紫外或荧

光衍生试剂，从而得到较好的分析结果，故较常用。

对于氨基酸对映体拆分的衍生试剂主要有异硫氰酸

酯类[]、酰氯和磺酰氯类[，以及光学活性氨基酸

类[9]。我们采用邻苯二甲醛-N-乙酰-L-半胱氨酸

(OPA-NAC)作为衍生试剂，用于生物体蛋白质氨基

酸中消旋化速度最快的天冬氨酸的分析，取得较好

结果。

2 实验部分

2.1仪器与试剂

840型高双液相色谱仪，420型荧光检测器（Wa-

ters），Lichrosob C18柱（250mm×4.6mm i.d.）。试

剂：NAC (Sigma)，D-和L-天冬氨酸（D-Asp,L-

Asp,BDH ，OPA(Fluka)；甲醇（色谱纯）；0.4mol/L

pH 9.4硼鹚酸钠缓冲液；50mmol/L pH 5.2PH 5.7

醋酸钠缓冲液。

2.2实验方法

2.2.1 OPA-NAC试剂的配制 将OPA 8mg溶于

600μL甲醇中，再顺次加入500L 0.4mol/L pH9.4

硼酸钠缓冲液，800L纯水，120L 1.0mol/L NAC

于4℃冰箱保存。

2.2.2 天冬氨酸衍生化 取20L OPA-NAC试剂

加入3L 1:1 D-和L-Asp标准液(0.lnmol

10nmol)，反应2.5分钟后加入200L 50mmol/PH

5.2 NaAc溶液使反应停止，立即取10L注入

HPLC中。

2.2.3 色谱条件 λex=340nm,m＝445nm;流

速：1mL/min;流动相为8%甲醇和92% 50mmol/L

pH5.7NaAc溶液。

2.2.4 牙齿处理及分离 取较纯净牙本质30mg，

放到1mL 6mol/L HCL中，在100℃下水解6小时，用

N2吹干后加2mL纯水溶解，过阳离子交换柱（32cm

×0.65cm i.d.脱盐，用水洗去杂质，再用0.2mol/L

氨水洗出氨基酸，用紫外可见分光光度计在267nm

监测，收取氨基酸浓度最高时的流份2mL衍生化，

分析。

图1是一69岁人牙本质中天冬氨酸在上述条件

下分离的谱图。

3 实验结果及讨论

3.1工作曲线及检测限
在D-Asp,L-Asp各为6pmol～600pmol范围内

进行线性研究，其线性方程为：D-Asp:y＝2.4x＋

2.11λ�00.998;L-Asp:y＝2.7x＋0.6,=0.996。

其中y为相对积分面积，x为天冬氨酸摩尔数

(pmol)。在高于噪声两倍时，D-Asp,L-Asp检测限

为1pmol。
3.2 衍生化反应时间及衍生产物稳定性
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氨基酸加入OPA-NAC后2.5分后其荧光强度

达最大值。10分钟内其荧光强度保持恒定如图2。

氨基酸的衍生物具有较强荧光强度，随时间推

移其荧光逐渐熄灭，其半衰期为3小时。

3.3 流动相中甲醇浓度

在流速为1.0mL/min时，我们对流动相中甲醇

浓度分别为6,8,10％做了实验，表1列示这三个条件

下D-Asp,L-Asp的容量因子（k'，选择性系数

（α）和分离度 （Rs。

表1 甲醇含量与k',,Rs的关系

3.4流动相pH值

流动相pH值对分离度影响很大，如图3所示，

在流速为1.0mL/min,CH3OH％为8% pH为5.7时

Rs最大。

应用本实验方法作法医死亡鉴定，即通过测定

牙本质中天冬氨酸D/L比，从而推断死亡者年龄，

结果很好。
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Chiral Precolumn Derivatization High Performance Liquid

Chromatographic (HPLC) Resolution of Aspartic Acid in Dentine
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Aspartic acid enantiomers was derivatized into fluorescence diasteremers by O-phthalaldehyde-N-

acetyl-L-cysteine as a chrial fluorescence derivatization reagent.The products were separated by reversed-

phase HPLC and detected by fluorescence detector.The column was eluted with 8:92 of methanol and water

solution (containing 50 mmol/L NaAc,pH 5.7).The experimental results resolution(Rs) 1.4 and limit of

detection 1 pmol.The method is simple and rapid.It is applied to the separation of aspartic acid enantiomers

in dentine successfully.
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