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采用隔离池的毛细管电泳!间接紫外吸收法测定茶叶中的氨基酸
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摘要：改进的毛细管电泳 +间接紫外吸收法采用了自制隔离池，以对氨基苯甲酸（ 789）为背景电解质，对茶叶中的
氨基酸进行了测定。789 能够提高分离效率，降低检出限。隔离池的使用避免了 789 的电极反应，降低了基线噪
声，维持了两缓冲液池间的电流导通。研究了背景电解质的浓度、:; 值以及电渗流改性剂的种类和浓度对氨基酸
分离的影响。在优化的实验条件下，&) 种氨基酸在 &, -.6 内达到了基线分离，峰面积的相对标准偏差小于 %<（!
- %），检出限为 &. # ( ,. % !-’( = >，回收率为 /$. "< ( &")<。该法快速、便捷和灵敏，已成功应用于茶叶中 && 种游
离氨基酸的检测。
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+ + 茶叶中氨基酸的分析对茶叶质量的评价具有重
要意义。氨基酸分析法包括氨基酸自动分析仪法、

比色法、液相色谱法和气相色谱法等。目前一般采

用高效液相色谱法（;7>H）［&，!］，但需衍生后检测，

操作繁琐和费时。毛细管电泳（H,）是一种高效、低
耗和快速的分离手段，已应用于氨基酸分析［$，,］。

多数氨基酸在紫外+可见光区吸收弱，本身无荧光。
为提高检测灵敏度，也需衍生后用紫外吸收法（A&）
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或荧光法（荧光和激光诱导荧光）测定。毛细管电

泳!间接紫外吸收法（"#!$%!&’）是一种快速简便的
方法。该法用于氨基酸的分析已有报道［" # $］，但存

在分离的氨基酸种类少［"］、分析时间长［%］、部分氨

基酸分离度和检出限差［&，$］等问题。()) 等［%］曾提

出以对氨基苯甲酸（*+,）作背景电解质（,-#）的
间接紫外吸收法，分离氨基酸的效果好，但由于

*+, 易发生电极反应而未采用。
’ ’ 本文提出一种快速、便捷和灵敏的氨基酸 "#!
$%!&’ 分析法。通过对 ( 种 ,-# 的紫外吸收和有
效迁移率比较，*+, 最符合要求。但 *+, 不稳定，
采用隔离缓冲池［)］避免了 *+, 的电极反应，降低了
基线噪声。隔离缓冲池适合 "# 分离中电化学性质
不稳定的试样和试剂。所建方法已用于茶叶中氨基

酸的分离，分析结果证明所用方法可行。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
’ ’ *!!) 型毛细管电泳仪（北京新技术应用研究
所），检测波长 !"( %.；/!!+++ 双通道色谱工作站
（浙江大学智能信息工程研究所）；012!%+!+ 型真
空干燥箱（上海精宏实验设备有限公司）。"+ !.
的毛细管（总长 "" 3.，有效长度 (+ 3.，河北永年
锐沣色谱器件公司）。

’ ’ 试剂均为分析纯，吡啶二羧酸（*0"，+456 +)!
768 公司）、*+, 等其他试剂购于上海化学试剂公
司，实验用水为三次蒸馏水（ 91!,，上海沪西分析仪
器厂）。电泳缓冲液为 :; **- ! 的 *+ ..<4 = ( *+,
（含 +- +*( ..<4 = ( 十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵
（">+,）），每天配制；电极缓冲液为 :; **- ! 的 *+
..<4 = ( /6;"?,；两种缓冲液均用 * .<4 = ( /6?;
调 :;。浓度均为 +- +! . +- %+ ..<4 = ( 的混合氨基
酸标准液由 ( ..<4 = ( 储备液（酪氨酸、半胺氨酸和
天冬氨酸为 * ..<4 = ( 的储备液）稀释配制。
! ! #" 电泳条件
’ ’ 每天使用前依次用 *- + .<4 = ( ;"4（" .$%）、三
次蒸馏水（* .$%）、*- + .<4 = ( /6?;（*" .$%）、三
次蒸馏水（* .$%）、电泳缓冲液（*" .$%）冲洗毛细
管。每次分离前用电泳缓冲液冲洗 ! .$%。隔离缓
冲池用玻璃砂芯片隔开，环氧树脂胶固定。电泳池

中充电泳缓冲液，电极池中充电极缓冲液。$ 3. 高
差进样 *" 7，电泳电压 # *" @’。
! ! $" 电泳迁移率的测定
’ ’ 在 :; *+- )，含 +- +! ..<4 = ( ">+, 的 $
..<4 = ( 对氨基苯磺酸缓冲液中，分别测定氨基酸
混合标准液和 ( 种 ,-#（水杨酸、苯甲酸、*+, 和

*0"）混合液的有效迁移率，硫脲作中性标记物。
各氨基酸和 ( 种 ,-# 的浓度均为 +- ( ..<4 = (，$
3. 高差进样 *+ 7，电泳电压为 # *$ @’，检测波长为
!"( %.。参照文献［ &］中的公式计算氨基酸和
,-# 的有效迁移率。
! ! %" 样品处理
’ ’ 将茶叶置于真空干燥箱中于 %+ A下烘干 ( B，
研磨后过 (+ 目筛。称样品 *- "++ C，用 %+ .( 沸腾
的三次蒸馏水浸泡，置于 *++ A恒温水浴中浸提 ,+
.$% 后抽滤，滤液定容至 "+ .(。用等体积的乙酸
乙酯萃取 , 次以除去茶多酚及色素等杂质，提取液
用旋转蒸发仪浓缩后用三次蒸馏水定容至 *+ .(，
冷藏备用。

#" 结果与讨论

# ! !" 背景电解质的选择
’ ’ "#!$%!&’ 中应选择具有强紫外吸收和接近分
析物平均迁移率的 ,-# 以提高灵敏度和减小区带
分散。在 !++ . ,"+ %. 范围内对水杨酸、苯甲酸、
*+, 和 *0" 等 ( 种 ,-# 进行紫外吸收扫描，*+,
的紫外吸收最强。表 * 是上述 ( 种 ,-# 的有效迁
移率和氨基酸的平均迁移率。从表 * 可以看出
*+, 的有效迁移率最接近被分离氨基酸的平均迁
移率，峰的前沿或后沿展宽小，因此 *+, 是 "#!$%!
&’ 分离氨基酸的一种合适的 ,-#。

表 !" "#$ 的有效迁移率和氨基酸的平均迁移率
%&’() !" $**)+,-.) /0’-(-,-)1 0* "#$1 &23 &.)4&5)

/0’-(-,6 0* &/-20 &+-31

+%64DE)7’ ’
#55)3E$F) .<G$4$ED =
（*+ # ( 3.!·’ # *·7 # *）

964$3D4$3 63$H ! I %!
,)%J<$3 63$H ! I $*
*+, , I ((
*0" ( I ,(
+.$%< 63$H7 , I ,($

’ ’ $+F)86C) .<G$4$ED <5 6.$%< 63$H7I

’ ’ 与文献［%］报道一致，*+, 在加高电压下会发
生电极反应而变色。采用自制的隔离缓冲池，将毛

细管插入电泳缓冲池，将电极插入电极缓冲池（见

图 *），这样既防止了 *+, 的电极反应，又保证两池
溶液的电流导通，且基线稳定性得到改善。采用隔

离缓冲池前后电泳分离的基线见图 !。
# ! #" 分离条件的优化
’ ’ 氨基酸的等电点为 !- )$ . *+- &%。氨基酸阴离
子在负高压和电渗流趋向正极时，分离速度提高。

电泳缓冲液 :; 试验范围为 :; *+- $ . **- %，在 :;
**- ! 时，*% 种氨基酸的分离度最佳。
’ ’ 固定电泳缓冲液的 :; 为 **- !，在 !- " . !+

·()*·
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图 !" 隔离池的示意图
!"#$ !" %&’()*+"& ,"*#-*) ./ 0*-+"+".1 &(22

# " #$#%&’()#；" " *$+,, -’.&；$ " *$+,, -$+/#；% " %+0.$$+’1；
& " *$+,, %#$$"

图 #" 采用隔离池（*）前和（3）后毛细管电泳分离的基线比较
!"#$ #" 4.)0*-"5.1 ./ 46 3*5(2"1(5 3(+7((1（*）1.-)*2

38//(- 9"*2 *1,（3）0*-+"+".1 &(22
2#0+’+&.3* %(3).&.(3,：+00$.#) 4($&+*#，’ #& /5；)#&#%&.(3

6+4#$#3*&7，"&% 38" +" #$#%&’(07(’#&.% 9:--#’ ,($:&.(3 ., 0;
##( "，#) 88($ < = >?@ +3) )( )#% 88($ < = AB?@；9" #$#%&’(!
07(’#&.% 9:--#’ ,($:&.(3 ., 0; ##( "，#) 88($ < = >?@ +3) )( )#%
88($ < = AB?@ +3) #$#%&’()# 9:--#’ ,($:&.(3 ., 0; ##( "，#)
88($ < = C+;AD$ "

88($ < = 范围选择 >?@ 浓度。实验发现，>?@ 浓度
小于 & 88($ < =时，间接紫外检测法测定氨基酸的吸
收值偏低，线性范围缩小；>?@ 浓度大于 ") 88($ <
= 时，谱图的基线噪声增大，检出限变差。结合线性
范围和基线噪声，选 >?@ 浓度为 #) 88($ < =。
! ! 电泳缓冲液中 AB?@ 浓度大于 )( ))& 88($ < =
时，毛细管会产生趋向正极的电渗流。AB?@ 浓度
增加，电渗流加大。实验发现 AB?@ 浓度小于
)( )#) 88($ < = 时，#* 种氨基酸虽可分离，但分析时
间延长；AB?@ 浓度大于 )( )#+ 88($ < = 时，分离速
度加快，但丙氨酸和苏氨酸不能达到基线分离。结

合分析时间和分离度，选择 AB?@ 浓度为 )( )#%
88($ < =。
! ! 采用 0; ##( "，含 )( )#% 88($ < = AB?@ 的 #)
88($ < = >?@ 电泳缓冲液进行毛细管区带电泳分
离，#* 种氨基酸可在 #% 8.3 内分离（见图 $）。
# $ $" 线性范围、精密度和检出限
! ! 对方法的精密度、检出限和线性范围进行了测
定。采用本方法测定的峰面积的相对标准偏差

（E2F）均小于 &G（! , &）。用靠近分离峰的连续
## 个噪声信号的 $ 倍标准偏差计算，#* 种氨基酸的

图 $" 混合氨基酸标准溶液的电泳谱图
!"#$ $" 62(&+-.0’(-.#-*) ./ )":(, 5.28+".1 ./

*)"1. *&", 5+*1,*-,5
2#0+’+&.3* %(3).&.(3,： &7# %(3%#3&’+&.(3 (- #+%7 +8.3(

+%.)，)( " 88($ < =；71)’()13+8.% .3H#%&.(3，+ %8 7#.*7& ).--#’!
#3%# -(’ #& ,；(&7#’ %(3).&.(3, +’# &7# ,+8# +, .3 I.*" "!9"

# " ?,0；" " J$:；$ " A1,；% " B1’；& " J$1；* " 2#’；- " B7’；
+ " ?$+；. " K#&；#) " 5+$；## " >7#；#" " =#:；#$ " B7#（ &7#+3!
.3#）；#% " J?@?（!!+8.3(9:&1’.% +%.)）；#& " >’(；#* " =1,"

检出限在 #( - / %( & !8($ < = 范围。茶氨酸在 ) " )"
/ $ " +) 88($ < = 范围，!!氨基丁酸在 ) " )" / " " ))
88($ < = 范围，其他氨基酸在 )( )" / )( *) 88($ < =
范围，氨基酸的峰面积 "（ 85 · ,）与其浓度
#（88($ < =）呈良好的线性关系，线性方程及相关系
数为：天 冬 氨 酸（ ?,0），" , ’ ) " "" 0 -+ " $#
（ $ , ) " ... *）；谷氨酸（ J$:），" , ) " .% 0 +" " )#
（ $ , ) " ..+ +）；半胱氨酸（A1,），" , ’ # " -* 0 +" " +#
（ $ , ) " ... *）；酪氨酸（ B1’），" , # " $" 0 -) " ##
（ $ , ) " ... $）；甘氨酸（ J$1），" , ) " -+ 0 &$ " .#
（ $ , ) " ... +）；丝氨酸（ 2#’），" , ’ ) " .& 0 -- " )#
（ $ , ) " ... +）；苏氨酸（ B7’），" , ’ ) " +" 0 && " )#
（ $ , ) " ... -）；丙氨酸（ ?$+），" , ) " *" 0 &+ " %#
（ $ , ) " ... -）；蛋氨酸（K#&），" , ’ ) " +% 0 #$%#
（ $ , ) " ..+ .）；缬氨酸（ 5+$），" , # " $) 0 &" " .#
（ $ , ) " ... -）；苯丙氨酸（ >7#），" , # " && 0 &- " )#
（ $ , ) " ... $）；亮氨酸（ =#:），" , ’ ) " -$ 0 -# " "#
（ $ , ) " ... "）；茶氨酸（ B7#），" , & " "- 0 #*##
（ $ , ) " ..& "）；!!氨基丁酸（ !!+8.3(9:&1’.% +%.)，
J?@?），" , & " )# 0 ")$#（ $ , ) " ..% $）；脯氨酸
（>’(），" , ’ ) " ") 0 -) " &#（ $ , ) " .." &）；赖氨酸

（=1,），" , ) " .. 0 ##+#（ $ , ) " ..* .）。这也表明采
用隔离缓冲池后，>?@ 表现出良好的稳定性。
# $ %" 样品分析
! ! 采用加标法对样品中的氨基酸进行定性分析，
用校正曲线法测定了 & 种茶叶中的氨基酸。
! ! 将研磨的茶样分别用 ")，%) 和 +) 目筛过筛，取
过筛后的样品进行提取测定。结果发现过 ") 目筛
的样品所测得的氨基酸含量偏低，过 %) 和 +) 目筛

·&.#·



色 谱 第 !" 卷

的样品所测得的氨基酸含量相同，但过 #$ 目筛样品
的提取液易抽滤。故用过 #$ 目筛的样品做试验。
% % 在已准确测定氨基酸含量的茶叶粉末样品中分
别添加与测得的氨基酸含量接近的氨基酸标准液，

按样品处理方法处理，在选定条件下测定，平行测定

" 次，求出氨基酸的回收率。样品电泳谱图见图 #，
茶叶中氨基酸的含量及在红茶与铁观音茶样（#&和

"&样品）中的加标回收率见表 !。

表 !" 茶叶中氨基酸的含量及在红茶与铁观音茶样（# $和 % $样品）中的加标回收率（! ’ (）
!"#$% !" &’()%(*+"*,’(- "(. +%)’/%+,%- ’0 "1,(’ "),.- ,( *%" -"12$%-（! ’ (）

!"#$% &’#(
!"#$% &’#( ’%$)*$)+ #$ +&",-*+ .（!/ . /）

) & ! & ( & # & " &

0*’%1*2#*+ . 3

# & " &

!+, ((" #*! !!! +)! )(* ," 4 + *-. $
5-6 (!+ !,( (!+ -#$ !#* )$) ,# 4 +
78+ -$ 4 ( )", ))# !$) !## ,* 4 ( )$(
982 * 4 * (( 4 + ), 4 " )") - 4 $ *, 4 - ,! 4 *
5-8 + 4 # )) 4 # )+ 4 - !) 4 # )) 4 + ,! 4 ! )$!
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