
天然产物研究与开发 Nat Prod Res Dev 2013，25: 742-746

文章编号:1001-6880(2013)6-0742-05

收稿日期: 2013-01-08 接受日期: 2013-04-02
基金项目: 国家海洋局海洋公益项目( 200805041)

* 通讯作者 Tel: 86-592-2195562，E-mail: lxz8848@ 263． net

铜藻中 β- 丙氨酸的分离及结构鉴定

荣 辉
1，2，林祥志

2* ，王龙梅
1，2，苏永全

1

1
厦门大学海洋与地球学院; 2

国家海洋局第三海洋研究所，厦门 361005

摘 要:非蛋白质氨基酸在抗癌、抗菌、抗结核、抗坏血病等方面有着重要的作用。本文主要对铜藻中的游离氨

基酸进行检测分析和部分分离纯化及结构鉴定方面的研究，为更好的开发利用这些天然产物提供技术支持。
采用离子交换树脂层析法分离铜藻粗提液中的游离氨基酸，收集 3 mol /L 的氨水洗脱液，用 PITC-HPLC 柱前衍

生反相高效液相色谱法对其进行检测分析，结果显示粗提液中除含有多种组成蛋白质的氨基酸外还有 3 种未知

组分，且含量较高的常见蛋白质氨基酸为丙氨酸、脯氨酸、缬氨酸。采用半制备高效液相色谱系统制备分离了

其中一种未知组分的衍生物 MWZ2，经真空冷冻干燥后为略黄固体粉末，结合核磁共振波谱、高分辨质谱、红外

光谱数据，最终鉴定 MWZ2 去掉已知取代基团 PITC 后的成分为 β-丙氨酸，分子式为 C3H7NO2，分子量为 89． 09。
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Separation and Identification of β-alanine in Sargassum horneri ( Turn． ) C． Ag．
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Abstract: Non-protein amino acids were found to have many bioactivities such as anti-cancer，antibacterial，anti-tubercu-
losis，anti-scurvy and so on． Detection，separation and identification of free amino acids in Sargassum horneri ( Turn． )

C． Ag． were studied in this paper，which provided technical support for development and utilization of these natural prod-
ucts． Free amino acids were separated by ion-exchange column chromatography from the crude extracts of Sargassum hor-
neri ( Turn． ) C． Ag． Amino acids were eluted with 3 mol /L NH4OH and the eluate was collected． Many protein amino
acids and three unknown components were discovered in Sargassum horneri ( Turn． ) C． Ag． by PITC-HPLC． The main
protein amino acids were alanine，proline，valine． One unknown derivative component ( MWZ2) was obtained by prepara-
tion HPLC． MWZ2 was slightly yellow solid powder after vacuum freeze-drying． According to analysis of NMR，HR-MS，

IR spectroscopy data，the molecular structure of MWZ2 had been elucidated． MWZ2 was β-alanine after removed substit-
uent component of PITC，its molecular formula was C3H7NO2，molecular weight was 89． 09．
Key words: Sargassum horneri ( Turn． ) C． Ag． ; β-alanine; separation; structure identification

非蛋白质氨基酸是指除组成蛋白质的 20 种常

见氨基酸以外的含有氨基和羧基的化合物。非蛋白

质氨基酸多为蛋白氨基酸的类似物或取代衍生物，

如甲基化、磷酸化、羟化、糖苷化、交联等等。除此之

外，还包括 β、γ、δ 氨基酸及 D-氨基酸
［1］。非蛋白质

氨基酸多以游离或小肽的形式存在于生物的各种细

胞或组织中。据统计，从动物、植物、微生物体内分

离得到的非蛋白质氨基酸已达 700 余种，其中已测

定分子结构的有 400 多种，在植物中发现的约 240
种，动物中发现的有 50 多种，其余多存在于微生物

中
［2］。非蛋白质氨基酸可以作为合成其它含氮物

质的前身，如激素、抗生素、生物碱、色素等，还可作

为组成细菌细胞壁的成分。非蛋白质氨基酸还可参

与储能，充当神经递质，参与跨膜离子通道的形成，

并在抗癌、抗菌、抗结核、护肝、降血压、升血压等方

面都发挥了极其重要的作用
［3］。

铜藻 Sargassum horneri ( Turn． ) C． Ag． 属于马

尾藻属，是非食用海藻，主要分布于我国东海、南海

沿岸，资源相当丰富，常用作饲料、藻胶、饮料的原

料，部分地区作为中药海藻使用。目前已从马尾藻



中发现多类具有生物活性的化合物，主要有甾类化

合物、萜烯类化合物、甘油糖脂、间苯三酚衍生物及

其聚合物等物质，铜藻的化学成分研究较少，仅报道

含褐藻酸、甘露醇、多糖、甾醇等
［4］。本论文主要开

展了铜藻中游离非蛋白质氨基酸的检测分析、部分

分离及结构鉴定研究。

1 材料和方法

1． 1 实验材料

铜藻 Sargassum horneri ( Turn． ) C． Ag． : 采自中

国福建沿海，由汕头大学丁兰平教授鉴定，保存在国

家海洋局第三海洋研究所藻类种质资源库内。
1． 2 试剂及仪器

氨基酸混合标准品( Sigma) ，PITC( 异硫氰酸苯

酯，Sigma) ，乙腈、正己烷、甲醇等均为色谱纯，HCl
( 优级纯) ，其他试剂均为分析纯。

主要仪 器: 高 效 液 相 色 谱 仪 ( 日 本 岛 津，LC-
20A) ，半制备高效液相色谱仪( 日本岛津，LC-8A) ，

核磁共振仪 ( 美国 Bruker，Metcurty-400 ) ，红外光谱

仪( 美国 Bruker，VERTEX 70) ，高分辨质谱仪( 美国

Waters，LCT Premier XE) 。
1． 3 铜藻游离氨基酸的分离

取一定量粉碎的铜藻藻粉用 75% 的乙醇( 料液

比为 1∶ 5) 浸泡 24 h，然后 40 ℃超声提取 30 min，共

三次。旋蒸浓缩至无乙醇( 40 ℃下) ，将水相用乙酸

乙酯( 水相∶ 乙酸乙酯为 1∶ 1 ～ 5) 萃取三次，留水相。
将水相浓缩至一定体积，过阳离子交换树脂，接 3
mol /L 氨水洗脱液，浓缩至干，用 0． 1 mol /L 的 HCl
定容，待检测分析。
1． 4 PITC-HPLC 柱前衍生反相高效液相色谱法检

测
［5］

1． 4． 1 色谱条件

色谱柱: Inertsil ODS-SP C18 ( 5 μm，250 mm ×
4. 6 mm) ; 柱温 38 ℃ ; SPD-M20A 检测器，检测波长

254 nm; 进样量 10 μL 。流动相 A: 0． 1 mol /L 醋酸

钠( 用冰乙酸调 pH 为 6． 5) -乙腈( 体积比为 97∶ 3 )

的溶液; 流动相 B: 乙腈-水( 体积比为 4∶ 1) 的溶液。
线性洗脱程序: 0． 0 min，0%B; 13 min，7%B; 23 min，

23%B; 29 min，35% B; 35 min，40% B; 40 min，100%
B; 45 min，100% B; 47 min，0% B。流速为 1． 0 mL /
min。

A 的配制: 3 g 醋酸钠溶解在 370 mL 水中，用冰

乙酸调 pH 至 6． 5，加入 28 mL 乙腈，用 0． 45 μm 的

滤膜过滤。
1． 4． 2 对照品混合溶液和样品的衍生

取对照品混合溶液或样品 200 μL 置于离心管

中，加入 0． 1 mol /L PITC -乙 腈 溶 液 100 μL，1． 0
mol /L 三乙胺-乙腈溶液 100 μL，混匀，室温下放置 1
h 后加入 400 μL 正己烷，漩涡混合器振荡 1 min，静

置 10 min。用移液器吸取下层溶液，经 0． 22 μm 滤

膜过滤后进样进行色谱分析。
PITC-乙腈溶液: 36 μL PITC 和 2． 164 mL 乙腈

混合。
三乙胺-乙腈溶液: 417 μL 三乙胺和 2． 583 mL

乙腈混合。
1． 5 未知组分的制备分离

为确定检测到的未知组分的结构，采用半制

备型高效液相色谱仪对衍生后的游离氨基酸粗提物

进行制备分离。收集到的目标产物浓缩后经不加醋

酸钠的流动相再次分离除去盐后经旋蒸除去有机溶

剂，再进行冷冻干燥，收集样品待结构鉴定。
色谱 柱: Shim-Pack PRC-ODS ( 20 × 250 cm ) ;

SPD-20A 检测器，检测波长 254 nm; 进样量 5 mL。
流动相 A: 0． 1 mol /L 醋酸钠( 用冰乙酸调 pH 值为

6． 5) -乙腈( 97∶ 3，v /v) 的溶液; 流动相 B: 乙腈-水( 4
∶ 1，v /v) 的溶液。线性洗脱程序: 0． 0 min，0% B; 13
min，7% B; 23 min，23% B; 29 min，35% B; 35 min，

40%B; 40 min，100% B; 45 min，100% B; 47 min，0%
B。流速为 18 mL /min。
1． 6 未知组分的结构鉴定

将制备分离到的高纯化合物样品分别进行核磁

共振波谱( 400 M) 、高分辨质谱、红外光谱分析以确

定其结构。

2 结果与分析

2． 1 铜藻游离氨基酸的分离

铜藻粉末先经乙醇超声提取，再经乙酸乙酯萃

取，最后经阳离子交换树脂层析除去大量的蛋白质、
脂质、多糖等，所收集的 3 mol /L 氨水组分经茚三酮

乙醇溶液显色反应后发现，其含有高浓度的氨基酸

组分，随后并进行了 PITC-HPLC 法检测分析。此分

离方法运用有机溶剂和超生萃取相结合的方式，减

少了提取时间，且增加了提取效果。
2． 2 PITC-HPLC 法检测分析

2． 2． 1 线性关系分析

分别取 100，50，25，10，5 μL 的对照品混合氨基
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酸标准溶液，使其按照上述方法进行衍生，以各种氨

基酸峰面积 Y 为纵坐标，氨基酸实际摩尔浓度 X 为

横坐标，进行线性回归分析。结果表明 17 种氨基酸

在 0． 078 ～ 1． 25 mol /L 与峰面积比具有良好的线性

关系。氨基酸混合标准品液相色谱图和得到的每种

氨基酸的线性回归方程分别见图 1 和表 1。

图 1 17 种混合氨基酸标准品液相色谱图

Fig. 1 Chromatogram of the mixed standard samples by
PITC-HPLC

( 1: Asp，2: Glu，3: Ser，4: Gly，5: His，6: Arg，7: Thr，8: Ala，9:

Pro，10: Tyr，11: Val，12: Met，13: Cys-Cys，14: Ile，15: Leu，16:

Phe，17: Lys)

表 1 17 种氨基酸的线性回归方程

Table 1 The linear regression equations of 17 kinds of amino acids

氨基酸
Amino acid

线性回归方程
Linear regression

equation

相关系数
Relative

coefficient ( r)

天冬氨酸( Asp) Y =8． 9285X-0． 0336 0． 9981

谷氨酸( Glu) Y =9． 2682X-0． 0193 0． 9893

丝氨酸( Ser) Y =2． 4630X-0． 0003 0． 9972

甘氨酸( Gly) Y = -0． 4924X + 0． 0124 0． 9972

组氨酸( His) Y =0． 7016X + 0． 0081 0． 9967

精氨酸( Arg) Y =0． 3592X + 0． 0619 0． 9962

苏氨酸( Thr) Y =1． 9368X + 0． 0048 0． 9971

丙氨酸( Ala) Y =0． 8506X + 0． 0033 0． 9971

脯氨酸( Pro) Y = -0． 9416X + 0． 0120 0． 9972

酪氨酸( Tyr) Y = -1． 1209X + 0． 0106 0． 9974

缬氨酸( Val) Y = -0． 3864X + 0． 0005 0． 9969

蛋氨酸( Met) Y =0． 0996X-0． 0296 0． 9947

胱氨酸( Cys) Y = -0． 9390X-0． 0108 0． 9931

异亮氨酸( Ile) Y = -1． 0240X + 0． 0069 0． 9972

亮氨酸( Leu) Y = -0． 8027X + 0． 0079 0． 9969

苯丙氨酸( Phe) Y = -1． 0405X + 0． 0073 0． 9965

赖氨酸( Lys) Y = -3． 6177X + 0． 0070 0． 9971

2． 2． 2 方法的精密度、重复性及稳定性试验

取对照品溶液 200 μL 按照上述方法衍生后连

续进样 5 次，以色谱峰峰面积为指标计算 RSD，考察

其精密度，17 种氨基酸标准溶液的精密度试验 RSD
在 0． 20%2． 49% ( n = 5) ，均在允许范围内; 取对照

品溶液 200 μL 按照上述方法衍生后分别在 0、4、8、
12、24、48、56 h 进样，以色谱峰峰面积为指标计算

RSD，考察其稳定性，17 种氨基酸标准溶液的稳定

性试验 RSD 在 0． 28% ～ 1． 31% ( n = 7 ) ，均在允许

范围内; 取同一批铜藻样品 5 份，按上述方法提取、
衍生、测定，以色谱峰峰面积为指标分别计算 RSD，

考察方法的重复性，铜藻所含各种氨基酸峰面积的

RSD 在 0． 70% ～2． 23%，同样均在允许范围内。
2． 2． 3 回收率试验

吸取已知含量的铜藻样品 100 μL，准确加入氨

基酸混标 100 μL，按照上述方法分别衍生、进样，外

标法定量，如此平行 5 次，计算各氨基酸的回收率和

相对标准偏差，平均回收率在 78． 50% ～ 101． 82%，

相对标准偏差在 0． 51% ～ 3． 45%，均在允许范围

内。
2． 2． 4 PITC-HPLC 检测结果

通过与 17 种混合标准品液相色谱图比较分析

发现铜藻样品中除了蛋氨酸、胱氨酸外包含 15 种其

他常见蛋白质氨基酸及 3 种未知组分，且含量较高

的常见蛋白质氨基酸为丙氨酸、脯氨酸、缬氨酸。3
种未 知 组 分 的 衍 生 物 分 别 为 MWZ1 ( 6． 3 min ) 、
MWZ2( 12． 9 min) 、MWZ3( 26． 6 min) ，见图 2。

图 2 铜藻样品液相色谱图

Fig. 2 Chromatogram of Sargassum horneri ( Turn． ． ) Ag． sam-
ple by PITC-HPLC

2． 3 制备分离

由于 3 种未知组分衍生物中 MWZ1、MWZ3 的

含量过低而未进行制备分离，最终采用半制备高效
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液相 色 谱 系 统 制 备 分 离 到 1 种 未 知 衍 生 组 分

MWZ2，其 制 备 分 离 HPLC 色 谱 图 分 别 如 图 3，

MWZ2 的出峰时间为 10． 6 min。收集未知组分经无

盐流动相除盐后旋转蒸发除去有机溶剂，再经真空

冷冻干燥后 MWZ2 为略黄固体粉末。

图 3 MWZ2(10． 6 min)的 HPLC 制备分离图

Fig. 3 Separation of MWZ2( 10． 6 min) by PITC-HPLC

2． 4 结构鉴定

分离 获 得 的 MWZ2 是 衍 生 剂 异 硫 氰 酸 苯 酯

( PITC) 与铜藻样品某一组分通过衍生反应生成的

衍生物，其反应方程式如下。

MWZ2 为黄色固体粉末，IR ( KBr) υ ( cm-1 ) :

3436 ( NH2 ) ，3292 ( COOH) ，1564，1413，805 ( Ph) ，

1022 ( C = S) ; TOF-MS-ESI m /z ( % ) : 226． 2804［M
+ H］+ ; 1H-NMR ( 400 MHz，MeOD) δ: 7． 48 ～ 6． 96

( m，5H) ，4． 91 ( m，1H) ，2． 94 ( m，2H) ; 13 C NMR
( 100 MHz，MeOD) δ: 176． 0，130． 4，129． 6，126． 5，

125． 1，57． 8，39． 2。结合核磁共振波谱、高分辨质

谱、红外光谱数据，最终推测 MWZ 去掉已知取代基

团 PITC 后 的 成 分 为 β-丙 氨 酸，它 的 分 子 式 为

C3H7NO2，分子量为 89． 09，其分子结构式如图 4。

图 4 β-丙氨酸

Fig. 4 β-Alanine

3 讨论

目前，用于氨基酸分离纯化的方法有沉淀法、膜
分离法、萃取法以及离子交换法等，其中以离子交换

法应用最为广泛。该法根据氨基酸是两性电解质这

一特性，以及目的氨基酸与杂质氨基酸 pK、pI 值的

差异，利用离子交换树脂对各种氨基酸吸附能力的

不同进行分离纯化
［6］。本实验采用 Dowex 50W-X8

型阳离子交换树脂对铜藻游离氨基酸粗提样品进行

分离，收集高浓度氨水洗脱液，经检测发现分离效果

较好，含有多种氨基酸组分。
近些年来，随着氨基酸的广泛应用，用液相色谱

法检测氨基酸的分析水平也不断提高，柱前衍生是

先将氨基酸转化成衍生物，再进行色谱分离的一种

衍生方法，操作简便、快速，灵敏度高，并在短时间内

能分离 20 多种氨基酸，针对各种衍生剂的研究与开

发，目前应用广泛的方法有异硫氰酸苯酯 ( PITC )

法，邻苯二甲醛-巯基乙醇( OPA) 法，6-氨基喹啉基-
N-羟基-琥珀酰亚胺基甲酸酯( AQC) 法等

［7］。PITC-
HPLC 法与其它柱前衍生法相比，其衍生过程简便，

衍生物齐全，而衍生物的高灵敏度、高稳定性，使各

种氨基酸含量的检测结果更加准确可靠，不失为一

种快速、准确、经济的方法
［8］，可广泛应用于海洋藻

类中非蛋白质氨基酸的检测分析研究。但由于本实

验所用的氨基酸标准品( Sigma) 仅为 17 种常见蛋白

氨基酸混合品，缺乏 20 种常见氨基酸中的天冬酰

胺、谷氨酰胺、色氨酸，并不能判定另外两种未知组

分就一定是非蛋白质氨基酸，另还需考虑寡肽等的

可能性，具体需进一步分离纯化来确定，但因含量过

低而未进行。
本研究从铜藻中发现 β-丙氨酸组分并鉴定了

其结构，它是自然界中唯一存在的 β 型氨基酸
［9］，

其氨基位于碳链的 β 位，与它常见的类似物左旋 α-
丙氨酸不同，它没有手性中心。β-丙氨酸是一种重

要的非蛋白质氨基酸，在生物体内，β-丙氨酸并不参

与蛋白质或酶的合成，通常它由二氢尿嘧啶和肌肽

的降解产生。β-丙氨酸也是自发生成的缩氨酸肌肽

和维生素 B5 的重要组分，在正常状态下，β-丙氨酸

被最终代谢为乙酸。β-丙氨酸是肌肽少有的几个前

体物质之一。已经证实，补充 β-丙氨酸有助于提升

肌肉组织内肌肽的含量，从而消除运动员疲劳，提升

肌肉活动能力，但如果 β-丙氨酸摄入量 ( 以溶液或

胶囊服用) 超过 10 mg 每千克体重，将诱发机体感觉

异常
［10］。铜藻资源丰富，我们的研究为更好的利用

此藻提供了新的方向。
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