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摘要： 为了检测分析坛子菜中的游离氨基酸，先采用离子交换树脂层析法分离坛紫菜粗提液中
的游离氨基酸，收集 3 mol/L 的氨水洗脱液，分别用薄层层析、离子色谱及 PITC（异硫氰酸苯酯）
-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，除含有多种组成蛋白质的
氨基酸外还，含有 5种未知成分。 采用半制备高效液相色谱系统制备分离了其中一种未知成分
的衍生物 TZC，经真空冷冻干燥后为白色絮状固体，结合核磁共振波谱、高分辨质谱、红外光谱
数据，最终鉴定 TZC去掉已知取代基团 PITC后的成分为乙醇胺，分子式为 C2H7NO，相对分子质
量为 61.08。
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Abstract： Free amino acids were separated by ion -exchange column chromatography from the
crude extracts of Porphyra haitanensis. Amino acids were eluted with 3 mol/L NH3·3H2O and the
eluate was collected. Many protein amino acids and five unknown components were discovered in
Porphyra haitanensis by thin layer chromatography，ion chromatography and PITC -HPLC
respectively. One unknown derivative component （TZC） was obtained by preparation HPLC. TZC
was white flocculent solid after vacuum freeze-drying. According to analysis of NMR，HR-MS，IR
spectroscopy data，the molecular structure of TZC had been elucidated. TZC was ethanolamine after
removed substituent component of PITC，its molecular formula was C2H7NO，molecular weight was 61.08.
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紫菜在世界上养殖面积大、产量高、技术成熟、
经济效益好，是食用较普遍的海藻，它的保健和药

用价值已逐步为人们所接受和认识，众多潜在利用

价值也正在被科学工作者逐步揭示[1-4]。 紫菜富含人

类必须的氨基酸，其他氨基酸的含量也较大且种类

繁多[5-6]。 紫菜氨基酸包括总氨基酸和游离氨基酸两

大类，总氨基酸由紫菜蛋白质经过酸、碱或酶水解

而来，游离氨基酸以游离态存在于紫菜细胞内和细

胞间，可通过浸提提取出来 [7]。 近些年来，随着海藻

氨基酸的广泛应用，氨基酸的检测分析水平也在不

断提高。作者分别用薄层层析、离子色谱及 PITC（异

硫氰酸苯酯）-HPLC 柱前衍生反相高效液相色谱法

对坛紫菜（Porphyra haitanensis）游离氨基酸粗提液

进行检测分析研究，并对其中一种含量较高的未知

成分进行了结构鉴定。

1.1 实验材料

坛紫菜：采自中国福建沿海，经 60 ℃烘箱干燥

后粉碎待用。
1.2 试剂及仪器

氨基酸混合标准品：Sigma 公司；PITC： 异硫氰

酸苯酯，Sigma 公司；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。
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；离子色谱仪：美国

戴安 ICS-3000；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 等。
1.3 坛紫菜游离氨基酸的分离

取一定量粉碎的坛紫菜藻粉用 75%的乙醇（料

液比为 1∶5）浸泡 24 h，然后 40 ℃超声提取 30 min，
共 3 次。 旋转蒸发浓缩至无乙醇（40 ℃下），将水相

用 3 倍体积的乙酸乙酯萃取 3 次，留水相。 将水相

浓缩至一定体积，过阳离子交换树脂，收集 3 mol/L
氨水洗脱液，浓缩至干，用 0.1 mol/L HCl 定容，待检

测分析。
1.4 薄层层析

将坛紫菜游离氨基酸粗提液以展开剂正丁醇-
冰乙酸-水（3∶1∶1，v/v）上行展开，取出层析板，用电

吹风吹干，喷上茚三酮乙醇溶液，注意喷洒均匀，然

后置于 110 ℃烘箱烘干显色。

1.5 离子色谱检测分析

色谱柱： 戴安阴离子交换柱， 包括分析柱（2
mm×250 mm） 和保护柱 （2 mm×50 mm）； 流 速 为

0.25 mL/min； 进 样 量 25 μL； 柱 温 为 30 ℃ ；250
mmol/L NaOH 水溶液、1 mol/L NaAc 水溶液和去离

子水作为淋洗液进行梯度淋洗。
1.6 PITC-HPLC 柱前衍生反相高效液相色谱法

检测

1.6.1 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 值为 6.5）-乙腈（体积

比 97∶3）的溶液；流动相 B：乙腈-水（体积比 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。
流动相 A 的配制：3 g 醋酸钠溶解在 370 mL 水

中，用冰乙酸调至 pH 6.5，加入 28 mL 乙腈，用 0.45
μm 的滤膜过滤。
1.6.2 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 （36 μL PITC 和 2.164 mL 乙腈混

合）溶液 100 μL，1.0 mol/L 三乙胺-乙腈（417 μL 三

乙胺和 2.583 mL 乙腈混合）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。
1.7 未知成分的制备分离

为确定检测到的未知成分的结构，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，除去盐后经旋转蒸发器

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 cm ×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（体积比 97∶3）的溶液；流动相 B：乙腈-
水（体积比 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，

材料与方法1
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0%B。 流速为 18 mL/min。
1.8 未知成分的结构鉴定

将制备分离到的高纯化合物样品分别进行核

磁共振波谱、高分辨质谱、红外光谱分析以确定其

结构。

2.1 坛紫菜游离氨基酸的分离

坛紫菜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 氨水洗脱组分

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。 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。
为筛选出一种快速、方便、准确的游离氨基酸

粗提液检测分析方法， 随后分别利用薄层层析、离

子色谱及 PITC-HPLC 三种不同检测方法对其进行

检测分析并进行了比较。
2.2 薄层层析

坛紫菜游离氨基酸粗提液通过薄层层析实验

可 以 看 出 其 包 含 多 种 氨 基 酸， 经 计 算 Rf 值 均 在

0.35~0.75 之间，表明所选溶剂系统正丁醇-冰乙酸-
水（体积比 3∶1∶1）能较好的分离多种不同氨基酸组

分，其薄层层析图见图 1。 通过与标准品对比发现有

几种未知成分的存在。 但从图中也可看出，由于样

品所含氨基酸种类丰富， 薄层层析的分辨率有限，
导致有些氨基酸成分并未完全分开。

1、2 均为样品，3 为标准品

图 1 坛紫菜氨基酸粗提液薄层层析图

Fig. 1 Free amino acids from the crude extracts of
Porphyra haitanensis by thin layer chromatography

2.3 离子色谱检测

坛紫菜游离氨基酸粗提液经离子色谱检测并

与氨基酸混合标准品离子色谱检测结果比较分析

后，发现坛紫菜游离氨基酸粗提液中除含有多种组

成蛋白质的氨基酸外，还含有 5 种未知成分，在已

知蛋白质氨基酸中精氨酸、丙氨酸、谷氨酸的含量

较高，为主要氨基酸成分。 标准样品及坛紫菜粗提

样品的离子色谱图分别见图 2 和图 3。 离子色谱与

薄层层析相比，分辨率、准确度都较大的提高，但所

用仪器昂贵、检测费用较高，且不能制备分离所需

具体组分。

结果与分析2

图 2 混合标样离子色谱图

Fig. 2 Mixed standard sample of amino acids by ion chromatography

191



RONG Hui，et al： Identification of One Unknown Component and Detection
Analysis of Free Amino Acids in Porphyra haitanensis

Research Article

Journal of Food Science and Biotechnology Vol.33 No.2 2014

2.4 PITC-HPLC 检测

2.4.1 检测结果 坛紫菜游离氨基酸粗提液通过与

混合标准品液相色谱比较分析发现， 其中除了组氨

酸外，还包含 16 种其他常见蛋白质氨基酸及 5 种未

知成分，在已知蛋白质氨基酸中精氨酸、丙氨酸、天

冬氨酸、谷氨酸的含量较高，采用面积归一法计算其

质量分数分别为 22.81%、21.69%、7.86%，7.1%，其他

常见蛋白质氨基酸质量分数均小于 4%，其中一种未

知成分质量分数较高，达到 7.5%。 标准样品及坛紫

菜粗提样品的液相色谱图分别见图 4 和图5。

图 3 坛紫菜样品离子色谱图

Fig. 3 Chromatogram of the sample Porphyra haitanensis by ion chromatography

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
图 4 混合标样液相色谱图

Fig. 4 Chromatogram of the mixed standard samples by PITC-HPLC

PITC-HPLC 法虽然需要将样品先进行柱前衍

生，但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

氨基酸质量分数的检测结果更加准确可靠，而与离

子色谱法相比其费用较低。 为进一步证 明 PITC-
HPLC 法是一种快速、准确、有效的检测方法，还进

行了此法的线性分析、精密度、重复性、稳定性和回

收率试验。
2.4.2 线性关系分析 分别取 100、50、25、10、5 μL
的对照品混合氨基酸标准溶液，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

酸实际浓度 X 为横坐标，进行线性回归分析。 结果
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表明，17 种氨基酸在 0. 078~1.25 mol/L 范围内与峰

面积比具有良好的线性关系。 氨基酸混合标准品中

每种氨基酸的线性回归方程见表 1。
表 1 17 种氨基酸的线性回归方程

Table 1 Linear regression equations of 17 kinds of amino
acids

2.4.3 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. 31%~1. 31%（n=7）， 均在允许范

围内；取同一批坛紫菜样品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，坛紫菜所含各种氨基酸峰面积

的 RSD 在 0.75%~2.03%，同样均在允许范围内。
2.4.4 回收率试验 吸取已知浓度的坛紫菜样品

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 81.50%~101. 82%， 相 对 标 准 偏 差 在 0. 46%~
2.85%，均在允许范围内。
2.5 制备分离

在 5 种未知成分衍生物中，四种由于浓度过低

而未进行制备分离，最终采用半制备高效液相色谱

系统制备分离到其中一种浓度较高的未知衍生成

分 TZC，其制备分离 HPLC 色谱图见图 6，TZC 的出

峰时间为 24.4 min。 收集未知成分经无盐流动相除

盐后旋转蒸发除去有机溶剂，再经真空冷冻干燥后

TZC 为白色絮状固体。
2.6 结构鉴定

分 离 获 得 的 TZC 是 衍 生 剂 异 硫 氰 酸 苯 酯

（PITC） 与坛紫菜样品某一成分通过衍生反应生成

的衍生物，其反应方程式如下：

图 5 坛紫菜样品液相色谱图

Fig. 5 Chromatogram of the sample Porphyra haitanensis by PITC-HPLC

氨基酸 线性回归方程 相关系数/r

天冬氨酸（Asp） Y＝8.928 5X－0.033 6 0.998 1

谷氨酸（Glu） Y＝9.268 2X－0.019 3 0.989 3

丝氨酸（Ser） Y＝2.463 0X－0.000 3 0.997 2

甘氨酸（Gly） Y＝-0.492 4X＋0.012 4 0.997 2

组氨酸（His） Y＝0.701 6X＋0.008 1 0.996 7

精氨酸（Arg） Y＝0.359 2X＋0.061 9 0.996 2

苏氨酸（Thr） Y＝1.936 8X＋0.004 8 0.997 1

丙氨酸（Ala） Y＝0.850 6X＋0.003 3 0.997 1

脯氨酸（Pro） Y＝-0.941 6X＋0.012 0 0.997 2

酪氨酸（Tyr） Y＝-1.120 9X＋0.010 6 0.997 4

缬氨酸（Val） Y＝-0.386 4X＋0.000 5 0.996 9

蛋氨酸（Met） Y＝0.099 6X－0.029 6 0.994 7

胱氨酸（Cys） Y＝-0.939 0X－0.010 8 0.993 1

异亮氨酸（Ile） Y＝-1.024 0X＋0.006 9 0.997 2

亮氨酸（Leu） Y＝-0.802 7X＋0.007 9 0.996 9

苯丙氨酸（Phe） Y＝-1.040 5X＋0.007 3 0.996 5

赖氨酸（Lys） Y＝-3.617 7X＋0.007 0 0.997 1
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通过红外光谱、高分辨质谱、核磁共振波谱分

析，对 TZC 的结构进行鉴定。 TZC 为白色絮状固体，
IR （KBr） υ （cm -1）：3361 （NH2），3181 （COOH），
1541，1303，924（Ph），1053（C=S）；TOF-MS-ESI m/z
（%）：197.1008[M+H]+；1H- NMR（400 MHz，MeOD）
δ：7.43-7.30 （m，4H），7.26-7.19 （m，1H），3.71（br，
4H）；13C -NMR （100 MHz，MeOD） δ：182.3，139.4，
130.4，127.1，125.8，61.4，47.9。 结合核磁共振波谱、
高分辨质谱、红外光谱数据，最终推测 TZC 去掉已

知取代基团 PITC 后的成分为乙醇胺， 它的分子式

为 C2H7NO，相对分子质量为 61.08，其分子结构式如

图 7。

图 7 乙醇胺

Fig. 7 Ethanolamine

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[8-9]。 作者采用 Dowex 50W-X8
型阳离子交换树脂对坛紫菜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，与柱后衍生法相比，具有操作简便、快

速，灵敏度高的特点，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 [10-12]。 作者分别利用

三种不同的检测方法对坛紫菜游离氨基酸粗提样

品进行检测分析，发现其中除含有多种常见组成蛋

白质氨基酸外，还含有 5 种未知成分。 但就方法本

身来看，薄层层析法简单快速，价格低廉，但是分辨

率不高，有些氨基酸组分分不开，只能作为初步的

定性分析。 离子色谱检测法虽然不需要对样品进行

衍生化处理，快速且灵敏度高，但所用仪器昂贵，检

测费用较高。 而 PITC-HPLC 法与其它柱前衍生法

相比，其衍生过程简便，衍生物齐全且具有高灵敏

度、高稳定性，使各种氨基酸质量分数的检测结果

更加准确可靠， 而与离子色谱法相比其费用较低，
因此 PITC-HPLC 法不失为一种快速、简单、经济的

方法。由于本实验所用的氨基酸标准品（Sigma）仅为

17 种常见蛋白质氨基酸混合品， 缺乏 20 种常见氨

基酸中的天冬酰胺、谷氨酰胺、色氨酸，因此其他 5
种未知成分还需进一步分离纯化来确定，但因其他

4 种质量分数过低， 最终只分离获得其中一种未知

结 语3

图 6 TZC（24.4 min）的 HPLC 制备分离图

Fig. 6 Separation of TZC（24.4 min）by PITC-HPLC
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成分并做结构鉴定，结果为乙醇胺，并非是先前预

测的氨基酸。 这提醒我们能与茚三酮、PITC 反应的

不只是氨基酸， 也可能是醇胺或其他物质如小肽

等，在利用上述方法进行氨基酸检测分析时需给予

考虑。
作者从坛紫菜中发现天然游离的乙醇胺成分

并鉴定了其结构。 据报道坛紫菜的特征挥发性物质

中有一部分是醇类物质 [13-14]，乙醇胺在生物体内参

与重要的代谢调节过程。 在生物体内丝氨酸脱去一

分子 CO2 生成乙醇胺，乙醇胺在乙醇胺激酶的作用

下生成磷酸乙醇胺，磷酸乙醇胺在磷酸乙醇胺胞苷

酰转移酶的作用下脱去 PPi 生成胞苷二磷酸乙醇胺

（CDP-乙醇胺），在真核细胞中，脑磷酯是由 CDP-
乙醇胺和 1，2-甘油二酯直接作用生成的[15-16]。 乙醇

胺有着重要和广泛的应用，它主要用作合成树脂和

橡 胶 的 增 塑 剂、硫 化 剂、促 进 剂 和 发 泡 剂，以 及 农

药、医药和染料的中间体，也是合成洗涤剂、化妆品

的乳化剂等的原料[17]。 我们的研究为更好的开发利

用坛紫菜提供了新的方向。
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美国 FDA 签署了对饮料与液体膳食补充剂明确要求的指导意见

近日， 美国食品药品监督部门发布了两个旨在帮助膳食补充剂和饮料生产者区分液体食品是饮料还是膳

食补充剂的最终指导意见，同时提醒整个行业被添加进每种类型产品的法规要求。 其中一个指导意见是区分液

体膳食补充剂和饮料，区分的因素包括食品的产品声称名称、包装、食用分量、推荐日常摄入、食用条件、产品组

分、包括在标签和广告中语句和图形的描述。第二个指导意见是被添加进食品物质的注意事项，包括饮料和食品

强化剂。 提醒整个行业联邦食品、药品、化妆品法案中对添加进两种传统食品中物质的法律要求，诸如饮料和膳

食补充剂。

［信息来源］WTO 检验检疫信息网 . 美国 FDA 签署了对饮料与液体膳食补充剂明确要求的指导意见 [EB/
OL]. (2014-1-16). http://www.wtociq.gov.cn/zxdt/201401/t20140116_94954.shtml.
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