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1 前言

高效液相色谱(HPLC)Pico-Tag法因采用柱前

衍生，反相色谱分离[1]，具有分析时间短、灵敏度高、

重现性好等优点，广泛地用于各种类型样品的氨基

酸成分分析。

野蕨菜具有独特的野味，无农药污染，营养丰

富，长期食用能延年益寿。因此广泛受到国内外人士

的喜爱，尤其是东南亚各国朋友的喜爱。为此，我们

用HPLC Pico-Tag法对四川雅安地区野蕨菜氨基

酸成分进行了测定，结果令人满意。

2 实验部分

2.1仪器与试剂

美国Milliproe公司Waters色谱业务部生产的

HPLC产品，包括Pico-Tag工作台，510型泵两台，

U6k型手动进样器，TCM型柱温控制器，484型紫外

检测器，810色谱工作站。

乙腈（色谱级），三乙胺（色谱级），异硫氰酸苯

（PITC,Waters公司提供），水解氨基酸（HAA,Wa-

ters公司提供），6mol/LHCl（优级纯），乙醇（分析

纯），三水醋酸钠（分析纯），磷酸氢二钠（分析纯）。

2.2 溶液配制

A液 19.0三水醋酸钠，0.5mL三乙胺溶解

于1L超纯水中。用冰醋酸调pH为6.4，用0.45m

滤膜过滤，取此液940mL，加入60mL乙腈，混匀，超

声波脱气20s（或冲氮保存）。

B液 分别量取600mL乙腈，400mL水，混匀，

超声波脱气20s备用。

样品稀释液 取710mg Na2HPO4加超纯水至

1000mL，用10％磷酸-乙腈(95:5)调pH为7.4备用。

样品水解液 1g苯酚溶解于6mol/L HCl

100ML中。

再干燥液 乙醇：水：三乙胺＝2:2:1。

衍生液 异硫氰酸苯（PITC：乙醇：三乙胺：水

=1:7:1:1

2.3实验方法
取整株鲜蕨菜切碎，于105℃婧烘至恒重，用研钵

磨细，精确称取100mg左右样品放入180mm×

18mm试管 中，加6mo1/L HCl 10mL 巯基乙醇

20μL，正辛醇二滴，混匀，冲氮，封管。于110℃水解

24h，定容至50mL混匀，用0.45m滤膜过滤。取滤

液20L，放入6mm×50mm小管，装入水解台，在60

～�1100mT下干燥20～30min，加15L再干燥液，混

匀，干操20～30min。加20L衍生液，混匀，室温下放

置10min。干燥之后，加入100L样品稀释液，混匀，

即可进样分析。

2.4分析条件
柱温：38℃妫；波长：254nm,0.1AUFS;柱：Pico-

Tag HAA-Column 3.9mm i.d.×150mm，流动相见

表1。
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表1 流动相梯度程序表

3 实验结果与讨论

野蕨菜氨基酸组分的定性用保留时间，定量用

外标法。往水解液中准确加入已知量的氨基酸混合

标准液，测其含量，从中扣除水解液中原有氨基酸含

量，其值与添加量之比得回收率，平行6次测定样品

可算出标准差和变异系数，结果见表2。

实验结果表明用HPLC Pico-Tag法分析野蕨

菜中氨基酸组分是可行的，方法简单，快速，灵敏度

高。用此法分析，称样量大，代表性好，除色氨酸、胱

氨酸被酸水解破坏外，能理想地分离16种氨基酸。野

蕨菜含丰富的氨基酸，营养价值高，尤其是谷氨酸含

量特别高，这可以部分解释野蕨菜的香味来源。
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表2 野蕨菜氨基酸成分分析
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