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PICO·TAG 法测定王锦蛇中不同部位游离氨基酸含量 
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摘要：目的  建立 PITC(异硫氰酸苯酯)柱前衍生化反相高效液相色谱法测定王锦蛇(菜花蛇)中蛇肉、蛇心、蛇肺、蛇肠

中的 17 种游离氨基酸含量，进一步开发和利用王锦蛇的食用与药用价值。方法  Waters PICO·TAGTM 游离氨基酸分析柱

(3.9 mm×150 mm，5 m)，以醋酸钠缓冲液为流动相 A，乙腈-水(60∶40)为流动相 B 梯度洗脱，254 nm 紫外条件下检测

分析。结果  20 min 内 17 种氨基酸均得到较好的分离；17 种氨基酸在各自的浓度范围内线性关系良好，r 在 0.997 6～

0.999 9 之间，平均加样回收率为 98.3%～107.5%。结论  该方法操作简便，准确、可靠，重复性好，适用于王锦蛇中蛇

肉、蛇心、蛇肺、蛇肠的氨基酸含量测定，为王锦蛇资源的进一步开发利用和保护提供了实验依据。 
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PICO·TAG Determination of Amino Acid Content of Different Parts in Elaphe Carinat 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a reversed-phase high-performance liquid chromatographic method derivated by 
PITC (phenylisothiocyanate) pre-column for the determination of 17 amino acids content of fresh, heart, lung and intestines in 
Elaphe carinat (Cauliflower), and to develop the edible and medical value of Elaphe carinat further. METHODS  Using Waters 

PICO·TAGTM column(3.9 mm×150 mm, 5 m), gradient elution with sodium acetate buffer as mobile phase A, 

acetonitrile-water (60∶40) as mobile phase B, detection wavelength of 254 nm. RESULTS  All of 17 amino acids were 
well separated within 20 min; 17 amino acids had a good linear relationship in their respective concentration ranges 

(0.997 6<r<0.999 9). The average recoveries were in 98.3%107.5%. CONCLUTION  This method is simple, accurate 
and reliable with a good reproducibility and can be used to determine amino acids content of snake fresh, heart, lung and 
intestines in Elaphe carinat, which provides experimental evidence of the further development, usage and protection of the 
Elaphe carinat resource. 
KEY WORDS: Elaphe carinat; amino acids; HPLC; pre-column derivated by PITC  

 

蛇类药材不仅具有祛风除湿、通络止痛、活血

化瘀的药用价值，还拥有很高的食用价值。早在

唐代就有用蛇做肴的记载，而今嗜蛇之风也是相

当流行，同时在日本、美国也把蛇作为菜肴中的

佳品[1]。王锦蛇(Elaphe carinata)，又名菜花蛇、

大王蛇，味道鲜美、营养丰富[2-3]。为了开发其作

为食品、药品、保健品的价值，本实验对其氨基

酸的种类及含量进行测定，对其经济价值的开发

亦有重要的参考意义。 

由于大多数氨基酸在紫外可见光区无吸收，

因此须将其进行衍生，才可进行紫外检测。近十

几年来，柱前衍生反相高效液相色谱法得到了飞

速的发展，并且其应用越来越广。常用的衍生剂

有 OPA(邻苯二甲醛 )、FDNB(二硝基氟苯 )、

FMOC(9-芴甲基氯甲酸酯)、PITC(异硫氰酸苯酯)

等 [4-8] 。本实验采用美国 Waters 公司开发的

PICO·TAG 氨基酸分析方法。该方法灵敏度好，重

复性高，衍生物稳定，检测成本低，速度快，改
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进了传统方法分离度差的弱点，避免了传统的离

子交换柱性能不稳定，流动相平衡时间长的弱点。

17 种氨基酸均在 254 nm 处有良好的吸收，建立

了王锦蛇蛇肉、蛇心、蛇肺、蛇肠氨基酸分析的

方法。 

1  材料与试剂 

1.1  材料 

捕获于浙江临安天目山，经浙江中医药大学

资源鉴定教研室张水利副教授鉴定为游蛇科

(Megapodiidae)锦蛇属 (Elaphe)的王锦蛇 (Elaphe 

carinat)。 

1.2  仪器与试剂 

Waters 高效液相色谱系统：Waters 1525 二元

梯度泵，Waters 2489 紫外检测器(美国 Waters 公

司)；Waters PICO·TAG 工作站；2XZ-2 型旋片真

空 泵 ( 浙 江 黄 岩 求 精 真 空 泵 厂 ) ； Eppendorf 

Centrifuge 5804R 冷冻离心机(德国 Eppendorf)；

XW-80A 旋涡混合仪(海门市其林贝尔仪器制造有

限公司)。 

氨基酸混合标准品(ID112568，美国 Pierce 公

司，2.5 μmol·mL1，其中胱氨酸为 1.25 μmol·mL1)；

PITC(异硫氰酸苯酯)衍生剂(No.26922，美国 Pierce

公司，1 mL×10 ampules)；乙腈，甲醇均为色谱

纯；苯酚、盐酸等其余试剂为分析纯；去离子水；

氮气为高纯氮(纯度>99.999%)。 

2  方法 

2.1  试剂配制  

样品水解液：1 g 苯酚溶于 100 mL 6 mol·L1

盐酸中。再干燥液：乙醇-水-三乙胺=2∶2∶1，漩

涡混匀。衍生剂(临用前新鲜配制)：乙醇-PITC (异

硫氰酸苯酯)-三乙胺-水=7∶1∶1∶1，漩涡混匀。

样品稀释液：取 355 mg Na2HPO4，加去离子水至

500 mL，用 10%磷酸水溶液-乙腈(95∶5)溶液调

pH 至 7.4。 

2.2  供试品溶液的制备  

分别称取蛇肉、蛇心、蛇肺、蛇肠 1.071 0，

1.432 1，0.917 5，1.213 4 g，加水 50 mL 煎煮，沸

腾 20 min，共煎煮 3 次；放冷，定容至 50 mL 量

瓶。取 40 μL 置样品小管内，放入反应瓶，真空

(100 mTorr 以下)干燥 20~30 min。在反应瓶底加入

200 μL 6 mol·L1 盐酸，置换空气后放入恒温加热

器 105 ℃水解 24 h 后，真空干燥 20~30 min，再加

入 10 μL 再干燥液，漩涡混匀，真空干燥 20~30 

min，再加入 20 μL 新鲜配制的衍生试剂，漩涡混

匀，室温下放置 20 min，真空干燥 20~30 min，再

加入 100 μL 样品稀释液，漩涡混匀，5 000 r·min1

离心 15 min 后吸取上清液，即供试品溶液，备用。 

2.3  色谱条件  

色谱柱为 Waters PICO·TAGTM 游离氨基酸分

析柱(3.9 mm×150 mm，5 μm)；检测波长为 254 

nm；柱温：40 ℃；流动相 A：pH 6.4 的醋酸盐缓

冲液-乙腈(94∶6)的混合液，流动相 B：乙腈-水

(60∶40)。洗脱条件按表 1中的条件进行梯度洗脱。 

表 1  流动相梯度洗脱程序 

Tab 1  Mobile phase gradient elution program  

时间/min 流速/mL·min1 流动相 A/% 流动相 B/%

 0.00 1.00 100.0 0.0 

 9.00 1.00 98.0 2.0 

30.00 1.00 54.0 46.0 

31.50 1.00 0.0 100.0 

32.00 1.50 0.0 100.0 

32.50 1.50 100.0 0.0 

38.00 1.50 100.0 0.0 

40.00 1.00 100.0 0.0 

3  结果 

3.1  外标曲线的制作 

精密吸取氨基酸混合标准品溶液 20 μL，注入

样品小管中，加入 20 μL 衍生剂，抽干后再加 200 

μL 稀释液漩涡混匀。分别吸取 2.5，5.0，7.5，10.0，

12.5，15.0 μL 氨基酸混合标准品溶液进样分析。

混合标准品色谱分析见图 1。以峰面积(Y)为纵坐

标，以氨基酸含量(X)为横坐标，作标准曲线。各

氨基酸标准曲线见表 2。结果表明，17 种氨基酸

在各自浓度范围内线性关系良好。 

 
图 1  17 种氨基酸标准品 
1天冬氨酸；2谷氨酸；3丝氨酸；4甘氨酸；5组氨酸；6精氨酸；

7苏氨酸；8丙氨酸；9脯氨酸；10酪氨酸；11缬氨酸；12甲硫

氨酸；13胱氨酸；14异亮氨酸；15亮氨酸；16苯丙氨酸；17赖
氨酸 

Fig 1  17 kinds of amino acid standard  
1ASP; 2GLU; 3SER; 4GLY; 5HIS; 6ARG; 7THR; 8ALA; 

9PRO; 10TYR; 11VAL; 12MET; 13CTS; 14ILEU; 15LEU; 

16PHE; 17LYS 
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表 2  17 种氨基酸的保留时间、回归方程、相关系数与线

性范围 

Tab 2  Retention time, regression equation, correlation 
coefficient and linearity range of 17 kinds of amino acid 

氨基酸 
保留时间/ 

min 
回归方程 

相关系数 

r 
线性范围/μg

ASP  1.58 Y=66 027X2 529.6 0.999 8 0.083 2~0.499 1

GLU  1.75 Y=69 666X+621.4 0.999 8 0.091 9~0.551 6

SER  3.30 Y=63 466X+9 061.4 0.999 8 0.065 7~0.394 1

GLY  3.65 Y=73 026X+35 961 0.999 5 0.046 9~0.281 6

HIS  4.24 Y=72 932X22 495 0.999 8 0.097 0~0.582 0

ARG  5.45 Y=68 374X+6 662.9 0.999 9 0.108 9~0.653 3

THR  5.86 Y=67 880X3 540.8 0.999 9 0.074 4~0.446 6

ALA  6.30 Y=80 490X+62 293 0.998 8 0.055 7~0.334 1

PRO  7.50 Y=74 222X+38 185 0.999 5 0.071 9~0.431 6

TYR 12.40 Y=76 832X+22 316 0.999 7 0.113 3~0.679 5

VAL 12.88 Y=76 555X16 501 0.999 6 0.073 2~0.439 1

MET 13.30 Y=70 358X+36 415 0.999 4 0.093 3~0.559 5

CYS 13.72 Y=32 284X+20 617 0.997 6 0.037 9~0.227 3

ILEU 14.55 Y=74 715X+66 087 0.998 7 0.082 0~0.492 0

LEU 14.75 Y=84 419X3 774.9 0.999 9 0.082 0~0.492 0

PHE 15.94 Y=79 918X12 971 0.999 8 0.103 3~0.619 5

LYS 17.77 Y=14 7787X42 246 0.999 8 0.091 4~0.548 3

3.2  仪器精密度和重复性试验  

精密吸取 10 μL 标准品溶液，经衍生、稀释后，

按“2.3”项下色谱条件连续进样 6 次，以各氨基

酸的峰面积计算 RSD。结果表明：17 种氨基酸峰

面积的 RSD 均在 1.09%~2.54%之间，该仪器精密

度良好。 

取同一批蛇心供试品溶液 5 份，按“2.3”项

下的供试品溶液处理方法处理，经色谱分析后计

算各氨基酸含量。结果表明，17 种氨基酸含量 RSD

均在 1.36%~4.04%之间，该方法重复性良好。 

3.3  稳定性试验  

取同一批蛇心供试品溶液，按“2.3”项下的

供试品溶液处理方法处理，每隔 2 h 进样一次，共

进样 6 次，以各氨基酸的峰面积计算 RSD。结果

表明：17 种氨基酸的 RSD 均在 1.09%~3.28%之间，

供试品溶液稳定性良好。 

3.4  加样回收率试验  

精密吸取已知 17 种氨基酸含量的蛇心供试品

溶液 9 份，3 份一组，分别加入高、中、低 3 个浓

度的标准品溶液(80%，100%，120%各 3 份)，按

“2.3”项下的供试品溶液处理方法处理，色谱分

析后计算其平均加样回收率。结果表明：17 种氨

基酸的平均加样回收率均在 98.3%~107.5%之间。 

3.5  样品含量测定  

分别取 40 μL 的蛇肉、蛇心、蛇肺、蛇肠供试

品溶液，经水解、干燥、衍生、稀释后进行色谱

分析，根据峰面积计算各样品 17 种氨基酸的含量。

各样品的色谱分析见图 2。各样品的 17 种氨基酸

含量见表 3。 

 

 

图 2  王锦蛇蛇肉、蛇心、蛇肺、蛇肠的氨基酸分析图谱 
A肉；B心；C肺；D肠 

Fig 2  The amino acid analysis of fresh, heart, lung and 
intestines in Elaphe carinat   
Afresh; Bheart; Clung; Dintestines 

4  讨论 

本实验通过PITC柱前衍生反相高效液相色谱

法对王锦蛇 4 个部位的游离氨基酸种类及含量进

行测定。结果表明，王锦蛇四个部位均含有 17 种

氨基酸，其氨基酸含量高低依次为蛇心＞蛇肠＞

蛇肺＞蛇肉，通常人们只食其蛇肉，而本实验研

究表明，其心、肠、肺也均富含氨基酸，甚至超 
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表 3  蛇肉、蛇心、蛇肺、蛇肠的 17 种氨基酸含量 

Tab 3  17 kinds of amino acid content of the fresh, heart, 
lung, intestine in snake  

氨基酸 蛇肉/g·g1 蛇心/g·g1 蛇肺/g·g1 蛇肠/g·g1

ASP 0.000 734 0.002 937 0.002 240 0.002 562 

GLU 0.001 446 0.004 216 0.003 201 0.004 069 

SER 0.000 634 0.001 881 0.001 352 0.001 566 

GLY 0.001 057 0.002 583 0.001 277 0.001 965 

HIS 0.003 203 0.001 500 0.001 495 0.000 956 

ARE 0.000 809 0.001 708 0.001 150 0.001 476 

THR 0.000 284 0.001 325 0.001 033 0.001 182 

ALA 0.001 101 0.002 015 0.001 435 0.001 769 

PRO 0.001 773 0.001 710 0.001 103 0.001 362 

TYR 0.000 205 0.001 059 0.000 743 0.000 877 

VAL 0.000 303 0.001 526 0.001 212 0.001 157 

MET 0.000 240 0.000 416 0.000 346 0.000 626 

CYS 0.000 0207 0.000 389 0.000 174 0.000 342 

ILEU 0.000 252 0.000 776 0.000 806 0.000 915 

LEU 0.000 484 0.002 116 0.001 706 0.001 660 

PHE 0.000 276 0.001 346 0.000 962 0.001 030 

LYS 0.000 952 0.002 042 0.001 658 0.001 898 

 

过了其肉中的氨基酸含量，这说明王锦蛇心、蛇

肺、蛇肠均具有食用方面的价值。通过实验发现

王锦蛇中谷氨酸较其它氨基酸含量高，谷氨酸是

中枢神经系统中重要的氨基酸类神经递质，在神

经突触信息传递中起重要作用[9]，其健脑，促进脑

细胞进行呼吸，提高智力等作用为开拓王锦蛇在

医药方面的应用提供了一定的科学基础[10]，而王锦

蛇在改善大脑机能方面的作用有待进一步研究。 

本次实验采用的 Waters 公司的 PICO·TAG 氨

基酸分析方法，该方法灵敏度好，重复性高，衍

生物稳定，改进了传统方法分离度差的弱点，成

功的分离测定了王锦蛇中的 17 种氨基酸，为王锦

蛇在食用与药用两方面的开发利用提供了一定的

实验依据。 

由于本次实验使用的是 PICO·TAG 氨基酸分

析方法，实验中的干燥、衍生等都是定量反应，

因此反应前的真空抽干显得尤为重要，真空度须

达到 100 mTorr 以下，若未达到则会影响干燥、衍

生等过程，影响实验结果。加入的干燥液和衍生

剂都要通过漩涡与样品混匀，使反应充分。衍生

剂必须临用前现配，否则会导致氨基酸衍生不完

全，最终影响色谱分析结果。再者，本次实验所

用到的流动相 A 为醋酸盐缓冲液，对 pH 值的要求

较高(与要求值差不得超过±0.02)，不准确的 pH

值会严重影响色谱分析结果。目前，国内外鲜有

对王锦蛇中氨基酸含量测定的报道，因此本实验

可以为王锦蛇资源的进一步开发利用和保护提供

实验依据。 
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