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基于氯甲酸乙酯二次衍生化的 GC-MS法同时测定 
生物样本中 20种氨基酸 
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摘要: 由于氨基酸结构和化学性质不同, GC-MS 方法测定多种不同属性的氨基酸存在一定的困难。本文通       
过以氯甲酸乙酯 (ECF) 作为衍生化试剂, 并在第 2 次衍生化时调节 pH 为 9～10, 建立了同时测定 20 种氨基酸
的 GC-MS分析方法。结果表明, 20种氨基酸得到较好分离, 且在 2～20 μg·mL−1内其浓度与响应值具有良好的

线性关系, 相关系数 r2 均大于 0.99。精密度和系统适应性实验结果表明 RSD < 10%, 样品平均加样回收率在
78.3%～109.9%  之间。通过对黄芪花、小鼠尿样、血样等生物样本进行测定, 实验结果表明该方法简便易操作, 而
且该衍生化方法可在水溶液中进行且产物稳定、线性范围宽, 可用于多种生物样本测定。 
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Abstract: Due to the difference in structure and chemical properties of amino acids, it is difficult to         
determine amino acids with different properties by GC-MS.  A method was established for the simultaneous       
determination of 20 amino acids by using ethyl chloroformate (ECF) as the derivatization reagent and adjusting 
pH 9−10 in the second derivatization in this study.  The results showed that 20 amino acids were well separated 
and the compounds in the 2−20 μg·mL−1 concentrations were detected with a good linear response correlation 
coefficient r2 greater than 0.99.  The results of precision and system adaptability show that RSD  < 10%, the        
average recovery of samples in the 78.3%−109.9%.  The results showed that the method was simple and easy       
to use, and the derivatization method could be carried out in aqueous solution.  The derivatization product was 
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stable with wide linear range, thus this method could be used for the determination of a variety of biological 
samples such as Astragalus mongolicus , mouse urine sample and mouse serum sample. 
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氨基酸是生物功能大分子——蛋白质的基本组
成单位, 是动物体合成蛋白质的原料来源, 在医药行
业及工业生产的各个领域具有重要地位。因此, 氨基
酸分析技术对蛋白质化学、生物化学和整个生命科学

研究以及产品开发、质量控制和生产管理等具有重要

意义[1, 2]。目前, 氨基酸分离与测定的方法正在不断
发展与完善之中, 包括化学法、气质色谱法、毛细管
电泳法、液相色谱法等。 

化学法主要是测定样品中总氨基酸的含量, 不能
定性分析[1]。液相色谱法中应用最广泛的是茚三酮柱

后衍生法[3]。此法可在低压条件下进行, 具有氨基酸水
解物稳定的优点, 但是操作复杂、影响因素多。毛细
管电泳法虽具有进样量少、灵敏度高等优点, 但分辨
率及检测器的选择性仍需要提高[4]。氨基酸自动分析

仪具有操作步骤简单、仪器稳定的优点, 但仪器价格
昂贵、运行费用高及分辨率较低[5−8]。近年来, GC-MS
法因选择性好、灵敏度高, 分析速度快等优点[7], 已
成为目前定量分析氨基酸类物质最好的方法之一 , 
已在生化、医药、食品等方面得到了广泛的应用[9]。 

气相色谱中常见的氨基酸衍生化试剂主要有硅

烷化试剂、烷基氯甲酸酯类试剂等[10]。常见的用于

衍生化氨基酸的硅烷化试剂主要有 N-甲基-N-三甲硅
基三氟乙酰胺 (MSTFA)、N-O-双(三甲硅基) 三氟乙
酰胺 (BSTFA) 等[11]。此类衍生化产物具有易于制备、

衍生化后可直接进行气相色谱分析的特点, 这样节
省了样品制备时间。但是硅烷化衍生试剂易于水解, 
所以要求被处理样品必须完全干燥无水, 而且衍生
化反应必须在加热条件下长时间进行[12]。常见的烷

基氯甲酸酯类试剂主要有氯甲酸甲酯 (MCF)、氯甲
酸乙酯 (ECF) 等。此类衍生化试剂与酚、胺的衍生
化反应可以直接在水相中进行, 衍生化产物是碳酸
酯和氨基甲酸酯[10]。氯甲酸酯作为胺的酰基化试剂, 
衍生化反应迅速、产物单一且结构稳定。能同时衍生

有机酸、游离脂肪酸、酚类、氨基酸类和胺类物质, 因
此是本研究的主要候选对象。 

由于氨基酸 R 基不同, 因此各种氨基酸的化学
性质也有较大差异。比如按等电点 pH将氨基酸分为
酸性、碱性及中性氨基酸, 因此要定量制备出适于
GC 分析的所有氨基酸的衍生物有一定困难[6]。本文

采用的基于 ECF 衍生化测定氨基酸的方法是对文献
报道氨基酸衍生化方法的改进[13, 14]。本研究通过在操

作过程中分两次加入衍生化试剂, 而且在第 2次衍生
化前调节 pH, 最终可以同时检测 20种不同属性氨基
酸。本研究还使用正己烷代替氯仿, 减小对人体的伤
害。实验结果表明该方法简便易操作, 氨基酸测定种
类全面, 适用于植物、动物等多种生物样本的测定。 
 

材料与方法 
仪器与材料  气相色谱质谱联用仪  (GC-MS) 

(Trace GC-PolarisQ Mass, Thermo Finnigan)。ECF、
MSTFA含 1%  的 TMS (成都化夏化学试剂有限公司);
蒸馏水, 无水乙醇、氢氧化钠、氯仿、无水硫酸钠、
正己烷、吡啶 (分析纯, 北京化工试剂公司); 20种氨
基酸对照品 (批号为 140624-201506) 购于中国食品
药品检定研究院; 黄芪花植物样本、健康小鼠尿液及
血液样本取自山西大学中医药现代研究中心。 

色谱条件与质谱条件  DB-5 毛细管柱 (30 m × 

0.5 mm × 0.25 μm); 载气: 高纯氦, 流速 1.0 mL·min−1;
分流比 10∶1; 进样口温度 220 ℃; 程序升温: 起始    
温度 80 ℃, 保持 2 min, 10 ℃·min−1升至 140 ℃, 保持
1 min, 4  ℃·min−1升至 240 ℃, 保持 1 min, 5  ℃·min−1

升至 280 ℃, 保持 5 min; Xcalibur 2.0.7 工作站; 电子
轰击 (EI) 离子源: 离子源温度 220 ℃, 传输线温度
250 ℃; 扫描模式 Full Scan; 质量扫描范围 m/z 45～
550。 

氨基酸对照品溶液制备  分别取 20 种氨基酸对
照品适量 , 精密称定 , 加蒸馏水配成浓度均为 1 
mg·mL−1的溶液。其中酪氨酸溶液中加入 0.1 mol·L−1 
NaOH溶液 200 μL, 使溶液澄清透明。 

氨基酸对照品溶液衍生化  精密量取 20 种氨   
基酸对照品溶液各 1.00 mL, 分别加入无水乙醇 400 
μL、吡啶 100 μL和 ECF 50 μL, 20 ℃、40 kHz超声      
1 min, 然后加入正己烷 500 μL, 涡旋 1 min, 静置    
5 min, 3  000 r·min−1离心 5 min, 然后加入 7 mol·L−1 
NaOH约 100 μL调 pH 9～10, 再加入 ECF 50 μL进
行二次衍生化, 超声 1 min, 加入正己烷 500 μL, 涡
旋 30 s, 3 000 r·min−1离心 5 min, 取上清液, 合并两
次上清液。氮气吹干。用适量正己烷复溶, 混合所有
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对照品的衍生化产物。氮气吹干, 正己烷 100 μL 复
溶, 加入少量无水硫酸钠, 0.22 μm微孔滤膜滤过, 0.2 
μL进样分析。 

黄芪花氨基酸溶液的制备  黄芪花药材粉碎后, 
过百目筛, 称取黄芪花粉末 10 g, 加入蒸馏水 300 
mL, 加热回流提取 3 h。旋转蒸发浓缩后用蒸馏水定
容于 100 mL量瓶, 备用。取黄芪花氨基酸溶液 1 mL, 
按如上方法进行衍生化反应。 

小鼠尿液供试品溶液制备  取小鼠尿液 1 mL, 
在 4 ℃、14 000 r·min−1条件下离心 10 min, 取上清     
液, 备用。 

小鼠血清供试品溶液制备  取血样 100 μL, 加入
去离子水 100 μL, 甲醇 400 μL, 涡旋混匀后冰浴 10 
min, 再超声混匀 5 min, 继续冰浴 10 min后在 4 ℃、

12 000 r·min−1条件下离心 10 min。取上清液, 备用。 
方法学考察 

系统适应性  取同一份混合有 20 种氨基酸对照
品溶液, 按上述方法操作, 制备对照品衍生化产物, 
连续重复进样 6次, 记录各色谱峰保留时间及分离度, 
计算各色谱峰保留时间的相对标准偏差。 

线性关系和定量限  将混合有 20 种氨基酸对照
品溶液的母液稀释至不同浓度, 每个浓度平行进样 
3 次, 以各氨基酸对照品溶液的进样浓度为横坐标, 
以各组分色谱峰面积为纵坐标, 分别绘制各待测组
分的标准曲线, 进行线性回归, 得回归方程和相关系
数。以信噪比为 10时相应进样分析的量为定量限。 

稳定性  将混合有 20 种氨基酸对照品的溶液, 
按上述方法操作, 制备对照品衍生化产物, 按上述方
法分别在 0、2、4、8、12和 24 h检测, 记录各对照
品的峰面积, 计算 RSD。 

精密度  将混合有20种氨基酸对照品的溶液, 按
上述方法操作, 制备对照品衍生化产物, 平行6份, 按
上述方法测定, 记录各对照品的峰面积, 计算 RSD。 

加样回收率  根据标准曲线以及黄芪花氨基酸
溶液样本中目标峰的峰面积结合标准曲线方程计算

样本中目标物质的含量, 取 3份 10 mL黄芪花氨基酸
溶液分别加入相当于目标物质的含量 50%、100%、
150%  的标准物质, 按上述方法操作, 制备供试品溶
液, 按上述方法测定, 记录各目标化合物的峰面积, 
每个浓度平行 3份, 计算回收率。 
 

结果 
1  方法专属性 

参照文献[14, 15]方法同时结合本实验室具体情况。

取上述氨基酸对照品溶液分别采用 MSTFA 及 ECF
对氨基酸进行处理, 比较不同衍生化试剂对氨基酸
分离系统的影响。两种氨基酸衍生化化学反应式如反

应路线 1所示。 
 

 
Scheme 1  Reaction equation of ethyl chloroformate (ECF, A) 
and N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (MSTFA, B) 
 

实验结果表明, 硅烷化衍生化方法检测到的峰
较少而且杂质峰较多、基线不平, 改进后的 ECF衍生
化新方法共检测到 20 种氨基酸, 基线平整且杂质峰
少、峰的分离度较好。 
2  方法学考察 

结果表明, 对于大部分氨基酸, 在 2～20 μg·mL−1

内其浓度与响应值具有良好的线性关系, 相关系数 r2

均大于 0.99。在线性考察实验中, 黄芪花氨基酸溶液
中 17种氨基酸的含量均在如表 1所示含量范围内。系
统适应性实验结果显示 20 种氨基酸对照品的 RSD < 

10%, 分离度 R > 1.5, 表明方法的系统适应性良好。
精密度实验结果 RSD < 10%, 表明方法的精密度良
好。稳定性实验结果表明, 各目标色谱峰相对保留时
间及色谱峰面积比值均无明显变化, 氨基酸对照品
的 RSD均在 10%  以内, 供试品溶液在 24 h内稳定。
具体实验结果见表 1。 

加样回收率实验结果表明, 黄芪花氨基酸溶液
中的 17 种氨基酸成分的平均回收率分布在 78.3%～
109.9%  之间。其 RSD在 0.69%～6.66%  之间, 说明该
方法的准确度良好。 

通过对分析方法的线性、精密度、重复性、回收

率及稳定性的考察, 结果表明优化后的新方法在线
性关系、灵敏度、重复性以及衍生化后产物稳定性和

回收率等方面都具有优势, 满足实验定性定量分析
的要求。 
3  实际生物样本测定 

按照上述方法处理黄芪花、小鼠尿液及小鼠血清

生物样本, 采用改进的 ECF 衍生化方法及色谱分析
条件进样分析。结果如图 1所示, 图中各峰分离度较
好, 杂质峰较少, 表明改进后的衍生化方法对植物样
本以及小鼠尿样和血样都有较好的检测效果。各样本 
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Table 1  Regression data, equation precision, limit of quantification (LOQ), system adaptability and stability.  Y: Peak area; x:      
Concentration of compound (μg·mL−1); ND: Not detected 

Name Regressionequation  r2 Linear range LOQ Precision Adaptability Stability 

Ala Y = 0.556 1 x + 0.035 6 0.998 6 2−20 150 7.01 4.8 2.5 

Gly Y = 0.243 x + 0.035 3 0.999 1 1−20 150 9.22 3.8 3.6 

Val Y = 0.412 x + 0.012 3 0.999 2 0.5−20 150 8.29 4.5 4.8 

Leu Y = 0.121 x + 0.022 4 0.998 9 0.5−20 150 8.19 3.5 0.5 

Ile Y = 0.412 x + 0.042 2 0.999 7 0.5−20 150 8.04 5.7 1.3 

Thr Y = 0.103 x + 0.023 1 0.999 1 2−20 150 7.58 7.2 2.4 

Pro Y = 0.721 x + 0.052 1 0.997 9 0.5−20 150 7.83 6.5 3.7 

Asn Y = 0.112 x + 0.022 0.998 8 0.5−20 150 8.92 4.1 1.7 

Asp Y = 0.631 x + 0.031 2 0.994 9 0.5−20 150 9.16 8.7 5.2 

Ser Y = 0.213 x + 0.012 0.998 3 2−20 150 6.05 5.5 6.5 

Met Y = 0.093 x + 0.023 2 0.997 7 0.5−20 150 5.24 ND 5.6 

Glu Y = 0.212 x + 0.012 1 0.994 1 0.5−20 300 9.49 4.2 3.3 

Phe Y = 0.451 x + 0.062 1 0.998 6 0.5−20 150 7.19 3.5 6 

Cys Y = 0.412 x + 0.013 4 0.997 8 2−20 150 5.04 ND 4.1 

Gln Y = 0.122 x + 0.032 2 0.997 5 2−20 300 7.34 ND 2.8 

Lys Y = 0.141 x + 0.035 2 0.998 3 0.5−20 500 6.81 8.3 7.4 

His Y = 0.211 x + 0.020 3 0.998 2 0.5−20 150 7.92 6.4 3.3 

Tyr Y = 0.109 x + 0.042 3 0.999 2 0.5−20 150 8.86 5.4 2.5 

Arg Y = 0.214 x + 0.032 1 0.995 6 0.5−20 150 7.19 4.1 3.3 

Trp Y = 0.081 2 x + 0.021 5 0.998 9 0.5−20 150 8.04 6.2 2.5 

 

 
Figure 1  The GC-MS chromatogram of three samples deriva-
tized with ECF.  A: The amino acids of Astragalus flower; B: 
The amino acids of the mouse urine; C: The amino acids of the 
mouse serum.  The codes of peaks 1 −20 were the same as in 
Table 1 
 
中氨基酸的含量见表 2。通过与对照品保留时间比对, 
在黄芪花中共测得 17 种氨基酸、在小鼠尿液中测得
16种氨基酸、在小鼠血清中测得 10种氨基酸。 

Table 2  Determination of amino acids in biological samples.  
ND: Not detected  

Amino acid content in biological samples 
Compound Astragalus  flowers 

/mg·g−1 
Mouse urine 

/μg·mL−1 
Mouse serum 

/μg·mL−1 
Ala 10.4 2.24 5.86 

Gly 6.95 1.04 3.25 

Val 3.01 1.63 3.50 

Leu 2.62 0.89 2.54 

Ile 1.78 1.24 ND 

Thr 2.38 2.32 ND 

Pro 6.30 1.57 ND 

Asn 5.40 2.25 ND 

Asp 2.23 1.75 0.73 

Ser 2.78 ND ND 

Met ND 1.45 ND 

Glu 4.91 8.34 ND 

Phe 1.18 4.58 2.37 

Cys ND 5.25 ND 

Gln ND 8.75 ND 

Lys 4.12 1.46 5.25 

His 1.76 ND 1.69 

Arg 1.37 ND 3.11 

Trp 1.74 ND 2.86 
 

 

讨论 
本文通过比较 MSTFA 和 ECF 两种试剂对氨基    

酸衍生化反应测定的影响, 总结改进后的 ECF 衍生



 王桂臻等: 基于氯甲酸乙酯二次衍生化的 GC-MS法同时测定生物样本中 20种氨基酸 · 619  · 

 

化反应具有如下优点: ① ECF 衍生化反应不需要将
待测物去除水分, 大大降低了前处理的时间和难度[11]; 
② 衍生化试剂价格相对较便宜, 易于推广; ③ 衍生
化反应迅速, 在 48 min内 20种氨基酸得到很好的分
离, 且产物稳定; ④ 氨基酸测定种类增加至 20 种, 
且重复性、精密度、稳定性及回收率等方面都有很好

的效果。 
本实验比较了 ECF 衍生化氨基酸不调节 pH 和   

调节 pH对氨基酸出峰数目及分离系统的影响。结果
表明在操作过程中分两次加入衍生化试剂而且通过

在第 2次衍生化前调节 pH, 可以同时测定 20种氨基
酸。其反应的基本原理是在化学反应过程中当氨基    
酸的羧基变成酯或者钠盐后, 氨基的化学反应性能
得到加强, 易和酰氯反应。将 pH 调为弱碱性, 氨基
酸的氨基与酰氯更易发生反应, 因此衍生产物种类
及浓度均增加。本实验还比较了氯仿和正己烷两种萃

取剂, 考察不同萃取剂对氨基酸分离测定的影响。结
果表明以毒性较小的正己烷代替氯仿作为萃取溶剂, 
萃取效率较好。 
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