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摘要：游离氨基酸不仅是一类重要的营养物质，更与中华绒螯蟹独特的滋味和香味密切相关。 对游离氨基酸含量

进行测定，能为中华绒螯蟹产品的品质评价和风味研究提供有价值的信息。 该工作通过优选提取溶剂、优化仪器

测定参数，最终使用 ５％ （ｖ ／ ｖ）高氯酸水溶液提取目标物，采用 ＸＤＢ⁃Ｃ１８色谱柱（１００ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ），以
０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液⁃乙腈为流动相进行梯度洗脱，在电喷雾正离子电离、选择离子扫描模式下进行检测，外标

法定量，建立了超高效液相色谱⁃高分辨质谱（ＵＨＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ）测定中华绒螯蟹中 １７ 种游离氨基酸含量的方法。 结

果表明，１７ 种氨基酸在 １０􀆰 ０ ～ ２００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 范围内线性关系良好，相关系数（Ｒ２ ）≥０􀆰 ９９９ ０，仪器检出限为 ０􀆰 ３
ｍｇ ／ Ｌ，仪器定量限为 １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ。 在中华绒螯蟹可食部分中按三水平进行加标回收试验，各目标物的回收率在

７８􀆰 ４％ ～１０５􀆰 ３％ 之间。 通过对仪器和方法精密度进行评估，发现 １７ 种氨基酸测定仪器重复性的 ＲＳＤ≤４􀆰 ２％，方法

重复性试验的 ＲＳＤ≤５􀆰 ２％，再现性试验的 ＲＳＤ≤１１􀆰 ４％，精密度数据均在合理范围内。 利用该研究建立的检测方

法对 ２０ 个中华绒螯蟹样本进行了实际样品检测，总结了 １７ 种游离氨基酸在蟹肉、蟹膏、蟹黄中的分布特点，验证

了该方法是一种前处理简便、选择性好、准确度高的检测技术。
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ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ １０􀆰 ０ － ２００􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｒｅｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｗｅｒｅ
ｓｐｉｋｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｅｄｉｂｌｅ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｅｒｅ ｂｅ⁃
ｔｗｅｅｎ ７８􀆰 ４％ ａｎｄ １０５􀆰 ３％． Ｔｈｅ ｉｎｔｒａ⁃ｓａｍｐｌｅ， ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ， ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｂｅｌｏｗ
４􀆰 ２％， ５􀆰 ２％， ａｎｄ １１􀆰 ４％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｗｉｔｈｉｎ ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ ｒａｎｇｅｓ． Ｔｗｅｎｔｙ ｓａｍｐｌｅｓ
ｏｆ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｕｓ， ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ｗｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ａｎ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｗｉｔｈ ｓｉｍｐｌｅ
ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｇｏｏｄ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ．

引用本文：高玲，顾强，王红，马行空，薛峰，张幸，葛家春，丁涛，沈伟健． 超高效液相色谱⁃高分辨质谱法测定中华绒螯蟹中游离氨基

酸． 色谱，２０２２，４０（９）：８２５－８３２．
ＧＡＯ Ｌｉｎｇ， ＧＵ Ｑｉａｎｇ， ＷＡＮＧ Ｈｏｎｇ， ＭＡ Ｘｉｎｇｋｏｎｇ， ＸＵＥ Ｆｅｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｘｉｎｇ， ＧＥ Ｊｉａｃｈｕｎ， ＤＩＮＧ Ｔａｏ， ＳＨＥＮ Ｗｅｉｊｉａｎ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｂｙ ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（９）：８２５－８３２．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＵＨＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ）； ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ； Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ

　 　 中华绒螯蟹俗称大闸蟹，是一种我国所特有的

淡水蟹，其以味甜鲜美、富有营养而久负盛名。 中华

绒螯蟹中的游离氨基酸不仅是一类重要的营养物

质，而且与蟹独特的滋味和香味密切相关［１］。 如谷

氨酸、天门冬氨酸等氨基酸具有鲜味的特征，甘氨

酸、色氨酸、丙氨酸等氨基酸甜味明显，而亮氨酸、异
亮氨酸等氨基酸则有明显的苦味［２］。 由于养殖环

境、水质、所投喂饲料等因素的差异，不同产地中华

绒螯蟹中的游离氨基酸总量、组成有所差别，使这些

产品之间的味道呈现出微妙的差异［３］，从而极大地

影响了产品的价格。 因此，对中华绒螯蟹中游离氨

基酸组成和含量进行测定，对其产品品质评价、风味

研究、真伪和产地鉴别等都有重要意义。
　 　 食品中氨基酸的含量大多采用液相色谱法测

定［４－１０］，样品中氨基酸经提取、净化后，使用衍生化

试剂进行柱前衍生，液相色谱分离后采用紫外或二
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极管阵列检测器测定。 也有文献采用气相色谱

法［１１］、气相色谱⁃质谱联用法［１２，１３］、离子交换色谱

法［１４，１５］、毛细管电泳法［１６］ 进行测定，但也均需对氨

基酸进行衍生，而衍生化反应操作较为繁琐，且存在

衍生物不稳定的缺点［５］。 氨基酸自动分析仪［１］、电
位传感法［１７］操作简便且无需进行衍生化反应，适合

快速筛查和现场检测工作，但这些方法很难实现不

同氨基酸之间的基线分离，抗干扰能力弱，不适合检

测基质复杂的大闸蟹样品。 质谱法同样无需衍生化

反应，又兼具灵敏度高、选择性好的特点，已经被成

功用于茶叶、芒果、婴儿食品中游离氨基酸的测

定［１８－２１］。 而四极杆⁃静电场轨道阱高分辨质谱作为

新一代的高分辨质谱技术，将四极杆的高离子选择

性和静电场轨道阱高分辨扫描技术有机结合，不仅

具有普通串联质谱较高灵敏度和选择性的优点，更
进一步地提高了采集质量精度、灵敏度等。 同时，高
分辨质谱无需对目标物逐个优化子离子及相关参

数，仅通过全扫描和数据依赖性二级扫描模式，一次

进样分析即可同时完成一级和二级质谱扫描，既能

得到一级的精确质量数，也能获得二级的特征碎片

离子等信息，弥补了传统三重四极杆质谱检测化合

物数量有限、假阳性判断能力不足的缺陷。 袁光蔚

等［２２］采用超高效液相色谱⁃四极杆⁃静电场轨道阱高

分辨质谱（ＵＨＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ）建立了水果中 １８ 种游离

氨基酸的测定方法，王忠合等［２３］ 采用亲水作用色

谱⁃飞行时间质谱测定了单丛乌龙茶中的游离氨基

酸，都证明了高分辨质谱可有效排除复杂基质的干

扰，从而提高测定准确度。 目前，尚未见利用四极

杆⁃静电场轨道阱高分辨质谱测定中华绒螯蟹中游

离氨基酸的报道。
　 　 本工作采用 ＵＨＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ 技术对中华绒螯蟹

中 １７ 种游离氨基酸进行了快速测定，并对 ２０ 份取

自江苏地区的中华绒螯蟹样品进行了实际样本检测

和验证。 此项工作将为中华绒螯蟹的品质评价和风

味研究提供有价值的技术信息。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 超高效液相色谱⁃四极杆⁃静电场轨道阱高分辨

质谱联用仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； ＸＰ２０５ 电

子天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； Ｌａｂ Ｄａｎｃｅｒ
涡旋振荡仪（德国 ＩＫＡ 公司）； Ｘ４Ｒ 高速离心机（美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； Ｓ２２０⁃Ｋ⁃ＣＮ ｐＨ 计（瑞士

Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）。
　 　 １７ 种氨基酸标准品（纯度＞９９％）购自北京振翔

科技有限公司，详细信息见表 １；氢氧化钾（分析

纯）、高氯酸（分析纯）、定性滤纸购自国药集团化学

试剂有限公司；乙腈（色谱纯）、甲酸（色谱纯）、甲醇

（色谱纯）、０􀆰 ４５ μｍ 水相微孔滤膜购自上海安谱实

验科技股份有限公司。
表 １　 １７ 种氨基酸的 ＣＡＳ 号、精确质荷比和保留时间

Ｔａｂｌｅ １　 ＣＡＳ ｎｕｍｂｅｒｓ， ａｃｃｕｒａｔｅ ｍ／ｚ， ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

Ｎｏ． Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ＣＡＳ

ｎｕｍｂｅｒ
Ａｃｃｕｒａｔｅ
ｍ／ ｚ∗

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

１ Ａｓｐ （天门冬氨酸） 　 ５６⁃８４⁃８ １３４．０４３４ １．８８
２ Ｔｈｒ （苏氨酸） ７２⁃１９⁃５ １２０．０６４５ ５．９２
３ Ｓｅｒ （丝氨酸） ３０２⁃８４⁃１ １０６．０４９１ １．８５
４ Ｇｌｕ （谷氨酸） ５６⁃８６⁃０ １４８．０４１２ １．９０
５ Ｐｒｏ （脯氨酸） ２９７９５⁃８２⁃２ １１６．０６９７ １．９６
６ Ｃｙｓ （胱氨酸） ５６⁃８９⁃３ ２４１．０２８６ １．８２
７ Ｖａｌ （缬氨酸） ７００４ ／ ３ ／ ７ １１８．０８５３ ２．２６
８ Ｍｅｔ （甲硫氨酸） ６３⁃６８⁃３ １５０．０５６８ ２．５３
９ Ｉｌｅ （异亮氨酸） １３１５９８⁃６２⁃４ １３２．１００７ ３．２９

１０ Ｌｅｕ （亮氨酸） ６１⁃９０⁃５ １３２．１００７ ３．５４
１１ Ｔｙｒ （酪氨酸） ６０⁃１８⁃４ １８２．０７９４ ３．３６
１２ Ｐｈｅ （苯丙氨酸） ６３⁃９１⁃２ １６６．０８４５ ５．９２
１３ Ｌｙｓ （赖氨酸） ５６⁃８７⁃１ １４７．１１１３ １．７１
１４ Ａｒｇ （精氨酸） ７４⁃７９⁃３ １７５．１１７１ １．７４
１５ Ｇｌｙ （甘氨酸） ５６⁃４０⁃６ ７６．０３９０ １．８３
１６ Ａｌａ （丙氨酸） ５６⁃４１⁃７ ９０．０５４４ １．８７
１７ Ｈｉｓ （组氨酸） ７１⁃００⁃１ １５６．０７５０ １．７３

∗ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋， ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

　 　 分别称取 １７ 种氨基酸标准品各 １０ ｍｇ，混合后

用水溶解并定容至 １００ ｍＬ，此混合标准溶液中各氨

基酸质量浓度均为 １００ ｍｇ ／ Ｌ。 吸取上述混合标准

溶液 １００、２００、５００、１ ０００、２ ０００ μＬ 于 １０ ｍＬ 容量瓶

中，分别加水定容，配制成氨基酸混合标准工作系列

溶液，质量浓度分别为 １、２、５、１０、２０ ｍｇ ／ Ｌ。
１．２　 样品前处理

　 　 称取 ５􀆰 ００ ｇ 试样于 ５０ ｍＬ 聚丙烯离心管中，加
入 １０ ｍＬ ５％ （ｖ ／ ｖ）高氯酸水溶液，用涡旋振荡器充

分混匀，再以 ８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清液于另

一聚丙烯离心管中。 按上述步骤用 １０ ｍＬ ５％
（ｖ ／ ｖ）高氯酸溶液重复提取一次，合并提取液。 用 １
ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钾溶液调节提取液 ｐＨ 至 ６􀆰 ５，转移至

５０ ｍＬ 容量瓶中，用水定容至刻度线。 定性滤纸过

滤后，用 ０􀆰 ４５ μｍ 水相微孔滤膜过滤，供 ＵＨＰＬＣ⁃
ＨＲＭＳ 测定。 对于中华绒螯蟹中含量较高的氨基

酸，需进一步稀释，使其最终浓度在标准曲线范围

之内。
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１．３　 分析条件

１．３．１　 色谱条件

　 　 色谱柱：ＸＤＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱（１００ ｍｍ× ４􀆰 ６ ｍｍ，
１􀆰 ７ μｍ）；柱温：２５ ℃；流动相：Ａ 为 ０􀆰 １％ 甲酸水溶

液，Ｂ 为乙腈。 梯度洗脱程序：０ ～ ０􀆰 ８ ｍｉｎ， ２％ Ｂ；
０􀆰 ８～３􀆰 ０ ｍｉｎ， ２％ Ｂ ～ ２４％ Ｂ； ３􀆰 ０ ～ ４􀆰 ０ ｍｉｎ， ２４％
Ｂ； ４􀆰 ０ ～ ６􀆰 ０ ｍｉｎ， ２４％ Ｂ ～ ９５％ Ｂ； ６􀆰 ０ ～ ９􀆰 ０ ｍｉｎ，
９５％ Ｂ； ９􀆰 ０ ～ ９􀆰 ５ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ ～ ２％ Ｂ； ９􀆰 ５ ～ １２􀆰 ０
ｍｉｎ， ２％ Ｂ。 流速：０􀆰 ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：５ μＬ。
１．３．２　 质谱条件

　 　 离子源：电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子模式；毛
细管温度：３５０ ℃；鞘气（Ｎ２）流速 ５０ Ｌ ／ ｍｉｎ；辅助气

（Ｎ２）流速 ６ Ｌ ／ ｍｉｎ；吹扫气（Ｎ２）流速：３ Ｌ ／ ｍｉｎ；喷
雾电压：３ ｋＶ；透镜电压：５０ Ｖ；一级质谱扫描分辨率

（Ｒ）： ７０ ０００；自动增益控制（ＡＧＣ）： ２×１０５；最大驻

留时间：１００ ｍｓ；分离窗口：ｍ／ ｚ ２􀆰 ０。 １７ 种氨基酸

标准品的 ＣＡＳ 号、监测离子、保留时间等见表 １。

图 １　 采用 ３ 种不同提取溶剂时的氨基酸测得值
Ｆｉｇ． １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ

２　 结果与讨论

２．１　 提取溶剂的选择

　 　 采用 ＵＨＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ 对中华绒螯蟹中游离氨基

酸进行测定的方法具有选择性好、抗干扰能力特别

强的优点。 其无需彻底的液相色谱基线分离和基质

净化，仅需提取、离心、过滤等简便操作，就能实现目

标物的准确定性和定量测定。 然而，即便如此，提取

步骤依然是决定检测准确性的重要环节，有必要对

影响提取效率的最重要因素———提取溶剂进行优

选。 戴明等［１８］在测定茶叶中游离氨基酸时，对比了

１２ 种提取溶剂的提取效果后，发现 ２０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇

水溶液的提取效率最佳。 同样是测定茶叶中的游离

氨基酸，杜颖颖等［１９］ 发现在水中加入少量的甲酸

后，能大幅提升提取效率，甚至高于乙醇或甲醇水溶

液。 臧彬如等［２４］ 使用水提取，测定了鹿茸中 １６ 种

氨基酸，平均加标回收率达到了 ９８􀆰 ９％。 这些工作

为本方法的开发带来了启发，然而，中华绒螯蟹具有

高蛋白、高油脂的特点，在提取环节中需要尽量排除

这些物质对后续测定的干扰。 一些酸性沉淀剂，如
高氯酸、三氯乙酸等具有沉淀蛋白质的作用，也常被

用于 中 华 绒 螯 蟹 氨 基 酸、 核 苷 酸 等 成 分 的 提

取［３，２５，２６］。
　 　 本工作首先对比了 ２０％ （ ｖ ／ ｖ） 甲醇水溶液、
０􀆰 ２％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液、５％ （ｖ ／ ｖ）高氯酸水溶液等

３ 种提取试剂的提取效率。 当使用 ２０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇

水溶液、０􀆰 ２％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液作为提取溶剂时，
使用氢氧化钾溶液或甲酸调节合并的提取液 ｐＨ 至

６􀆰 ５，其他步骤不变。 我们在中华绒螯蟹样本中添加

了一定量的氨基酸标准品，确保每一种氨基酸都有

检出。 分别采用 ３ 种提取溶剂对该加标样本进行提

取后测定，通过对比每种氨基酸测得含量的大小，来
评估 ３ 种提取溶剂的提取效率。 如图 １ 所示，采用

２０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液提取时，仅异亮氨酸、酪氨酸

的提取效率较高，这可能与这两种氨基酸具有相对

较长的疏水基团有关。 但该溶剂对其他游离氨基酸

的提取效果并不理想，特别是脯氨酸、缬氨酸、甘氨

酸的提取效率明显不如另两种溶剂。 ０􀆰 ２％ （ ｖ ／ ｖ）
甲酸水溶液在提取脯氨酸时效率最高，但对其他氨

基酸的提取效率均不如 ５％ （ｖ ／ ｖ）高氯酸水溶液，特
别是对天门冬氨酸、谷氨酸的提取效率较低，可能是

由于这两种氨基酸的等电点在 ２～４ 左右，与甲酸水

溶液的 ｐＨ 值非常接近，导致这两种氨基酸在该提

取溶剂中的溶解度不高。 因此，与 ２０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇

水溶液和 ０􀆰 ２％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液相比，５％ （ｖ ／ ｖ）高
氯酸水溶液的整体提取效率较高。
　 　 此外，本工作对比了 １％、２％、５％、１０％ （ ｖ ／ ｖ） ４

·８２８·
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图 ２　 采用 ４ 种含量的高氯酸水溶液提取的氨基酸含量
Ｆｉｇ． ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｕｒ ｐｅｒｃｈｌｏｒｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ

种不同含量高氯酸水溶液的提取效率。 如图 ２ 所

示，当高氯酸含量从 １％ 提升到 ５％ 时，大部分氨基

酸的提取效率随高氯酸含量的升高而提升，特别是

天门冬氨酸、丝氨酸、缬氨酸、甘氨酸等的提升非常

显著。 而当高氯酸含量从 ５％ 提升到 １０％ 时，脯氨

酸提取效率略有下降，甲硫氨酸、缬氨酸则略有上

升，但大多数氨基酸的提取效率基本维持不变。 因

此，５％ 和 １０％ 高氯酸水溶液均能获得较理想的提取

效率。 从环保和操作安全的角度考虑，本工作选择

５％ （ｖ ／ ｖ）高氯酸水溶液作为提取溶剂。
２．２　 仪器条件优化

　 　 在氨基酸的液相色谱分离中，有采用亲水作用

色 谱 （ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＨＩＬＩＣ）的［２７］，也有使用 Ｃ８ 或 Ｃ１８反相液相色谱的，
都成功实现了氨基酸的分离［１８］，本工作选用食品分

析实验室最为常用的 Ｃ１８色谱柱。 比较了水⁃乙腈、
０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液⁃乙腈、５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水

溶液⁃乙腈作为流动相时 １７ 种氨基酸的分离和色谱

峰情况。 在 ＥＳＩ＋模式下，流动相的离子强度大小会

直接影响氨基酸的离子化效率，进而决定质谱响应

强度。 结果表明，使用水⁃乙腈作为流动相时，氨基

酸的响应较低。 与 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶液⁃乙腈

相比，使用 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液⁃乙腈作为流动

相时，氨基酸的峰形更好、响应更强。 因此，最终确

定使用 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液⁃乙腈作为流动相。
　 　 在质谱参数方面，本工作采用流动注射分析的

方式将 １７ 种氨基酸标准溶液分别注入质谱仪，通过

全扫描得到精确母离子［Ｍ＋Ｈ］ ＋的质荷比，并同时

优化了相关参数，优化条件下 １７ 种氨基酸标准溶液

的色谱图见图 ３。

图 ３　 １７ 种氨基酸标准溶液（１０ ｍｇ ／ Ｌ）的色谱图
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ １７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ （１０ ｍｇ ／ Ｌ）

·９２８·
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２．３　 线性范围、仪器检出限和定量限

　 　 分别取适量 １７ 种氨基酸标准溶液，用超纯水稀

释，按 １􀆰 ３􀆰 １ 节及 １􀆰 ３􀆰 ２ 节色谱和质谱条件测定，以
各标准物质的质量浓度（ｘ， ｍｇ ／ Ｌ）为横坐标，峰面

积（ｙ）为纵坐标绘制标准曲线，计算回归方程。
　 　 按信噪比（Ｓ ／ Ｎ） ＝ ３ 计算仪器检出限（ ＩＤＬ），
Ｓ ／ Ｎ＝ １０ 计算仪器定量限（ ＩＱＬ）。 １７ 种氨基酸的线

性范围为 １０􀆰 ０ ～ ２００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ，在该范围内相关系数

（Ｒ２）均≥０􀆰 ９９９ ０，线性良好。 １７ 种氨基酸的线性

范围、回归方程、Ｒ２、ＩＤＬ、ＩＱＬ 见表 ２。
表 ２　 １７ 种氨基酸的线性回归方程、相关系数、仪器检出限

和仪器定量限
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

（Ｒ２）， ＩＤＬｓ， ａｎｄ ＩＱＬｓ ｆｏｒ ｔｈｅ １７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

Ｎｏ．
Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２ ＩＤＬ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

ＩＱＬ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

１ Ａｓｐ ｙ＝ １２７．０８５ｘ＋１．０４ ０．９９９６ ０．３ １．０
２ Ｔｈｒ ｙ＝ ３６１．８６１ｘ＋２．５５ ０．９９９４ ０．３ １．０
３ Ｓｅｒ ｙ＝ １３２．７９６ｘ＋１．０４ ０．９９９９ ０．３ １．０
４ Ｇｌｕ ｙ＝ ２６３．０５６ｘ＋４．６１ ０．９９９７ ０．３ １．０
５ Ｐｒｏ ｙ＝ ６３．９８２ｘ＋７．４１ ０．９９９０ ０．３ １．０
６ Ｃｙｓ ｙ＝ ６１６．６９０ｘ＋５．４３ ０．９９９４ ０．３ １．０
７ Ｖａｌ ｙ＝ ４５４．４２３ｘ＋６．２８ ０．９９９６ ０．３ １．０
８ Ｍｅｔ ｙ＝ ４３７．８８６ｘ＋１．２６ ０．９９９２ ０．３ １．０
９ Ｉｌｅ ｙ＝ ２２３．９９７ｘ＋４．１６ ０．９９９０ ０．３ １．０

１０ Ｌｅｕ ｙ＝ １８０．３４９ｘ＋２．５７ ０．９９９６ ０．３ １．０
１１ Ｔｙｒ ｙ＝ ７７７．３０９ｘ＋２．３８ ０．９９９８ ０．３ １．０
１２ Ｐｈｅ ｙ＝ １８５．７１８ｘ＋７．０９ ０．９９９２ ０．３ １．０
１３ Ｌｙｓ ｙ＝ ６３７．９３９ｘ＋３．２６ ０．９９９４ ０．３ １．０
１４ Ａｒｇ ｙ＝ ２７０．９８２ｘ＋２．３４ ０．９９９６ ０．３ １．０
１５ Ｇｌｙ ｙ＝ ４７４．５２９ｘ＋４．５７ ０．９９９１ ０．３ １．０
１６ Ａｌａ ｙ＝ ３０７．２６１ｘ＋３．８８ ０．９９９２ ０．３ １．０
１７ Ｈｉｓ ｙ＝ ４３５．６０５ｘ＋７．１２ ０．９９９１ ０．３ １．０
　 ＩＤＬ： ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ； ＩＱＬ： ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｌ ｑｕａｎｔｉ⁃
ｔａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ． ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ； ｘ： ｍａｓｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｍｇ ／ Ｌ．

２．４　 精密度和回收率

　 　 取一中华绒螯蟹样本的可食部分粉碎混匀，在
其中分别添加 ３ 个浓度水平的氨基酸标准品。 一般

来说，加标回收试验需要从定量限浓度开始，然而，
中华绒螯蟹中游离氨基酸的本底值较高，需要在更

高的浓度下加标，以更好地反映实际检测时的方法

准确度。 在本工作中，脯氨酸、缬氨酸、甘氨酸的加

标水平为 ５００、１ ０００、２ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ，其他氨基酸为

５０、１００、２００ ｍｇ ／ ｋｇ。
２．４．１　 精密度

　 　 中华绒螯蟹中 １７ 种游离氨基酸含量的 ＵＨ⁃
ＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ 测定方法的精密度评估由仪器重复性、
方法重复性和再现性试验组成，采用上述制备的最

低浓度加标水平的样本进行。 仪器重复性试验：使
用同样的仪器条件对同一份样品提取液连续测定 ６
次完成，计算测定结果的平均值及相对标准偏差

（ＲＳＤ）；方法重复性试验：由同一操作者在同一天

内连续测定 ６ 个同一加标水平的样本；再现性试验：
由不同的操作者在连续 ５ 天中分别测定 ５ 个同一加

标水平的样本。 如表 ３ 所示，１７ 种氨基酸仪器重复

性试验的 ＲＳＤ≤４􀆰 ２％，方法重复性试验的 ＲＳＤ≤
１１􀆰 ４％，再现性试验的 ＲＳＤ≤１３􀆰 ９％。 其中，Ａｓｐ、
Ｓｅｒ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ａｌａ、Ｈｉｓ 等 ６ 种游离氨基酸的精密度

数据符合食品理化检测要求。 而其余 １１ 种游离氨

基酸的方法重复性试验的 ＲＳＤ 为 ４􀆰 ６％ ～ １１􀆰 ４％ ，
超出了 ＧＢ ／ Ｔ ２７４０４⁃２００８《实验室质量控制规范 食

品理化检测》附录 Ｆ３ 中规定的范围，因此，如需将

这 １１ 个指标用于相关研究工作，需要评估精密度数

据对研究结果的影响。
表 ３　 ＵＨＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ 方法的精密度

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＵＨＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ ｍｅｔｈｏｄ

Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） （ＲＳＤｓ ／ ％）
Ｉｎｔｒａ⁃ｓａｍｐｌｅ

（ｎ＝ ６）
Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ
（ｎ＝ ６）

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
（ｎ＝ ５）

Ａｓｐ 　 ７２．０ （２．３） 　 ６８．２ （５．２） 　 ７１．５ （８．５）
Ｔｈｒ ２８１．９ （１．８） ２８７．５ （３．２） ３１６．０ （４．１）
Ｓｅｒ ６４．１ （３．０） ６７．３ （３．５） ６６．８ （１１．７）
Ｇｌｕ １５３．６ （３．２） １６９．９ （６．４） １７８．５ （３．３）
Ｐｒｏ １０６１．０ （２．２） １１４７．２ （２．６） １１２５．５ （１．９）
Ｃｙｓ ８８．６ （１．７） ８７．３ （２．４） ８９．３ （３．０）
Ｖａｌ ２１８１．４ （１．３） ２７２２．２ （１．７） ２６８３．６ （２．１）
Ｍｅｔ １４２．７ （３．０） １４５．４ （２．９） １４４．８ （３．３）
Ｉｌｅ １２０．２ （４．２） １２５．３ （３．５） １２９．９ （７．６）
Ｌｅｕ ２３２．８ （３．１） ２５０．１ （３．３） ２２５．６ （９．８）
Ｔｙｒ ３４１．３ （２．６） ３５６．０ （３．４） ３４７．４ （４．１）
Ｐｈｅ ３５６．６ （２．５） ３６６．６ （３．０） ３６９．１ （３．８）
Ｌｙｓ １６０．０ （３．７） １４４．７ （２．４） １５７．５ （１．９）
Ａｒｇ ２５２．１ （３．０） ２４３．８ （２．７） ２４７．０ （３．７）
Ｇｌｙ ２６３０．４ （２．５） ２８９８．４ （３．２） ２７３７．１ （１．７）
Ａｌａ ６２．３ （１．６） ６５．７ （４．２） ６６．８ （５．５）
Ｈｉｓ ８７．５ （３．４） ８９．２ （２．９） ８３．１ （５．０）

２．４．２　 回收率

　 　 加标回收率试验是采用 ３ 个加标水平的中华绒

螯蟹样品进行的，每个样品重复测定 ６ 次，每个指标

的加标水平及相应回收率数据如表 ４ 所示，１７ 种氨

基酸的加标回收率在 ７８􀆰 ４％ ～１０５􀆰 ３％ 之间。
２．５　 实际样品检测

　 　 取养殖的中华绒螯蟹样品 ２０ 份（江苏省宿迁

市，其中公蟹和母蟹各 １０ 份），每份样品分别剥离

出蟹肉（体肉、爪肉、螯肉）、母蟹蟹黄（母蟹肝胰腺

和性腺）或公蟹蟹膏（公蟹肝胰腺和性腺），分别混
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表 ４　 样品中游离氨基酸的加标回收率（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｓ ｉｎ ａ ｓａｍｐｌｅ （ｎ＝６）
Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｓｐｉｋｅｄ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

ＲＳＤ ／
％

Ａｓｐ ２２．２ ５０ ９２．４ ４．６
１００ ８９．６ ３．７
２００ ８６．７ ５．２

Ｔｈｒ ２３９．５ ５０ ８４．７ ５．３
１００ ８２．６ ４．３
２００ ８４．８ ５．９

Ｓｅｒ ２５．８ ５０ ８２．６ ３．７
１００ ７９．３ ５．２
２００ ８４．０ ２．６

Ｇｌｕ １０９．６ ５０ ８８．１ ５．９
１００ ９２．５ ６．０
２００ ９５．１ ４．３

Ｐｒｏ ５９８．５ ５００ ９２．５ ４．５
１０００ ８８．３ ６．８
２０００ ９０．１ ５．７

Ｃｙｓ ４２．０ ５０ ９３．３ ６．１
１００ ９５．７ ３．０
２００ ９８．４ １．５

Ｖａｌ １７２３．４ ５００ ９１．６ ５．１
１０００ ８５．５ ４．７
２０００ ８７．３ ５．３

Ｍｅｔ ９６．４ ５０ ９２．７ ６．２
１００ ８９．０ ４．６
２００ ９５．２ ２．８

Ｉｌｅ ８２．８ ５０ ８４．６ ４．０
１００ ８６．３ ５．８
２００ ８３．２ ３．５

Ｌｅｕ ２０８．６ ５０ ８３．３ ２．６
１００ ８２．１ ４．４
２００ ８０．９ ２．９

Ｔｙｒ ２９９．０ ５０ ８４．７ ６．９
１００ ７８．４ ５．７
２００ ８０．７ ３．１

Ｐｈｅ ３１４．６ ５０ ８４．１ ４．５
１００ ８９．０ ４．９
２００ ８４．６ ５．１

Ｌｙｓ １１５．７ ５０ ８８．５ ５．５
１００ ８４．９ ６．０
２００ ８２．２ ８．５

Ａｒｇ ２０９．８ ５０ ８４．６ ５．０
１００ ９７．１ ４．１
２００ ９３．７ ５．４

Ｇｌｙ ２１８８．９ ５００ ８８．３ ４．３
１０００ ８７．２ ３．７
２０００ ８５．０ ４．５

Ａｌａ １８．２ ５０ ９０．１ ４．４
１００ ８２．７ ９．７
２００ １０５．３ ７．１

Ｈｉｓ ４２．７ ５０ ８４．６ ３．８
１００ ８６．９ ５．８
２００ ９２．５ ４．６

匀装袋。 使用本工作建立的检测方法对上述各样品

中游离氨基酸含量进行测定，结果见表 ５。 从表 ５
中可以看出，在游离氨基酸总量上，公蟹肉比公蟹膏

的含量高，母蟹肉也比母蟹黄的含量高，这与郭宏慧

等［２６］的研究结果一致。 此外，每一种游离氨基酸在

蟹肉与蟹膏 ／蟹黄中的分布又都不一样，如甘氨酸在

蟹肉中的含量要比蟹膏和蟹黄中的含量高得多，由
于甘氨酸是一种甜味氨基酸，这是蟹肉口味要更加

甘甜的原因之一。 而很多游离氨基酸在蟹膏和蟹黄

中的含量却比蟹肉更高，如酪氨酸、苯丙氨酸、苏氨

酸、亮氨酸、异亮氨酸等，这些组成特点也赋予了蟹

膏和蟹黄更为立体的口味。
表 ５　 中华绒螯蟹不同部位游离氨基酸含量（ｎ＝１０）

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｅｄｉｂｌｅ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ （ｎ＝１０） ｍｇ ／ ｋｇ

Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

Ｍａｌｅ ｃｒａｂ
ｍｅａｔ

Ｃｒａｂ ｐａｓｔｅ
Ｆｅｍａｌｅ ｃｒａｂ

ｍｅａｔ
Ｃｒａｂ ｙｏｌｋ

Ａｓｐ ４．０±３．５ ５６．８±２２ ２．６±０．８ ７．６±５．５
Ｔｈｒ ２１４．６±４６．５ ３８５．２±１６２．５ ２６２．５±４０．４ ４４６．８±２３８．９
Ｓｅｒ １７．２±８．０ １９．３±６．７ １４．７±５．１ ２０．６±１１．０
Ｇｌｕ ９１．５±１５．１ １８６．４±５１．３ ８０．５±９．１ １８４．６±８３．８
Ｐｒｏ ８９６．１±２８７．１ ４８４．１±１２９．０ １０９６．０±２４６．２ ６９１．９±１５７．６
Ｃｙｓ ４０．９±１３．７ ２７．７±２．８ ５５．０±１４．８ ３７．９±２７．６
Ｖａｌ ２０４８．４±１２１．７ ２２５５．３±１００．０ １６９２．６±１９４．６ ２０７１．７±２０９．３
Ｍｅｔ ９５．０±２４．４ １１５．７±４８．６ １４６．２±４２．９ １６３．８±９４．２
Ｉｌｅ ９５．７±１２．２ １８４．３±３９．２ １１７．７±２８．１ ２１６．０±６２．０
Ｌｅｕ １６３．１±３３．３ ３１３．８±５０．７ ２００．４±３８．８ ３６７．９±７５．６
Ｔｙｒ ２６９．５±４０．３ ４３２．４±１３０．７ ３３４．０±７２．７ ５３９．１±２７７．０
Ｐｈｅ ２６７．０±６０．８ ４９１．６±２１１．９ ３３６．２±５９．４ ５７３．６±３１４．４
Ｌｙｓ ８５．３±１５．５ １２９．３±４３．７ ９４．８±１６．５ １５４．８±７０．１
Ａｒｇ ３１２．６±６２．１ １２４．０±２１．４ ３１３．１±４６．４ １５７．２±４９．５
Ｇｌｙ ３５９９．２±１３３０．４ ８５１．１±２０５．８ ４７５２．４±１１９３．３ １１１６．９±６７．４
Ａｌａ １５．３±５．１ １０．３±１．０ ２０．５±５．５ １４．２±１０．３
Ｈｉｓ ２８．８±８．０ ５１．４±１．２ ３０．３±１０．３ ４８．９±７．４
Ｔｏｔａｌ ８２４４．３±１８４０．８ ６１１８．８±９４０．７ ９５４９．６±１９８１．０ ６８１３．６±１８０９．１

３　 结论

　 　 本文建立了 ＵＨＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ 检测中华绒螯蟹中

１７ 种氨基酸的分析方法，该方法前处理简便，选择

性和抗干扰能力特别强，为中华绒螯蟹中游离氨基

酸测定提供了一种更为准确的检测技术。
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