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　　摘要：为了建立适用于淫羊藿药渣总氨基酸分析的快速定量方法，并提高其利用率，采用茚三酮显色法对其进行
定量分析，同时以高效液相色谱法与凯氏定氮法测定值作为对比参照，通过响应面法优化淫羊藿药渣总氨基酸水解液

制备工艺。结果表明，茚三酮显色法测得淫羊藿药渣中总氨基酸含量为６．１２％，介于其他２种方法测定值之间；淫羊
藿药渣总氨基酸制备工艺优化条件如下：盐酸浓度为６．０ｍｏｌ／Ｌ，水解时间为２３．４ｈ，水解温度为１１５℃。由结果可以
看出，茚三酮显色法适用于淫羊藿药渣中总氨基酸的快速定量分析，通过响应面法优化其制备工艺后，氨基酸提取率

为６．５０％，有效提高了淫羊藿药渣资源的利用率。
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　　随着我国中药资源的迅速推广与利用，全国各大药企的
药渣废弃量日益增加，年排放量达３０００万 ｔ［１］。当前，药渣
被广泛应用于众多行业中，如造纸、栽培食用菌、生产有机肥、

处理废水和用作饲料添加剂等［２］。药渣中除了含有粗纤维、

粗蛋白质和微量元素等营养成分外，还残留一定量的多糖、黄

酮［３］和萜类等生物活性成分。如何高值化利用这些功能性

成分成为当前研究的热点。

氨基酸作为机体必需的营养素，对其进行分析是利用该

营养素的必要前提［４］。总氨基酸含量分析的方法有凯氏定

氮法、茚三酮显色法、考马斯亮蓝法、高效液相色谱（ＨＰＬＣ）
柱前／柱后衍生化法［５］等。茚三酮显色法在氨基酸定量分析

中具有灵敏度高、成本低廉、过程简易、分析迅速等优点［６］。

但是，由于不同样品含氮组分比例不同，茚三酮显色法对于不

同样品的氨基酸含量测定都会产生一定误差。因此，本试验

以高效液相色谱法和凯氏定氮法测定值作为参考指标，考察

茚三酮显色法对淫羊藿药渣水解液中总氨基酸定量分析的适

用性和准确性。

淫羊藿经水提后，药渣中仍剩余大量的功能性成分，如粗

蛋白、总黄酮、萜类等。因此，将淫羊藿药渣作为禽畜类饲料

添加剂加以利用，不仅能增强禽畜的抗病能力［７］，还能促进

禽畜生长发育。但是，禽畜对淫羊藿药渣的适应性较差，采食

量较少。本试验考虑将淫羊藿药渣制成总氨基酸水解液，以

快速简捷的氨基酸定量分析方法为基础，优化淫羊藿药渣总

氨基酸水解液制备工艺，为高效开发与利用淫羊藿药渣功能

性成分提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
淫羊藿药渣，由贵州同济堂制药有限公司提供；活性炭；

精密ｐＨ试纸；内螺纹式消解管，购自盐城庆胜实验室装备有
限公司；浓硫酸、硼砂，均为优级纯；其余试剂均为分析纯。

ＵＶ－１８００紫外－可见分光光度计；Ｌ－８９００日立全自动
氨基酸分析仪；ＳＫＤ－１００自动凯氏定氮仪；ＪＫＸＺ０６－２０Ｂ恒
温消煮仪；ＦＥ－２０ＫｐＨ计；ＧＺＸ－９０２３电热鼓风干燥箱；
ＡＧ２８５梅特勒－托利多电子分析天平。
１．２　茚三酮显色法
１．２．１　样品预处理　酸水解法：精确称取１００ｍｇ干燥至恒
质量的样品，置于１５ｍＬ消解管中，加入１０ｍＬ６ｍｏｌ／Ｌ盐酸
溶液，然后置于（１１０±１）℃烘箱中水解２０～２４ｈ，取出冷却、
过滤，调节至ｐＨ值为９．０［８］左右，脱色、过滤、离心，转移上清
液至５０ｍＬ容量瓶中，定容，作为供试品溶液。
１．２．２　对照品溶液的配制　精确称取０．１ｇ干燥至恒质量
的Ｌ－天门冬氨酸标准品，配制成１．００ｍｇ／ｍＬ天门冬氨酸溶
液，取该溶液稀释１０倍，即得１００μｇ／ｍＬ天门冬氨酸对照品
溶液。

１．２．３　测定方法的考察
１．２．３．１　最大吸收波长的确定　取适量对照品溶液与供试
品溶液，以水作为空白对照，于２００～８００ｎｍ扫描最大吸收波
长［９］，结果显示，对照品无吸收峰，且供试品吸收峰不明显。

因此考虑加显色剂，观察结果。

１．２．３．２　磷酸盐缓冲液用量的考察　精确移取１．０ｍＬ对照
品溶液至１０ｍＬ具塞刻度试管中，加水补足至２．０ｍＬ［１０］，以
１．０ｍＬ纯水作为空白对照，分别加入 ｐＨ值为 ６．０的
ＮａＨ２ＰＯ４－Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０、３．５、
４．０ｍＬ，各加入１．０ｍＬ２．０％茚三酮溶液，于沸水浴中加热
１５ｍｉｎ，冷却，于５６７ｎｍ处测定吸光度。
１．２．３．３　磷酸盐缓冲液ｐＨ值的考察　与第“１．２．３．２”节同
法操作，考察ＮａＨ２ＰＯ４－Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液 ｐＨ值分别为５．０、
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５．５、６．０、６．５、７．０、８．５、８．０时对吸光度测定的影响。
１．２．３．４　显色剂用量的考察　与第“１．２．３．２”节同法操作，
考察显色剂（２．０％茚三酮）用量分别为０．２、０．５、１．０、１．５、
２０、２．５、３．０ｍＬ时对吸光度测定的影响。
１．２．３．５　沸水浴加热时间的考察　与第“１．２．３．２”节同法
操作，考察沸水浴加热时间分别为 １０、１５、２０、２５、３０、３５、
４０ｍｉｎ时对吸光度测定的影响。
１．２．４　供试品方法学的考察
１．２．４．１　精密度试验　精确移取１．０ｍＬ供试品溶液，共９
份，进行９次试验（ｎ＝９），按照第“１．２．３．２”节方法处理，测
定吸光度。

１．２．４．２　稳定性试验　精确移取１．０ｍＬ供试品溶液，共９
份，进行９次试验，按照第“１．２．３．２”节方法显色，分别于０、
１０、２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ后测定吸光度。
１．２．４．３　重复性试验　精确称取１００ｍｇ同一批次的淫羊藿
药渣，共９份，进行９次试验，按照第“１．２．１”节的方法制备
供试品溶液，每份精确移取１．０ｍＬ该供试品溶液，按照第
“１２３２”节方法处理，测定吸光度。
１．２．４．４　回收率试验　精确称取１００ｍｇ淫羊藿药渣粉末，
共９份，进行９次试验，按照第“１．２．１”节方法制备供试品溶
液（经预试验，测定１００ｍｇ样品约含总氨基酸６．０５４ｍｇ），每
份均精确加入５．０ｍｇ天冬氨酸对照品，按照第“１．２．３．２”节
方法处理，测定吸光度。

１．２．５　绘制标准曲线与供试品总氨基酸含量的测定　茚三
酮－紫外可见分光光度法：取 ９支试管，分别加入 ０、０．５、
０．６、０．７、０．８、０．９、１．０、１．１、１．２ｍＬ１００μｇ／ｍＬ天门冬氨酸标
准溶液，加水补足体积至２．０ｍＬ，加２．０ｍＬｐＨ值为６．０的
ＮａＨ２ＰＯ４－Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液，最后每管加１．０ｍＬ显色剂，摇
匀，于１００℃水浴加热１５ｍｉｎ，测定吸光度，平行３次测定，绘
制标准曲线。供试品同法操作，测定吸光度。总氨基酸含量

计算公式如下：

Ｙ＝ｍＶ１／（１０００ｍ１Ｖ２）×１００％。
式中：Ｙ为氨基酸含量，％；ｍ为试样中氨基酸质量，μｇ；Ｖ１为
供试品溶液总体积，ｍＬ；Ｖ２为测试用供试品溶液体积，ｍＬ；ｍ１
为试样质量，ｍｇ。
１．３　高效液相色谱法

试验通过日立全自动氨基酸分析仪 Ｌ－８９００，采用茚三
酮柱后衍生化法［１１］进行氨基酸定量分析。试剂衍生化处理

与具体分析过程参照ＧＢ／Ｔ１６６３１—２００８《高效液相色谱法通
则》。

１．４　全氮含量测定（凯氏定氮法）
通过ＳＫＤ－１００自动凯氏定氮仪测定全氮含量，测定参

照朱杰等的方法［１２－１３］。

１．５　总氨基酸酸水解液制备工艺优化
１．５．１　单因素试验　考察盐酸浓度（２、４、６、８、１０ｍｏｌ／Ｌ）、水
解时间（１２、１６、２０、２４、２８ｈ）、水解温度（１００、１０５、１１０、１１５、
１２０℃）３个因素的影响，将其中１个单因素作为变量，在其
他２个条件相同的前提下，考察该因素对淫羊藿药渣中氨基
酸提取率的影响。

１．５．２　响应面分析　在单因素试验的基础上设计中心组合
试验，选取３个因素中合适的梯度范围作响应面分析，优化总

氨基酸水解液制备工艺。

１．５．３　优化酸水解后氨基酸提取率测定　以茚三酮显色法
测得的氨基酸含量作为氨基酸提取率的结果，测定参照第

“１２３２”节的方法。

２　结果与分析

２．１　茚三酮显色法测定结果
２．１．１　方法考察结果与分析　方法考察结果显示，加显色剂
后，扫描最大吸收波长时，２００～８００ｎｍ光谱范围内有２个明
显吸收峰，但２００～４４０ｎｍ处吸收峰有拖尾现象，且分离度较
低，可能会造成较大的试验误差，而在５００～７００ｎｍ处吸收峰
呈单峰，峰形明显，对称性良好，因此取该波段的最大吸收波

长５６７ｎｍ作为本试验的检测波长。当磷酸盐缓冲液用量为
２．０ｍＬ、ｐＨ值为６．０、显色剂用量为１．０ｍＬ时，吸光度最大，
反应最完全；当沸水浴加热时间为１５ｍｉｎ时，吸光度达到最
大值，超过１５ｍｉｎ后，显色剂有氧化趋势，溶液逐渐由紫色转
变成棕黄色，在５６７ｎｍ处不再出现明显的吸收峰。因此，考
虑沸水浴加热时间为１５ｍｉｎ。
２．１．２　供试品方法学考察结果　本研究显示，在考察精密度
时，９组供试品溶液的吸光度相对标准偏差（ＲＳＤ）为０．６９％，
说明此方法符合样品的精密度测试要求；在考察稳定性时，９
组供试品溶液在４０ｍｉｎ内测定，吸光度的 ＲＳＤ＜２％（４０ｍｉｎ
时测定吸光度的ＲＳＤ为１．９８％），而当５０ｍｉｎ时测定，９组供
试品溶液的吸光度ＲＳＤ＞２％。因此可见，本试验显色后测定
吸光度尽量应控制在４０ｍｉｎ内完成，才能符合该样品的稳定
性测试要求；进行重复性试验考察时，９组供试品溶液总氨基
酸平均含量为６．０５％，ＲＳＤ为１．５％，表明该方法重复性较
好。加样回收率试验考察结果见表１，可见该方法的分析误
差在±２．０％ 范围内，在氨基酸微量分析中符合要求。

表１　供试品总氨基酸含量测定的加样回收率试验

药渣用量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
１００．８ １１．０３６ ９９．６４
１００．６ １１．０３０ ９９．５２
１００．５ １１．００２ ９８．９６
１００．２ １１．０２９ ９９．５０
９９．９ １１．０９９ １００．９０
１００．８ １１．０９３ １００．７８
１００．５ １１．０７０ １００．３２
９９．８ １１．０５２ ９９．９６
１００．２ １１．０１１ ９９．１４

　　注：ＲＳＤ＝０．６９％。

２．１．３　供试品总氨基酸含量测定结果　通过紫外 －可见分
光光度法，绘制得标准曲线方程为 ｙ＝０．０１８５ｘ－０．７９０１，
ｒ２＝０．９９５１，使用方法考察的最佳检测条件进行３组平行试
验，茚三酮显色测得淫羊藿药渣中总氨基酸含量平均为

６．１２％。
２．２　高效液相色谱法测定结果

淫羊藿药渣水解液中含有绝大多数天然氨基酸，以天门

冬氨酸、甘氨酸、脯氨酸、丙氨酸、缬氨酸、异亮氨酸为主，天门

冬氨酸含量最高，为１．０３％（保留时间为３１．０７４ｍｉｎ），总氨
基酸含量为４．２９％。高效液相色谱结果见图１。
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２．３　凯氏定氮法测定结果
本研究测得淫羊藿药渣中全氮平均含量为６．５８％，高于

高效液相色谱法和茚三酮显色法的检测结果。

２．４　３种测定方法的结果比较
用茚三酮显色法、高效液相色谱法、凯氏定氮法测得淫羊

藿药渣中全氮含量分别为６．１２％、４．２９％、６．５８％。由于淫
羊藿药渣中的氮主要以有机氮和无机氮的形式存在［１４］，其中

氨氮是指以氨、铵离子或以 ＮＨｘ形式存在的氮
［１５］，氨基氮是

指各种氨基化合物（主要是氨基酸）［１６］，总氮包括氨、铵及硝

酸盐等所有氮化物的总和。根据茚三酮显色的原理［１７］，茚三

酮显色法测得结果为氨氮的百分含量，高效液相色谱法测得

结果为氨基氮（氨基酸）的百分含量，而凯氏定氮法测得结果

为总氮的百分含量。因此，从理论上分析，茚三酮显色法测定

结果应介于高效液相色谱法与凯氏定氮法测定值之间，实际

测定结果符合理论分析的参考范围。

２．５　总氨基酸水解液制备工艺优化结果
２．５．１　单因素考察试验结果　由图２可以看出，随着盐酸浓
度的增加，氨基酸提取率先呈提高趋势，当盐酸浓度达到

６ｍｏｌ／Ｌ时，氨基酸含量最高，当超过此浓度时，氨基酸含量
不再明显升高。因此，选择盐酸浓度为４、６、８ｍｏｌ／Ｌ进行后
续响应面设计试验。

　　由图３可以看出，随着水解时间的延长，氨基酸提取率先
呈提高趋势，当水解时间达到２４ｈ时，氨基酸已经水解完全，
继续延长水解时间，可能会使部分氨基酸发生氧化，使检测结

果偏低。因此，选择水解时间为２０、２４、２８ｈ进行后续响应面
设计试验。

　　由图４可以看出，当水解温度达到１１５℃时，氨基酸提取
率最高，继续升高温度，则氨基酸提取率不再明显升高。因此，

选择水解温度为１０５、１１０、１１５℃进行后续响应面设计试验。

２．５．２　响应面法结果与分析　通过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０５ｂ软
件对响应值与各因素进行回归拟合后，得到回归方程［１８］：

　　 氨基酸提取率 ＝ －２６５．７１８２５＋３．２７８６２Ａ＋
１．４６８８８Ｂ＋４．２６６０５Ｃ－７．６５６２５×１０３ＡＢ－０．０２２６２５ＡＣ－
７．８１２５０×１０３ＢＣ －０．０４２ ５００Ａ２ －０．０１１ ２５０Ｂ２ －
０．０１７２００Ｃ２，ｒ２＝０．９５４１。

模型Ｐ＜０．０００１，失拟项＞０．０５，说明该模型具有极显著
差异，该方程的拟合度良好［１９］，可信度高，可用于分析和预测

氨基酸水解工艺最佳条件。

响应面设计的试验结果见表２。由表３的响应面方差分
析结果可知，３个因素对氨基酸含量的影响程度不一，由大到
小分别为水解温度＞水解时间＞盐酸浓度。盐酸浓度与水解
温度之间交联影响极显著，盐酸浓度越高，溶液的沸点越低，

所需要的水解温度也越低（水解过程中溶液持续沸腾的状态

有利于氨基酸的水解），当水解温度提高１０℃时，盐酸浓度

可降低至５．６～５．７ｍｏｌ／Ｌ；此外，水解时间与水解温度之间交
联影响极显著，当水解温度提高时，可以适当缩短水解时间，

水解温度每提高１０℃，水解时间可减少８～１０ｈ，但强酸高温
的环境很容易损害水解管密封圈和管盖。通过响应面法优

化，最佳水解条件［２０］为盐酸浓度 ５．９０ｍｏｌ／Ｌ、水解时间
２３．４１ｈ、水解温度１１４．８℃。结合实验室仪器精度情况，将
最佳水解条件调整为盐酸浓度６．０ｍｏｌ／Ｌ、水解时间２３．４ｈ、
水解温度１１５℃。该条件在验证试验中用于测定氨基酸提取
率，平行测定５次，氨基酸提取率平均为６．５０％，与预测值接
近，且高于未优化水解条件的测定结果。因此可见，该响应面

模型能较好地预测氨基酸提取率。

３　结论与讨论

本试验以ＧＢ／Ｔ１６６３１—２００８《高效液相色谱法通则》和
凯氏定氮法的测定值作为参考值，考察茚三酮显色法对淫羊
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表２　响应面设计试验结果

编号

各因素水平

Ａ：盐酸浓度
（ｍｏｌ／Ｌ）

Ｂ：水解时间
（ｈ）

Ｃ：水解温度
（℃）

Ｙ：氨基酸提取率
（％）

１ ８ ２４ １１０ ５．８２
２ ８ ２０ １０５ ５．５５
３ ６ ２４ １１０ ６．１５
４ ６ ２４ １１０ ６．０２
５ ６ ２４ １１０ ６．０７
６ ６ ２０ １１０ ５．７０
７ ６ ２８ １１０ ５．８９
８ ６ ２４ １１０ ６．２０
９ ４ ２０ １０５ ５．０２
１０ ８ ２８ １１５ ４．６６
１１ ４ ２８ １１５ ５．２８
１２ ６ ２４ １０５ ５．６５
１３ ４ ２４ １１０ ５．７９
１４ ８ ２０ １１５ ５．２５
１５ ８ ２８ １０５ ５．４９
１６ ６ ２４ １１０ ６．０９
１７ ６ ２４ １１５ ５．４４
１８ ４ ２８ １０５ ５．３０
１９ ４ ２０ １１５ ５．７２
２０ ６ ２４ １１０ ６．０３

表３　回归方程方差分析结果

方差来源　　 总方差 自由度 均方差 Ｆ值 Ｐ值
模型 ３．０５ ９ ０．３４ ２３．０７ ＜０．０００１
Ａ（盐酸浓度） ０．０１２ １ ０．０１２ ０．７９ ０．３９５５
Ｂ（水解时间） ０．０３８ １ ０．０３８ ２．６２ ０．１３６６
Ｃ（水解温度） ０．０４４ １ ０．０４４ ２．９７ ０．１１５６
ＡＢ ０．０３ １ ０．０３ ２．０５ ０．１８３１
ＡＣ ０．４１ １ ０．４１ ２７．９２ ０．０００４
ＢＣ ０．２０ １ ０．２０ １３．３２ ０．００４５
Ａ２ ０．０７９ １ ０．０７９ ５．４２ ０．０４２２
Ｂ２ ０．０８９ １ ０．０８９ ６．０７ ０．０３３４
Ｃ２ ０．５１０ １ ０．５１ ３４．６７ ０．０００２
残差 ０．１５ １０ ０．０１５
失拟项 ０．１２ ５ ０．０２４ ４．９８ ０．０５１４
纯误差 ０．０２５ ５ ４．９０７×１０－３

总误差 ３．１９ １９

藿药渣中氨基酸定量分析的适用性与准确性，其测定结果为

６．１２％，介于上述２种方法测定结果之间，表明茚三酮显色法
可作为淫羊藿药渣总氨基酸分析的快速简捷的化学分析方

法，能准确定量分析淫羊藿药渣的总氨基酸含量。但其测定

结果仍有一定偏差，分析其原因，可能是由于高效液相色谱法

测定总氨基酸含量是委托贵州师范大学分析测试中心完成

的，不同分析者预处理过程不一样，氨基酸水解率不同；此外，

样品中的胱氨酸与半胱氨酸在强酸高温的条件下会发生氧

化，本试验中考虑到胱氨酸和半胱氨酸在该样品中含量所占

比例不大，且这２种氨基酸的定量分析本来就不准确［２１］。因

此，为进行氨基酸的快速定量分析，本试验的预处理未填充氮

气。茚三酮与氨基酸产生氨反应生成有色复合物，同时茚三

酮有较强氧化性，还能与样品的铵盐、联氨等还原性无机氨发

生显色反应，使得检测结果偏高；此外，两者预处理脱色工艺

不一样，脱色效果也不同，造成检测结果也会出现偏差。

本试验对淫羊藿药渣总氨基酸水解液制备工艺进行优

化，优化试验水解条件如下：盐酸浓度为６．０ｍｏｌ／Ｌ，水解时间
为２３．４ｈ，水解温度为１１５℃。经验证，在该条件下，氨基酸
提取率为６．５０％。淫羊藿药渣作为一种可回收利用资源，提
高氨基酸提取率有利于提高动植物对小分子营养成分的利用

率，例如作为良好的禽畜饲料添加剂，生物工程培养菌培养液

配料或食用菌栽培的生长因子等。本试验通过建立快速简

捷、适宜的分析方法，定量分析淫羊藿药渣中总氨基酸成分；

同时，优化其总氨基酸水解液制备工艺，用以提高淫羊藿药渣

的二次利用率，为实现药渣资源的高值化利用提供参考依据。
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