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结果与讨论 

在本实验条件下，标准氨基酸溶液色谱图 

(见 图 1)，其 中 每 种 氨 基 酸 的 含 量均 为 

400pmol子宫内膜游离氨基酸图谱(见图 2)。 

由图 1及图 2可见大部分氨基酸分离达到基 

线分离。特别是神经递质天门冬氨酸、谷氨酸、 

甘氮酸、r．氨基丁酸 ，以及与生殖功能有关的 

酪、丝、苏氨酸的分离是良好的。 
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田 】 标准氯基酸格藏色谱圈 

色谱峰t1．天门年氨酸，2．咎氯酸{3．天 门冬酰胺 ， ．丝氧酸 

5．答氯酰胺}6．坦氯酸}7．瓜氪酸{8．精氨酸}9．甘氯酸；lO． 

茹氨酸{l1．酷氨酸，12． 氟基酸；13．色氯酸{“．蛋氯酸 

15．薯氟鞋}】6．摹丙氯酸j17．异亮氯酰}18．亮氯酸 。 
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圈 2 于宫内膜辨离氯基酸色谱圈 

色谱峰 t1．未知峰，2．天门冬连鞋{3．菩氨酸f4．天门冬氯胺； 

5．丝氯酸；6．各氨酰胺 }7．瓜氟酸}8．精氯璇f9．甘氨酸；10． 

苏氯酸l11．末知峰；12．醅氯酸}l3．r_氯茎丁酸l1{．末知峰 { 

1 蛋氟酸；16．薯氨酸{17苯丙氯酸}1 8．异亮氨酸；19亮氟 

酸 ． 
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重复性实验结果表明 l8种氨基酸峰面积 

变异系数平均为 3．1士0．9(n一8)。保留时间 

变异系数平均为 1．25=E0．28(n一8)(见表 1)。 

衰 1 备童基矗保留时间 单位：分钟 

序号 氨基酸种类 时间 cv 

1 天门冬氨酸 5．327士0．1 1一d2 

2 各氨酸 7 391士0．08 0．97 

3 天门冬酰胺 10．908士0．15 】 2D 

{ 丝氨酸 13．871士0．16 2 60 

5 各氨酰胺 14．568士0 30 1．95 

6 组氨酸 15．O01士0．21 】．32 

7 瓜氨酸 16．253士0 22 1 53 

8 精氨酸 17．1踮士0．32 1．26 

9 甘氨酸 18．820士0．24 0．33 

10 苏氨酸 19．455士0．26 1 2O 

11 酪氨酸 2{．883士0．18 1．18 

12 r-氨基丁酸 37．138士0．06 0．90 

13 色氯酸 37．138士0．06 0．90 

1 蛋氨酸 38．772士0．17 1．30 

15 壤氨酸 40．7D】士0．08 0．96 

16 苯 丙氨酸 {1．752±0．07 0 97 

17 异亮氨酸 6．30士0．09 1．08 

18 亮氮酸 47．577士0．1O 1．01 

线性关系 据报道各氨基酸标样浓度与 

其响应线性范围最低值为 5pmo]．低于 5pmol 

大多数衍生物偏离线性范围，特别是丝氨酸、 

甘氨酸和丙氨酸[ 。对大多数生理体液 5— 

1 Opmol的灵敏度是合适的[ 。根据实验需要 

从 1Opmol一1．5nmol，线性关系是 良好的。相 

关系数平均为 0．979士0．08(均值士标准差)。 

在此范围内可进行准确的定量分析。 

回收率 取子 宫 样 品，加 入 一 定量 的 

TEGD缓冲液，再分别加入和不加八一定量标 

准氨基酸溶液 匀浆并离心后，测定氨基酸回 

收率 ，其结果和子宫 内膜 中各种氨基酸含量 

(见表 2) 可以看出，TEGD缓冲液提取组织中 

游离氨 基酸 回收率是好 的。其 中含有 Tris— 
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HCI，Tris-HCl液提取氨基酸曾有报道 ] 应注 

意去蛋 白方法可影响回收率造成某些氨基酸 

含量变异 ]。上述结果表明 ，本实验各氨基酸 

分离效果 ，重复性 ，线性关 系，回收率是 良好 

的，以此条件对子宫内膜氨基酸进行检测，表 

2示实验结果 
， ●  。

． 

衰 2 备氨基奠的平均回收率和子宫内曩中軎氨基酸吉量 

氨基酸种娄 回收率 士标准差 音量 

天门冬氨酸 85 7 6．65士0．23 

答氨酸 10O 9 9．97士0．27 

天门冬酰胺 91 5 0．70士0．06 

丝氰酸 96 6 6．06士0．55 

答氨酰胺 94 9 4．62士0．15 

组氨酸 a9 7 璇量 

瓜氨酸 92 a 0．95士0．08 

特氪璇 60 9 32．53士 ．01 

甘氨酸 g5 6 8．30士0．31 

苏氨酸 97 6 3．S3士O．29 

爵氨酸 94 6 2．32士0．22 

r一氨基丁酸 98 l0 U．78士0．26 

色氨酸 94 10 

垂氟酸 93 8 I_34士0．16 

巍氨酸 g6 5 2．58士0．17 

革丙氪酸 100 9 1．44士0．15 

异亮氨酸 92 7 n 95士0 09 

亮氨酸 93 8 1． 士n13 

rJ 7·平 坷 回收翠 94．0士 0-70(均值 士标 准 差 )，音 量 ，n=8． 

均值 士标准差．单位 tmaaol／毫克蛋白。 

下面就本实验所选择的实验条件加以讨 

论t 

(一)流动相 实验选用了醋酸钠一柠檬酸 

钠缓冲液，以甲醇作为有机改性封，实验表明 

其分离效果优于磷酸盐一柠檬酸盐缓冲液。缓 

冲液离子浓度范围为 0．01—0．14mol／L，我们 

选择较低 0．025mol／L的浓度即达到了较好分 

离 ，如浓度增大到 0．05mol／L容量因子明显增 

加，精氨酸峰将移至苏氨酸峰之后。文献报道， 

离子强度增大可减少分子闻的静电排斥力 ，增 

大洗脱液的表面张力，延长溶质的保留时闻。 

流动相 pH不同对氨基酸容量因子影响 

不大0 ，降低流动相 pH可使氨基酸衍生物荧 

光强度有不同程度减弱，而且 pH可影响峰的 

分离 ]。本实验观察到pH为 7．5时，色氨酸与 

蛋氨酸不能分离，当pH为 7时即可达基线分 

离河 能由于 pH影响了氨基酸衍生物的疏水 

性。 

(二)固定相 比较了键合烷基链长度不 

同的固定相的色谱柱 ce和 Cm在相同实验条 

件下，发现 G 柱保留时间比C·e短大约 23 。 

另一点不同是 ce柱 在没有 四氢呋喃的情况 

下，甘、苏氨酸分离良好，而 C，e柱往往需要加 

入一定量的四氢呋哺以增加甘、苏氨酸 的分 

离。 

(三)捡测器波长 本文对氨基酸的 OPA 

衍生物进行荧光扫描，发现最大激发光波长为 

345nm，荧光光谱表 明 450nm处有一最大峰， 

文 献 报道 ，激 发光 波 长常 用 范 围 为 229— 

360am，发射光 4】8—470nmcs3。但激发光波长 

在 229nm 处检 测 生物 样 品 时 易 受 外界 干 

扰 ‘] 。 

用 TEGD缓冲液提取 ，OPA衍生化、梯度 

洗脱检测子宫内游离氨基酸，是较为理想的方 

法，可进一步研究生理、病理情况下氨基酸动 

态变化及可能的功能调节作用。 
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