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　　［摘要］　氨基酸和小肽是微生物内重要的活性组分和代谢产物。随着现代分析技术的日益革新，微生物氨基酸和小肽的

定性定量分析方法也在不断发展。本文首先从淬灭、提取、样品衍生化和浓缩几个方面对微生物样品前处理方法做了介绍；进

而分别从分离技术和检测方法两方面综述了氨基酸和小肽研究中所采用相关技术的特点及应用实例，并系统分析了各种方法

的优缺点，同时展望了其发展趋势。
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　　继基因组学和蛋白质组学之后，代谢组学近年来发展迅

速，已成为系统生物学研究的重要组成部分，已成功应用于

微生物的基因突变或代偿机制引起的形态变化、耐药性等反

馈的识别和机制研究［１２］。由于微生物代谢物质组（包含大

量氨基酸和小肽类物质）的复杂性，目前尚无一种分析技术

可以同时分析体系中所有的代谢物。故在微生物代谢组学

分析中，应根据不同类型代谢产物的特性采用不同的分析方

法，才能获得相对全面的代谢物指纹谱。本文结合微生物样

品前处理方法，综述了目前氨基酸和小肽研究中所采用的各

种分析测定技术的特点及应用实例，系统分析了各种方法的

优缺点，同时展望了其发展趋势，以期为氨基酸和小肽分析

技术的研究提供思路。

１　前处理技术

　　若需对微生物内氨基酸和小肽进行可靠的定性和定量

分析，首先要建立一套稳健的前处理方法，基本步骤包括淬

灭、提取、浓缩以及衍生化。需要注意的是，因真核生物和原

核生物细胞结构上存在差异，其前处理方法也不尽相同［３］。

例如，有文献报道对啤酒酵母菌采用６０％甲醇溶液在－４０℃

下淬灭不会造成胞内代谢物的流失，但同样的方法应用于细

菌则会造成严重的流失［４］。因此，目前还没有一种方法具有

普遍的适用性，需要根据待测对象选择合适的前处理方法。

１．１　淬灭　为了使实验测得的数据尽可能真实反映微生物

在某一特定时刻各代谢物的含量，需在提取待测物之前将微

生物内相关的代谢酶失活，即将微生物进行淬灭。常用的淬

灭方法有骤变温度法和有机溶剂法［５］。骤变温度法指瞬间

改变样品温度至－４０℃以下或８０℃以上，致胞内代谢酶完全

失活。有机溶剂法指使用有机溶剂使代谢酶变性降解而失

活，最常用的淬灭溶剂是６０％的甲醇溶液，但有文献报道，甘

油氯化钠溶液比甲醇水溶液更适合微生物的淬灭［６］，实验

证明该方法可有效淬灭多种微生物细胞，同时将胞内代谢物

的流失降到最少，从而达到胞内胞外代谢物的有效分离。但

该方法也存在其局限性，对丝状微生物，尤其是丝状真菌，由

于其密度较小，不能通过离心方法与甘油氯化钠溶液分离，

此时需在淬灭后采用相对较繁琐的真空过滤方法［７］。

１．２　提取　根据相似相溶原理，代谢物的提取效率与提取

溶剂的极性显著相关。ＶｉｌｌａｓＢｏａｓ等［８］在对酵母代谢组学

研究前处理方法考察时，比较了６种不同方法提取胞内代谢
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物的能力，结果见表１。在衡量一种提取方法好坏时，除关

注最终代谢产物的量以外，还应确保提取过程中代谢物的稳

定，因此在提取时往往需加入缓冲液以增强代谢物的稳定

性，如乙醇胺、磷酸盐、４羟乙基哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）、哌嗪

乙磺酸（ＰＩＰＥＳ）等，后两者使用较为广泛［９］。

表１　基于外标物回收率的不同提取方法能力比较［８］

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ［８］

ＣＭＢ ＢＥ ＰＣＡ ＫＯＨ ＭＷ ＰＭ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓａ ＞８０％ ６０％８０％ ２０％４０％ ６０％８０％ ６０％８０％ ＞８０％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｐｅｐｔｉｄｅ ４０％６０％ ２０％４０％ ４０％６０％ ４０％６０％ ２０％４０％ ４０％６０％

　ＣＭＢ：Ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ；ＢＥ：Ｂｏｉｌｉｎｇｂｕｆｆｅｒｅｄｅｔｈａｎｏｌ；ＰＣＡ：Ｐｅｒｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄ；ＫＯＨ：Ｐｏｔａｓｓｉｕｍｈｙｄｒｏｘｉｄｅ；ＭＷ：Ｃｏｌｄｍｅｔｈａｎｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ５０％（Ｖ／

Ｖ）；ＰＭ：Ｐｕｒｅｃｏｌｄｍｅｔｈａｎｏｌ．ａＥｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ：ｖａｌｉｎｅ；ｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ；ｌｙｓｉｎｅ；ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅａｎｄｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ；ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ

１．３　样品衍生化和浓缩　大部分的氨基酸和小肽极性较

强，检测前常需对样品进行衍生化处理，使其适用于反相高

效液相色谱、气相色谱等方法。Ｋａｓｐａｒ等［１０］综述了氨基酸

分析相关研究中常用的衍生化试剂以及相应的衍生化产物。

此外，由于氨基酸和小肽本身在微生物内的含量较低，且在

提取过程中又常被稀释，因此在检测或衍生化之前应通过一

定的方法进行浓缩。冻干是最常用的方法，可以去除水溶样

品中的水分，同时避免热不稳定物质的降解［４］；真空离心浓

缩仪应用于非水溶液样品的浓缩较为普遍［１１］。

　　茚三酮（ｎｉｎｈｙｄｒｉｎ）作为一种常规的衍生化试剂，通常用

于阳离子交换色谱分析中的柱后衍生化。邻苯二甲醛

（ＯＰＡ）既可用于阳离子交换色谱柱后衍生化，也可用于反相

色谱分析柱前衍生化。异硫氰酸苯酯（ＰＩＴＣ）常用于反相色

谱分析柱前衍生化。氨基甲酸酯（ＡＱＣ）用于柱前衍生化与

氨基酸反应生成稳定的荧光衍生产物，可用紫外、荧光、电化

学和质谱检测器检测。Ｎ甲基Ｎ（三甲基硅烷）三氟乙酰胺

（ＭＳＴＦＡ）和氯甲酸烷基酯（ａｌｋｙｌｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍａｔｅ）常用于ＧＣ

ＭＳ检测前的衍生化。应用毛细管电泳分离氨基酸可不进行

衍生化，但若采用光学检测器检测，亦可用异硫氰酸荧光素

（ＦＩＴＣ）衍生化以增加灵敏度［１０］。

２　分离技术

２．１　高效液相色谱法

２．１．１　 反相色谱法（ｒｅｖｅｒｓｅｐｈａｓｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，

ＲＰＬＣ）　ＲＰＬＣ是常用的色谱分离方法。反相色谱的分离原

理是基于氨基酸和肽类物质与填充柱的疏水相互作用。Ｌｕ
等［１２］运用ＲＰＬＣＥＩＴＱ／ＭＳ建立了一种对细胞内９０种含氮

代谢物的定量检测方法，并采用此方法对沙门菌的胞内提取

物进行检测，准确鉴别了３６种代谢物，其中包括１５种常见的

氨基酸。史春云等［１３］采用ＳｉｎｏｃｈｒｏｍＯＤＳＢＰ色谱柱，以２，４
二硝基氟苯（ＦＤＮＢ）柱前衍生化方法对嗜碱微生物Ｌｐ３３发酵

不同时间细胞内１７种氨基酸分析，得到嗜碱微生物细胞内氨

基酸在发酵过程中的变化趋势，并简要分析了相关代谢途径。

　　使用粒径为３μｍ的Ｃ１８反相色谱柱对小肽进行分离，具

有较好的精密度、准确性及回收率。孙艳亭等［１４］研究了在三

氯氧磷辅助下Ｌ羟脯氨酸的成肽反应，并建立了基于ＲＰＬＣ

ＥＳＩＭＳ／ＭＳ的对Ｌ羟脯氨酸二肽、Ｌ羟脯氨酸环二肽和Ｌ
羟脯氨酸三肽定性鉴别方法。Ｐｅｔｒｉｔｉｓ等［１５］将离子对反相色

谱法（ｉｏｎｐａｉｒＲＰＬＣ）与电喷射质谱（ＥＭＳ）联用，在３０ｍｉｎ内

定性分析了２３个小肽。

　　尽管传统的反相色谱应用广泛，但由于强极性和亲水性

的小分子中极性的功能基团易于和流动相形成偶极矩作用，

即被“溶剂化”，而与非极性的固定相缺乏这种作用，导致强极

性组分停留在流动相中而无法与固定相作用，因此通常流出

而无法得到分离。也有研究采用离子交换色谱或离子对色谱

代替ＲＰＬＣ进行分离分析，如在反相色谱Ｃ１８柱上应用离子对

色谱就可以分离没有衍生化的氨基酸。但这两种分离模式因

与质谱检测器的兼容性较差，导致其在氨基酸和小肽分析中

应用受限［１６］。

２．１．２　亲水作用色谱（ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ

ｐｈｙ，ＨＩＬＩＣ）　ＨＩＬＩＣ具有和正相色谱（ＮＰＬＣ）类似的保留

行为，能为强极性待测样品提供合适的保留，又具有与反相

色谱（ＲＰＬＣ）相似的流动相体系，与多种检测器，尤其是质

谱，有良好的兼容性。因此，ＨＩＬＩＣＭＳ方法极其适用于微生

物极性代谢物分析，包括核苷酸、羧酸类、氨基酸、小肽等［１７］。

典型的 ＨＩＬＩＣ流动相体系是在高比例的有机相（如乙腈）中

加入少量的水相。根据不同需要还可以使用四氢呋喃、二　
烷以及醇类等有机相。Ｙｏｓｈｉｄａ［１８］对使用 ＨＩＬＩＣ柱分离肽

类进行了详尽的综述。Ｂａｊａｄ等［１９］进行基于ＬＣＭＳ方法的

代谢组学研究，并建立了一套简单的 ＨＩＬＩＣＭＳ方法，在多

反应监测（ＭＲＭ）模式下对复杂样品中的数百种极性物质进

行定量检测，包括各种氨基酸、核苷酸以及羧酸。

２．１．３　多孔石墨碳（ｐｏｒｏｕｓｇｒａｐｈｉｔｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＰＧＣ）

填充柱　ＰＧＣ填充色谱柱可应用于氨基酸和肽类物质的分

离，具有保留强极性物质的能力，随着氨基酸和小肽极性的

增加，它的吸附作用增强，在反相色谱柱上不能或只能弱保

留的强极性氨基酸和小肽可以在ＰＧＣ柱上有良好的保留行

为，有关文献［２０］对 ＰＧＣ柱的原理、性质和应用作了研究。

ＰＧＣ材料在ｐＨ 值１～１４、高温以及各种溶剂中均稳定。

ＮｅｍｅｔｈＫｉｓｓ等［２１］使用ＰＧＣ柱分离出９种长度为２～６个氨

基酸的小肽。Ｃｈａｉｍｂａｕｌｔ等［２２］应用ＰＧＣ柱在加入离子对试剂

的条件下实现了对２０种未衍生化的蛋白质氨基酸的分离。目
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前ＰＧＣ柱尚未广泛应用于对复杂多肽混合物的分离。

２．２　气相色谱（ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＧＣ）　ＧＣ广泛应用于

代谢物及代谢组学研究，其优势在于：（１）所得的数据可通过

匹配ＧＣＦＩＤＭＳ专属数据库（如 ＮＩＳＴ等）进行分析；（２）对

于挥发性物质，采用ＧＣＭＳ可以用相对较少的花费进行高

通量的分析［２３］。Ｓｐｕｒａ等［２４］应用 ＧＣＭＳ在１８ｍｉｎ内定量

分析了啤酒酵母中１３种常见氨基酸。Ｓｍａｎｔ等［７］采用 ＧＣ

ＭＳ方法，对氯甲酸甲酯衍生化后的微生物胞内代谢物进行

测定，并建立了一整套的操作规程，其中包括超过１００种的

氨基酸和非氨基酸类物质。由于氨基酸和小肽类物质通常

极性较大且不易挥发，因此需先对其进行衍生化。并不是所

有的衍生化产物都可以通过ＧＣ分析，如精氨酸会分解成鸟

氨酸，谷氨酸会重排成焦谷氨酸［２５］。此外，衍生化试剂和产

物对水都很敏感，操作过程中应严格避免水的引入。衍生化

过程繁琐是ＧＣ分析的主要缺陷，并且提取和浓缩过程中造

成的产物损失都会对测定结果的准确性产生影响。

２．３　毛细管电泳（ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＣＥ）和毛细管电

色谱（ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＣＥＣ）　ＣＥ已经被用

于分离和检测氨基酸、肽类和蛋白质。这一方法所需的样品

量极少，也因此需要高灵敏度的检测器。激光诱导荧光检测

器是常用的检测器，衍生化的氨基酸检测限可以达到１０－２０

ｍｏｌ。由于采用该检测技术前需要进行样品衍生化和浓缩，

整个分析时间较长［２６］。

　　ＣＥＣ 综合了毛细管电泳（高分辨率、快速、高效）和

ＨＰＬＣ（可使用不同流动相和填充物）的优点，所使用的流动

相与质谱的兼容性更好。ＣＥＣ存在的一个问题是它容易在

柱中产生气泡，这可以通过增大进口压力来解决。压力驱动

毛细管电色谱（ｐＣＥＣ）的流动相驱动力是电渗流和压力之

和，与单纯的毛细管电色谱相比可以快速洗脱，减少气泡的

产生。中性的反相Ｃ１８整体柱用于ＣＥＣ，既可分离中性物质，

也可分离带电物质。其分离肽类的能力可达到理论塔板数

２０００００［２７］。Ｈａｒａｄａ等［２８］利用ＣＥＭＳ对未经衍生化处理的

氨基酸进行了分析。

３　检测方法

　　常见的氨基酸和肽类检测方法包括 ＵＶ／Ｖｉｓ法、核磁共

振波谱法（ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＮＭＲ）和质谱法（ｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＳ）等。

　　衍生化方法的不同直接导致 ＵＶ检测波长的改变。氨

基酸检测的一个经典的方法是锂缓冲盐溶液的阳离子交换

色谱分离后，用茚三酮柱后衍生化，ＵＶ检测波长为４４０～

５７０ｎｍ。异硫氰酸苯酯与氨基酸柱后衍生化生成苯胺硫甲

酰基，可在２５４ｎｍ波长下检测。近几年出现的ＡＱＣ柱前衍

生化试剂可适用于ＵＶ和质谱检测器［１０］。

　　ＮＭＲ能快速对样品进行高通量的分析，具有良好的重

现性，信号强度与代谢物的浓度呈线性相关，可以准确定量。

此外，ＮＭＲ不需要复杂的样品前处理过程。但与质谱相比，

其灵敏度不高，而微生物内氨基酸和小肽的量又往往很低，

对ＮＭＲ的使用造成了一定限制。而现有的高照射频率的商

用核磁共振仪可以达到９５０ＭＨｚ，提高了仪器的灵敏度和分

辨率［２９］。将ＮＭＲ应用于生物样品的代谢组学检测的文献

已有很多［３０］。然而由于重叠共振，１Ｄ１ＨＮＭＲ不适合定量分

析［２］，二维ＮＭＲ如２Ｄ１Ｈ１３Ｃ异核单量子相干谱（ＨＳＱＣ）的

应用则可提高测定的灵敏度，进行定量分析。Ｈｉｍｍｅｌｒｅｉｃｈ
等［３１］根据ＮＭＲ检测得到的氨基酸代谢组信息，应用模式识

别的方法对来自５种酵母类型的４４２种真菌进行了分类。

　　ＭＳ在结合色谱分离方法的同时，也可用直接进样法，这

一技术通常使用大气压化学电离，如ＥＳＩ、ＡＰＣＩ离子源。直

接进样是一种高通量的方法，可以在几分钟内处理一个样

品。Ｃａｓｔｒｉｌｌｏ等［３２］应用ＤＩＥＳＩＭＳ对啤酒酵母胞内代谢物进

行检测，可以同时测定超过２５种胞内代谢产物。利用特定

方法将色谱分离技术与质谱技术相结合，具有快速、高通量、

适用性强等优点，如Ｄａｌｌｕｇｅ等［３３］建立了一种对微生物发酵

液中２０种未衍生化氨基酸快速分析的方法，采用液相色谱

串联电喷雾质谱，以５种核素标记的氨基酸做内标，在４ｍｉｎ
内实现对全部氨基酸的定量分析。同时，若增加仪器的分辨

率则能获得更好的分析效果，如ＴＯＦＭＳ、ＦＴＩＣＲＭＳ、离子

阱或使用串联质谱如ＱＴＯＦＭＳ等，通过运用高分辨质谱可

将相对分子质量几乎相同的物质进行明确鉴别，如谷氨酰胺

和赖氨酸，它们的理论相对分子质量分别为１４６．０６９１２和

１４６．１０５５１，可通过 ＱＴＯＦＭＳ进行明确表征。尽管应用

ＭＳ可以进行高通量的分析，但是它有自身的局限性，如不能

识别对映异构体。此外，所有的样品成分同时进入ＥＳＩ离子

源，可能会产生离子抑制或促进［３４］。

４　展　望

　　本文结合微生物样品前处理方法，综述了目前研究中所

采用的各种分析测定氨基酸和小肽分析技术的特点及应用。

ＨＰＬＣ方法在分离氨基酸和小肽中起着重要作用，可根据待

测物的特点选择适当的色谱柱，但尚未有一种色谱柱可以满

足所有氨基酸和小肽的快速分离；ＧＣ具有高通量分析的特

点，灵敏度较高，但需要提取浓缩等前处理步骤，而且往往需

要衍生化，操作过程比较繁琐，也容易引入误差；ＣＥ和ＣＥＣ
作为相对较新的技术，也开始被应用于微生物代谢物的分

离，具有高分辨率、快速、高效等优点，但也存在前处理繁琐、

柱中易产生气泡等问题；ＮＭＲ为高通量方法，重现性好，前

处理简单，但是灵敏度相对较低，使用二维ＮＭＲ可在一定程

度上提高灵敏度并更适于定量分析。

　　一直以来，微生物代谢组学是研究的热点，但以现有技

术尚不足以对微生物全代谢物组进行分析。因此，研究者可

根据具体研究对象，选择某一类或几类物质进行分析。针对

氨基酸和小肽的分析，其发展应主要集中在优化前处理方

法、减少分析时间、提高分辨率以及增强检测器的适用性上。

众多分析方法中，液质联用技术，尤其是新型色谱柱结合高

分辨串联质谱技术，近年来发展迅速，体现出快速、灵敏、方

法简便、高通量、适用性强等优点，已解决了生物样品分析的
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各种难题，也已应用于氨基酸、小肽的分离分析。因此，设计

并完善一套成熟的液质联用方法，同时进行全面的方法学考

察，对于微生物中氨基酸小肽分析方法的发展具有重要意

义，也是该领域亟待解决的问题。

５　利益冲突
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