
西北植物学报,2022,42(3):0507-0516
Acta

 

Bot.Boreal.-Occident.Sin.

  doi:10.7606/j.issn.1000-4025.2022.03.0507                   http://xbzwxb.alljournal.net

收稿日期:2021-10-18;修改稿收到日期:2022-01-09
基金项目:国家自然科学基金(31160060);天水市自然科学基金(2021-FZJHK-8712)
作者简介:杨玲娟(1969-),女,教授,研究方向为植物次生代谢物提取与检测。E-mail:gstsylj@163.com

山黧豆活性成分β-ODAP的检测方法研究进展

杨玲娟1,焦成瑾2,张小寒3,赵菲佚2

(1
 

天水师范学院
 

化学工程与技术学院,甘肃天水
 

741001;
 

2
 

天水师范学院
 

生物工程与技术学院,甘肃天水
 

741001;3
 

中国农业

大学
 

食品科学与营养工程学院,北京
 

100083)

摘 要:β-N-草酰-L-α,β-二氨基丙酸(β-N-oxalyl-L-α,
 

β-diaminopropionic
 

acid,β-ODAP)是山黧豆中的一种重要非

蛋白氨基酸,与三七中的三七素为同一种次生代谢物,具有止血、兴奋神经、抗菌等多种生物活性。自20世纪60
年代和80年代在山黧豆等豆类和三七等植物中分别发现β-ODAP以来,科研工作者建立了多种检测方法。该文

对近年来国内外有关检测β-ODAP的传统分析法、高效液相色谱法(HPLC)、色谱-质谱法(GC/LC-MS)、毛细管电

泳法及酶学分析法等的基本原理及应用研究进展进行了综述,这些检测方法各有所长,具体选择依实验条件和实

验目的而定。其中,柱前衍生化高效液相色谱法是目前应用最广泛的方法,高成本同位素内标的LC-MS则被誉为

“金标准”。但特异、快速和低成本的检测方法一直是人们的追求目标,因而进一步完善酶传感器技术是β-ODAP
检测领域在将来的主要研究方向。
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Abstract:
 

The
 

important
 

non-protein
 

amino
 

acid
 

β-N-oxalyl-L-α,
 

β-diaminopropionic
 

acid
 

(β-ODAP)
 

in
 

La-
thyrus

 

sativus
 

and
 

dencichine
 

in
 

Panax
 

notoginseng
 

are
 

the
 

same
 

secondary
 

metabolite.
 

It
 

has
 

various
 

bio-
logical

 

activities,
 

such
 

as
 

hemostasis,
 

nerve
 

stimulation,
 

antibacterial,
 

etc..
 

Since
 

it
 

was
 

discovered
 

in
 

L.
 

sativus
 

and
 

other
 

legumes
 

in
 

the
 

1960s,
 

and
 

in
 

P.
 

notoginseng
 

and
 

other
 

plants
 

in
 

the
 

1980s,
 

many
 

detec-
tion

 

methods
 

for
 

β-ODAP
 

have
 

been
 

developed.
 

In
 

this
 

review,
 

the
 

basic
 

principles
 

and
 

applications
 

of
 

these
 

methods,
 

including
 

traditional
 

analysis,
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

(HPLC),
 

chroma-
tography-mass

 

spectrometry
 

(GC/LC-MS),
 

capillary
 

electrophoresis
 

and
 

enzymatic
 

analysis,
 

were
 

as-
sessed

 

and
 

compared.
 

Generally,
 

these
 

methods
 

have
 

their
 

own
 

strengths,
 

and
 

the
 

specific
 

choice
 

depends
 

on
 

the
 

experimental
 

conditions
 

and
 

experimental
 

purposes.
 

Among
 

them,
 

HPLC
 

with
 

pre-column
 

derivat-
ization

 

is
 

currently
 

the
 

most
 

widely
 

used
 

method,
 

while
 

high-cost
 

LC-MS
 

with
 

isotope
 

internal
 

standard
 

is
 

known
 

as
 

the
 

“gold
 

standard”.
 

However,
 

it
 

is
 

the
 

pursuit
 

of
 

goals
 

that
 

the
 

specific,
 

rapid
 

and
 

low-cost
 

strategy
 

for
 

β-ODAP
 

determination
 

to
 

be
 

developed.
 

The
 

improvement
 

of
 

enzyme
 

sensor
 

technology
 

is
 

therefore
 

the
 

main
 

research
 

direction
 

for
 

β-ODAP
 

detection
 

in
 

the
 

future.
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  山黧豆(Lathyrus
 

sativus)不仅具有抗旱、耐
寒、耐贫瘠等生物学特性,而且营养丰富(种子蛋白

质含量可达25%~30%,将近是小麦的2倍),一直

作为优质的高蛋白小杂粮作物和饲料被广泛种植与

利用[1]。另外,山黧豆还具有很强的抗重金属污染

能力[2-3],可作为环境修复植物用于重金属污染土壤

或湿地的修复。但是,山黧豆的内源活性物质β-N-
草酰基-L-α,β-二氨基丙酸(β-N-oxalyl-L-α,

 

β-dia-
minopropionic

 

acid,β-ODAP)在高浓度时表现为神

经毒性[4],使其作为高蛋白质植物资源的利用和开

发受到限制。其实,β-ODAP不仅存在于山黧豆属

植物中[5],在猪屎豆属[6]、金合欢属[7]、苏铁[8]等植

物的不同组织中也均有发现。在三七[9]、人参[10]、
西洋参[11]等五加科名贵中药材中也分离鉴定出β-
ODAP,并被命名为三七素(dencichine)。研究表

明,β-ODAP既是山黧豆神经中毒的活性成分,又是

三七的止血活性成分,而且还具有抗菌、参与Zn2+

转运、清除羟基自由基、保护植物光呼吸代谢等其他

生物活性;在山黧豆等豆类中,它还参与植物抗逆性

等多种代谢反应活动[12-14]。然而,β-ODAP的同分

异构体α-ODAP却基本无生物活性(图1),在植物

中含量也非常低,一般不超过5%(干重)[4]。
由于山黧豆神经中毒涉及β-ODAP的神经活

性作用,自1964年被分离鉴定以来,β-ODAP一直

被视为山黧豆种植与利用的负面因子。出于毒理

学、山黧豆低毒品种的选育、β-ODAP生物化学合成

及影响因素等研究需要,不同学者建立了一系列β-
ODAP的检测方法[14-15]。在三七、人参等中药材中

的发现和鉴定则不仅使人们认识到它的功能多样

性,而且极大地促进了其检测技术的开发[16]。回顾

这些检测技术,一方面将帮助研究者选择合适的β-
ODAP检测手段,另一方面将对开发其他氨基酸类

植物次生代谢产物检测技术提供有价值的参考。

1 传统检测法

β-ODAP是一种游离氨基酸,早期的含量测定

多采用检测氨基酸通用的分离及显色方法,如比色法、

图1 β-ODAP及其异构体α-ODAP
Fig.1 β-ODAP

 

and
 

its
 

isomer
 

α-ODAP

层析法和氨基酸自动分析仪法等。比色法是利用

ODAP碱水解后的产物α,β-二氨基丙酸(α,β-Dia-
minopropionic

 

acid,DAP)与邻苯二甲醛(O-Phtha-
laldehyde,OPA)在乙硫醇存在下能生成黄色化合

物,在420
 

nm比色测定β-ODAP的含量[17]。该方

法最早由 Rao[18]创建,并经李志孝等[19]及Briggs
等[20]进行了改进。该方法设备简单、成本低、显示

灵敏,特别适用于大量样品的筛选分析。例如,

Priyanka等[21]利用此方法测定了孟加拉国100个

栽培山黧豆品种的 ODAP,含量范围在0.13%~
0.57%(干重)之间,并结合基因标记技术将这些山

黧豆品种分成4个 ODAP含量不同的组。Em-
mrich等[22]使用96孔板对比色法进行了改进并建

立了检测β-ODAP的高通量平板光度法。在此基

础上,郝晓鹏等[23]对137份国际山黧豆种质资源的

叶片ODAP含量进行了检测,并据此将其划分为5
个等级,其中高毒、低毒资源各8份[23]。在pH

 

=
 

8
时,β-ODAP的水解产物DAP在巯基乙醇存在下与

OPA的反应产物具有很强的荧光(激发波长470
 

nm,发射波长530
 

nm),借此建立了β-ODAP的荧

光光度分析法,线性范围为0.01~1
 

μg/mL,其灵

敏度比普通可见光比色法高2~3个数量级[24]。
薄层层析(thin

 

layer
 

chromatography,TLC)和
高效薄层层析法(HPTLC)采用吸附、分配、离子交

换等不同分离介质,依据不同组分比移值的差异实

现分离测定。Paradkar等[25]采用TLC法快速检测

ODAP以判定豆制品中是否掺杂了价格低廉的山

黧豆,焦成瑾等[26]利用阳离子树脂交换分离与TLC
分离相结合,将ODAP与山黧豆中其他氨基酸完全

分开。Tarade等[27]用正丁醇-吡啶-水(10∶10∶5,
 

V/V/V)为展开剂、0.2%茚三酮溶液显色、光密度

仪测定ODAP含量,对3种烹饪方法加工的山黧豆

食品中的ODAP降解动力学进行了详细研究。章

观德等[28]利用荧光胺与β-ODAP反应,高效薄层层

析法检测了不同三七头中β-ODAP含量,发现含量

范围在0.316%~0.382%之间。
氨基酸自动分析仪分析法是基于阳离子交换柱

分离、柱后用茚三酮显色、光度法测定氨基酸含量的

分析方法。李天荣等[29]建立了山黧豆β-ODAP检

测的氨基酸分析仪法,并用来分析水分胁迫对山黧

豆萌发过程中β-ODAP和氨基酸的影响[30]。此外,
氨基酸分析仪法还用于三七、人参、鲜人参和红参中

的ODAP含量测定[31-33],为这些药材止血效果的评

估提供了重要参考。
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总之,传统分析法仪器设备简单,易实现,灵敏

度和准确度也比较低,不能有效区分β-ODAP与α-
ODAP,但特别适合处理大量筛选或分等级的样品

材料,尤其在野外或实验条件比较差的研究中工作

效率很高。因此,这一方法至今仍广泛使用。
 

2 高效液相色谱法

2.1 直接检测法

除芳香族氨基酸外,绝大多数氨基酸在近紫外

区无吸收,因此不能直接用紫外检测器测定其含量。

ODAP分子中含有草酰基团(图1),而草酸本身有

紫外吸收(210
 

nm附近),因此,不少学者利用高效

液相色谱法(high
 

performance
 

liquid
 

chromatogra-
phy,HPLC)以紫外检测器直接测定生物样品中草

酸的含量[34-35]。国内三七等中药材料的β-ODAP
检测方法主要基于此原理。崔秀明等[36]在213

 

nm
处建立了三七中β-ODAP的直接 HPLC检测方法,
发现云南文山产的三七中β-ODAP含量比较高,花
蕾、茎 叶、根 茎、主 根、侧 根 和 须 根 含 量 分 别 为

0.86%、0.37%、0.88%、0.52%、0.41%和0.89%;
付春梅等[37]在220

 

nm下检测,发现云南三七制品

中β-ODAP含量范围在0.561%~0.582%之间;谢
国祥等[38]将样品抽提液在HPLC仪中直接进样,在

214
 

nm下检测,从商品三七干燥根中分离纯化了β-
ODAP,并用质谱法进行了确认;张玉萍等[39]

 

在213
 

nm下检测发现商品三七片中的β-ODAP含量范围

在0.428%~0.435%之间;山丽梅等[40]
 

在213
 

nm
下系统检测了云南文山三七产业园中的各种规格的

三七头,发现商品规格最差的“无数头”中β-ODAP
含量最高,可达1.02%,并且止血效果也最好,而商

品规格最高的“13头”至一般规格的“120头”的含量

在0.52%~0.69%之间,止血效果也一般,从而第

一次发现三七头的止血效果与商品规格不相关,而
与β-ODAP含量呈正相关,进一步证明β-ODAP的

止血效果;刘光等[41-42]
 

利用 HPLC在213
 

nm检测

了三七干燥根和根的总皂苷提取废液中β-ODAP
含量,为废液中β-ODAP的回收利用提供了重要

参考。
基于草酸紫外吸收的直接 HPLC法操作简单,

但易受样品中有机酸,尤其是游离草酸的干扰。本

课题组采用此方法分析三七和山黧豆中β-ODAP含

量时发现,在C18 色谱柱中,草酸与β-ODAP的保留

时间几乎重合,而且草酸的存在会干扰β-ODAP与α-
ODAP的有效分开。植物新鲜样品中一般都存在含

量可观的草酸,尤其是山黧豆幼苗组织;另外,样品加

热处理过程中也容易发生β-ODAP向α-ODAP转

化[43],更重要的是直接检测法显然无法区分ODAP
的两种同分异构体,导致检测结果偏高。因此,山黧

豆等材料的β-ODAP检测一般很少用此方法。
对于无明显可见光吸收的物质来说,蒸发光散

射检 测 器 (evaporative
 

light
 

scattering
 

detector,
 

ELSD)和电雾式检测器(charged
 

aerosol
 

detection,

CAD)也是 HPLC中广泛使用的通用检测器[44-46]。
样品抽提液过滤后也可直接进样进行检测。通过

ELSD检测器[47]和CAD检测器[11]分别对不同类型

的三七及西洋参中的β-ODAP进行 HPLC法测定,
结果与其他检测方法相似。

直接进样检测β-ODAP之所以能获得比较准

确的结果正是得益于HPLC的良好分离能力,即不

管采用哪种检测器,均遵循先分离再检测。所以,只
要能控制好β-ODAP和α-ODAP在 HPLC柱子中

的分离效果,理论上不管用哪种检测器均能得到准

确的检测结果。

2.2 间接检测法(柱前衍生法)
由于β-ODAP和α-ODAP的偶极距差别不大,

即它们的极性很相近,在广泛使用的C18 色谱柱中

很难完全分开。但是与适当的衍生化试剂反应后两

者产物的偶极距显著增大(表1)[48],这样相应增大

的极性差别足以使衍生物在C18 柱中分开。这正是

各种柱前衍生法的分离检测优势。
柱前衍生检测法解决了ODAP紫外吸收弱、极

性强不易在色谱分析碳柱中保留、两种异构体不易

分离等问题,是测定β-ODAP应用最为广泛的一种分

析方法。但不同的衍生试剂,反应条件、衍生物稳定

表1 β-ODAP和α-ODAP及其部分衍生物的偶极距[48]

Table
 

1 Dipole
 

moments
 

of
 

β-ODAP
 

and
 

α-ODAP
 

and
 

some
 

of
 

their
 

derivatives

衍生试剂及衍生物
 

Derivative
 

reagent
 

and
 

derivative
偶极距

 

Dipole
 

moment

-
β-ODAP 2.38

α-ODAP 3.46

丹磺酰氯(dansyl-Cl)
Dansyl

 

chloride
β-ODAP-dansyl 9.94

α-ODAP-dansyl 4.67

对硝基苄氧基碳酰氯(PNZ-Cl)
P-Nitrobenzyloxycarbonyl

 

chloride

β-ODAP-PNZ 6.18

α-ODAP-PNZ 2.46

2,
 

4-二硝基氟苯(FDNB)
2,

 

4-Dinitrofluorobenzene
β-ODAP-DNB 8.29

α-ODAP-DNB 4.05
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性、分离效果、β-ODAP保留时间等具有明显差异。

2.2.1 邻苯二甲醛衍生法 氨基酸与 OPA反应

产物(图2)既可以紫外检测,也可以荧光检测[49],该
方法检测β-ODAP最早由印度学者Rao建立,后被

称为“Rao法”[50]。该方法操作相对简单,准确灵

敏,样品量少;灵敏度比茚三酮高出10
 

倍;衍生试剂

不干扰分离与检测,不必除去过量试剂;能有效分离

β和α两种异构体。缺点是β-ODAP事先需要水

解,衍生产物不稳定,需要及时测定,而且β-ODAP
的出峰时间比较长。如Thippeswamy等[51]在β-巯
基乙醇存在下,用邻苯二甲醛衍生化山黧豆种子粉

提取物,在340
 

nm下检测得到β-ODAP的灵敏度

为(1.54±0.04)
 

mg/L,在C18 柱中的保留时间为

13.6
 

min。Hussain等[50]对6个不同实验室的改进

方法与Rao的原始方法进行对比,发现不同方法的

检测结果有明显的出入。通过反复试验,发现保证

检测结果重复性的关键是使用0.5
 

mol/L
 

四硼酸盐

作为缓冲液,并将这种新方法命名为Campbell法。

2.2.2 9-芴基甲氧基碳酰氯衍生法 9-芴基甲氧

基碳酰氯(9-fluoreneylmethyl
 

chloroformate,
 

FMOC)
一般用于合成多肽的氨基保护剂,与带有伯及仲氨

基的氨基酸反应可生成具有荧光(也有紫外吸收)的
衍生物(图3)。因此,可以利用FMOC作为柱前衍

生试 剂 测 定 氨 基 酸[52]。Kisby等[53]针 对 OPA-
DAP衍生物的不稳定性,建立了以FMOC为衍生

试剂,荧光检测ODAP含量的方法。对该方法改进

后检测山黧豆种子中ODAP含量,检出限可达到皮

摩尔(pmol)水平[54]。朱静等[55]对三七根粉的检测

中,以硼酸缓冲液为反应介质,在室温下仅需1
 

min
即可完成反应。说明该方法灵敏度高,产物稳定,反
应不受样品基质的干扰,但缺点是无法区分 ODAP
的两个异构体。不过,在山黧豆干种子和三七干根

粉中几乎不含α-ODAP。

2.2.3 异硫氰酸苯酯衍生法 异硫氰酸苯酯(Phe-
nylisothiocyanate,PITC)是常见的氨基酸衍生化试

剂(图4)。它作为柱前衍生试剂可有效的区分β-
ODAP和α-ODAP,衍生反应在室温下仅10

 

min即

可完成;产物在紫外区有强吸收(254
 

nm),性质稳

定,在室温数小时或冰箱数周后均稳定不分解,表现

出诸多优点。利用这种方法,Khan等[56]分析了山

黧豆幼 苗 中 的β-ODAP 含 量;Kuo等[57]发 现β-
ODAP广泛存在于人参的种子、幼芽、秧苗和茎中。
种子中β-ODAP的含量与山黧豆中的含量相近,占
种子游离氨基酸的70%左右。对不同地区、不同基

因型的山黧豆中β-ODAP及其他游离氨基酸分析

发现,所有山黧豆样品中的高精氨酸含量均为最高,

β-ODAP次之;但不同品种的含量变化较大[58]。但

是,衍生反应完成后需真空干燥以除去过量衍生试

剂,衍生物不具有荧光,方法灵敏度不够高,PITC
易降低柱的寿命。

2.2.4 2,4-二硝基氟苯衍生法 兰州大学李志孝

课题组用2,4-二硝基氟苯(2,4-Dinitrofluorobenzene,

图2 氨基酸与OPA的反应

Fig.2 The
 

reaction
 

between
 

amino
 

acids
 

and
 

OPA

图3 氨基酸与FMOC的反应

Fig.3 The
 

reaction
 

of
 

amino
 

acids
 

with
 

FMOC

图4 PITC与氨基酸的反应

Fig.4 The
 

reaction
 

of
 

PITC
 

with
 

amino
 

acid
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FDNB)为衍生试剂建立了检测β-ODAP可靠的方

法[59](图5)。1
 

mL样品萃提液(或氨基酸标准溶

液)真空干燥后加入100
 

μL
 

0.5
 

mol/L的NaHCO3
溶液溶解,然后加入100

 

μL
 

FDNB衍生化试剂(100
 

mg
 

FDNB溶解于100
 

mL乙腈,每日新制)混匀,于

60
 

℃加热30
 

min,冷至室温,加入0.01
 

mol/L的

KH2PO4 溶液,旋混数秒,0.45
 

μm滤膜过滤,取20
 

μL进行分析,β-ODAP和α-ODAP可良好分离。黄

海霞等[60]采用此方法同时测定了三七不同部位三

七素和18种游离氨基酸的含量。该方法的最大优

点是β-ODAP和α-ODAP衍生物最先出峰(保留时

间2~4
 

min),大大缩短了分析时间。
张海霞等[61]和赵兴秀等[62]进一步优化了色谱

条件,采用恒组分洗脱测定了山黧豆中β-ODAP的

含量,并对β-ODAP的提取方法进行了筛选。天水

师范学院焦成瑾和杨玲娟课题组采用乙腈和 HAc-
NaAc(17∶83,V/V)为流动相,恒组分洗脱,使色谱

峰 峰 形 得 到 优 化(图6)[48],在0.40
 

μg/mL~1.2
 

mg/mL范围内线性关系良好;并以此分析了三七

和 山 黧 豆 不 同 组 织 中 β-ODAP 和 α-ODAP 含

量[63-64]。该方法的缺点是反应时间长(30
 

min),反
应温度较高(60

 

℃),导致α-ODAP的比例升高,但
转化导致的误差通过标准品消除,不影响检测结果。

2.2.5 其他衍生试剂法 测定β-ODAP的柱前衍

生试剂除了上述几种之外,还有对硝基卞氧基碳酰氯

1.
 

β-ODAP;2.
 

α-ODAP;3.
 

天冬氨酸;4.
 

丝氨酸;5.
 

谷氨酸;

6.精氨酸;7.
 

DNB-OH;8.
 

组氨酸;9.
 

高精氨酸;10.
 

苏氨酸;

11.
 

丙氨酸;12.
 

脯氨酸;13.
 

半胱氨酸;14.
 

酪氨酸;15.
 

缬氨酸;

16.
 

甲硫氨酸;17.
 

赖氨酸;18.
 

异亮氨酸;19.
 

亮氨酸;20.
 

苯丙氨酸

图5 β-ODAP及其他氨基酸与FDNB形成的

衍生物的色谱图[59]

1.
 

β-ODAP;
 

2.
 

α-ODAP;
 

3.
 

Asp;
 

4.
 

Ser;
 

5.
 

Glu;
 

6.
 

Arg;
 

7.
 

DNB-OH;
 

8.
 

His;
 

9.
 

Homoarginine;
 

10.
 

Thr;
 

11.
 

Ala;
 

12.
 

Pro;
 

13.
 

Cys;
 

14.
 

Tyr;
 

15.
 

Val;
 

16.
 

Met;
 

17.
 

Lys;
 

18.
 

Ile;
 

19.
 

Leu;
 

20.
 

Phe

Fig.5 Chromatograms
 

of
 

derivatives
 

of
 

β-ODAP
 

and
 

other
 

amino
 

acids
 

with
 

FDNB

(PNZ-Cl)、丹磺酰氯(Dansyl-Cl)、6-氨基喹啉机-N-羟
基丁二酰亚氨基甲酸酯(AQC)等。Jia等[65]和Yan
等[66]利用PNZ-Cl为衍生剂在260

 

nm检测了山黧豆

中ODAP的两种异构体,同时分析了其中的高精氨

酸和生物胺的含量。该方法在室温下2
 

min即可完

成衍生,产物稳定,缺点是需梯度洗脱,ODAP的两种

异构体夹在其他氨基酸中间出峰。Dansyl-Cl衍生物

法最早由Tapuhi等[67]提出,Xing等[68]将其应用于山

黧豆中β-ODAP和α-ODAP的测定,衍生反应在60
 

℃下25
 

min完成。该方法衍生物稳定,线性关系良

好(相关系数为r
 

>
 

0.999),对β-ODAP的检测限为

2~3
 

ng、平均回收率为98%,可以将山黧豆样品中游

离氨基酸及α-ODAP和β-ODAP很好的分离;但反应

时间需严格掌握。此外,AQC也可应用于测定山黧

豆样品α-ODAP和β-ODAP的含量[69-70],其保留值分

别为6.07和3.85
 

min,并且与其他氨基酸分离良好,
但衍生物在室温下易分解[71]。

总之,间接法通过与特定的衍生试剂反应,为

ODAP分子引入苯环或共轭键,一方面使ODAP分

子具有紫外吸收或发射荧光而便于检测,另一方面

还可以明显改善分子的偶极矩,增大α-ODAP和β-
ODAP极性差异,有效分离这两种同分异构体。相

应衍生反应的条件、需要的时间、产物的保留时间以

及检出限因衍生试剂而显著不同(表2)。

3 色谱-质谱法

色谱-质谱联用法是将高效率的色谱分离与高

灵敏度的质谱鉴定相结合的分析技术,可以很好地

解决复杂化合物的分离及分析问题。Pan等[8]用N-乙

保留时间为3.576和4.073的峰分别为β-ODAP和

α-ODAP的衍生物

图6 三七叶游离氨基酸的FDNB衍生物色谱图[48]

The
 

peaks
 

with
 

retention
 

times
 

of
 

3.576
 

and
 

4.073
 

are
 

derivatives
 

of
 

β-ODAP
 

and
 

α-ODAP,
 

respectively

Fig.
 

6
 

Chromatograms
 

of
 

FDNB
 

derivatives
 

of
 

free
 

amino
 

acids
 

in
 

the
 

roots
 

of
 

Panax
 

notoginseng
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表2 不同柱前衍生试剂检测β-ODAP结果比较

Table
 

2 A
 

comparison
 

of
 

different
 

derivatization
 

reagents
 

for
 

detecting
 

β-ODAP

衍生试剂
Derivatization

 

reagent

反应时间
Reaction

 

time
/min

保留时间
Retention

 

time
/min

检出限
Detection

 

limit
/(μmol/L)

检测器
Detector

文献
Reference

OPA 2 <14 17.5 紫外或荧光UV/Fluorescence [51]

FMOC 1 <12 0.34 荧光Fluorescence [55]

PITC 10 <12 50 紫外
 

UV [56]

FDNB 30 <4 30 紫外UV [59]

AQC 10 <4 10 荧光Fluorescence [69]

DNS-CI 25 10.5 13 荧光Fluorescence [68]

PNZ-CI 5 12.1 0.2 紫外UV [66]

氧甲酰乙酯(N-ethoxycarbonyl
 

ethyl
 

ester,ECEE)
作衍生化试剂,通过GC-MS技术对9种苏铁种子

的成分进行了鉴定,发现其中2种苏铁种子(Mac-
rozamia

 

moorei 和 M.
 

communis)含有β-ODAP。

Xie等[72]用氯甲酸乙酯(ethyl
 

chloroformate,ECF)
为衍生试剂,以2-氯苯丙氯甲酸乙酯为内标,测定

了三七中β-ODAP及其他21种氨基酸的含量,β-
ODAP的检出限为0.5

 

μg/mL,提取液中含量为2
 

μg/mL。针对β-ODAP熔点高且存在异构化现象,
朱静等[73]选用液相色谱-质谱联用技术研究三七素

的两个对映异构体在兔子体内的代谢动力学,发现

D型、L型三七素在家兔体内的代谢行为基本一致,
都符合二室模型;建立的 HPLC-MS方法对D型和

L型三七素的检出限分别是10和8
 

ng/mL。张勇

等[74]以羧甲司坦(carbocystelne)为内标,以甲醇为

衍生试剂,生成三七素双甲酯衍生物(羧甲司坦双甲

酯衍生物),应用串连质谱(LC-MS-MS)法分析了三

七素在大鼠及犬体内的分布、代谢和排泄情况,该方

法的线性范围为0.02~50
 

μg/mL,大鼠血液中β-
ODAP的浓度检出限为0.02

 

μg/mL,血浆中的提

取回收率为97.1%。值得关注的是,采用稳定同位

素标记的di-13C
 

β-L-ODAP作为内标物进行高灵敏

度LC-MS检测,可准确测定山黧豆、豌豆和鹰嘴豆

中低含量的β-ODAP,用以判定这些作物不同组织

中是否含有β-ODAP
[22]。这一同位素内标法被誉

为测定β-ODAP的“金标准”。

4 毛细管电泳法

毛细管电泳(capillary
 

electrophoresis,CE)技
术是以高压电场为驱动力,毛细管为分离通道,利用

样品中不同带电微粒的电迁移速度不同而实现分离

的一种手段。目前CE技术在药物分析中有非常广

图7 酶传感器检测β-ODAP的反应机理示意图[71]

Fig.7 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

reaction
 

mechanism
 

of
 

enzyme
 

sensor
 

for
 

detecting
 

β-ODAP

泛的应用[75]。郑萍等[76]应用毛细管区带电泳(CZE),

195
 

nm紫外检测,测得三七药材中β-ODAP的含量

在0.583%~0.659
 

%之间,这个测定范围与其他方

法的测定结果相近。Arentoft等[77]及Zhao等[78]利

用CZE测定了山黧豆种子、苗及叶中的β-ODAP和

α-ODAP含量,测定结果与 HPLC法的结果基本接

近。CE法能彻底分离β-ODAP、α-ODAP,操作简单,
快速,成本低,适于对大量样品的筛选测定。

5 酶 法

由于酶对底物具有高效且高度专一性的催化效

率,利用酶对特定化合物进行识别和含量测定,即为

酶分 析 法。Rao 等[79]首 先 提 出 用 酶 法 测 定 β-
ODAP的方法。山黧豆样品提取液经阳离子交换

层析及酸水解后加入二氨基丙酸-氨裂合酶,37
 

℃
保温45

 

min后加入0.2%的2,4-二硝基苯肼,于

520
 

nm处比色测定,以无活性酶样品为空白对照,
方法可准确到5

 

μg。此外,可通过谷氨酸氧化酶

(glutamate
 

oxidase,GlOx)催化β-ODAP氧化分解

来检测β-ODAP。GlOx氧化分解β-ODAP时会产
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生H2O2,H2O2 在过氧化物酶(辣根过氧化物酶)的
催化下氧化还原性染料使其变色,以光度法分析氧

化前后吸光度的差异间接测得β-ODAP的含量[80]

(图7)。十多年来,Moges等[71]为提高检测灵敏

度,对该方法进行了大量改进,但至今仍未开发出能

实际应用的GlOx酶传感器。Peng等[81]从绵羊瘤

胃中分离到了形态不同的3种球菌,它们都可以分

解利用β-ODAP。如果能从中分离出分解β-ODAP
的酶,进一步开发出酶传感器,则β-ODAP的检测

会更加简便快捷,特异性好。

6 展 望

目前虽然已经明确β-ODAP的止血活性和神

经兴奋性作用,但两种不同功能的分子机理至今不

完全清楚,对β-ODAP多样性生物活性涉及的分子

机理进一步阐明将无疑拓展人们对这一神奇氨基酸

的应用领域。进一步的深入研究需要纯度较高的β-
ODAP和高灵敏度的检测方法。纯品β-ODAP的

获取途径不外乎从天然植物资源中分离提纯和化学

合成两种途径。近年出现的分子印迹(molecular
 

imprinting,MI)靶向天然产物分离制备技术因其具

有的特异性识别特点而受到广泛重视[82]。该技术

预先以天然产物活性成分或其结构类似物为模板分

子,制备具有特异性识别功能的高分子聚合物,并以

其为分离材料,从天然产物中分离得到目标活性成

分。谢宏凯等[83]通过 MI技术制备了对三七素具有

高度选择识别性和高吸附容量的聚合物,将此聚合物

用作固相萃取吸附填料,定向分离制备了三七中的β-
ODAP。吸附实验证明分子印迹靶向聚合材料最大

吸附容量为0.185
 

mmol/g,在15
 

min内即能达到吸

附平衡,靶向分离三七素,其纯度高达98.7%,平均回

收率为83.7%。以MI为介质制备的小柱在β-ODAP
检测样品前处理中也将会有事半功倍的效果。

除以上提及的β-ODAP主流检测方法,还有一些

属很少使用但在特定场合下实用的检测手段。目前,
柱前衍生色谱法是β-ODAP研究中应用最为广泛的

分析方法。柱前衍生解决了ODAP紫外吸收弱、极
性强、不易在C18 柱保留、两种异构体不易分离等问

题。衍生试剂多样,衍生简单,分析效率高,大多能有

效分离两种异构体。毛细管电泳和液质联用法因其

高效的分离能力和高灵敏度被广泛应用于极难分离

组分的分离;稳定性同位素内标法的LC-MS被誉为

检测β-ODAP的“金标准”,可准确、灵敏、定性定量分

析低含量ODAP样品。由于ODAP热异构化现象的

存在,常温提取,常温检测将是β-ODAP检测方法努

力的方向之一,因此,以 MI法制备提取,以新型的特

异性固定化酶电极或传感器作为检测手段将是未来

β-ODAP分析检测的研究方向。
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