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摘　要：采用高效液相色谱荧光法（ＨＰＬＣＦＬＤ）建立了中华鲟和长江鲟尿液中 Ｌ色氨酸的测定方法。中华
鲟和长江鲟尿液样品由Ｖ（甲醇）∶Ｖ（乙腈）＝１∶１提取，离心后，上清液经 ＥＮＶＩ１８固相萃取小柱净化，利用
ｓｙｍｍｅｔｒｙ＠ Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）进行分离，以乙腈１％（体积分数）甲酸水溶液（１０∶９０，体积
分数）为流动相等度洗脱，在流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，荧光波长λｅｘ＝２８５ｎｍ，λｅｍ＝３５３ｎｍ条件下进行检测。结果显
示：Ｌ色氨酸标准品的峰面积与其质量浓度在０．０１０～２．０００μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好，线性回归方程为
ｙ＝２４７．２７ｘ－０．１２５５（Ｒ２＝１）。Ｌ色氨酸的检出限（ＬＯＤ）为 ０．００５μｇ／ｍＬ，定量限（ＬＯＱ）为０．０２０μｇ／ｍＬ。
Ｌ色氨酸空白加标回收率为 ８２．２％ ～１０２．１％，样品基质加标回收率为 ８５．６％ ～９５．１％，相对标准偏差
（ＲＳＤ）均小于５．７％。本方法有良好的回收率和精密度，且步骤简便，经济省时，可用于中华鲟和长江鲟尿液
Ｌ色氨酸的检测，为研究Ｌ色氨酸在濒危鲟鱼中华鲟和长江鲟信息交流方面的作用奠定方法学基础。
关键词：中华鲟；长江鲟；Ｌ色氨酸；高效液相色谱；尿液
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　　Ｌ色氨酸是人和动物的一种必需氨基酸，对
机体内外均有重要作用：对内直接参与合成蛋白

质，构成机体组织［１］，肝脏、肾脏、脑等器官代谢，

产生具有生物活性的中间产物，如５羟色胺［２３］、

尼克酸、Ｌ犬尿氨酸［２］；对外如 Ｌ犬尿氨酸可参
鱼类繁殖期的信息交流［４］。相关研究［５６］表明，

大多数鱼类能感受到几乎所有氨基酸的刺激，一

些鱼类嗅上皮组织中含有Ｌ氨基酸结合蛋白［７］，

由此推测Ｌ色氨酸亦可能在鱼体外发挥信息交
流作用。中华鲟和长江鲟均为我国特有种，属于

国家一级保护动物，已被世界自然保护联盟

（ＩＵＣＮ）红色目录列为极危（ＣＲ）物种。尽管作
者［８９］已成功实现了中华鲟和长江鲟的全人工繁

殖，但在人工繁殖过程中，存在个别催产后的雌

鱼未排卵或排卵不彻底的情况，影响繁殖效果，

而Ｌ色氨酸可能有利于诱导促进雌雄的繁殖行
为发生。本实验通过引进和改良检测哺乳动物

和植物等样品中Ｌ色氨酸的方法，并应用于鱼类

尿液，成功建立了用高效液相色谱荧光法测定中
华鲟和长江鲟尿液Ｌ色氨酸的方法，为进一步研
究Ｌ色氨酸对中华鲟和长江鲟繁殖过程中的信
息交流提供技术支撑。

１　材料与方法
１．１　主要仪器及设备

主要仪器及设备：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ＬＣ高效液相
色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ｓｙｍｍｅｔｒｙ＠ Ｃ１８色谱
柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ，美国Ｗａｔｅｒｓ公司）；梅
特勒 ＭＥ２０４Ｅ电子分析天平（瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲ
ＴＯＬＥＤＯ公司）；离心机（ＧＬ２０Ｂ，高速冷冻离心
机，上海安亭科学仪器公司）；ＥＮＶＩ１８固相萃取小
柱（３ｃｃ／５００ｍｇ，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；尼龙针式过
滤器（０．２２μｍ／１３ｍｍ，安徽ｂｉｏｓｈａｒｐ公司）。
１．２　标准品及试剂

标准品及试剂：Ｌ色氨酸标准品（色谱纯，美
国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；甲醇（色谱纯，美国 ＪＴ
Ｂａｋｅｒ公司）；甲酸（色谱纯，上海 Ａｌａｄｄｉｎ公司）；
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乙腈（色谱纯，美国ＪＴＢａｋｅｒ公司）；乙酸铵（分析
纯，美国ＪＴＢａｋｅｒ公司）；氢氧化钠（分析纯，上海
Ｍａｃｋｌｉｎ公司）。
１．３　样品材料
１．３．１　样品来源

所用样品分别取自中国水产科学研究院长

江水产研究所荆州太湖基地催产前的６尾性成
熟中华鲟尿液（２０１７年１０月），以及宜宾市珍稀
水生陆生动物研究所（长江上游自然保护区珍稀

特有鱼类驯养救护中心）催产前的１２尾性成熟
长江鲟尿液（２０１８年３月）。
１．３．２　样品采集方法

采用活体采样的方法。将鱼体置于担架，腹

部朝上，由专业人员双手沿腹部从胸鳍向尾鳍滑

行按压至出现清亮透明无色的尿液，用消毒过的

５００ｍＬ烧杯接取，再分装记录。
１．４　实验方法
１．４．１　标准溶液配制

准确称取１０ｍｇＬ色氨酸标准品于１００ｍＬ
棕色容量瓶中，加入８００μＬＮａＯＨ溶液（１ｍｏｌ／
Ｌ），超纯水定容至１００ｍＬ，配制成终浓度为１００
μｇ／ｍＬ的母液，于－２０℃避光保存。
１．４．２　样品前处理

提取：取１ｍＬ尿液于２ｍＬ离心管，６０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，转移上清液至１０ｍＬ离心管，避
光静置１０ｍｉｎ，依次加入 １ｍＬ甲醇和 １ｍＬ乙
腈，涡旋振荡１ｍｉｎ，避光静置５ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，转移上清液至１０ｍＬ离心管，待净
化。

净化：依次加入１０ｍＬ甲醇、５ｍＬ超纯水、５
ｍＬ乙酸铵（０．０１５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝５）活化 ＥＮＶＩ１８
固相萃取小柱。将上清液加入小柱，依靠重力作

用使上清液全部过柱。依次加入 ２ｍＬ乙酸铵
（０．０１５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝５）和 ６ｍＬ乙酸铵（０．０１５
ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝６）［１０］并收集滤液和洗脱液，取１ｍＬ
样液，０．２２μｍ针式过滤膜过滤至上样小瓶待上
机。

１．４．３　色谱条件
色谱柱：ｓｙｍｍｅｔｒｙ＠ Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ ×

４．６ｍｍ，５μｍ，美国Ｗａｔｅｒｓ公司）；柱温：３５℃；流
动相：Ａ为乙腈，Ｂ为 １％（体积分数）甲酸水溶
液，洗脱程序：Ａ∶Ｂ＝１０∶９０（体积分数），等度洗
脱；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：３０μＬ；荧光波长：

λｅｘ＝２８５ｎｍ，λｅｍ＝３５３ｎｍ。

２　结果与讨论

２．１　样品前处理过程优化
国内外有关 Ｌ色氨酸的检测方法主要有高

效液相色谱质谱法［１１１４］、高效液相色谱二极管
阵列检测器检测法［１５］、比色法［１６］、高效液相色谱

法［１７１８］等。通常，人和动物尿液样品的检测多用

高效液相色谱质谱法、高效液相色谱二极管阵
列检测器检测法和比色法等，其中，比色法受人

为因素影响误差较大，质谱、二极管和高效液相

联用的方法前处理所需试剂种类众多，衍生化反

应过程复杂，处理时间较长，且需要较丰富的操

作经验，不适用于大批量样品的快速检测。高效

液相色谱法多用于植物［１７］、微生物发酵液［１８］、血

液［１１］等样品的检测，较少用于鱼类尿液的检测。

鲟鱼尿液样品中大部分是水和无机离子，少

量含氮有机物［１９］和采样过程中混入的杂质，基质

成分较简单，物理方法提取净化待测物即可达到

理想的效果。静置沉淀、高速离心可初步降低非

目标物质的含量，甲醇、乙腈提取目标物，固相萃

取柱和尼龙滤膜进一步过滤掉大分子杂质，净化

目标物。整个前处理过程试剂种类少、步骤少，

无衍生化反应用时少，降低了目标物的损失率。

２．２　色谱条件选择
２．２．１　流动相的选择

实验观察流动相的组成及ｐＨ对分析物的影
响。采用同一浓度标准品在 ３组流动相检测出
峰情况，３组流动相分别为：（１）乙腈超纯水（１０∶
９０，体积分数）；（２）甲醇超纯水（１０∶９０，体积分
数）；（３）乙腈１％（体积分数）甲酸水溶液
（１０∶９０，体积分数）。结果表明，选择流动相组
（１）和（２）未出现目标峰，流动相组（３）出现对称
性较好且尖锐的目标峰。原因可能是 Ｌ色氨酸
的等电点为５．８９［２０］，母液中一定量的 ＮａＯＨ促
使Ｌ色氨酸解离出Ｈ＋，Ｌ色氨酸自身带负电，流
动相组（１）和（２）呈中性，目标物未能与流动相结
合或结合量极少，色谱峰面积响应值较低，几乎

与基线相平。选择流动相组（３），带负电的 Ｌ色
氨酸与带部分正电的流动相结合，通过检测器，

目标峰与基线分离，且峰形较尖锐，对称性良好。

由于Ｌ色氨酸自身特殊的结构，可溶于稀酸、稀
碱，母液中加入的强碱，一方面母液中 Ｌ色氨酸
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粉剂可充分溶解，另一方面促进 Ｌ色氨酸解离带
电，加入１％（体积分数）甲酸，促进带负电的Ｌ色
氨酸与流动相结合，提高峰面积的响应值（图１）。

图１　选择流动相乙腈１％（体积分数）
甲酸水溶液（１０∶９０，体积分数）的色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆａｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅｏｆａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ１％ （ｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ）ｆｏｒｍｉｃ
ａｃｉｄａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ（１０∶９０，ｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ）

２．２．２　流速的选择
观测３种流速 ０．８ｍＬ／ｍｉｎ、１．０ｍＬ／ｍｉｎ和

１．２ｍＬ／ｍｉｎ对Ｌ色氨酸保留时间的影响，结果显
示 Ｌ色氨酸保留时间随流速的增大而提前（图
２），其中：选择 ０．８ｍＬ／ｍｉｎ流速下保留时间为
（８．２５±０．０２）ｍｉｎ，相对标准差（ＲＳＤ）为０．２１％；
选择１．０ｍＬ／ｍｉｎ流速下保留时间为（６．７６±
０．０４）ｍｉｎ，ＲＳＤ为０．６２％；选择１．２ｍＬ／ｍｉｎ流速
下保留时间为（５．５８±０．１０）ｍｉｎ，ＲＳＤ为１．７４％。

图２　流速和保留时间的关系图
Ｆｉｇ．２　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｆｌｏｗｒａｔｅ

ａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ

　　由图３可知，杂质峰大部分出现在５ｍｉｎ之
前，仅少量出现在７．５ｍｉｎ之后。选择１．２ｍＬ／
ｍｉｎ，目标峰保留时间与杂质峰保留时间较接近，
不易与杂质峰分离，且流速过大，不利于延长色

谱柱的使用寿命；选择０．８ｍＬ／ｍｉｎ，分析时间过
长，色谱峰变宽；选择流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，目标峰在

６．７８ｍｉｎ左右与杂质峰较好地分离，且目标峰两
侧没有杂质峰的干扰，峰形较好。

图３　３种流速下的色谱图
Ｆｉｇ．３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍａｂｏｕｔｔｈｒｅｅｆｌｏｗｒａｔｅｓ

２．２．３　检测波长的选择
Ｌ色氨酸自身结构含有苯环，随流动相通过

紫外检测器或荧光检测器，均能检测到目标物。

因此，在能够达到检测要求的条件下，使用高效

液相色谱仪代替与高效液相色谱仪联用的仪器

设备，可降低仪器成本和操作难度。考虑到样品

中Ｌ色氨酸含量可能较低，因此选择相同浓度下
响应值较高的荧光检测器。实验考察 ３组荧光
波长 λｅｘ＝２８５ｎｍ和 λｅｍ ＝３５３ｎｍ，λｅｘ＝２６０
ｎｍ［２１２２］和λｅｍ＝３４０ｎｍ

［２３］，λｅｘ＝２８０ｎｍ和λｅｍ＝
４４０ｎｍ［１６］，在色谱条件不变的情况下分别设置，
结果显示在波长为 λｅｘ＝２８５ｎｍ，λｅｍ＝３５３ｎｍ处
得到较好的峰形，且基线平稳（图１）。
２．３　标准曲线、检出限和定量限

取母液配制成一系列不同浓度梯度（２．０００，
１．０００，０．５００，０．２００，０．１００，０．０５０，０．０２０，０．０１０
μｇ／ｍＬ）的工作液，按优化后的色谱条件进行分
析，以Ｌ色氨酸的色谱峰面积为纵坐标（ｙ），对应
的质量浓度为横坐标（ｘ）绘制标准曲线。实验结
果表明，Ｌ色氨酸在 ０．０１０～２．０００μｇ／ｍＬ的范
围内线性关系良好，线性回归方程为 ｙ＝
２４７．２７ｘ－０．１２５５（Ｒ２＝１）。以３倍和１０倍信噪
比分别求得检出限（ＬＯＤ）为０．００５μｇ／ｍＬ、定量
限（ＬＯＱ）为０．０２０μｇ／ｍＬ。其线性范围及检测限
均能满足样品检测要求。
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２．４　回收率
以超纯水为空白基质，长江鲟尿液为样品基

质，每种基质分别添加低（０．０５０μｇ／ｍＬ）、中
（０．５００μｇ／ｍＬ）、高（２．０００μｇ／ｍＬ）３个水平的
Ｌ色氨酸标准品，按实验方法进行空白加标回收
实验，每个水平平行测定５次。结果显示：Ｌ色氨

酸空白加标回收率为８２．２％ ～１０２．１％，ＲＳＤ为
１．６６％～４．６４％；基质加标回收率为 ８５．６％ ～
９５．１％，ＲＳＤ为２．１７％～４．８８％。所测结果回收
率在７０％～１２０％范围内，ＲＳＤ均小于５．０％，表
明检测结果稳定性良好，数据准确可靠，满足样

品检测要求，可用于实际样品的检测（表１）。

表１　空白基质和样品基质在低、中、高３个水平下的加标回收率及相对标准偏差
Ｔａｂ．１　ＲｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄＲＳＤｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅａｔｌｏｗｌｅｖｅｌ，ｍｅｄｉｕｍｌｅｖｅｌ

ａｎｄｈｉｇｈｌｅｖｅｌｉｎｂｌａｎｋｓｕｂｓｔｒａｔｅａｎｄｓａｍｐｌｅｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｎ＝５

样品Ｓａｍｐｌｅｓ
加标后浓度

Ｆｏｕｎｄ／
（μｇ／ｍＬ）

基质浓度

Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ／
μｇ

添加量

Ａｄｄｅｄ／
μｇ

低水平 Ｌｏｗｌｅｖｅｌ
回收率

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％
ＲＳＤ／
％

中水平 Ｍｅｄｉｕｍｌｅｖｅｌ
回收率

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％
ＲＳＤ／
％

高水平 Ｈｉｇｈｌｅｖｅｌ
回收率

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％
ＲＳＤ／
％

超纯水

Ｕｌｔｒａｐｕｒｅ
ｗａｔｅｒ

０．０５１±０．００２ ０ ０．０５０ １０２．１±４．６ ４．５４    
０．４３９±０．００７ ０ ０．５００   ８７．８±１．５ １．６６  
１．６４４±０．０７６ ０ ２．０００     ８２．２±３．８ ４．６４

尿液

Ｕｒｉｎｅ

０．０７２±０．００１ ０．０２４ ０．０５０ ９５．１±２．１ ２．１７    
０．４５７±０．０２１ ０．０２４ ０．５００   ８６．４±４．２ ４．８８  
１．７３６±０．０６３ ０．０２４ ２．０００     ８５．６±３．１ ３．６６

２．５　准确性及精密度
取质量浓度为０．０１０μｇ／ｍＬ的 Ｌ色氨酸标

准品溶液，重复进样 ５次，测定其色谱峰面积。
结果显示：保留时间为６．８８３～６．８６２ｍｉｎ（平均
值为６．８２５ｍｉｎ），ＲＳＤ为０．５８％；色谱峰面积为
２．５２～３．２７（平均值为２．８５），色谱峰面积 ＲＳＤ
为１０．４８％。５次进样的保留时间及色谱峰面积
变化结果见图４。

图４　标样（０．０１０μｇ／ｍＬ）保留时间及峰面积结果
Ｆｉｇ．４　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｐｅａｋａｒｅａ
ａｂｏｕｔｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅ（０．０１０μｇ／ｍＬ）

　　取质量浓度为０．１００μｇ／ｍＬ的 Ｌ色氨酸标
准品溶液，重复进样 ５次，测定其色谱峰面积。
结果显示：保留时间为６．６２９～６．８２７ｍｉｎ（平均
值为６．７４９ｍｉｎ），ＲＳＤ为０．９６％；色谱峰面积为
２５．１２～３０．６４（平均值为 ２６．９１），ＲＳＤ为
７．２２％。５次进样的保留时间及色谱峰面积变化
结果见图５。

图５　标样（０．１００μｇ／ｍＬ）保留时间及峰面积结果
Ｆｉｇ．５　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｐｅａｋａｒｅａ
ａｂｏｕｔｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅ（０．１００μｇ／ｍＬ）

　　取空白基质加标（０．０５０μｇ／ｍＬ）溶液，重复
进样９次，测定其色谱峰面积。结果显示：保留
时间为 ６．７４６～６．８０７ｍｉｎ（平均值为 ６．７７０
ｍｉｎ），ＲＳＤ为０．３７％；色谱峰面积为０．８４～１．２１
（平均值为０．９９），ＲＳＤ为１２．０６％。９次进样的
保留时间及色谱峰面积变化结果见图６。

结果表明：标准溶液低水平（０．０１０μｇ／ｍＬ）
和中水平（０．１００μｇ／ｍＬ）及空白基质加标溶液重
复进样，Ｌ色氨酸保留时间ＲＳＤ均小于１％，稳定
性和精密性均良好；色谱峰面积 ＲＳＤ较高，但均
小于１５％，其中低水平标准样液和空白基质加标
色谱峰面积差异较大，原因可能是目标物浓度过

低，色谱峰响应值较小，误差较大，表明浓度过

低，检测结果精密度越低。因此，检测目标物浓

度较低的样品时，应尽量减少稀释倍数，或加入

３５５
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浓缩步骤，相对提高上样溶液目标物的浓度，尽

量避免手动积分出峰面积，减少因主观因素造成

的误差。

图６　空白基质加标（０．０５０μｇ／ｍＬ）
保留时间及峰面积结果

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｐｅａｋａｒｅａａｂｏｕｔ
ｂｌａｎｋｍａｔｒｉｘｗｉｔｈｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅ（０．０５０μｇ／ｍＬ）

２．６　实际样品检测
２．６．１　中华鲟尿液Ｌ色氨酸检测

取６尾中华鲟的尿液，每尾鱼３个平行，按照
实验方法第１．３节对样品进行处理，利用高效液
相色谱仪依照１．４节中色谱条件检测样品中的
Ｌ色氨酸。０．０１０μｇ／ｍＬ标样色谱图见图７ｂ，其
中：１尾中华鲟尿液目标物色谱图见图７ａ；中华鲟
尿液Ｌ色氨酸浓度见表２。

２．６．２　长江鲟尿液Ｌ色氨酸检测
取１２尾长江鲟的尿液，方法同第２．５．１节中

华鲟尿液 Ｌ色氨酸检测。其中１尾长江鲟尿液
目标物色谱图见图７ｃ；长江鲟尿液Ｌ色氨酸浓度
见表２。

图７　中华鲟尿液目标物成分（ａ），０．０１０μｇ／ｍＬ
标样（ｂ）和长江鲟尿液目标物成分（ｃ）色谱图

Ｆｉｇ．７　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄｏｆｕｒｉｎｅ
ｆｒｏｍＡ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ（ａ），０．０１０μｇ／ｍＬｓｔａｎｄａｒｄ

ｓａｍｐｌｅ（ｂ）ａｎｄｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｏｆｕｒｉｎｅｆｒｏｍＡ．ｄａｂｒｙａｎｕｓ（ｃ）

表２　不同中华鲟尿液（ｎ＝６）和长江鲟尿液（ｎ＝１２）中Ｌ色氨酸的浓度
Ｔａｂ．２　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＬｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔＡ．ｓｉｎｅｎｓｉｓｕｒｉｎｅ（ｎ＝６）ａｎｄＡ．ｄａｂｒｙａｎｕｓｕｒｉｎｅ（ｎ＝１２）

样品

Ｓａｍｐｌｅｓ 序号Ｎｕｍｂｅｒ 保留时间

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｍｉｎ ＲＳＤ／％ 样品浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（μｇ／ｍＬ）
ＲＳＤ／％

中华鲟Ａ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ

１ ６．８６３±０．００７
２ ６．８６３±０．００２
３ ６．８２４±０．００６
４ ６．８７０±０．００１
５ ６．８３８±０．０１７
６ ６．８２２±０．００９

０．３１

０．１６２±０．００３
０．２９０±０．００１
０．６６１±０．０１６
０．４５６±０．０２９
０．１１５±０．００２
１．３１８±０．０３０

８１．７７

长江鲟Ａ．ｄａｂｒｙａｎｕｓ

１ ６．７５２±０．００７
２ ６．７５６±０．００１
３ ６．７５４±０．００５
４ ６．７４９±０．００３
５ ６．７４９±０．００５
６ ６．７４８±０．００１
７ ６．７４７±０．００２
８ ６．７４５±０．００５
９ ６．７４７±０．００２
１０ ６．７４３±０．００３
１１ ６．７４３±０．００２
１２ ６．７３６±０．００２

０．０８

０．０２４±０．００１
０．０２５±０．００２
０．０３０±０．００２
０．１１７±０．００６
０．０８０±０．００８
０．０３２±０．００１
０．０３５±０．００２
０．０３７±０．０００
０．０２４±０．００１
０．０６１±０．０３３
０．０２７±０．００１
０．０４７±０．００１

２．８

４５５
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　　图７显示，０．０１０μｇ／ｍＬＬ色氨酸标样，中华
鲟尿液和长江鲟尿液目标物保留时间接近。中

华鲟尿液目标物平均保留时间为（６．７４７±
０．００５）ｍｉｎ，长江鲟尿液目标物平均保留时间为
（６．８４８±０．０２１）ｍｉｎ。从表２看出，中华鲟尿液
和长江鲟尿液目标物保留时间相对标准偏差

（ＲＳＤ）分别为０．３１％和０．０８％，保留时间基本一
致。由第 ２．５节结果得知，质量浓度为 ０．０１０
μｇ／ｍＬ的Ｌ色氨酸标准品溶液平均保留时间为
（６．８２５±０．０４４）ｍｉｎ，两种鲟鱼尿液目标物平均
保留时间与０．０１０μｇ／ｍＬＬ色氨酸标样平均保留
时间比较结果见表 ３。中华鲟尿液目标物和
０．０１０μｇ／ｍＬ的 Ｌ色氨酸标样的保留时间无显
著性差异（Ｐ＞０．０５），表明中华鲟尿液目标物保
留时间与Ｌ色氨酸标准品保留时间一致，进一步
说明中华鲟尿液中含有 Ｌ色氨酸。长江鲟尿液
目标物与０．０１０μｇ／ｍＬ的 Ｌ色氨酸标样的保留
时间有显著差异（Ｐ＜０．０５），表２表明长江鲟尿
液目标物保留时间基本一致（ＲＳＤ为 ０．０８％），
且图７ｃ目标峰１左右两边无杂峰干扰，可认为目
标峰 １即为 Ｌ色氨酸的色谱峰，然而出现与
０．０１０μｇ／ｍＬ的 Ｌ色氨酸标样的保留时间有差
异的原因可能是更换新的流动相引起保留时间

不稳定而出现偏差。

表３　Ｌ色氨酸标样（０．０１０μｇ／ｍＬ）、中华鲟尿液
目标物和长江鲟尿液目标物保留时间差异

Ｔａｂ．３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅａｍｏｎｇＬｔｒｙ
ｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅ（０．０１０μｇ／ｍＬ），ｕｒｉｎｅ
ｏｆＡ．ｓｉｎｅｎｓｉｓａｎｄＡ．ｄａｂｒｙａｎｕｓ

样品

Ｓａｍｐｌｅｓ
保留时间／ｍｉｎ
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ

０．０１０μｇ／ｍＬＬｔｒｙｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅ ６．８２５±０．０４４ａ

ＵｒｉｎｅｏｆＡ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ ６．８４８±０．０２１ａ

ＵｒｉｎｅｏｆＡ．ｄａｂｒｙａｎｕｓ ６．７４７±０．００５ｂ

注：同一列数据上标不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｒｅｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｍｅａｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）

　　从表２可看出：每一尾中华鲟的尿液均检测
出Ｌ色氨酸，且不同个体尿液中Ｌ色氨酸含量差
异较大（ＲＳＤ为８１．７７％）；每一尾长江鲟的尿液
均检测出Ｌ色氨酸，不同个体尿液中Ｌ色氨酸含
量差异不大（ＲＳＤ为２．８％）。由于中华鲟和长
江鲟每年的繁殖群体数量有限，加之大部分鱼在

采样时没有尿液，因此，中华鲟和长江鲟的尿液

样品数量较少。此研究中样品检测结果仅表明

中华鲟和长江鲟尿液中含有 Ｌ色氨酸，但个体间
是否有显著差异，需要增加样本数量，进行后续

研究。

Ｌ色氨酸是鱼类的必需氨基酸，需从外界环
境或饵料获得，经过自身消化系统，在正常情况

下，其代谢产物如 Ｌ犬尿氨酸随尿液排出［２４］，然

而，本实验在中华鲟和长江鲟的尿液中检测到 Ｌ
色氨酸。据相关文献，一些鱼类的生活史中，前

列腺素类、含氮化合物［２５］、类固醇结合物［２６］和氨

基酸及氨基酸代谢物［４］可随尿液排泄到环境中，

且一些物质只在繁殖季节或者某一性别的鱼类

排出［２７］，诱导雄性排精或雌性产卵，已在性成熟

雌性马苏大马哈鱼（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍａｓｏｕ）的尿液
中发现Ｌ犬尿氨酸，并参与繁殖期的信息交流，
是马苏大马哈鱼重要的性信息素［４］。本实验中，

中华鲟和长江鲟的尿液均取自繁殖群体，且样品

没有混入其他杂质，由此推测，中华鲟和长江鲟

尿液中Ｌ色氨酸可能与其群体信息交流有关，下
一步将重点开展这方面的研究工作。

３　结论

本实验首次建立了高效液相色谱快速检测

中华鲟和长江鲟尿液中 Ｌ色氨酸的分析方法。
以甲醇乙腈（１∶１）提取Ｌ色氨酸，经 ＥＮＶＩ１８固
相萃取小柱净化，无需进行衍生化反应；采用

ｓｙｍｍｅｔｒｙ＠ Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５
μｍ），优化色谱条件，在荧光波长 λｅｘ＝２８５ｎｍ，
λｅｍ＝３５３ｎｍ，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ条件下可将尿液
中Ｌ色氨酸与杂质峰很好地分离。另外，该方法
Ｌ色氨酸标准曲线线性关系良好，回收率、精密度
及准确率均符合检测分析要求，可适用于鲟鱼类

尿液Ｌ色氨酸定性及定量检测。这为进一步研
究鲟鱼尿液中 Ｌ色氨酸对鲟鱼的作用提供快速
准确的检测方法，对掌握 Ｌ色氨酸在鲟鱼类信息
交流过程中的作用有重要意义。
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