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摘要"为了探讨文物蛋白胶结材料的气相色谱
?

质谱!

Z2?78

$分析方法"以正亮氨酸为内标"

.?

!叔丁基

二甲硅烷基$

?.?

甲基三氟乙酰胺!简称
7UW8Ù Q

$

f)J

特丁基二甲基氯代硅烷作为衍生化试剂"建立

了蛋白胶料中常见的丙氨酸&甘氨酸等
))

种氨基酸的标准曲线"测定了每种氨基酸的精密度和检出限"

并将该方法用于现代参考胶料和文物样品的分析测量%结果表明"

Z2?78

法对氨基酸的分离效果较

好"除羟脯氨酸的稳定性略差外"其余
)"

种氨基酸标准曲线的相关系数!

!

$均大于
"H**

"

))

种氨基酸的

相对标准偏差!

M8N

$为
(H+J

!

PHIJ

%甘氨酸的检出限最低"为
"H"PP

"

K

'

K

#亮氨酸的检出限最高"为

"HP+P

"

K

'

K

%在对猪皮胶&全蛋和牛奶
I

种现代参考胶料氨基酸分析的基础上"结合主成分分析!

A2Q

$

法揭示了
I

种胶料的特征性"并采用该方法鉴定了广西服饰金线文物样品中的蛋白胶料"表明该方法适

用于文物蛋白胶料的定量分析%

关键词"气相色谱
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质谱法!
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中国古代所使用的胶结材料主要是天然化

合物"如鸡蛋&动物胶!骨皮&乳汁&血液$及植物

胶等"该类物质易降解&老化"给分析鉴定工作

带来了挑战%目前"文物蛋白胶结材料!以下简

称/胶料0$的分析方法主要有氨基酸分析法,

)

-

&

红外光谱法,

(?!

-

&拉曼光谱法,

>?P

-

&高效液相色谱

法,

+

-

&气相色谱
?

质谱联用法!

Z2?78

$

,

L?*

-等%氨

基酸分析法能检测蛋白质水解后生成的单一氨

基酸"测定胶料中氨基酸总量"但需要样品量较

大,

)"

-

#红外光谱和拉曼光谱同属振动光谱"与

色谱技术相比"检出限较高,

P

-

"但红外光谱法

只能通过特征峰鉴别含有多糖和蛋白质的胶

结材料"难以细分胶料种类,

(

-

%色谱法是常见

的有机物分析方法"其中液相色谱法具有优

异的重现性"适用于不易气化或受热易分解

的样品%但测定文物蛋白胶料时"由于氨基

酸本身在紫外区吸收很弱"荧光性质也较差"

需先将其衍生为紫外吸收较强或有荧光性质

的物质以便测试,

))

-

%与液相色谱法相比"气

相色谱法更适于分析易气化的样品"具有较

高的分离效能和灵敏度,

)(

-

"气相色谱与质谱

联用后"在具有高效分离性能的基础上"兼具

特异鉴别能力,

)I

-

"这对测量复杂的文物样品

体系十分重要%

国内外学者已利用
Z2?78

鉴定文物中的

多种胶结材料%

Z-;;<0//

等,
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-使用
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鉴别了
)*

世纪特兰西瓦尼亚玻璃绘画中的胶

结材料及其降解产物"其中鸡蛋&动物胶&牛奶

!酪蛋白$和亚麻籽油广泛应用"部分样品使用

了松香和多糖类物质#在古罗马壁画胶结材料

中"植物蜡&十字花科植物油及松香等植物提取

物比动物胶更受偏爱,

)>

-

%

Z2?78

分析结合光

学显微镜观察能用于壁画工艺研究%例如"

U$<064/4

等,
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-采用该技术确定玻利维亚圣母
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玛利亚教堂的壁画是先用动物胶涂在石膏层上

打底"然后将鸡蛋和亚麻籽油与颜料混合的绘

制工艺%但
Z2?78

鉴定蛋白胶料的方法学研

究在国内外仍为空白%本研究拟探讨文物蛋白

胶料的气相色谱
?

质谱分析方法"测定丙氨酸&

甘氨酸等
))

种氨基酸的精密度和检出限"并应

用于文物蛋白胶料的鉴定%

C

!

实验部分

CDC

!

主要仪器与装置

+L*"Q?>*+>2

气相色谱
?

质谱联用仪)美国
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公司产品"配有电子轰击离子源!

@Y

$及

数据处理系统#

78N?LZ

微波消解仪)上海新仪

微波化学科技公司产品#

da?>""@

超声波清洗

器)昆山市超声仪器有限公司产品#

B\,?

%

W

离

心机)上海安亭科学仪器厂产品#

aX')""?(

氮

气吹扫仪)上海乔跃电子有限公司产品#

706;5.?

8F4;5:3?8:45/:5;$$%

实验室超纯水系统)上海

和泰仪器有限公司产品%

CDE

!

主要材料与试剂
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混合氨基酸标准溶液!包含
)?

丙

氨酸&甘氨酸&

)?

缬氨酸&

)?

亮氨酸&

)?

异亮氨

酸&

)?

丝氨酸&

)?

脯氨酸&

)?

苯丙氨酸&

)?

天冬氨

酸和
)?

谷氨酸"浓度均为
(H><<$%

'

B

$"

)?

羟

脯氨酸!简称
F

=9

$"内标氨基酸为
)?

正亮氨酸

!简称
'$.

$"衍生化试剂为
.?

!叔丁基二甲硅

烷基$

?.?

甲基三氟乙酰胺!简称
7UW8Ù Q

$

f)J

特丁基二甲基氯代硅烷)均为美国
84

K

<0?

Q%T.4:3

公司产品#氨水&吡啶)色谱纯"天津市

光复精细化工研究所产品#三乙胺)色谱纯"天

津市科密欧化学试剂有限公司产品#高纯氦气

!纯度
**H***J

$)四川梅塞尔气体产品有限公

司产品#盐酸)优级纯"四川西陇化工有限公司

产品#实验用水)

706;5.?8 F4;5:3?8:45/:5;$$%

实验室超纯水%

猪皮胶)按照古代动物胶的制作工艺制

成,

)+

-

#全蛋和牛奶)均为市售鸡蛋和牛奶%

CDF

!

实验条件

CDFDC

!

色谱条件
!

色谱柱)

FA 78?>

毛细管

柱!

I"<e"H(><<e"H(>

"

<

$#升温程序)

)""G

保持
(<4/

"以
PG

'

<4/

升至
(L"G

"并

保持至所有待测物全部流出#载气!

F5

$流速

)H><B

'

<4/

%

CDFDE

!

质谱条件
!

电子轰击!

@Y

$离子源#电子

能量
+"5#

#接口温度
(L"G

#离子源温度
(I"G

#

四极杆温度
)>"G

%

CDG

!

实验方法

CDGDC

!

标准曲线
!

!

)

$样品配制)以水为溶剂

将上述
QQ8)L

混合氨基酸标准溶液稀释
)"

倍"溶液中所分析的
))

种氨基酸浓度为
"H(>

<<$%

'

B

"该溶液简称为/混标0%分别取适量

F

=9

和
'$.

粉末"用水配制成
)H(> <<$%

'

B

F

=9

溶液"

L"

"

K

'

K

'$.

溶液备用%!

(

$取样&

加内标)共选择
L

个浓度点"取
)

&

I

&

>

&

+

&

*

&

))

&

)I

&

)>

"

B

!混标和
F

=9

溶液各
)

"

B

"以下同$"

分别加入
>

"

BL"

"

K

'

K

'$.

内标"氮气吹扫仪

吹干%!

I

$衍生化处理)在每个吹干后的样品

中"分别加入
!"

"

B

吡啶&

)"

"

B

衍生化试剂&

(

"

B

三乙胺"放入烘箱中"于
P> G

下衍生

I"<4/

%!

!

$
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测试)吸取
(

"

B

样品"手动

进样"按照
)HI

节条件进行测试"平行测量
P

次%

CDGDE

!

检出限
!

!

)

$萃取)加
)(""

"

B(H>

<$%

'

B

氨水溶液于样品瓶中"置于超声波仪中萃

取
)H>3

"重复
(

次"将离心得到的上层萃取液于

氮气保护下吹干%!

(

$净化)采用固相萃取
2!

柱进行样品净化"方法同文献,

)L

-%!

I

$水解)

微波辅助盐酸法水解蛋白质%在步骤!

(

$的样品

瓶中加入
(

滴
P<$%

'

BF2%

"置于加有
)"<B

P<$%

'

BF2%

的消解罐中"充入氮气并立即旋紧

消解罐盖子"于微波消解仪中进行水解%微波水

解条件为)在
>""[

功率下"

)""G

加热
)><4/

后升温至
)P"G

"加热
I"<4/

%!

!

$衍生化处

理)取出样品瓶"冷却降温后加入
>

"

BL"

"

K

'

K

'$.

内标"并于氮气保护下吹干%衍生化处理方

法同
)H!H)

节中的步骤!

I

$%!

>

$

Z2?78

测试)

方法同
)H!H)

节中的步骤!

!

$"平行测量
)(

次%

CDGDF

!

现代参考胶料的分析检测
!

分别取猪

皮胶&全蛋和牛奶胶料各
><

K

"实验方法同

)H!H(

节"仅在步骤!

)

$中加
><

K

现代参考胶

料"平行测量
)"

次%

E

!

结果与讨论

EDC

!

标准曲线及线性范围

以校正峰面积!

(

$和浓度!

B

"

"

K

'

K

$绘制
))

种氨基酸的标准曲线"并求得相关系数和线性

范围"结果列于表
)

%可知"

))

种氨基酸的线性

+II
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表
C

!

CC

种氨基酸的标准曲线方程&线性范围及检出限

@.;/5C

!

$+-5.75

Y

6.3+*-1

%

/+-5.7+3

0

7.-

:

51.-)/+9+31*2)53583+*-*2CC.9+-*.8+)1

氨基酸

Q<4/$0:4T6

线性方程

B4/50.5

_

-0;4$/6

相关系数

2$..5%0;4$/

:$5114:45/;6

线性范围

B4/50.

.0/

K

56

'!

"

K

'

K

$

标准偏差

8;0/T0.T

T5̂40;4$/6

!

#

$

斜率

8%$

9

5

!

*

$

检出限

B4<4;6$1T5;5:;4$/

!

?

)

$'!

"

K

'

K

$

丙氨酸
Q%0

(

h(H(!LBi"HP(I "H**L+ "H>P

!

PH>) "HIP( (H))) "H>)!

甘氨酸
Z%

= (

hIH(((Bi"H+"P "H**L( "H!>

!

>H!+ "H"P+ IH"IL "H"PP

缬氨酸
#0%

(

h(H"I(Bi"H>PP "H**L! "HPL

!

LH>L "HI*( )H*I+ "HP"+

亮氨酸
B5-

(

h)H*P"Bi"HL() "H**L) "HL>

!

*HP> "H!)! )HLI+ "HP+P

异亮氨酸
Y%5

(

h(H""LBi"HPI* "H**LI "H+L

!

*HP" "H(+" )H*)( "H!(!

丝氨酸
85.

(

h"HL>>Bi"H!I! "H**(+ "HL!

!

+HP* "H"*I "H++! "HIP"

脯氨酸
A.$

(

h)HI+"Bf"H)L+ "H**!I "HI+

!

LH!P "H"*! )H!"( "H(")

苯丙氨酸
A35

(

h)H))PBi"HP!( "H**+" )H"P

!

)(H() "H"PP )H"!" "H)*"

天冬氨酸
Q6

9 (

h)H!LPBi"H+I+ "H**+L "HL>

!

*HL( "H)L> )HI++ "H!"I

谷氨酸
Z%-

(

h)H(*+Bi"HLL* "H**P) )H"!

!

)"H*) "H)>! )H)+L "HI*(

羟脯氨酸
F

=9 (

h"HI()Bi(HI(* "H*L"! )(HPI

!

>(H") "H"(L "H(>I "HII(

图
C

!

猪皮胶#

.

$&全蛋#

;

$和牛奶#

8

$的
X%&'(

总离子流图

L+

:

MC

!

@*3./+*-86775-3847*9.3*

:

7.91*2

=

+

:

1O+-

:

/65

#

.

$%

5

::

#

;

$

.-)9+/O

#

8

$

关系良好"除羟脯氨酸的稳定性略差外"其余氨

基酸标准曲线方程的相关系数均大于
"H**

%

EDE

!

精密度

按照
)H!H)

节方法"混标进样量
))

"

B

!

4hP

$时"

))

种氨基酸的相对标准偏差!

M8N

$

在
(H+J

!

PHIJ

范围内%丝氨酸&羟脯氨酸由

于分子结构中含有羟基"不稳定"易被氧化,

)*

-

"

导致
M8N

"

>J

"其他
*

种氨基酸的
M8N

均不

超过
>J

%

EDF

!

检出限

仪器检出限是指在规定的条件下"当仪器

处于稳定状态时"仪器本身存在的噪音引起测

量读数的漂移和波动"其物理含义是在一定的

置信范围内能与仪器噪音相区别的最小检测信

号对应的待测物质的量%

根据表
)

中各氨基酸标准曲线方程"以截

距为
"

的曲线方程式计算求得空白样品中每种

氨基酸浓度&标准偏差及检出限
?

)

"其中
?

)

计算公式如下,

("

-

)

?

)

O

P

1

#

*

式中)

P

为置信因子#

#

为空白样品响应值的标

准偏差#

*

为截距为
"

时标准曲线的斜率!也称

/仪器灵敏度0$%取
PhI

"置信概率为
**H+J

%

由表
)

可知"甘氨酸的检出限最低"为
"H"PP

"

K

'

K

#亮氨酸的检出限最高"为
"HP+P

"

K

'

K

%

EDG

!

现代参考胶料的分析检测

猪皮胶&全蛋和牛奶
I

种现代参考胶料的

Z2?78

谱图示于图
)

%由图可见"

I

种现代参

考胶料中的
))

种氨基酸在该色谱条件下完全

LII
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分离"峰型基本呈高斯分布"基线平稳%由表
)

标准曲线方程求得
)"

次测量的氨基酸含量归

一化结果的平均值"结果列于表
(

%由表
(

可

见"

I

种胶料的氨基酸含量具有特征性"猪皮胶

含有的羟脯氨酸是动物胶的特征标志物"可以

同牛奶&全蛋相区分%

表
E

!

现代参考胶料和文物样品的氨基酸含量归一化结果

@.;/5E

!

S5/.3+T5.9+-*.8+)9*/.7

=

5785-3.

:

58*-35-31*2752575-851.9

=

/51.-)86/367./75/+8

氨基酸

Q<4/$0:4T6

氨基酸含量归一化结果

M5%0;4̂50<4/$0:4T<$%0.

9

5.:5/;0

K

5:$/;5/;6

'

J

猪皮胶

A4

K

6S4/

K

%-5

全蛋

@

KK

牛奶

74%S

文物样品

2-%;-.0%.5%4:

丙氨酸
Q%0 )(HP* *H(I !HI( )"HP)

甘氨酸
Z%

=

I)H+! >H>L (HL! I"H>(

缬氨酸
#0% IH)* +H!! *H") (HP*

亮氨酸
B5- !HI( ))HLL )(H>L >H!!

异亮氨酸
Y%5 (H)( >H*+ +H!P (H+"

丝氨酸
85. IH>L ))H*" !H*! )!H"(

脯氨酸
A.$ )(H"> PHP> )>H(+ ))H(L

苯丙氨酸
A35 (HP) +H>I PH!" )H("

天冬氨酸
Q6

9

+H)L )>H(I *H>) +H(P

谷氨酸
Z%- ))H)* )LH>* (+HP+ )(H(!

羟脯氨酸
F

=9

*HII "H"" "H"" (H"!

EDH

!

文物蛋白胶料的鉴定

依据本研究建立的方法对广西服饰金线文

物样品进行分析"结果列于表
(

%由表
(

可知"

文物样品中含有羟脯氨酸"说明胶料中含有动

物胶%使用
8A88

软件对文物样品和
(H!

节中

现代参考胶料的氨基酸含量进行主成分分析

!简称
A2Q

$"结果表明"前两个主成分
0̀:;$.)

和
0̀:;$.(

的累计贡献率达到
*>H>LJ

"说明

这两个成分可以较好地表征原数据的信息%前

两个主成分的因子得分散点图和主成分因子载

荷矩阵图分别示于图
(

和图
I

%

由图
(

可知"猪皮胶&全蛋&牛奶
I

种现代

参考胶料在
A2Q

图上各自呈明显的聚类效应"

猪皮胶位于
0̀:;$.)

轴负值方向"全蛋和牛奶

位于
0̀:;$.)

轴正值方向"利用
0̀:;$.)

的差

异可将猪皮胶与全蛋&牛奶区分#全蛋和牛奶分

别位于
0̀:;$.(

轴的正&负值方向"利用
0̀:;$.

(

的差异可将全蛋与牛奶区分"实现
I

类胶料

的鉴别%

I

类胶料产生这种聚类效应的原因可

由图
I

和表
(

解释)高含量的羟脯氨酸和甘氨

图
E

!

前两个主成分的因子得分散点图

L+

:

ME

!

(8.335718*751

=

/*31*23452+7133B*2.83*71

酸会导致向
0̀:;$.)

轴负向移动"高含量的亮

氨酸&谷氨酸会导致向
0̀:;$.)

轴正向移动#结

合表
(

"猪皮胶含有羟脯氨酸!

*HIIJ

$&高甘氨

酸!

I)H+!J

$&低亮氨酸!

!HI(J

$和低谷氨酸

!

))H)*J

$"全蛋&牛奶不含羟脯氨酸"含有低甘

氨酸!

>H>LJ

&

(HL!J

$&高亮氨酸!

))HLLJ

&

)(H>LJ

$和高谷氨酸!

)LH>*J

&

(+HP+J

$"导致

猪皮胶和全蛋&牛奶分别位于
0̀:;$.)

轴的正&

*II
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负方向%同理"全蛋的高丝氨酸和天冬氨酸&牛

奶的高谷氨酸含量"导致两者分别处于
0̀:;$.

(

轴的正负方向%根据图
(

"推测文物样品成分

为动物胶和蛋类的混合胶%

图
F

!

主成分因子载荷矩阵图

L+

:

MF

!

$*.)9.37+?

=

/*3

*2

=

7+-8+

=

./8*9

=

*-5-32.83*7

F

!

结论

本研究探讨了文物蛋白胶料的气相色谱
?

质谱分析方法"结果表明"现代参考胶料中常见

的丙氨酸&甘氨酸等
))

种氨基酸标准曲线的线

性关系良好"其中
)"

种氨基酸曲线的相关系数

大于
"H**

"相对标准偏差在
(H+J

!

PHIJ

之

间"检出限范围为
"H"PP

!

"HP+P

"

K

'

K

%气相

色谱
?

质谱分析结合主成分分析鉴定出广西服

饰金线文物样品的胶料为动物胶和蛋类的混合

胶%该方法适用于文物蛋白胶料的定量分析"可

为
Z2?78

分析蛋白胶结材料提供方法参考%
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;354. ÙYM:30.0:;5.46;4:6-65T4/0/:45/;234/565

:$%$.5T.5%4:6

,

,

-

&8:45/:56$12$/65.̂0;4$/0/T

Q.:305$%$

K=

"

("))

"

(I

!

)

$)

IP?I*

!

4/234/565

$

&

,

I

-

!

MQOF

"

XQ'ZX

"

QWENEM@8EB@Y

"

BY[

"

FE \

"

[Q'Z 2&A.$;5$<4:4T5/;414:0;4$/$1

0T3564̂5$/0C$/56:-%

9

;-.5?4/%04T]$$T5/0.;4?

10:;1.$<;35\40$3525<5;5.

=

"

\4/

R

40/

K

"

234/0

,

,

-

&,$-./0%$1Q.:305$%$

K

4:0%8:45/:5

"

(")>

"

>I

)

)!L?)>>&

,

!

-

!

'QdQ7EMQM

"

'QME8@7&8:45/;414:0/0%

=

?

646$1,0

9

0/565$./0<5/;0%0T3564̂561$-/T4/

83$6$4/;.506-.566;$.5T 64/:5;35 <4T?54

K

3;3

:5/;-.

=

,

,

-

&,$-./0%$12-%;-.0%F5.4;0

K

5

"

(")P

"

)L

)

I>>?IP)&

,

>

-

!

7@'N@8'`2

"

O8UY2YOBYY

"

8UMYO#Q,&

#5.60;4%5

9

-%65T%065.65;-

9

1$.T5

9

;3

9

.$14%4/

K

0/0%

=

646$1<-%;4%0

=

5.5T60<

9

%564/;35145%T$1

:-%;-.0%35.4;0

K

5

,

,

-

&,$-./0%$17$%5:-%0.8;.-:?

;-.5

"

(""*

"!

*(!?*(P

$)

!("?!(P&

,

P

-

!

黄建华"杨璐"夏寅"付倩丽"严淑梅"王婷"王丽

琴
&

古代文物表面常见天然有机物的显微共聚

焦拉曼光谱研究,

,

-

&

文物保护与考古科学"

(")!

"

(P

!

I

$)

)?P&

FEQ'Z,40/3-0

"

XQ'Z B-

"

\YQ X4/

"

È
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