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同步荧光法同时测定色氨

酸
、

酪氨酸和苯丙氨酸
‘

黄贤智 许金钩 李耀群
“ “

�厦门大学化学系�

摘 要

本文叙述一种新的色氨酸
、

酪氨酸和苯丙氨酸的同步荧光分析法
。

介质为 � � � �� ‘一� �� �

缓冲液 �� � � �
�

��
。

以激发单色器和发射单色器的波长差△久
� � � � � 进行同步扫描

,

其同步特

征峰苯丙氨酸为 �� �� �
,

酪氨酸为 � � � � �
,

色氨酸为 � � � � � �均指激发波长�
。

苯丙氨酸和 酪

氨酸可直接由其特征峰的高度进行定量测定
。

色氨酸的� � �� � 特征峰略受酪氨酸同步峰拖尾的影

响
,

其峰值信号需加校正
。

苯丙氨酸测定范围为 。
�

�� 一�� � �
,

酪氨酸为 �
�

�� 一�� � �
,

色氨

酸为 �
�

� � �一�
�

�� ��
�

多组分荧光物质的同时测定
,

历来是分析者感兴趣的问题
。

同步荧光技术是解决这个问

题的良好的手段之一
。

自�� � � � ” 提出这种技术以来
,

方法日渐完善
“一 ‘’ ,

已由固定波长差

△入 �激发和发射单色器 的波长差 � 进一步发展为可变角 �亦称可变波长 �
�“’ 、

固定能量 �亦

称恒频率差�
“’和同步一导数光谱

� ’
等方法

。

色氨酸
、

酪氨酸和苯丙氨酸是天然氨基酸中仅有会发荧光的组分
。

由于三者的激发光谱

和发射光谱互相重迭
,

不能分别测定
,

早期多采用预分离或化学处理后分析的方 法
�’, “’ 。

� � � �年� ���
� � ’“ ,

采用同步荧光光谱法获得酪氨酸 �用△入� ��� � � 和色氨酸 �用△、� �� �� 乡
的特征光谱

。

随后 � �  �� 和 ��� � “
一 ‘“’ 用同步荧光光谱法或同步一导数荧光光谱法对苯丙

氨酸
、

酪氨酸和色氨酸的分析做了不少工作
。

本文首次采用单一△入值的同步荧光光谱法来同

时测定上述三种氨基酸
。

实 验 部 分

�一� 仪器与试剂

日立 � �� 型荧光分光光度计
�
使用时单色器带通为 �� �

,

扫描速度为 ���� � � � ��
。

苯丙

氨酸标准溶液
� 以� �

一

苯丙氨酸�层析纯
,

中国科学院生化所制 �配制成 �
�

� � � � � � � 的 水 溶

液
。

酪氨酸标准溶液
� 以 �

一

酪氨酸 �上海禽蛋二厂
,

生化试剂 �配制成 �
�

�� �� � � � �的水溶液
。

色氨酸标准溶液
�

用� �
一

色氨酸 � �
�

�
�

�
�

实验室试剂
,

批号 � � � � �� � � � � �  �� 配制成

�
�

� � � � � � � �的水溶液
。

以上三种标准溶液
,

使用时按需要浓度用水逐级稀释
。

�
本工作得到科学基 金的资助

, 苦
、�届 毕业生
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缓冲溶液
� � � � �

�

�
。

用 �
�

�� � � � �和 �
�

�� � � � � � ‘
溶液以 �

� �体积比混合而成
。

所

有以上溶液均用三次蒸馏水配制
。

�二� 条件试脸

�
�

� �的选择
�

色氨酸
、

酪氨酸和苯丙氨酸三者的荧光产率与介质� �值有关
,

适宜的 �� 分别为� �
, �

和中性至弱碱性
�� , � ’ 。

我们根据表 � 的试验结果选用 � � � �
�

�为共同的介质酸度
。

表 � � �值对同步 �△几二 �� � � � 荧光信号值的影响

� 同 步 荣 光 峰 信 号

级冲溶液 �� �
—

—
一

—
一

。

一一
� 一一

� 苯丙氮酸 � �� �� � 酪 氨 酸�� � � � 色 氨 酸 工� � �

竺
,

华
� 一

竺嘿
�
·

。

�
“

·

�

�
� �

⋯
� �

竺亡丫
‘

理件分另
了·

�
⋯

“�

�
“�

⋯
了�

全� 竺黔
一

胜仓吧
, � �� ⋯

““

�
� “

⋯
�

��

八 � �� � � ‘一八 � � � , · �
】

”�
�

‘� 】 � � �

�
。

激发
、

发射及同步光谱的测绘
�

移取上述苯丙氨酸
、

酪氨酸和 色氨酸的标准溶液
,

加入适量 � � � �
�

�的缓冲溶液
、

分别

配制成�
�

�
、

�
�

�和 �
�

� � � � 的相应溶液
,

然后分别测绘激发
、

发射和同步 �△入� � �
� � �光谱

,

结果如图 �
。

�
。
△入的选择

�

同步荧光光谱法中
,
△入的选择是一个重要问题

。

为此进行了△入为 �
、

� �
、

� �
、

� 。
、

��
、
� �

、

� �� � 等一系列的同步扫描试验
。

根据试验结果认为选用△入为�� 一�� �� 较为适宜
,

见图 �
。

�八以����八尸公

�
、

���匕�一
叭

�
任一� �

洲
� � �

‘切 。��
‘川

壑
�

厂
一

八往
,

双�卜
。、

�
�

气

�

”

卫以
�

公
’

号以
� 、 ,

丫
一

竺叉
�

� � � ’

�
叙 川 咬‘、 , 水川

器二� 健 � � 竺筋

为划

�� 压

之、� “一�

� 石轰 � 洲���

‘￡� �、� �乃

�� ��� 注 、 �

� 舀� 陡 �� ,

图 � 苯丙氨酸 � ��
、

酪氨酸 �� �和色氨酸

� �� 的激发
、

发射和同步 �△久二 � � � � �光谱

在此范围内
,

不同△入值的同步特征峰值虽有些

差别
,
但 巳清晰地分开

,
其中色氨酸的同步荧

光峰值略受酪氨酸存在的影响而有不同程度的

蓝移
,

但仍可根据它们的同步荧光光谱特性加

以辨别
。

�
。 ,

工作曲线的浦
·

绘
�

图 � 苯丙氨酸
、

酪氨酸和色氨酸共存时

� �� 和组分单蚀存在时 �� � 的同

步荧光光谱
△入� � � � � 和△� � � �� �

移取不同量的苯丙氨酸
、

酪氨酸和色氨酸的标准溶液分别置于 �� � �容 量瓶中
,

各加入

�� � � � � �
。

�的� �
� � � ‘一� � � � 缓冲溶液

,

用水稀释至刻度
,

用△入二
��
� � 进行同步扫描

,

在

� �  � � 、 � � � � � 和� �  � � 分别读取苯丙氨酸
、

酪氨酸和色氨酸的同步荧光信 号
,

然后分别绘制

其同步荧光信号� 浓度的工作曲线
。

单组分的工作曲线线性范围为
�
苯丙氨酸�

�

� �一 � ��� �
,
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、

酩氨酸和苯丙氨酸 � ��

酪氨酸�
�
� 一sppm

,

色氨酸0
.
00 1一sppm

。

当三组分共存时
,

由于苯丙氨酸受另两种氨基酸

和酪氨酸受色氨酸的熄灭作用
,

工作曲线线性范围缩小为
:
苯丙氨酸 0

.
07 一spPm

,

酪氨酸

0
。

0 2 一IPPm
,

色氨酸0
.001一0

.spPm
。

5

。

已 知混合样品的测定
:

移取 已知量的苯丙氨酸
、

酪氨酸和色氨酸标准溶液作为混合样品
,

在与土作曲线相同的

条件下进行同步荧光测量
。

苯丙氨酸和酪氨酸的含量分别用在21 7nm 和 232 nm 测得的同步荧

光信号值查对相应的工作曲线
。

酪氨酸不存在时
,

色氨酸含量可直接由 284nm 的 同 步 信号

查对其相应的工作曲线; 酪氨酸存在时
,

由于色氨酸在 284nm 的同步荧光信号 受到酪氨酸

268nm 的同步荧光峰影响
,

结果将略偏高
,

其偏高程度随酪氨酸量增加而增加
,

但可用下式

来消除其影响
:

F = F Z 。一 KF
:3:一 F o

式中K F
23:
为相当于酪氨酸在28 4nm 所贡献的同步荧光信号

,
K 为酪氨酸在 28 4nm 与 232nm

同步荧光信号的比值
,

由单组分酪氨酸实验求得
,

F
: : :

为酪氨酸在232 nm 的同步荧光信号;

F :。‘为在波长 284nm 实测的同步荧光信号 , F
。

为空 白溶液在 284nm 的信号; F 为色氨酸于

284nm 的真实同步荧光信号
。

由 F 值和相应的工作曲线
,

可求得色氨酸的含量
。

几个混合样品测定结果见表 2

表 2 已知混合样品测定结果 (△久‘
55

n m )

已 知 量 (pp m ) 浏 得 量 (pp m )

苯丙氨酸 酩 氨 酸 色 氨 酸 } 苯丙氨酸 酪 氛 酸 一 色 氨 酸

0
。

2 0

0

。

8 0

0

。

1 0

O

。

4 0

0

。

5 5

0

0

1

,

0 0

0

。

8 5

0

。

1 0

1

。

0 0

0

。

0 5 0

0

。

2 0

0

。

2 8

0

。
3 5

0

0

。

1 9

0

。

8 3

1

。
1 0

1
。

4 0

0

.

7 0

0

1

。

7 0

2

,

0 0

0

。

2 0

0

。
4 2 5

0

。

2 7 5

0

。

2 7 5

1

。

0 9

1

。

4 2

0

。

7 5

0

1

.

7 0

1

。

9 9

0

。

2 1

0

。

1 0

0

。

峨2

0
。

5 4

0

.

0 2

0

0

。

9 6

0

。

8 5

0

。
1 1

0
。

9 4

0

。

0 5 3

0

。

2 1

0

。

2 8

0

。

3 5

0

0

0

。

4 2

0

。

2 6

0

。

2 7

川钊一川目到酬列川叭

采用 △入二
6 0n m 进行同步荧光扫描

,

采用以上步骤进行这三种氨基酸的测定
,

同样可获

得满意的结果 (数据从略)
。

结 果 与 讨 论

由图 1 可见
,

在经典的荧光光谱上
,

激发和发射光谱相互重迭的这三种氨基酸
,

在采用

△入二 5 5 n m 的同步荧光光谱法时可以获得谱带宽度窄的苯丙氨酸和色氨酸的特征同步谱
,

峰值

波长分别为21 7和 284n m ;酪氨酸的同步光谱呈现两个峰
,

强 峰位于 23 2 nm
,

弱峰位于268nm
。

在酪氨酸的特征同步光谱峰232
n m 处

,

苯丙氨酸呈现微小的同步荧光信号
,

但当其浓度小于

5 倍酪氨酸时
,

其影响可忽略不计
。

本实验采用日立 850 型荧光计的
“
双扫描功能

” 。

此时

该仪器所测得的同步光谱系非校正光谱
,

即带有光源
、

单色器和光电倍增管的光谱特性
,
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