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荧光法测定微藻中色氨酸的含量
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摘要:建立了微藻中色氨酸的荧光分析方法。以 NaOH 为水解液水解微藻 ,在激发波长 225

nm, 发射波长 350 nm 处测定色氨酸的荧光强度。方法线性范围 0~ 0. 07 mg / L , 检测限为

0. 003 mg/ L ,回收率 90% ~ 100. 1%。此法快速、简便、灵敏度高。
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  氨基酸是海洋微藻生长繁殖所必需的生化组分
之一,研究微藻体内氨基酸的组成及其含量 ,对揭示

其新陈代谢过程有重要意义。此外,微藻在海水养殖

中占有重要地位,它是许多软体、甲壳动物幼体及仔

稚鱼的优良饵料, 其营养价值与其所含必需氨基酸

的含量和比例密切相关,其中包括色氨酸[ 1~ 4]。

在通常的氨基酸分析中一般都使用酸处理来水

解蛋白质,但是在酸水解条件下, 色氨酸极易被破坏,

所以在大多数的文献报道中都缺少色氨酸的数

据[2] ,造成资料的不完整, 不能不说是一种很大的遗

憾。作者建立了一种分析海洋微藻中色氨酸含量的

快速、灵敏的荧光分析方法。

1  材料

1. 1  藻种
金藻 ( Chry s ophy ta spp. )、盐生杜氏藻 ( Du-

naliel la salina )、小球藻 ( Chlorella spp. )、角毛藻

( Chaetoceros spp. )、雨生红球 藻 ( H aematococcus

p luv ialis ) 5种。

1. 2  微藻的培养
取若干高温消毒过的 3L 三角烧瓶, 倒入消毒过

的天然海水,加入 f/ 2 培养配方, 然后接入刚扩大的

藻液,用滤纸封口, 置于天然光源下, 每天振摇, 直至

培养至对数生长期后期,用离心法收集藻细胞。用纯

净水冲洗 3 次,移入表面皿中, 60 e 下烘至恒质量,研

磨后置于干燥器中备用。

2  仪器与试剂

岛津 RF- 5301 荧光分光光度仪, 配 1 cm 的吸

收池。

L- 色氨酸(上海生物工程技术有限公司 ) , 配成

浓度 50 mg / L 的标准储备液; 含 0. 5% 淀粉的

6 mol/ L NaOH 溶液 (需新鲜配制) ; 6 mol/ L HCl;

pH = 10. 5 的缓冲溶液: 0. 5 mol/ L KH2 PO4 与

0. 5 mol/ L NaOH 溶液按 8. 5 B 10 体积分数混合。

3  实验方法

3. 1  色氨酸标准工作曲线
3. 1. 1  标准系列溶液配制

分别移取 0. 0、0. 05、0. 10、0. 20、0. 25、0. 30、

0. 35 mL 1 mg / L 色氨酸标准使用液于 5 mL 刻度试

管中, 用 pH = 10. 5 的 KH 2PO4- NaOH 缓冲液定

容, 则标准溶液浓度分别为 0. 00、0. 01、0. 02、0. 04、

0. 05、0. 06、0. 07 mg/ L。

3. 1. 2  荧光光谱及其测定
色氨酸有 2 个激发光谱峰 ( 225 nm 和 280 nm )

和 1个发射光谱峰 ( 350 nm) , 作者选用灵敏度高而

干扰少的 225 nm 作激发波长,在 295~ 380 nm 扫描

荧光光谱, 于发射波长 350 nm 处读取荧光强度值。

激发光谱狭缝宽度为 5 nm, 发射光谱狭缝宽度为

10 nm,高速扫描。以标准溶液浓度为横坐标, 荧光

强度为纵坐标绘制标准曲线, 如图 1 所示, 可见色氨

酸在 0~ 0. 07 mg/ L 范围内线性良好。

3. 2  样品水解
称取 1 mg 左右微藻样品于水解管内, 加入新鲜

配制的内含 0. 5% 可溶性淀粉的 6 mol/ L NaOH 溶

液 1 mL, 将水解管进行充纯氮 3 min,封口 ,在烘箱中

110 e 水解 20 h 后,放置于暗处冷至室温。
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图 1  色氨酸标准工作曲线

Fig. 1  T he s tandard curve of t ryptophan

将水解物转移至已加有 1. 4 mL 6 mo l/ L H Cl的

50 mL容量瓶中,用纯水冲洗水解管 7~ 8 次,直至完

全转移为止,其总量在 40 mL 左右, 加入 1 滴 0. 1%

酚酞,使溶液呈粉红色, 然后用 6 mol/ L H Cl调至溶

液无色,再用 1 mo l/ L NaOH 滴至溶液呈粉红色。用

纯水定容,此为样液。

取 1 mL 样品于 5 mL 刻度试管中, 用KH 2PO4-

NaOH 缓冲液定容,摇匀, 此为样品待测液。

3. 3  样品测定
样品按照与标准溶液相同的方法进行荧光测

定。

3. 4  样品色氨酸含量计算
采用标准曲线法。

色氨酸含量(Lg / g ) =

标准曲线上查得色氨酸含量(Lg) @ 稀释倍数@ 1 000
样品量( mg)

4  结果

4. 1  条件优化
4. 1. 1  水解液 NaOH 的浓度

图 2  水解液浓度对荧光强度的影响

Fig. 2  Effect of concent rat ion of hydrolyzing

solut ion on f luorescence intens ity

  为考察 NaOH 水解液浓度对微藻水解的影响,

分别向 1 mg 角毛藻样品中加入不同浓度的 NaOH

水解液 1 mL 进行水解。结果表明, N aOH 浓度在

5. 5 ~ 6. 5 mol/ L 范围内比较适宜, 本实验选用

6. 0 mol/ L ,结果见图 2。

4. 1. 2  缓冲液 pH 的影响

色氨酸的荧光信号大小与缓冲液 pH 有很大关

系[ 5]。从图 3可见, 在 pH10~ 11 时, 色氨酸荧光信

号强度比较适宜,本实验选择 pH = 10. 5。

图 3  pH 对荧光强度的影响

Fig. 3  Ef fect of pH on fluores cen ce intensity

4. 2  检测限和精密度

在最佳条件下, 对 0. 05 mg/ L 的色氨酸标准溶

液连续测定 9次, 由荧光信号强度标准偏差的 3 倍与

工作曲线斜率之比, 得检测限为 0. 003 mg/ L。对小

球藻、金藻样品连续取样测定 9 次, 相对标准偏差

( RSD)分别为 3. 03%和 2. 79%。

4. 3  样品测定的重复性和回收率试验

取 6份角毛藻样品, 按上述水解法处理, 仪器条

件同上, 测定结果如表 1 所示。重现性试验的相对标

准偏差为 4. 67% ,表明重现性较好。

对角毛藻、雨生红球藻和金藻的水解液进行加标

回收实验, 测定结果见表 2, 回收率为 90% ~

100. 1% ,达到了分析实验的要求。

4. 4  样品分析

5 种微藻的色氨酸含量如表 3 所示。由表 3 可

知, 5 种微藻中色氨酸含量由高到低的排列顺序是雨

生红球藻> 盐生杜氏藻> 角毛藻> 小球藻> 金藻。
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表 1  重现性试验

Tab. 1  Reproducible test

样品量

( mg)

色氨酸含量

(Lg/ g)

平均含量

( Lg/ g)
标准偏差

相对标准偏差

( % )

1. 0 5070

1. 1 4710

1. 0 4880

1. 0 5210 4960 230 4. 67

1. 1 4700

0. 9 5200

表 2  回收率试验

Tab. 2  Recovery test

样品名
样品含量 加标量 加标后测得量 回收量 回收率

(Lg) ( Lg) (Lg) (Lg) ( % )

角毛 藻 0. 373 1. 000 1. 374 1. 001 100. 1

雨生红球藻 0. 025 0. 075 0. 096 0. 071 95. 7

雨生红球藻 0. 025 0. 200 0. 225 0. 200 100. 1

雨生红球藻 0. 025 0. 250 0. 255 0. 230 92. 0

金  藻 0. 089 0. 075 0. 169 0. 080 90. 0

表 3  微藻中色氨酸的含量(干质量)

Tab. 3  The contents of tryptophan in microalgae ( dry mass)

微藻名称 色氨酸含量( Lg/ g)

金    藻 3 360

盐生杜氏藻 4 870

小  球  藻 3 580

角  毛  藻 4 610

雨生红球藻 4 890

5  讨论

经碱水解处理后的色氨酸样品, 可由氨基酸自

动分析仪、高效液相色谱等方法进行测定。采用氨基

酸自动分析仪分析色氨酸, 方法重现性好, 但分析时

间过长( 30 min) , 需重新配置缓冲液, 操作不便。此

外,样品用酸中和碱, 不经脱盐直接上机测定,对树脂

造成污染[6]。采用高效液相色谱法分析色氨酸,回收

率较低,且其适用范围尚存在争议[ 7]。

Brow n[ 3]曾用液相色谱法测定了用于海洋动物

养殖的 16 种微藻的氨基酸组成, 其中球等鞭金藻、杜

氏藻和角毛藻的色氨酸含量分别为 3 770、3 000 和

4 760Lg / g ,与本实验相同属的几种微藻中的色氨酸

含量相比可以发现,两种方法的测定结果具有很好的

可比性。

色氨酸在受到紫外光照射后,会产生比激发波长

更长的荧光信号。利用色氨酸的荧光特性就可以用

简便、快捷、高灵敏度的荧光光谱分析方法来检测微

藻中色氨酸的含量。

色氨酸的荧光特性还可用来监测海洋微藻生物

量的变化[ 8] , 由于色氨酸是一种比叶绿素更为普遍的

代谢产物, 本方法还可用于监测微生物特别是不进行

光合作用的微生物的生长过程。

6  结论

作者研究了微藻中色氨酸含量快速、灵敏的荧光

分析方法。方法线性范围 0~ 0. 07 mg / L , 检测限为

0. 003 mg/ L, 回收率 90% ~ 100. 1% 。
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Abstract: T his paper set up a procedure o f fluor escence method to measure trypt ophan in micro alg ae.

NaOH conta ining 0. 5% so luble starch w as used as hydrolytic solution. T he fluor escence intensity of tr ypto-

phan was determined w ith excitation w avelengt h 225 nm and emission w aveleng th 350 nm. The linear range of

calibrat ion gr aph w as 0~ 0. 07 mg/ L . The detect ion limit w as 0. 003 mg/ L . T he recover y rate of sam ple was

90% ~ 100. 1% .
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