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壳聚糖对氨基酸一茚三酮体系的荧光增强作用 

李晓花，魏永锋，阎宏涛．韩 肃 

(西北大学 化学系，陕西 西安 10069) 

摘要：为提高氨基酸分析的灵敏度，应用蔓光光度法研完了在锌离子的存在下壳聚糖对氨基酸一茚 

三酮体 系的蔓光增 强作用，探讨 了荧光增强作用 中空属 离于和壳聚糖浓度的影响及其 生成配合物 

的芰光增强作用的机理厦条件，获得了满意的结果。 
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氨基酸与茚三 酮反应的产物 ruhemann s pu r— 

ple(RP)产生荧光，据此可进行氨基酸的测定_1]。由 

于 RP荧光不强 ，应用时有一定的局限性。为此 ，人 

们致力 于 RP的荧光增 强作用 研究，已有 llB族过 

渡金属离子及稀土离子对 RP的荧光增强作用的报 

道 。本文研究 了在金属离子存在下 ，壳聚糖对 

RP的荧 光增强作用 ，探讨 了壳聚糖与金属离子及 

RP作 用生成 配合物 的荧光增 强作用 的机理 及条 

件。实验表 明，在锌离子存在下壳聚话对 RP的荧光 

有较大的增强作用。这不仅对于氪基酸的测定和痕 

迹学研究方面(指纹检测)有一定的实际意义 ，而且 

也丰富了壳聚糖在分析化学中的应用范围。 

1 实验部分 

I．I 仪器和试剂 

RF—I 501型荧光 分光光度计 (日本 岛滓公 司， 

lcm石英 比色皿)，测定条件为 单色带宽(激发和发 

射 )均为 10．0 D_FI1，光电倍增管增益为普通，响应 时 

间为自动，扫描速度为慢速，约为 1O0 nm／min{Lcg— 

erLd586计 算机 (装有 Orlg[n软件)；TU一1221型紫 

外可见分光光度计(Jr京通用仪器制造公司)；ZD 2 

型 pH／mV计 (江西西江电化学仪器厂)。 

壳聚糖 (渐江省玉环县海洋生物化学有限公司， 

脱 乙酰度 80 )，茚三酮CA．R．，上海 试剂三厂)，L一 

时氨酸(生化试剂，上海化学试剂采购供应站分装)， 

锌、铜和镉离子标准溶液：按文献[6]配制成 0．1 

mol／I 的标准溶液，铕离子标准溶液按文献[7]配制 

成 I mg／ mL的标 准溶液，其余 试剂均为分析纯，水 

为击离子双蒸水。 

】．2 实l睦方法 

于 10 mI 容量瓶 中，加入 1．0 mI l0 mmol／I 

的甘氨酸溶液、0．4 mL 50 mmol／I 的茚三酮溶液、 

0．1 mL 0．1 md／I 的金属离子 标 准溶液及 0 50 

mI，0．5 的壳聚糖溶液，调节溶液 pH 至 4．6，稀释 

至 10 ml 置于 70℃恒温水浴中，反应 180 m[n后取 

出+冷却至室温。于 401 ilm 波长处激发，在 400～ 

700 am处测定荧光光谱及强度。 

2 结果与讨论 

2．1 氨基酸一茚三酮体系的荧光形成条件 

为了探讨壳聚糖对氨基酸一茚三酮体系的荧光 

增强作用 ，首先对该体系及其和锌离子荧光体 系的 

形成条件进行了实验。 

2．1．1 pH的影响 在其他条件不变的条件下，测 

定了不同 pH时体 系的荧光光谱及荧光强度。结果 

表 明，在 pH 1～4时，荧光强度递增 ，在 pH 4．5～ 

6．5时，荧光强度较强且较稳定。考虑到pH大于4．7 

时，壳聚钴会出现絮状沉淀，不但对荧光强度测定产 

生影响，而且会阻碍配台物的形成 ，因此实验中选择 

pH为 4 I；。这样，既保证了壳聚糖不生成絮凝沉淀， 
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叉使配台物荧光较强。 

2．1．2 波长选择 在pH 4．6的缓冲介质中，测定 

了该化台物的吸收光谱及激发和发射光谱(见图 1， 

2)。实验表明，在 401 Ill'II的激发波长下 ，荧光发射 

强度在 490 iim处最大+当有壳聚糖存在时发射波 

长紫移至471 nln。这可能由于加入壳聚糖与 RP及 

Zn 形成了三元络台物，使能级跃迁增大，荧光发射 

能量增大 ，发射波长变短 。实验 中选择 401 nill为激 

发波长，在 400~700 nm测定其荧光发射光谱。 

 ̂ ：tim 

l 吸收光谱 

Fig．1 Adsorptlcm ．~pectra 

1 RP 2 RP+Zn 3 RP—zn抖一壳聚糖 

 ̂ nm 

图 2 荧光光谱 

Fig．2 F[uorescene em ssi。n spectra 

1 RP 2 RP+zn}十 3 RP+壳聚糖 4 RP+Zn 十壳聚糖 

2．1．3 温度厦加 热时间对 配合物形成及稳定性 的 

影响 温度及加热时间对配 合物荧光强度 的影响， 

是随着反应温度升高，荧光强度增强。当温度在 70 

～ 80℃时荧 光最强；超过 80 C配 台物不稳定 ，且发 

生副反应，荧光减弱；在 70℃时壳聚糖及 Zn 存在 

下 RP显色反应速度明显加快 ，且荧光稳定性有所 

提高。这是 由于壳聚糖与 RP及 Zn 形成大分子三 

元配合物，有利于氨基酸与茚三酮的显色反应进行 

及增加产物的稳 定性。当加热反应时间<180 m[n 

时，配合物反应不完全 ．>180 min时荧 光达到最大 

且基本保持不变。因此，实验选择反应温度为 70℃． 

反应时间为 180 min 

2．1．4 锌 子浓度的影响 在其他条件不变的情 

况下 ，试验了’辞离子浓度 对该体系荧光强度的影 响 

(见图 3)。实验发现，当锌离子浓度与 RP浓度的摩 

尔浓度 比接近 1；1时荧光强度最大 ，小于 1：1时 

配合物形成不完全，由于过量游离 Zn 与配体壳聚 

糖络台，不利于三元配台物 RP—Zn 一壳聚糖 (见图 

4，b)的形成 所以荧光强度减 小。 

凰 3 锌离 于浓 度的影响 

Fig．3 The effect of the concentration of Zn 

(a) (b) 

圈 RP(a)及 RP—Zn 一壳聚糖 配台 物(b)结构示意固 

Fig．4 The structure。f RP(a)and RP—Zn 一chitosan complex (b) 

2．1．5 壳聚糖难度的影响 由于壳聚糖参与荧光 配合物的形成，实验中研究了壳聚糖浓度对配台物 
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荧光强度的影响(见圈 5)。实验表明，随着壳蒙糖质 

量分数的增加，配台物 的荧光强度亦呈增加趋势 。当 

壳聚糖浓度大于 0．02 时，配合物荧光强度增加趋 

势变缓 这是 由于壳聚糖开始参与荧光配台物的形 

成，对荧光强度影 响较大 ，主要表现为粘度的影响。 

考虑到在 pH 4．6的缓冲溶液中壳聚糖的溶解度及 

背景荧光随其浓度而加大 ，实验中采用壳聚糖浓度 
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图 5 壳聚糖旅麈的 响 

Fig 5 The effect of the concentration of chitosan 

2．1．6 不同金属 离子对壳聚糖一茚三酮体 系荧光的 

影响 RP陈与 Zn 形成络合物外 ，还可与 lib族 

其他元素及稀土元素离子形成配合物，使 RP荧光 
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强度有所增加，荧光稳定性亦有所改善 一。实验 中其 

他条件不 变，进行了 Cd ，Cu ，Ni。 及 E 等金 

属离子 {竽在时，壳聚糖对 RP的荧光增强作用的研 

究。结器表明，这些金属离子存在时，壳聚糖对 RP 

的荧光啕有一定的增强作用，其顺序为Cd > Ni” 

> Eu > Cu 。 

2．2 壳聚糖荧光增强作用的机理探讨 

茚 三酮 与氨基酸 的反应产物 RP产生弱 的荧 

光，加 金属离子后 ，由于与 RP形成 了配合物 ，其 

荧光有所增强口～-。当加^壳聚糖时，该配合物的荧 

光强1耍更为增强 (见图 2)．当金属离子不存在时 ，单 

纯地加八壳聚糖其荧光增强作用不明显。这表明壳 

聚糖对 RP的荧光增强作用，是 由于金属离子与 RP 

形成的配合物中有 五元环平面结构 ，配合物形成后 

金属离子上仍有空轨道，在加^壳聚糖后，壳聚糖上 

的一NH z，一NHC0CH 及一0H等与金属离子的空 

轨道配 垃 。，形成 了 RP一金属 离子-壳 聚糖配合物 。 

该配合物的形成，使 RP上 电子的共轭程度和分 

子平面度增加 ，加之大分子壳聚糖的存在 导致配合 

物的自由度减小 ，分子刚性增加 ，荧光量子效率亦有 

一 定程度的增加。这通过测定加人壳聚搴葺前后吸光 

度值的增加和荧光强度的增强也可证明。 
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Fluorescence enhancement of ninhydrin—amino acid 

in the presence 0f Zn2 and chitosan 

LI Xiao—hua，W EI Yong—feng，YAN Hong—tao，HAN Su 

(Depa rtment of Chemistry，Northwest University，Xi an 710069，China) 

Abstract：Studies[：ave been carried OUt on the fluorescence enhancement of niahydrin—amino acid in the 

presence of Zn and ch[tosan．Exper[mental results show that in the presence o e Zn ，chitosan can react 

with I]le Zn ruhemann s Purple and form a complex．which can enhance the fluorescence of ninhyd rin— 

amino acid systcm．The machanism of enhancemant and the experimental condition are dicussed also． 

Key words：chitosan；fluorescence enhancement；ruhemann s pnrple；Zn。 
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