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摘要:在硼酸缓冲液和 In(Ⅲ ) -HQS荧光络合体系中加入一定浓度的半胱氨酸 ,体系的荧光强度与半胱氨酸的

加入量成正比 ,从而提出一种新的荧光光度法测定半胱氨酸。该方法测定半胱氨酸的检出限为 15ng ml- 1 ( SN R

= 3) ,大多数的氨基酸即使浓度较高时也无干扰。用该方法测定胱氨酸电解液中的半胱氨酸回收率为 95. 7% ～

101. 3%。
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Abstract: The addi tion of cy steine ( Cys) to the fluo rescence sy stem of In(Ⅲ ) 8-hydroxyquinoline-5-

sulphonic acid complex ( In (Ⅲ ) -HQS ) in H3 BO3 -Na2 B4O7 buffer ( pH 8. 50) solution led to

immediate fluorescence inhibi tion, w hich w as proportional to their amounts. Based on this finding , a

new spect rofluorimetric method fo r the determination of Cys has been developed. The detection

limits w as 15ng mL
- 1

( SN R = 3) . Most amino acids had no interference at high concentrations.

The proposed method has been applied to the determina tion of Cy s in cy steine electroly te, wi th

recoveries of 95. 7%～ 101. 3% .
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　　半胱氨酸 ( Cys)是组成蛋白质的主要氨基酸之

一 ,有重要的生物学功能。对于 Cys的测定 ,分光光度

法
[1～ 3 ]
和荧光法

[4～ 6 ]
利用了 Cys分子中巯基的反应活

性和络合能力。Cys与 5, 5’ -双硫双 ( 2-硝基苯甲酸 )

( DTN B)反应产生一种有较强吸收的物质 ,测定其吸

光度可确定 Cys的含量 [1, 2 ]。利用 Cys与马来酰亚胺

类试剂
[4, 5 ]

,可用荧光法测定 Cys。Cys与 Ag (Ⅰ ) 2-

T PPS4络合物中 Ag(Ⅰ )络合后 ,体系荧光增强 ,可用

于测定 0～ 5× 10- 7
mol L

- 1的 Cys,检出限为 1× 10- 10

mol L
- 1

( SN R = 3)
[6 ]
。

　　我们研究了 Cys与 In(Ⅲ ) -8-羟基喹啉-5-磺酸

( HQS)荧光络合体系的作用 ,发现 Cys对 In (Ⅲ ) -

HQS体系荧光有增敏作用。Cys浓度为 0～ 0. 4μg 

ml
- 1时 ,体系荧光增强与其浓度成正比 ,可基于此测

定 Cys。该方法体系简单、操作简便、灵敏度高 , Cys检

出限 15ng mL
- 1

( SN R = 3) ,选择性好 ,氨基酸允许

量较大。该方法用于胱氨酸电解液中半胱氨酸的测

定 ,回收率 95. 7%～ 101. 3% , RSD < 2. 6% ,结果令

人满意。

1　实验部分

1. 1　仪器与试剂

　　 RF-5000型荧光分光光度计 (日本岛津出品 ) ,

DF-801酸度计 (中山大学出品 )

　　 8-羟基喹啉-5-磺酸 (自合成 , A. R. ): 用水配制

成 4. 44× 10- 4
mol L

- 1储备液 ,操作液浓度为

4. 44μmol L
- 1
; In(Ⅲ )标准溶液 ;用 1 1盐酸溶解金属

铟 ( A. R. ) ,用水定容配制成 1mg ml
- 1的溶液 ,操作

液浓度为 10μg ml
- 1
; L-半胱氨酸盐酸盐 ( 99. 9% ):用

水配制成 8. 25× 10- 4
mol L

- 1的溶液 (使用时新鲜配
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制 ) ;缓冲溶液:在酸度计上将 0. 05mol L
- 1
Na2 B4O7溶

液和 0. 2mol L
- 1

H3 BO3溶液 (含 0. 05mol L
- 1
NaCl)混

合调至 pH值为 8. 50。水为二次蒸馏水 ,其余试剂为

分析纯。

1. 2　实验方法

　　在 10ml比色管中依次加入一定量 In(Ⅲ )溶液 ,

HQS溶液 , 5ml缓冲溶液 ,摇匀 ,加入一定量 Cys溶

液及干扰或样品溶液。用水定容至刻度后摇匀 ,用

1cm石英荧光池 ,在荧光激发波长 λex364nm处激

发 ,在荧光发射波长λem507nm处测量荧光强度。

2　结果与分析

　　 HQS是一种本身荧光很弱的络合剂 ,它与

In(Ⅲ )络合后荧光大大增强。在一定条件下 , Cy s对

In(Ⅲ ) -HQS体系荧光有增敏作用 ,加入少量 Cys体

系荧光强度迅速增加。在一定浓度范围内 ,体系荧光

强度增强与 Cys的浓度成正比 ,可以基于荧光增敏效

应测定 Cys。

2. 1　HQS及 In(Ⅲ )-HQS络合物的荧光激发光谱和

发射光谱

　　 pH值为 8. 50时 , HQ S荧光激发波长 λex362nm,

发射波长λem499nm,荧光强度低。 In(Ⅲ ) -HQS络合

物荧光激发波长λex364nm,发射波长λem507nm,荧

光强烈。HQS及 In(Ⅲ ) -HQS络合物荧光激发光谱

和发射光谱见图 1。

　　图 1　 HQS和 In(Ⅲ ) -HQS络合物的荧光激发光谱和发

射光谱及 Cys对 In(Ⅲ ) -HQS络合物荧光强度的影响

　　 Fig . 1　 Fluor escence spec tra o f In (Ⅲ ) -HQS com plex

sy stem and th e effect of cy steine on the fluor escence intensity

of the sy stem

　　 1: HQS6. 67μmol L- 1 , In(Ⅲ ) 0; 2: HQS6. 67μmol L- 1 , In

(Ⅲ ) 8. 71μmo l L- 1; 3: HQS6. 67μmo l L- 1 , In(Ⅲ ) 8. 71μmol 

L- 1 , Cy s8. 26μmol L- 1.

2. 2　Cys对 In(Ⅲ )-HQS络合物荧光增敏现象

　　在 In(Ⅲ )-HQS荧光络合体系中加入少量 Cys,

体系荧光强度迅速增加 ,表明 Cys对此体系的荧光有

增敏作用 (图 1)。当 Cys含量继续增加时 ,荧光增加不

明显 ,甚至开始下降。这可能是由于 Cys含量少时 ,形

成了 In(Ⅲ )、 Cys、 HQS三元强荧光络合物 ,使体系荧

光增强。Cys含量增加 ,逐渐形成 In(Ⅲ ) -Cys二元无

荧光络合物 ,体系荧光不再增加甚至开始下降。Cys

与 In(Ⅲ ) -HQS络合物作用机理需进一步的研究。

2. 3　最佳酸度确定

　　酸度对 In(Ⅲ ) -HQ S络合物荧光强度有影响。在

pH值为 7. 00～ 9. 00时 ,络合物荧光较强 ,且荧光强度

变化较为平稳。为了灵敏地检测 Cys,在一定酸度下 ,

加入一定量 Cys时 ,体系荧光增强明显。酸度对体系

( HQS: 4. 44μmol L
- 1

, In(Ⅲ ): 8. 71μmol L
- 1

)加入

2. 48μmol L
- 1

Cys后荧光强度的影响结果 (图 2)显

示 ,在 pH值为 8. 00～ 9. 00时 ,体系荧光增加值大且

保持平稳变化 ,因此本实验中选最佳酸度 pH值为

8. 50。

　　图 2　酸度对 In(Ⅲ ) -HQS体系加入 Cys后荧光强度的

影响

　　 Fig . 2　 Effect o f pH on the fluorescence intensity of the

sy stem after adding cysteine

2. 4　最佳 In(Ⅲ )浓度和 HQS浓度确定

　　 In(Ⅲ ) -HQS体系荧光强度不仅受到酸度及 Cys

浓度的影响 ,而且受到 In(Ⅲ )、 HQS浓度的影响。为

了达到灵敏检测 Cys的目的 ,必须对 In(Ⅲ )、 HQS浓

度进行优化。 In (Ⅲ )或 HQS浓度过高或过低 ,加入

Cys后体系荧光强度改变不明显 ,灵敏度不高。如图

3,在 HQS浓度为 6. 67μmol L- 1 , In(Ⅲ )浓度为 4. 36

～ 13. 07μmol L- 1时 ,体系荧光增加较大 ,线性关系

较好 ,因此选 In(Ⅲ )最佳浓度为 8. 71μmol L
- 1。同理

根据图 4,在 In(Ⅲ )浓度为 8. 71μmol L
- 1时 ,选出

HQS最佳浓度为 6. 67μmol L
- 1
。

2. 5　体系稳定性及试剂加入顺序的影响

　　 In(Ⅲ ) -HQS-Cys体系在常温下可稳定 40min,荧

光强度变化 < 5% 。改变 In(Ⅲ )、 HQS及 Cys加入次

序对体系荧光强度无影响。
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图 3　最佳 In(Ⅲ )浓度

　　 Fig. 3　 Optimization o f In(Ⅲ ) concentration

　　 1: 4. 35μmol L- 1 , 2: 8. 71μmol L- 1 , 3: 13. 07μmo l L- 1 .

图 4　 HQS最佳浓度

Fig. 4　 Optimization o f HQS concentra tion

　　 1: 2. 22μmol L- 1 , 2: 4. 44μmol L- 1 , 3: 6. 67μmo l L- 1 , 4:

8. 89μmol L- 1.

2. 6　线性范围及检出限

　　 Cys浓度为 0～ 0. 4μg ml
- 1时 ,体系荧光强度增

加与 Cys浓度成正比 ,测定 Cys线性回归方程为 ΔF

= 256. 61X - 0. 234(ΔF = F - F0 ,X: Cys浓度 , n

= 9, r = 0. 9989) ,检出限为 15ng ml
- 1
( SN R = 3)。

2. 7　金属离子及其它氨基酸干扰

　　由于 HQS的络合能力比较强 ,能与多种重金属

离子络合 ,没有专一性 ,因此 ,重金属离子对 In(Ⅲ ) -

HQS荧光络合体系有很强的干扰。我们对一些重金

属离子的干扰进行过一些试验 ,结果和预期的一致 ,

干扰比较严重 ,因此没有进一步做重金属离子的允许

量。因为没有具体的重金属离子允许量的实验数据 ,

因此只在本文简单提及 ,这也是今后该课题需要改进

的地方。

　　氨基酸允许量如表 1所示。色氨酸、酪氨酸本身有

强荧光 ,对测定 Cys有干扰 ,其它氨基酸无干扰 ,允许

量大。

2. 8　样品测定

　　本实验所用样品为胱氨酸电解液样品。测定电解

液样品时 ,先加入允许量胱氨酸 ,按实验方法绘制工

作曲线 ,用加入回收法测定样品中的 Cys含量。样品

分析数据结果 (表 2)令人满意。

表 1　氨基酸干扰结果 (Cys: 1. 65μmol L- 1 )

Table 1　 The interf erence of amion acids ( Cys: 1. 65μmol 

L- 1 )

氨基酸
Amion acid

氨基酸:半胱氨酸*

Amion acid: cysteine*
偏差

error(% )

谷氨酸 Glu 300 　　　 0. 1

苯丙氨酸 Ph e 60 - 0. 7

甲硫氨酸 Met 60 1. 1

羟脯氨酸 Hyd roxyprolin e 60 2. 0

精氨酸 Arg 60 - 1. 2

异亮氨酸 Ile 60 - 3. 2

亮氨酸 Leu 60 - 0. 9

天冬氨酸 Asp 60 0. 3

苏氨酸 Th r 60 1. 4

缬氨酸 Val 60 1. 3

脯氨酸 Pro 60 - 0. 3

丝氨酸 Ser 60 0. 5

组氨酸 His 12 4. 4

天冬酰氨 Asn 15 - 4. 6

胱氨酸 Cys tine 12 4. 4

色氨酸 ,酪氨酸 Try, Ty r
有干扰

In terference

　　* :摩尔比 molar ratio。

表 2　样品分析数据

Table 2　 Analytical results of samples

样品
Sample

加入量
Added
(μg)

回收量
Found (μg)

回收率
Recovery
(% )

RSD
(% ,
n = 5)

胱氨酸
Cystin e

0a 2. 03

2 3. 91～ 4. 04 95. 7～ 100. 7 2. 0

电解样
Electrolyte

0b 1. 52

2 3. 44～ 3. 61 96. 6～ 101. 3 2. 5

　　 a:电解 6h样品 ; b:电解 12h样品。a: Elect rolysed 6h; b: Elect rolysed

12h.

3　结论

　　用 In(Ⅲ ) -8-羟基喹啉 -5-磺酸荧光络合体系测

定半胱氨酸的方法操作简单 ,灵敏度高 ,检出限低。

　　测定半胱氨酸时 ,普通氨基酸的干扰较少 ,重金

属离子的干扰比较严重。

　　本文建立的方法可以测定胱氨酸电解液中半胱

氨酸的含量 ,回收率为 95. 7% ～ 101. 3%。
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表 2　辛伐他汀样品测定结果和加标回收率

Tabl e 2　 Concentrat ions and recoveries of MSA in a

sinvastatin sampl e

编号
No.

溶液中
M SA浓度
Concen tration
(μg L- 1)

固体样品中
MSA含量
Found
(μg g- 1 )

加入标
样量
Added
(μg g- 1)

测得总量
Total
found
(μg g- 1)

回收率　
Recovery
(% )　　

1 28 2. 80 0. 25 3. 01 84

2 28 2. 80 2. 50 5. 60 112

3 28 2. 80 25. 0 29. 05 105

表 3　不同批次辛伐他汀样品测定结果的比较

Tabl e 3　 Comparison of analytical results of diff erent

sampl es

批号
Lot

本方法含量
Found

(μg g- 1)

药厂报告值
Certif ied
(μg g- 1)

0401 2. 8 2. 9

0402 2. 0 2. 2

0403 < 0. 5 < 0. 5

0511 3. 1 3. 0

0520 2. 5 2. 4

3　结论

　　实验结果表明 ,该离子色谱方法对于辛伐他汀样

品中杂质成份的测定十分重要 ,样品无需复杂的样品

前处理手段 ,使用淋洗液发生器产生的 KOH溶液 ,

抑制电导检测 ,方便地对辛伐他汀样品中的多种离子

进行分离 ,甲烷磺酸峰形良好 ,并不受其它常规阴离

子杂质的干扰。方法简便、快速、基体干扰小 ,可在辛

伐他汀产品的检验中发挥重要作用 ,对其它药品中的

甲烷磺酸测定也有一定的指导意义。
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