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比色法快速测定发酵液中组氨酸
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摘 要：对发酵液中组氨酸的快速测定方法———分光光度法进行了系统研究，确定测定时的最大

吸收波长为 243 56、组氨酸的检测范围为 # ) . 7 #" ) !!8 9 6:，应用该法测定某动物蛋白质水解液
中组氨酸的含量，并以氨基酸分析仪所测定结果作为参照，其相对偏差小于 %; )
关键词：:<组氨酸；分光光度法；=,>((-反应
中图分类号：? %"4 文献标识码：@
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组氨酸是唯一通过 D+= 途径合成的氨基酸 )
其发酵法生产的研究即便是在国外也较少且进展

缓慢，日本于 !$世纪 4$年代中期曾进行这方面的
研究，但在 0$年代后就未见新的报道，国内对此研
究也较少 )
研究组氨酸生物合成法不仅填补了其发酵法

生产的空白，而且在理论上，对于深入了解 D+=途

径及该途径上关键节点的刚性、D+= 途径与 S+=
途径代谢流量分配的关系，以及如何从 D+= 途径
的中间产物获得人们感兴趣的目的产物，也是相当

重要的 )组氨酸测定方法的研究是组氨酸微生物合
成法的必备条件之一 )为此，作者在前人研究的基
础上，对发酵液中组氨酸的快速测定方法进行了一

些初步的探讨，并对某些操作条件和参数进行了适
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当的改良 !

! 材料与方法

! " ! 仪器
"#$分光光度计，上海精密科学仪器有限公司

产品；%&’() *+",# 型高速冷冻离心机，日立公司
产品；-./000 紫外.可见扫描仪，日立公司产品；超
级恒温水浴槽，上海跃进医疗器械厂产品；电子分

析天平，梅特勒.托利多仪器（上海）有限公司产品；
日立 1/2氨基酸分析仪，日立公司产品 !
! " # 试剂
各种氨基酸，层析纯，中科院上海生化所产品；

对氨基苯磺酸，34，上海第三试剂厂产品；动物蛋白
质，中科院动物所提供；磺基水杨酸，34，济宁市化
学工业研究所提供；酸性蛋白酶，作者所在实验室

自制；其他试剂均为分析纯 !
! " $ 原理
当有过量酸存在时，对氨基苯磺酸和亚硝酸钠

可发生重氮化反应生成重氮苯磺酸，在弱碱性条件

下，后者可与组氨酸发生偶联反应（ 5(6778 反
应）［9，"，:］，形成橘红色的偶氮化合物 !

重氮盐正离子作为亲电试剂，还可与酚类物质

发生芳环上的亲电取代，生成偶氮化合物［"，:］!酪氨
酸带有酚基侧链，它也可与重氮化的对氨基苯磺酸

反应形成橘黄色化合物［:］!因此，在 #0 种氨基酸
中，酪氨酸最有可能直接干扰该方法的测定结果 !
! " % 方法
! !% !! 比色法测定组氨酸的测定步骤$ 移取适当

稀释的 %&;溶液至 2 ’< 的比色管中，加入 0 ! # ’<
$=对氨基苯磺酸溶液和 0 ! # ’< 2= >(>?# 溶液，

混匀后使其反应 $2 ’&@；用刻度吸管快速吹入 $0=
的 >(#*?/ 溶液 0 ! 9 ’<；振荡 $0 ; 后，加入# ’<

#0=乙醇溶液，混匀，同时盖上瓶塞室温下静置 2
’&@；定容至 2 ’<，在 "#$ 分光光度计上于 2$0 @’
处比色 !
! !% !# 与氨基酸分析仪所测结果的对照
精确称取 $ ! 0000 A动物蛋白质，用 0 ! 02 ’B7 C <

的乳酸.乳酸钠缓冲液（D% 为 # ! 2 或 / ! 2）定容至
$00 ’<，0 ! $ E5(灭菌 #0 ’&@ !
取以上溶液 2 ’<，加入作者所在实验室自制酸

性蛋白酶液 2 ’<，在超级恒温水浴槽中，F0 G下，
恒温反应 #F H，立即添加 $0 ’< "=的磺基水杨酸
溶液终止酶反应 !在高速冷冻离心机上，以 " 000 I C
’&@离心 2 ’&@，用乳酸.乳酸钠缓冲液定容至 20
’<，并用氨基酸分析仪测定各种游离氨基酸的含
量 !
运用本法测定以上动物蛋白质水解液样品中

组氨酸的含量，所得结果与氨基酸分析仪的测定结

果进行对照 !

# 结果与讨论

$:#0年，有人依据重氮苯磺酸与组氨酸可发生
偶氮反应的原理［$］，设计了组氨酸的比色测定法，

但该法颜色消退很快，并且需要烦琐的冰浴处理，

碱浓度的变化对测定结果有较大影响 !随后许多人
对这种方法进行了广泛的研究 ! $:F# 年，%! J !
E()DHKI;B@［2］用对氨基苯磺酸和亚硝酸钠代替不稳
定的重氮苯磺酸，以碳酸钠取代氢氧化钠调节反应

体系至弱碱性，研究发现，加入 #0=乙醇有利于反
应产物颜色的稳定 !
# " ! &’())*显色反应
# !! !! 最大吸收波长的确定

%(@LK与 MBK;;7KI及其以前的研究者们在研究
该法时，都是通过滤光片获得透射光［$，F，2］；%!
+I(K@LK7.*B@I(N等使用的波长为 2$0 @’［$］；5(6778
反应产物在可见光范围内的吸收情况及最大吸收

波长未见详尽报道，一般都认为在 2$0 @’附近 !为
此，作者对此进行了一些探讨，结果如图 $和图 #所
示 !
经 -O/000 扫描分析，5(6778 反应产物在 F"9

@’处具最大吸收峰 !从图 $可见，当显色剂的量一
定时，加入不同量的组氨酸，可见光波长范围内扫

描后都得两个吸收峰，一个在 F"9 @’，另一个则在
偏紫外的 /92 @’ 附近，预计后者可能是由过量的
组氨酸或是重氮化的对氨基苯磺酸吸收的 !
图 # 是在 "#$ 分光光度计上得到的 ?,—!关

系，可见，显色反应产物亦在 F"0 P F10 @’ 间具有
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最大吸收值 !由此确定，"#$%%&反应产物的吸收波长
为 ’() *+ !
由图 ,和图 ’可见，显色剂与组氨酸在偏紫外

的波长范围内有很大的吸收，特别是显色剂，其过

量很有可能影响测定样品的吸收 !此外，显色步骤
中先做纸层析，然后加 -./0#123, 溶液显色，并未

观察到 ! 4 值不同的其他橘红色斑点（结果未列

出）!故而可以认为过量的显色剂或 567对 ’(8 *+
处吸收的影响都是可以接受的 !

图 ! "#$%%&反应产物的 ’()***扫描图
+,-. ! /0#11,1- 02#34 56 7358$049 56 "#$%%& :;#04,51 <&

’()*** /0#11;3

图 = >=!分光光度计上 ?@—!关系
+,-.= :;%#4,51 56 ?@ A#%$; #18 42; B#A;%;1-42 56 >=!

C5%53,D;4;3

图 ) 组氨酸的 ’()***扫描图
+,-. ) /0#11,1- 02#34 56 2,94,8,1 <& ’()*** /0#11;3

图 E "#$%%&显色剂的 ’()***扫描图
+,-. E /0#11,1- 02#34 56 "#$%%& :;#-;14 <& ’()***

/0#11;3

= !! ! = 反应时间对显色作用的影响及反应时间的
确定

对于分光光度法，必须使显色反应反应完全才

能进行 39值的测定，而在不影响结果的前提下，时
间越短则该法应用起来越方便 !
经过研究发现，反应 8 : ,. +6*后进行比色，其

结果差异不大，结果见表 - !
表 ! 反应时间对显色反应的影响

F#<.! F2; ;66;04 56 3;#04,51 4,D; 51 42; "#$%%&

!
!!!

3;#04,51

反应时间 ; +6* 39’()*+ 反应时间 ; +6* 39

!
!!

’()*+

!
!!

- . ! -,’ ,. . ! 1)1

!
!!

, . ! 1.. ). . ! 188

!
!!

8 . ! 18) -1. . ! 18.

-. . ! 18) ,). . ! 18.

由表 -可见，反应时间超过 8 +6* 后 39 值已
变化不大，超过 -. +6*后基本持平，故而确定反应
时间为 -. +6* !
= !! !) 温度对显色反应的影响 前人在进行比色
法测定组氨酸的研究中，发现温度对显色反应有较

大影响，一般在冰浴条件下较稳定，而温度高的时

候显色反应的产物会不稳定 ! 5 ! < ! =#>?@AB7C*［8］

发现，通过加入乙醇可以使所形成的颜色在室温

（18 D）下保持稳定 !而作者在研究中发现，温度及
乙醇的加入量对显色反应影响都不大，而在反应后

按 - ! ’ ! -中加入 1./乙醇时的结果较稳定 !为方便
起见，反应温度为室温即可 !
= !! !E 显色反应产物稳定性的研究
以前研究者遇到的问题就是偶氮化合物不稳

定，所产生的橘红色会很快消退［-，,，8，(］!作者测定
了反应产物放置不同时间后的 39值以确定其稳定
性，结果见表 1 !
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表 ! "#$%%&反应产物的稳定性
’#()! *+#(,%,+& -. +/0 12-3$4+5 -. "#$%%& 20#4+,-6

静置

时间 !

!"#质量浓度 $（!% $ &’）

( ) * + ,- * . /0 * 1 0, * / 02 * ( 1. * +

,( # ( ( * ,1( ( * /0+ ( * 1,1 ( * -(( ( * .)2 ( * )(+

,- &"3 ( ( * ,1. ( * /0+ ( * 1,+ ( * -,1 ( * )(+ ( * ),(

, 4 ( ( * ,1( ( * /1( ( * 1,- ( * -/( ( * )(/ ( * ),/

. 4 ( ( * ,,. ( * /-( ( * 022 ( * 122 ( * .)- ( * )(+

由表 / 可见，显色反应还是比较稳定的，褪色
现象也不明显，. 4后仍能基本维持原来的 56值，
而经过 ,( # 的振荡就可进行 56 值的测定了 *并
且，不同质量浓度的组氨酸与显色剂反应后，其产

物都比较稳定 *
! *7 *8 其他氨基酸对该分析方法的影响
前已述及，789对该显色反应最可能产生干扰，

而其他杂环氨基酸也是潜在的干扰源，发酵液中常

见的几种氨基酸特别是含羟基或巯基的氨基酸如

:;<、’8#、749、’=<、79>对显色是否有影响也必须确
定，实验结果见表 0 *
表 9 其他氨基酸对组氨酸比色测定法的影响

’#()9 ’/0 0..04+5 -. -+/02 #:,6- #4,35 -6 +/0 4-%-2,:0+2,4
05+,:#+,-6 -. /,5+,3,60

氨
基
酸

561).3&

( * -
!% $ &’

-
!% $ &’

-(
!% $ &’

561).3&
（另加 -!% $ &’组氨酸）

( * -
!% $ &’

-
!% $ &’

-(
!% $ &’

相对
干扰
强度 $
?

:;< ( * ((/ ( * ((0 ( * ((1 ( * 1(. ( * 1,/ ( * 1-/ , * 2+

’8# ( * ((. ( * (,( ( * (1( ( * 1(- ( * 1(+ ( * 1/( ( * 22

749 ( * ((/ ( * ((1 ( * ((+ ( * 1(1 ( * 1,( ( * 11( , * 12

’=< ( * ((/ ( * ((. ( * (,( ( * 1(/ ( * 1(+ ( * 1,+ ( * 22

79> ( * (,( ( * ,(/ ( * ,+, ( * 1(+ ( * 1-/ ( * -(( ,, * 2

789 ( * (,. ( * ,/( ( * //1 ( * 1,( ( * -(/ ( * -// /1 * 0

有研究表明，大量精氨酸存在的情况下（组氨

酸质量浓度的 /( 倍以上）对结果没有影响，由表 0
可见，赖氨酸、谷氨酸、苏氨酸、亮氨酸、色氨酸等在

一定质量浓度范围内对测定也没有明显的影响，当

质量浓度偏高时对曲线的线性相关系数则有轻微

影响［-］*色氨酸、酪氨酸一般在发酵液中质量浓度
极低，而酪氨酸在水中的溶解度更是很低，其对测

定的影响也在可允许的范围内 *
! *7 *; 线性范围的确定
经过以上研究和分析，作者认为 @A<;;8 反应可

作为低含量组氨酸快速测定方法的依据，故而对该

显色反映的线性范围进行了研究，结果如图 - 所

示 *

图 8 <,5测定线性范围的确定
=,>) 8 ’/0 %,60#2 2#6>0 -. 4-%-2,:0+2,4 05+,:#+,-6 -.

/,5+,3,60

当组氨酸溶液添加量为 ( * , B ( * + &’ 时，
561).3&与组氨酸的量之间呈直线关系；组氨酸添加

量大于此值，则 561).3&值趋于平稳；故而初步确定

该测定方法的线性范围为 0 * 2 B 0, * /!% $ &’ *推测
为杂质峰的 560.-3&在组氨酸溶液添加量至 ( * - &’
后 56值基本趋于平稳 *
! *7 *? 标准曲线的制作
分别取组氨酸标准溶液 (，( * /，( * 1，( * .，( * +，

, *(，, * / &’，按 , * 1 * ,所述方法测定 561).3&，所得

结果列于表 1，作标准曲线如图 .所示 *
表 @ 比色法测定组氨酸的标准曲线

’#()@ ’/0 5+#63#23 4$2A0 .-2 4-%-2,:0+2,4 05+,:#+,-6 -. /,5B

!
!!!

+,3,60

!"#质量浓度 $
（!% $ &’） 561).3&

!"#质量浓度 $
（!% $ &’） 56

!!!

1).3&

!!!

( ( 0, * / ( * 122

!!!

) * + ( * ,,. 02 * ( ( * ./(

!!!

,- * . ( * /-( 1. * + ( * )/+

/0 * 1 ( * 0+(

图 ; 比色法测定组氨酸的标准曲线
=,>) ; ’/0 5+#63#23 /,5+,3,60 4$2A0

由图 . 可见，在 ( B 1. * + !% $ &’ 范围内，
561).3&与组氨酸质量浓度呈线性关系，其线性相关

系数为( * 222/，基本满足发酵液中组氨酸的测定要

)-/第 0期 潘军华等：比色法快速测定发酵液中组氨酸
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求 !
! " ! 与氨基酸分析仪分析结果的比较
动物蛋白质水解液的氨基酸组成比较复杂（氨

基酸分析结果未列出），可模拟实际应用时的测定

样品，作者运用本法测定了其中组氨酸的含量，并

以氨基酸分析仪的分析结果作为参照进行比较，以

检验本法的实际应用性 !动物蛋白质水解液以氨基
酸分析仪和以本法测定的结果对照见表 " !
表 # 参照分析方法与比色法测定结果的对照

$%&"# ’()*%+,-(. (/ 01,- )201(3 4,01 012 5(.0+(6

水解液样
组氨酸质量浓度 #（!$ # %&）

比色法 参照方法

相对偏差 #
’

( ( ! )* ( ! )( + ! ,,

- , ! .( " ! )+ ( ! +"

+ / ! /, / ! "- + ! ()

0 (" ! ." (+ ! -- ( ! +*

由表 "可见，比色法与氨基酸分析仪的分析结
果相比，相对偏差不超过 "’，基本上可满足实际应
用的要求 !

7 结 语

123445反应产物的最大吸收峰在 0/, 6%处 !室
温下添加 -.’的乙醇溶液，显色产物稳定，静置 , 7
以上 89值没有明显衰减，因此测定可在室温下进
行 !在本文所述测定条件下，123445反应产物吸光值
在 . ! ( : . ! *的范围内与组氨酸质量浓度呈线性关
系，其线性相关系数为 . ! )))- !比色法测定结果与
氨基酸分析仪所测定的结果相比较，相对偏差不超

过 "’ !
运用比色法测定组氨酸的含量，简单、快速，准

确性也比较好，对仪器的要求不高，适合于工业生

产中发酵液中组氨酸的快速测定 !
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