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摘!要!以组氨酸的茚三酮显色和56-)7特征显色为根据!研究了发酵液中40组氨酸的定性"定量

测定#确立了以56-)7试剂和茚三酮试剂纸层析显色来定性测定组氨酸$茚三酮显色0分光光度

法来定量测定发酵液中40组氨酸!并对测定条件进行了研究#
关键词!组氨酸$发酵$测定$纸层析
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!!最初%40组氨酸的生产是从蛋白水解液中进行

提取&.’%测定其含量时其它氨基酸产生了很大的干

扰(因而有 人 根 据 重 氮 苯 磺 酸 与 组 氨 酸 可 发 生 偶

氮反应的原理%设计改良了组氨酸的56-)7显色法

测定 &!’(利用该法进行测定%可排除其它氨基酸对

其测定的影 响(然 而 在 实 现 发 酵 法 生 产40组 氨 酸

以后%未见到完全利用此法对发酵液中的40组氨酸

进行测定 的 报 道(另 外 鉴 于 茚 三 酮 和 氨 基 酸 的 特

征显色%曾有人利用茚三酮对发酵液中的40组氨酸

进行定性测定&/’%而且也有茚三酮显色后洗脱来定

量测定其它 氨 基 酸 的 报 道&#["’(对 于 发 酵 液 中 的

40组氨酸也有人采用纸层析后荧光法鉴别%然后洗

脱56-)7显色 后 比 色&%’也 有 人 提 及 利 用 茚 三 酮 和

56-)7显色来定性测定发酵液中 的40组 氨 酸%仪 器

直接定量测定 &.’%但较为繁琐且均未有详尽报道(
对于成分复杂的发酵液%能 否 利 用56-)7特 征

显色抑或茚三酮显色完成组氨酸的定性)定量测定

值得 探 究(因 而 我 们 以 组 氨 酸 的 茚 三 酮 显 色 和

56-)7特征显色为根据%对发酵液 中40组 氨 酸 的 定

性)定量测定进行了研究(
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@!材料与方法

@A@!菌株和培养基

以40组氨酸产生菌3,11!本实验室保藏菌株"
为实验菌株#

发酵 培 养 基!>$4"%葡 萄 糖.$$&!+9#"!OV#
/$&玉 米 浆"&E9!5V#.&N>OV#’&9!V$\"&U60
UV/!$#!灭菌前Y9&\$"

@BC!菌体培养

在装有."W4发酵培养基的!"$W4三角瓶中

接入种子&在往复式摇床上/$]&震荡培 养&!D&
转速为.$$G$WB;#

@BD!E&#’3试剂的配制

甲液%称取$\2>对 氨 基 苯 磺 酸&加 热 溶 解&加

入2W4浓盐酸&定容到.$$W4#使用时在$]下

与等体积"̂ 亚硝酸钠水溶液相混合!不宜久置"#
乙液%.$̂ 碳酸钠水溶液#

@BF!纸层析分析

@BFB@!层析!用微量进样器吸取一定量的发酵上

清液&注射在宽."MW的滤纸上&离纸下端.\"MW&
每样品间距.\"MW#放入层析缸上行展开至约./
MW处&即停止层析#

@BFBC!显色

."56-)7试 剂 显 色%采 用 层 析 剂 为 正 丙 醇%

$\!W()$4氨水!!$!"_/‘.(%)&展 开 完 毕 后&.$"
]烘干"WB;&先用56-)7试剂甲液涂布滤纸&然后

再用乙液涂布#

!"茚 三 酮 显 色%采 用 层 析 剂 为 甲 醇‘水‘.$
W()$4乙 酸‘吡 啶!!$!"_ 1$‘.&\"‘!\"‘
.$(/)&展开完毕 后&用 热 风 吹 干 滤 纸&用$\"̂ 茚 三

酮丙酮溶液显色&.$"]烘干"WB;#

@BG!E&#’3比色分析

将发酵液在.$$$$转$WB;下 离 心.$WB;&取

上清液&稀释一定倍数&分别加入甲液.W4&乙液.
W4&显色.$WB;&在#&%;W (&)下进行比色测定#

@BH!茚三酮比色分析

将茚三酮显 色 对 应 的 斑 点 剪 下&放 入 有/W4
体积分数&"̂ 乙 醇%$\.̂ U-OV#’"9!V_/1‘!
!"$""(#)洗 脱 液 的 试 管 中 进 行 洗 脱/$WB;&用&!.
分光光度计在".$;W处*光程.MW进行测定#

C!结果与分析

CB@!定性检测结果

CB@B@!56-)7试剂显色!实验发现&发酵液中除组

氨酸显橘红色斑点外&还可能出现一些杂斑#这是

因为56-)7试剂可以同一些含有咪唑衍生物反应显

色&根据前人对 咪 唑 衍 生 物 的#<值 的 研 究(1)&基 本

可以确定这些杂斑所对应的物质#如表.所示#
表@!发酵液纸层析显色斑点的!(值及其所对应物质

I&=A@!!(5&’#.;"(1-;0-*-%.&%*-7-*&J"’.;-%(.$7.%0&0-"%

=$"01"%K&K.$,1$"7&0"2$&K13

物 质 颜 色
正丙醇‘

$\!W()$4氨水

/‘.

正丙醇‘
.W()$4醋酸

/‘.$!!‘!"

组氨酸 橘红色 $\!! $\.!

咪唑乳酸 橘红色 $\!% $\!&

鸟嘌呤橘 黄色 $\!& $\/"

咪唑丙酮酸 橘红色 $\/. $\/.

"0氨基咪唑酰胺 蓝 色 $\"! $\".

组氨醇 红 色 $\%" $\!1

CB@BC!茚三酮 显 色!茚 三 酮 显 色 时&关 键 是 要 选

出一种能够较 好 的 将40组 氨 酸 与 其 它 氨 基 酸 分 离

的层析剂#发酵液中可能会出现的*#<值与组氨酸

相近的是谷 氨 酰 胺 和 甘 氨 酸&丝 氨 酸&精 氨 酸 及 赖

氨酸#经几种层析剂层析后显色结果如表!所示#
表C!不同层析剂中几种氨基酸的!(值

I&=AC!I1.!(5&’#."(L-%*;"(&7-%"&,-*;-%*-((.$.%0;"’9

5.%0;3;0.7

氨基酸
#<

! " # $

谷氨酰胺 $\!# $\.& $\!1 $\."

甘氨酸 $\!" $\!! $\!1 $\."

组氨酸 $\!" $\.% $\!! $\.%

丝氨酸 $\!& $\!/ $\/" $\.%

精氨酸 $\!$ $\!/ $\/# $\.#

赖氨酸 $\.! $\.1 $\// $\.!

层析时间 #\$ #\$ /\$ /\"

!!注%!正丙醇‘$\!W()$4氨 水!!$!"_/‘.&"正 丙

醇‘.W()$4醋酸!!$!"_/‘.(1)&#甲 醇‘水‘.$W()$4
乙酸‘吡啶!!$!$!"_1$‘.&\"‘!\"‘.$&$正 丁 醇‘
乙酸‘水 !!$!$!"_#‘.‘.(.)

由表!可以看出第三种层析效果较好&时间也

较短&因而选用第三种层析剂进行层析#
因纸层析存在着一定的 误 差&且56-)7试 剂 显

色和茚三酮显色 中 干 扰 物 质 与 组 氨 酸 的#<值 之 间

相差不是特别大&故同时采用两种显色方法对组氨

酸进行定性#

CBC!定量检测结果

CBCB@!发酵液56-)7比色结果!实验发现&当在稀
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释后 的 发 酵 液 离 心 上 清 液 中 加 入56-)7试 剂 乙 液

!.$̂ 碳酸钠 溶 液"时#溶 液 变 浑 浊#从 而 无 法 进 行

比色测定$经分析为碳酸根离子引起沉淀$
因碳酸 钠 引 起 沉 淀#实 验 中 将 碳 酸 钠 替 换 为

+9#U)0+9/9!V 缓 冲 溶 液 和.$̂ 的 +6+V/溶

液%2&$结果发现#显色后溶液偏黄$经分析溶液偏

黄是由铵 离 子 引 起 的$而 发 酵 培 养 基 中 含 有 大 量

硫酸铵#虽经菌体利用#但可能还有残留的铵离子#
会影响56-)7比色$

而且考虑 到 发 酵 液 中 可 能 会 出 现 的 咪 唑 衍 生

物 会 影 响 组 氨 酸 的 比 色#故 不 采 用 直 接 比 色 法 测

定#而采用显色后洗脱比色测定$

CBCBC!两显色 剂 显 色 洗 脱 后 颜 色 比 较!56-)7显

色进行洗脱!体积分数!$̂ 乙醇"后颜色较浅#因而

其灵 敏 度 不 高#而 相 对 来 说#茚 三 酮 显 色 洗 脱 后 颜

色较为明显#故采用茚三酮显色后洗脱比色来定量

测定发酵液中的40组氨酸$
表D!两显色剂显色后洗脱液颜色

I&=AD!M"’"$*.5.’"K7.%0"(89:-;0-*-%.?-01*-((.$.%0,"’"$

$.&2.%0

409BK含量’%>
! # % 1 .$ .!

洗脱液

颜色

茚三酮显色 a a a aa aa aaa 紫红色

56-)7显色 ! ! ! ! ! a 红色

!!注()!*表示基本无颜色+)a*表示有颜色+)a*越多表

示颜色越深

CBCBD!茚三酮比色条件的确定

."洗脱液最佳吸收波长的测定

图@!不同波长下对应的洗脱液吸光度

)-2A@!N.’&0-"%;1-K=.0?..%&=;"$=.%,3&%*&=;"$=

?&5.’.%201

从图.可以看出#最佳吸收波长为".$;W#此

值和其它氨 基 酸 茚 三 酮 显 色 后 洗 脱 液 最 佳 吸 收 波

长%/[#&相近$

!"最佳洗脱时间的测定

40组氨酸点样量为!$*$%>#显色洗脱后放置不

同时间#测定洗脱液的吸光度!$".$"#实验发现#当

洗脱时间为/$WB;时#吸光度达到最大值#放置时

间继续延长#吸光度基本无变化$所以洗脱时间选

用/$WB;$

/"线性范围的确定

将!&!$%>的40组氨酸点样显色后用洗脱液

洗脱#再比 色 分 析$实 验 发 现#当 滤 纸 上 点 样 量 大

于.!%>时#洗脱液的吸光度线性较差#滤纸上的点

样量为!&.!%>时呈现了较好的线性#因而本实验

中标准曲线的测定范围在!&.!%>$

C*C*F!40组氨酸标准曲线的测定!在最佳吸收波

长".$;W,洗脱时间为/$WB;的条件下#测定了40
组氨酸的标准曲线$如图!所示$

图C!89组氨酸标准曲线

)-2AC!I1.;0&%*&$*,#$5."(891-;0-*-%.

!!从图!可以得出#当纸层析斑点所含的组氨酸

在!&.!%>时#Vb值和组氨酸含量之间有很好的

线性关系$可以作为定量分析的标准曲线$

C*C*G!方法的 精 密 度 试 验!对 含.\1/>’4!氨 基

酸分析仪测定值"的40组氨酸的发酵液进行了"次

平行测定#其 标 准 偏 差 为$\$."#相 对 标 准 偏 差 为

$\1!"#说明该方法精密度较好$

D!结!论

通过对发酵液中40组氨酸的定性,定量测定进

行研究#得出了如下结论(

."56-)7显色可初步定性发酵液中的组氨酸#
但发酵液中可能存在的咪唑衍生物会干扰其定性$
而56-)7显色和茚三酮显色相结合可以准确地定性

发酵液中的组氨酸$

!"56-)7试 剂 乙 的 加 入 会 使 发 酵 液 上 清 液 产

生浑浊#且铵离子对56-)7显色有一定的影响#因而

56-)7比色法不适合用来定量测定发酵液中的组氨

酸$

/"定量测定发酵液中的组氨酸 时 采 用 纸 层 析

显色后洗脱再比色$56-)7显色洗脱后颜色较淡且

不稳定#灵敏度较差# !下转第..!页"

1" 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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序列的功能特征提供新的研究方法!事实上"这种

方法也适用于其它蛋白功能特征的研究!
本工作在 原 序 列 基 因 设 计 时 没 有 加 入 限 制 性

酶切位点"主要是基于两个方面的考虑#$.%用多重

678扩增全基因"由于AG_#和AG_"进行延伸反应

只有 一 个 循 环 反 应"无 法 提 纯 产 物"导 致 最 终 反 应

体系复杂化"杂带较多!用重新设计的引物可以大

大增加扩增条带的特异性!$!%在原序列中没有设

计限制性 内 切 酶 位 点 可 以 使 实 验 更 加 灵 活!通 过

简单的678扩增就可以为目的片断接入不同的限

制性酶切位点"这将为全基因尝试不同表达载体提

供方便!重组子的鉴定有多种方法"利用678技术

鉴定 重 组 子 不 仅 快 捷 方 便"而 且 准 确 性 也 很 高"是

一种非常值得推广的方法!但678容易被污染"所
以在重组子 鉴 定 时 最 好 以 双 蒸 水 为 模 板 设 置 空 白

对照!
基因的成功克隆为多肽表达奠定了基础"本实

验计划将抗 菌 肽 基 因 以 融 合 蛋 白 的 方 式 在 大 肠 杆

菌 中 表 达"融 合 蛋 白 分 离 纯 化 后 经 溴 化 氰 定 点 切

割"除去担 体 蛋 白 后 得 到 目 的 片 断"最 终 通 过 对#
条设计多肽抗菌活性的比较"研究其构效关系!有

关#条抗菌肽基因的表达及活性研究将另文报道!
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而茚三 酮 显 色 洗 脱 后 效 果 较 好"适 合 比 色!比 色

时"最佳吸 收 波 长 为".$?Z"最 佳 洗 脱 时 间 为/$
Z>?"当所点组氨酸含量在!!.!$D范围内时呈现

较好的线性!

#%以6M-)L试剂和茚三酮试剂纸层析显色"茚

三酮显色0分 光 光 度 法 来 测 定E0组 氨 酸 易 于 实 现(
精密 度 较 好"适 合 在 菌 种 选 育 过 程 中 定 性(定 量 测

定发酵液中的E0组氨酸!
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