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摘要: 建立了海洋浮游动物体内色氨酸的荧光分析方法.将 1 mg 左右样品置于安瓿瓶中, 加 1 mL 5. 5 mol/ L NaOH 为

水解液,在 110 � 水解 20 h.水解产物用 HCl中和, 然后用 KH 2PO 4�NaOH 缓冲液调节 pH 为 10. 5, 在激发波长 225 nm,

发射波长350 nm 处测定荧光强度. 方法线性范围 0~ 0. 07 mg/ L, 检测限为 2. 5� 10- 3 mg/ L ,回收率 99. 5% ~ 109. 3% . 应

用该方法测量了 7 种从厦门港采集的浮游动物的色氨酸含量.
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� � 浮游动物是海洋生态系统的一个重要组分,它既

能以浮游植物、细菌、碎屑等为食, 同时它们又是鱼类

仔稚鱼和甲壳、软体动物幼体等的食物,特别是许多名

优水产品的适口饵料.此外,浮游动物还可通过分泌排

泄、垂直移动及生物泵的作用,参与海洋环境中有机物

质的迁移循环, 因此浮游动物在海洋生态系统中起着

极其重要的作用.

氨基酸是蛋白质的基本结构单位, 通常占到生物

有机碳的 40%~ 60%, 有机氮的 42% ~ 72%
[ 1]
, 是大

多数海洋生物体内氮的主要存在形式和有机碳的重要

组分.作为一类重要的养殖饵料生物,浮游动物体内氨

基酸,特别是必需氨基酸的含量与组成,是评价其营养

价值的一个重要指标
[ 2, 3]

.如 Ronnestad等( 1993)研究

发现,仔鱼开始摄食后,氨基酸作为分解代谢的重要物

质,可能有高达 60%的能量由氨基酸提供, 因此,饵料

中的氨基酸是早期仔稚鱼主要的营养物质来源
[ 4]
. 色

氨酸是动物生长的 8种必需氨基酸之一
[ 3]
, 是排在赖

氨酸之后的第二限制氨基酸, 动物自身不能合成, 必须

从食物中摄取, 因此测定包括色氨酸在内的海洋浮游

动物的氨基酸组成及其含量和比例对海洋水产养殖有

重要的实用价值.

另一方面, 氨基酸是由浮游动植物形成的海洋沉

降颗粒物质的重要组成部分,约占其中有机质含量的

30% ~ 60%,沉降颗粒以及沉降的微体生物壳体中的

氨基酸作为一种生物地球化学指标已经用于许多海区

沉降颗粒通量以及有机物来源、演化及其它环境信息

的研究[ 5] .

在通常浮游动物和沉降颗粒物氨基酸的分析中,

都是使用 HCl来水解蛋白质. 在酸水解条件下, 色氨

酸被破坏, 所以文献报道中色氨酸的数据往往空

缺
[ 5, 6]

, 造成资料的不完整.本文根据色氨酸的荧光特

性,建立了一种简便、快捷、高灵敏度的海洋浮游动物

中色氨酸的定量分析方法,并利用该方法分析了采自

厦门港的 7种浮游动物的色氨酸含量.

1 � 材料与方法

1. 1 � 样 � 品
浮游动物样品于 2004年 3~ 5月夜间在九龙江河

口区以浮游生物网采集. 样品经纱绢过滤后用锡箔包

装,当场冷冻;在实验室中经镜检分类后(表 1) , 在烘

箱中 60 � 下烘 48 h, 研磨,置于干燥器中备用.

1. 2 � 试剂与仪器
1) 试剂 � 色氨酸标准储备液( 50 mg/ L ) :用 L�色

氨酸(上海生物工程技术有限公司)配制, 4 � 冷藏; 色

氨酸标准使用液( 1 mg / L ) :取储备液于实验前新鲜配

制; pH 缓冲溶液: 取 0. 5 mo l/ L KH 2PO4 与 0. 5 mol/

L NaOH 溶液按不同体积比混合, 得到 8 种不同缓冲

溶液, pH 值范围是 9. 0 ~ 12. 0; 含 0. 1% 淀粉的 5

mol/ L NaOH 溶液(需新鲜配制) ; NaOH : 1 mol/ L ;酚

酞: 0. 1% ; HCl: 6 mol/ L . 所用试剂均为分析纯, 所用

水均为 Milli�Q纯水.

2) 仪器 � Shimadzu RF�5301荧光分光光度计.

1. 3 � 实验部分
1) 光谱特性



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)
[ 7]

, 280 nm 激发时在320 nm

左右出现水的拉曼峰,对测定有干扰,所以本研究选用

灵敏度高而干扰少的 225 nm 作激发波长, 在 290~

380 nm范围扫描荧光光谱, 于 350 nm 处读取荧光强

度值.激发/发射光谱狭缝宽度设为 5 nm / 10 nm, 高速

扫描.

2) 实验方法

称取 1 mg 左右浮游动物样品于安瓿瓶内, 加入

新鲜配制的含 0. 5%可溶性淀粉的 6. 0 mol/ L NaOH

溶液 l mL,向安瓿瓶内充纯氮气 3 min后用酒精喷灯

封口,放入烘箱中在 110 � 条件下水解 20 h后,放置于

暗处冷却至室温.

水解产物转移至已加有 1. 4 mL 6 mo l/ L HCl的

50 mL 容量瓶中, 用 Milli�Q 水反复冲洗水解管 7~ 8

次,直至完全转移为止, 其总量在 40 mL 左右, 加入

l滴0. l%酚酞,使溶液呈粉红色,然后用 6 mol/ L HCl

调至溶液无色, 再用 l mol/ L NaOH 滴至溶液呈粉红

色,此时溶液 pH 8. 2.用 M illi�Q 水定容, 摇匀.吸取 2

mL 于 10 mL 刻度试管中,用 pH 10. 5的缓冲液定容

后摇匀. 以 225 nm 作为激发波长, 在 350 nm 处测量

荧光强度.

3) 检测限和精密度

在最佳条件下, 色氨酸浓度在 0~ 0. 07 mg / L 范

围内有良好的线性关系. 方法的检测限( LOD= 3�/ K ,

K 为工作曲线斜率)为 2. 5 � 10- 3 mg/ L , 9次平行测

定中华假磷虾和蚤状幼体样品, 其相对标准偏差

( RSD)分别为 3. 14%和 1. 77% .

2 � 结果与讨论

2. 1 � 条件实验
1) 缓冲液 pH 的影响

色氨酸的荧光信号与缓冲液的 pH 值有密切关

系[ 8] . 本实验用缓冲溶液调节浓度为 0. 03 mg/ L 的色

氨酸标准溶液的 pH 值在 9. 0~ 12. 0之间, 其相对荧

光强度见图 1,在 pH 10~ 11时,色氨酸荧光信号强度

较强且比较稳定,本实验选择 pH= 10. 5.

2) 水解液浓度的影响

测定蛋白质中色氨酸含量时, 通常采用碱水解法.

为考察 NaOH 水解液浓度对浮游动物水解的影响,分

别向 1 mg 瘦尾胸刺水蚤样品中加入不同浓度的

NaOH 水解液 1 mL 进行水解, 水解物用 6 mo l/ L

HCl调 pH 至中性后,定容至 50 mL,取 2 mL, 用 pH

为 10. 5的缓冲液定容至 5 mL. 实验结果表明, NaOH

� 图 1 � pH 对荧光强度的影响

� F ig . 1 � Effect o f pH on fluo rescence intensit y

� 图 2 � 水解液浓度对荧光强度的影响

� F ig . 2� Effect of concentration of hydro ly zing solution on

f luor escence intensity

浓度在 5. 0~ 6. 5 mol/ L 范围内比较适宜(图 2) ,本实

验选用 6. 0 mo l/ L .

2. 2 � 样品分析
按上述方法测定了从厦门港采集的 7种浮游动物

中的色氨酸含量,结果列在表 1.

取 6份瘦尾胸刺水蚤样品,取样量在 1 mg 左右,

表 1� 厦门港浮游动物中色氨酸的含量(干质量)

� � Tab. 1 � Determination o f tr yptophan in zooplankton fr om

Xiamen Bay ( dry mass)

样品种类 名称 色氨酸含量

/ mg� g- 1

桡足类 瘦尾胸刺水蚤 7 070

( Centrop ag es tenuir emis)

端足类 中华蜾蠃蜚 2 890

( Corop hium sinensis )

磷虾类 中华假磷虾 4 960

( Pseudeuphaus ia s inica)

长尾类 日本毛虾 6 770

( Acetes j ap onicus )的

仔虾( po stlar va)

短尾类 溞状幼体( zo ea) 1 850

大眼幼体( megalopa) 5 510

毛颚类 百陶箭虫 8 750

( Sagitta bedoti )
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表 2 � 回收率试验

Tab. 2 � Recover y test

样品名称 样品含量/�g 加标量/�g 加标后测得量/�g 回收量/�g 回收率/ %

瘦尾胸刺水蚤 0. 706 1. 000 1. 735 1. 029 102. 9

百陶箭虫 1. 159 1. 000 2. 205 1. 045 104. 5

短尾类溞状幼体 0. 021 0. 075 0. 103 0. 082 109. 3

0. 200 0. 220 0. 303 99. 5

按上述水解法处理, 仪器条件同上, 6 次测定结果的相

对标准偏差为 3. 35% ,表明该方法的重现性较好.

对瘦尾胸刺水蚤、百陶箭虫和短尾类溞状幼体的

水解液进行加标回收实验,测定结果见表 2, 回收率为

99. 5%~ 109. 3%,回收实验给出满意的实验结果.

2. 3 � 讨 � 论
常见的色氨酸分析方法有比色法、氨基酸自动分

析仪、高效液相色谱、离子交换层析等方法 [ 9] . 比色法

要求的设备简单,但操作比较烦琐.而氨基酸自动分析

仪和高效液相色谱等方法存在样品分析时间长、操作

步骤多、需要消耗有机试剂等缺点. 与这些方法相比,

荧光法具有简便、灵敏、易掌握等优点, 结果重现性好,

可实现浮游动物中色氨酸含量的快速分析.
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Measurement of the Content of Tryptophan for Zooplankton

from Xiamen Harbour with Fluorescence Method

ZHANG Run, GUO Wei�dong*
, GUO Dong�hui, WU Fang, XIA En�qin, WU Ding�xun

( Department of Oceanogr aphy , Institute of Subt ropical Oceanogr aphy , Xiamen Univ ersity , Xiamen 361005, China)

Abstract: A sensitiv e met hod for r apid determination o f t ryptophan contents in zo oplankton samples by spect rofluor imetry w as

pr oposed. Seven zooplankton samples w ere co llected fr om the Jiulong R iver Estua ry of Xiamen H arbour at night by plankton net from

March 2004 to May 2004. Each single species were picked out under micr oscope at t he labor ator y. They w ere immediately dr ied to

constant w eight at 60� fo r 48 h and w ere g rinded into powder before analysis. 1 mg o f zo oplankton sample w as placed into t he am�

poule�bot tle fo r hydro ly sis. 1 mL of so lution o f 5. 5 mo l/ L NaOH containing 0. 5% soluble star ch w as added as hydrolytic so lution.

Hydrolyzate was neutr alized with 6mol/ L after hydr olysis at 110� fo r 20 h. And then it w as adjusted to pH = 10. 5 w ith the buffer

KH 2PO 4�NaOH. The fluor escence intensity was determined at excitat ion/ emission wavelength 225 nm/ 350 nm. The linear r ange o f

calibrat ion gr aph w as 0~ 0. 07 mg / L . T he detection limit was 2. 5� 10- 3 mg/ L . The recover y rate of sam ple addit ion experiments w as

99. 5% ~ 109. 3% . T he contents of tr yptophan in seven zooplankt on samples were 8 750 mg � g- 1 ( S agitta bedoti ) , 7 070 mg � g - 1

( Centr opages tenuiremis ) , 2 890 mg� g - 1 (Corophium sinensis ) , 4 960 mg� g - 1 (Pseudeup hausia sinica) , 6 770 mg � g- 1 ( postlarv a

of Acetes j ap onicus ) , 1 850 mg � g- 1 ( zo ea o f Brachyura) and 5 510 mg � g- 1 ( megalopa of Brachyura) , r espectiv ely .

Key words: fluo rescence met hod; trypt ophan; zooplankton; Xiamen H arbour
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