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摘　要　本文将偏最小二乘法( PLS)用于分光光度法同时测定混合氨基酸体系中的苯丙氨酸、色氨酸

和酪氨酸。对校准样品集的实验设计及测量波长点的选择等进行了实验和讨论, 并与最小二乘法、卡尔曼

滤波法和因子分析法的计算结果进行了对比, PLS 法的计算结果最精确,偏差最小。由此可见, PLS 法对于

这类组分间存在相互作用的样品的测定是一种简捷、准确的多组分同时测定方法,通过校准集来校正相互

作用带来的影响, 是 PLS 法偏差最小的原因。
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1　前言
偏最小二乘法( Par tial Least Squares, PLS)是由Wold 在1966年提出的一种多组分测定的新

的多元统计方法
[ 1, 2]
。最小二乘法,线性规划、Kalman滤波, 目标因子分析等方法对于组分间具有

相互作用使组分吸光度加和性受到扰动的体系往往得不到满意的结果, PLS 方法克服了上述缺

点,先构造了一系列已知浓度的混合物校准集, 由校准集的吸光度和浓度阵重新建立起仪器响应与

组分浓度之间的数学模型,再通过此法的模型对样品进行分析[ 3]。这种方法称为间接校正。因此

PLS 方法广泛地应用在光谱分析中
[ 4, 5]

, 本文讨论了PLS法在吸收峰重叠严重的苯丙氨酸、色氨酸

和酪氨酸的紫外分光光度分析中的应用。

2　基本原理
对于m 个含有个组分的标准校准混合式样,其浓度矩阵表示为 Cn×l·n个标准校正样在 m 个

波长处的吸光度矩阵 Rn×m。首先对吸光度矩阵进行主成分分析

Rn×m= T n×a×Pa×m+ E n×m

其中, T n×a为列正交矩阵,称为吸光度矩阵 R 的特征向量矩阵。Pa×m为正交矩阵,称为 R 的载荷矩

阵, a为维数因子, E n×m为凝随机误差矩阵。

为了克服 MLR方法中,经过矩阵求逆带来的误差,对浓度矩阵 Cn×l也进行主成分分析

Cn×l= U n×a×Qa×L+ Fn×l

其中, Un×a——列正交矩阵, 称 C 的特征向量矩阵; Q a×l——行正交矩阵, 为 C 的载荷矩阵;

Fn×l——为浓度随机误差矩阵。



PLS 法中,用矩阵 T n×a对 U n×a回归获得矩阵

U n×a= T n×a×Ba×u+ E′n×a

被测试样吸光度矩阵为 R 0,则浓度矩阵 C 可通过下式求得

Cn×l= Rn×m( U
t
n×aPa×m)

t
B a×aQ a×l

其中P , B 均可从校准集中求得。

3　实验部分

3. 1　主要仪器与试剂

本试验所使用的仪器是 U -3410型紫外可见分光光度计(日本日立公司) ,所用生化试剂氨基

酸(上海康达氨基酸厂)为层析纯。采用 0. 5mol / L 的 KOH-KH 2PO 4为缓冲溶液, pH≈7, KOH 和

KH2PO 4为分析纯。实验用水为二次蒸馏水。

3. 2　氨基酸储备液的制备

分别称取 0. 2500g 三种氨基酸, 加入少量乙醇溶解,后用二次蒸馏水定容于 500mL 容量瓶中,

浓度为 500. 0mg/ L。

3. 3　实验步骤

移取一定量的氨基酸标准储备液于 25mL 容量瓶中,加入 KOH-KH2PO 4 缓冲溶液 2mL,用二

次蒸馏水加至刻度线, 摇匀,在设定的波段和波长间隔下测量吸光度。将所得数据用PLS法进行数

据处理。

4　结果和讨论

4. 1　测量条件的选择

在 220—320nm 范围内扫描, 苯丙氨酸、色氨酸和酪氨酸的吸收峰严重重叠,通过对吸光曲线

求导得知,最大吸收峰分别在 258nm, 279nm 和 275nm。

通过实验得知,三种氨基酸均在 pH= 7时具有较大的吸光度,同时氨基酸容易在酸碱环境下

造成结构破坏。实验中采用0. 5mo l/ mL 的 KOH-KH2PO 4 ( pH≈7)缓冲溶液控制pH 值。缓冲溶液

用量在 1. 0—3. 0mL 内对吸光度没有影响,实验中选择 2mL 作为缓冲溶液的用量。

4. 2　线性范围、加合性和稳定性

苯丙氨酸在实验的浓度范围 0—650mg/ L 内符合线性,由于本实验所需浓度低于 650mg / L ,

因而没有继续探讨线性范围的上限。色氨酸的线性范围为 0—50mg / L。酪氨酸的线性范围为 0—

70mg/ L , 实验中所有待测试样浓度均在线性范围之内。在 240—300nm 内这三种氨基酸的吸光度

均具有较好的加合性。

4. 3　校准集的确定

根据三种氨基酸的线性范围,以及混合体系的吸光度值的均匀分布和跨度,选取苯丙氨酸的浓

度分别为 50, 200和 350mg / L ,色氨酸的浓度分别为 10, 30和 50mg / L ,酪氨酸浓度分别为 10, 40,

和 70mg/ L, 遵循正交设计表 L 9( 3
4
)设计了 3水平 9个标准混合样品作为校准集的浓度阵, 将其与

对应的吸光度阵构成数学模型, 对被测混合样品进行校准计算。由于苯丙氨酸的灵敏度较低,因而

在校准集中对该组分选取了较大的浓度。
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4. 4　维数 a的确定

表 1　维数对应的方差 (mg/ L)

维数 1 2 3 4 5 6

V ( R) 0. 0769 0. 0373 0. 0021 0. 0015 0. 0010 0. 0006

V ( C) 2. 2439 1. 6745 0. 0449 0. 0101 0. 0068 0. 0049

　　采用交叉验证( Cross Validat ion)的方法,同时观察残差矩阵的方差 V ( R) , V ( C)都不下降到误差

允许范围时, 此时对应的主成分数即为维数。本实验以 V ( R) , V (C)都小于 1%为准则,由表 1中的结

果可以看出, 选择 5维才能提取 R , C中的绝大多数信息。

4. 5　人工合成样品集的设计

采用了两种浓度配比方案进行对比,三种氨基酸分别采用高、中、低三种浓度,按照正交设计表

L 9 ( 34 )配制成 3水平 9个混合样品, 样品集 1为高浓度配比: 苯丙氨酸的浓度为 250, 300 和

350mg / L ,色氨酸的浓度为 25, 30和 35mg / L ,酪氨酸浓度为 50, 60和 70mg/ L ; 样品集 2为低浓度

配比: 苯丙氨酸的浓度为 80, 120和 160mg / L , 色氨酸的浓度为 15, 20和 25 mg/ L , 酪氨酸浓度为

40, 50和 60mg/ L。

4. 6　波段及波长间隔对计算结果的影响

针对样品集 2,本文对三种波长选取方法作了对比, 见表 2, 第 1种: 波段 240—300nm, 间隔

2nm; 第 2种:波段250—290nm, 间隔 2nm;第 3种: 波段 240—300nm ,间隔4nm。计算结果见表 3。

表 2　不同波长点选取的计算结果(mg/L)

波长点 1

MD SD RSD( % )

波长点 2

MD SD RSD( % )

波长点 3

MD SD RSD( % )

苯丙氨酸( Phe) 0. 26 0. 42 0. 35 - 4. 17 4. 26 3. 55 0. 28 0. 55 0. 46

色氨酸( Try) - 0. 08 0. 25 1. 23 1. 50 1. 23 6. 13 1. 36 1. 17 5. 83

酪氨酸( Tyr) 1. 56 1. 61 3. 22 0. 12 0. 55 1. 10 2. 89 2. 99 5. 97

　　从表 2可见, 第 1种取法苯丙氨酸和色氨酸的计算偏差最小, 第 2种取法酪氨酸的计算偏差最

小。可以根据测定的精度要求来选择波长点的取法,为了获得最准确的结果,用第 1种取法来计算

苯丙氨酸和色氨酸,而用第 2种取法来计算酪氨酸。

通过比较可以看出,波长间隔对计算结果影响很大。

4. 7　对校准集的检验

在波段 240—300nm、间隔 2nm 的条件下对两个样品集进行吸光度测定,用 PLS 法进行计算,

计算结果偏差见表 3。

表 3　两个样品集的计算结果(mg/L)

样品集 1

　MD SD RSD( % )

样品集 2

　M D SD RSD( % )

苯丙氨酸( Phe) 0. 37 0. 96 0. 32 0. 26 0. 42 0. 35

色氨酸( Try ) - 0. 13 0. 35 1. 16 - 0. 08 0. 25 1. 23

酪氨酸( Tyr ) 0. 13P 0. 61 1. 01 0. 12 0. 55 1. 10

　　从表 3 可以看出,两个样品集的计算结果误差基本相仿,而且达到了很低的水平,校准集的选

取是合理的, 对高浓度和低浓度体系都达到了很好的校准效果, PLS 法可以通过校准集来降低氨

基酸之间的相互作用产生的误差。
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4. 8　各种不同化学计量学方法的比较

对样品集 2的 9个混合样品分别用偏最小二乘法、卡尔曼滤波法、最小二乘法和因子分析法进

行数据处理, 以苯丙氨酸为例进行比较,见表 4。

表 4　不同方法的苯丙氨酸计算结果(mg/L)

方法
AE

1 2 3 4 5 6 7 8 9
MD SD

RSD

( % )

PL S 0. 20 - 0. 09 0. 40 0. 17 1. 00 0. 30 0. 00 - 0. 14 0. 46 0. 26 0. 42 0. 35

KF - 0. 45 - 0. 89 - 0. 62 - 0. 47 - 0. 50 - 0. 83 - 1. 38 - 0. 83 - 1. 58 - 0. 84 0. 92 0. 77

LS - 0. 19 - 1. 03 - 0. 73 0. 01 - 0. 59 - 0. 76 - 1. 03 - 0. 60 - 1. 72 - 0. 74 0. 88 0. 73

FA - 1. 34 - 1. 11 - 0. 79 0. 34 - 1. 97 1. 52 - 0. 94 - 1. 22 - 2. 79 - 0. 92 1. 49 1. 25

　　注: LS——最小二乘; KF——卡尔曼滤波; FA——因子分析。

从偏差数据可以看出, 在 4种方法中 PLS 法的计算结果最精确,偏差最小。

5　结论
PLS 法对于这类组分间存在相互作用的样品的测定是一种简捷、准确的多组分同时测定方

法,通过校准集来校正相互作用带来的影响,是 PLS 法偏差最小的原因。
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Simultaneous Determination of Mixed Amino Acids

by PLS Spectrophotometry

WANG Yan-Peng　DONG Xu-Hui　CHEN Yan　DONG Shu-Ping

(N at ional Research Center f or E nv ironmental A naly si s and Measur ements, Beij ing 100029, P . R. China )

Abstract　T he part ial least square ( PLS) method for spect rophotometric simultaneous deter-

minat ion o f phenylalanine, t ryptophan and tyr osine in the mixed amino acids was studied. The or-

thogonal design in the calibration sample sets and the elect ion of w aveleng th w ere discussed. T he

results of PLS are more accurate and r eliable compar ed w ith those of least square ( LS) , Kalman

filtering ( KF) and factor Analysis ( FA) . All in all, the PLS analysis method can be used to deter-

mine accurately mixed amino acids w hich exhibits int rinsic interact ion among components by ap-

propriate calibrat ion sample sets.

Key words　PLS, Spectrophotometry , Amino Acid.
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