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荧光光谱法研究羟基自由基诱导的酪氨酸氧化
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摘 � 要 � 二酪氨酸是酪氨酸氧化的标志性产物。为研究影响羟基自由基诱导酪氨酸氧化的因素, 采用同步

荧光光谱结合二维相关技术研究羟基自由基诱导酪氨酸氧化的反应过程。结果表明: pH 变化时, 二酪氨酸

的荧光峰位、峰强发生变化。在羟基自由基诱导酪氨酸氧化体系中, 随着酪氨酸浓度的增加, 二酪氨酸产量

升高; 随着过氧化氢浓度的增加, 二酪氨酸产量降低; 酸性条件下, 该反应易于发生, 碱性条件下该反应难

以发生; 随着反应的进行, 二酪氨酸荧光强度先增加后减小。二维同步荧光光谱相关分析表明, 292 nm 处荧

光强度的变化快于 281, 300和 374 nm 处荧光强度的变化。因此, 荧光光谱法研究羟基自由基诱导酪氨酸氧

化, 简单可行。
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引 � 言

� � 活性氧是由氧直接或间接转变生成的氧自由基及其衍生
物, 包括: 超氧阴离子自由基及脂质自由基和脂质过氧化物

等[1] 。活性氧导致含脂食品氧化、人体生理病变[2, 3] 。酪氨

酸( ty ro sine, T y r)易被活性氧攻击氧化生成二聚酪氨酸 ( d-i

t yro sine, DT ) , 其含量已作为分析氧化状态的良好指标[4] 。

羟基自由基可由 Fe2+ 和 H2 O 2 反应产生, 具有很强的氧化

性, 其氧化能力仅弱于氟。酪氨酸在羟基自由基的作用下发

生的氧化反应比较复杂, 生成二酪氨酸进而转化为多巴、多

巴胺、多巴醌甚至三聚酪氨酸等, F eda 等采用高效液相色

谱、质谱等技术研究了羟基自由基诱导酪氨酸氧化的反应历

程[5] 。酪氨酸及其产物具有荧光特征, 荧光光谱法具有操作

简单、灵敏度高和检验参数比较全面的特点。因此 , 可以采

用荧光光谱法研究酪氨酸氧化反应。

二维相关光谱起源于 30 年前的核磁共振( N M R)领域,

它是通过多脉冲技术激发核自旋, 采集时间域上原子核自旋

驰豫过程的衰减信号, 经双傅里叶变换得到的。其显著的特

点是将光谱信号扩展到第二维上以提高光谱分辨率, 简化含

有许多重叠峰的复杂光谱, 通过选择相关的光谱信号鉴别和

研究分子内和分子间的相互作用。这种二维相关谱图反映的

是一个化学体系内部, 各种组成成份或者微观结构单元相应

于外界微扰的变化情况, 以及这些变化之间相互的联

系[ 6, 7] 。

二维相关光谱结合红外分析技术已经广泛用于中药品质

控制、化学反应等分析研究[ 8] , 而二维相关光谱在荧光研究

领域的应用较少[ 9, 10] 。

本文中采用荧光光谱法研究羟基自由基诱导的酪氨酸氧

化, 分别考察酪氨酸浓度、过氧化氢浓度、pH 值对二酪氨酸

产量的影响, 并以反应时间为外扰, 二维相关同步荧光光谱

技术分析了氧化反应进程。该研究为采用荧光光谱法考察酪

氨酸氧化提供了有价值的实验数据和理论依据。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器和参数设置
采用 Cary Eclipse 荧光分光光度计, VA RI AN 有限公

司。1 cm 石英比色池, 激发狭缝 5 nm, 发射狭缝 10 nm, 扫

描速度 600 nm � min- 1 , 间隔 0� 2 nm。

1� 2 � 试剂与方法
采用超纯水配制 20 mmol � L - 1酪氨酸标准贮备液、

1 mmol � L- 1硫酸亚铁标准贮备液、20 mmol � L - 1过氧化氢

标准贮备液, 避光保存。根据试验需要配制成工作液。

首先分别向 100 mL 容量瓶中加入 70 mL 的超纯水, 立

即吹氮气 10 min 以驱除溶液中的氧气, 分别向其中加入 10

mL 的酪氨酸工作液和 10 mL 的硫酸亚铁工作液, 最后向其

中加入 10 mL 的过氧化氢工作溶液, 启动反应。37 � 温育,



定时取 10 mL 反应液, 加 1 滴 5 mmo l� L - 1 EDT A 溶液终止

反应, 测定激发光谱、发射光谱和同步荧光光谱。

1� 3 � 数据处理
采用 O rig in P ro 8� 0 软件作图, 2D shige 软件进行二维

相关分析。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 荧光激发、发射光谱
图 1 为酪氨酸( 1� 2 mmol � L - 1 )和不同 pH 时的二酪氨

酸( 0� 2 mmo l� L - 1 )的激发光谱和发射光谱。如图所示, 酪

氨酸具有在 280 nm 最大激发, 303 nm 最大发射的特征荧光

峰。而二酪氨酸具有显著不同的荧光特征, pH 为酸性时, 二

酪氨酸具有 292 nm 最大激发 410 nm 最大发射的荧光特征;

pH 为中性时峰位不变, 峰强变弱; pH 为碱性时二酪氨酸不

仅峰位明显变化, 从 292 nm 最大激发、410 nm 最大发射变

成 325 nm 最大激发、410 nm 最大发射, 并且峰强显著增大。

这可能是由于碱性条件下, 二酪氨酸的构象发生变化引起最

大激发峰红移。这和 Giulivi 与 D av ies 研究的结果是一致

的[11] 。

Fig� 1 � Fluorescence excited spectra and emission spectra of

tyrosine ( 0� 2 mmol � L- 1 ) and dityrosine ( 0� 1 mmol

� L- 1) at different pH value

2� 2 � 酪氨酸浓度的影响
同步荧光光谱具有谱图简化、选择性提高、光散射干扰

减少等特点, 尤其适合对多组分混合物的分析。在后续的试

验中, 采用同步荧光光谱法研究影响二酪氨酸产量的各种因

素。

� � 图 2为羟基自由基诱导酪氨酸氧化反应体系的同步荧光

光谱(��= 120 nm, pH 6� 8, t= 20 min)随酪氨酸浓度变化的

趋势图。可以看出, 随着反应体系中酪氨酸浓度的增加, 二

酪氨酸荧光强度逐渐增加, 0� 9, 1� 2, 2� 0 mmo l� L - 1酪氨酸

对应的荧光同步光谱强度分别为 142, 463和 681 a� u� 。这可
能是因为, 反应体系中羟基自由基一定时, 随着酪氨酸浓度

的增加, 参与反应的酪氨酸浓度也在增加, 因此, 产生二酪

氨酸的量也在增加。

2� 3 � 过氧化氢含量的影响
图 3 为羟基自由基氧化酪氨酸体系的同步荧光光谱( ��

= 120 nm, pH 6� 8, t= 20 min)随过氧化氢浓度变化的趋势

图。由图可见, 当过氧化氢浓度增加时 , 二聚酪氨酸荧光强

度逐渐减小。这可能是因为过氧化氢过量, 产生的羟基自由

基能继续和生成的二酪氨酸反应, 产生新的物质, 图 3 中

374 nm 处荧光强度的上升也证实了这一现象。

Fig� 2 � Effect of tyrosine concentration on the synchronous

fluorescence intensity of dityrosine

Fig� 3� Effect of hydrogen peroxide concentration on the

synchronous f luorescence intensity of dityrosine

2� 4 � pH的影响

图 4 为羟基自由基诱导酪氨酸氧化体系同步荧光光谱在

不同 pH 值时的趋势图(酸性、中性条件 ��= 120 nm、碱性

条件 ��= 90 nm, t= 20 m in)。由图中可以发现, 随着 pH 值

Fig� 4 � Effect of pH value on the synchronous

fluorescence intensity of dityrosine
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的升高, 二酪氨酸荧光强度先升高后降低, 中性条件下产生

的二酪氨酸最多。这主要是因为酸性条件下, 易于生成羟基

自由基, 产生的二酪氨酸被转为多巴等物质; 中性条件下产

生的羟基自由基减少, 未能过多的攻击二酪氨酸产生其他物

质, 而碱性条件下, 生成羟基自由基的量较少, 产生的二酪

氨酸较少。这和金鸣等人关于 F ento n 体系 pH 值影响羟基自

由基产量的研究结果相一致[12] 。

2� 5 � 反应时间的同步荧光光谱图

图 5为羟基自由基诱导酪氨酸氧化体系的同步荧光光谱

( ��= 120 nm, pH 6� 8)随时间的变化图, 从图中可以看出,

二酪氨酸的荧光强度先升高后降低, 在第 20 min 时荧光强

度达到最大值。这主要是因为羟基自由基攻击酪氨酸产生二

酪氨酸, 随后, 二酪氨酸在羟基自由基的作用下又产生了其

他物质。

Fig� 5 � Synchronous fluorescence spectra of oxidation

of tyrosine induced by � OH at different time

� � 从图 5 中仅能看出反应体系中二酪氨酸荧光强度先升高

后降低、374 nm 处的荧光强度随时间变化升高的情况。为探

寻更多的反应信息, 可以对图 5 中的数据进行二维相关分

析。

� � 二维相关分析是利用在不同外界微扰下, 研究体系各组

分有关基团分子振动行为的差异而分辨出相互重叠甚至被掩

盖的峰, 从而获得普通光谱所不能获得的许多新信息。相关

分析的结果通过同步相关图和异步相关图表示。图 6 是为图

5 中同步荧光数据以反应时间为外扰经过二维相关处理的结

果。其中, 图 6( a)为同步相关图, 图 6( b)为异步相关图。图

中无填充颜色相关强度区域为正相关峰, 填充颜色相关强度

区域为负相关峰。同步相关峰代表了以反应时间为变量的同

步荧光光谱中的基团振动峰取向变化一致的行为; 异步相关

峰代表了以反应时间为变量的同步荧光光谱中的基团振动峰

取向变化的独立行为。

� � 根据 N oda法则, 异步谱中在(�1 , �2)位置为正峰则意味

着在�1 的光强变化早于�2 , 如果在(�1 , �2 )位置为负峰则意

味着光强变化�1 晚于�2� 但当 (�1, �2 )处于同步谱中负值区

域时, 上述光强变化顺序正好相反[ 13] 。

由图 6( a)可以看出, 存在一个自相关峰, 为 292 nm 处

的强自相关峰。而在图 6( b)异步图中, 可以看到三个交叉

峰, 分别是 281 和 292 nm 负交叉峰, 292 nm 快于 281 nm;

292 和 300 nm 正交叉峰, 300 nm 慢于 292 nm; 292 和 374

nm 正交叉峰, 292 nm 快于 374 nm。从异步图中, 可以额外

得到三个信息 : 281, 300 和 374 nm 处的同步荧光峰。其中

281 nm 的荧光峰可能是多巴的信息; 而 300 nm 的荧光峰可

能是多巴醌的信息, 374 nm 为三聚酪氨酸的信息, 说明羟基

自由基诱导酪氨酸氧化的反应比较复杂, 这和 F eda 等的研

究结果相符合[ 5]。

Fig� 6� 2D-correlation synchronous f luorescence spectra of

OH� induced oxidation of tyrosine at diff erent time

3 � 结 � 论

� � 羟基自由基诱导酪氨酸产生二酪氨酸。pH 为酸性时,

二酪氨酸具有 292 nm 激发 410 nm 发射的荧光特征; pH 为

中性时峰位不变, 峰强变弱; pH 为碱性时具有 325 nm 激发

410 nm 发射的荧光特征, 峰强显著增大。在羟基自由基诱导

酪氨酸氧化体系中, 随着酪氨酸浓度的增加, 二酪氨酸产量

升高; 随着过氧化氢浓度的增加, 二酪氨酸产量降低; 酸性

条件下, 该反应易于发生, 碱性条件下该反应难以发生; 随

着反应的进行, 二酪氨酸荧光强度的先增加后减小。二维同

步荧光光谱相关分析表明, 292 nm 处荧光强度的变化快于

281, 300 和 374 nm 处荧光强度的变化。荧光光谱法研究羟

基自由基诱导酪氨酸氧化, 简单可行。该氧化体系可用于二

聚酪氨酸含量的测定, 进一步的实验将验证此体系可适用于

抗氧化剂的筛选。
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Studies on the Oxidation of Tyrosine Induced by Hydroxyl Radical with

Fluorescence Spectroscopic Method

SU N Y an- hui, WA N G W e-i lo ng , W U L in- sheng, JIA X iao- li

Depar tment o f Chemist ry and Life Sciences, Chuzho u U niversit y, Chuzhou � 239012, China

Abstract� Dity rosine is a mar ker of ty rosine ox idatio n. T o study effecting facto rs of hydro x yl r adical on ty rosine ox idatio n,

sy nchr onous fluorescence spectra w ith tw o dimensio nal cor relation w as used. T he results sho wed that the peak position and

intensit y of dity ro sine changed w hile pH v alue va ried. In the system of ty rosine o xidation, w it h the increment of tyr osine

co ncentrat ion, the co ncentrat ion of dityr osine decreased. Wit h the incr ement o f hy dr og en perox ide co ncentrat ion, the co ncentra-

t ion of dity rosine increased. T he ox idatio n reaction w as pr one to taking place in acid conditio ns while diff icult to dev elop in basic

co nditions. W ith the development o f o xidation r eact ion, the fluor escence intensity of dity rosine incr eased and then decreased.

T wo dimentional cor relation synchr onous fluor escence spect ra sho wed that the v ariat ion in the intensity at 292 nm preceded that

of 281 , 300 and 374 nm. T hus, f luorescence spect roscopy w as simple and easy for studying tyr osine ox idatio n induced by

hy dr ox yl radical.

Keywords� F luor escence spectr a; T yr osine; Dityr osine; H ydro xy l r adica l; T wo dimensio nal corr elation spectra
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