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原子吸收光谱法间接研究碱式胱氨酸锌的配合反应
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摘 � 要 � 在研究原子吸收间接测定胱氨酸( Cy stine, Cys�Cys)时, 发现胱氨酸与锌离子在碱性条件下能形成

可溶性碱式胱氨酸锌配合物, 并在 pH 9� 4 左右时达到最大浓度, 经编程计算不同 pH 下的胱氨酸和锌离子

的各种存在形式和分析了拟合分布图, 指出在 pH 9� 4 左右时, 所形成的可溶性碱式胱氨酸锌配合物是由显

电中性的 Cys�Cys+ - , - 1 价的 Cys�Cys- 和- 2 价的 Cys�Cys2- , 这三种胱氨酸基同时均可以与 Zn( OH) 2 配

位形成三种可溶性碱式胱氨酸锌配合物, 其分子式为[ ( COO - ) CH ( NH+
3 ) CH 2 S � SCH 2CH ( NH +

3 ) COO
- ]

Zn( OH ) 2 , [ ( COO- ) CH ( NH +
3 ) CH2 S � SCH2CH ( NH 2 ) COO- ] Zn( OH ) 2, [ ( COO - ) CH ( NH 2 ) CH2 S �

SCH 2CH ( NH 2 ) COO - ] Zn( OH) 2。理论计算分析的结果与实验数据得到了很好的吻合, 并确定了硫化锌法

原子吸收间接测定胱氨酸时的配合物反应机理。
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引 � 言

� � 氨基酸与锌离子在一定的条件下可以形成配合化合物。
在研究原子吸收光谱间接测定胱氨酸时, 发现利用新生成的

硫化锌悬浮液与胱氨酸( Cystine, Cy s�Cys)反应产生可溶性
的配合物, 再用塞曼火焰原子吸收光谱测定溶液中的总锌浓

度, 即可间接测定胱氨酸的含量, 从而建了硫化锌法原子吸

收光谱间接测定氨基酸的方法[ 1�3]。实验表明, 胱氨酸锌可

溶性配合物有一个浓度分布, 在 pH 9� 4 左右时有一个最大
峰值, 表明在不同 pH 条件下, 溶液中的各种离子或分子,

随着 pH 的变化有着不同的配合存在状态。在最大浓度时,

各种离子组合状态和配合形式是什么? 整个测定又是利用哪

一种物质? 研究其配合反应的机理, 有助于整个测定及其性

能的提高和改善, 也有利于类似的原子吸收间接测定研究工

作的开展和深入, 对氨基酸与金属离子的配合反应研究亦有

一定的帮助。

本文在前文[1�6]的基础上, 进一步利用计算机对胱氨酸

和金属锌离子, 在不同 pH 条件下的离子状态及分布作数值

计算分析和拟合作图, 研究探讨在 pH 9� 4 左右条件下的各

种离子组合状态, 以便确定胱氨酸与金属锌离子配合反应的

机理及配合物的组成结构。

2 � 实验部分

2� 1 � 仪器与试剂
日立 180�80 型塞曼火焰原子吸收分光光度计 ; 日立牌

锌空心阴极灯; H I 9321 M icr oprocessor pH 计 ( H ANNA

Instruments)。

胱氨酸标准溶液 ( 500 mg  L- 1 ) : 精确称取 0� 125 0 g

L�胱氨酸(生化试剂 BR, 上海康捷生物科技发展有限公司)

溶于 2� 0 mL 0� 5 mo l L - 1的 NaOH( AR)溶液, 转移至 250

mL 容量瓶中 , 用蒸馏水稀释至刻度。用时临时配制, 不宜放

置过长时间。

5%氯化锌溶液; 3%硫化钠溶液; 其他试剂均为 AR级,

水为离子交换水。

2� 2 � 实验步骤
硫化锌悬浮液的制备: 取 2 mL 5%氯化锌溶液, 边搅拌

边加入3 mL 3% 硫化钠溶液, 摇匀后离心分离, 倾去上层清

液, 用 6 mL 2% 硼砂水溶液将沉淀洗涤两次 , 加 0� 3 g 固体

NaCl, 用 2% 的 Na2B4O7 溶液将沉淀稀释至 100 mL。

精确移取 1� 0 mL 胱氨酸标准溶液于 10 mL 离心管中,

加入 4� 0 mL ZnS 悬浮液, 用力振荡均匀, 放置 20 min, 用离

子交换水稀释至 6� 00 mL摇匀, 离心分离后, 以试剂空白作



参比, 用塞曼火焰原子吸收光谱法测定上层清液中锌的

FAAS 吸光度值。

3 � 结果与讨论

3� 1 � 原子吸收间接测定胱氨酸原理及不同 pH的影响

胱氨酸根在一定条件下与新生成的硫化锌中的锌发生配

合反应, 定量形成可溶性配合物, 再将溶液中的多余的硫化

锌沉淀分离, 测定上层清液中的锌含量, 即可间接的测定胱

氨酸的含量[1]。

利用塞曼火焰原子吸收光谱仪, 测定在同一缓冲体系不

同 pH 条件下, 胱氨酸与硫化锌悬浮液反应后溶液中锌的总

量, 得到溶液 pH 对原子吸收响应的关系曲线, 如图 1 所示。

由于 ZnS 在 pH< 7 时会发生溶解, 因而考察仅在碱性溶液

中进行。随着 pH 的增大吸光度响应随之增大, 在 pH 9� 4 左
右时达到最大值。

� � 在 pH> 9� 4 以后, 随着 pH 的增大, 响应反而下降, 表

明溶液中的可溶性配合锌离子含量, 随着 pH 的增大而降

低, 存在着另一种副反应的发生, 降低了可溶性的锌配合物

的存量。为考察测定反应进行的方式, 以下从胱氨酸和锌离

子两个方面分别探讨在不同 pH 时的存在形式, 以确定不同

pH 阶段的配合反应形式。

Fig� 1 � Concentration of zinc� cystine at diff erent pH

3� 2 � 胱氨酸的存在形式及在不同 pH条件下的分布

胱氨酸在水溶液中有 5种不同的电离状态, 如图 2 中的

( 1) Cys�Cys+ + , ( 2 ) Cys�Cys+ , ( 3) Cys�Cys+ - , ( 4) Cys�
Cys- , ( 5) Cys�Cys2- 分子式, 相应的带电荷分别为+ 2, + 1,

0, - 1 和- 2 价。其中分子式( 3)为显电中性分子, 当主要为

分子式( 3) 时, 胱氨酸呈电中性, 为等电点, 此时的 pH 为

5� 04[ 7�9]。当改变溶液的 pH 值, 胱氨酸的带电情况会随着溶

液 H+ 的浓度变化而发生改变。

图 3 是根据胱氨酸在水溶液中的各级酸碱解离常数[ 7�9] ,

通过自己编制的计算机程序计算和绘制在不同 pH 条件下不

同形态的胱氨酸的分布情况。

Fig� 2� Molecular ionization status of cystine at different pH

Fig� 3� Distribution graph of dif ferent status

of cystine at dif ferent pH

� � 从图 3 中可以看出, 胱氨酸的第 1 种形态 Cys�Cys+ + 基

本在 pH 2� 0 以下; 第 2 种形态 Cys�Cys+ 在 pH 0~ 3� 5 之

间, 分布范围较小, 相对最大浓度在 pH 1� 78 为 48� 50% ;

第 3 种形态 Cys�Cys+ - 分布在 pH 1 ~ 9 之间, 分布范围较

大, 计算出的最大浓度出现在 pH 5� 04, 这与等电点 5� 04 完

全吻合[ 7�9] , 此时中性分子的比例为 99� 80% , 分子式 2 和 4

均为 0� 01% , 此时分子 2 和 4 的浓度相等, 对中性分子的等

电点几乎没有影响; 第 4 种形态 Cys�Cys- 在 pH 6� 5~ 10� 5

之间, 分布范围较小, 相对最大浓度在 pH 8� 42 为 54� 82% ;

第 5 种形态 Cys�Cys2- 在 pH 8 以后逐渐上升, 到 pH 10 以后

基本全转化为带- 2 价电荷的胱氨酸基 Cys�Cys2- 。从图 1

的峰值 pH 9� 4 左右结合图 3 可知, 此时胱氨酸的存在反应

形式主要有呈 0价, - 1 价和- 2价的分子式( 3) Cys�Cys+ - ,

( 4) Cy s�Cys- 或( 5) Cy s�Cys2- 都能参与反应, 从以下的分析

可以得知胱氨酸主要是这三种形式同时参加与锌进行配合反

应的。

3� 3 � 锌离子在不同 pH条件下的存在形式及分布

金属锌离子同样在水溶液中, 在不同 pH 条件下会有不

210 光谱学与光谱分析 � � � � � � � � � � � � � � � � � � � 第 28 卷



同的存在形式, 在酸性时主要以 Zn2+ 形式存在, 由于 Zn

( OH) 2 是两性化合物能够在强碱性溶液中溶解, 形成 OH -

的配合物。其形成的各级分子式和累积形成常数[ 7�9] , 列于

方程式( 6) , ( 7) , ( 8) , ( 9)中。

Zn+ 2+ OH - = Zn( OH) + � logK 1= 4� 40 ( 6)

Zn+ 2+ 2OH - = Zn( OH ) 2 � log�2= 11� 30 ( 7)

Zn+ 2+ 3OH - = Zn( OH ) -3 � lo g�3= 14� 14 ( 8)

Zn+ 2+ 4OH - = Zn( OH ) 2-4 � log�4= 17� 66 ( 9)

图 4是根据锌离子的各级反应和累积形成常数, 通过微

机编程和数值计算绘制的锌离子在不同 pH 条件下的状态分

布图。从图 4 中可以看出 pH 7� 6 以下的中性和酸性溶液中
主要以 Zn2+ 的简单形式存在, 含量比例在 96% 以上。分子

式为 Zn( OH) + 和 Zn( OH ) -3 是两种中间过渡形态, 其最大

含量分别在 pH 8� 4 时的 2� 71%和 pH 10� 8 时的 18� 6%。分

子形式 Zn( OH ) 2 的最大含量在 pH 9� 4 为 96� 9% , 在 pH

9� 4 以前时急速下降, 在 pH 8� 0 时为 16� 3% , 在 pH 7� 6 时

为 3� 0% , 在 pH 9� 4 以上时, Zn( OH ) 2 逐步少量的转化为

过渡态 Zn( OH ) -
3 , 大多数转化为 Zn( OH) 2-

4 , 并最终全部转

化为 Zn( OH ) 2-4 而溶解。在 pH 11 之后 Zn( OH ) 2-4 会明显

增加而干扰了氨基酸锌配合物的测定。

Fig� 4� Distribution graph of status of zinc ion at different pH

3� 4 � 不同 pH条件下的离子组合形式

图 5 是在 pH 7~ 12 区域时不同形态的胱氨酸基 Cys�
Cys+ - , Cys�Cys- , Cy s�Cys2- 与锌离子的共存区域图, 在这

一区域内存在着多种分子形态的交叉组合。可以看出, 在图

1 中的峰值 pH 9� 4 左右时, 浓度较大的主要有两种胱氨酸

形式- 1价的 Cys�Cys- 和- 2 价的 Cys�Cys2- , 而金属锌离
子主要以 Zn( OH) 2 形式存在, 不难看出此时与 Zn( OH) 2 所

形成的可溶性配合物, 其胱氨酸的 Cys�Cys- 和 Cys�Cys2- 都

有可能, 考察 Cys�Cys- 和 Cys�Cys2- 都有相同的 2 个羧基作

为配体, 可以与 Zn( OH ) 2 配位形成可溶性配位化合物; 若

从图 1 峰形的分布范围考察, 显电中性的 Cys�Cys+ - 也有 2

个 � COO- 的配体, 也可以参与配位反应。若在这区域内这

三种胱氨酸基 Cys�Cys+ - , Cys�Cys- , Cys�Cys2- 均与 Zn

( OH ) 2 配合, 则所形成的配合物浓度分布应由 Zn( OH) 2 分

布决定, 其 pH 应为 9� 50, 与图 1 最大峰值处 pH 9� 4 基本

一致, 这种情况与图 1 中的峰值、峰形比较吻合。

� � 若只有显电中性的分子参加配合, 则配合物最大浓度应

在 Cys�Cys+ - 与 Zn( OH ) 2 交点处, 其 pH 为 8� 21。若只有

- 1价的 Cys�Cys- 与 Zn ( OH ) 2 配位, 最大浓度应在 Cys�

Cys- 与 Zn( OH ) 2 的交点处, 其 pH 应为 8� 41。若只有- 2

价的 Cys�Cys2- 与 Zn( OH) 2 配位, 最大浓度应在 Cys�Cys2-

与 Zn( OH ) 2 的交点处, 其 pH 应为 9� 93。显然这三种以胱
氨酸基单独配合的方式其浓度分布和峰值位置与图 1 的匹配

的可能性较小。

Fig� 5 � Area graph of coexistence of cystine and Zn( OH) 2

� � 因而从图 1的峰形位置、分布和以上的分析, 可以推断

所形成的可溶性胱氨酸锌配合物是由显电中性的 Cys�
Cys+ - , - 1 价的 Cys�Cys- 和- 2价的 Cys�Cys2- , 这三种胱

氨酸基同时与 Zn( OH ) 2 配位形成的, 其配合离子的主要形

式为

[ ( COO - ) CH( NH +
3 ) CH2 S �

SCH2CH ( NH +
3 ) COO- ] Zn( OH) 2 ( 10)

[ ( COO - ) CH( NH +
3 ) CH2 S �

SCH2CH ( NH 2) COO - ] Zn( OH ) 2 ( 11)

[ ( COO - ) CH( NH 2 ) CH 2 S�

SCH2CH ( NH 2) COO
- ] Zn( OH ) 2 ( 12)

3� 5 � 反应机理探讨
由于原子吸收光谱测定是在最大峰值 pH 9� 4 时进行,

此时硫化锌在水溶液中存在着平衡: ZnS= Zn2+ + S2- , Zn2+

+ 2OH - = Zn( OH ) 2 , 而胱氨酸在一定的碱性溶液中存在以

下平衡

[ Cys] + +
2

- H +

[ Cy s] +
2

- H+

[ Cys] + -
2

- H +

[ Cys] -2
- H+

[ Cy s] 2-
2 ( 13)

� � 生成的显电中性的 Cys�Cys+ - , - 1 价的 Cys�Cys- 和

- 2价的 Cys�Cys2- 与 ZnS 中解离出的 Zn2+ 在碱性条件下反

应生成更加稳定的碱式胱氨酸锌可溶性配合物

[胱氨酸根] + Zn2+ + 2OH - = [胱氨酸锌] 配合物 ( 14)

碱式胱氨酸锌配合物的分子式为: Zn( OH ) 2  [ C6H12

N 2O2 S2 ] , Zn ( OH ) 2  [ C6H 11 N2O 2S2 ] - , Zn ( OH ) 2  

[ C6H 11N 2O2 S2 ]
2- 如 10, 11, 12 式所示; 结构式见图 6 所

示。

4 � 结 � 论

� � 通过计算机对胱氨酸和锌离子在不同 pH 条件下的数值

拟合和图示分布研究, 并对硫化锌法原子吸收光谱法间接测

定胱氨酸时的不同 pH 对响应值的影响曲线的分析, 指出在

峰值 pH 9� 4条件下, 溶液中所生成的是由显电中性的 Cys�

Cys+ - , - 1 价的 Cys�Cys- 和- 2 价的 Cys�Cys2- , 这三种胱
氨酸基与 Zn( OH) 2 配位形成的可溶性碱式胱氨酸锌配合物。
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Fig� 6 � Configuration graph of soluble zinc cystine complex
( a) : C onf igurat ion graph ; ( b) : Optimization 3D viewer
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Indirect Study of Zinc�Cystine Complex Reaction by FAAS

LIU Wen� han1 , WU Xiao�qiong 1 , CH EN Dan1 , XIAO Shan�mei2

1. Co llege of Chemical Engineer ing, Zhejiang Univ ersit y of T echnolog y, H angzhou � 310032, China

2. Jinhua Co llege of Pro fession & Techno lo gy , Jinhua � 321017, China

Abstract� Each state of cystine and zinc ion in aqueous solution under differ ent pH conditions w as ca lculated by comput er, and

the scatter diag r am w as g iven. Under the influence of solution pH , the mechanism o f complex r eact ion in indir ectly determining

cy stine by flame atomic absorption spectr ometr y with ZnS w as studied. T he soluble complex ion is composed of 0 valence cystine

Cy s�Cys+ - , - 1 valence cystine Cys�Cys+ - and - 2 valence cystine Cy s�Cys2- w ith Zn( OH ) 2 . The theor etical analy sis fr om

computing and scatt er diagr am dovetail ver y w ell with the data determined fr om the exper iments. The st ruct ur e of soluble zinc�
cy stine complex ion is, [ ( COO- ) CH ( NH +

3 ) CH2 S � SCH2CH ( NH +
3 ) COO- ] Zn ( OH ) 2 , [ ( COO- ) CH ( NH+

3 ) CH2 S �
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SCH 2CH ( NH 2 ) COO - ] Zn( OH) 2 and [ ( COO- ) CH ( NH 2) CH2 S � SCH2CH( NH2 ) COO- ] Zn( OH ) 2 .

Keywords� F lame atomic absorpt ion spectr ometry ; Cystine; Indir ect determinat ion; Complex r eact ion; Mechanism
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