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色氨酸和酪氨酸的三维荧光光谱特征参量提取
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摘　要　氨基酸是维持生命活动的重要物质 , 而色氨酸和酪氨酸又是天然氨基酸中重要的发光组分 , 应用

荧光光谱法对其进行测量和分辨具有重要的意义。文章用美国 Pekin2Elmer L S55型荧光分光光度计 , 对色

氨酸和酪氨酸的三维荧光光谱进行了测量。将测量的数据用激发2发射2荧光强度的三维坐标表示 , 得到三维

荧光谱图 , 但色氨酸和酪氨酸存在共性峰 ,通过波峰位置简单地来辨别两种混叠的物质很有难度。以数理统

计概念为基础 , 提取该三维荧光光谱的特征参数 , 得到两种物质荧光光谱中最相关的信息 , 可以解决两种物

质光谱混叠的分辨问题。结果表明 , 色氨酸和酪氨酸的三维荧光光谱平均值、标准差、原点矩、混合中心矩

等参数差值百分比分别为 330137 % , 102186 % , 329116 % , 329163 % , 区别较大 ; 而边际分布、相关系数值

差值百分比仅为 10161 %和 2140 %。因而平均值、标准差、原点矩、混合中心矩可作为敏感特征参数 , 用其

分辨谱图混叠的色氨酸和酪氨酸是可行的。这种“数学预提取”的三维光谱分析法可以找出组分之间的敏感

特征参量 , 能够取代传统的三维荧光光谱分析法。
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引　言

　　氨基酸是构成蛋白质的基本单元 , 是合成机体抗体、激

素和酶的原料 , 在人体内有特殊的生理功能 , 是维持生命现

象的重要物质 [1 ]。它们由于含有未饱和共轭环状结构能够发

出天然荧光 , 但其荧光激发和发射光谱严重重叠 , 相互干

扰 , 无法用传统荧光法进行测定 [225 ]。三维荧光光谱的多组

分分析可以解决这一问题 [6212 ] , 但由于它们大多是基于激发2
发射2荧光强度信息处理方法 , 尽管能得到较为理想的定量

定性结果 , 可需要大量的三维荧光光谱数据 , 造成了信息冗

余和时间的浪费 , 不利于光谱混叠多组分物质的现场鉴别。

本文提出一种基于数学统计理论的三维荧光光谱特征参

量化方法 , 利用其对色氨酸和酪氨酸的三维荧光光谱进行参

量化提取 , 找出分辨两种组分的敏感特征参量 , 将过去对荧

光激发2发射2荧光强度信息进行分析的传统方法 , 转化为利

用特征参量化方法进行“数学预提取”的新的理念。

1　三维光谱的特征参量理论

　　三维荧光光谱的特征参量化方法是近年提出的一种表示

多维光谱信息的模型 , 其基本原理是运用数学统计理论从三

维荧光光谱信息中提取出最相关的信息 , 从而实现降低光谱

数据维数 , 达到减小信息冗余的目的。这种方法实质上是对

三维荧光谱进行特征提取的一种方法 , 它通过映射或变换的

方法 , 把高维特征变成特征空间的低维特征。

依据统计方法和表示意义的不同 , 特征参数可以有多种

不同的类型和形式 , 主要有。

(1)反映荧光强度 ( z值)分布的统计特征参数 , 主要有平

均值、标准差、z 值的累积率分布等 ; (2)反映荧光强度 ( z

值)在 x和 y 平面上分布的特征参数 , 主要有原点矩、中心

矩、重心、密集椭圆等 ; (3)反映荧光强度 ( z值)与激发波长

和荧光波长分布关系的特征参数 , 主要有沿 x和 y 方向的一

维边际分布等。

这些特征参数基础统计参量 , 从不同角度表示了三维荧

光谱的统计特征。对各参量进行多样本对比和综合分析 , 选

择出鉴别敏感的参数 , 最终可达到分类和鉴别的目的 [13216 ]。

2　实　验

211　仪器和试剂
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仪器 : 美国 Pekin2Elmer L S55 型荧光分光光度计 ; 试

剂 : 色氨酸 , 酪氨酸 , NaO H和 KH2 PO4 溶液 , 二次蒸馏水。

储备液和工作液的配制 : 分别准确称取色氨酸01010 0

g、酪氨酸 01010 0 g ,用二次蒸馏水配制成 100 mL 溶液作为

储备液。工作液用二次蒸馏水逐级稀释得到。

缓冲溶液 : NaO H和 KH2 PO4 配制成 p H 714缓冲溶液

(其中 KH2 PO4 为 01035 mol·L - 1 )。

212　实验方法

　　设置荧光激发波长为 230～320 nm , 间隔 5 nm ; 发射波

长为 230～500 nm ,间隔 2 nm ; 仪器参数分别为 : 激发狭缝 5

nm , 发射狭缝 5 nm , 扫描速度 800 nm·min - 1。对以上两种

物质的样品进行三维荧光扫描。用编写的三维荧光光谱指纹

图和特征参量提取算法对其进行解析 , 算法在 MA TLAB

710以上版本中运行。

3　结果和讨论

311　三维荧光光谱指纹图

用上述仪器和样品进行测量 , 得到色氨酸和酪氨酸的三

维荧光光谱的指纹图 , 如图 1和图 2。

　　从图中可以看出 , 色氨酸在激发波长为 274 nm时 , 荧

光强度最大 , 荧光峰值位置在 358 nm ; 在激发波长 230 nm ,

发射波长 320 nm左右有一个强度稍低但明显的光谱波峰。

酪氨酸在激发波长为 226 nm时 , 荧光强度最大 , 荧光峰值

位置在 312 nm ; 在在激发波长 275 nm , 发射波长 345 nm左

右同样有一个明显的光谱波峰。

　　观察实验获得的大量不同浓度的三维荧光光谱图发现 ,

色氨酸和酪氨酸存在共性峰 , 因此简单的通过激发2发射2强
度的波峰位置来辨别两种混叠的物质 , 是很有难度的。

312　色氨酸和酪氨酸的特征参量提取结果

通过上面的特征参量化理论 , 对得到的三维荧光光谱进

行提取。表 1和表 2给出了对色氨酸和酪氨酸特征参量分别

提取的结果 , 即特征参数。表 3是两种物质三维荧光特征参

数的平均值结果比较以及敏感参数的选择。

　　可以看出 , 通过提取三维荧光光谱的特征参量 , 对于不

同的物质 , 三维荧光光谱的特征参数具有不同的鉴别性。从

表 3中明显看到 , 色氨酸和酪氨酸的三维荧光光谱平均值、

标准差、原点矩、混合中心矩等参数差别很大 , 差值百分比

分别为 330137 % , 102186 % , 329116 % , 329163 % , 也就是

Table 1　Parameters based on the three2dimensional fluorescence spectra of tryptophan

平均值 标准差 边际分布 相关系数 原点矩 混合中心矩

色氨酸 Trp1 251768 5 241863 4 (269 , 372) 01 287 6 81 955 7 81956 1

261563 2 241594 1 (272 , 380) 01 284 5 81 912 3 81828 6

261025 8 241365 0 (270 , 381) 01 275 6 81 864 1 81896 3

261133 3 241764 2 (272 , 375) 01 278 9 81 904 5 81884 2

251687 7 241218 6 (268 , 368) 01 279 6 81 934 8 81715 8

251998 2 241550 1 (265 , 365) 01 280 1 81 813 6 81689 9

251963 8 241631 8 (263 , 362) 01 285 2 81 756 1 81865 7

261056 3 241660 5 (260 , 358) 01 284 6 81 845 7 81846 8

261112 8 241568 2 (269 , 369) 01 274 5 81 931 2 81798 2

251762 2 241356 8 (253 , 362) 01 272 3 81 905 0 81912 2

251716 4 241895 7 (262 , 365) 01 284 6 81 965 3 81892 3

251984 6 241893 2 (266 , 367) 01 291 2 81 953 1 81872 1

261348 3 251128 7 (272 , 370) 01 289 6 81 846 8 81812 6

251428 9 241125 6 (275 , 373) 01 267 8 81 823 5 81821 7

261345 1 251213 5 (270 , 371) 01 265 4 81 906 8 81846 5

261010 7 251100 8 (269 , 370) 01 261 3 81 921 8 81876 8
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Table 2　Parameters based on the three2dimensional fluorescence spectra of tyrosine

平均值 标准差 边际分布 相关系数 原点矩 混合中心矩

酪氨酸 Tyr 61 100 6 121186 9 (260 , 318) 01 305 0 21 016 2 21006 3

61 188 2 121235 6 (263 , 321) 01 321 4 21 225 6 21146 7

61 258 6 121467 2 (268 , 325) 01 336 1 21 134 7 21234 8

61 244 2 121357 4 (260 , 318) 01 313 5 21 213 1 21165 2

51 869 5 121053 1 (255 , 314) 01 286 7 11 986 4 11986 3

51 768 3 121004 6 (254 , 311) 01 289 7 11 899 6 11897 9

61 012 8 111986 3 (255 , 315) 01 296 2 21 005 6 11905 2

61 248 6 121087 5 (251 , 327) 01 290 5 21 018 7 21010 0

51 896 3 121583 2 (268 , 326) 01 312 1 21 248 3 21111 2

51 782 5 121220 0 (261 , 320) 01 303 5 21 158 7 21245 8

51 998 6 121053 4 (251 , 310) 01 288 9 11 984 8 11921 2

61 007 5 111894 2 (250 , 307) 01 286 4 21 000 2 21005 9

61 157 6 111998 6 (252 , 312) 01 298 8 21 103 4 21200 1

61 253 8 121154 7 (261 , 318) 01 313 2 21 115 8 21008 8

51 897 5 121189 9 (258 , 315) 01 301 0 21 012 0 21011 2

51 955 0 121205 6 (258 , 316) 01 313 2 21 020 6 21082 2

Table 3　Parameters based on the three2dimensional fluorescence spectra of tryptophan and tyrosine and their comparison

平均值 标准差 边际分布 相关系数 原点矩 混合中心矩

色氨酸 Trp1 251994 1 241683 1 (267 , 369) 01 296 4 81 890 0 81844 7

酪氨酸 Tyr1 61 040 0 121167 4 (258 , 317) 01 303 5 21 071 5 21058 7

差值比 Rat1 / % 3301 37 102186 10161 2140 329116 329163

说 , 从色氨酸和酪氨酸混叠的光谱中 , 可以提取出这些能明

显分辨两种物质的特征参数 , 从而做出鉴别 ; 表 3中色氨酸

和酪氨酸的边际分布、相关系数值差值百分比仅为 10161 %

和 2140 % , 也就是说 , 不能用这两个指标作为分辨该两种混

叠物质的依据。因此 , 对于能明显分辨色氨酸和酪氨酸的特

征参量 , 即平均值、标准差、原点矩和混合中心矩 , 我们称

之为色氨酸和酪氨酸的敏感特征参量 , 用它们作为分辨两种

混叠物质的依据 , 比之用传统的全三维荧光光谱信息分析 ,

有着更加准确和快速的优点。

4　结　论

　　用三维荧光光谱仪对色氨酸和酪氨酸的溶液进行测量 ,

得到各自的三维荧光光谱图 , 经研究发现 , 用激发2发射2荧
光强度组成的三维谱图能够更加全面的展现物质的荧光性

质 , 增加分析的信息量。但这两种物质的谱图比较相似 , 不

能直接以此作为分辨它们的依据。本文提出的三维荧光特征

参量化概念和理论 , 用表观数学统计的思想对三维荧光光谱

进行参量化提取 , 可降低信息的维数 , 实现两种物质的“数

学分离”。结果表明 , 色氨酸和酪氨酸的三维特征参数中 , 平

均值、标准差、原点矩、混合中心矩的差别很大 , 具有良好

的可分辨性 , 可作为分辨它们的敏感特征参数。将这些参数

作为化学计量学或模式识别的输入参量 , 可进一步提高多分

组鉴别的分析精度和速度 , 可作为今后多组分物质定性和鉴

别研究的重要参考 [17 ,18 ]。
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Extraction of Characteristic Parameters of Three2Dimensional
Fluorescence Spectra of Tyrosine and Tryptophan

L I Zhen , SHAN G Li2ping 3 , DEN G Hu , ZHI Tong2xing

College of Information Engineering , Southwest University of Science and Technology , Mianyang　621010 , China

Abstract　In the present paper , three2dimensional fluorescence spect ra of tyrosine and tryptophan were detected through Pekin2
Elmer L S55 fluorescence spect rometer made in U. S. A , with the excitation wavelength in the range of 2302320 nm , interval of 5

nm , emission wavelength in the range of 2302500 nm , and interval of 2 nm. Three2dimensional fluorogram was obtained using

excitation wavelength , emission wavelength and fluorescence intensity detected by Pekin2Elmer L S55 as three2dimensional sys2
tem of coordinate. It can be seen that the main peak of the three2dimensional fluorescence spect ra of tyrosine and tryptophan was

aliasing evidently , so it was impossible to distinguish these two overlapping component s using excitation wavelength , emission

wavelength and fluorescence intensity easily. Therefore , to distinguish spect ra of tyrosine and tryptophan obviously , characteris2
tic parameter was extracted based on the principle of mathematical statistics and the most relevant information of the fluorescence

spect ra of tyrosine and tryptophan was obtained. The result s showed that the difference value percentage of the“mean”,“devia2
tion”,“origin pitch”and“mixed center pitch”of the three2dimensional spect ra’s characteristic parameter was 330137 % ,

102186 % , 329116 % and 329163 % , respectively ; meanwhile , the difference value percentage of“dist ribution”and“correlation”

was 10161 % and 2140 % respectively. Thus , it was obvious that the“mean”,“deviation”,“origin pitch”and“mixed center

pitch”of the three2dimensional spect ra’s characteristic parameter can be used to distinguish overlap spect ra of tyrosine and tryp2
tophan as sensitive characteristic parameters. The principle and result s of this method are applicable and valid. This“math pre2
extracted”three2dimensional spect rometry found sensitive parameter among the component s by the parameter ext racting and can

replace t raditional excitation2emission2intensity three2dimensional fluorescence analysis ,then can be generalized to the identifica2
tion of multi2component s.

Keywords　Three2dimensional fluorescence spect ra ; Characteristic parameter ; Tryptophan ; Tyrosine
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