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测定脯氨酸含量的方法通常用磺基水杨酸或

酒精提取再与酸性茚三酮反应生成稳定的红色产

物，然后于波长 520 nm 处比色，通过标准曲线

或回归方程计算脯氨酸的含量。关于其测定原

理，一些植物生理学实验指导明确指出：“在酸

性条件下，脯氨酸和茚三酮反应生成稳定的红色

产物，用比色法于520 nm波长下测定脯氨酸的含

量。”[1,2]然而，在各种生物化学教科书[3~6]中描述

氨基酸茚三酮反应时，则为：“在弱酸性条件

下，2个亚氨基酸——脯氨酸和羟脯氨酸与茚三酮

反应并不释放 NH3，而直接生成黄色化合物，其

结构式如图 1，最大光吸收在 440 nm。”为了对

两种教材中不同的说法进行比较，我们查阅了各

种文献，设计一些试验并进行了验证。

1  两种说法的来源

关于黄色产物及其最大光吸收在440 nm的描

述广泛存在于国内生物化学教科书[3~6]和少数植物

生理学实验指导[7]中，生化教科书一般没有指出

该反应的具体反应体系，文献7在“实验55”中

同意生化教科书的说法并有详细步骤，根据其中

的参考文献我们发现其主要来源于 Hyman[8]的文

献。文献 8 指出其反应体系由 NaCN、醋酸缓冲

液、水合茚三酮组成，脯氨酸或羟脯氨酸与之反

应后的产物是黄色的，最大吸收峰在440 nm。文

献 7 来源是 8，反应体系更改成为 KCN、柠檬酸

缓冲液、水合茚三酮、脯氨酸。在文献7 第3 版[1]

中则取消了这个试验。

关于红色产物及其最大光吸收在520 nm 的描
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图1  黄色产物

述主要在植物生理学逆境指标测定脯氨酸含量实验

中[1,2,9~12]。这些文献认为脯氨酸与酸性茚三酮反应

生成红色物质，有互变异构体I和II(图2)。产物

在酸性条件下最大吸收峰520 nm，碱性条件下最

大吸收峰630 nm[10]。反应体系是醋酸缓冲液、水

合茚三酮、脯氨酸。

通过资料对比我们提出以下几个问题：(1)有

无氰化物对反应产生何种结果？(2)酸性体系以柠

檬酸为好还是醋酸为好？(3)产物在水相好还是甲

苯相中更好？我们设计了相应试验并进行了验证。

2  验证试验

实验中用到的试剂有：10 mg·mL-1 标准脯氨

酸溶液、酸性茚三酮溶液(2.5 g茚三酮，加入60

mL 冰醋酸和40 mL 2 mol·L-1 磷酸，于70℃下加

热溶解，冷却后贮于棕色试剂瓶中备用)、分析

纯冰醋酸、0.2 mol·L-1 pH 5.0 的柠檬酸溶液、

KCN。用各自不加脯氨酸的体系溶液调零，以龙

尼柯(上海)仪器有限公司WFJ 7200型可见光分光

光度计测定可见光区域实验产物的吸收曲线。

图2  红色产物互变异构体I和II
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2.1  氰化物对反应的影响  我们设定反应体系为：

2 mL 标准脯氨酸溶液、2 mL 酸性茚三酮、2 mL

冰醋酸，一支试管加入 0.005 g KCN，另一试管

不加KCN，均于水浴中加热 20 min。结合文献资

料与实验结果(图 3)发现，脯氨酸与茚三酮共热，

有 KCN 时产物为黄色，可见光区域最大吸收峰在

420 nm 处，说明结构可能为图 1；无 KCN 时产

物为红色，最大吸收峰为 520 nm，显示结构可

能为图 2。从化学反应机制来说，由于存在氰化

物与不存在氰化物两种情况下生成的产物及其颜色

不同，说明两者很可能是不同的反应。

图 4 中，反应体系为：2 mL 标准脯氨酸溶

液、2 mL 酸性茚三酮、0.005 g KCN，一支试

管加入2 mL冰醋酸(pH 1.0)，另一试管补充2 mL

蒸馏水(1 mol·L-1 NaOH调pH至7.0)，均于水浴中

加热 20 mi n。结果显示：有 KCN、无醋酸时，

反应产物呈黄色，产物吸收峰并不是440 nm，而

是 430 nm；有 KCN 和醋酸时，反应产物呈橙黄

色，吸收峰是 420 nm。可见酸性强弱移动了吸

收峰，显示其产物在不同 pH 下的结构是可变的。

K C N 是剧毒物质，为了安全、快速、准确

测定起见，我们认为应采用无 KCN 的脯氨酸与酸

性茚三酮共热的体系更加合理。因此，以下实验

都采用无 K C N 的体系。

2.2  不同酸性支持体系对脯氨酸与酸性茚三酮反

应的影响  在脯氨酸含量测定中，测定系统有用

柠檬酸的[7]，更多是用醋酸[2,8~10]。我们分别用柠

檬酸和醋酸进行了实验。图 5 中反应体系为：

2 mL 标准脯氨酸溶液、2 mL 水合茚三酮、2 mL

柠檬酸溶液。3 支试管分别作未加热、水浴加热

8 min和水浴中加热20 min实验。结果(图5)显示：

在未加热时，溶液颜色未发生变化，说明脯氨酸

与茚三酮可能没有进行反应；在柠檬酸系统中，

沸水浴中加热 8 min 后，有淡红色产物生成，且

在波长为520 nm处有最大吸收值；当继续加热到

20 min时，出现了红色沉淀，将该红色沉淀过滤

后测得的吸光值明显下降，但吸收峰仍为520 nm。

图3  KCN对脯氨酸测定吸收曲线的影响

 图4  在KCN存在时醋酸对脯氨酸测定中吸收曲线的影响

图5  加热时间对测定脯氨酸柠檬酸体系吸收曲线的影响

用冰醋酸取代柠檬酸，体积不变，用1 mol·

L-1  HCl和1 mol ·L-1 NaOH调pH至1.5，加柠檬酸

的试管置于水浴中8 min，加冰醋酸的试管在水浴

中为20 min。结果(图 6)显示：用柠檬酸时其特

征吸收峰值较低；用醋酸时同样浓度的脯氨酸和

茚三酮反应，加热8 min后开始显现红色，20 min

后溶液颜色深度稳定，产物特征吸收峰更明显。

图 5、图 6 的结果表明醋酸优于柠檬酸，以下实

验均采用冰醋酸、脯氨酸、茚三酮反应体系。

2.3  水相与甲苯相对脯氨酸测定的影响  产物可溶
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于水相与甲苯相，何种溶液相测定产物浓度最

好？图 7 中反应体系为：2 mL 标准脯氨酸溶液、

2 mL酸性茚三酮、2 mL冰醋酸，分别用1 mol·L-1

NaOH调 pH 1.0和 3.0，于水浴中共热20 min。图

8反应体系与图7相同，冷却后用甲苯萃取产物。

结果表明，在可见光区域，不同 pH 值条件下生

成的产物特征吸收峰不管溶于水相还是甲苯相都是

520 nm，产物是红色。水相中 pH 的变化会极大

影响产物特征吸收峰的吸收值(图7)，而甲苯中pH

的变化对吸收值几乎没有影响(图 8)。

3  结束语

3.1  两种反应的实质  具a-氨基基团的氨基酸与酸

性茚三酮反应为：氨基酸首先被氧化成醛、NH 3

和 CO 2，而茚三酮被还原；接着反应生成的氨和

茚三酮还原产物再与另一分子水合茚三酮缩合生成

紫色物质[13]。

而脯氨酸与酸性茚三酮反应(不管是柠檬酸还

图6  柠檬酸与醋酸对测定脯氨酸吸收曲线的影响

是醋酸作为酸性体系)，加热反应后的最终产物是

红色的。在这个反应中，脯氨酸应是缩合了两分

子茚三酮，产物呈红色，最大吸收波长是520 nm

附近，不是 440 nm。脯氨酸与酸性茚三酮直接

加热反应结果可能如下：

在有氰化物参与时发生的是另一反应，产物

是黄色的，仅缩合一分子茚三酮。反应结果可能

如 下 ：

图8  不同pH下甲苯相中产物的吸收曲线

图7  不同pH下水相中产物的吸收曲线

如果要对脯氨酸与酸性茚三酮反应做出详

细、完整的反应历程说明，还需对产物结构作鉴
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定，对反应机制也应进一步研究。

3.2  生化教材修改建议  结合文献资料和我们的试

验，我们认为，不少生化教科书描述脯氨酸与酸

性茚三酮反应[3~6]值得商榷。首先，茚三酮反应

是特指有a-氨基基团的氨基酸与酸性茚三酮生成

紫色产物的反应，产物进行比色测定时波长为

570 nm[7]; 而脯氨酸和羟脯氨酸是亚氨基酸，没有

独立的a-氨基，所以并不如平常所说的是简单的

茚三酮反应。尽管如此，脯氨酸仍然能够与酸性

茚三酮发生化学反应，但不属于普通意义上的氨

基酸茚三酮反应。据此，我们认为生化教材在描

述脯氨酸与酸性茚三酮反应时应作适当修改: (1)脯

氨酸是亚氨基酸，没有具a-氨基的氨基酸酸性茚

三酮反应；(2)脯氨酸可以与茚三酮反应，在酸性

条件下生成的直接产物是红色的，最大吸收峰值

是520 nm；(3)脯氨酸与茚三酮在有氰化物存在时

反应产物是黄色或橙黄色，最大吸收值是

420~430 nm(准确的峰值需进一步提纯产物测定)。

3.3  最佳测定条件  尽管脯氨酸和茚三酮反应的机

制仍有待研究，但根据实验结果我们认为，如果

从高效、安全的角度考虑宜采取如下方法：用醋

酸作为酸性条件，茚三酮与脯氨酸水浴共热 2 0

min 以上，反应产物用甲苯萃取，建立标准曲线

或回归方程计算含量。具体方法可参见文献 1 、

2、9。
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