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摘要：本研究建立了分光光度法测定贝类中牛磺酸的新方法。痕量牛磺酸在pH 11.0氨-氯化铵缓冲液中对高锰酸钾氧化甲基橙的

反应具有显著抑制作用，使体系褪色，吸光度明显减小。试验了酸度、高锰酸钾用量、甲基橙用量、温度和时间的影响，确定了最佳

反应条件。在最佳反应条件下，最大褪色波长位于690 nm，吸光度减小值与牛磺酸质量浓度在0~75 μg/L范围内呈良好的线性关系，

表观摩尔吸光系数为2.22×106 L/(mol·cm)，检出限为1.19 μg/L。采用热水浸提和离子交换法处理样品，将该方法用于测定文蛤、缢蛏、

栉孔扇贝和四角蛤蜊中牛磺酸，结果与高效液相色谱法一致，相对标准偏差为0.82~1.24%（n=6），回收率为98.31~101.76%。该方法

灵敏、准确、简便、快速、精密度高，选择性好，反应条件温和，对环境友好，适用于贝类中牛磺酸的测定。 
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Abstract: Trace taurine has obvious inhibitory effect on the reaction of potassium hypermanganate oxidizing methyl orange in 

ammonium chloride-ammonia buffer solution at pH 11.0, resulting in fading of the system and great decrease of absorbance. The acidity, 

potassium hypermanganate and methyl orange dosage, temperature and time were optimized. Under the optimum reaction conditions, good 

linear relationship was obtained between the decreased value of absorbance and taurine concentration in the range of 0~75 μg/L with the 

maximum fading wavelength of 690 nm. The apparent molar absorption coefficient was 2.22×106 L/(mol·cm), with detection limit of 1.19 μg/L. 

Samples were pretreated using hot water extraction and ion exchange , the proposed method was applied to the determination of taurine in 

Meretrix meretrix, Sinonovacula constricta, Chlamys farreri and Mactra veneriformis. The results agreed well with those obtained by high 

performance liquid chromatography. The relative standard deviation was 0.82~1.24% (n = 6), and recovery was 98.31~101.76%. This method 

was sensitive, accurate, simple, rapid and environmentally friendly under, which was suitable for determination of taurine in shellfish. 
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牛磺酸是人体内一种条件性必需氨基酸，具有独

特的生理功能，对人体的神经系统、生殖系统、免疫

系统、消化系统、运动系统等起着重要的调节作用[1~4]。

人体主要从食物中摄取牛磺酸。海洋贝类牛磺酸含量

丰富，价格低廉，是人体补充牛磺酸的有效来源。因

此，建立贝类中牛磺酸含量灵敏、准确的测定方法具

有重要意义。 
目前，牛磺酸的测定方法主要有高效液相色谱法

[5]、氨基酸分析仪法[6]、薄层扫描法[5]、荧光法[7]和分
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光光度法[8]等。高效液相色谱法应用较多，灵敏度较

高，但衍生反应条件需严格控制，否则难以保证测定

的准确度和精密度。氨基酸分析仪法灵敏度较高，选

择性好，但仪器价格昂贵，分析条件严格，分析时间

长。薄层扫描法灵敏度较低，薄层板制备、点样、展

开及显色等操作要求严格。荧光法灵敏度较低，精密

度较差。 
分光光度法仪器价廉、操作简便、易于推广普及，

但很少应用于牛磺酸测定。已报道的络合显色分光光

度法[8~10]存在灵敏度较低、试剂毒性大、反应需高温

或长时间加热等不足。笔者曾建立抑制氧化褪色光度

法[11~12]测定牛磺酸，方法灵敏、准确、快速，反应条

件温和，对环境友好，克服了上述光度法的不足。笔

者深入研究发现，痕量牛磺酸在氨-氯化铵缓冲液中能

显著抑制高锰酸钾氧化甲基橙的反应，使体系吸光度

明显减小，国内外未见文献报道。通过试验优化反应

条件，采用热水浸提和离子交换法处理样品，建立了

分光光度法测定贝类中牛磺酸含量，为贝类中牛磺酸

资源的合理利用提供实验依据。该方法灵敏度进一步

提高。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

文蛤（新鲜）、缢蛏（新鲜）、栉孔扇贝（新鲜）

和四角蛤蜊（新鲜）购于连云港市。 
牛磺酸标准储备液：1.0 mg/mL，于冰箱 4 ℃保存；

牛磺酸标准工作液：0.5 μg/mL，临用时由牛磺酸标准

储备液稀释；氨-氯化铵缓冲液：pH 11.0；高锰酸钾溶

液：1.0×10-2 mol/L；甲基橙（MO）溶液：5.0×10-4 mol//L。
牛磺酸纯度为 99.8%，其他试剂均为分析纯，实验用

水为二次蒸馏水。 

1.2  仪器与设备 

WFJ7200 型可见分光光度计，尤尼柯（上海）仪

器公司；CS-501 超级恒温槽，重庆银河试验仪器有限

公司；SYZ-550 石英亚沸高纯水蒸馏器，江苏金坛市

白塔石英玻仪厂。 

1.3  方法 

1.3.1  样品处理 
用清水洗净贝类样品，去壳，取出贝肉，沥干，

制备匀浆。准确称取匀浆25.0 g，加适量水煮沸1 h，二

层纱布过滤。残渣再按上述方法提取1次，合并2次提

取液，用水定容至500 mL，混匀。吸取2.0 mL于离心

管中，加入2.0 mL 60 g/L磺基水杨酸，混匀，静置10 
min，4000 r/min离心15 min，弃去蛋白质沉淀，上清液

经滤纸、0.45 μm滤膜过滤，滴加1 mol/L氢氧化钠溶液

调节pH为4~5。将其通过001×7强酸性阳离子交换柱，

控制流速为1.5 mL/min，用50 mL水洗脱，弃去最初流

出液，用1 L容量瓶收集后面流出液，用水定容，备用。 
1.3.2  实验方法 

在两支 10 mL比色管中，依次加入 2.0 mL pH 11.0
氨-氯化铵缓冲液，2.5 mL 1.0×10-2 mol/L 高锰酸钾溶

液和 0.7 mL 5.0×10-4 mol/L 甲基橙溶液，再向其中一

支比色管中加入一定量牛磺酸标准工作液或样品溶

液，另一支不加牛磺酸作试剂空白，用水定容并摇匀，

室温下反应 8 min。用 1 cm 比色皿，以水为参比，在

波长 690 nm 处分别测量试样溶液的吸光度 A 和试剂

空白的吸光度 A0，并计算吸光度差值 ΔA=A0-A。 

2  结果与分析 

2.1  反应条件的优化 

2.1.1  吸收光谱 
以水为参比，体系的吸收光谱如图 1 所示。由图

1 可知，甲基橙溶液的最大吸收峰位于 610 nm（曲线

1），高锰酸钾溶液的最大吸收峰位于 620 nm（曲线 2），
当两者混合后，最大吸收峰红移至 590 nm，体系吸光

度显著增大（曲线 3）；当牛磺酸加入其中后最大吸收

峰仍位于 590 nm，体系吸光度明显减小（曲线 4）。
以试剂空白为参比，最大吸收波长位于 690 nm 处（曲

线 5），故选择 690 nm 为测定波长。 

 
图1 吸收光谱 

Fig.1 Absorption spectra 

注：1.甲基橙（以水为参比）；2.高锰酸钾（以水为参比）；

3.高锰酸钾-甲基橙（以水为参比）；4.高锰酸钾-甲基橙-牛磺酸

（以水为参比），ρ（牛磺酸）=45 μg/L；5.高锰酸钾-甲基橙-牛

磺酸（以试剂空白为参比），ρ（牛磺酸）=45 μg/L。 

2.1.2  酸度的影响 
分别考察了盐酸-乙酸钠（pH 1.99~4.19）、乙酸-
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乙酸钠（pH 3.6~5.7）、乙酸铵（pH 7.0）、氨-氯化铵

（pH 7.5~11.0）缓冲液、氢氧化钠（pH 11、12）和氢

氧化钾（pH 13.7）溶液对反应体系的影响。实验结果

表明，酸度直接影响反应的进程以及体系的稳定性。

由图 2 可知，以 pH 11.0 氨-氯化铵缓冲液控制体系酸

度，痕量牛磺酸对高锰酸钾氧化甲基橙反应的抑制作

用最明显，ΔA 值最大。当缓冲液用量在 2.0 mL 时，

ΔA 值最大，如图 3 所示。实验选用 2.0 mL pH 11.0
氨-氯化铵缓冲液。 
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图2 pH值的影响 

Fig.2 Effect of pH value 

 
图3 缓冲液用量的影响 

Fig.3 Effect of buffer solution dosage 

2.1.3  高锰酸钾用量的影响 

 
图4 高锰酸钾用量的影响 

Fig.4 Effect of KMnO4 dosage 

实验发现，高锰酸钾浓度的大小直接影响反应速

率及体系的稳定性。若高锰酸钾溶液浓度过大，反应

体系不稳定，ΔA 值变化太快，难以准确测定。若高

锰酸钾溶液浓度过小，氧化甲基橙反应不充分，痕量

牛磺酸对此氧化反应的抑制作用不明显，导致 ΔA 值

过小。实验结果表明选用 1.0×10-2 mol/L 高锰酸钾为

宜，且用量在 2.5 mL 时，ΔA 值最大且恒定，如图 4
所示。故选择加入 2.5 mL 1.0×10-2 mol/L 高锰酸钾。 
2.1.4  甲基橙用量的影响 

考察甲基橙用量对体系吸光度的影响，结果如图

5 所示。当用量在 0.7 mL 时，ΔA 值最大且稳定。故

选择加入 0.7 mL 5.0 ×10-4 mol/L 甲基橙。 

 
图5 甲基橙用量的影响 

Fig.5 Effect of Methyl Orange dosage 

2.1.5  反应温度的影响 
反应温度对体系吸光度的影响如图 6 所示。温度

在 5~15 ℃时，牛磺酸的抑制作用增强，ΔA 值增大；

温度在 15~30 ℃时，牛磺酸的抑制作用最强，ΔA 值

随之达到最大；温度在 30~40 ℃时，牛磺酸阻抑作用

减弱，ΔA 值减小。当温度≥50 ℃时，空白溶液中容易

产生沉淀。为了确保体系稳定和测定的灵敏度，选择

室温（15~30 ℃）为反应温度。 

 
图6 反应温度的影响 

Fig.6 Effect of reaction temperature 

2.1.6  反应时间的影响 
反应时间对体系吸光度的影响情况如图 7 所示。

反应一开始，ΔA 值随着反应时间的增大而增大，当

反应 8 min 时，吸光度达到最大，并保持 50 min 基本

不变。选择反应时间为 8 min。 
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图7 反应时间的影响 

Fig.7 Effect of reaction time 

2.2  工作曲线与检出限 

在一组 10 mL 比色管中，分别准确加入 0.5 μg/mL
牛磺酸标准工作液 0.15、0.30、0.60、0.90、1.20、1.50 
mL。按实验方法测量体系吸光度，绘制工作曲线，如

图 8 所示。吸光度与牛磺酸浓度在 0~75 μg/L 范围内

呈 良 好 的 线 性 关 系 ， 线 性 回 归 方 程 为

ΔA=0.0177ρ(μg/L)-0.0093，相关系数 r=0.9995。表观

摩尔吸光系数为 ε690=2.22×106 L/(mol·cm)，而文献报

道值仅达到 103~104 数量级[8]，本法灵敏度提高 2~3
个数量级。 

对试剂空白进行 11 次测定，求得标准偏差

Sb=7.05×10-3，方法检出限为 DL=3Sb/K=1.19 μg/L，显

著低于国标法-高效液相色谱法和薄层色谱法的检出

限[5]。 
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图8 工作曲线 

Fig.8 working curve 

2.3  共存物质的影响 

在最佳反应条件下，对 50 μg/L 牛磺酸进行测定，

相对误差在±5%范围内，常见物质的允许倍量如下：

葡萄糖、蔗糖（2000），磺基水杨酸、柠檬酸、柠檬

酸三钠（1500），可溶性淀粉（1000），NH4
+、CO3

2-、

HCO3
-、SO4

2- (600)，抗坏血酸、草酸、草酸钠、Ag+、

PO4
3- (500)，尿素、Na+、K+、Cl- (400)，Hg2+ (300)，β-

环糊精、Ni2+、F- (200)，Pb2+ (120)，Cd2+、Cu2+、Co2+、

Al3+ (100)，Ba2+、Zn2+ (60)，Mg2+、Fe2+、Fe3+、Cr3+、

Sn4+、I-、Br-、IO3
-、NO2

-、SO3
2-、Se(Ⅳ)、V(Ⅴ)、S2O3

2-、

Cr2O7
2- (50)，苯丙氨酸、天冬氨酸、丝氨酸、缬氨酸、

丙氨酸（20），脯氨酸、谷氨酸、苏氨酸、白氨酸、

甘氨酸、组氨酸、赖氨酸、精氨酸（10），酪氨酸、

色氨酸（5）。结果表明，方法有良好的选择性，仅酪

氨酸和色氨酸对测定有干扰，可用阳离子交换树脂分

离除去。而简单样品可以不经预处理直接测定。 

2.4  样品分析 

分别精密吸取 1.0 mL 样品溶液于 10 mL 比色管

中，按 1.3.2 方法测定，根据标准曲线求得样品中牛磺

酸含量。由表 1 可知，本法与国标法-高效液相色谱法

测定结果一致[6]，且相对标准偏差 RSD 为 0.82~1.24% 
(n=6)，表明该方法准确、可靠，精密度高。统计学分

析结果表明，经 F 检验和 t 检验，这两种方法的准确

度和精密度无显著性差异。 
表1 样品中牛磺酸含量分析结果(n=6) 

Table 1 Analytical results of taurine content in samples (n=6) 

样品 

国标法 本法 
F 检

验①

t 检 
验②测定值

/(mg/g)
RSD
/% 

测定值 
/(mg/g) 

RSD 
/% 

文蛤 3.78±0.04 1.01 3.77±0.03 0.82 1.78 0.49

缢蛏 2.66±0.03 1.09 2.67±0.02 0.90 2.25 -0.68

栉孔扇贝 1.30±0.02 1.46 1.29±0.02 1.24 1.00 0.87

四角蛤蜊 2.17±0.03 1.29 2.19±0.02 0.96 2.25 -1.36

注：①f(5,5)，置信度95%，F表=5.05；②f=10，置信度95%，

t表=1.81。 

表2 加标回收实验结果(n=6) 

Table 2 Results for spiked recovery test (n=6) 

样品 加入量
/(mg/g)

测得总量均值 
/(mg/g) 

回收率
/% 

RSD
/% 

文蛤 
2.00 

3.00 

5.74 

6.78 

98.96

100.63

0.79

0.75

缢蛏 
2.00 

3.00 

4.69 

5.62 

101.08

98.37

0.87

0.82

栉孔扇贝
1.50 
2.50 

2.77 
3.78 

98.31
99.55

1.19
0.90

四角蛤蜊
2.00 

4.00 

4.20 

6.26 

100.27

101.76

0.98

0.81

另称取贝类匀浆 25.0 g，加入一定量牛磺酸标准

使用液，按 1.3.1 方法处理样品，分别精确吸取 1.0 mL
样品溶液于 10 mL 比色管中，按 1.3.2 方法进行测定，

根据标准曲线求得牛磺酸总量，再计算回收率。由表
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2 可知，回收率为 98.31~101.76%，表明该方法测定结

果准确。 

3  结论 

本文通过试验对牛磺酸-高锰酸钾-甲基橙体系反

应条件进行优化，确定了最佳条件，采用热水浸提和

离子交换法处理样品，建立了高灵敏度分光光度法测

定贝类中牛磺酸。表观摩尔吸光系数为 2.22×106 
L/(mol·cm)，明显高于文献报道值。方法检出限为 1.19 
μg/L，显著低于国标法检出限。本方法灵敏、准确、

简便、快速、精密度高，选择性好，反应条件温和，

对环境友好，适于贝类中牛磺酸含量的测定。  
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