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摘  要：将前沿的科研成果转化成综合实验教学内容，设计了荧光探针对氨基酸手性识别及光学组成测定的

综合性实验。阐述了荧光探针的手性识别原理、实验流程、实验操作及实验结果分析。该实验属于手性化学、

光物理、光化学、分析化学交叉学科的前沿研究领域，能激发学生的科研兴趣，培养学生的综合科研能力。

该实验还具有可拓展性，能弥补传统综合实验的重复性和单一性问题。 
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Design on experiment of chiral fluorescence recognition and optical 
composition determination of amino acids 
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(1. School of Chemistry and Environmental Engineering, Wuhan Institute of Technology, Wuhan 430205, China;  
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Abstract: The frontier scientific research results are transformed into comprehensive experimental teaching 
contents. A comprehensive experiment of chiral recognition and optical composition determination of amino acids 
by fluorescent probes is designed. The principle of chiral recognition of fluorescent probes, the experimental 
process, the experimental operation and the analysis of experimental results are described. This experiment belongs 
to the frontier research field of chiral chemistry, photophysics, photochemistry and analytical chemistry, which can 
stimulate students’ interest in scientific research and cultivate their comprehensive scientific research ability. This 
experiment also has expansibility, which can make up for the repeatability and singularity of traditional 
comprehensive experiment. 
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在当今科技高度发展的时代，化学正从传统的化

学化工领域向能源、生命、材料、信息、医药等领域

渗透[1]。这就要求化学专业应以培养知识面广、综合

素质高、有创新能力，且对交叉学科和前沿研究领域

具有一定敏感性的高级专业人才为目标。而化学是一

门建立在实验基础上的学科，教学实验的合理设计对
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人才的培养至关重要[2-5]。我校的化学专业综合实验是

在学生完成 4 大化学基础实验的基础上开设的，目的

是加强学生综合分析问题和解决问题的能力。本文  
提出“荧光探针对氨基酸的手性识别及光学组成的测

定”实验，是具有代表性的综合实验设计实例。 

1  实验概述 

手性是自然界的基本属性。作为生命活动基础的

大分子及生命过程中发生的各种生物、化学反应均与

手性密切相关。其中手性氨基酸是生命的重要组成部

分，并且显示出重要的生物学功能。目前，手性药物

在上市药物中的比重越来越大，而手性药物的不对称

合成中，手性氨基酸常被用作手性前体和手性催化剂

配体。因此，氨基酸的手性识别引起了大量关注。 
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近 20 年来，荧光探针由于其测定快速、操作简单

并可批量测定的优势，在有机化合物手性识别中的应

用取得很大进展[6-9]。2014 年，由 Pu 和 Yu 研究组合

作在 Chemical Science中报道了 Zn(II)可以显著提高基

于手性醛的分子荧光探针(S)-1（见图 1）对手性氨类

的对映选择性识别[10]，后续又有关于不同结构的手性

醛类荧光探针在 Zn(II)存在条件下对手性氨类（包括

氨基酸）的对映选择性识别的报道[11-13]。 
 

 
 

图 1  荧光探针分子结构式 
 

2019 年，我们研究组与 Pu 研究组合作设计的一

类荧光探针，将该类型的探针对氨基酸的对映选择性

荧光增强比 ef 提高到了 199[14]。ef=[IL–I0]/[ID–I0]=IL/ID，

其中，I0 为探针分子的荧光强度，IL 和 ID 分别为与 L
和 D 构型的底物反应后的荧光强度。将此课题研究中

较为成熟的内容提炼出来，作为化学专业的综合实验

“荧光探针对氨基酸的手性识别及光学组成测定”。 

2  实验原理 

探针分子(S)-1 在氨基酸存在时，其醛基与氨基酸

的氨基可以进行缩合反应生成亚胺。由于—C==N—与

其邻位—OH 存在氢键作用可以形成 OH···N==C，从

而使其在激发状态下存在分子内质子转移，使得荧光

淬灭。但当与 Zn2+络合时，这种激发态的分子内质子

转移会被抑制，从而使荧光增强[10]。当(S)-1 与不同构

型的氨基酸作用时，由于空间位阻及亚胺产物的分子

刚性和稳定性的差别，荧光增强程度不同，从而可以

实现对氨基酸的手性识别。另外，若能找到探针荧光

强度与氨基酸光学组成之间的关系，便能同时实现对

氨基酸光学组成的测定。 

3  实验仪器与药品 

仪器：Horiba FluoroMax-4 荧光分光光度计，电

子天平，微量移液枪，移液管，4 mL 带刻度离心管。 
药品：荧光探针(S)-1（99%，自制），D-苯丙氨酸

（D-Phe，99%，Macklin），L-苯丙氨酸（L-Phe，99%，

Macklin），四丁基氢氧化铵（TBAH·30H2O，98%，

Aladdin），无水醋酸锌（99.99%，Macklin），乙腈（HPLC
级），去离子水（自制）。 

4  实验基本流程及实验方法 

本实验基本流程如图 2 所示，包括荧光探针分子

和氨基酸母液的配置，探针分子与氨基酸反应液的制

备及荧光的测定等。 
 

 
 

图 2  实验流程图 
 

4.1  母液的配置 
4 mg (S)-1 溶于 5.8 mL CH3CN 得到 2 mM 荧光探

针母液；256 mg TBAH·30H2O 溶于 10 mL 去离子水得 
到 32 mmol/L 的 TBAH 水溶液；分别称取 5.3 mg D-Phe
和 L-Phe 溶于 32 mmol/L 的 TBAH 水溶液得到

32 mmol/L 的氨基酸母液；5.9 mg Zn(OAc)2 溶于 5 mL
去离子水得到 6.4 mmol/L 的 Zn(OAc)2 水溶液。 
4.2  反应液的制备 

2 mmol/L 荧 光 探 针 母 液 用 CH3CN 稀 释 至

0.2 mmol/L 备用；将 32 mmol/L 的 D-Phe 和 L-Phe 氨

基酸母液分别用 32 mmol/L 的 TBAH 水溶液稀释至

25.6、19.2、12.8、9.6、6.4、3.2 mmol/L 的氨基酸水

溶液备用。 
接下来进行氨基酸手性识别以及荧光强度与氨基

酸当量关系测定的反应液制备。 
用移液枪分别移取 14 份 400 μL 的(S)-1 荧光探针

母液（0.2 mmol/L，1 equiv）于 4 mL 带刻度离心管中；

再用移液枪分别移取 25 μL 浓度为 3.2、6.4、9.6、12.8、
19.2、25.6、32 mmol/L 的 D-Phe 溶液（1、2、3、4、
6、8、10 equiv）依次加入 7 份 400 μL 的(S)-1 溶液中，

同样用移液枪分别移取 25 μL 浓度为 3.2、6.4、9.6、
12.8、19.2、25.6、32 mmol/L 的 L-Phe 溶液（1、2、3、
4、6、8、10 equiv）依次加入另外 7 份 400 μL 的(S)-1
溶液中；最后用移液枪移取 14 份 25 μL 的 Zn(OAc)2

水溶液（6.4 mM，2 equiv）分别加入以上 14 份(S)-1
和氨基酸的混合液中。 

所有反应液于离心管中密闭静置 2 h 后加 CH3CN
稀释至 4 mL 得到荧光待测液，此待测液中(S)-1 的浓

度为 0.02 mmol/L。同时，浓度为 0.02 mmol/L 纯的(S)-1
探针乙腈溶液，加入了 2 equiv Zn(OAc)2 的探针溶液，

以及同时加入了 2 equiv Zn(OAc)2 和 10 equiv TBAH
的探针溶液分别作为荧光识别的对照溶液。 

最后进行荧光强度与氨基酸光学纯度关系测定的

反应液制备。 
将浓度为 12.8 mmol/L 的 D-Phe 和 L-Phe 的溶液

以不同体积比混合，分别得到总体积为 200 μL，L-Phe
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的光学纯度 ee 值（ee=([L]–[D])/([L]+[D])）分别为

–100%、–80%、–60%、–40%、–20%、0、20%、40%、

60%、80%、100%的氨基酸溶液备用。用移液枪移取

11 份 400 μL 的(S)-1 荧光探针母液（0.2 mmol/L，

1 equiv）于 4 mL 带刻度离心管中，再用移液枪移取

25 μL 如上配置的 ee 值为–100%~100%的 11 份氨基酸

溶液分别加入离心管中，最后用移液枪移取 25 μL 的

Zn(OAc)2 水溶液（6.4 mmol/L, 2 equiv）加入这 11 份

混合液中。所有反应液于离心管中密闭静置 2 h 后，

加 CH3CN 稀释至 4 mL，得到荧光待测液，此待测液

中(S)-1 的浓度为 0.02 mmol/L。 

5  实验结果与分析 

5.1  激发波长的选择 
为了选择合适的激发波长，应用荧光仪的 3D 模

式，并设定激发波长和发射波长的扫描范围分别为

317 ~ 417 nm 和 335~850 nm，对(S)-1 + 14 equiv L-Phe 
(in TBAH) + 2 equiv Zn(II)的混合反应液进行了测试，

得到如图 3 所示的激发波长 λEX、发射波长 λEM、荧光 
强度的关系图。从图 3 可以看到，当激发波长在

400~420 nm 范围内时，位于 510 nm 左右的发射峰强

度最强。因此在后面的荧光测试实验中，选择了处于

该范围内的 417 nm 为激发波长。 
进行图 3 测试的反应液为 0.2 mmol/L (S)-1

（400 μL，in CH3CN，1 equiv）、12.8 mmol/L L-Phe
（25 μL，in 32 mmol/L TBAH 水溶液，4 equiv）和

6.4 mmol/L Zn(OAc)2 水溶液（25 μL，2 equiv）的混合

液；反应液在室温静置 2 h，并用乙腈稀释至 4 mL 后

再进行荧光测试；λEX = 317 ~ 517 nm，λEM = 335 ~ 
850 nm，Slit = 2/2 nm。 

 

 
 

图 3  激发波长-发射波长-荧光强度关系图 
 

5.2  探针荧光强度与氨基酸当量的关系及其对氨基

酸的手性选择性 
在所选择的激发波长下，研究了在 2 equiv Zn(II)

存在条件下，该荧光探针对不同构型的 Phe 在不同当

量下的荧光响应情况，如图 4(a)和 4(b)所示。可以看

到，未加入氨基酸的 sensor、sensor + Zn(II)以及 sensor + 
Zn(II) + TBAH 体系均没有荧光，虽然 L 和 D 构型 Phe
的加入均能打开该探针在＞500 nm 的荧光窗口，但是

该探针对 L-Phe 的荧光响应明显强于对 D-Phe 的 
 

 
 

图 4  荧光探针在不同条件下的荧光响应 
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响应。图 4(c)显示了 510 nm 处的荧光强度与不同构型

的 Phe 的当量之间的关系，当该探针体系中加入 L 构

型的 Phe 时，在 1 ~ 4 equiv 范围内，荧光强度随氨基

酸当量的增加而显著增加，在 4 equiv L-Phe 的条件下

达到最大，继续增加 L-Phe 的量反而导致荧光强度降

低。这说明 4 equiv L-Phe 与(S)-1 和 Zn(II)反应可以达

到平衡，继续增加氨基酸的浓度会导致体系荧光的淬

灭。而当该探针体系加入 D 构型的 Phe 时，虽然荧光

强度与氨基酸当量之间的关系与加入 L-Phe 的体系类

似，但是在整个 1~10 equiv 范围内，荧光响应都明显

弱于 L 构型。因此，(S)-1 可以作为 Phe 手性识别的荧

光探针。图 4(d)显示了该探针体系对 4 equiv D 和 L
构型的 Phe 的对映选择性荧光增强结果，计算得到选

择性荧光增强比 ef 为 3.6。 
图 4(a)为 0.2 mmol/L (S)-1(400 μL，in CH3CN，

1 equiv、3.2~32 mmol/L L-Phe(25 μL，in 32 mmol/L 
TBAH 水溶液，1~10 equiv)和 6.4 mmol/L Zn(OAc)2 水

溶液(25 μL，2 equiv)混合液的荧光光谱；图 4(b)为
0.2 mmol/L (S)-1(400 μL，in CH3CN，1 equiv、3.2~ 
32 mmol/L D-Phe(25 μL，in 32 mmol/L TBAH 水溶液，

1~10 equiv)和 6.4 mmol/L Zn(OAc)2 水溶液（25 μL，

2 equiv）混合液的荧光光谱；图 4(c)为荧光探针在

510 nm 的荧光强度随 D-/L-Phe 当量的变化；图 4(d)
为荧光探针对 4 equiv D-Phe 和 L-Phe 的荧光响应。所

有反应液均在室温密闭静置 2 h 后用乙腈稀释至

4 mL，再进行荧光测试；λEX = 417 nm，Slit = 2/2 nm。 
5.3  测定氨基酸光学组成的标准曲线测定 

为了实现该荧光探针在氨基酸光学组成测定中的

应用，通过测试得到了荧光强度与氨基酸光学组成之

间关系的标准曲线。在 4 equiv 的 Phe 的条件下，得到

了如图 5 所示的关系图。结果显示，荧光强度与 L-Phe
的 ee 值呈线性关系，直线方程为 y = 5 349.62 + 1.10 × 
10–6 x, 确定系数 R-Square 为 0.977 69，其中 y 为 510 nm
处的荧光强度，x 为 L-Phe 的光学纯度 ee 值。该结果

说明荧光探针(S)-1 可以用来进行氨基酸光学组成的

测定。 
 

 
 

图 5  荧光强度与氨基酸光学组成之间关系的标准曲线 

荧光探针在 510 nm的荧光强度与 L-Phe光学纯度

ee 之间的关系测试中，测试液为 0.2 mmol/L (S)-1
（400 μL，in CH3CN，1 equiv）、不同光学纯度 12.8 mmol/L 
Phe（25 μL，in 32 mmol/L TBAH 水溶液，4 equiv）
和 6.4 mmol/L Zn(OAc)2 水溶液（25 μL，2 equiv）的

混合液，在室温下密闭静置 2 h 后用乙腈稀释至 4 mL，

再进行荧光测试。λEX = 417 nm，Slit = 2/2 nm。 

6  结语 

该实验综合了手性化学、光物理、光化学、分析

化学的内容，属于交叉学科的前沿性综合实验，本文

从实验原理、实验流程、具体操作和实验结果分析等

方面进行了详细阐述。在实验结果分析中，按“激发

波长选择—氨基酸手性荧光识别—氨基酸光学组成测

定”的思路来进行讨论，使学生对荧光探针的研究方

法有一个全方位的认识，丰富了学生的研究思路。该

实验还可拓展到对其他氨基酸或其他手性氨类的荧光

识别上，可以让不同学生做不同的手性底物，激发研

究兴趣，开拓研究思维，弥补传统实验的重复性、单

一性问题。另外，针对部分综合能力较强的学生，可

以将该实验拓展至通过核磁和质谱等表征手段对手性

识别机理进行研究。 
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3.5  算法流程 

以获取每年最大震级的任务为例，MapReduce

程序 MaxMagnitudeByYear 的伪代码如表 1 所示。  
 

表 1  伪代码  

算法 1：MaxMagnitudeByYear 

输入：地震数据集 earthquake_info.txt 

输出：每年最大震级集合 L={<year, magnitude, location>,…, 
<year, magnitude, location>} 

//Splitting 阶段 
1: Parse <key, value>pairs according to each row of earthquake_
info.txt; 
//mapping 阶段: 

2: Map ← <key=Starting position of each row, value=text content 
per row> pairs; 
3: Map → <key=year, value=(magnitude, location)> pairs; 

// Shuffling 阶段 

4: groups ← <key, value> pairs according to key, i.e., year; 
5: for each key 
6: sort (value) i.e., magnitude; 
7: each group ← <key, (Max (magnitude), location)> pairs 
8: end for 
// Reducing 阶段 
9: Merge (each group) 
10: sort (key), i.e., year; 
11: L ← <year, (magnitude, location)> pairs 
12: return L; 

 

3.6  实验结果 

最终计算出 1999 年 1 月至 2006 年 8 月每年最

大震级实验结果、每月最大震级实验结果和全时段

最大震级实验结果，如图 9 所示。  
 

 
 

图 9  程序运行实现图 

4  结语 

针对分布式计算与开发模式实验教学的特点，针

对课程实验中存在的问题，通过设计 MapReduce 编程

实例“计算不同时间条件下的最大震级”的综合设计

性实验，不仅考查了学生的编程能力，也检验了学生

对分布式计算知识的掌握和理解，调动了学生的实验

积极性，提高了学生综合运用所学知识的能力。 
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