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超高效液相色谱测定铝胁迫下水培毛竹根系分泌物中有机酸
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摘要
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以毛竹
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种子作为实验材料
!

建立毛竹根系分泌物中有机酸的提取和测定方法
!

并测

定铝胁迫下毛竹根系分泌物中有机酸
%

以毛竹水培法收集根系分泌物
!

分别以
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种不同浓度氯化铝溶液作为培养液进行培养
!

旋转蒸发浓缩
'

定容
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使用
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高效液相色谱系统
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以体积分数为
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的甲醇
$

磷酸二氢钾
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经
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柱分
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考察检测波长
'

色谱柱
'

流动相的
DE

值及分离温度等因素对
"

种有机酸分离效果的影响
%

结果表明
$

样品制

备简便
!

分离效果好
!

方法的线性范围及精密度
'

准确度和回收率都能满足毛竹根系分泌物中痕量有机酸定性和

定量分析的要求
%

根据分析物的保留时间以及光谱图对样品色谱峰定性
!

水培毛竹根系分泌物中可以检出的有机

酸为草酸和苹果酸
(

铝离子的存在对毛竹根系有机酸的分泌有促进作用
!
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#)氯化铝溶液对有机酸分泌的

促进作用最强
%
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可以隔年连续采伐及永续利用! 生长速度快! 经济用途非常广泛! 是

当地农民经济收入的重要来源"
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$ 铝不是植物必需的营养元素! 微量的铝%
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'可以刺激一些

植物的生长! 质量浓度偏高便会发生毒害作用"

!

#

$ 铝的毒害是酸性土壤限制作物产量的主要因子之一"

'

#

$ 土

壤中的铝多数通常以硅酸盐态或氧化态存在! 对植物没有毒害作用"

,

#

$ 当土壤的酸碱度低于
-. /0"

时! 铝

的可溶性状态便会增强! 形成
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4.
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3和
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4.
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!3等离子! 对植物产生毒害作用"

/

#

$ 现行的集约经

营方式使得浙江省的毛竹林地酸碱度低至
-. ,0%

左右"

5

#

! 已有明显导致土壤铝活化的趋势"

6

#

$ 因此! 对毛

竹铝胁迫方面的研究在当前具有较强的实际意义$ 在植物根系分泌物中最常见的有机酸有( 柠檬酸) 草

酸) 琥珀酸) 酒石酸) 苹果酸) 乙酸和丙二酸等! 它们的测定方法通常有高效液相色谱法"
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#和毛细管电

泳法"
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#等$ 这类物质在植物中具有调节细胞代谢的功效! 能活化和固定植物根际潜在的养分"
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#

! 并且植物根

系在铝胁迫下分泌有机酸被认为是植物重要的耐铝机制之一"
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#

$ 小麦
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! 水稻
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等植物的根系分泌有机酸的研究比较详细"
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!
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! 但毛竹根系分泌物中有机酸方面的研究未见报道$ 本

实验采用水培法培养毛竹种子
! ( '

周* 用
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超高效液相色谱系统! 以

体积分数为
' H

的甲醇"磷酸二氢钾%
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'溶液作流动相! 经
.II <' 8#%

柱分离! 选取

前述植物根系分泌物中最常见的
,

种有机酸为研究组分! 考察流动相的
-.

值及分离温度等因素对草

酸) 柠檬酸) 琥珀酸) 苹果酸
,

种有机酸分离效果的影响$ 本研究所建立的方法精密度) 准确度和再现

性均符合痕量组分测定的要求! 并且具有样品用量少! 分析速度快等特点! 用于铝胁迫时植物根系分泌

物中有机酸的分析与研究! 结果令人满意$
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材料与试剂
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超高效液相色谱系统%美国
JA?C@K

公司'! 包含二元溶剂管理器) 样

品管理器) 柱温箱和光电二阵管阵列检测器!
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电子分析天平 %瑞士梅特勒"托利多'*
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超纯水装置* 循环水式真空泵 %中国河南巩义市峪华仪器

厂'* 旋转蒸发仪%中国上海亚荣生化仪器厂'! 人工气候箱%中国宁波莱福科技有限公司'! 高压灭菌锅

%日本三洋电器有限公司'! 酸度计! 镊子! 培养皿等$

供试的毛竹种子于
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年采自广西桂林市* 采后存放于密封袋! 于
, $

冰箱中保存$ 草酸) 柠檬

酸) 琥珀酸) 苹果酸对照品%色谱纯! 中国上海君创生物科技有限公司'! 甲醇%色谱纯! 美国
<MN;1

公

司'! 试验用水为超纯水! 氢氧化钠! 盐酸等试剂均为分析纯$
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色谱条件
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!$的等度洗脱! 分析时间为
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! 柱温为
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! 检测

波长为
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! 进样体积为
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有机酸标准溶液及试验中其他溶液的配制

精确称量草酸) 柠檬酸) 琥珀酸) 苹果酸对照品各
$$ )*

! 用超纯水溶于
/ )+

容量瓶得质量浓度

!0! *
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!$草酸溶液为作为对照品母液! 然后稀释
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倍得
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种有机酸的标准溶液! 分别进样
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做
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种有机酸的标准曲线$

配制
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!$的高锰酸钾!
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!$盐酸! 体积分数为
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乙醇水溶液等$
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样品的准备和处理

"

在
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!$的高锰酸钾中消毒
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! 常温下在温水中浸泡
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分别采用
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种不同浓度氯化铝溶液作为培养液! 各浓度下采用
/

个培养皿 %内置滤纸
!

片&培养皿Q#

!

并高温灭菌'! 加培养液
!& )+

&培养皿Q#

! 用镊子%经体积分数为
6/H

乙醇消毒'分散放入
'&

颗饱满的种

子$ 然后将培养皿放入人工气候箱中%

!% &

左右! 湿度
%&H

左右'$

$

隔
' R

更换
#

次培养液! 培养
!

周! 合并同一试验单元下
/

个培养皿中培养液! 在旋转蒸发仪上浓缩至
! )+

左右! 用超纯水定容至
/ )+

!

过
&0!! !)

微孔滤膜后作为供试品溶液$
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期 刘颖坤等! 超高效液相色谱测定铝胁迫下水培毛竹根系分泌物中有机酸
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结果与讨论
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色谱条件的优化

!$%$%

检测波长的确定 为了考察检测波长对有机酸检测灵敏度的影响" 用光电二极管阵列检测器在

%&' ( )** +,

#紫外$下采集
)

种有机酸的紫外吸收光谱图"

)

种有机酸均在
-%* +,

附近有较大的吸收"

重复性好" 不易受流动相中其他物质的干扰" 故以下实验均采用
!%* +,

波长进行检测%

!.%.!

色谱柱的选择 本实验所用的色谱柱在美国
/01234

公司的
567 8

%"

色谱柱&

567 9:;2<= 8

%"

色

柱&

799 >? 8

%"

色谱柱" 小分子有机酸极性比较大" 多数做小分子有机酸的文献都是用纯水相作为流动

相% 前
!

种
@AB8

柱都不可以用纯水相洗脱" 且无法将
)

种有机酸分离% 因此" 我们选择专门用于做极

性较大的成分" 可以用纯水相洗脱的
799 >? 8%"

色谱柱%

-.%.?

流动相的选择 有机酸为弱酸" 在水系流动相易解离" 故采用抑制电离的方法" 使它们变为分子

态的酸在柱子上保留而得到分离% 本实验流动相在硫酸& 甲酸& 磷酸二氢钾之间选择% 硫酸是强酸" 不

适合作流动相的改性剂' 用
-.* C

(

DC

!%的甲酸作为流动相时" 基线漂移" 且在目标峰附近出现倒峰% 磷

酸盐缓冲溶液作为一种弱酸电离抑制剂在紫外区几乎无吸收" 用其作为测定有机酸的流动相有利于有机

酸的分离而不影响检测% 由于较高浓度的盐缓冲溶液对泵和柱子都有影响" 而较低浓度的盐缓冲溶液又

对分离有影响" 故选择
*.*% ,E<

(

B

!%的磷酸二氢钾缓冲溶液作流动相的主要成分%

-.%.)

流动相
F7

值的选择 以不同
F7

值#用磷酸调节)的
'. '% ,E<
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B

!%的磷酸二氢钾溶液作流动相" 测

定各有机酸的保留时间% 结果显示" 流动相
F7

值对有机酸的分离影响很大% 当
F7 -.'

时" 琥珀酸和柠

檬酸不能完全分离' 逐步提高
F7

值"

)

种有机酸逐渐得到分离" 但草酸和酒石酸& 苹果酸的分离度却

逐渐减小' 当
F7

＞
G. '

时" 柠草酸和酒石酸不能有效分离' 当
F7 ?.-

时" 部分有机酸的出峰顺序发生

变化% 由于
F7

＜
-.H

的溶液会影响色谱柱的寿命" 经综合考虑" 最后选择
F7 -.I

磷酸盐缓冲溶液%

-.%.H

流动相中甲醇质量分数的选择 在流动相中加入少量甲醇" 能有效地改善峰形% 以
'.'% ,E<

(

B

!% 的
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F7 -. I

)溶液作流动相" 对不同质量分数的甲醇#
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"
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H' C

(

DC
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)对色谱

分离的影响进行了比较% 结果表明! 随着流动相中甲醇质量分数增加" 有机酸的疏水端基与固定相的相

互作用减弱" 保留时间变短"

G' C

(

DC

!%的甲醇
"

缓冲溶液分离度和峰形较好%
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其他条件选择 以体积分数为
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的甲醇
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磷酸二氢钾#
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)溶液作流动相比较了流速& 柱温对

保留时间的影响% 结果发现! 流速
*.- ,B
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!%时" 分离度降低" 草酸和酒石酸不能有效分离
M

流速
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!%时" 由于流速太小" 当进样量较大时" 影响分离效果' 而柱温增高则会加快传质过程" 缩小分

离度% 因此" 选择在
*$%H ,B

(
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!%流速下及室温#

?* #

)进行测定%

!"!

超高效液相色谱分析

用
799 >? 8%"

柱" 体积分数为
? L

的甲醇
"

磷酸二氢钾#

F7 !$I

)缓冲溶液作为混合流动相" 分析物可

以在
I ,;+

内得到很好的分离% 草酸& 苹果酸& 柠檬酸& 琥珀酸的保留时间分别为!

%$H*N $ *.*"&

"

-.?%*

$ *.*N"

"

?.&** $ *.)I

"

H.-)? $ *.*IH ,;+

" 标品的色谱图如图
%

所示%

!"$

标准曲线
!

精密度及回收率

取
H** !,E<

(

B

!%氯化铝的培养液
)

份" 其中
%

份作本底#样品色谱图见图
%

)" 另
?

份各添加不同量

的有机酸标品溶液按
%.)

#

?

)中的处理样品方法处理后测定各成分" 平行测定
H

次(样品O%

" 考察方法的回

收率和精密度% 根据
?$?

中所述的方法将混合标准溶液进样" 以峰面积#

,P

(

4

)积分值为纵坐标" 标品溶

液的浓度#

!C

)为横坐标" 求得线性回归方程" 结果见表
%

%

)

种分析物的峰面积相对标准偏差 #

Q9R

)均

小于
-S

' 回收率均为
&HL ( %'HL

" 表明该分析方法有很好的精密度和准确度%

!%&

样品的测定

样品预处理后" 按照已优化的色谱方法注入超高效液相色谱仪中" 根据分析物的保留时间及光谱图

对样品中的色谱峰进行定性" 水培毛竹根系分泌物中可以检出的有机酸为草酸和苹果酸" 另外
!

种有机

酸未检出% 样品色谱图见图
!

% 结果表明! 本方法测定不同浓度铝处理的毛竹根系分泌物中的草酸和苹

果酸含量" 结果如表
!

所示%

H?H
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年
%

月
!&

日

'

结论

采用超高效液相色谱法测定毛竹根系分泌物中的痕量有机酸! 样品制备简便! 分离效果好! 方法的

线性范围及分析结果的精密度" 准确度和回收率都能满足毛竹根系分泌物中痕量有机酸定性和定量分析

的要求! 并且具有样品用量少! 分析快速等特点! 为植物根系分泌物中痕量有机酸的研究! 以及植物根

际环境中有机酸作用机理的探寻提供了重要的实验手段# 结果表明$ 毛竹根系分泌的有机酸只有草酸和

苹果酸! 并且草酸和苹果酸的含量与铝离子的浓度有一定的相关性! 铝离子的存在对毛竹根系有机酸的

分泌有促进作用# 特别是当氯化铝浓度在
(&& !)*+

%

,

!$时! 促进作用最明显! 在
$ """ - ! """ !)*+

%

,

!$

时! 促进作用相对减弱#
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