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摘要! 以毛竹
6*5''"34&7*53 +8#'-3

根为试验材料! 首次建立了竹子根系内源激素%%%独角金内酯的提取和测定方

法& 毛竹根经研磨' 提取' 分离' 纯化等获得供试样品! 采用液相色谱仪
!CDE

检测器定性和定量分析了
*!

脱氧独

角金醇(

*!?>:F2GH;4:/

!

*!DI

#& 结果表明$ 应用该方法! 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中痕量成分定性和定量分析的要求& 根据
*!DI

的保留时间以及光谱图对样品中

色谱峰定性! 确定毛竹根系中含有
*!DI

) 根据
*!DI

的标准曲线采用外标法对毛竹根系提取物中的
*!DI

进行定量

测定! 毛竹根系中
*!DI

质量分数为(

A8A! $ "8 !'

#

!4

*

54

%&

& 图
!

表
!

参
&&

关键词! 森林培育学) 超高效液相色谱(

JCKL

#) 毛竹根系) 独角金内酯)

*!

脱氧独角金醇(

*!DI

(

中图分类号!

I'(*8'

文献标志码!

E

文章编号!

!"(*!"'*A

(

!"&$
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"@!"&#'!"(

D>H>;,.3-H.:3 := GH;.4:/-9H:3>G >FH;-9H>? =;:, ;::H := 6*5''"34&7*53 +8#'-3

M2 1/H;- N>;=:;,-39> /.71.? 9O;:,-H:4;-NO2

KPJ Q.34513
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KP R1:?:34

&
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RJP )>32.
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STEUR T1.

!

%

TJ V.-:W>.

&
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&8 XO> U1;H1;.34 IH-H.:3 =:; HO> IH-H> Y>2 K-M:;-H:;2 := I1MH;:N.9-/ I./Z.91/H1;>
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%
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!

E G.,N/> -3? O.4O/2 G>3G.H.Z> ,>HO:? W-G =.;GH ?>Z>/:N>? =:; HO> ?>H>;,.3-H.:3 := GH;.4:/-9H:3>G >F!

H;-9H>? =;:, ;::HG := 6*5''"34&7*53 +8#'-3 M2 1/H;- N>;=:;,-39> /.71.? 9O;:,-H:4;-NO2

#

JCKL

(

W.HO 1/H;-Z.:/>H

#

J^

(

?>H>9H.:3

"

*!?>:F2GH;4:/

#

*!DI

(

:3> 5.3? := GH;.4:/-9H:3>G W-G 9:3?19H>? 71-/.H-H.Z> -3? 71-3H-H.Z>

-3-/2G.G8 XO.G ,>HO:? N;>G>3H>? 4::? ;>9:Z>;2

#

_%8*`%(*8_`

(%

N;>9.G.:3

#

)ID＜&!`

(%

-3? /.3>-; ;>/-H.:3G

%8*B@%8% ,4

+

K

%&

$

8 XO> >FH;-9H =;:, ;::HG := 6*5''"34&7*53 +8#'-3 W-G ?>H>;,.3>? -G *!?>:F2GH;4: -99:;?.34 H:

HO> ;>H>3H.:3 H.,> -3? GN>9H;1, := -3-/2G>G8 XO> 9:3H>3H := *!?>:F2GH;4: .3 ;::HG := 6*5''"34&7*53 +8#'-3 .G
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-
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%

! =.48 ! H-M8 && ;>=8

.

()* +,%-#

!

G./Z.91/H1;>

"

1/H;- N>;=:;,-39> /.71.? 9O;:,-H:4;-NO2

#

JCKL

("

;::HG := 6*5''"34&7*53 +8#'-3

"

GH;.4:/-9H:3>G

"

*!?>:F2GH;4:/

独角金内酯#

GH;.4:/-9H:3>G

%

IKG

(是一类新型植物激素或者具有生物活性的激素前体-

&%!

.

% 是由根部和

茎的下端通过类胡萝卜素途径形成的倍半萜烯化合物-

$

.

/ 最先于
&(AA

年由
L::5

等-

@

.从独脚金的非寄主

植物棉花
9"335:-#; GNN8

的根际分泌物中分离获得独脚金醇& 随着研究的拓宽和深入% 独脚金内酯 0家

族1也在一步步壮大% 其天然产物有!

*!

脱氧独角金醇)

*!?>:F2GH;.4:/

(% 独角金醇)

GH;.4:/

(% 高粱内

酯)

G:;4:/-9H:3>

(% 黑蒴醇)

-/>9H;:/

(和列当醇)

:;:M-39O:/

(等
&*

种" 人工合成的独角金内酯类似物主要有

R)$

%

R)'

和
R)!@

等 -

*

.

& 独脚金内酯与植物的侧枝生长密切相关% 并可诱导寄生植物种子的萌发% 促

进丛枝菌菌丝的分枝& 有研究表明! 施用氮肥和磷肥能够降低黄独脚金2 独脚金的危害-

A

.

% 氮磷饥饿能
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够促进独脚金内酯的分泌 !

'!%

"

# 目前$ 已在小麦
!"#$#%&' ()*$#+&'

$ 玉米
,)( '(-*

等单子叶植物和双子

叶植物中检测到了独脚金内酯 !

%!(

"

%

)*+,-./.

等 !

%

$

#&

"采用液相
"

质谱
0

质谱联用技术&

12"34034

'对菊科

567,8.9,.,

植物中的列当醇(

:"

脱氧独角金醇( 高粱内酯等独角金内酯类化合物进行定性和定量分析#

毛竹
./-001*$(%/-* )2&0#*

是中国竹类植物中分布面积最广) 范围最广) 开发利用程度最高的材用( 笋

用经济竹种 !

##

"

# 目前) 关于竹类植物中独脚金内酯的研究还未见报道# 竹笋产量取决于笋芽萌发数量

和大小) 而笋芽萌发实质为植物的分枝生长) 而独脚金内酯具有抑制植物的分枝和侧芽的生长的功能!

#

"

#

因此) 研究竹子体内独脚金内酯的代谢) 对于探讨竹子笋芽萌发机制) 提高竹笋产量和经济效益具有

重要意义# 著者以毛竹根为材料) 以
:"

脱氧独角金醇*

:";,*<-678=>*?

)

:"@4

+为检测对象) 首次采用反

相液相色谱仪
"A@5

检测器) 建立了对竹子根系分泌物中的独角金内酯类化合物进行定性和定量的检测

方法,

B

实验材料与方法

!"!

仪器! 材料和试剂

52CDEF) D?78. A,8G*8/.+9, 12

超高效液相色谱系统*美国
H.7,86

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)

52CDEF) DA12 IJK 2B%

柱 *

BL" // # B"" //

)

BL'

!/

+% 电子分析天平*瑞士梅特勒
"

托利多+%

3=??="C

超纯水装置% 旋转蒸发仪*中国上海亚荣生化

仪器厂 +%

4J!"2

型循环水式多用真空泵*中国河南巩义市英峪予华仪器厂+% 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+% 固相萃取柱*

4,M"A.N

)

6=?=9. 9.878=;>,

) 美国

H.7,86

公司+% 氮吹仪% 酸度计% 镊子% 培养皿等,

供试毛竹竹根样本于
!&B!

年
BB

月采自浙江省临安市毛竹林) 采后密封保存) 待处理, 主要药品

有-

:"@4

标准品*纯度＞(%O

) 获自日本东京大学+% 乙酸乙酯*色谱纯) 中国阿拉丁试剂有限公司+% 甲

醇*色谱纯) 美国
F,;=.

公司+% 丙酮*分析纯) 中国杭州大方化学试剂厂+% 试验用水为超纯水营养液用

水为反渗透的水*

PQ

水+%

)*6R=;.

营养液所用药品均为分析纯,

!"#

样品的准备和处理

检测物的提取方法根据参考文献并进行了一定的改进!

'

"

, 将采得毛竹根用自来水洗净并晾干) 将所

有根系都用粉碎机粉碎后立即用液氮冷冻研磨) 获得的粉末
$L" N>

) 加入
SL" 1

丙酮浸提, 抽滤获得丙

酮相) 用旋转蒸发仪在
T: $

左右将丙酮蒸去) 保留浓缩液*水相+) 再用重蒸的丙酮返回竹根样中超声

浸提
T

次) 超声
B: /=+

.次!B

) 直至浸提液呈无色, 向浓缩液中加入与水相体积比为
B%B

的石油醚萃取)

分液保留水相) 方法同上) 温度为
:" &

, 向水相中加入与水相体积比为
B%B

的乙酸乙酯浸提) 分液获

得乙酸乙酯相) 用旋转蒸发仪在
$% &

左右将样品浓缩至
T""L" /1

左右) 获得样品为黄色透明液体) 然

后定容至
:""L" /1

, 取
BL" /1

液体过固相萃取柱后用氮吹仪吹干后加入
$""L" !1

甲醇溶解) 转入样品

瓶供分析用) 平行
$

次,

!"$ %!&'

标准溶液的配制及标准曲线制作

取
!L" /> :"@4

溶于
:"L" /1

甲醇中得质量浓度为
T"L" />

.

1

!B标准品储备液) 然后逐级稀释得以下

质量浓度的标准溶液-

TL"

)

!"L"

)

B"L"

)

:L"

)

!L"

)

BL" />

.

1

!B

, 各进样
BL" !1

得不同质量浓度的标准溶

液的峰面积) 以峰面积*

/U

.

6

+积分值为纵坐标) 标品溶液的质量浓度*

/>

.

1

!B

+为横坐标) 制作标准曲

线) 求得线性回归方程,

!"(

液相色谱条件

在
)*+,-./.

等 !

B"

"的液相色谱条件基础上) 经过适当改进后得到以下色谱条件-

52CDEF) DA12

IKJ 2B%

柱*

BL" // ' B""L" //

)

BL' !/

+) 流动相
5

为体积分数
"L:O

的甲酸水溶液% 流动相
I

为色谱

甲醇) 流速为
"L": /1

.

/=+

!B

) 分析时间
B:L" /=+

) 柱温
$" &

) 检测波长
!:T +/

) 进样体积
BL" !1

, 柱

温
!: &

) 进样体积
BL" !1

, 洗脱条件
"(:L" /=+

由
:"O 5

变为
$"O 5

)

:L"(%L" /=+

由
$"O 5

变为
"O

5

)

%L"(B!L" /=+

持续为
"O 5

)

B!L"(B:L" /=+

由
"O5

变为
:"O 5

,

S"%



第
!"

卷第
#

期

$

结果与讨论

!"#

液相色谱定性分析

如图
%

和图
&

所示! 在
%'#

的液相

色谱条件下"

() *+,

内目标物可以得

到很好的分离" 从标准品和样品的色

谱图中可以看到"

)!-.

的相对保留时

间为 #

/'0#& " "'"&(

$

*+,

% 毛竹根提取

物的相对保留时间为 &

/'0&( " "'"!&

$

*+,

" 两者的相对保留时间基本上一

致% 并且样品与标准品的光谱图显示"

两者均是在
&"" ,*

和
&!) ,*

左右有

较强吸收" 可以得出两者的光谱图基

本一致' 综上" 我们可以确定竹根提

取物中含有
)!-.

'

!"!

定量分析方法评价指标考察

取
&'" *1 )!-.

溶于
)" *2

甲醇中

得质量浓度为
#3'" *1

(

2

#( 标准品储备

液" 然后逐级稀释得以下质量浓度的

标准溶液!

#"'"

"

&"'"

"

("'"

"

)'"

"

&'"

"

"') *1

)

2

$(

' 各进样
('" !2

得不同质量

浓度的标准溶液的峰面积" 以峰面积

&

*4

)

5

$积分值为纵坐标" 标品溶液的

质量浓度&

*1

)

2

$(

$为横坐标" 制作标准

曲线" 求得线性回归方程' 得出
)!-.

在质量浓度为
"')6#37" *1

)

2

$( 呈良好

的线性关系回归方程为
!8(! "!9":) 9/;7&

"

#

&

8"799; /

' 检出限 &

.<=＞!

$为
>73# *1

)

2

$%

% 定量限&

.<=＞%3

$为
37%) *1

)

2

$%

'

取质量浓度
#373

"

%373

"

$73 *1

)

2

$%

为标液" 分别连续进样
;

次" 通过计算
)!-.

的相对标准偏差 &

?.-

$检测方法的精密度' 结果见表
%

!

发现
!

种不同质量浓度
)!-.

的保留时间与峰面积的相对标准偏差值均在
$7)@

以内" 表明方法的精密度

比较好' 在竹根提取物中分别添加
!>>7> !2

的
#>7>

"

%>7>

"

&7> *1

)

2

$%的
)!-.

标样"

%

个添加水平重复

#

次" 经前处理后过
>7&& !*

微孔滤膜后在上述色谱条件下进行检测" 采用外标法计算其添加回收率"

结果见表
&

' 表
&

表明! 添加回收率为
/>7)@%9)7/@

" 相对标准偏差&

?.-

$为
#79@%%%7)@

' 表明该分析

方法的准确度和精密度均比较好'

)!-.

加入量
<

&

*1

)

2

$%

$

保留时间相对

标准偏差
<@

峰面积相对

标准偏差
<@

&7> %7) &7&

%>7> %7& &7)

#>7> %79 &7;

表
$

方法精密度测定结果

ABCDE % ?E5FDG HI *EGJHK LMEN+5+H,

)!-.

加入量
O

&

*1

)

2

$(

$

测得平均值
相对标准

偏差
O@

回收率
O@

&'> ('/) ((') 9&')

(>'> 9'&! /'! />')

#>'> !/'!& #'9 9)'/

表
! %!&'

回收率试验结果

ABCDE & ?E5FDG5 HI GJE MENHPEMQ HI )!-.

取竹根提取液" 间隔
& J

测定
(

次" 结果
(& J

内稳定" 测得
)!-.

的峰面积平均值为
9(!0

" 相对

图
( )!-.

标准品色谱图及光谱图

R+1FME % 2+SF+K NJMH*BGH1MB* B,K 5LENGMH1MB*HI 5GB,KBMK HI )!-.

图
&

竹根样品提取物色谱图及目标物光谱图

R+1FME & 2+SF+K NJMH*BGH1MB* HI ETGMBNG HI CB*CHH!MHHG B,K 5LENGMH1MB*HI

5GB,KBMK HI HCUENG

刘颖坤等! 毛竹根系中
)!

脱氧独角金醇的超高效液相色谱分析 ;>9
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标准偏差为
'()% *

! 说明方法具有良好的稳定性" 平行取竹根提取物
'

份! 按照
#(!

中的样品前处理方

法进行处理! 然后按色谱方法测定! 计算
'!+,

的相对标准偏差值为
-()!*

! 说明方法的重复性良好"

!"#

检测波长的确定

为了考察检测波长对
'!+,

检测灵敏度的影响! 用光电二极管阵列检测器对目标物的紫外吸收波长

进行全扫描! 采集了在
./&0)&& 12

#紫外$下
'!+,

的紫外吸收光谱图! 如图
.

所示% 结果表明&

'!+,

在

!$- 12

附近有最大的吸收! 但在该波长处! 图谱的基线漂移比较严重% 后来经过仔细选择! 发现在
!')

12

下检测! 图谱的基线比较平稳! 目标峰的峰形比较好! 目标物不易受流动相中其他物质干扰% 故本

试验均采用
!') 12

波长进行检测%

!"$

样品中
%!&'

的定量测定

竹根样品根据
.(!

的方法前处理后! 按照
.($

色谱方法注入超高效液相色谱仪中进行测定!

$

个平

行的样品每个重复进样
'

次% 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! 可以确定毛

竹根系提取物中含有
'!+,

% 然后根据所制作的
'!+,

的标准曲线采用外标法对毛竹根系提取物中的
'!+,

进行定量测定! 毛竹根系中
'!+,

的为#

.(-' " "( !-

$

!3

'

43

#.

"

56178929

等 (

.&

)用液相
!

质谱
!

质谱联用技

术#

:;!<,!<,

$从莴苣中检出
'!+,

! 并测得量为
&('& 13

*

3

$.左右+ 该结果从侧面证明本试验所得结实是

可靠的"

$

结论

本研究采用固相萃取
!

超高效液相色谱仪
!=+>

检测器! 首次检测出竹子体内的独角金内酯,,,

'!

脱

氧独角金醇-

'!+,

$% 该方法样品制备简便! 分离效果好! 方法的线性范围及分析结果的精密度. 准确度

和回收率均能满足毛竹根系中痕量成分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! 可应用于竹子体内独角金内酯类激素的检测与研究%
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