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植物体内结合夸对氨基苯磺

酸钠测定方法的研究

张炼辉 林孔勋

(植保 系)

握 要

为明确对氮基苯磺酸钠对不同植物休内叶酸合成选择性抑制的作用机制
,

有必要检浏

该化合物进人植物休内后是否形成了结合态对氨基苯磺酸钠
,

但是 目前尚无直接测定结合

态对氨基苯磺酸钠的方法
。

本研究在李禄先等测定小麦体内对氨基笨磺酸总含里的方法 ( I

法 ) 基础上提出了测定植物体内游离对氨基苯磺钠含且的方法 ( I 法 )
,

并对 I法作了三点

改进
.

①用。
.

ZM磷酸钠缓冲液 印H 7
.

2) 代替蒸溜水提取植物细胞内含物
. ②用 30 % 三 级

乙酸代替盐酸水解样品 . ③不用氢权化钠
。

从而克服了采用 I法时由于长虹豆体内千扰因子

的影响而使浏定值显著偏低的缺点
。

这种改进方法对结合态对氮基苯磺酸 (对乙跳氨基笨磺

破 》 有很强的水解能力
,

可将对氮基苯磺酸从其结合状态中完全释放出来
,

而且
,

对于只含

有游离态对氮基笨磺酸钠的植物样品
,

改进方法和测定游离态药物的 I 法的测定结 果 无差

异 ( P = 。
.

1 )
。

这表明改进方法是一个测定植物体内对氮基苯磺酸钠总含盆的理想方侩
,

可

以和测定游离态药物的 I 法配合用以检测植物休内的结合态对氮基笨磺酸铂
.

前 言

我们过去的试验表明
,

施用对氨基苯磺酸钠后
,

花生体内叶酸合成严重受抑制
,

而

长之豆体内的叶酸合成未受干扰
。

但该化合物对这两种豆科植物中叶酸合成选择性抑制

的原 因尚不明确
。

已经发现
,

磺胺类药物进人生物体内之后
,

其芳伯氨基有可能与蝶吟

或乙酞基结合形成复合物 〔 ` 〕 〔 ` 〕 〔 7〕 。

蝶吟是叶酸的组成成分
,

而磺胺类药物乙酞化后则

不能与对氨基苯甲酸竞争而失去抑制叶酸合成的活性
。

因此
,

了解对氮基苯磺酸钠在植

物体内能否形成以及形成哪一种复合物
,

显然有助于进一步阐明该化合物选择性抑制这

两种植物体内叶酸合成的作用机制
。

但至今还没有直接测定上述两种复合物的方法
。

M ar
s
h al l 〔 . 〕首先提出了测定芳伯氨基与乙酞基结合的磺脸类药物的间接方法

。

其

原理是
,

磺胺类药物的芳伯氨基经乙酞化转变为芳酞胺基后
,

不能进行重氮— 偶氮化

显色
,

据此
,

可先测定样品 中游离药物的含量
。

但经盐酸水解后
,
原来处于结合状态的
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药物的芳伯氨基可游离出来参加上述反应
,

此时的测定值为样品 中药物的总含量
。

总含

量与游离药物含量的差即为样品中乙酸化药物的量
。

而这种方法不是特异性的
,

因为磺

胺类药物的芳伯氨基与很多分子之间的共价键都可以在酸性加热条件下被打断
。

我们在

实验中确也发现
,

叶酸样品中大部 分对氨基苯甲酸与蝶吟之间的一 N H一 C H :

一键可以

在同样条件下断裂
。

看来
,

这种方法可能 也适用于检测植物体内是否存在与蝶吟类化合

物结合的磺胺类药物
。

六十年代初期
,

李禄先等 〔’ 〕根据 Bor t ot n 和M ar
s h al l 〔 。 〕测定血液中磺胺总含量的

方法原理
,

拟订了测定小麦体内对氨基苯磺酸总含量的方法 (以下简称 I 法 )
。

按B or t ot n

和 M ar
s

h l l 〔 . 〕测定游离磺胺 的方法原理
,

在 I 法中除去加盐酸在 1 。。
。

C水解和水解后用

氢氧化钠中和多余盐酸这两个分析步骤
,

即为测定植物体 内游离磺胺类药物的方法 ( 以

下简称 n 法 )
。

从理论上来说
,

根据 I 法和 n 法对同一样品的侧定值
,

就可以知道样品中

结合态对氨基苯磺酸钠的含量
,

但我们在对花生和长弧豆进行的预备试验中发现
,

I 祛

对长虹豆叶提取液 (无酶蛋白 ) 中的定量对氨基苯磺酸钠的测定值可复性 (
r e 。 。

ve
r
y)

很不理想
,

测定值显著偏低
,

显然有必要加于改进
。

据此
,

本文提出了几种改进方法
,

并检验了它们和测定游离态药物的 11 法配合测定植物体内结合态对氨基苯磺酸钠的可行

性
。

材 料 和 方 法

二

(一 ) 供试植物

花生 ( A r

hac `s h夕p o g a e a L落。 。
.

粤油 5 5 1一 1 1 6 )
,

长戴豆 ( V ￡g炸 a s e : 。u 诬p e d a z才,

( L
.

) F用 vv )rt 九齐尾青 ) , 温室内盆栽
,

至花生第四复叶
,

长虹豆第三复叶展开后
,

采集花生第三复叶
,

长弧豆第二复叶供作测定材料
。

(二 ) 供试药荆

对氨基苯磺酸钠 ( 97 %工业品 )
。

(三 ) 试荆及使用浓度

磷酸氢二钠
、

磷酸二氢钠
, 。

.

Z M缓冲液 (P H 了
.

2)
,

I N 盐酸
, Z N氢氧化钠

,
0

.

2%皂素
,

30 %三氯乙酸
, 0

.

1 %亚硝酸钠
, 。

.

1 %氨磺酸铰
, 。

.

5 % N 甲蔡基乙二胺
,

发烟硫酸
,

乙

酞苯胺
,

无水乙醇 ; 对乙 酞氨基苯磺酸
,

参照地巴哇的合成方法 〔 2 二进行合成
:

将干燥的

烧瓶置于冰水浴中
,

加人 30 克发烟硫酸
,

将 7
。

5克乙酞苯胺分次 (约每隔 2 一 3 分钟 ) 少

量加人
,

加样后用玻棒充分搅拌
,

待乙酸苯胺溶于发烟硫酸后
,

再继续加样
,

整个加样

过程注意保持反应温度在 1 5
O

C以 下 ; 加样完毕后
,

将烧瓶置于 65 一 75
”

C水浴中
,

反应

持续 20 分钟后
,

将烧瓶取出
’

冷却至室温
,

倒人盛有 1 20 克冰的烧瓶中
,

同时不断搅拌
,

对乙酞氨基苯磺酸呈白色结晶析出
,
将白色结晶转移至放有双层滤纸的漏斗中

,

用 80 毫

升无水乙醇反复搅拌淋洗
,

以去除未参加反应的乙酞苯胺和硫酸 ; 然后用 20 毫升蒸馏水

淋洗
,

收集滤液
,

去除不溶或难溶于水的杂质 ;重复上述做法将舔液倒人 1 00 克冰中重结

晶
,

用 50 毫升无水乙醇淋洗
;
然后将对乙酸氨基苯磺酸结晶转移至烧杯中

,
真空减压干

令
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燥至恒重
,

产品为白色粉末状物
。

(四 ) 仪 .

岛津
u ,
一 1 20 一 02 分光光度计

。

(五 ) 对橄井笨成吸钠标准药液的制备

( 1 ) 对氨基苯磺酸钠水溶液
:

用蒸馏水分别配制每毫升含对氨基苯磺酸钠 。
、

20
、

4 0
、

6 0
、

8 0
、

1 0 0微克的溶液 ,

( 2 ) 对氨基苯磺酸钠缓冲液溶液
:
改用磷酸钠缓冲液作为溶剂

,

做法同上
。

(六 ) 植物组织提取液的制奋

( 1) 植物组织水提取掖
.
称取未施药的花生或长虹豆叶片 i 克

,

加蒸馏水20 毫升

制成匀浆
,

置离心管中离心 15 分钟 ( 30 00 又 g )
,

取 出上清液定容至 25 毫升 , 吸取 20 毫升

上清液
,

加皂素 10 毫升
,

三氯乙酸 10 毫升
,

再次离心
,

上清液即为无酶蛋白的植物组织

提取液
。

( 2 ) 植物组织缓冲 液提取液
,

改用磷酸钠缓冲液代替蒸馏水作为提取溶剂
,

其它

做法同上
。

试 验 结 果

(一 ) I 法对长肛夏样品 中定 , 对奴签笨成曦钠的洲定位偏低的一因

用两组具塞定量 试管
,

各吸取植物提取液或蒸馏水 1 毫升
,

并加不同浓 度的对氨基

苯磺酸钠水溶液 i 毫升
,

分别用 I 法和 n 法进行测定
. ,

结果见表 1
、

表 2
。

试验结果表明
,

n 法对不同植物样品中定量对氨基苯磺酸钠的测定值与 对照无显著

差异
,

但 I 法对长虹豆样品 的测定值比对照极显著偏低
。

显然
,

长弧豆体内存在干扰 I

法测定的某种因子
,

由于 I 法比 n 法仅仅多了加盐酸在 I 0 0
0

C水解及加氢氧化钠中 和这

两个反应步骤
,

因此
,

从长弧豆体内的千扰因子仅影响 I 法测定
,

而不影响 n 法这个事

实可以推测
,

它的干扰作用可能与盐酸水解反应或氢钠化钠中和反应有关
。

表 1 1法对不同植物样品中定 , 对氮基苯成酸钠测定结果
.

对氮基苯磺酸
钠 浓 度

(微克 / 毫升 )

光 密 度

花生水提取液 长虹豆水提取液 { 蒸怡水 (对照 )

0
。

2 0 0士 0
.

0 0 1

0
。

6 0 1士 0
.

0 0 2

0
。

9 5 8士 0
.

0 0 1

0
.

1 6 2士 0
.

0 0 2
. `

0
.

4 2 9士 0
,

0 0 1二

0
.

7 6 8士0
。

0 0 2二

0
。

2 0 5士0
.

0 0 0

0
.

6 0 1士0
.

0 0 1

0
。

9 6 1士0
.

0 0 2

口甘八U八U2
内七nU

,二

·
浏 定时

,

时氛基笨峨酸钠水溶液 1 毛升加植物捉取液或 英饱水 1 羌升
。

表中教字 为么童 复平 均

位 (士标 准差 )
。

植物样品 与叶照差异权且著 ( P 二 0
.

0 1 )
。

·

在 ! 法 中原来足采用 50 0 ~ 52 OnI u 滤光片比色
, 但我们发现叶袄塞苯嘴酸钠 的化学岌 色物的吸收

峰 爪在 5 4 5m u ,
因此

,

在本研究 中均改在 5朽m u 进行侧 定
,
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表 2 I法对不同植物样品中定 t对组甚笨磺酸钠的测定结果
.

对氨基苯磺酸
钠 浓 度

光 密 度

(微克 /毫升 ) 花生水提取液 长虹豆水提取液 蒸至留水 (对照 )

6 0

1 0 0

0
.

2 09土 0
。

0 02

0
.

6 08士 0
。

001

0
.

9 6 7士 0
。

0 02

0
。

2 06士 0
。

0 01

0
。

6 1 3士 0
。

0 0 3

0
。

9 6 4士 0
。

0 02

0
。

2 09土 0
。

0 0 0

O
。

6 01士 0
。

0 01

0
。

9 6 4士 0
.

0 01

.
浏定时

,

时氛基笨磺酸钠水浓液 1 奄升加位物提取液或英馏水 1 毫升
。

表中数字为 2 个重 t 平

均位 (士标准差 )
。

植物样品浏 定位与时照无显著差异 ( P = 。
。

0 5)
。

(二 ) 几种不同改进方法的 比较

基于 I 法对长虹豆样品中定量对氨基

苯磺酸钠的测定值偏低原因的分析
,

我们

试验了三种不同的改进方法
: 、

( 1 ) 对氨

基苯磺酸钠水溶液 1 毫升
,

加植物组织水

提取液 1毫升
,

按 I 法分析步骤
,

但在加

盐酸 1 00
“

C水解之后不加氢氧化钠 ; ( 2 )

对氨基苯磺酸钠水溶液 1 毫升
,

加植物组

织水提取液 1毫升
,

按 I 法分析步骤
,

但

样品的水解用 2 毫升三抓乙酸代替盐酸
,

不加氢氧化钠 , ( 8 ) 对氨基苯磺酸钠缓

冲液溶液 1毫升
,

加植物组织缓冲液提取

液 1 毫升
,

按 I 法分析步骤
,

但改用三氯

乙酸 2 毫升代替盐酸水解样品
,

不加氢氧

化钠
。

从表 2 可以看出
,

皿法测定过程不受

干扰因子的影响
,

而对 工法进行改进的目

的在于寻找一种能和 n法配合测定植物体

内结合态对氨基苯磺酸钠的方法
,

因此
,

在改进试验中
,

我们以 11 法测定值作为对

照
,

理想的改进方法是
,

当样品中只存在

游离态的磺胺类药物时
,

它的测定结果与

n 法一致 , 当侧定结合态磺胺类药物时
,

它又有强的水解能力
,

能使磺胺类药物从

结合状态中全部游离出来
,

参加显色反应
。

试验结果见表 3
、

4
、

5
、

6 和 7
。

可以

看出
,

改进方法 了 3 ) 可以很好地消除长

表 8 改进方法 ( 1 ) 与 I 法 对长虹 豆样

品中定 t 对氮基苯磺酸钠的测定结果
.

对氮基磺酸酸钠浓度
(微克 / 毫升 ) 改进方法

( 1 ) I 法

密一!

0
·

`了7士” ·

” “ `
}
o

·

2 0 6士”
·

” o。

0
·

” 4 5士 ” ·

” “ 2

{
o

·
4 0 8士。

·

。 0 1

o
·

5 0 5土”
·

” 0 2
}
0

·

“ 0 3士 ”
·
。 0 2

o
·

“ 6`士 ”
· ” “ ’

{
0

·
7 ” 0士 ”

·
” 0 1

0
。

8 3 4士 0
.

0 0 2 !0
。

9 6 4士 0
。

0 0 1

000
1

0
,自J性冉七Rù

.
侧定时

,

时氛基笨磺馥钠水溶液 1 毫升加

长熟豆叶水提取液 1 毫升
。

表中数字为 2 个重 复

+ 均位 (士标准差 )
。

两种方法的浏 定结果有显

著差异 ( P 一 0
。

0 1 )

表 4 改进方法 ( 2 ) 与 1 法 对长 可豆 样

品中定 t 对氮基苯磺酸钠的测定结 果
.

I 法

密一
l对氨基苯磺酸钠浓度

(微克 / 毫升 ) 改进方法
( 2 )

o
·

` 8 “士“ ·

” ” 1

{
0

· “ 0 6士 ”
·

” 00

0
·

“ “ 7土
·

0 0 0 1
{
0

·

4” 8士 “ ·

” 0 1

o
· “ 1 8士” “

· “ 2

{
0

· “ 0 3士 “ ·

” 0 2

0
· “ 8 5士 ”

·
0“ 1

1
0

·
7 “ 0士 “ · “ 0 1

0
。

8 6 0土 0
。

0 0 2 ! 0
。

9 6 4土 0
。

0住1

óOUùōUO
ùU心自4

八bs
ōU

曰上

.
,

.
浏定时

,

衬氛基苯磺 酸钠水溶液 1 毫升加

长扛豆叶水提取液 i 毫升
。

表中数字为 2 个重复

平均位 (土标准差 )
。

两种方法的 侧定结果有著

显差异 ( P = O
。

0 1)
。

令
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虹豆体内干扰因子对对氨基苯磺酸钠含量

测定的影响
,

在花生和长虹豆样品的测定

中
,

改进方法 ( 三 ) 和 n 法的测定结果在

P = 0
。

1水平上差异都不显著 (表 6
、

6 )
。

而且两法对不同浓态的对氨基苯磺酸钠含

t 的测定结果的相关系数均大于。
.

”
,

这

说在测定浓度范围内
,

浓度和 光 密 度 之

间存在着很好的线性关系
。

从 比 较 I 法

和改进方法 ( 1 )
、

改进方法 ( 2 ) 的测定

结果 (表 1
、

3
、

4 )
,

还可 以认为
,

关

于长斑豆体内干扰因子 的作用与盐酸水解

反应或氢抓化钠中和反应有关的推测是正

确的
。

表 7 的结果表明
,

改进方法 ( 3 ) 对

对乙酸氨基苯磺酸样品 中对氨基苯磺酸含

t 的测定位与理论值的相对误 差 在 1
.

3一

2
.

4%之间
,

而绝对误差平均值仅为 一 0
.

3 3
。

考虑到 B r o t t o n 一M a r s h a l l方法的误 差 率

为 : % 〔 . J ,

因此
,

可以认为三抓乙 酸 能

够将样品中的对氮基苯磺酸从其结合状态

中全部释放出来
。

从比较表 2
、

表 6 和表 6 中 n 法对花

生和长虹豆样品中对氨基苯磺酸钠的测定
.

结果
,

可以看到
,

缓冲液对 n 法侧定过程

没肴影响
。

因此
,

应用此法时
,

可根据具

体情况考虑采用蒸馏水或磷酶钠缓冲液提

取植物样品均可
。

衰 5 改进方法 ( 8 ) 与 I 法对长盯豆样

品中定 , 对氮垂笨成酸钠的测定结果
.
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。

表中教字 为 2 个

玄复平均位 ( 士标准差 )
.

两种 方法 的浏 定位 无

差异 ( P = O
。
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浏 定时

,

时氛基苯磅咬钠坡冲液溶液 1 毫

升加花生叶级冲液找取液 i 壳升
.

表中数字为 2

个 t 复平均位 (士标 准差 )
。

两种 方法 的浏 定烤

果无差异 《P 二 0
.

1)
。

衰 7 改进方法 ( 8 ) 对对 乙 醉 扭基 苯

确酸分子中对氛荟苯确成含 . 的侧定结果
.

讨论和结论

对 乙酞氨基
笨磺酸
(微克 )

}些竺塑竺燮鱼
{理论值 { 侧 定 值

相对误差%

本研究在李禄先等
’ “

mll 定小麦体内

对氮基苯磺酸总含量的方法 ( I 法 ) 基础

上试验了三种不同的改进方法
,

结果表明
,

其中改进方法 ( 8 )
,

亦 即对 I 法作三点

改进
:

( 1 ) 改 用 0
.

2 M 磷 酸 钠 缓 冲 液

( P H 7
.

2 ) 代替蒸馏水提取植物细胞内含

1 6
.
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表中浏 定位 为 3 个重 复平均值 (士标 准差 )

理论位按叶氛基苯磺 晚分子圣 / 时 乙 陡 氛基笨确

酸分于童
二

1 7 7
。

1 9 / 2 1 5
。

2 2计葬
。



张炼辉辛
:

植 物沐内绪合态对氮基苯演竣纳酗定方法的研究

物
,

( 2 ) 改用 30 %三氯乙酸氏替盐酸水解样 活
,

( 3 )不加氢氧化钠
,

可以克服 I 法对长

虹豆样品测定值偏低的缺点
。

对于只存在游离态对氨 基苯磺酸钠的不
l

同植物样品
,

改进

方法 ( 3 ) 和测定游离态的 n 法沟测定结果无差异 (表 5
、

表 6 ) , 而对于处于结合状

态的药物
,

改进方法 ( 3 ) 又有很强为水解能力
,

可 将对氨基苯磺酸从其结合状态 中全

部释族 出来参加显色反应 (表 7 )
。

显然
,

改进方法 ( 3 ) 是一种侧定植物体内对氨基

苯磺酸钠总含量的理想方法
,

可以和 n 法配合检测道物体内的结合态对氨基苯磺酸钠
。

工法对长就豆样品侧定值偏低的原因可能是由于该值物体内存在某种干扰因子
。

从

比较表 l 和表 3
、

4 的结果
,

可以认为干扰因子的 车用 与盐酸水解或氢氧化呐中和反应

有关
,

或者说这种盐酸水解及氢氧化钠中和反应的反应条件有利于干优作用
,

而反应系统

中磷酸钠缓冲液为存在及用三氯乙酸水解样易则可抑制这种干扰因子发挥作用 (表 4
、

5 )
。

B or tt o n
和M ar s h a l l 〔 3 j

在测定血 液 中的磺胺含量时
,

也曾注意到测定值偏低的

现象
,

但未提出克服这种干扰作用的有效方法
。

干扰因子是什么物质
,

其性质及作用方

式如何
,

目前尚不清楚
。
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