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柑桔梢叶中的赤霉酸的薄层荧光法测定
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摘要 本文利用薄层荧光扫描法定量测定了柑桔嫩稍叶片中的赤排酸 c A 3 .

样品经过乙酸

乙酷反萃取及 P v P
一

硅藻土层析柱后
.

再径 x 八 D
一
7柱浓缩

。

在经过 105 〔 活化 30 m in 的硅胶板

上
,

以氯仿一 乙酸乙酷一冰醋酸 ( 5 : 小 ” 为展开剂进行展开
.

用浓硫敌一乙醉溶液 (9 O :
10) 显

色
,

在 CS
一

9 30 双波长薄层扫描仪上进行荧光扫描
.

G A :

的平均回收率为淞
.

4写
.

标准偏差为

2
.

8%
.

最低检出量为 s gn
。

关键词 柑桔叶片 ;赤霉酸 G A , ;薄层荧光扫描

中图分类号 0 65 7
.

7

赤霉酸 G A 3

是一种重要的植物内源激素
.

它在植物组织内含址很低
,

但对植物的发

芽
,

生长
,

开花和结果起着重要的作用
。

近年来利用 G C / M s 方法 ( Jho
n et al

.

1 9 8 5) 分析植物中 G 八 类物质
.

检测灵敏度高
,

能分离20 多种 G A 类物质
。

但仪器昂贵难以普及
。

由于植物组织内含有大量的各种杂质干

扰了赤霉酸 G A 3

的分离和检测
,

为此
,

国内外许多学者在样品的抽提和纯化方面做了大量

的探索 (罗正荣等
,

19 9 0 ;
aa

r e n d s e e t a一
,

1 9 8 0 ; D u r le y e t a l
,

19 7 2 ; ( ; le m n e t al
,

19 7 2 ; J o h n e t

a l
,

1 9 8 5 ; P a t r i e ia
,

19 8 4 ; S h o oz e t a l
,

19 8 8 )
。

本文以 P v P 一硅藻土层析柱净化
,

大网状树脂 x A D 7进行京集
.

荧光薄层扫描法检

测简化了前处理步骤
,

获得了较为满意的结果
。

1 材料与方法

1
.

1 仪器和试剂
e s

一

9 3 0双波长薄层扫描仪 ( s h im a d z u
公司 日本 ) B

一

3 2 1超声波 发生器 ( B
r a n s o n

公司

美国 )

赤霉酸 。 ^ : ( o i b b e r 址n ^ 3
90% s 一G M ^ 公司 )

;
聚乙烯毗一I齐烷酮 (水不溶性 P v P )

( P
o lyc 场: A T s e r va 公司 ) ;硅藻土 (e

e xi r e w i t co 公司 ) .
硅胶 〔 ; ( E M

c r k 公司 ) ;大网状树脂

x ^ n
一

7 ( ^ m b e r u t e x ^ o 一 7 S e r va 公司 ) ; 乙酸乙酷
.

甲醉
.

磷酸均为 A R 级
.

1
.

2 硅胶板和层析柱的准备

在20
c m x 巧 cnI 清洁玻璃板上

,

用0
.

5%鞍甲基纤维素钠济液— 硅胶 G (3 八 w /

v )制成约 0
.

3 m m 厚度的 c M c 硅胶薄层板
.

自然晾 +.t 之后
.

在 1 10
`

〔
’

烘箱中活化 l h
,

然后

199 3一 04一 10 收稿
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在甲醇/ 氯仿 ( 1
:

) 1中预展
,

以除去杂质
。

经筛选的40 ~ 60 目大网状柳旨
x A D一 7

,

用甲醇反复漂洗 7次
,

然后用乙醚
,

索氏抽提

2 4 h
,

自然晾干之后
,

称取约 3
.

0 9 处理过的 x A D 一 7树月旨
,

加 20 m L 蒸馏水
,

装成 1 5 c m x

必 1 c m xA
D 一 7浓缩柱

。

然后用30 m L p H 2
.

7磷酸缓冲液平衡
。

P v P
一

硅藻土柱采用干法装填
,

称取约 2
.

0 9 P v P 装入必 2 o m 层析柱
,

然后再装上 1
.

5

g 硅藻土
,

上层铺一层月蝴旨棉
。

l
·

3 样品的抽提和纯化

采集柑桔嫩稍上的叶片7
.

50 9 加 80 m L 4℃的甲醇
,

匀桨后
,

置超声波发生器中超声

抽提 l h
,

再离心 150 m in (峨 o 00
r / m in )

,

所得残渣
,

重复上述步骤 2次
,

合并3次甲醇抽提

液
,

减压蒸干 (温度低于 45 ℃ )
,

残渣用 50 m L 0
.

1 m of / L p H S
.

0磷酸缓冲液洗脱
,

再用 1

m of / L 磷酸将洗脱液调至 p H 2
.

7
。

然后用 15 m L 乙酸乙酷分 3次萃取洗脱液
,

此时 G A 3

转

入醋相
,

接着再用 300 m L 0
.

2 m ol / L p H S
.

O的磷酸缓冲液分 3次反萃取乙酸乙醋
,

G A 3
重

新转入水相
。

含有 G A 3
的缓冲液通过装填好的 P v P 一硅藻土柱子之后

,

用 1 m ol / L 磷酸把 p H 调

至 2
.

7
,

过准备好的 x A D一 7浓缩柱
。

此时 G A 3

被吸附在 X A D 一 7树脂上
,

用40 m L 无水乙

醇淋洗 x A D 一 7柱
,

丢弃开始 10 m L 淋洗液
,

收集后面 30 m L 乙醇洗脱液
,

减压浓缩至 1

m I
J ,

供 T L e 分析
。

1
.

4 薄层荧光扫描法测定

经预展的硅胶板
,

在 105 ℃烘箱中活化 30 m in 在已活化的硅胶板上点上 10
u L 样品液

和 50 ~ 1 00 gn 的标准 G A : ,

展开剂为氯仿一乙酸乙醋一冰醋酸 (5
:
4

:
1 )

。

上行展开10 一 12

米拟物队罕

C n l o

展开完的硅胶板
,

待溶剂挥发之后
,

喷上硫酸一

乙醇 (9
:

l) 溶液
,

再在95 ℃烘箱中加热 5 m in 左右
,

此

时在 365
n m 紫夕日丁下

,

G A 3
形成绿色荧光斑点

。

扫描采用荧光检测方式
,

激发波长为 366
n m 发

射波长 4 5 0 n m
,

扫描光束为 6 m m 义 1
.

2 rn m
,

扫描方

式线性
。

2 结果和讨论

2
.

1 标准 G A :

的色谱分离和检测

图1为标准 G A 3 ( 25 gn )的薄层荧光扫描色谱图
,

R ,

为 0
.

4 4
,

随着硅胶板活度增大
,

R ,

值也增大
,

G A 3

与溶剂前沿峰靠近
,

测定误差增大
,

因此硅胶板的活

化温度宜控制在100~ 1 0 5 ,C
,

活化时间应在 30 m i n 左

右
。

且硅胶板应经过预展
,

以除去硅胶中的荧光杂质
。

喷上硫酸一乙醇溶液之后的硅胶板放入供箱中
,

烘箱温度应控制在 95
“

C左右
,

加热时间在5~ 10 m in
,

12 0
.

0 6 0
.

0 0

展开距离 / m m

图 1 标准 G A :

的色谱图

1
.

G A 3

.2 溶剂前沿峰
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温度过高
,

时间太长易造成斑点组份炭化
,

荧光衰减
。

显色之后硅胶板
,

宜立即扫描
,

因 G A 3

的荧光强度随时间呈负指数规律 夕一 yo e 一 ” `”

下

降
。

y
。

为刚从烘箱中取出的 G A 3
斑点的相对荧光强度

,

t 为时间h( )
,

半衰期为 1
.

4 4 h
。

.2 2 线性研究

在同一块硅胶板上点上 5一 1 00
n g 不同量的 G A 3

标准液
,

按前述方法检测
,

经计算荧

光峰面积和含量之间的相关系数
r 一 0

.

9 9 8 9
。

如图 3所示
。

X 1 0 2

K I沪

祥巨套嗽似

时间 h/

彩旧奢呆似

e A :
含量/ n g

图2 G A :

斑点的荧光强度与

时间的关系曲线 图 3 G A 3

的工作曲线

2
.

3 样品的测定和回收率研究

图4为柑桔嫩稍叶片组织的色谱图
,

图 5为添加了标准 G A 3

的样品色谱图
,

在 5 9 样品

中加入标准 G A
3

按前述方法经 4次重复测定
,

测得柑桔嫩稍叶片组织中 G A ,
的含量为

120
.

0士 J
.

5 n g / g 由于到 目前为止
,

在植物组织中已发现了 60 余种 G A 类物质
,

因此
,

在

G A
3

荧光斑点中很可能含有其它的 G A 类物质
,

使测定数值偏高
。

在萃取和反萃取过程中
,

必须注意 p H 值
,

当磷酸缓冲液 p H 值为6
.

5时
,

回收率仅为

5 2%
。



1 48 华 南 农 业 大 学 学 报 第5 1卷

12 0
.

0 6. 0 0 :o

12 0
.

0 6 0
.

0 0 展开距离/ m m

展开距离/ m m

图 4柑桔叶片的色谱图

图5 添加标准 GA :

的样品色谱图

表 1方法回收率结果

添加量/
ng检出量/ 8 n回收率/ %平均值/ %标准差/ %

8 0 0 5 6 6
.

0 8 2
.

0

8 0 0

8 0 0

68 3
.

5

62 4
.

2

8 5
.

4

8 7
.

0

82
.

42
.

8 7

8 0 0 6 72
.

0 8 4
.

0

本方法以柑桔叶片为样本
,

同时也可用以测定其它植物中的赤霉酸 G A : ,

这对于深化

植物内源激素生理作用研究提供了一个较为简便的方法
.
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