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　　摘要：应用高效液相色谱－二极管阵列检测器法（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ）对棉花体内多胺测定时的流动相比例及流速、多
胺全光谱信息等进行分析，重点比较２种常用检测波长２３０、２５４ｎｍ下的测定参数。最终确定检测波长为２３０ｎｍ、流
动相体积比Ｖ甲醇∶Ｖ水 ＝８０∶２０、流速为０．６ｍＬ／ｍｉｎ为最佳色谱条件。该方法有较好的准确度、灵敏度，腐胺、亚精胺、

精胺的回收率分别为９８．５８％、９６．９８％、９９．６２％，且非常稳定。以此色谱条件为基础测定棉花幼苗不同组织中多胺水
平发现，叶片中３种多胺的含量明显高于根、茎组织；此外，不同组织内亚精胺含量最高。
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　　多胺（ｐｏｌｙａｍｉｎｅｓ，ＰＡｓ）是一类含有多个氨基的长链脂肪
族化合物，广泛存在于生物体内。在植物代谢途径中，目前比

较清楚的多胺形式主要有腐胺（ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ，Ｐｕｔ）、亚精胺
（ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ，Ｓｐｄ）、精胺（ｓｐｅｒｍｉｎｅ，Ｓｐｍ）［１－２］。研究表明，多
胺在植物体内是一类重要的生长调节因子，参与植物的细胞

分裂［３－４］、性别分化［５］、果实成熟与衰老［６］、逆境适应［７－１０］等

重要生理过程。在分子水平的研究中还发现，多胺参与 ＤＮＡ
的复制、转录、膜稳定、ＲＮＡ和蛋白质的翻译［１１］、ＤＮＡ凝聚及
激素的调控［１２］等过程。另外，在人体中也存在大量多胺类物

质，并与人类健康息息相关［１３］。由于植物性食物是人体内多

胺的重要来源之一［１４］，因此，如何准确而快速地检测植物组

织中的多胺技术越来越受到人们的重视。

多胺的测定以前主要用氨基酸分析仪、纸电泳等方

法［１５－１６］，这２种检测方法样品回收率低，检测灵敏度也不高。
目前多用衍生化的方法，即将多胺的一、二级氨基接在卤素原

子上，另外还有接在荧光基团或对紫外有吸收的基团上，再通

过气相（ＧＣ）或液相（ＨＰＬＣ）方法进行分离检测。其中，气相
色谱刚刚应用在植物多胺的研究方向，虽然分析时间短，但是

对试样要求高，前处理过程比较复杂［１７］，并且应用质谱检测

设备价格昂贵，且分离检测效果没有显著提高。自从１９７９年
Ｒｅｄｍｏｎｄ等采用苯甲酰化的方法以来，随着不断改进，高效液
相色谱法已经成为较为成熟的检测植物体内多胺的方

法［１８－２１］。目前主要应用荧光检测器（ＦＬＤ）、紫外吸收检测器
（ＵＶ）。其中，ＦＬＤ法检测多胺的主要优势在于灵敏度高［２２］，

但要用到有毒流动相乙腈。另外，由于瑞利散射、拉曼散射的

干扰，使荧光检测方法的条件构建和优化过程较为复杂，没有

一定的专业基础较难完成。而紫外吸收法虽然灵敏度并不突

出，但是可以用于植物体内多胺含量的测定，加上流动相中的

甲醇毒性较低、仪器成本较低等优点，使得紫外吸收法成为当

今国内用于测定植物多胺最常用的一种方法。

目前对于紫外吸收法检测波长的选择主要是苯甲酰氨基

特征峰２３０ｎｍ处、苯基特征峰２５４ｎｍ处［１５－１６，１８，２３］。以上２
种选择对于多胺的检测虽然都有一定的根据，但是对于检测

效果尚缺乏科学的比较。本研究应用高效液相色谱－二极管
阵列检测器（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ）广谱记录光谱信息，同时针对棉
花幼苗组织样本特点比较２３０、２５４ｎｍ２种检测波长的操作
性、可靠性，最终优化建立了可应用于ＵＶ检测器的棉花幼苗
组织样本中３种多胺的检测方法，并依据该方法比较棉花幼
苗根、茎、叶组织内多胺含量的差异。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试棉花种子由廊坊师范学院生命科学学院遗传与育种

研究所提供，为农大棉７号。
１．２　试验方法
１．２．１　棉花幼苗组织中多胺的提取　取１．０～２．０ｇ棉花３
叶期幼苗的不同新鲜组织，液氮研磨后加入４ｍＬ预冷的５％
高氯酸溶液，冰浴浸提 １ｈ后离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，
４℃）；取上清液为样液，４℃保存备用。
１．２．２　样品的苯甲酰化　取５００μＬ样液，加入１０ｍＬ离心
管中，先后加入１４μＬ苯甲酰氯、１ｍＬ２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶
液，振荡混匀后于３７℃水浴反应２０ｍｉｎ；加入２ｍＬ饱和氯化
钠溶液，混匀后用２ｍＬ乙醚萃取，离心（１５００ｒ／ｍｉｎ，５℃，
５ｍｉｎ）后取１ｍＬ乙醚相真空干燥，用１００μＬ甲醇溶解后，用
０．２２μｍ孔径有机相滤膜过滤，即可进样［２１］。

１．２．３　色谱条件的优化　色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０Ｉｎｆｉｎｉｔｙ；色谱
柱：Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８ Ｓｔａｂｌｅ Ｂｏｎｄ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ
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４．６ｍｍ×１５０ｍｍ。
流动相与流速：综合华永有等方法［２２，２４］，以甲醇、水混合

物为流动相，测试甲醇体积分数为５０％～９０％时不同流动相
的色谱性能，每变化１０％进样测定１次，确定最佳流动相比
例。通过比较流动相流速为０．５、０．６、０．７、０．８、０．９ｍＬ／ｍｉｎ
的检测效果，确定最佳流速。

检测波长：以二极管阵列检测器收集１９０～９００ｎｍ区间
内的吸光度数据，重点比较多胺在２３０、２５４ｎｍ下标准曲线质
量、回收率、标准偏差（ＲＳＤ，％）、峰型，再结合３种多胺的光
谱信息确定适合的检测波长。

柱温：３０℃［２１］。

时间：不限制。根据分析中杂质的具体洗脱情况，设定合

理的分析时间。

１．２．４　标准曲线的制作　精确配制０．２μｍｏｌ／ｍＬ多胺标准
溶液，苯甲酰化衍生后，将标准液稀释为０．３、０．６、１．２、２．５、
５．０、７．５、１０．０ｎｍｏｌ／ｍＬ，取１０μＬ进样；用安捷伦化学工作站
（ＡｇｉｌｅｎｔＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ）对２３０、２５４ｎｍ信号数据进行分析，分
别建立校正曲线。

１．２．５　棉花叶片多胺回收率的测定　取棉花叶片，抽提得到
测定样液，苯甲酰化衍生后取 １０μＬ进样测定，在 ２３０、
２５４ｎｍ２个检测波长和标准曲线下各自得到样品中３种多胺
的含量数据。再分别将３种不同浓度苯甲酰化后的多胺标准
样品加入到已知浓度的样品多胺提取液中，并测定回收

值［２３］。根据样品含量、加标量和所测得回收值分别计算回收

率及其标准偏差。

１．２．６　棉花幼苗不同组织中多胺含量测定　按照“１．２．１”
“１．２．２”节中的相应方法得到棉花幼苗根、茎、叶组织样液，
并进行衍生化。按照试验最终确定的检测条件，对棉花幼苗

不同组织内的３种多胺含量进行检测，重复３次。

２　结果与分析

２．１　流动相条件的优化
通过比较不同比例的流动相以及不同流速下多胺的检测

效果，发现流动相体积比 Ｖ甲醇 ∶Ｖ水 ＝８０∶２０、流速为
０．６ｍＬ／ｍｉｎ时，多胺的分离度、信号峰型较好，且棉花叶片样
品中目标峰信号与其他杂峰无明显叠加；在此条件下，Ｐｕｔ、
Ｓｐｄ、Ｓｐｍ的保留时间分别约为５．０９、９．３０、１７．７５ｍｉｎ；并且，
检测样液中存在的残留苯甲酰氯峰（７ｍｉｎ左右）对检测整体
无影响（图１）。

２．２　检测波长的确定
２．２．１　２种检测波长下标准曲线的建立与比较　标准曲线
的制作在流动相体积比 Ｖ甲醇 ∶Ｖ水 ＝８０∶２０，流速为
０．６ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长分别为 ２３０、２５４ｎｍ的色谱条件下进
行。数据由安捷伦化学工作站（ＡｇｉｌｅｎｔＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ）处理并
分别建立校正表，回归方程见表 １。从试验结果可知，２３０、
２５４ｎｍ检测波长下多胺 Ｐｕｔ、Ｓｐｄ、Ｓｐｍ回归方程的决定系数
（ｒ２）均大于０．９９，说明２种波长均能够应用于棉花幼苗组织

表１　２３０、２５４ｎｍ波长下３种多胺检测回归方程与ｒ２

多胺
２３０ｎｍ ２５４ｎｍ

回归方程 ｒ２ 回归方程 ｒ２

Ｐｕｔ ｙ＝７．８２４７ｘ－０．２２２１ ０．９９９２ ｙ＝２．０２６１ｘ＋０．１８６０ ０．９９８２
Ｓｐｄ ｙ＝１０．３７１ｘ－０．０２６３ ０．９９９０ ｙ＝２．６２８５ｘ＋０．０６１４ ０．９９８７
Ｓｐｍ ｙ＝２９．３９６ｘ－４．０８４２ ０．９９６２ ｙ＝７．６１６１ｘ－０．７５６７ ０．９９５４

　　注：ｙ为峰面积；ｘ为样液中所测物质的浓度，ｎｍｏｌ／ｍＬ；线性范围为０．３～１０．０ｎｍｏｌ／ｍＬ。

内多胺含量的测定；但是通过比较可以看出，波长为 ２３０ｎｍ
时回归方程的ｒ２均高于波长为２５４ｎｍ下的 ｒ２。因此本研究
表明，从标准曲线决定系数的角度考量，检测波长为２３０ｎｍ
要优于２５４ｎｍ。
２．２．２　２种检测波长下回收率标准偏差的测定　由表２可
以看出，在２３０ｎｍ检测波长下，Ｐｕｔ、Ｓｐｄ、Ｓｐｍ的平均回收率
均在９５％以上，分别为９８．５８％、９６．９８％、９９．６２％，ＲＳＤ分别
为１．５６％、０．７８％、０．９５％。当检测波长为２５４ｎｍ时，回收率
均超过１００．００％，且该检测波长下ＲＳＤ较高，分别为５４０％、
９．４９％、２．９３％。说明当检测波长为２５４ｎｍ时，尽管有较高
的回收率，但是检测数据的稳定性下降，检测误差增大。因

此，从回收率ＲＳＤ的角度评价可知：２３０ｎｍ较２５４ｎｍ更适合
作为检测波长测定棉花样品中的多胺含量。

２．２．３　２种检测波长下的峰型比较　如图２所示，比较２３０、

２５４ｎｍ下棉花幼叶等量程色谱图可以发现：检测波长为
２３０ｎｍ时，３种多胺的响应值较大，虽然同时也增大了部分
杂质及副反应的响应峰值，但是目标峰仍然明显；２５４ｎｍ作
为检测波长时，虽然杂质响应较小，但是３种多胺的信号响应
值同样较低。

２．２．４　３种多胺的吸收光谱信息　用二极管阵列检测器
（ＤＡＤ）分别收集３种多胺信号峰在波长１９０～９００ｎｍ的光谱
信息。由图 ３可见，３种多胺在 ２００ｎｍ处有最高吸收峰，
２３０ｎｍ左右均有明显的第 ２吸收峰。由于多种物质在
２００ｎｍ处均存在光谱吸收峰，可使基线漂移严重，而在
２３０ｎｍ的第２吸收峰附近杂质相应明显减少（图４）。因此
根据 ３种多胺各自的光谱信息分析可知：选择检测波长在
２３０ｎｍ左右的第２吸收峰要优于其他波长。

综上所述，棉花幼苗组织内３种多胺含量的色谱检测应
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表２　棉花幼苗叶片组织中多胺加标回收率结果

检测波长

（ｎｍ）
１０μＬ样品量（ｎｍｏｌ） １０μＬ加标量（ｎｍｏｌ） １０μＬ测定回收值（ｎｍｏｌ） 平均回收率（％） ＲＳＤ（％）
Ｐｕｔ Ｓｐｄ Ｓｐｍ Ｐｕｔ Ｓｐｄ Ｓｐｍ Ｐｕｔ Ｓｐｄ Ｓｐｍ Ｐｕｔ Ｓｐｄ Ｓｐｍ Ｐｕｔ Ｓｐｄ Ｓｐｍ

２３０ ０．４７６ ３．２９８ ０．５９８ ０．１２１ ０．１７１ ０．１２３ ０．５８９ ３．３３３ ０．７２５ ９８．５８ ９６．９８ ９９．６２ １．５６ ０．７８ ０．９５
０．２５２ ０．３５５ ０．２６７ ０．７０６ ３．５５６ ０．８６２
０．５０３ ０．７０９ ０．５１１ ０．９８０ ３．９０７ １．０９４

２５４ ０．４８５ ３．４７１ ０．６１２ ０．１２１ ０．１７１ ０．１２３ ０．６２５ ３．５５７ ０．７７９ １００．３５１０３．７９１０２．６２ ５．４０ ９．４９ ２．９３
０．２５２ ０．３５５ ０．２６７ ０．７６５ ３．４７０ ０．８９０
０．５０３ ０．７０９ ０．５１１ ０．９３０ ４．５６２ １．１３０

选择２３０ｎｍ为检测波长。
２．３　分析时间的确定

在棉花幼叶样品的不限时检测中，保留时间在 ３０～
３２ｍｉｎ仍有不规则杂峰（图２、图４），而３２ｍｉｎ后信号基本回
归基线。因此，为洗脱杂质的同时保留完整数据，设定单针样

品的分析时间为３５ｍｉｎ，且无后运行为宜。
２．４　棉花幼苗不同组织的多胺含量比较

依据前期试验结果得出：流动相体积比为 Ｖ甲醇∶Ｖ水 ＝
８０∶２０、流速为０．６ｍＬ／ｍｉｎ、检测波长为２３０ｎｍ为最适合的
色谱条件。对棉花根、茎、叶组织进行３种多胺含量的测定，
结果表明，多胺在棉花幼苗组织中含量普遍偏少，响应值较

低，均在 ｎｍｏｌ／ｇ水平。如表３所示，所测组织中 Ｓｐｄ含量最
高，在不同组织内的含量均高于 Ｐｕｔ、Ｓｐｍ含量；另外，棉花幼
苗叶片组织中的３种多胺总含量为（４１．９０±１．５６）ｎｍｏｌ／ｇ，
远远高于根的（１８．１８±２．６１）ｎｍｏｌ／ｇ、茎的（１２．９７±
２．５２）ｎｍｏｌ／ｇ。　

表３　棉花幼苗组织中多胺的含量

组织
含量（ｎｍｏｌ／ｇ）

Ｐｕｔ Ｓｐｄ Ｓｐｍ 总量

根 ３．７１±１．８３ １１．２３±０．２４ ３．２３±０．５５ １８．１８±２．６１
茎 １．５９±０．８８ ９．５３±０．７３ １．８５±０．９１ １２．９７±２．５２
叶 ５．００±０．２６ ３１．８５±０．３１ ５．０５±１．０１ ４１．９０±１．５６

３　结论与讨论

３．１　色谱条件的优化
以往研究表明，多胺的次级胺基与柱子硅羟基的相互作

用，可引起在不同的流动相条件下，保留时间会产生较大变

化［２３］。本研究选择流动相体积比Ｖ甲醇∶Ｖ水 ＝８０∶２０，可以减
少洗脱时间、降低分析时间。采用流速为０．６ｍＬ／ｍｉｎ，即可
将样品中各个组分比较清晰地分离开来。以上结果优化了之

前报道的相关方法［１５，２２，２４］，得出了专门针对棉花幼苗组织内

多胺含量检测的可靠色谱条件。
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有报道显示，衍生化过程中的苯甲酰氯残留会对多胺色

谱分析产生一定影响［２４］。本试验表明，Ｐｕｔ、Ｓｐｄ、Ｓｐｍ的保留
时间分别为５．０９、９．６１、１７．７５ｍｉｎ，苯甲酰氯的保留时间约为
７．２１ｍｉｎ，避免了苯甲酰氯、腐胺的峰重叠现象，并且３种多
胺信号与组织样品中其他杂峰信号互不干扰。

３．２　检测波长的比较
对于目前检测多胺含量常用的 ２种检测波长 ２３０、

２５４ｎｍ，笔者所在实验室以二极管阵列检测器收集 １９０～
９００ｎｍ区间内吸光度数据发现：３种多胺检测波长约为
２３０ｎｍ时，均为第２高吸收峰，且苯甲酰氨基的显色受多胺
脂肪链及其他副反应杂质的影响不大；而以２５４ｎｍ作为检测
波长时，虽然杂质响应较小，但３种主要多胺的信号响应值同
样较小，使标准曲线的线性相关性等降低。因此，在多胺本底

水平比较低的棉花幼苗上不适用２５４ｎｍ波长，选择 ２３０ｎｍ
波长为宜。

３．３　优化的方法以及所得检测结果分析
如前文所述，最终确定最佳色谱条件：检测波长为

２３０ｎｍ，流 动 相 体 积 比 为 Ｖ甲醇 ∶Ｖ水 ＝８０∶２０，流 速
为 ０．６ｍＬ／ｍｉｎ。

按照以上方法，棉花幼苗组织多胺含量检测结果显示，幼

苗期棉花组织内Ｓｐｄ含量在３种多胺中最高。该结果可能表
明，在植株的快速生长期，Ｓｐｄ起一些重要的作用［２５－２６］。在

棉花组培苗组织内多胺的研究中，Ｓｐｄ在球形胚形成期含量
显著升高，明显高于 Ｐｕｔ、Ｓｐｍ，报道中对这些现象的解释是高
水平Ｓｐｄ可能有助于细胞分化［２７－２８］，但是具体的代谢以及调

控方式正在进一步研究中。
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