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柱前衍生化气相色谱法分析豌豆根尖粘液中的多糖

吴韶辉　蔡妙珍 3 　李似姣　朱美红　王江锋
(浙江师范大学化学与生命科学学院 , 金华 321004)

摘 　要 　采用三氟乙酸水解豌豆根尖粘液中的多糖 ,衍生化后用气相色谱分离测定 6种单糖。实验表明 ,根

尖粘液用三氟乙酸水解并乙酰化 ,采用 OV217石英毛细管色谱柱 (35 m ×0. 32 mm, 0. 33μm) ,利用气相色谱

法对 6种单糖进行分离测定 , 6种糖全部达到基线分离 ,总分析时间为 42 m in。用保留时间定性 ,外标法定

量。方法线性范围为 0. 0025～2. 5 g/L ,各标准曲线相关系数 r > 0. 9991; 检出限 010216～0. 1578 mg/L,加样

回收率为 96. 7% ～107. 4%。实验结果表明 ,本方法可有效测定逆境胁迫下植物根尖粘液中的糖类物质。
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1　引　言

大部分植物根尖周围包被着一层粘液 ,在根 2土界面起着重要作用 ,如有助于土壤团聚体形成 [ 1, 2 ]、

为微生物提供碳源、提高土壤水分和养分的有效性 [ 3 ]、以及缓解 A l
3 + 、Cd

2 + 、Pb
2 +等离子的毒性效应 [ 4 ]。

粘液中糖类成分占 95% ～97%
[ 5 ]

,主要由高分子量的多聚糖组成 ,包括糖醛酸以及由葡萄糖、半乳糖、

甘露糖、岩藻糖、木糖、阿拉伯糖等 6种糖残基组成的复合多糖 [ 6 ]。多糖上带有大量羧基对根际金属阳

离子具有持滞能力 [ 7, 8 ] ,以阻止毒害离子进入根系 [ 9 ]。可见 ,多糖的这种功能与其中的组分尤其是酸性

多糖的组分和含量密切相关。因此 ,通过分析根尖粘液中多糖组分与含量 ,可以明确粘液对根际毒害离

子吸收、转化和迁移等生态化学行为的作用。

多糖是多羟基醛、酮、醇及它们的衍生物 [ 10 ]
,由于其分子量很大 ,因此分析多糖组成的主要方法一

般是通过水解 ,使多糖中连接单糖的糖苷键断裂 ,释放出单糖 [ 11, 12 ] ,再通过柱前衍生化 2气相色谱法分析

其组成和含量。多糖水解方法主要有化学降解法、酶降解法和物理降解法。而相对于其它方法 ,化学降

解法反应快速、条件易控制、产率高。化学降解法通常利用酸对多糖的水解作用 [ 13 ]
,其中利用三氟乙酸

降解 [ 14 ]
,水解液经减压蒸发除去三氟乙酸 ,避免传统的中和步骤 ,减少产物中的杂质。因此本实验模拟

根际铝毒害环境 ,以根尖有大量粘液的豌豆为材料 ,采用能够保留根尖粘液的悬空法 [ 15 ]进行培养。根

尖粘液收集后用三氟乙酸降解法水解 ,柱前衍生化气相色谱法分析粘液中的多糖成分 ,取得较为满意的

结果 ,同时为逆境胁迫下植物根尖粘液多糖的研究提供简便、科学的方法。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

GC7900气相色谱仪配 F ID检测器 (上海天美科学仪器有限公司 ) ;智能人工气候箱 (宁波赛福实验

仪器厂 ) ; R201D2Ⅱ旋转蒸发仪 (郑州长城科工贸有限公司 ) ; FD21B 250真空冷冻干燥机 (北京博医康实

验仪器有限公司 ) ;M IKRO高速冷冻离心机 (德国 Hettich公司 )。

标准单糖 : D 2甘露糖 , D 2阿拉伯糖 , D 2木糖 , D 2半乳糖 , D 2葡萄糖 , L 2岩藻糖 ,以上试剂均为优级纯生

化试剂 ,由美国 Sigma公司提供 ;乙酸乙酯为色谱纯 ,三氟乙酸、醋酸酐、吡啶、无水 MgSO4、HCl均为分

析纯。所用水为二次去离子水。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　粘液的收集与纯化 　豌豆种子置于去离子水中浸泡 ,至种子表皮饱满。在 0. 1% H2 O2中浸泡

5 m in消毒 ,去离子水漂洗 3次。在智能人工气候箱中培养 (25 ℃, 湿度 80% ,无光照 ) ,萌发后进行悬
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空培养 ,每 1 h喷洒含有 A l
3 +的处理液 , A l

3 +浓度分别为 0、30、90和 270μmol/L (含 100μmol/L Ca
2 + )。

每 4～5 h用毛细管吸取根冠周围的粘液 ,平均每管可收集 2. 5μL粘液 ; 再用洗耳球吹入离心管中。收

集的粘液以 12000 r/m in离心 30 m in,再经 0. 45μm微孔滤膜过滤 ,除去粘液内细胞脱落物等杂质。

2. 2. 2　单糖标样的衍生化法 　精确称取 0. 25 g单糖 ,加入 15 mL无水吡啶 , 3 mL (过量 )乙酸酐 ,在室

温氮气保护下搅拌 24 h。反应混合物在冰水浴中冷却 ,然后逐滴加入 15 mL 37% HCl。溶液用乙酸乙

酯 (4 ×30 mL )萃取 4次 ,所得有机相用无水 MgSO4干燥 ,过滤 ,室温下减压蒸馏 ,得油状物定容到

10 mL,直接进行色谱分析。

2. 2. 3　粘液多糖水解和衍生化法 　粘液中加入 2. 0 mol/L 三氟乙酸溶液 15 mL,在氮气保护下于

100 ℃水浴回流 2 h。室温下减压蒸馏除去三氟乙酸 , - 40 ℃、10. 5 mPa下冷冻干燥得单糖固体。单糖

衍生化参照 2. 2. 2节的方法。

2. 2. 4　气相色谱条件 　采用 OV217毛细管柱 (35 m ×0. 32 mm, 0. 33μm ) ,进样器温度为 250 ℃,检测

器 ( F ID)温度为 280 ℃。采用程序升温 : 200 ℃恒温 24 m in, 20 ℃ /m in升温至 230 ℃,恒温 18 m in。载

气为高纯氮 ,流速 33 mL /m in,进样量 1. 0μL,外标法定量分析。

3　结果与讨论

3. 1　粘液多糖水解和单糖衍生化

本实验采用三氟乙酸催化粘液多糖水解 ,其水解方程简式如下 :

(C6 H10O5 ) n + nH2O nC6 H12 O6

水解得到的单糖进一步衍生化 ,即通过乙酸酐对单糖分子中的羟基进行反应生成酯类物质 ,例如葡

萄糖的衍生化反应方程式 :

CH2OH (CHOH) 4 CHO + (CH3 CO ) 2 O CH2 OAc (CHOAc) 4 CHO

3. 2　色谱柱的选择及分离情况

单糖衍生法的气相色谱分析多采用毛细管色谱柱进行测定 ,由于单糖衍生物分子量接近 ,对色谱柱

和分离条件要求比较高 ,因此选择了 DB21 ( 15 m ×0. 53 mm, 0. 5 μm )、SE254 ( 15 m ×0. 25 mm,

0. 33μm)和 OV217 (35 m ×0. 32 mm, 0. 33μm)多根毛细管柱进行分离。作为溶剂的乙酸乙酯在 3个

不同极性的色谱柱中都能与组分较好地分离 ,但不论是恒温或者程序升温 , DB 21和 SE254在分析样品

时都不能将糖样完全分离。其中 DB21只分离出 2个峰 ,分别为木糖、岩藻糖和阿拉伯糖混合峰以及半

乳糖、葡萄糖和甘露糖混合峰。SE254只分离得到 4个峰 ,分别有单糖两两混合不能分开。而采用柱长

更长的 OV217,在相同条件下 6种单糖得到很好的分离效果 ,基本都达到了基线分离 (图 1A )。采用本

方法测定粘液也同样得到基线分离的效果 ,且分离情况不会受到杂质的影响 (图 1B )。

图 1　单糖乙酰化气相色谱图

Fig. 1　Chromatogram of monosaccharides as alditol acetates

A. 6种单糖标样谱图 ( chromatogram of six standard monosaccharides ) ; B. 根尖粘液样品谱图 ( chromatogram

of root mucilage samp les) . 1. 木糖 ( xylose, Xyl) ; 2. 岩藻糖 ( fucose, Fuc) ; 3. 阿拉伯糖 ( arabinose, A ra) ;

4. 半乳糖 ( galactose, Gal) ; 5. 葡萄糖 ( glucose, Glu) ; 6. 甘露糖 (mannose, Man)。
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3. 3　单糖定性分析

在定性实验中 ,通过各个单糖相对于乙酸乙酯的保留时间定性 ,各个单糖的保留时间分别为木糖

21. 4 m in、岩藻糖 21. 9 m in、阿拉伯糖 23. 4 m in、半乳糖 37. 0 m in、葡萄糖 38. 2 m in及甘露糖 39. 0 m in,

结果如图 1A所示。

3. 4　标准曲线、检出限

木糖、岩藻糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖和甘露糖标准样品分别经 2. 2. 2节衍生化后配成浓度为

0、0. 0025、0. 025、0. 25、2. 5 g/L的标准溶液 ,按 2. 2. 4节的色谱条件测定 ,以峰面积为纵坐标 ,单糖含量

为横坐标进行线性回归。结果表明 ,在 0. 0025～2. 5 g/L范围内 ,单糖浓度与色谱峰面积有良好的线性

关系 ,各单糖的回归方程的相关系数为 0. 9991～0. 9999 (表 1)。以信噪比 S /N = 2计算 ,木糖、岩藻糖、

阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖和甘露糖的检出限分别为 0. 0357、0. 0464、0. 0203、0. 1578、0. 0216 和

0. 0245 mg/L。

表 1　6种单糖衍生物的标准曲线、检出限和相对标准偏差 (mg/L)
Table 1　L inear relationship, detection lim it and relative standard deviation of six monosaccharides(mg/L)

单糖
Monosaccharide

回归方程
Regression equation

相关系数
r

检出限
LOD (mg/L)

相对标准偏差
RSD ( % , n = 7)

木糖 Xylose y = 9641. 1x + 323. 5 0. 9996 0. 0357 0. 285

岩藻糖 Fucose y = 7505. 2x - 180. 4 0. 9999 0. 0464 1. 472

阿拉伯糖 A rabinose y = 17515x - 189. 8 0. 9999 0. 0203 2. 379

半乳糖 Galactose y = 13278x - 1937. 4 0. 9991 0. 1578 0. 648

葡萄糖 Glucose y = 13752x - 77. 89 0. 9997 0. 0216 1. 627

甘露糖 Mannose y = 32577x - 638. 0 0. 9997 0. 0245 2. 394

　

3. 5　样品测定结果

通过喷洒不同浓度 A l
3 +培养液 ,诱导豌豆根尖粘液形成。粘液样品分别按照 2. 2的实验步骤进行

表 2　豌豆根尖粘液单糖衍生物的含量分析 (mg/L)
Table 2　Content of monosaccharides in pea mucilage (mg/L)

单糖
Monosaccharide

铝浓度 A lum inum concentration

0μmol/L 30μmol/L 90μmol/L 270μmol/L

木糖 Xylose 0. 192 ±0. 007 0. 065 ±0. 003 0. 234 ±0. 004 0. 093 ±0. 004

岩藻糖 Fucose 0. 126 ±0. 004 n. d. 0. 085 ±0. 004 n. d.

阿拉伯糖 A rabinose 0. 164 ±0. 006 0. 095 ±0. 003 0. 190 ±0. 004 0. 095 ±0. 005

半乳糖 Galactose 0. 291 ±0. 008 0. 204 ±0. 004 0. 297 ±0. 010 0. 201 ±0. 003

葡萄糖 Glucose 0. 141 ±0. 005 0. 045 ±0. 002 0. 290 ±0. 011 0. 050 ±0. 001

甘露糖 Mannose 0. 028 ±0. 001 0. 026 ±0. 001 0. 032 ±0. 001 0. 026 ±0. 001

　n. d. : 未检测 ( not detected)。

水解和乙酰化 ,最后进行色谱分

析。结果如表 3所示 ,豌豆粘液

中的单糖衍生物能够准确地分

离出来 (图 1B ) ,并且不同浓度

A l
3 +处理下单糖含量及其变化

也能精确地测定出来 (表 2,

n = 5 ) , 平 均 标 准 偏 差 仅 为

010041。结 果 表 明 , 粘 液 中

(A l
3 +

= 0μmol/L )甘露糖含量

最低 ,而半乳糖含量最高。各单

糖成分 (岩藻糖除外 )在 90μmol/L A l
3 +处理时都有所增加 , 270μmol/L A l

3 +处理时各单糖含量降低。

3. 6　回收率实验

在衍生化后的粘液处理样中 ,加入约 1倍量的标准单糖衍生物 ,按 2. 2. 3的步骤进行定量分析。利

用峰面积计算 6种单糖的回收率 ,结果表明 ,本方法回收率高 ,在 96. 7% ～ 107. 4%之间 (表 3) ;稳定性

好 ,相对标准偏差介于 0. 74% ～3. 72%之间。本方法可快速、有效测定植物根尖粘液中的糖类物质。

表 3　粘液样品中单糖的回收率
Table 3　Recovery ratio of monosaccharides from samp les

单糖
Monosaccharide

木糖
Xylose

岩藻糖
Fucose

阿拉伯糖
A rabinose

半乳糖
Galactose

葡萄糖
Glucose

甘露糖
Mannose

回收率
Recovery ( % ) 96. 7 ±3. 6 102. 2 ±1. 7 107. 1 ±3. 4 98. 1 ±2. 4 107. 4 ±0. 8 98. 7 ±3. 9

相对标准偏差
RSD ( % ) 3. 72 1. 66 3. 17 2. 45 0. 74 3. 65
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D eterm ina tion of Polysacchar ide in Pea Root M uc ilage by

Precolumn D er iva tiza tion and Cap illary Ga s Chroma tography

WU Shao2Hui, CA IM iao2Zhen3 , L I Si2J iao, ZHU Mei2Hong, WANG J iang2Feng

(College of Chem istry and L ife Sciences, Zhejiang N orm al U niversity, J inhua 321004)

Abstract　A novel gas chromatographic method was developed to determ ine six kinds of monosaccharide units

hydrolyzed by trifluoroacetic acid from polysaccharide in pea root cap mucilage. The baseline separation of the

monosaccharide units were achieved with a medium polar cap illary column OV217 ( 35 m ×0. 32 mm,

0. 33μm). The total analysis time was 42 m in. Retention times were used to identify the individual sugar in

the chromatogram and external standard method was used for quantitative analysis. The linear range of the

method was 0. 0025 - 2. 5 g/L and the correlation coefficientwere over 0. 9991. M inimum detectable lim it at a

signal2to2noise of 2: 1 was 0. 0216 - 0. 1578 mg/L. The recovery of the six kinds of standard mono sugars was

9617% - 107. 4%. The results indicated that this method was effective and quick in analyzing the components

of sugars in the mucilage collected from p lant root tip s under adversity stress.

Keywords　Mucilage, polysaccharide, derivatization, gas chromatography
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