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HPLC—ELSD法分析木薯韧皮部汁液主要糖成分
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摘 要：采用高效液相色谱一蒸发光散射检测法(HPLC—ELSD)对木薯韧皮部汁液糖成分进行了分析。结果

表明：与大多数木本植物一样，其同化物的主要运输形式是蔗糖，并未发现糖醇类和棉子糖等寡糖。对块根产

量、淀粉含量较低的半野生种w14的对比实验发现，无论是蔗糖还是己糖含量都大大地低于栽培种，说明蔗

糖是木薯块根淀粉累积的主要来源，对其累积速率和量起着决定性作用。结果同时证明此方法可以高效、快

速简便地定性和定量测定木薯韧皮部汁液中的糖类。
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AbstI’act：High Perfomance Liquid Chromatography(HPLC)coupled with Evaporative Light Scattering Detection

(ELSD)method was used to analyse the sugar contents in cassava phloem sap． The results showed that the main

sugar was sucmse which was similar to other woody plants，no other sugar alcoh01s and raffinose family of 01igosac—

charides were found． W1 4 was an ancestral semi-wild species of cassava with 10w productivity and starch content，

which was used as a contr01 in this research． It was found that both of the sucrose and hexoses of W14 were 1ess than

the cultivar largely，which indicated that sucroseⅥras the main source of starch accumulation of cassava tuber root，and

it determined the rate and quantity of starch accumulation．IⅥeanwhile，and it proved that this method could determine

the nature and quantity of sugars in cassava phloem sap efficiently，rapidly and conveniently．

Key wm诅s：cassava；phloem sap；sugar；HPL(>ELSD

木薯(Ma72i^o￡Psc“ZP以fa)是一种多年生灌木，

作为一种高淀粉含量作物(EL—Sharkawy，2003)，它

在全球淀粉产量的排名中名列第五，其富含淀粉的

块根是全世界有超过8亿人民的主食。近年来，相

对于其它作物，用木薯生产出的生物乙醇可以带来

较高的经济利益，其产量随之出现了日益增长的趋

势(Jansson等，2009；Nassar等，2010)。有机物的

运输途径主要是由韧皮部担任的，韧皮部汁液化学

组成和含量因植物的种类、发育阶段、生理生态环境

等因素的变化而表现出很大的变异。一般来说，典

型的韧皮部汁液样品其干物质含量占10％～25％，

其中多数是糖，其余为蛋白质、氨基酸、无机和有机

离子。在多数植物中蔗糖是韧皮部运输物的主要形

式，当然也有例外，如蔷薇科的许多种的主要光合产
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物是山梨醇，而芹菜、咖啡和橄榄的主要光合产物则

是甘露醇。此外少数科的植物韧皮部汁液中还含有

棉子糖、水苏糖、毛蕊花糖等(Losecher，1987)。

由于木薯等大戟科植物的韧皮部汁液主成分分

析尚未有报道，为了进一步研究其同化物运输机理，

对其韧皮部同化物的种类分析则是十分必要的。高

效液相色谱一蒸发光散射检测法已经被广泛用于糖

类的定性和定量分析上(程勇等，2010；罗进等，

2010)，其优点是无需对糖类进行衍生化处理、可梯

度洗脱、稳定性好、灵敏度高、无溶剂峰干扰，弥补了

HPLC传统检测器的不足(陈琴鸣等，2008；辛秀兰

等，2009)。

1 材料与方法

1．1材料

本次试验所选木薯品种是阿根廷7号(Arg 7)

和半野生祖先种W14(M口卵i^o￡Psc“Z鲫￡n ssp．∥口一

沈胁如Zi盘)。

1．2仪器与试剂

色谱仪为waters高效液相色谱仪(waters

e2695 alliance，USA)；A11tech蒸发光散射检测器

(Alltech ELSD 3300，UsA)；人工气候箱(RXZ

800B型，中国宁波江南仪器厂)。试剂：甲醇、乙腈

为色谱纯，购自Sigma公司，蔗糖、葡萄糖、果糖、棉

子糖、水苏糖和山梨醇均购自TGI(梯希爱(上海)

化成工业发展有限公司)。

色谱条件：Waters xBridge氨基柱(Waters

Amide 3．5 um，4．6×150 mm，USA)。流动相：乙

腈：水(o．1％氨水)一70：30。流速1 mL／min，柱

温25℃，漂移管温度85℃，氮气流速2．o L／min，

增益值为2。

1．3方法

对照品储备液制备：精确称取蔗糖、葡萄糖、果

糖、棉子糖、水苏糖和山梨醇各20 mg定容至100

mL，加水溶解即得储备液(200肚g／mL)。

供试样品溶液制备：参照King等(1974)的方

法，在取样时间和温度方面有所改动。取生长60 d

左右的木薯幼苗，距根基约5 cm处用消毒过的刀片

快速切断茎秆，用超纯水冲洗干净切口，立刻插入

20 mmol／L EDTA的水溶液中，放置于气候箱中，

在95％湿度，30℃黑暗条件处理1～2 h，然后将其

转入超纯水中收集汁液4～5 h。收集的韧皮部汁

液先用o．22肛m过滤器过滤后，再经液氮速冻，最

表l 各糖的回归方程、相关系数、最低检测限和线性范围
Table 1 Regression equation，correlation coefficient，1imit of detection and liner range of sugars

后放入超低温冰箱待测。

2 结果与分析

2．1线性关系考察

分别精确吸取蔗糖、果糖和葡萄糖对照品储备

液以水稀释成不同浓度的系列对照品溶液，对上述

几种溶液依次进样测定峰面积，然后以样品含量为

横坐标，峰面积为纵坐标得到三者的回归方程分别

见表1。

2．2精密度试验

取同一浓度的蔗糖标准品溶液，重复连续进样

5次，测得蔗糖的峰面积，所得的标准偏差是

1．96％，说明仪器精密度良好。

2．3稳定性试验

取同一样品的供试溶液每隔40 min进样，分别

测蔗糖、葡萄糖和果糖的相对标准偏差为o．897％、

o．907％和0．914％，说明样品稳定性良好。

2．4加样回收率试验

准确吸取已知糖含量的木薯韧皮部汁液样品

(C4)5份，加入相应的蔗糖、葡萄糖和果糖各O．56、

o．24和o．23 mg，每份样品各进样10”L，测定峰面

积后，利用标准曲线分别测得样品中不同种类的糖

的总量，最后计算出其回收率和相对标准偏差，结果

说明此方法的回收率较高。具体数值见表2。

2．5样品含量测定

将按上述制备方法所得的各木薯韧皮部汁液样

品，以每样品10“L的量来进行批量连续进样检测，
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表2 回收率实验结果(行一5)

Table 2 Results of recovery rate about sugars

。糖 黧竺鬻嚣， 黧鎏燃 黼 艨， 磲量磐 黑．’。 Content of sugar Content of additive Found Recovery Average 了‘i天
3uga。

in sample(mg) sugar(mg) content rate(％) rate(％)
、7叫

表3样品含量测定结果

T8M口虬gar。(：men协i!竺型竺 3 结论与讨论

结果见表3。样品和标准品的色谱图见图1和图2。

蔗糖是大多数植物韧皮部运输物质的主要形

式，但在蔷薇科等植物中则是以糖醇为主要运输形

式。Turgeon(1996)在“聚合物陷阱假说”中指出：

在葫芦科植物中存在着一种以共质体途径负载并运

输棉子糖系列寡糖的现象，此模型认为蔗糖或肌醇

半乳糖通过共质体途径进入中间细胞(一种特化了

图1供试样品阿根廷7号和W14色谱图

Fig．1 HPLC—ELSD chromatograms of Arg 7 and W14
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图2糖标准品色谱图

Fig．2 HPLC—ELSD chromatogram of standard samples

表4标准品的保留时间和峰面积等

Table 4 Retention time and peak

area of standard samples

的伴胞)，在这里被用来合成棉子糖和水苏糖，这些

寡糖因为太大而不能扩散回叶肉细胞中，但是可以

扩散入筛管分子从而随着集流被运输，所以韧皮部

汁液中有些还含有棉子糖、水苏糖和毛蕊花糖等寡

糖。但根据本实验结果不难看出，木薯韧皮部汁液

的主要成分是蔗糖、葡萄糖和果糖，未发现有棉子糖

等寡糖的出现，说明木薯同大多数植物一样其同化

物运输的主要形式是蔗糖。

ADPG焦磷酸化酶(AGPase)是淀粉合成的关

键酶，Tiessen等(2002，2003)在马铃薯块茎的糖信

号实验中发现，AGPase酶转录后的氧化还原调控

对淀粉的合成率有极大的影响，而其调控的促进因

素便是蔗糖，并表明SNFl关联的蛋白激酶

(SnRKl)对蔗糖调节AGPase的氧化还原活性状态

过程中起着关键作用，这一过程不依赖于蔗糖的分

解，与己糖通过己糖激酶的信号途径是完全不同的。

同样在叶片中也发现，如果正发育的库器官同化物

输出受阻，蔗糖累积时，就会出现淀粉合成增加

(Gibon等，2004)。

植物韧皮部同化物卸载的细胞学路径主要有3

种：质外体途径、共质体途径和质外、共质体途径交

替途径。共质体途径因为其较强的运输传导能力在

卸载方式中占主要地位(Patrick等，1996)。在此途

径中有两个条件决定了其运输效率的大小，一个是

细胞间膨压差；另一个是胞间连丝的数量(Patrick，

1997；Turgeon等，2009)。蔗糖被卸载到库细胞中

后有些被分解为单糖，有些被储存在液泡中，另一些

则是被合成为淀粉等大分子，借此来降低库细胞的

蔗糖浓度，维持膨压差，以利于进一步的卸载

(Frommer等，1995)。木薯的块根是以淀粉为主要

累积形式的器官，说明了所卸载蔗糖的去向。本研

究在块根的亚细胞结构观察中也发现大量胞问连丝

出现在筛分子和伴胞、筛分子／伴胞和周围的薄壁细

胞、木质部薄壁细胞间；另外发现木薯栽培种和半野

生种间存在着糖含量的差异，栽培种蔗糖和单糖的含

量均高于半野生种。按King(1974)的方法，实验材料

是经过23℃、8 h光照、16 h黑暗、生长2～3个月后

的幼苗；而葛体达(2008，2009)所用的实验材料也是

幼苗，这可能是由于幼苗糖转运较活跃的原因，所以

本实验所取材料也是长势一致的幼苗，W14株龄稍大

1个月，这也可能是造成糖含量差异的原因。

以上结果说明木薯韧皮部运输的主要同化物蔗

糖可以作为一种糖信号，在其块根的淀粉累积过程

中调节AGPase酶的活性，而同时淀粉的累积也导

致了存储细胞内膨压的降低，进而又促进了蔗糖的

卸载。

本研究采用HPLC—ELSD法首次被用来定量

和定性分析木薯韧皮部汁液中的糖类，研究表明此

法较为理想，其结果稳定、定量准确、操作简便，可以

快速定性和定量分析汁液中的糖成分。
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