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柱前衍生高效液相色谱⁃荧光检测法测定水稻中 ７ 种巯基化合物

周　 蓉，　 曹赵云，　 牟仁祥，　 李正翔，　 陈铭学∗

（中国水稻研究所， 农业部稻米产品质量安全风险评估实验室（杭州）， 浙江 杭州 ３１０００６）

摘要：建立了水稻中半胱氨酸（Ｃｙｓ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）和植物螯合肽（ｐｈｙｔｏｃｈｅｌａｔｉｎ， ＰＣ：ＰＣ２、ＰＣ３、ＰＣ４、ＰＣ５、ＰＣ６）
７ 种巯基化合物的柱前衍生高效液相色谱⁃荧光检测分析方法。 样品经 ０􀆰 １％ 三氟乙酸（ＴＦＡ）（含 ６􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 二

乙烯三胺五乙酸（ＤＴＰＡ））超声提取，然后以单溴二胺（ｍＢｒＢ）为衍生剂在 ｐＨ ８􀆰 ０ 的 ４⁃羟乙基哌嗪丙磺酸（ＨＥＰ⁃
ＰＳ）缓冲溶液中衍生化。 采用的色谱分离柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ｐｌｕｓ Ｃｌ８柱，流动相为 ０􀆰 １％ ＴＦＡ（ｐＨ ２􀆰 ５）和 １００％ 乙

腈（ＡＣＮ），梯度洗脱，流速为 ０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 荧光检测的激发波长和发射波长分别为 ３８０ ｎｍ 和 ４７０ ｎｍ。 结果表

明，７ 种巯基化合物在 ０􀆰 ７～１００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 范围内，峰面积与质量浓度之间的线性关系良好（ｒ２≥０􀆰 ９９９ １）；检出限为

０􀆰 ０３～０􀆰 ２０ ｍｇ ／ Ｌ；加标回收率为 ８９􀆰 ２６％ ～９９􀆰 ４２％，相对标准偏差为 ２􀆰 ０５％ ～ ５􀆰 ８７％。 该方法准确、灵敏度高、重现

性好，为水稻中巯基化合物的研究提供了检测手段。
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　 　 巯基化合物在自然界中广泛存在，且在生物体

内参与多种重要的生理过程。 巯基化合物在植物对

重金属抗性机制中的作用研究进行得较为深入、广
泛，其中植物螯合肽（ＰＣｓ）被认为是起主要作用的

能与金属结合的蛋白［１］。 植物螯合肽是植物体内

在重金属诱导下产生、由酶催化以谷胱甘肽（ＧＳＨ）
为底物合成的一类低相对分子质量巯基多肽，包含

共同的结构特征（γＧｌｕ⁃Ｃｙｓ） ｎ ⁃Ｘ（ｎ ＝ ２～ １１， Ｘ 是三

肽的 Ｃ⁃端氨基酸，Ｇｌｕ 为葡萄糖，Ｃｙｓ 为半胱氨

酸） ［２，３］。 ＰＣｓ 含有丰富的 Ｃｙｓ 残基，能通过 Ｃｙｓ 的

巯基（－ＳＨ）结合细胞内的游离金属离子，降低细胞

内可扩散的金属离子浓度，从而增强植物抵抗重金

属胁迫的能力，因此 ＰＣｓ 可以作为重金属毒害效应

标记物［４－６］。 水稻是人类主要的粮食作物，镉污染

已成为部分水稻产区不容忽视的食品安全问题，而
巯基化合物的研究是水稻重金属防御机制研究中较

为重要的一个方面。 因此对水稻中巯基化合物进行

快速、准确的测定，将为探明水稻中重金属耐性机制

的研究提供重要的技术手段。
　 　 由于巯基化合物的极性较强，易氧化、难保留，
且在紫外光区无吸收、无荧光特性，因此柱前或柱后

衍生技术成为目前巯基化合物分析的常用手

段［７－１１］。 其中最经典的方法是 Ｅｌｌｍａｎ 试剂（５，５′⁃
二硫双（２⁃硝基苯甲酸）， ＤＴＮＢ）柱后衍生紫外检

测法［１２］，但该方法需要特殊的柱后反应器，且存在

分析时间长、灵敏度不够高（检出限为 ｎｍｏｌ 量级）
等缺点。 柱前衍生液相色谱⁃质谱联用技术虽具有

较高的灵敏度（检出限可达 ｐｍｏｌ 量级），但仪器设

备昂贵，分析费时［１３，１４］。 目前虽然也有不经衍生直

接采用液相色谱⁃质谱联用方法测定水稻中巯基化

合物的报道［１５］，但其金属复合物容易在色谱柱上发

生吸附、解离和交换，导致分辨率和选择性较低，因
而该方法未得到很好的应用。 柱前衍生高效液相色

谱⁃荧光检测法因灵敏度高、选择性高和重现性好的

优点成为巯基化合物测定的一种较有效的手段。 常

用的 柱 前 衍 生 试 剂 有 单 溴 二 胺 （ ｍｏｎｏｂｒｏｍｏ⁃
ｂｉｍａｎｅ， ｍＢｒＢ） ［１６］、７⁃苯并呋喃⁃４⁃磺酸铵（ａｍｍｏ⁃
ｎｉｕｍ ７⁃ｆｌｕｏｒｏ⁃２， １， ３⁃ｂｅｎｚｏｘａｄｉａｚｏｌｅ⁃４⁃ｓｕｌｆｏｎａｔｅ，
ＳＢＤ⁃Ｆ） ［１７］ 和 ｏ⁃苯 二 甲 醛 （ ｏ⁃ｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＯＰＴ） ［１８］等。 其中 ｍＢｒＢ 柱前衍生测定法因其衍生

化过程快、分离效果较好、灵敏度较高、检出限可达

ｐｍｏｌ 量级，在巯基化合物的测定中获得广泛应用。
目前关于拟南芥、土豆、血液等［２，１６，１７］ 基质中巯基化

合物的提取、分离、测定方法的研究相对较多，且多

集中于 ＰＣ２～４的测定，而针对水稻中 ７ 种巯基化合

物同时分析的报道较少。 因此，本实验通过优化前

处理及检测条件，建立了一种同时分析水稻中 Ｃｙｓ、
ＧＳＨ 以及 ＰＣ２～６等 ７ 种巯基化合物的柱前衍生高效

液相色谱⁃荧光检测法。 该方法过程简便、分离度

好、灵敏度高、重现性好，为巯基化合物在水稻重金

属抗性机制中的作用研究提供了技术支持。

１　 实验部分

１．１　 仪器、材料与试剂

　 　 １１００ 型高效液相色谱仪（美国安捷伦科技有限

公司），配有 Ｇ１３２１Ａ 型荧光检测器；冷冻离心机（美
国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司）； ＰＨＳ⁃３Ｃ 精密 ｐＨ 计（上海

仪电科学仪器股份有限公司）；电热恒温振荡水槽

ＸＭＴＤ⁃８２２２（上海精宏实验设备有限公司）。
　 　 ＰＣ２（Ｈ⁃（γＧｌｕ⁃Ｃｙｓ） ２ ⁃Ｇｌｙ⁃ＯＨ）、ＰＣ３（Ｈ⁃（γＧｌｕ⁃
Ｃｙｓ） ３ ⁃Ｇｌｙ⁃ＯＨ）、 ＰＣ４ （ Ｈ⁃（ γＧｌｕ⁃Ｃｙｓ ） ４ ⁃Ｇｌｙ⁃ＯＨ ）、
ＰＣ５ （ Ｈ⁃（ γＧｌｕ⁃Ｃｙｓ ） ５ ⁃Ｇｌｙ⁃ＯＨ ）、 ＰＣ６ （ Ｈ⁃（ γＧｌｕ⁃
Ｃｙｓ） ６ ⁃Ｇｌｙ⁃ＯＨ）标准品（纯度＞９８％，美国 ＡｎａＳｐｅｃ
公司）；谷胱甘肽（ＧＳＨ，纯度 ＞ ９８％）、Ｃｙｓ （纯度 ＞
９８％）、衍生试剂 ｍＢｒＢ（纯度＞９５％）、４⁃羟乙基哌嗪

丙磺酸（ＨＥＰＰＳ，纯度＞９９􀆰 ５％）、三氟乙酸（ＴＦＡ，纯
度 ９９％） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；甲磺酸（ＭＳＡ，纯度＞
９９％）、二乙烯三胺五乙酸（ＤＴＰＡ，纯度＞９９％） （美
国 Ｆｌｕｋａ 公司）；乙腈（ＡＣＮ，色谱纯，美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公

司）；去离子水（由 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 纯化水系统制得）。
１．２　 标准品溶液的配制

　 　 分别称取适量各巯基化合物标准品，用 ０􀆰 １％
ＴＦＡ 溶液（含 ６􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＰＡ）配制成质量浓度

均为 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的单标准储备液，置于 ４ ℃下保存。
使用时，根据需要逐级稀释成不同质量浓度的混合

标准工作液。
１．３　 水稻植株的培养与处理

　 　 水稻植株（日本晴，由中国水稻研究所提供）参
照李鹏等［１９］的水培方法，待水稻 ４ 叶期时进行 Ｃｄ２＋

胁迫处理，处理浓度为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ（以 ＣｄＣｌ２ 形态加

入），同时以不加 Ｃｄ２＋处理为对照（ＣＫ）， Ｃｄ２＋胁迫

处理 １ 周后结束并取样。 水稻根部用自来水反复冲

洗干净，置于预冷的 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２ 溶液中静置

１０ ｍｉｎ，以去除根表面吸附的 Ｃｄ２＋，然后用去离子

水冲洗干净，最后用吸水纸将其表面水分吸干。 将

新鲜样品分成叶片、茎和根 ３ 部分，分别称取一定的

鲜样组织用液氮（－１９６ ℃）迅速冷冻，再置于－８０ ℃
冰箱中储存。
１．４　 植物组织中 ＰＣｓ 等巯基化合物的提取及其柱

前衍生化反应

　 　 参照 Ｓｎｅｌｌｅｒ 等［２０］ 的方法，取上述水稻植物鲜

样放入研钵中，加入液氮并研磨至粉末状；称取 ０􀆰 ５
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ｇ，加入 ２ ｍＬ ０􀆰 １％ ＴＦＡ（含 ６􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＰＡ， ｐＨ
１􀆰 ０） 充 分 混 匀， 冰 浴 超 声 ３０ ｍｉｎ 后 于 １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃下离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液。 为避免巯

基化合物接触空气而氧化损失，立即进行柱前衍生

化反应，即向 ２５０ μＬ ７ 种巯基化合物标准液或植物

组织上清液中加入 ４５０ μＬ ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＰＳ（含
６􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＤＴＰＡ， ｐＨ ８􀆰 ２ ） 和 １０ μＬ ２５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｍＢｒＢ 充分混合，于 ５０ ℃下反应 ３０ ｍｉｎ，
然后加入 ３００ μＬ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＳＡ 终止反应，摇匀，
过 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜后，转移至 Ａｇｉｌｅｎｔ 棕色顶空瓶内，
４ ℃下保存至 ＨＰＬＣ 分析测定。 同时作试剂空白衍

生化反应，确定试剂空白杂质峰。
１．５　 色谱条件

　 　 色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ｐｌｕｓ Ｃｌ８柱（２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）；流动相：Ａ 为 ０􀆰 １％ ＴＦＡ 水溶液

（ｐＨ ２􀆰 ５）， Ｂ 为 １００％ ＡＣＮ；流速：０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯

度洗脱程序：０～３ ｍｉｎ， １０％ Ｂ； ３～１５ ｍｉｎ， １０％ Ｂ～
２０％ Ｂ； １５ ～ ２５ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ ～ ３５％ Ｂ； ２５ ～ ３０ ｍｉｎ，
３５％ Ｂ～１００％ Ｂ； ３０～３５ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； ３５～４５ ｍｉｎ，
１０％ Ｂ。 柱温：３０ ℃；进样量：１０ μＬ；荧光检测波长：
激发波长为 ３８０ ｎｍ，发射波长为 ４７０ ｎｍ。

２　 结果与讨论

２．１　 色谱条件的优化

　 　 采用水和乙腈进行二元洗脱时，发现目标物保

留较弱且不稳定，峰拖尾；而且基质干扰较为严重，
目标物难以定量。 参照 Ｑｉｕ 等［１４］的方法，在水相中

添加 ０􀆰 １％ ＴＦＡ 时，上述现象得到极大改善，目标物

保留相对较强，且能够实现与杂质的分离。
　 　 实验考察了流动相 Ａ 的 ｐＨ 值（１􀆰 ０ ～ ４􀆰 ０）对各

色谱峰的出峰时间、峰形、灵敏度与噪声的影响。 结

果表明：ｐＨ 值从 ４􀆰 ０ 降低至 ２􀆰 ５ 时，７ 种巯基化合

物的灵敏度均增加，各色谱峰的保留时间明显缩短；
ｐＨ 为 ２􀆰 ５ 时，ＧＳＨ 和杂峰达到基线分离；ｐＨ 值继

续降低，５ 种植物螯合肽 ＰＣ２、ＰＣ３、ＰＣ４、ＰＣ５ 和 ＰＣ６

的灵敏度仍随之增加，而 Ｃｙｓ 的灵敏度、ＧＳＨ 与杂

峰的分离选择性均降低。 兼顾分离度和灵敏度的要

求，实验选择流动相 Ａ 的 ｐＨ 值为 ２􀆰 ５。
　 　 改变 ０􀆰 １％ ＴＦＡ（Ａ） ⁃乙腈（Ｂ）的比例，各种巯基

化合物的保留时间会发生明显变化，特别是 ＧＳＨ 和

ＰＣ６ 容易受溶剂峰的干扰，有机相的比例以及洗脱

时间对这两个物质的分离至关重要。 为调整 ７ 种巯

基化合物出峰时间以获得更好的峰形，并尽量减少

杂质峰干扰，本实验采用梯度洗脱方法。
　 　 在优化的色谱条件下，对混合标准溶液进行测

定。 从图 １ 中可以看出，７ 种巯基化合物能够较好

地分离和检出。

图 １　 ７ 种巯基化合物混合标准溶液（１０ ｍｇ ／ Ｌ）的色谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ｂｉｏｔｈｉｏｌｓ （１０ ｍｇ ／ Ｌ）

图 ２　 （ａ）提取方式和提取时间、（ｂ）酸度调节剂对 ＰＣ２

提取效率的影响
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ） ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ， （ｂ） ａｃｉｄｉｔｙ ａｄｊｕｓｔｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉ⁃
ｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＰＣ２

　

２．２　 样品处理条件的优化

　 　 植物中具有还原性的巯基化合物大多分布在细

胞质内，采用在冰浴中超声提取方式有利于提高提

取效率；同时，在碱性条件下，还原态的巯基很容易

被氧化成氧化态的二硫键，因此提取过程中提取液

的 ｐＨ 值对巯基化合物的提取回收率有较大的影

响。 本研究考察了酸度调节剂的种类、提取液的 ｐＨ
值、提取方式及时间对待测物提取效率的影响（以
ＰＣ２ 为例，结果见图 ２）。 当分别使用硫酸、盐酸和
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磷酸 ３ 种酸度调节剂调节提取液 ｐＨ 值为 １􀆰 ０ 时，
ＰＣ２ 的提取效率均达到最高， 分别为 ９２􀆰 ４５％、
９５􀆰 ０２％、８４􀆰 ２３％，其中盐酸对 ＰＣ２ 的提取效率更

好。 然后考察了简单的溶剂提取和超声提取对水稻

巯基化合物提取效率的影响。 结果表明，超声提取

法有利于巯基化合物从细胞质中溶出，提取效率较

高。 提取效率随着提取时间的延长而增加，至 ３０
ｍｉｎ 时最高，３０ ｍｉｎ 以后巯基化合物因接触空气氧

化损失导致提取效率逐渐下降。 因此，实验选择盐

酸作为酸度调节剂，ｐＨ １􀆰 ０ 的 ０􀆰 １％ ＴＦＡ（含 ６􀆰 ３
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＰＡ）为提取液，超声浸提时间 ３０ ｍｉｎ。
２．３　 衍生条件的优化

２．３．１　 缓冲溶液的 ｐＨ 值

　 　 ｍＢｒＢ 的衍生化反应与环境 ｐＨ 值密切相关，
ｐＨ 值过低或者过高时均会影响反应进行，甚至不能

反应，因此本文比较了 ＨＥＰＰＳ 缓冲液的 ｐＨ 值（７􀆰 ６
～８􀆰 ４）对衍生效率的影响。 结果显示，ｐＨ 值从 ７􀆰 ６
升高到 ８􀆰 ０ 时，Ｃｙｓ、ＧＳＨ 和 ＰＣ２～６ ７ 种巯基化合物

的衍生效率分别提高了 ６􀆰 ２４％、 ７􀆰 ２１％、 ７􀆰 ７４％、
６􀆰 ７４％、６􀆰 ９６％、６􀆰 ７５％ 和 ４􀆰 ８９％； ｐＨ 增大到 ８􀆰 ４ 时，
ＧＳＨ 和 Ｃｙｓ 衍生效率无显著变化，但 ＰＣ２～６的衍生

效率下降了 １􀆰 ９４％ ～ ４􀆰 ４５％。 故选用 ｐＨ ８􀆰 ０ 的

ＨＥＰＰＳ 溶液（２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）为衍生缓冲液。
２．３．２　 反应温度和时间

　 　 本文分别考察了不同温度（３５、４０、４５、５０、５５、６０
℃）衍生 ３０ ｍｉｎ 对 ７ 种巯基化合物衍生效率的影

响。 结果显示，温度变化对 Ｃｙｓ 和 ＧＳＨ 的转化率影

响不明显，而 ＰＣ２～６的转化率随着温度的升高而增

加，在 ５０ ℃ 时衍生效率最大，分别为 ９６􀆰 １４％、
９５􀆰 ４６％、９４􀆰 ８９％、９４􀆰 ２１％ 和 ９３􀆰 ３８％；温度高于 ５０
℃后呈下降趋势，故本文选择衍生温度为 ５０ ℃。 在

５０ ℃下，分别衍生 １０、２０、３０、４０、５０、６０ ｍｉｎ，考察反

应时间对衍生化效率的影响。 衍生化时间从 １０
ｍｉｎ 增加到 ３０ ｍｉｎ，７ 种巯基化合物衍生效率提高

了 １６􀆰 １７％ ～２９􀆰 ５４％；从 ３０ ｍｉｎ 增加到 ６０ ｍｉｎ，衍生

化效率趋于稳定，故衍生时间选择为 ３０ ｍｉｎ。
２．４　 线性范围及检出限

　 　 将 ７ 种巯基化合物的混合标准溶液逐级稀释成

系列标准工作溶液，在优化的色谱条件下分析。 以

峰面积（Ｙ）为纵坐标，质量浓度（Ｘ， ｍｇ ／ Ｌ）为横坐

标，计算各巯基化合物的回归方程、相关系数和线性

范围。 由表 １ 可见，在 ０􀆰 ７ ～ １００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 范围内，７
种巯基化合物呈良好的线性关系，线性相关系数均

大于 ０􀆰 ９９９ １。 按 ３ 倍信噪比得到各化合物的检出

限，检出限为 ０􀆰 ０３～０􀆰 ２０ ｍｇ ／ Ｌ（见表 １）。

表 １　 ７ 种巯基化合物的线性关系和检出限
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｎｄ ＬＯＤｓ ｏｆ

ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ｂｉｏｔｈｉｏｌｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｌｉｎｅａｒ
ｒａｎｇｅ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

ＬＯＤ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

Ｃｙｓ Ｙ＝ ３９．５８１Ｘ－３０．０００ ０．９９９７ ０．３－１００ ０．０７
ＧＳＨ Ｙ＝ ８８．７９９Ｘ－１６．７６３ ０．９９９７ ０．１－１００ ０．０３
ＰＣ２ Ｙ＝ １７．４８８Ｘ－９．５００ ０．９９９７ ０．４－１００ ０．１０
ＰＣ３ Ｙ＝ １３．９７８Ｘ－５．３４９ ０．９９９３ ０．４－１００ ０．１２
ＰＣ４ Ｙ＝ １２．４１６Ｘ－７．６７２ ０．９９９４ ０．５－１００ ０．１５
ＰＣ５ Ｙ＝ ９．８５２Ｘ－６．３０３ ０．９９９６ ０．５－１００ ０．１５
ＰＣ６ Ｙ＝ ６．２５３Ｘ－７．９５５ ０．９９９１ ０．７－１００ ０．２０

　 Ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； Ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｍｇ ／ Ｌ．

２．５　 回收率和精密度

　 　 取对照植株根部进行加标回收试验，添加水平

分别为 １􀆰 ０、５􀆰 ０ 和 １０􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ，每个添加水平平行

测定 ６ 次，加标回收率为 ８９􀆰 ２６％ ～ ９９􀆰 ４２％，相对标

准偏差为 ２􀆰 ０５％ ～５􀆰 ８７％ （见表 ２）。
表 ２　 各巯基化合物的加标回收率（ｎ＝６）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｔｈｉｏｌｓ （ｎ＝６）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ａｄｄｅｄ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

ＲＳＤ ／
％

Ｃｙｓ １．９８５ １ ９９．４２ ２．４８
５ ９８．２４ ３．１９

１０ ９７．２６ ３．５６
ＧＳＨ ３．６２８ １ ９８．２１ ４．１２

５ ９６．１１ ５．８７
１０ ９６．８７ ３．４６

ＰＣ２ － １ ９５．４８ １．６８
５ ９４．４３ ２．６３

１０ ９４．０６ ２．３３
ＰＣ３ － １ ９５．３１ ３．４６

５ ９３．６８ ２．３９
１０ ９３．１１ ２．０５

ＰＣ４ － １ ９５．３４ ３．１６
５ ９４．３７ ３．５４

１０ ９４．２６ ２．４９
ＰＣ５ － １ ９４．６３ ３．４４

５ ９２．８９ ３．９７
１０ ９１．８９ ５．２６

ＰＣ６ － １ ９２．３３ ４．１６
５ ９０．４７ ４．３９

１０ ８９．２６ ５．３８
　 －： ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

２．６　 实际样品测定

　 　 按照上述优化方法对不同处理条件下水稻不同

部位中巯基化合物的含量进行测定，结果见表 ３，其
中空白对照以及 Ｃｄ２＋ 处理后的水稻根样品的色谱

图见图 ３。 由表 ３ 可知，未经 Ｃｄ２＋处理的水稻叶片、
茎和根中只检出 Ｃｙｓ 和 ＧＳＨ，而经 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｄ２＋

处理 ７ ｄ 后，除了 Ｃｙｓ 和 ＧＳＨ，还检测到 ＰＣ２ 和

ＰＣ３，其中叶片、茎和根中 ＰＣ２ 含量分别为 ０􀆰 ９８６、
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０􀆰 ５４３、 １􀆰 １６９ ｍｇ ／ ｋｇ， ＰＣ３ 含 量 分 别 为 ５􀆰 １７０、
３􀆰 １７６、７􀆰 ６８９ ｍｇ ／ ｋｇ；在各部位含量分布规律均表

现为根＞叶片＞茎，且 ＰＣ３ 的含量均高于 ＰＣ２。 这说

明水稻在 Ｃｄ２＋ 暴露下，可诱导合成 ＰＣｓ。 另一方

面，高 Ｃｄ２＋ 处理水平下 ＧＳＨ 含量相比空白对照有

显著降低，原因是 ＧＳＨ 作为底物被用于合成 ＰＣｓ。

表 ３　 Ｃｄ２＋胁迫下水稻体内巯基化合物的含量（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｂｉｏｔｈｉｏｌｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｕｎｄｅｒ Ｃｄ２＋ ｓｔｒｅｓｓ （ｎ＝３）

Ｏｒｇａｎ Ｃｄ２＋ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ） Ｃｙｓ±ＳＤ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ＧＳＨ±ＳＤ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ＰＣ２±ＳＤ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ＰＣ３±ＳＤ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
Ｌｅａｖｅ ０ ２．１３５±０．２３５ ２．９８９±０．３６８ － －

５０ ５．３８５±０．５３６ ０．５６９±０．０５３ ０．９８６±０．１３４ ５．１７０±０．３５６
Ｓｔｅｍ ０ １．３５６±０．２０３ ２．２７８±０．２３７ － －

５０ ４．７５６±０．４６３ ０．３４５±０．０３３ ０．５４３±０．０４５ ３．１７６±０．２５６
Ｒｏｏｔ ０ １．９８５±０．３４７ ３．６２８±０．３５６ － －

５０ ６．５２２±０．２４６ ０．４１２±０．２０６ １．１６９±０．１２６ ７．６８９±０．５６４
　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ａｓ ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔｓ．

图 ３　 （ａ）空白对照和（ｂ）５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｄ２＋处理 ７ ｄ 后
的水稻根中巯基化合物衍生色谱图

Ｆｉｇ． ３　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｔｈｉｏｌｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｏｆ
ｒｉｃｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ （ａ） ０ （ＣＫ） ａｎｄ （ｂ） ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｃｄ２＋ ｓｔｒｅｓｓ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ

３　 结论

　 　 本文建立了柱前衍生高效液相色谱测定水稻中

７ 种巯基化合物的分析方法。 通过优化水稻中 ７ 种

巯基化合物的柱前衍生及色谱条件，进一步提高了

衍生效率，改善了巯基化合物在反相 Ｃ１８柱上的保

留。 该方法分离效果理想，灵敏度高，满足巯基化合

物定量分析的测定要求，为进一步检测水稻生长过

程中 ＰＣｓ 的合成、转运与介导重金属脱毒害的分子

机理等相关研究提供了技术支持。
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