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缺磷条件下玉米根系分泌有机酸的
高效液相色谱测定方法研究
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摘要:建立缺磷条件下玉米根系分泌有机酸的高效液相色谱测定方法ꎬ通过对色谱条件进行优化ꎬ实现对酒石酸、柠檬酸、
苹果酸、丁二酸和反丁烯二酸的定量分析ꎮ 结果表明ꎬ５ 种有机酸分离效果良好ꎬ线性相关系数 Ｒ２ > ０􀆰 ９９９ꎬ方法检出限为

０􀆰 ０１~０􀆰 ９０ μｇ / ｍＬꎬ定量限为 ０􀆰 １５~５􀆰 ００ μｇ / ｍＬꎬ相对标准偏差(ＲＳＤ)为 ２􀆰 ４８％ ~ ３􀆰 ７７％ꎬ回收率为 ８９􀆰 ０％ ~ １１８􀆰 ７％ꎮ 该方法

简便、灵敏、重现性好ꎬ适用于缺磷条件下玉米根系分泌有机酸的批量定量分析ꎮ
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　 　 磷(Ｐ)是植物生长发育所必需的大量营养元素

之一ꎬ是植物体内许多代谢物和大分子物质(例如

核酸、磷脂、蛋白质等)的重要组分ꎬ对作物生长发

育、抗逆性、产量和品质形成起着重要作用[１]ꎮ 合
理施用磷肥是保障土壤磷供应与作物高产稳产的重

要措施[２]ꎮ 但我国耕地磷肥当季利用率仅 １０％ ~
２５％ꎬ大量磷素被土壤固定成为潜在磷源[３－４]ꎮ 提

高作物自身磷利用效率、活化土壤难溶性磷已成为

研究重点ꎮ 低磷胁迫下ꎬ植物可通过根系形态重塑、

生理代谢调节及分泌物释放等策略活化土壤难溶性

磷ꎬ其中根系分泌有机酸是提升磷吸收效率的核心

机制[５－８]ꎮ
目前有机酸检测以滴定法和高效液相色谱法为

主ꎬ滴定法仅能测定总酸含量ꎬ无法实现单体有机酸

区分[９]ꎮ 高效液相色谱法因灵敏度高、分离效果
好、可多组分同步定量ꎬ已成为主流检测技术[１０]ꎮ
张彩红等[１１]、朱敏等[１２]、马倩倩等[１３]分别建立了果

实、茶叶等农产品中有机酸的 ＨＰＬＣ 检测方法ꎻ刘小
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莉等[１４]、王丽丽等[１５] 进一步优化了水溶性有机酸

的分离条件ꎮ 但这些方法普遍存在前处理复杂、提
取效率不稳定等问题ꎬ且多针对食品基质ꎬ对低浓

度、易降解、基质复杂的玉米根系分泌物适用性较

差ꎬ针对缺磷胁迫下玉米根系有机酸的专属提取体

系与色谱条件优化研究较少ꎬ难以满足精准、批量检

测需求ꎮ
本文中以缺磷条件下玉米根系分泌物为研究对

象ꎬ系统优化色谱条件(检测波长、流速、流动相组

成及梯度洗脱程序)ꎬ建立一种简便、灵敏、重现性

好的高效液相色谱方法ꎬ为玉米低磷适应机制解析

与磷高效利用研究提供技术支撑ꎮ

１　 材料与试剂

ＬＣ－２０４０Ｃ 高效液相色谱仪器ꎬ日本岛津仪器

公司ꎻＴＧ－１６ 湖南湘仪离心机仪器有限公司ꎻＲ－３００
旋转蒸发仪ꎬ瑞士步琦仪器设备有限公司ꎮ

酒石酸、柠檬酸、苹果酸、丁二酸和反丁烯二酸

５ 种有机酸溶液ꎬ氯化钙、草酸、甲醇、磷酸二氢钾ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 植物培养与低磷处理

采用水培法培养玉米幼苗ꎮ 选取饱满一致的玉

米种子ꎬ经表面消毒后播种于石英砂中ꎬ待幼苗长至

２ 叶 １ 心时ꎬ移栽至含有 １ / ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液的培

养盆中ꎮ 正常培养 ７ ｄ 后ꎬ将植株转移至低磷营养

液(磷浓度为 ５ μｍｏｌ / Ｌ)中进行缺磷胁迫处理ꎬ以正

常磷浓度(５００ μｍｏｌ / Ｌ)培养植株作为对照ꎮ
２􀆰 ２　 根系分泌物的收集

缺磷处理 １４ ｄ 后ꎬ采用溶液收集法采集根系分

泌物ꎮ 用自来水轻轻冲洗ꎬ再用蒸馏水漂洗 ３ 次ꎬ尽
量减少对根系的机械损伤ꎮ 将洗净的根系转移至装

有 ２００ ｍＬ ０􀆰 ００５ ｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ 溶液的收集瓶中ꎬ于
光照条件下通风培养 ２ ｈꎮ 收集液在 ４０℃下旋转蒸

发浓缩至约 １０ ｍＬꎬ经 ０􀆰 ４５ μｍ 水相滤膜过滤后ꎬ于
－２０℃保存待测ꎮ

３　 结果与分析

３􀆰 １　 色谱条件的优化

３􀆰 １􀆰 １　 色谱柱的选择

本研究选用 ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎ Ｃ１８ 柱(２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍꎬ
５ μｍ)作为分离柱ꎮ Ｃ１８ 反相柱是高效液相色谱中

应用最广泛的固定相ꎬ在低 ｐＨ 流动相(０􀆰 １％磷酸)
条件下ꎬ有机酸羧基质子化后疏水性增强ꎬ可获得良

好的保留与分离效果ꎬ且便于与已有文献[１１－１５]
中采用 Ｃ１８ 柱的研究结果进行横向比较ꎮ 与伍婵

翠等[１６]采用 ＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳ Ｔ３ 柱(专为极性化合物设

计)的方法相比ꎬ本研究所用 Ｃ１８ 柱配合梯度洗脱

程序ꎬ实现 ５ 种有机酸的基线分离(分离度>１􀆰 ５)ꎬ
且柱压更低、运行成本更经济ꎬ同时避免了 Ｔ３ 柱在

梯度洗脱过程中基线漂移明显的缺陷ꎮ ２５０ ｍｍ 柱

长提供了足够的理论塔板数ꎬ能够有效分离结构相

近的苹果酸和柠檬酸ꎻ５ μｍ 粒径在分离效率与柱压

之间取得了合理平衡ꎬ兼顾了方法的普适性与推广

价值ꎮ 需要指出的是ꎬ本研究未考察氨基柱或离子

交换柱等其他类型色谱柱的分离效果ꎬ后续研究可

采用混合模式色谱柱(如反相 /离子交换混合柱)以
期实现更多种类有机酸的同时分离ꎮ
３􀆰 １􀆰 ２　 检测波长的选择

采用二极管阵列检测器对 １９０~ ３００ ｎｍ 波长范

围进行扫描ꎬ结果显示 ５ 种目标有机酸的紫外吸收

峰主要分布于 ２００ ~ ２３０ ｎｍ 区间ꎮ 在 ２１０ ｎｍ 波长

处ꎬ样品基质中其他组分的干扰较小ꎬ各有机酸响应

良好ꎮ 该波长选择与刘小莉等[１４]、王丽丽等[１５] 的

报道一致ꎬ也与国家标准 ＧＢ ５００９􀆰 １５７—２０１６ 推荐

的有机酸通用检测波长相吻合[１０]ꎮ 值得注意的是ꎬ
２１０ ｎｍ 作为有机酸测定的常用波长ꎬ可在保证检测

灵敏度的前提下简化多组分同时测定的操作流程ꎮ
因此ꎬ本研究确定 ２１０ ｎｍ 为最佳检测波长ꎮ
３􀆰 １􀆰 ３　 流动相流速的确定

流速是影响色谱分离效率与分析时间的重要参

数ꎮ 本文中考察了 ０􀆰 ６、０􀆰 ８、１􀆰 ０、１􀆰 ２ ｍＬ / ｍｉｎ ４ 种

流速条件下有机酸的分离情况ꎮ 结果如表 １ 所示ꎬ
流速为 ０􀆰 ６ ｍＬ / ｍｉｎ 时ꎬ色谱峰形展宽明显ꎬ出现拖

尾现象ꎬ分离效率较低ꎻ当流速升至 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎ 及

以上时ꎬ组分间分离度下降ꎬ部分有机酸无法实现基

线分离ꎮ 相比之下ꎬ０􀆰 ８ ｍＬ / ｍｉｎ 流速下各有机酸峰

形对称、分离度理想(分离度均大于 １􀆰 ５)ꎬ且分析周

期适中ꎮ 综合考虑分离效率与分析时间ꎬ确定最佳

流速为 ０􀆰 ８ ｍＬ / ｍｉｎꎮ
表 １　 流动相流速对分离度的影响

流速 /

(ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１)

分离度(Ｒｓ)

酒石酸 苹果酸 柠檬酸 丁二酸 反丁烯二酸

０􀆰 ６ １􀆰 ２５ １􀆰 ３５ １􀆰 １５ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ８５

０􀆰 ８ ２􀆰 ８５ ３􀆰 ２５ ２􀆰 ９５ ２􀆰 ５５ ２􀆰 ３５

１􀆰 ０ ２􀆰 １５ ２􀆰 ４５ ２􀆰 ２５ １􀆰 ８５ １􀆰 ６５

１􀆰 ２ １􀆰 ４５ １􀆰 ６５ １􀆰 ５５ １􀆰 ２５ １􀆰 １５
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３􀆰 １􀆰 ４　 流动相比例选择

由于有机酸极性较强ꎬ在纯水相中溶解度有限ꎬ
等度洗脱难以实现多种有机酸的同时高效分离ꎮ 本

文中采用梯度洗脱程序ꎬ以 ０􀆰 １％磷酸水溶液为流

动相 Ａ、甲醇为流动相 Ｂ 进行优化ꎮ 结果表明ꎬ在
０~１０ ｍｉｎ 维持 Ａ 相 ９７􀆰 ５％、Ｂ 相 ２􀆰 ５％的条件下ꎬ酒
石酸、苹果酸、柠檬酸可实现基线分离ꎻ随后在

１０􀆰 １~１６ ｍｉｎ 切换至 Ｂ 相 １００％以洗脱强保留组分

(丁二酸和反丁烯二酸)ꎻ最后于 １６􀆰 １ ~ ２１ ｍｉｎ 恢复

初始比例并平衡色谱柱ꎮ 如图 １ 所示ꎬ该梯度程序

下ꎬ５ 种有机酸在 ２１ ｍｉｎ 内实现完全分离ꎬ分离度均

大于 １􀆰 ５ꎬ峰形对称ꎬ重复性好ꎮ

图 １　 ５ 种有机酸的色谱

３􀆰 ２　 线性关系与灵敏度

在优化的色谱条件下ꎬ对系列浓度的混合标准

溶液进行测定ꎬ 以峰面积 ( ｙ ) 对质量浓度 ( ｘꎬ
μｇ / ｍＬ)进行线性回归ꎮ 结果如表 ２ 所示ꎬ５ 种有机

酸在各自的线性范围内呈良好的线性关系ꎬ相关系

数 Ｒ２ 均大于 ０􀆰 ９９９ꎮ 以 ３ 倍信噪比(Ｓ / Ｎ ＝ ３)计算

检出限(ＬＯＤ)ꎬ以 １０ 倍信噪比(Ｓ / Ｎ ＝ １０)计算定量

限 ( ＬＯＱ)ꎮ ５ 种有机酸的 ＬＯＤ 为 ０􀆰 ０１ ~ ０􀆰 ９０
μｇ / ｍＬꎬＬＯＱ 为 ０􀆰 １５ ~ ５􀆰 ００ μｇ / ｍＬꎬ表明该方法具

有较高的灵敏度ꎬ可满足玉米根系分泌物中有机酸

的检测需求ꎮ
表 ２　 方法的灵敏度和线性关系

有机酸 回归方程 Ｒ２
线性范围 /

(μｇ􀅰ｍＬ－１)

ＬＯＤ/
(μｇ􀅰

ｍＬ－１)

ＬＯＱ/
(μｇ􀅰

ｍＬ－１)

酒石酸　 　 ｙ＝１００􀆰 ２４ｘ＋１􀆰 ４１１９ ０􀆰 ９９９９ ６􀆰 ０~４８３􀆰 ０ ０􀆰 ５０ ５􀆰 ００

苹果酸　 　 ｙ＝２４７􀆰 １３ｘ－５􀆰 ２６２４ ０􀆰 ９９９９ ２２􀆰 ５~８９７􀆰 ０ ０􀆰 ４０ ３􀆰 ９０

柠檬酸　 　 ｙ＝１４５􀆰 ８１ｘ－３􀆰 ２５５６ ０􀆰 ９９９８ １９􀆰 ０~７６８􀆰 ０ ０􀆰 ５０ ５􀆰 ００

丁二酸　 　 ｙ＝２７３􀆰 ５２ｘ－５􀆰 １０２０ ０􀆰 ９９９９ ２２􀆰 ５~８９８􀆰 ０ ０􀆰 ９０ ３􀆰 ００

反丁烯二酸 ｙ＝０􀆰 ６６ｘ－０􀆰 ０８７８ ０􀆰 ９９９８ ０􀆰 ６~１１􀆰 ４ ０􀆰 ０１ ０􀆰 １５

３􀆰 ３　 精密度与回收率

３􀆰 ３􀆰 １　 精密度

取同一缺磷处理的玉米根系分泌物样品ꎬ按本

方法平行处理 ６ 份ꎬ在优化色谱条件下进行测定ꎮ
结果如表 ３ 所示ꎬ ５ 种有机酸的相对标准偏差

(ＲＳＤ)为 ２􀆰 ４８％ ~ ３􀆰 ７７％ꎬ表明该方法具有良好的

重复性和精密度ꎮ
表 ３　 方法的精密度

有机酸 平均含量 / (ｍｇ􀅰ｋｇ－１) ＲＳＤ / ％

酒石酸　 　 １３ ３􀆰 ５４

苹果酸　 　 ８７５ ２􀆰 ４８

柠檬酸　 　 ４４４ ３􀆰 ７７

丁二酸　 　 — —

反丁烯二酸 — —

　 　 注:“—” 表示含量低于本方法的定量限ꎬ因此未标注含量ꎬ

下同ꎮ

３􀆰 ３􀆰 ２　 回收率试验

采用加标回收法评价方法的准确度ꎮ 取已知

含量的根系分泌物样品ꎬ分别添加低、中、高 ３ 个

浓度水平的混合标准溶液ꎬ按本方法进行处理和

测定ꎮ 结果表明ꎬ５ 种有机酸的平均加标回收率为

８９􀆰 ０％~１１８􀆰 ７％(表 ４)ꎬＲＳＤ 均小于 ５％ꎬ满足定量

分析要求ꎮ
表 ４　 回收率的测定结果

有机酸

本底质量

浓度 /

(μｇ􀅰ｍＬ－１)

加标质量

浓度 /

(μｇ􀅰ｍＬ－１)

测定质量

浓度 /

(μｇ􀅰ｍＬ－１)

回收率 /
％

酒石酸　 　 ６􀆰 ２ ２􀆰 ８ ８􀆰 ８ ９５􀆰 ４

　 ６􀆰 ４ ５􀆰 ６ １１􀆰 ５ ９５􀆰 ４

　 ６􀆰 ５ ８􀆰 ３ １４􀆰 ６ １００􀆰 ４

苹果酸　 　 ４５６ ２９９ ７３０ ９４􀆰 ５

　 ４５９ ５９７ １１４０ １１７􀆰 ３

　 ４６５ ８９６ １２３９ ８９􀆰 ０

柠檬酸　 　 ２２９ １０８ ３５３ １１８􀆰 ７

　 ２２７ ２１６ ４６６ １１３􀆰 ６

　 ２４３ ３２４ ５６８ １０３􀆰 ０

丁二酸　 　 — ３􀆰 ２ ３􀆰 ３ １０６􀆰 ３

　 — ６􀆰 ４ ６􀆰 ５ １０４􀆰 ６

　 — ９􀆰 ６ ９􀆰 ５ １０１􀆰 ９

反丁烯二酸 — １􀆰 ２ １􀆰 ３ １１１􀆰 ５

　 — ２􀆰 ５ ２􀆰 ６ １０７􀆰 ３

　 — ３􀆰 ７ ３􀆰 ６ １００􀆰 １

３􀆰 ４　 实际样品分析

为验证本方法在真实科研场景与实际样品中的
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适用性与可靠性ꎬ对 ６ 份平行玉米根系分泌物样品

进行测定ꎬ结果如表 ５ 所示ꎬ酒石酸、苹果酸、柠檬酸

均可稳定检出ꎬ丁二酸和反丁烯二酸含量均低于定

量限(<ＬＯＱ)ꎮ 总有机酸含量为 １ ３３２􀆰 ０ ｍｇ / ｋｇꎬ其
中苹果酸为优势组分ꎬ含量达 ８７５􀆰 ０±４５􀆰 ６ ｍｇ / ｋｇꎬ
占总有机酸 ６５􀆰 ７％ꎻ柠檬酸次之ꎬ含量 ４４４􀆰 ０±２８􀆰 ３
ｍｇ / ｋｇꎬ占比 ３３􀆰 ３％ꎻ酒石酸含量最低ꎬ为 １３􀆰 ０±１􀆰 ２
ｍｇ / ｋｇꎬ仅占 １􀆰 ０％ꎮ ３ 种检出有机酸检出率均为

１００％ꎬ数据稳定性良好ꎮ 表明在批量实际样品测定

中ꎬ数据重复性好、结果可靠ꎮ
表 ５　 缺磷条件下玉米根系分泌物有机酸含量

测定结果(ｎ＝６)

有机酸种类
含量 /

(ｍｇ􀅰ｋｇ－１)

占总酸比例 /

％

检出率 /

％
样本数

酒石酸　 　 １３􀆰 ０±１􀆰 ２ １􀆰 ０ １００ ６

苹果酸　 　 ８７５􀆰 ０±４５􀆰 ６ ６５􀆰 ７ １００ ６

柠檬酸　 　 ４４４􀆰 ０±２８􀆰 ３ ３３􀆰 ３ １００ ６

丁二酸　 　 <ＬＯＱ — ０ ６

反丁烯二酸 <ＬＯＱ — ０ ６

　 　 注:数据以“均值±标准差”表示ꎻ<ＬＯＱ 表示低于定量限ꎮ

４　 结论

本研究针对缺磷条件下玉米根系分泌物基质复

杂、有机酸含量低的特点ꎬ建立一种高效液相色谱测

定方法ꎮ 通过系统优化色谱条件ꎬ确定 ２１０ ｎｍ 为最

佳检测波长ꎬ采用磷酸水溶液－甲醇体系结合梯度

洗脱程序ꎬ在流速 ０􀆰 ８ ｍＬ / ｍｉｎ 下实现了酒石酸、柠
檬酸、苹果酸、丁二酸和反丁烯二酸 ５ 种有机酸在

２１ ｍｉｎ 内的基线分离ꎮ 方法学验证表明ꎬ各有机酸

线性相关系数 Ｒ２ 均大于 ０􀆰 ９９９ꎬ检出限为 ０􀆰 ０１ ~
０􀆰 ９０ μｇ / ｍＬꎬ定量限为 ０􀆰 １５ ~ ５􀆰 ００ μｇ / ｍＬꎻ精密度

试验相对标准偏差(ＲＳＤ)为 ２􀆰 ４８％ ~ ３􀆰 ７７％ꎬ加标

回收率为 ８９􀆰 ０％~１１８􀆰 ７％ꎬ结果表明该方法线性关

系良好、灵敏度高、准确可靠ꎮ 通过实际样品验证ꎬ
本方法操作简便ꎬ无需复杂衍生化或萃取步骤ꎬ分离

效果好ꎬ分析周期适中ꎬ适用于缺磷条件下玉米根系

分泌有机酸的批量定量分析ꎬ可为玉米低磷适应机

制研究提供技术支撑ꎮ
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