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矮秆大豆突变体异黄酮含量变化的研究
杨正坤，龙施华，周菲菲，郝再彬，王秀丽＊

（桂林理工大学 化学与生物工程学院，广西 桂林５４１００６）

摘　要：以大豆品种东农４２及其两个矮秆突变体 （ＨＫ８和 ＨＫ１１）为原料，采用Ｌｕｍｉｎｏｌ－Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６ 化

学发光体系的流动注射化学发光法对茎、叶和种子中的异黄酮进行检测，同时与 ＨＰＬＣ检测方法相比较。

结果表明：该方法能较简便快速地检测异黄酮含量，相对标准偏差 （ＲＳＤ）为０．６９％～２．３０％，回收率

为９５．５％～１０４．５％。该实验准确地检测出三种大豆材料中异黄酮含量；异黄酮含量与株高成正比；种子

的异黄酮含量比茎、叶的均高。
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　　大豆 （Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ 或ｓｏｙｂｅａｎ），中国古称菽，
豆科一年生草本，双子叶植物，含有丰富油脂和蛋

白。大豆在我 国 四 大 作 物 （玉 米、水 稻、小 麦、大

豆）中单产最低，其原因之一是高秆易倒伏，而克服

倒伏的一般方法就是培育矮秆或半矮秆大豆品种，加

之相配套的是结合窄行密植高产栽培技术，达到提高

产量的目的。
大豆异黄酮 （ｓｏｙｂｅａｎ　ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ）是大豆生长中

形成的一类重要的次级代谢产物，其含量与植物株

高 相 关 （Ｇａｒｄｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｋｕｄｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，

１９９１；杨丹等，２００６；姚开等，２００３）。异黄酮含量

的测定方法有比色法、流动注射化学发光法、高效

液相 色 谱 法 （ＨＰＬＣ）等 （Ｋｒｉｔｚ－Ｓｉｌｖｅｒｓｔｅｉｄ　ｅｔ　ａｌ．，

２００２）。异黄酮与杂蛋白的紫外吸收峰较近，若用比

色法测定大豆异黄酮的含量，背景吸收较大，杂质

将严重干扰异黄酮的测定；ＨＰＬＣ的测定精确度虽
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然高，但 成 本 高，操 作 繁 琐 （Ｓｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０００；

Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０）。而流动注射化学发光法具有操

作简便，灵敏度高，线性范围宽，成本低，且具有

测定大批量异黄酮等优点 （杨丹等，２００６）。
在碱性介质中，Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６ 可以直接氧化大

豆异黄酮产生较强的化学发光，从而克服了杂质的

影响 （杨丹等，２００６）。该文采用了流动注射化学

发光法测定大豆异黄酮含量，从而比较矮秆大豆突

变体和原品种中茎、叶、种子中异黄酮含量的差异

性。该文通 过 对 大 豆 茎 叶 种 子 中 异 黄 酮 含 量 的 研

究，为以后研究矮秆大豆中的其他物质的含量以及

大豆的育种方面提供了一些理论性的依据。

１　试验材料与方法

１．１试验材料

原 品 种：东 农 ４２；突 变 体：矮 秆 ＨＫ８ 和

ＨＫ１１ （自有专利品种）；此三种大豆均采用盆栽，
且在众多盆中随机取３０盆大豆茎叶 （茎叶均取自

生长到第八周的三种大豆苗，且施肥、浇水等管理

均相同），而种子取自种植该批豆苗后的剩余籽粒

饱满的种子 （每个品种随机约取３０粒）。

１．２试验仪器及试剂

流动注 射 化 学 发 光 仪 （西 安 瑞 迈 电 子 有 限 公

司）；旋 转 蒸 发 仪 （上 海 亚 荣 生 化 仪 器 厂）；ＬＣ－
２０Ａ高效液相色谱仪 （日本岛津公司）；芦丁 （上

海阿拉丁）；大孔树脂 （上海研拓生物科技有限公

司），其余试剂均为国产分析纯。

１．３异黄酮的提取

大豆茎、叶和种子材料经过８０℃干燥２４ｈ，取

出后粉碎过４０目筛，粉末备用。用石油醚对一定量

上述粉末进行脱脂，脱脂后自然晾干，室温至恒重。
称取干燥后脱脂的粉末，加入６０％的乙醇溶液 （按料

液比为１∶２０），在一定温度下回流提取一段时间，同

法再提取一次，离心，合并两次上清液 （张雪茹等，

２０１０等）。

１．４异黄酮检测的前处理

将上述上清液过Ｄ－１０１Ｃ大孔树脂除去其中大

部分色素、糖类等，然后将得到的溶液加到旋转蒸

发仪中，旋转蒸发至溶液变为固体，然后将固体放

在８０℃烘箱中烘干２４ｈ，取出粉末，将粉末避光

保存在干燥器中，待用 （张博坤等，２００９）。

１．５试验方法与步骤

１．５．１试验方法　芦丁标准液的制备　称取芦丁

标准品 （纯 度９７％）１０．００ｍｇ，先 用 少 量０．１
ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ溶液溶 解，再 用 去 离 子 水 定 容 至１０
ｍＬ，即得１ｍｇ／ｍＬ的芦丁标准液。

（１）流动注射化学发光体系配制：取一定量的铁

氰化钾、鲁米诺固体分别配制０．０５ｍｏｌ／Ｌ的铁氰化

钾储备液、０．０１ｍｏｌ／Ｌ鲁米诺储备液。试验测试前，
将两种储备液分别稀释至５×１０－４、１×１０－５　ｍｏｌ／Ｌ，并

作为工作液 （杨丹等，２００６；张雪茹等，２０１０）。
（２）ＨＰＬＣ测 定 大 豆 异 黄 酮 的 色 谱 条 件：色

谱柱Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ　ＶＰ－ＯＤＳ　Ｃ１８柱 （２５０ｍｍ×４．６
ｍｍ，５μｍ），柱 温４０℃，流 动 相 为 甲 醇－乙 酸 溶

液流动相为甲醇∶１％乙酸＝３０∶７０，检测波长为

２５４ｎｍ，流 速１０μＬ／ｍｉｎ （王 松 等，２００５；张 岩

等，２０１１）。

１．５．２标准曲线的绘制　 （１）准确吸取１ｍｇ／ｍＬ
芦丁标准液０、０．２、０．４、０．６、０．８和１．０ｍＬ
分别置于６支１０ｍＬ容量瓶中，去离子水定容至刻

度，充分摇匀，静置１０ｍｉｎ。取上述溶液分别与５×
１０－４　ｍｏｌ／Ｌ　Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６ 溶液、１×１０－５　ｍｏｌ／Ｌ鲁米诺

（ｌｕｍｉｎｏｌ）溶液在流动注射化学发光仪上测试。以浓

度为横坐标，发光强度为纵坐标作图，绘制标准曲线

（杨丹等，２００６；张海军等，２０１１；等）。
（２）准 确 吸 取１ｍｇ／ｍＬ芦 丁 标 准 液０、０．

０６２５、０．１２５、０．５０、１．００和２．００ｍＬ分别置

于６支１０ｍＬ容 量 瓶 中，去 离 子 水 定 容 至 刻 度，
充分摇匀，静 置１０ｍｉｎ。在 上 述 色 谱 条 件 下 进 行

测定。以浓度为横坐标，峰面积为纵坐标作图，绘

制标准曲线 （胡晓娟等，２００８；张岩等，２０１１）。
称取大豆异黄酮１０．００ｍｇ于１０ｍＬ的 容 量

瓶中，少许无水乙醇溶解，再用去离子水定容至刻

度，即为１ｍｇ／ｍＬ的样品待测溶液。同标准液测

定方法相同，测定发光强度和峰面积，根据标准曲

线计 算 出 样 品 的 异 黄 酮 含 量 和 回 收 率 （杨 丹 等，

２００５；杨张青等，２０１１；等）。

１．５．３回收率的测定　吸取一定量上述配制的芦

丁标准品溶液，加入到样品待检测溶液中，用流动

注射化学发光仪检测含量，并计算各个样品的回收

率 （徐文峰等，２００９；杨丹等，２００６；等）。

２　结果与分析

２．１建立标准曲线回归方程

用流动注射化学发光仪，以去离子水作空白对

照，测定芦丁标准溶液发光强度。芦丁浓度为横坐

００７ 广　西　植　物　　　 　　　　　　　　　　　　　　３３卷



标，发光强度的抑光值为纵坐标，绘制曲线，得其

线性回归 方 程 式Ｙ＝８１３．００　Ｘ＋２１．６４ （浓 度 区

间０．２～１．０ｍｇ／ｍＬ），相 关 系 数ｒ＝０．９９９０。
通过使用 ＨＰＬＣ法 以 芦 丁 浓 度 为 横 坐 标，峰 面 积

为纵坐标，绘制标准曲线，得其线性回归方程式Ｙ
＝８．１×１０５　Ｘ＋１．３×１０５ （浓 度 区 间０．０６２５～
２．０ｍｇ／ｍＬ），相关系数ｒ＝０．９９９９。

２．２回收率的测定

为了验证试验的准确性，在样品中加入芦丁标

准液进行回收试验，其结果见表１。

表１　回收率试验结果 （ｎ＝３０）
Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｒａｔｅ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

初始量
Ｉｎｉｔｉａｌ
ａｍｏｕｎｔ
（ｍｇ）

加入量
Ａｄｄｅｄ
ｄｏｓａｇｅ
（ｍｇ）

测得量
Ｍｅａｓｕｒｅｄ
ｑｕａｎｔｉｔｙ
（ｍｇ）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

相对标
准偏差
ＲＳＤ
（％）

东农４２种子
Ｄｏｎｇｎｏｎｇ４２ｓｅｅｄｓ

０．４　 １　 １．４０８　 １０２．０　０．８３

ＨＫ１１种子
ＨＫ１１ｓｅｅｄｓ

０．４　 １　 １．３８２　 ９５．５　 １．７０

ＨＫ８种子
ＨＫ８ｓｅｅｄｓ

０．４　 １　 １．３９９　 ９９．８　 ２．０２

东农４２叶
Ｄｏｎｇｎｏｎｇ　４２ｌｅａｖｅｓ

０．２　 １　 １．２０９　 １０４．５　１．１６

ＨＫ１１叶
ＨＫ１１ｌｅａｖｅｓ

０．２　 １　 １．１９８　 ９９．０　 １．９１

ＨＫ８叶
ＨＫ８ｌｅａｖｅｓ

０．２　 １　 １．２０１　 １００．５　０．５４

东农４２茎
Ｄｏｎｇｎｏｎｇ　４２ｓｔｅｍｓ

０．１　 １　 １．０９７　 ９７．８　 ０．９７

ＨＫ１１茎
ＨＫ１１ｓｔｅｍｓ

０．１　 １　 １．０９５　 ９５．６　 ０．３９

ＨＫ８茎
ＨＫ８ｓｔｅｍｓ

０．１　 １　 １．０９７　 ９７．０　 １．０３

表２　ＨＰＬＣ与ＦＩ－ＣＬ方法测定芦丁含量比较

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃｏｎｔｒａｓｔ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆ　Ｒｕｔｉｎ　ｂｙ　ＨＰＬＣ　ａｎｄ　ＦＩ－ＣＬ

测定方法

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｔｈｏｄ

百分含量

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
（％）

相对标准偏差

ＲＳＤ
（％）

芦丁标准品Ｒｕｔｉｎ　ｓｔａｎｄａｒｄ　 ９７．０ －

高效液相色谱法 ＨＰＬＣ　 ９５．１　 １．３９

流动注射化学发光法ＦＩ－ＣＬ　 ９４．２　 ２．０１

　　从表２可以看出，采用流动注射化学发光法测

定大豆 异 黄 酮 含 量，其 回 收 率 在９５．５％～１０４．
５％之 间，相 对 标 准 偏 差 在０．３９％～２．０２％之

间，结果理想，此方法可行。流动注射化学发光法

与高效液相色谱法测定芦丁中的黄酮含量的结果相

近，相对标准偏差 为２．０１％和１．３９％，在 误 差

允许的范围内，两者的ＲＳＤ较 接 近。但 流 动 注 射

化学发光法操作方便简单、成本低，溶液易配制，
周期短等。

２．３样品中大豆异黄酮含量的测定和株高的调查

表３和图１表 明：东 农４２种 子、ＨＫ８种 子、

ＨＫ１１种 子 中 异 黄 酮 含 量 分 别 为１．８４２、１．
５０４、０．９４６ｇ；东 农４２茎、ＨＫ８茎、ＨＫ１１茎

中异黄酮含量 分 别 为０．１６２、０．１５３、０．１４３ｇ；
东农４２叶、ＨＫ８叶、ＨＫ１１叶中异黄酮含量分别

为０．３２７、０．２７２、０．２０９ｇ。表３和 图２表 明，
东农４２株高最高，ＨＫ８次之，ＨＫ１１最低。

表３　大豆茎、叶、种子中异黄酮含量

测定与株高调查 （ｎ＝３０）
Ｔａｂｌｅ　３　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ　ｉｎ　ｓｏｙｂｅａｎｓ
ｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　ｌｅａｖｅｓ　ａｎｄ　ｓｅｅｄｓ　ａｎｄ　ｈｅｉｇｈｔ　ｓｕｒｖｅｙ

材料
Ｍａｔｅｒｉａｌ

发光强度
Ｌｕｍｉｎｏｕｓ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ
（ｍｇ／ｇ）

相对标准
偏差

ＲＳＤ（％）

株高
Ｐｌａｎｔ　ｈｅｉｇｈｔ
（ｃｍ）

东农４２
Ｄｏｎｇｎｏｎｇ　４２

种子 １５１８．８　 １．８４２　 ０．８５

茎 １５３．６　 ０．１６２　 １．０７

叶子 ２８７．４　 ０．３２７　 １．９６

５０±３

ＨＫ１１ 种子 ７９０．８　 ０．９４６　 １．３５

茎 １３８．２　 ０．１４３　 ０．６９

叶子 ２４３．０　 ０．２０９　 ２．１１

４２±２

ＨＫ８ 种子 １２４５．２　 １．５０４　 ２．３０

茎 １４６．０　 ０．１５３　 １．３３

叶子 １９１．６　 ０．２７２　 ０．９４

４６±２

图１　原品种和突变体的茎、叶、种子中异黄酮含量比较

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ　ｉｎ　ｓｏｙｂｅａｎｓ
ｓｔｅｍｓ，ｌｅａｖｅｓ　ａｎｄ　ｓｅｅｄｓ

２．４Ｆ检验分析整体品系差异

本实验用Ｆ检 验 即 方 差 分 析 的 方 法 测 验 多 个

样本平均数差异是否显著。由表４可以看出 ＨＫ１１
突变体与 东 农４２和 ＨＫ８整 体 差 异 极 显 著，说 明

这三种中大豆异黄酮含量相差很大。
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图２　三种大豆材料的比较　ａ．东农４２；ｂ．ＨＫ８；ｃ．ＨＫ１１。

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｋｉｎｄｓ　ｏｆ　ｓｏｙｂｅａｎｓ
ａ．Ｄｏｎｇｎｏｎｇ　４２；ｂ．ＨＫ８；ｃ．ＨＫ１１．

表４　不同大豆材料的异黄酮含量整体差异分析

Ｔａｂｌｅ　４　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｆ
ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｏｙｂｅａｎｓ

变异因素
Ｆａｃｔｏｒ　ｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ

自由度
ＤＯＦ

平方和
Ｓｕｍ　ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

方差
Ｖａｒｉａｎｃｅ

Ｆ值
Ｆ　ｖａｌｕｅ

Ｆ０．０５ Ｆ０．０１

组内
Ｗｉｔｈｉｎ　ｔｈｅ　ｇｒｏｕｐ

３０　 ３４．７９　１．１６　 ４．８３　１．９６　２．５８

组间
Ｂｅｔｗｅｅｎ　ｇｒｏｕｐｓ

２　 ０．８３　 ０．４２

误差Ｅｒｒｏｒ　 ６０　 １４．４１　０．２４

３　结论与讨论

大豆叶茎中的异黄酮的含量明显比种子中异黄

酮含量低，且两突变体茎叶种子中的异黄酮均比东

农４２的含量低。
紫外分光光度法测定大豆异黄酮的含量，背景

吸收较大，杂 质 将 严 重 干 扰 异 黄 酮 的 测 定；ＨＰＬＣ
操作较为复杂，试剂的配制和试验条件的要求较为

严格，而流动注射化学发光法操作简单，试剂配制

和试验条件等要求也较为简便，而Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６ 在

碱性条件下可以直接氧化异黄酮产生发光，这说明

该化学发光体系的发光体为异黄酮氧化的产物。氧

化产物吸收了该反应所放出的化学能被激发，由激

发态降到基态的这部分能量以光子的形式释放。由

于大孔树脂除掉了一些色素和一些糖类等杂质，而

在碱性介质中，Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６ 可 以 直 接 氧 化 大 豆 异

黄酮产生较强的化学发光，从而可 以 克 服 了 色 素、
糖和 醇 溶 性 蛋 白 等 杂 质 的 影 响 （杨 丹 等，２００５，

２００６；张雪茹等，２０１０）。以往的研究方法和内容方

面较为单一，没有方法之间的比较，且没有对茎叶

种子之间异黄酮含量的差异性及与株高之间关系的

研究，因而说服力不是很强，而本文采用流动注射

化学发光法与较为经典且准确的 ＨＰＬＣ方法进行了

比较，同时对矮秆大豆茎叶种子组内与组间的异黄

酮含量进行了比较研究，得出含量的差异性及与矮

秆大豆株高的关系。
从以上可知，本实验通过流动注射化学发光法

较为准确的测定了三种大豆茎叶种子中异黄酮含量

的差异性，且植株高的东农４２的异黄酮含量比其

两个突变体相应部位高；从本实验可知大豆异黄酮

含量与大豆株高成正比，同时还可知相应的种子中

异黄酮含量明显比茎、叶高。通过本实验的测定结

果，为以后研究赤霉素和甜菊糖苷对大豆植株和大

豆茎叶种子中的其他物质含量的影响以及大豆的育

种方面提供了一些理论性的根据。
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