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0 s／N=3 ．The results indicated that the method is accurate，rapid and reproducible for the 

determination of organic acids in plant samples． 
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草酸是广泛存在于植物体中的简单二元羧酸， 

参与植物体内多种生理代谢过程 ，主要 以水溶态和 

不溶于水的结晶态形式存在 ，其 中以结晶态存在 的 

草酸可以固定植物体 内高达 90％的钙 ’̈ 。研究表 

明，植物体内草酸可能的来源包括乙醇酸、乙醛酸氧 

化 、L一抗坏血酸裂解氧 化、草酰 乙酸裂解等途径 ，但 

参与草酸钙晶体形成的草酸具体来自于哪条途径却 

并不清楚 ’̈ 。因此 ，建立一种简单高效 的方法测 

定乙醇酸、乙醛酸等草酸合成前体及不同形态草酸 

的含量，对研究草酸合成途经及其对应的生理功能 

具有重要的意义。 

草酸等有机 酸常用 的分析方 法有毛细 管电泳 

法 。 、离子排斥色谱法 以及最常用的高效液相 

色谱法 ’ 。采用高效 液相 色谱法 同时测定样 品 

(食品、饮料 、发酵产 品及植物组 织等 )中的草酸及 

其他多种有机酸的方法常有报道，但同时测定草酸、 

乙醇酸及乙醛酸的方法还鲜有报道 。目前有机酸的 

测定方法 中，针对 同一样品分形态提取并测定草酸 

等有机酸的研究还很少，仅侧重于水溶性有机酸的 

提取测定⋯’ ，或者用盐酸、硝酸等无机酸提取测 

定不 同形态有机酸的总含量 ’” 。在需要不同形态 

草酸等有机酸的含量时 ，往往需要建立 两种不 同的 

色谱条件 ，分别测定酸溶态含量和水溶态含量 ，然后 

计算获得所需形态有机酸含量 ，这种方法在准确性 

和操作简便性方面都有待提高。此外，在同时测定 

草酸、酒石酸、乙醇酸、乙醛酸等的过程中，也存在一 

些需要解决的问题 ，例如 以盐酸和硝酸等无机酸作 

为提取介质时 ，无机酸本身 的吸收容易干扰测定的 

结果 ；草 酸、酒石 酸获得 基线 分离 的难 度较 

大⋯ ；乙醇酸 、乙醛酸需要 先衍生后 测定  ̈ 等 。 

本方法首先以水为提取介质 ，提取 了水溶态草酸等 

8种有机酸 ，而以草酸钙结 晶等形态存在 的草酸不 

溶于水 ，保 留在 固态残渣中；然后 以稀盐酸为提取介 

质提取了酸溶性结晶态草酸。测定时采用磷酸二氢 

钾水溶液作为流动相 ，通过 控制不 同测定时段流动 

相的流速，在 5 min内完成 了 8种有机酸的分离测 

定 ，并且在水溶态有机酸获得基线分离的同时 ，相同 

色谱条件下测定酸溶态草酸，较好地去除了盐酸对 

酸溶态草酸测定的干扰 。 

1 实验部分 

1．1 仪器、试剂与材料 

Agilent 1290 UPLC液相色谱系统 ，配备二元泵 

(G4220B)、高性能 自动进样器(G4226A)、柱温箱 

(G1316C)、二极管阵列检测器(G4212A)；pHS一3C 

型精密酸度计 (上海雷磁)；超微量天平 Cubis(德国 

Sartorius)；0．22 m 有 机系滤膜 (美 国 Whatman 

公 司 )。 

8种有机酸标准品均为色谱纯，草酸、乙酸、一 

水乙醛酸为 Sigma—Aldrich公司产品，乙醇酸、酒石 

酸、琥珀酸为 Fluka公司产品，苹果酸、柠檬酸为 

Supelco公司产品；甲醇、乙腈为色谱纯，Dikma公 

司出品；磷酸为色谱纯，磷酸二氢钾 、盐酸、草酸钙为 

优级纯 ，均为天津科密欧公司产品；实验用水均为超 

纯水(18．2 Mn ·am，Millipore)。 

1．2 实验步骤 

1．2．1 标准溶液制备 

准确称取一水乙醛酸 124．4 mg，草酸、乙醇酸 、 

苹果酸、酒石酸、琥珀酸、柠檬酸各 100 mg，用超纯 

水分别溶解并定容到 50 mL；准确量取 191 L乙 

酸 ，用超纯水定容到 100 mL。由此获得 2 g／L的单 

一 有机酸储备液，4℃下避光保存。使用时根据所 

需浓度用超纯水稀释 ，或混合配制?昆合酸 。另外 ，准 

确量取盐酸 4．106 mL，用超纯水定容到 100 mL，配 

制成0．5 mol／L(18．23 g／L)的盐酸溶液备用。 

1．2．2 样品前处理 

所使 用的植 物样 品为温室水 培获得 的诸 葛菜 

(十字 花科 诸 葛菜 属 ，又 名二 月 兰，学 名 Orycho— 

phragmus violaceus)的叶片和根。将叶片和根鲜 

样用超纯水冲洗干净，吸尽表面水分，各称取 1．00 

g。加入 5 mL超纯水研磨匀浆 ，将匀浆液全部转入 

离心管 ，30℃下振荡提取 15 min，提取 液于 12 000 

r／min转速下离心 l0 min，收集上清液。加入 5 mL 

超纯水冲洗离心管 中残渣 ，同条件提取并 离心收集 

上清液 ，该过程重复 3次。用超纯水将收集到的上 

清液定 容到 25 mL，此过程提取液为 8种水溶态有 

机酸样 品(提取液 I)。向上述 提取残渣 中加 入 5 

mL 0．5 mol／L HC1溶液 ，80℃水浴振荡提取 1 h， 

12 000 r／min离心 10 min后收集上清液。采用 5 

mL 0．5 mol／L HCI溶液冲洗残渣，同条件提取，重 

复 3次 ，用超纯水定容提取液至 25 mL，此提取液为 

不溶于水的草酸样 品(提取液 II)。分别取 1．5 mL 
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上述两种提取液经 0．22 m滤膜过滤，测定提取液 

I中8种可溶性有机酸的含量，在相同色谱条件下 

测定提取液 Ⅱ中酸溶态草酸的含量。 

1．3 实验条件 

Hypersil ODS(200 minx4．6 mm，5 m)色谱 

柱 ，柱 温 30 ℃；KH PO 水 溶 液 (5 mmol／L，用 

H，PO 调 pH为 2．8)作为流动相 ；进样量 5 L；检 

测 波 长 210 nm。流 速 控 制 ：0～1．4 min，1．4 

mL／min；1．4～1．9 min，0．5 mL／min； 1．9～5．0 

min，1．4 mL／m in。 

2 结果与讨论 

2．1 色谱条件的选择 

2．1．1 流动相组成 

硫酸  ̈' 和磷酸盐缓冲体系 ” 。 是有机酸 

分离常采用的流动相。因本 实验使 用 HC1作为提 

取介质，为避免其他无机酸的干扰，选择磷酸盐缓冲 

体系作为流动相 ，其 中磷酸二氢钾 因其较高的分离 

效率和极低 的本底 吸光度 而被广泛采用 。在采用 

KH PO 溶液作为流动相分离有机酸时，其浓度从 

l0 mmol／L 到 36．7 mmol／L(0．5％) ，“ ，” 均 

有报 道 ，但 用 于 分 离 草 酸 、乙 醇 酸 和 乙 醛 酸 的 

KH：PO 溶液的浓度还少有报道。为寻找有效分离 

的最适 KH，PO 溶液浓度 ，本实验配制了 0、3、5、7、 

l0、l5、20、30、40 mmol／L 的 KH2PO4溶 液 (用 

H，PO 调 pH 为 2．7)。色 谱 分 离 结 果 表 明， 

KH PO 溶液的浓度对苹果酸 、琥珀酸、柠檬酸和乙 

酸的保 留时问影响较小 ，在不同浓 度的 KH PO 溶 

液条件下这 4种有机酸都能得到较好 的分离。而草 

酸 、盐酸、乙醛酸、酒石酸、乙醇酸保留时间接近，当 

KH PO 溶液浓度大于 l0 mmol／L时 ，草酸 、盐 酸、 

乙醛酸不能实现有效分离 ；当流动相 中 KH PO 溶 

液浓度小于 5 mmol／L时，乙醇酸 、酒石酸的分离效 

果受到盐酸干扰 ；KH，PO 溶液浓度介于 5 mmol／L 

至 10 mmol／L之间时，8种有机酸能较好地 实现分 

离 且不受盐酸干扰。从 节约成本和环保 的角度考 

虑，本实验最终选择5 mmol／L KH：PO 溶液作为流 

动相 。 

本实验还考察了在磷酸盐缓冲体系中加入有机 

相对分 离 效 果 和 峰 形 的 影 响。结 果 表 明，在 5 

mmol／L KH，PO 水溶液中加入甲醇会使草酸和 

HCI的出峰时间延迟 ，当甲醇 的体积 比大于 5％时 ， 

草酸和乙醛酸不能有效分离 ，且 甲醇的加入并没有 

显著地改善峰形，故本 实验使用 的流动相仅为 

KH，PO 溶液 。 

2．1．2 流动相 pH的选择 

有机酸为弱酸 ，流动相 pH 的大小直接影响其 

在磷酸盐缓冲体系中的解离程度。本实验测定以 

H，PO 调节流动相为不同 pH条件下的各有机酸保 

留时间(见 图 1)。结果发现，各有机酸保 留时问对 

流动相 pH变化非常敏感 ，pH<2．6时酒石 酸、乙醇 

酸、乙醛酸分离效果不理想；pH 2．8时各有机酸获 

得 了最佳分离效果；pH>2．8时乙醛酸 、乙醇酸和酒 

石酸的分离度降低，且盐酸的干扰不能去除。因此 

选择 pH值为 2．8的 KH PO 溶液。 

pH 

图 1 流动相 pH对有机酸保 留时 间的影响 

Fig．1 Effect ofpH value ofmobile phase on the 

retention tim es of the organic acids 

1．oxalic acid；2．glyoxylic acid；3．tartaric acid；4 glycolic 

acid；5．malic acid；6．acetic acid； 7．citric acid； 8．succinic 

acid． 

2．1．3 流速对分离效果的影响 

流 速 直 接影 响各 有 机 酸 的保 留时 间。以 5 

mmol／L的 KH PO 溶液(pH 2．8)为流动相，草酸、 

盐酸、乙醛酸 、酒石酸都能有效分离但保留时间较为 

接近，需要控制较低流速来获得基线分离；而酒石 

酸 、乙醇酸、苹果酸 、琥珀酸 、柠檬酸和乙酸峰形很好 

且保留时间间隔较大 ，因此需要调节不同的流速使 

所有组分获得基线分离的同时缩短分 离时间。本实 

验采用分段控制流速的方法实现。0～1．4 rain，流 

速 1．4 mL／min，此时没有出峰 ；1．4～1．9 min，流速 

为 0．5 mL／min，草酸、盐酸 、乙醛酸和酒石酸实现较 

好的分离；1．9～5 min，流速为 1．4 mL／min，其余 5 

种有机酸得到快速且完全的分离。结果表明采用分 

段控制流速的方法 ，5 min内能够完成 8种有机酸 

的有效分离，同时有效去除 了盐酸对酸溶态草酸测 

定 的干扰。有机酸标准样品的色谱图如图 2所示 。 

2．1．4 检测波长及柱温、柱压条件 

采用二极管阵列检测器扫描了各有机酸在 190 
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图 2 有机酸标准样品色谱图 

Fig．2 Chromatogram of organic acid standard mixtures 

Peaks： 1．oxalic acid；2．HC1；3．glyoxylic acid；4．tartaric 

acid；5．glycoHc acid；6．malic acid；7．acetic acid；8．citric 

acid；9．succinic acid． 

～ 400 am 范 围内的吸收，发现各有机酸在 210 nm 

处有 最大 吸收 ，确定 210 nm 为检测 波长。实 验测 

试了 25、3O、35℃ 3个柱温，发现柱温对有机酸的分 

离没有显著影响，综合考虑设定柱温箱温度为 30 

℃。实验过程中因为分时段控制流速 ，因此柱压 随 

流速 的变化而变化。在 流速为 1．4 mL／min时 ，柱 

压范围为 11—12 MPa；流速为 0．5 mL／min时 ，柱压 

范围为 7～8 MPa。本实验所用 UPLC色谱系统柱 

压的高压限值为 40 MPa，实验过程中柱压均保持在 

低于限值的合理范围内。 

2．2 方法的线性范围和检出限 

在 1～2 000 mg／L之间设 置了 10个标准样品 

浓度梯度 ，重复进样 3次 ，以峰高 Y(mAU)对质量 

浓度 X(mg／L)进行线性 回归得 出各有机酸 的线性 

方程及线性范围。选择线性范围下限浓度的有机酸 

标准样品重复进样 7次 ，并以信噪 比为 3(S／N=3) 

确定检出限，以线性范围下限浓度作为本实验实测 

样品的定量限。除乙醇酸、乙醛酸未能找到类似测 

定方法 的检出限数据进行 比较外 ，其他各 目标有机 

酸在本实验所采用的色谱条件下的检 出限均有不同 

程度降低 ，其中乙酸和琥 珀酸 的检 出限水平 略微高 

于文献 ’ 可查 的最低 值 ，但 仍然处 于较低 水平。 

具体结果见表 1。 

2．3 回收率和精密度 

回收率试验所用植物样品为供钙实验中供钙水 

平接近正常植物生境的一组样品。取相同根和叶片 

样品各 3份，其中一份作本底，测定各有机酸的含量 

和不同形态草酸的含量 ；另外两份分别添加 两种水 

平的 8种有机酸标准溶液 和 1 mg草酸钙 (用 以计 

算以稀盐酸 为介质 提取的酸溶态草酸 的回收率 )。 

按照 1．2．2节所述提取方法进行前处理 ，每份样 品 

进行 7次平行测定。为了研究叶片和根可能存在的 

吸附效应的差异对回收率的影响，本实验分别计算 

了叶片和根的加标 回收率和 RSD，结果见表 2。 

表 I 8种有机 酸的线性方程 、相关 系数 、线性范 围和检 出限 

Table 1 Regression equations。correlation coeffi cients(皿 )。linear ranges and LODs of the eight organic acids 

y：peak height，mAU； ：mass concentration，mg／L；一：no related data in references of analogous methods． 

表 2 植物叶片与根 中有机酸的 回收率及精密度 【n=7) 

Table 2 Recoveries and precisions of organic acids from plant leaves and roots(n=7 
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一!not detected 

2．4 实际样品测定 

水培实验设计了梯度供钙水平，用以研究不同 

钙营养水平对诸葛菜有机酸组成和分布特征的影 

响。因为钙是植物生长的必需元素，所以本实验并 

没有设置钙的空白对照 ，而是设置 了正常土壤供钙 

水平和极端高钙土壤的供钙水平，分别对应低供钙 

水平(5 mmol／L)和高供钙水平(50 mmol／L)。 

采集不同供钙处理的样品，按 1．2．2节方法完 

成前处理 ，进样 5 L测试分析，样品测定色谱 图见 

图 3，测定结果见表 3。 

，／m in 

图 3 实际样 品中有机酸的色谱图 

Fi窖．3 Chromatograms of organic acids in real samples 

a．1eaf(extracted by water)；b．root(extracted by water)；C．1eaf(extracted by HCI)；d．root(extracted by HC1)． 

Peaks： 1．oxalic acid；2．HC1；3．glyoxylic acid；4．tartaric acid；5．glycolic acid；6．malic acid；7．acetic acid；8．citric acid；9 sue． 

cinic acid． 
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表 3 实 际样品 中有机酸 的含量 

Table 3 Contents of organic acids in real samples 

beyond linear range 

结果表明 ：(1)叶片 中水溶态有机酸含量 与供 

钙水平有良好的响应关系；根组织中除乙醛酸和草 

酸外 ，其他水溶 态有机酸 含量对供钙 水平不敏感 ； 

(2)不同组织中不同形态草酸 的含量均与供钙水平 

具有 良好的响应关系。 

3 结论 

本文建立了逐级提取、一步测定的方法 ，快速准 

确地提取测定了植物组织中不同形态的草酸以及和 

草酸合成相关的 8种有机酸。回收率试验和实际样 

品测定结果表明 ，本方法准确可靠，显著降低 了目标 

有机酸测定 的最低检出限 ，提高了方法的灵敏度 ，可 

以应用到草酸等有机酸的相关研究中。本方法避免 

了不同介质提取 、不 同色谱条件测定带来的误差 ，有 

效去除了无机酸对测定 的干扰 ，5 min内完成测定 ， 

提高了测定效率 。同时，本方法测定酸溶态有机酸 

时，考虑到以无机酸作为提取介质所提取的成分较 

以水为提取介质提取 的成分更为复杂 ，可能会干扰 

在本实验所采用的色谱条件下除草酸外的其他 目标 

有机酸的测定，因此本方法只使用草酸数据，不使用 

其他有机酸的数据。在今后的工作中，随着测定仪 

器 的不断升级 ，有机酸的测定方法仍然需要不断地 

改进和完善，需发展更加灵敏准确、方便快捷的分析 

测定方法。 
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