
3　讨论

DNA提取过程中多酚类物质的去除大多采取

两类手段 ,一类是加酚类的结合剂 ,如 PV P(聚乙烯

吡咯烷酮 )、 PV PP(聚乙烯聚吡咯烷酮 )、 PEG(聚乙

二醇 ) ;另一类是加抗氧化剂 ,如 Vit C、亚硫酸钠、

二硫苏糖醇、巯基乙醇、半胱氨酸等 ,防止酚类氧化

为醌类。本实验证明将两类方法组合起来可以有效

去除多酚类杂质 ,其中 PV P和 Vit C组合效果

最佳。

作者对 G处理去除多酚的有效性和通用性进

行了考察 ,试验提取了厚朴 Magnol ia of f icinalis药

材 (含有较多简单酚类 )、牛膝 Achyranthes bidentata

药材 (含有三萜皂苷、甾酮及多糖 )和干叶 (含鞣质 )

及木通科猫儿屎 Decaisnea insignis干叶 (含有大量

鞣质 ) ,并用随机引物和特异引物 (扩增 IT S序列 )

进行扩增 ,效果均很好 ,故而该方法可推荐为去除酚

类杂质的有效通用方法 ,而且 ,用 PV P-40T预洗的

过程中也可去除多糖类杂质
[5 ]
,所以也适用于含多

糖的材料 ,但该方法对 DNA提取量的影响及更广

泛的样本适用性还在考察中。

本实验发现的 CTAB法加 G处理可推荐为通

用提取方法 ,但使用该方法时应注意:① PV P和 Vit

C都以固体形式加入最好 ,不能事先配成储存液 ,否

则会与空气中的氧作用而失去效果。 ②丹参 DNA

提取时 PV P和 Vit C使用量分别为 0. 1 g /g和 1 g /

g (干材料 ) ,如果效果不好 ,二者可加倍量使用。 ③

PV P与样本共研后 ,要用预冷清洗液 ,并冰置一段

时间 ,也是防止氧化的手段。④加 Vit C后溶液的

pH值会下降至 4～ 5,这样的条件下 , C TAB提取效

果不佳 ,必须将提取缓冲液的 pH值调至近中性 6～

6. 5。
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薄层扫描法测定烟叶中茄呢醇的含量
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　　茄呢醇 ( solanesol , 3, 7, 11, 15, 19, 23, 27, 31,

35-九甲基 -2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34-三十六烷

九烯 -1-醇 )是茄科植物烟草 Nicot iana tabacum L.

中含有的萜类有效成分 ,具有抗菌、消炎和止血作

用 ,也是合成辅酶 Q10和 Vit K2的主要中间体 ,具有

很好的应用价值。 关于茄呢醇含量测定方法的文献

报道较少 ,国外报道中主要用气相色谱法测烟叶中

茄呢醇的含量 [1, 2 ]。茄呢醇沸点大于 300℃ ,需高温

色谱柱 ,条件较为苛刻 ,不易推广。 国内报道用

HPLC-示差折光检测仪来测定其含量
[3 ] ,示差折光

检测仪检测灵敏度较低 ,对流动相温度变化非常敏

感 ,可控性也差。本实验首次使用薄层扫描法对烟叶

中茄呢醇含量进行测定。

1　仪器与试药

CD-60型薄层扫描仪 (德国 DESAGA公司 ) ,

定量毛细管 ( 1μL, 2μL, CAMAG公司 ) ,烟草 (采

集自不同产地 ) ,茄呢醇对照品 ( Sigma公司 ,纯度>

99% ) ,高效薄层板 ( 100 mm× 200 mm ,青岛海洋化

工厂分厂 ) ,所用试剂均为分析纯。

2　方法与结果

2. 1　对照品溶液的配制: 取茄呢醇对照品 28 mg,

精密称定 ,置于 50 mL容量瓶中 ,用正己烷定容 ,配

成浓度为 0. 56 mg /mL的对照品溶液。

2. 2　供供品溶液的配制:取 5 g烟叶 ( 30～ 40目 ,烘

干至恒重 ,山东临沂 ) ,精密称定 ,置于 50 mL三角

烧瓶中 ,精密加入 40 mL正己烷 ,超声 30 min,取上

清液 ,过滤 ,弃去初滤液 ,取续滤液 ,作为供试品溶液

备用。
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2. 3　薄层色谱条件: 薄层板: 硅胶 G高效薄层板

( 100 mm× 200 mm) ;展开方式: 上行展开 ,展距 10

cm;湿度控制: 于层析缸中放置一装有 54%浓硫酸

的敞口烧杯 ;展开剂: 正己烷-乙酸乙酯 -乙酸 ( 4∶

1∶ 0. 5) ;预饱和时间: 30 min;显色剂: 香草醛 -浓硫

酸溶液 ,喷湿润 , 100℃烘 5 min至斑点显色清晰 ,

茄呢醇斑点为紫色 , Rf值约为 0. 55。

2. 4　薄层扫描条件: 双波长锯齿扫描 ,光束狭缝

0. 4 mm× 0. 4 mm,线性参数 SS= 3,灵敏度中等 ,测

定波长λS= 540 nm ,参比波长λR= 700 nm。

2. 5　标准曲线及线性范围: 精密吸取对照品溶液

0. 5, 1. 0, 2. 0, 3. 0, 4. 0μL,分别点于同一硅胶板上 ,

依法展开 ,显色 ,按拟定的扫描条件测定各斑点的峰

面积值 ,以峰面积积分值 ( Y )对点样量 ( X )进行线性

回归 ,回归方程为: Y= 1 221. 243X+ 81. 417 68, r=

0. 995 6。结果表明在 0. 28～ 2. 24μg范围内 ,点样量

与峰面积积分值呈良好的线性关系。因标准曲线不通

过原点 ,所以用外标两点法计算所测样品的含量。

2. 6　精密度实验: 同板精密度试验:精密吸取对照

品溶液 2μL点于硅胶 G板上 ,共点 6个点 ,展开 ,

显色 ,扫描测定 , RSD= 2. 3% (n= 6)。 仪器精密度

试验: 对薄层板上同一斑点连续扫描 6次 ,结果

RSD= 1. 6% (n= 6)。异板精密度试验:精密吸取同

一对照品溶液 2μL点于 6块不同的硅胶 G板上 ,

依次扫描测定 ,结果 RSD= 2. 1% (n= 6)。

2. 7　稳定性实验: 精密吸取对照品溶液 3μL,点于

薄层板上 ,展开 ,显色后每 15 min扫描一次 ,结果

RSD= 4. 4% (n= 5) ,表明对照品在 1 h内稳定。精

密吸取样品溶液 3μL,点于薄层板上展开 ,显色后

每 15 min扫描一次 ,结果 RSD= 4. 2% (n= 5) ,表

明样品在 1 h内稳定。

2. 8　重复性实验: 按 2. 2项下制备供试品溶液 ,共

5份 ,精密吸取 3μL与对照品溶液 1, 4μL交叉点

于薄层板上 ,展开 ,扫描测定 ,结果平均含量为

0. 361% , RSD= 3. 2% (n= 5)。

2. 9　最低检测限: 取对照品溶液 ,依次稀释成一系

列浓度由高到低的溶液 ,在上述色谱条件下点样 3

μL,取峰面积为噪音 3倍时的浓度为最低检测浓

度 ,由此得检测下限: 0. 10μg。

2. 10　加样回收试验:取已测得茄呢醇含量的烟叶

样品 (山东临沂 )共 5份 ,精密称定 ,置于 50 mL锥

形瓶中 ,分别精密加入对照品溶液 5 mL,按供试品

溶液制备方法制备。 精密吸取 3μL与对照品溶液

1, 4μL交叉点于薄层板上 ,展开 ,显色 ,测定 ,计算

加样回收率 ,平均回收率为 95. 6% , RSD= 2. 3%

(n= 5)。

2. 11　样品含量测定:取不同产地样品按供试品溶

液制备方法操作 ,制备所需溶液。精密吸取样品溶液

3μL与对照品溶液 1, 4μL交叉点于同一薄层板

上 ,展开 ,显色 ,扫描 ,测得 5批样品中茄呢醇的含

量 ,见表 1。
表 1　样品测定结果 (n= 3)

烟叶产地 茄呢醇含量 (% ) R SD (% )

山东临沂 0. 360 1. 6

云南大理 0. 278 1. 3

四川温江 0. 286 2. 1

贵州贵阳 0. 370 0. 9

湖南郴州 0. 359 1. 4

甘肃天水 0. 205 1. 2

3　讨论

3. 1　经高效薄层色谱展开体系的反复摸索 ,采用正

己烷 -乙酸乙酯系统时能使烟叶中茄呢醇斑点与上

下其它斑点分开 ,但是茄呢醇斑点有一点拖尾 ,加入

少量乙酸后能明显改善拖尾 ,使斑点圆整。

3. 2　本实验采用硅胶 G高效薄层双波长扫描法对

烟叶中茄呢醇含量进行测定 ,方法快速 ,简便 ,有较

好的稳定性和重现性 ,板间误差小 ,回收率较好 ,为

烟叶中茄呢醇的质量分析和控制提供了方便、可靠

的依据和方法。
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