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� � 植物体内有机酸含量分析是近几年来研究的热
点,尤其是在逆境生理方面。果实中有机酸种类与

含量也是衡量果实品质的重要指标。目前测定有机

酸的方法通常包括气相色谱法、高效液相色谱法和

离子色谱法, 其中气相色谱法( GC)测定有机酸时,

常因酸的沸点较高、不易气化而需要先对其衍生再

进行测定, 方法比较繁琐; 离子色谱法( HPIC)是近

来应用较多的测定植物体内有机酸的方法[ 1, 2] ,可

以同时测定溶液中的有机酸根离子和无机阴离子,

如NO-
3 、Cl

- 、PO3-
4 等, 并且样品前处理简单[ 3~ 5] ,

但大量无机阴离子的存在通常增加了低含量有机酸

的检测难度; 与之相比较, 高效液相色谱法( HPLC)

测定有机酸的方法比 GC法简单[ 6, 7] ,但也存在 pH、

流动相的选择等方面的问题, 尤其是在测定十几种

以上的有机酸时更为明显。维生素 C(Vc)也称抗坏

血酸,不仅是植物抗逆生理中的一个重要指标,也是

衡量果蔬品质的一个重要指标。Vc 的常见化学分

析方法是 2, 6�二氯靛酚滴定法,整个过程繁琐、误差

大。用高效液相色谱法测定 Vc 含量也有不少报

道, 如用 0. 004 mol L- 1硫酸[ 8]、KH2PO4�H3PO4
[ 9]、

0. 05 mol L
- 1

KH2PO4缓冲液( A) + 甲醇( B)
[ 10]
作为

流动相,笔者通过对多种流动相的研究发现, 采用同

一种流动相( ( NH4 ) 2HPO4�H3PO4 缓冲液)既可以测

定植物体内多种有机酸, 又能测定维生素 C含量,

是一种非常方便有效的方法。

1 � 材料与方法

1. 1 � 仪器与试剂

Waters 600�2487 高效液相色谱仪 (美国 Waters

公司) ,紫外检测器。水相针式过滤器,超纯水(电阻

率为 18. 2 M� cm- 2)。有机酸标准品: 甲酸、乙酸、

丙酸、丙二酸、丁二酸(琥珀酸)、反丁烯二酸(富马

酸)、酒石酸、柠檬酸、丙酮酸、(��酮戊二酸、草酸均
为分析纯试剂,苹果酸采用 Sigma公司产品。

1. 2 � 有机酸和 Vc标准液的配制

由于物质结构不同,不同有机酸在 214 nm下的

吸收值相差很大, 如反丁烯二酸有一个双键结构,所

以在 214 nm下的吸收值大大高于同一浓度下其他

有机酸。为了整体上各色谱峰值较为一致, 分别适

量称取各种有机酸(精确至 0. 1 mg) , 用超纯水超声

溶解并定容至 100 ml容量瓶中,为有机酸的混合标

准样母液; 临用时稀释为 7 个浓度梯度溶液(见表

1)。另外, 称取 0. 5 g Vc, 溶解于 50 ml棕色容量瓶
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中,用前稀释为 7个浓度,分别为 1、10、50、100、200、

500、1 000 mg L- 1。

1. 3 � 色谱条件
色谱柱:德国 Merck公司生产的 Hibar� column

RT 250 mm � 4. 6 mm, 填料直径为 5  m; 柱温: 30  ;

流动相: 0. 5% (NH4) 2HPO4�H3PO4 缓冲液( pH 2. 5) ,

使用前用 0. 45  m 滤膜抽滤;流速: 1 ml min- 1;紫外

检测波长 214 nm 测定有机酸, 254 nm 测定维生素

C;进样量: 20  l。

表 1� 有机酸标准浓度系列

编号
草酸 酒石酸 甲酸 丙酮酸 苹果酸 丙二酸 ��酮戊二酸 乙酸 柠檬酸 富马酸 丁二酸 丙酸

( mg L- 1)

1 1 5 10 1 10 10 5 20 15 0. 5 15 20

2 2 10 20 2 20 20 10 40 30 1 30 40

3 5 25 50 5 50 50 25 100 75 2. 5 75 100

4 10 50 100 10 100 100 50 200 150 5 150 200

5 20 100 200 20 200 200 100 400 300 10 300 400

6 50 250 500 50 500 500 250 1 000 750 25 750 1 000

7 100 500 1 000 100 1 000 1 000 500 2 000 1 500 50 1 500 2 000

1. 4 � 样品制备
1. 4. 1 � 有机酸样品制备 � � 参照文献[ 3]。称取

2 g左右番茄幼叶于研钵中,加 5 ml超纯水研磨并无

损转移至离心管中, 20 000 r min
- 1

4  离心 20 min,

将上清液转入小离心管, 于冰箱冷藏, 上机前用

0. 45  m滤膜抽滤。

1. 4. 2 � Vc样品制备 � � 称取 2 g 菠菜样品于研钵

中,加入 0. 1%草酸研磨匀浆,定容至 100 ml。将匀

浆液在12 000 r min
- 1
离心5 min,取上清液按照文献

[ 6]的方法, 用 2, 6�二氯靛酚滴定溶液中的 Vc。同

时,取上清液用 0. 45  m滤膜抽滤后上液相色谱仪

测定。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 流动相的选择

采用高效液相色谱法测定有机酸的报道很多,

但是实验中所用的流动相种类、pH 有很大差别。常

用的流动相有 0. 5% (NH4) 2HPO4�H3PO4 缓冲液( pH

2. 5)
[ 6, 11]
、甲醇�15 mmol L

- 1
KH2PO4 缓冲液 ( pH

2. 1) ( 15!85, V!V) [ 7]、0. 6% KH2PO4 ( pH 2. 65) [ 12]、

0. 004 mol L- 1硫酸水溶液[ 8]等, pH 从 2. 1 变化到

2. 9[ 13]。通过对上述流动相的比较,最终采用 0. 5%

(NH4) 2HPO4�H3PO4缓冲液( pH 2. 5)为流动相, 得到

12种有机酸的混合标准品色谱图(图 1)。

2. 2 � HPLC测定有机酸方法的精密度和检测范围
通过对12种有机酸的保留时间、检测限、相关

系数和回收率的测定表明(见表 2) , 用 HPLC 在 20

min内同时测定甲酸、乙酸、丙酸、丙二酸、��酮戊二
酸、丙酮酸、苹果酸、柠檬酸、富马酸、琥珀酸、酒石酸

是可行的,尤其是对于常见的草酸、酒石酸、丙酮酸、

苹果酸、��酮戊二酸、柠檬酸、富马酸和丁二酸在 12

min内即可完成测定,大大加快了测定速度。从表 2

中也可以看出,草酸的检测限极低,可能是该色谱柱

对草酸较为敏感所致;同时由于草酸被洗脱的时间

最短,在 3 min 左右,在进行样品测定时很容易与样

品中一些最先被洗脱下来的杂质等物质混在一起被

洗脱(有的情况下酒石酸也混在一起不能分开, 如图

2A所示) , 这两方面的原因造成用该柱进行草酸的

分析时偏差较大(或酒石酸检测不到)。因此, 该方

法进行草酸分析时回收率偏高(即该法测定草酸时

会使结果偏高) ,其他有机酸的回收率则基本符合实

验方法需要。但大量实验结果表明,如果被分析样

品中酸度较低(如用 100% NH+
4 �N 培养的番茄幼

苗,有机酸含量较低) ,草酸和酒石酸就能被正常洗

脱。番茄幼苗不同部位有机酸种类和含量有较大差

异, 并不是每个处理或每个部位都含有上述有机酸,

例如 100%NH+
4 �N处理下番茄根中含有丙酸而叶片

中未被检出,因而回收率并不是用同一处理或同一

部位样品得到的。
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1.草酸; 2.酒石酸; 3.甲酸; 4.丙酮酸; 5.苹果酸; 6.丙二酸; 7.��酮戊二酸; 8.乙酸; 9.柠檬酸; 10.富马酸; 11.丁二酸; 12.丙酸

图 1 � 12 种有机酸混合标准品色谱图(表 1中的 4 号混合标准样)

表 2 � 12 种有机酸的保留时间、检测限、线性相关系数、线性范围、回收率和样品测定值

有机酸
保留时间

(min)

检测限

( mg L- 1)

相关系数

r

线性范围

( mg L- 1)

回收率

( % )

番茄幼叶有机酸含量1) ( mg L- 1)

100% NO-
3 �N 100%NH+

4 �N

草 � 酸 2. 9 0. 000 625 0. 999 5 1~ 100 119. 3 � � � ∀ 2) 391. 57 # 38. 74

酒石酸 3. 4 0. 1 0. 999 9 5~ 500 89. 2 � � � ∀ 20. 07 # 4. 52

甲 � 酸 3. 9 1. 0 0. 999 6 10~ 1 000 91. 4 � 32. 85 # 5. 23 20. 13 # 3. 65

丙酮酸 4. 2 0. 1 0. 999 9 1~ 100 103. 1 234. 51 # 25. 55 291. 40 # 92. 34

苹果酸 4. 6 0. 1 0. 999 9 10~ 1 000 101. 6 1948. 59 # 82. 47 244. 07 # 44. 15

丙二酸 4. 8 0. 1 0. 999 9 10~ 1 000 87. 7 � 35. 51 # 7. 89 ∀

��酮戊二酸 5. 5 0. 075 0. 999 9 5~ 500 96. 6 � 57. 81 # 11. 80 14. 27 # 3. 63

乙 � 酸 6. 4 0. 2 0. 999 8 20~ 2 000 93. 5 � 70. 59 # 19. 97 ∀

柠檬酸 8. 5 0. 2 0. 999 9 15~ 1 500 99. 4 2015. 26 # 285. 44 90. 09 # 29. 66

富马酸 9. 5 0. 000 1 0. 999 9 0. 5~ 50 93. 3 � 43. 63 # 3. 35 0. 56 # 0. 10

丁二酸 10. 9 0. 5 0. 999 8 15~ 1 500 93. 6 550. 32 # 104. 07 ∀

丙 � 酸 17. 5 10. 0 0. 999 9 20~ 2 000 98. 9 � � � ∀ ∀

� � 1) n= 3; 2) ∃ ∀ %表示未检出

2. 3 � 用 HPLC测定溶液中 Vc含量的方法确定

由于 Vc 在水溶液中极易被氧化, 而在弱酸条

件下比较稳定。因此, 在提取时应用草酸做提取液

以保护 Vc不被空气氧化。在参照文献[ 14~ 16]的

基础上,本实验选用了甲醇�水 ( 50!50, V!V)、甲醇�
水( 90!10,V!V)、甲醇�水( 95!5, V!V)、0. 1%草酸和
0. 5% ( NH4) 2HPO4�H3PO4 ( pH 2. 5) 缓冲液作流动

相,分别在 !为 254 nm和 214 nm处观察Vc标准样

的色谱图,结果发现,以( NH4) 2HPO4�H3PO4( pH 2. 5)

缓冲液作为流动相, 紫外检测波长为 254 nm, 流速

为 1. 0 ml min
- 1
的条件适合Vc含量的分析。

为了验证 HPLC法测定溶液中 Vc 含量的准确

性, 将其同2, 6�二氯靛酚滴定法作了比较。如表 3

所示,两种方法测定同一样品中的 Vc 含量相同, 表

明HPLC法测定 Vc含量是可行的。表 3还表明, 用

HPLC法测定 Vc 含量不仅误差小、回收率高, 而且

测定时间很短,仅用6 min时间即可完成,与 2, 6�二
氯靛酚滴定法相比较, 大大降低了 Vc测定的时间,

并简化了测定步骤。
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A: 100% NO-
3 �N处理; B: 待测样品与标准品叠加色谱图; C: 100% NH+

4 �N 处理

图 2� HPLC法测定番茄幼叶有机酸含量色谱图(图中数字标识同图 1)

表 3 � Vc的保留时间、检测限、线性相关系数、线性范围和回收率

测定方法
Vc含量1) (mg 100 g- 1鲜重)

样本 1 样本 2

保留时间

(min)

检测限

( mg L- 1)

相关系数

r

线性范围

(mg L- 1)

回收率

( % )

HPLC法 39. 64 # 1. 03 56. 86# 2. 24 5. 4 0. 01 0. 999 9 1~ 1 000 97. 9

2, 6�二氯靛酚滴定法 37. 75 # 1. 06 56. 0 # 2. 12

� � 1) n= 3

3 � 结 � 语

通过本文的分析, 我们认为植物体内的有机酸

和 Vc 含量可 以采用 同一种 流动相 ( 0. 5%

(NH4) 2HPO4�H3PO4缓冲液( pH 2. 5) )在不同的紫外

检测波长下测定, 方法可行。本方法还可以根据实

验目的增删有机酸的种类, 如添加草酰乙酸、乳酸,

去掉甲酸、乙酸、丙酸等, 效果均较好, 但应注意的

是,本方法针对的是 Hibar� column RT 250 mm �

4. 6 mm色谱柱,如果改换为其他色谱柱则需同时改

变色谱条件, 最主要的是流动相。

致 � 谢 � � 本方法的建立过程中得到了南京农业大学

理学院杨红教授的指导, 在此谨表谢忱。
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