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 MACROBUTTON  AcceptAllChangesShown 摘　要  　本文选取内蒙古锡林浩特市南部的牧草土壤样品，使用溶剂超声萃取，发现石油醚的粗提物最少，异丙醇/氨水（7:3）的粗提物最多。粗提物经紫外、红外和GC-MS测定，结果表明用石油醚、异丙醇和甲醇作为萃取剂，得到的有机物主要为直链或环烃化合物，含量占总提取物的95%以上；氯仿及异丙醇/乙酸（7:3）和异丙醇/氨水（7:3）提取物除了含有直链或环烃化合物外，还含有酯、酰胺和甾类化合物，且甾类化合物在异丙醇/氨水提取物中含量相对最高。采用异丙醇/氨水对所有土壤样品进行萃取，发现NM1和NM7提取物中甾类化合物的含量较高，占总提取物的25%左右。异丙醇/氨水的粗取物用石油醚：乙酸乙酯（4:1）作洗脱剂，经柱层析分离主要得到A、B两部分；经GC-MS测定、质谱图库检索表明A为甾酮类物质，B为不含氧的甾烯类或者甾醇类物质。
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内蒙古草原属于半干旱气候区，不仅是我国肉、奶的重要产地之一，也是我国北部地区极为重要的生态屏障[1]。近几十年来，由于不合理利用和持续干旱导致草原土壤严重退化，土壤接纳和保蓄降水的能力降低，斥水性严重。研究表明，造成土壤斥水性的主要原因是土壤中的有机物（烷烃、脂肪酸/酯、植烷醇、植烷和固醇、酰胺、醛/酮和复杂的环状化合物）[2-7]，其主要来源于植物根茎叶及其分泌物、真菌和其他微生物的代谢产物、以及土壤污染等[8-11]。目前研究发现土壤中的有机物主要包括直链烷烃、酸类、醇类、石蜡、萜类、甾类、蜡、单酮、β-二酮和酯类化合物等[12-13]，且地区不同、同一土层深度不同所含有机物的种类和含量均有差别[14-18]。国内有关土壤有机物的研究主要集中在土壤总有机碳分布[19-21]、土壤中有机污染物的提取鉴定[22-23]以及土壤中有机物类型的研究[24-25]，而少有对土壤中有机物进行全面地研究。为此，为了确切知道内蒙古草原土壤有机物的分布、种类及含量，以便于构建某种有机物与斥水性的关联，本文选取内蒙古草原典型土壤样品，采用溶剂超声萃取、柱层析分离，GC-MS鉴定首次明确了内蒙古草原土壤有机物的种类和含量，为今后土壤有机物与斥水性的关系研究提供了基础。
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研究区域概况

研究区域位于内蒙古锡林浩特市南部草原地区，地理坐标为43°33′~43°55′ N，116°06′-116°43′ E，海拔1 061~1 250 m，气候属中温带半干旱大陆性气候。研究区年平均气温0.57 ℃，年平均降水量350.4 mm，平均日照时数为2 617.5 h。风活动频繁，全年大风天数达71天，4~6月最为频繁，一般占全年大风天数一半左右，地带性土壤为栗钙土。

样品采集及其前处理

样品采集时间为2015年6月，样品采集地点是内蒙古锡林浩特市南部草原，采集样地点标号NM1、NM2、NM3、NM4、NM5、NM6、NM7，采样深度为0~5cm土壤。

将采集样品用2 mm孔径筛子过筛，阴干，留存。

表1 土壤样品的的基本情况

Table 1 Base information of the soil sample
	编号

Number
	经纬度

Latitude and longitude
	海拔

Altitude(m)
	主要植被

Main vegetation
	pH

	NM1
	43°55′01.20N

116°17′53.00E
	1 226
	羊草

Leymus chinensis
	7.14

	NM2
	43°36′34.52N

116°43′27.42E
	1 189
	羊草、针茅

Leymus chinensis, Stipa capillata
	6.92

	NM3
	43°33′01.87N

116°39′57.12E
	1 250
	羊草、针茅

Leymus chinensis, Stipa capillata
	6.93

	NM4
	43°48′46.84N

116°32′06.8E
	1 123
	羊草、针茅

Leymus chinensis, Stipa capillata
	7.80

	NM5
	43°47′25.71N

116°21′48.36E
	1 074
	羊草、针茅

Leymus chinensis, Stipa capillata
	8.42

	NM6
	43°40′50.07N

116°18′55.50E
	1 061
	针茅、小叶锦鸡儿

Stipa capillata, Caragana microphylla
	7.36

	NM7
	43°46′58.85N

116°06′1.72E
	1 082
	羊草、针茅、猪毛菜

Leymus chinensis, Stipa capillata, Salsolacollina
	7.58


土壤有机物的提取

分别采用石油醚（60~90 ℃分析纯）、氯仿（分析纯）、异丙醇（分析纯）、甲醇（分析纯）、异丙醇/乙酸（5.2 mol L-1）（分析纯，7:3）、异丙醇/氨水（14.8 mol L-1）（分析纯，7:3）对NM4土壤样品进行提取，提取物依次编号为NM4-1、NM4-2……。方法参照文献[26, 3]，具体步骤如下：

用电子天平称取500.00 g土壤样品于1 L烧杯中，分别加入500 ml提取剂，用塑料膜封口，浸泡过夜。将浸泡后的土壤样品超声提取30 min（KQ5200B超声波器，超声频率：40 kHz，超声功率：200 W），抽滤，然后将滤液在旋转蒸发仪上减压除去溶剂（40~55 ℃），并将提取物真空干燥，称量不同溶剂提取物的质量。

将异丙醇/氨水和异丙醇/乙酸提取物再次溶于200 mL氯仿/水（1:1）溶液中进行萃取，静置后溶液分为两层，上层为水相，主要含有两亲化合物和极性化合物，下层为氯仿相，主要含脂类化合物[4]。将氯仿相减压浓缩至干（40 ℃），称量氯仿相化合物的质量。

然后又采用异丙醇/氨水分别对NM1-NM7这7种土壤样品一一进行超声提取，提取物编号依次为NM1-6、NM2-6……。具体操作如下：

用电子天平分别称取不同的土壤样品500.00 g于1 L烧杯中，加入500 ml 异丙醇/氨水（14.8 mol L-1）（7:3），用塑料膜封口，浸泡过夜。将浸泡后的土壤样品超声提取30 min，抽滤，然后将滤液在旋转蒸发仪上减压除去溶剂（55 ℃）。提取物用200 mL氯仿/水（1:1）溶液进行萃取，将氯仿相减压浓缩至干（40 ℃），称量氯仿相化合物的质量。

土壤提取物的鉴定

土壤提取物的鉴定主要采用紫外光谱（UV）、红外光谱（IR）、GC-MS等进行。

紫外可见光光谱测定，从每个提取液中取出少量液体，用TU-1901紫外分光光度计（北京普析通用仪器有限责任公司）测定，扫描范围为200~800 nm，来观察提取物的吸收情况。为避免浓度的差异对特定波长吸收值的影响, 单位浓度单位浓度吸光值为将所测样品的浓度稀释到1 mg/L后测定的值。

红外光谱的测定，使用美国Pcrkin-Elimer公司XT4A傅立叶红外光谱仪，实验中采用KBr压片。用毛细管蘸取少量提取物于离心管中，然后加入适量丙酮（分析纯）溶解，把样品均匀地涂抹在KBr薄片上，并用该丙酮溶液为背景，扫描波长为450~4 000 cm-1。

GC-MS的测定采用Thermo Fisher-DSQ气质联用仪，溶剂为氯仿（色谱纯），进样量1 μL，不分流进样。色谱条件：色谱柱为AB-5MS(30 m×0.25 mm×0.25 um）弹性石英毛细管柱，柱温80 ℃持续2 min，以10 ℃ min-1的升温速率升温至300 ℃，保持15 min；进样口温度250 ℃；载气为He，载气流量1.0 mL min-1。质谱条件：离子源为EI源；离子源温度250 ℃；电子能量70 eV；扫描模式全扫描；扫描范围（m/z）35.0-650.0 amu。GC-MS数据应用标准质谱谱库NIST02获得，采用面积归一化法计算各组分的相对含量。

土壤有机物的分离

展开剂的选择    首先选用石油醚、氯仿、乙酸乙酯及甲醇及其混合溶剂对样品进行展开，图1a为石油醚、氯仿和乙酸乙酯的展开结果，未能展开；图1b为甲醇的展开结果，所有的样品全爬到了薄层顶端。改用乙酸乙酯：石油醚（1:4）混合展开剂（图1c），254 nm处有一非常明显的点（c1：A，Rf=0.56）；当用糖显色时发现还有一点（c2：B，Rf=0.21）。研究选用该展开剂对粗提物进行柱层析，以期得到点A、B提取物。（层析板型号：HSGF254；涂层厚度：0.2 mm±0.03 mm；硅胶粉粒度：10~40 um）
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图1 不同展开剂薄层板展开情况：a:石油醚，氯仿，乙酸乙酯；b：甲醇；c:乙酸乙酯：石油醚（1:4）

Fig.1 Development on thin layer plates using different developing agents: a: petroleum ether, chloroform, ethyl acetate; b: methanol; c: ethyl acetate: petroleum ether(1:4)

柱层析实验    采用湿法装柱，硅胶填充，柱尺寸为26 mm × 203 mm；干法装样，乙酸乙酯：石油醚（1:4）洗脱，Rf值相同的试样浓缩，浓缩物用于GC-MS分析。

数据处理

数据采用Origin 9.0软件进行分析处理及图谱叠加。

结果与讨论
不同提取剂对土壤有机物提取的影响

石油醚、氯仿、异丙醇、甲醇、异丙醇/乙酸和异丙醇/氨水6种提取剂对NM4土壤样品的提取情况见表2。
表2不同溶剂提取NM4样品得到的化合物
Table 2 Compounds extracted from NM4 samples using different solvents
	标号

Lables
	溶剂

Solvent
	外观

Appearance
	重量

Weight (g kg-1)

	NM4-1
	石油醚

Petroleum ether
	浅黄色黏状物

Light yellow sticky substance
	0.03

	NM4-2
	氯仿

Chloroform
	黄色黏状物

Yellow sticky substance
	0.10

	NM4-3
	异丙醇

Isopropanol
	黄色黏状物

Yellow sticky substance
	0.18

	NM4-4
	甲醇

Methanol
	深绿色黏状物

Deep green sticky substance
	0.27

	NM4-5
	异丙醇/乙酸

Isopropanol/acetic acid
	深褐色黏状物

Dark brown sticky substance
	0.57

	NM4-6
	异丙醇/氨水

Isopropanol/ammonia
	深褐色黏状物

Dark brown sticky substance
	0.61


由表可知，使用不同提取剂，粗提物的外观和质量均有差异。异丙醇/氨水的氯仿提取物最多，达0.61 g，而石油醚、氯仿、异丙醇和甲醇提取物相对较少。不同溶剂的提取物的外观也不相同，石油醚、氯仿、异丙醇提取物为黄色；而异丙醇/乙酸、异丙醇/氨水的提取物为深褐色。

各提取物的紫外光谱见图2。由图2可知，所有提取物的紫外-可见光吸收波长均集中在200~480 nm范围内，且石油醚、氯仿、异丙醇/乙酸和异丙醇/氨水的提取物在230 nm左右吸光度开始急剧上升，到240 nm左右达到最高吸收峰值，然后开始下降。异丙醇/乙酸和异丙醇/氨水提取物在390 nm左右存在一吸收平台。甲醇和异丙醇提取物在200 nm处急剧上升到达最高吸收峰值209 nm，然后开始下降。所有提取物的吸收值随着波长减小呈上升趋势，并在260 nm或280 nm附近有一吸收平台，这与腐殖酸的紫外光谱的基本特征类似[27]，表明所有提取物中可能均含有腐殖酸。
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图2 NM4样品不同溶剂提取物的紫外光谱

Fig. 2 UV spectra of the extracts of NM4 relative to solvent

红外光谱结果显示，石油醚、氯仿、异丙醇、甲醇和异丙醇/乙酸及异丙醇/氨水的光谱基本相似，主要的峰分别为2 960 cm-1、2 920 cm-1、2 850 cm-1（C-H伸缩振动）、1 732 cm-1（C=O）、1 460 cm-1和1 375 cm-1（C-H、C-C弯曲振动）；甲醇和异丙醇/氨水及异丙醇/乙酸提取物在1 667 cm-1附近还有一个吸收强度稍弱的吸收峰，可能为芳环骨架或酰胺缔合C=O双键。
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图3 NM4样品不同溶剂提取物红外光谱
Fig. 3 IR spectra of the extracts of NM4 relative to solvent
NM4提取物的GC-MS总离子流色谱图见图4。由图4可知，不同提取物的GC-MS的峰基本一致，主要集中在保留时间为17~25 min内，NM4-1石油醚提取物在保留时间27 min后基本没有峰，可能是因为石油醚的极性比较小，所提物质较少所致。

用NIST02标准质谱库对NM4提取物的GC-MS进行检出，相应峰值可能对应的检出物及其含量见表3。结果表明石油醚、异丙醇和甲醇的提取物主要为直链或环烃类化合物；两种醇的提取物所含化合物基本相同，但甲醇提取物中还鉴定到芥酸酰胺；氯仿及异丙醇/氨水和异丙醇/乙酸三者的提取物中除了含有直链或环烃化合物外还包括酯类、酰胺类和甾类化合物，这里异丙醇/氨水和异丙醇/乙酸混合提取剂的提取物基本相同，但比氯仿多酚、脂肪酸等。

由提取物的相对含量可以看出：石油醚、异丙醇和甲醇提取物中烃类含量占总提取物的95%以上，氯仿提取物中烃类含量占总提取物的90%左右，而异丙醇/氨水和异丙醇/乙酸提取物中烃化物仅占总提取物的70%左右。烃化合物是这6种提取物中含量最多的化合物，且碳原子数为20~31的长直链脂肪烃化合物，而且C23的直链烃含量最高。甾类化合物（主要为谷甾醇）仅从氯仿、异丙醇/氨水和异丙醇/乙酸作为溶剂时提取到的化合物中检测到，相对含量都不高，其中异丙醇/氨水提取到的甾体类化合物含量相对最高。 
 [image: image4.emf]12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

NH4-6

NH4-5

NH4-4

NH4-3

NH4-2

保留时间 

Retention time(min-1)

NH4-1

12.37

14.15

14.21

14.52

14.52

14.88

15.61

16.05

17.34

17.53

18.45

19.3220.22

21.06

21.87

22.64

23.39

24.13

24.88

26.92

30.22

30.22

32.71

20.22

14.21

17.34

17.53

18.45

19.32

20.22

21.06

21.87

22.64

24.13

30.22

17.53

18.45

19.32

20.22

21.06

21.87

22.64

24.13

24.88

26.73

17.53

18.45

19.32

20.22

21.06

21.87

22.64

23.39

24.88

26.73

17.53

18.45

19.32

20.22

21.06

21.87

22.64

23.39

24.13

24.88

26.73

17.53

18.45

19.32

21.06

21.87

22.64

23.39

26.73


图4 NM4样品不同溶剂提取物的总离子流色谱

Fig. 4 Total ions chromatogram of the extracts of NM4 relative to solvent
表3 NM4提取物及其相对含量

Table 3 Extracts of NM4 and their relative contents
	序号Number
	保留时间

Retention time(min)
	化合物

Compound
	分子式

Molecular formula
	相对含量

Relative content (%)

	
	
	
	
	NM4-1
	NM4-2
	NM4-3
	NM4-4
	NM4-5
	NM4-

6

	1
	12.37
	phenol,2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-
	C14H22O
	--
	--
	--
	--
	--
	3.73

	2
	14.15
	1,1-Bicyclohexyl,4-methy-4-propyl-
	C16H30
	4.39
	--
	--
	--
	--
	--

	3
	14.21
	Triethyl citrate
	C12H20O7
	--
	--
	--
	--
	3.17
	3.45

	4
	14.52
	1,3-Di(cyclohexyl)

but-1-ene
	C16H28
	5.38
	--
	--
	--
	--
	--

	5
	14.52
	Phytane
	C20H42
	--
	--
	--
	--
	--
	2.93

	6
	14.88
	1,E-11,Z-13-Hexadecatriene
	C16H28
	2.96
	--
	--
	--
	--
	--

	7
	15.61
	n-Heptadecane
	C17H36
	--
	--
	2.22
	--
	--
	--

	8
	16.05
	n-Nonadecane
	C19H40
	--
	--
	--
	--
	0.74
	--

	9
	17.34
	Dibutyl phthalate
	C16H22O4
	--
	--
	--
	--
	7.39
	6.15

	10
	17.53
	n-Eicosane
	C20H42
	2.22
	2.83
	9.72
	3.60
	5.99
	3.50

	11
	18.45
	n-Heneicosane
	C21H44
	8.16
	8.94
	10.99
	9.69
	10.19
	6.94

	12
	19.32
	n-Docosane
	C22H46
	16.44
	17.09
	18.00
	17.11
	18.02
	13.02

	13
	20.22
	n-Tricosane
	C23H48
	25.22
	23.07
	22.13
	25.99
	20.55
	18.99

	14
	21.06
	n-Tetracosane
	C24H50
	19.69
	17.33
	15.77
	18.55
	13.5
	14.94

	15
	21.87
	n-Pentacosane
	C25H52
	10.38
	9.2
	8.49
	11.81
	6.49
	8.28

	16
	22.64
	n-Hexacosane
	C26H54
	2.48
	2.77
	2.61
	3.15
	1.72
	2.74

	17
	23.39
	n-Heptacosane
	C27H56
	0.96
	1.88
	1.87
	3.34
	--
	--

	18
	24.13
	Erucylamide
	C22H43NO
	--
	--
	--
	2.45
	7.51
	10.21

	19
	24.88
	n-Nonacosane
	C29H60
	--
	2.48
	1.70
	1.81
	--
	--

	20
	26.73
	n-Hentriacontane
	C31H64
	1.72
	6.57
	6.50
	2.49
	--
	--

	21
	26.92
	n-Octacosyl acetate
	C30H60O2
	--
	4.41
	--
	--
	--
	--

	22
	28.61
	1,30-Triacontanediol
	C30H62O2
	--
	1.22
	--
	--
	--
	--

	23
	30.22
	γ-Sitosterol
	C29H50O
	--
	2.21
	--
	--
	1.73
	5.12

	24
	32.71
	Stigmast-4-en-3-one
	C29H48O
	--
	--
	--
	--
	2.99
	--


不同采样地点对土壤有机物提取的影响

采用前述提取NM4-6样品的工艺，对其它样品进行处理，粗提物的外观和重量见表4。由表4可知，不同地点的异丙醇/氨水提取物有一定差别，NM5和NM6样品的提取物重量最少，其它地点的样品提取物重量差不多，NM3提取物重量最高。

表4异丙醇/氨水对不同样品提取物的情况

Tbale 4 Extracts from different samples using isopropanol/ammonia
	溶剂

Solvent
	提取物

Extracts
	质量

Mass (g kg-1)
	外观

Appearance

	异丙醇/氨水

Isopropanol/

ammonia
	NM1-6
	0.65
	深褐色黏状物质

Dark brown

 sticky substance

	
	NM2-6
	0.51
	

	
	NM3-6
	0.73
	

	
	NM4-6
	0.61
	

	
	NM5-6
	0.32
	

	
	NM6-6
	0.30
	

	
	NM7-6
	0.53
	


紫外光谱结果显示，异丙醇/氨水对不同地点的提取物在200~480 nm范围内都有吸收，在波长230 nm左右吸光度开始急剧上升，到240 nm左右达到最高吸收峰值，而后开始下降，情况与图2相似。

红外光谱中，异丙醇/氨水对不同样品提取物的红外特征吸收峰基本一致，且与图3相似，不同的是1 215 cm-1、1 170 cm-1和1 042 cm-1附近有比较弱的吸收峰，可能来自酯键或醇的C-O-C扰动吸收；且在3 300cm-1附近有一吸收峰，可能是氨基或者羟基的吸收峰。

异丙醇/氨水对不同样品的提取物对应的可能化合物及含量见表5。通过GC-MS对这七个样品的初步鉴定结果显示，七个采样地点所含化合物基本相同，大致有30个，主要是酚、酯、烃、酸、酰胺、甾等六种化合物，这与文献中报道的土壤提取物所含有的种类基本一致[12-13]。

在检测到的有机化合物中烃类物质占有很大比重，主要是一些长直链烃类化合物，碳链长度集中在C20~C27之间，其中NM1、NM2和NM7样品中含直链烃的比例在30%左右，其它样品中直链烃类高达60%左右；除了NM1和NM6样品中C22的烃类最多外，其余样品中C23的烃最多。此外，还有一些带有支链的长链烃和一些烯烃，但含量相对较少。

酚类化合物主要在前五个样品中检测到，且含量相对较少，仅占检测到的化合物的1%~4%；前六个样品所含棕榈酸及其酰胺等长直链酸或酰胺的含量在10%~17%之间，而NM7所含该类物质的含量高达34%左右；样品检测所含柠檬酸三乙酯及邻苯二甲酸二丁酯等酯的含量占到总检有机物的15%~25%之间。甾类物质包括一些甾醇类及甾酮类化合物，在样品NM1和NM7中该类物质含量在25%~29%之间，而其余样品含量相对较少在2%~13%之间，尤其是γ-谷甾醇，其在各个样品中都有鉴别到并且其相对含量均在2%以上，NM1-6及NM7-6样品中的该提取物达到15%左右。

表5 不同地样品用异丙醇/氨水提取得到主要化合物

Table 5 Main compounds extracted from different samples with isopropanol/ammonia
	序号Number
	保留时间

Retention time (min)
	化合物

Compound
	分子式Molecular formula
	相对含量

Relative content (%)

	
	
	
	
	NM1-6
	NM2-6
	NM3-6
	NM4-6
	NM5-6
	NM6-6
	NM7- 6

	1
	12.33
	Phenol-2,5-bis(1,1-dimethylethyl)
	C14H22O
	1.86
	2.32
	1.79
	3.73
	1.45
	--
	--

	2
	14.13
	Triethyl citrate
	C12H20O7
	1.93
	2.98
	2.64
	3.45
	2.42
	2.79
	--

	3
	14.52
	Phytane
	C20H42
	--
	--
	--
	2.93
	--
	--
	--

	4
	16.36
	Phthalicacid, butyl, 2-pentyl ester
	C17H24O4
	2.29
	--
	--
	--
	--
	--
	--

	5
	16.51
	Nonadecane
	C19H40
	--
	--
	--
	--
	1.12
	--
	--

	6
	17.20
	Palmitic acid
	C16H32O2
	--
	2.66
	--
	--
	2.35
	--
	4.00

	7
	17.28
	Dibutyl phthalate
	C16H22O4
	7.05
	2.97
	8.76
	6.15
	1.98
	9.34
	--

	8
	17.49
	n-Eicosane
	C20H42
	1.26
	2.57
	3.80
	3.50
	2.87
	2.60
	--

	9
	17.99
	n-Tetradecanamide
	C14H29NO
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	2.50

	10
	18.43
	n-Heneicosane
	C21H44
	4.20
	6.74
	6.71
	6.94
	7.91
	6.06
	3.32

	11
	18.94
	Hexadecanamide
	C16H33NO
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	4.77

	12
	19.32
	n-Docosane
	C22H46
	9.33
	12.36
	14.54
	13.02
	16.27
	14.77
	5.69

	13
	20.18
	n-Tricosane
	C23H48
	8.00
	15.73
	16.19
	18.99
	20.39
	13.88
	7.26

	14
	20.85
	(Z)-9-Octadecenamide
	C18H35NO
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	4.22

	15
	20.91
	9-Octadecenamide
	C18H35NO
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	5.04

	16
	21.01
	n-Tetracosane
	C24H5O
	7.99
	13.84
	14.21
	14.94
	16.76
	11.18
	5.11

	17
	21.83
	n-Pentacosane
	C25H52
	4.90
	8.23
	7.06
	8.28
	8.95
	6.25
	4.18

	18
	22.31
	Phthalic acid, di(2-propylpentyl)ester
	C24H38O4
	4.28
	1.15
	2.61
	--
	--
	1.36
	--

	19
	22.60
	n-Hexacosane
	C26H54
	2.03
	3.30
	2.49
	2.74
	2.93
	2.75
	--

	20
	23.35
	n-Heptacosane
	C27H56
	1.04
	1.49
	1.68
	--
	1.05
	1.60
	--

	21
	24.06
	Erucylamide
	C22H43NO
	14.01
	15.07
	10.35
	10.21
	10.65
	13.09
	14.04

	22
	24.36
	Squalene
	C30H50
	--
	1.16
	--
	--
	0.74
	--
	--

	23
	24.83
	Alkane
	notknown
	--
	--
	--
	--
	--
	1.67
	--

	24
	26.95
	7-Dehydrodiosgenin
	C27H40O3
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	2.70

	25
	28.84
	Campesterol
	C28H48O
	6.25
	--
	--
	--
	--
	2.10
	7.13

	26
	29.31
	Stigmasterol
	C29H48O
	2.25
	--
	--
	--
	--
	3.99
	4.41

	27
	30.21
	γ-Sitosterol
	C29H50O
	14.30
	7.45
	5.52
	5.12
	2.15
	6.58
	15.77

	28
	31.94
	Stigmasta-3,5-dien-7-one
	C29H46O
	1.55
	--
	--
	--
	--
	--
	--

	29
	32.70
	Stigmast-4-en-3-one
	C29H48O
	2.22
	--
	--
	--
	--
	--
	--


GC-MS对柱色谱分离后得到的化合物鉴定结果

异丙醇/氨水所有提取物经过柱色谱分离纯化后，分别收集到在薄层板上显示Rf为0.56和0.21（A、B）两部分物质。A部分的化合物主要出峰时间集中在30~34 min之间，而B部分的化合物主要集中在25~30 min之间。对它们分别进行GC-MS分析，A部分的GC-MS总离子流色谱图出峰比较明显，分离效果比较好，有四个相对较大的峰，由质谱图库检索每个峰所对应的化合物主要为甾酮类物质（表6），占总量的80%左右。B部分的GC-MS总离子流色谱图峰型相对比较复杂，峰比较多，化合物没有完全分离开，由质谱图库检索每个峰所对应的可能化合物为甾烯类或者甾醇类物质（表6），其中甾醇的含量较高，占总量的85%以上，甾烯的含量较少，只占7%左右。
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图5 A和B的总离子流色谱

Fig. 5 Total ions chromatogram of A and B

表6 A和B通过GC-MS鉴定所得化合物表

Table 6 Compounds identified with GC-MS in A and B
	样品

Sample
	序号

Number
	保留时间Retention time (min)
	化合物

Compound
	分子式Molecular formula
	相对含量Relative content (%)

	A
	1
	24.42
	Erucylamide
	C22H43NO
	4.22

	
	2
	31.54
	a-Spinasterone
	C29H46O
	15.06

	
	3
	32.68
	Stigmast-4-en-3-one
	C29H48O
	43.93

	
	4
	33.37
	Stigmasta-3,5-dien-7-one
	C29H46O
	18.18

	B
	5
	26.21
	Ergost-5-en-3-yl acetate
	C30H50O2
	1.36

	
	6
	26.48
	Stigmastan-3,5-diene
	C29H48
	3.69

	
	7
	26.94
	7-Dehydrodiosgenin
	C27H40O3
	1.98

	
	8
	27.17
	Stigmastan-3,5-diene
	C29H48
	3.82

	
	9
	27.44
	Cholest-5-en-3-ol
	C27H46O
	2.46

	
	10
	28.03
	(3b)-Ergosta-5,24(28)-dien-3-ol
	C28H46O
	1.21

	
	11
	28.82
	Campasterol
	C28H48O
	19.12

	
	12
	29.28
	Stigmasterol
	C29H48O
	17.90

	
	13
	30.20
	γ-Sitosterol
	C29H50O
	46.77


 MACROBUTTON  AcceptAllChangesShown 结 论 
先经溶剂超声萃取，再用柱色谱进行分离，对典型内蒙古草原牧草土壤有机物分离提取发现使用石油醚、异丙醇和甲醇等单溶剂超声萃取所得萃取物主要为直链或环烃类化合物；而氯仿及异丙醇/乙酸和异丙醇/氨水的超声萃取物除了含有直链或环烃化合物外，还包括酯类、酰胺类和甾类化合物。以石油醚：乙酸乙酯（4:1）为展开剂，对后部分萃取物进行柱色谱分离，可以得到两部分化合物（A和B）；经GC-MS测定，前者主要含有四种化合物，其中甾酮物占到80%左右；后者所含有化合物较多，主要为甾烯和甾醇化合物，占到总量的90%左右。
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Isolation and Identification of Soil Organic Matter in Inner Mongolia Grassland
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 【Objective】Inner Mongolia grassland is not only one of the important meat and milk production areas of China, but also an important ecological barrier in North China. In recent decades, in addition to global climate warming and continuous drought, unreasonable use of the land resources has caused severe degradation of the grassland, and reduction of the soil’s capacity of accommodating rain water. Consequently, the soil is becoming more and more water repellent. In order to find out causes of water repellency and to help to solve the problem, it is necessary to get to know exactly distribution, species and content of the soil organic matter in the grassland, and especially relationship of the organic compounds with soil water repellency, so as to facilitate monitoring and eliminating soil water repellency. The purpose of this paper is to establish a method for separation and purification of soil organic compounds in the grassland, to obtain some certain-structured organic matter, and to lay down some foundations for further studies on relationship of the organic compounds with soil water repellency.【Method】In this paper, soil samples were collected from the surface soil layer (0~5cm) of a tract of forage grassland in the south of Xilinhot city, Inner Mongolia and petroleum ether, chloroform, isopropanol, methanol, isopropanol/acetic acid(7:3), isopropanol/ammonia (7:3), different in polarity were used as extraction agent for ultrasonic extraction of the soil samples. Crude extracts were tentatively identified with UV, IR and GC-MS, and then processed with column chromatography to get different species of organic compounds. 【Result】The following findings were obtained. The crude extract, using isopropanol/ammonia, isopropanol/acetic acid as extraction agents was quite large in quantity, while those using petroleum ether, chloroform, isopropanol and methanol as extraction agents was less. The extracts using different solvents differed in appearance, the crude extracts using petroleum ether, chloroform, and isopropanol appeared to be yellow; while those using isopropanol/acetic acid and isopropanol/ammonia, dark brown. The UV-Vis absorption wavelengths of all the crude extracts were concentrated in the range of 200~480 nm. The crude extracts, though using different extractants, were basically quite similar in infrared spectrum, but their chief absorption peak appeared separately at 2 960 cm-1, 2 920 cm-1, 2 850 cm-1 (C-H stretching vibration), 1 732 cm-1 (C=O) 1 460 cm-1 and 1 375 cm-1 (C-H, C-C bending vibration). Besides a relatively weak absorption peak was observed in the vicinity of 1 667 cm-1, in the IR spectra of the crude extract using methanol and isopropanol/ammonia and isopropanol/acetic acid, reflecting the existence of aromatic skeleton or amide associated with a C=O double bond. Comparison between the GC-MS of the crude extracts and the standard mass spectra reveals that hydrocarbons made up about 95% of the crude extract using petroleum ether, isopropanol or methanol extract, and only about 70% of the total extract using isotropanol/ammonia or isopropanol/acetic acid extracts, and both were dominated with C23 linear hydrocarbon. Steroid (mainly sitosterol) was only detected in the crude extracts using chloroform, isopropanol/ammonia and isopropanol/acetic acid. The crude extract using isopropanol/ammonia was further separated and purified with column chromatography, and then two portions of substances displaying Rf=0.56 and 0.21(A, B) (petroleum ether: ethyl acetate = 4: 1), respectively, were obtained on the plate. In the GC-MS spectra, the retention time of the compound in Part A varied mainly in the range of 30 ~ 34 min, while that in Part B mainly in the range of 25 ~ 30 min.【Conclusion】The crude extract using petroleum ether, isopropanol or methanol as extractant was composed mainly of linear or cyclic hydrocarbons; and that using chloroform, isopropanol/acetic acid (7:3) or isopropanol/ammonia (7:3) mainly of esters, amides and steroids besides in addition to linear or cyclic hydrocarbons. The crude extract using isopropanol/ammonia (7:3) was separated into Part A and Part B with column chromatography. Part A was identified as steroidal ketones, and Part B as oxygen-free sterenes or sterols with GC-MS and MS library search.
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