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摘要　摘下生长 8天的大豆子叶 ,在不同浓度茉莉酸溶液中浸泡一定时间 ,用甲醇提取大豆异黄

酮 ,经高压液相色谱(HPLC)测定 ,研究子叶表面伤口 、浸泡时间以及茉莉酸浓度对大豆异黄酮的

影响 。结果显示:在对照组(0. 1%乙醇),子叶表面的伤口不影响异黄酮的分配比例;而用茉莉酸浸

泡组 ,健康子叶中几乎不存在游离型的大豆甙元和染料木黄酮;丙二酰大豆甙和丙二酰染料木甙所

占比例随着浸泡时间的延长而下降 ,大豆甙元和染料木黄酮所占比例随浸泡时间的延长而增加 ,大

豆甙和染料木甙所占比例不随浸泡时间而变化;20μM 茉莉酸溶液浸泡的子叶中异黄酮总量最低 。
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　　大豆(Glycine ma x [ L. ] Mer r)异黄酮是大豆

体内积累的一类次生代谢物 ,人们关注较多的主要

有 12种 ,包括 3种游离型的甙元和 9种结合型的糖

甙
[ 1]
,主要分布在大豆种子的子叶和胚轴中 ,其种类

和含量受很多因素影响 ,除与大豆品种 、储存时间 、

地理环境等因素影响外[ 2 ～ 4] ,还受多种激发子的影

响 ,不同激发子对异黄酮形成的影响不同
[ 5 ～ 7]

。与

以往常用的生物或非生物激发子不同 ,茉莉酸(Jas-

monic acid , JA)是一类高效的植物内源性激素 ,在

植物中广泛存在并具有广谱的生理效应 ,调控许多

基因的表达
[ 8 , 9]
。研究表明 JA 不仅调控着植物生

长发育过程中基因表达 ,如种子的萌发和生长 、贮藏

蛋白的积累 、花与果实的发育等[ 10 ～ 12] ;还调控着与

植物自身防御系统有关的基因表达 ,如对真菌感染 、

病虫害入侵 、机械损伤及逆境胁迫等
[ 13 ～ 16]

。外源茉

莉酸刺激是研究茉莉酸作用的常用方法之一 ,本研

究采用茉莉酸浸泡的方法研究了茉莉酸对生长 8天

的大豆子叶中异黄酮的影响。

1　材料和方法

1. 1　试验材料

选用中黄 13(中作 975)大豆 ,由中国农业科学

院作物育种栽培研究所提供。大豆甙元(Daidzein

- D)、大豆甙(Daidzin - DI)、丙二酰大豆甙(6″- O

- malonyldaidzin , MGD)、染料木黄酮(genistein -

G)、染料木甙(genistin - GI)、丙二酰染料木甙(6″-

O - malony lgenistin , MGG)、大豆黄素(gly citein -

GL)、7 , 4′- 二羟基 - 6 -甲氧基异黄酮 - 7 - 葡萄

糖苷(gly cit in - G LY)标准品购自美国 LC Labora-

tories (165 New Boston Stree t , Wobum MA

01801),标准品溶解在二甲基亚砜(DMSO)中;茉莉

酸标样购自美国 Sigma公司 ,溶解在 0. 1%乙醇中;

Glycino l、G lyceollins 标准品为 Ebel , J. 教授(De-

partment of Bioo rganic Chemist ry , Max Planck In-

stitute fo r Chemical Ecolog y , Germany)惠赠 , 其

它试剂均为色谱纯 。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　植物材料的准备

精选的大豆种子用 0. 75% N aClO 消毒处理

10min ,清水冲洗 3 遍 ,播种在灭菌的湿润蛭石上 ,

于组培间中发芽并生长8天(25℃,每日16h光照)。
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切下健康子叶 ,进行以下试验 ,每组重复 2 次 ,测定

结果取平均值:将大豆子叶分别浸泡在 0. 1%乙醇

(对照)、10μM 、20μM 、40μM 、50μM JA 溶液中 , 每

一浓度设 H (Healthy , 完整健康子叶) 和 W

(Wounded ,子叶表面有 2×2mm的伤口)2组 ,25℃

黑暗中保温 24h 、48h 、72h 后分别取样 ,迅速放入液

氮冷冻 , - 70℃储存 ,备用 。

1. 2. 2　异黄酮的提取

将 1. 2. 1 中获得的植物材料在液氮中充分研

磨 ,按照 0. 1g 鲜重加入 1mL 色谱纯甲醇的比例提

取 ,密闭 、避光超声波振荡 15min 。8000 rpm 离心

10min ,吸取上清液 ,经 0. 45μm 微孔膜过滤 ,转移至

1mL 色谱专用小瓶中封口 ,4℃保存待测 。

1. 2. 3　异黄酮的测定

HPLC系统(high pressure liquid chromatog ra-

phy , 高压液相色谱)采用 Waters 600 Controller;

Waters 2695 Separat ions Module;Pharmacia LKB

HPLC column Oven 2155 ,Waters TM 996 型光电

二极管系统检测器(Photodiode Ar ray Detector),

Millennium 32数据处理软件 。柱子为 luna 3μC18

(2)(150′4. 60mm )(美国 Phenomenex 公司);柱

温:40℃;采用二元流动相 ,A 液为 0. 1%三氟乙酸 ,

B液为 100%乙腈 ,流速为 1 mL /min 。梯度洗脱:

20min 内 A 由 95%降至 75%,随后 20min 内 A 由

75%降至10%,持续 7min ,最后7min内 A 由 10%

升至 95%, 运行时间为 54min , 扫描波长:240 ～

600nm , 检测波长:280nm , 进样量 10 μL。样品根

据标准品的保留时间定性 ,根据标准峰面积定量。

2　试验结果

2. 1　子叶表面伤口对异黄酮成分的影响

在 HPLC谱图上可以检测到 6 种大豆异黄酮 ,

其保留时间分别为:DI ,14. 046min;GI ,17. 860min;

MGD , 18. 813min;MGG , 22. 194min;D , 23. 895

min;G , 26. 903min。未检测到 Glyci tin 、Glycitein 、

Glycinol及其异戊烯化的产物 Glyceo llins。H 组和

W组的结果对比显示:在所测定的几种浓度下 ,通

常子叶表面伤口的存在与否并不影响所测几种异黄

酮的比例 , 85%以上以结合型糖甙 DI、GI 、MGD 、

MGG形式存在 ,且 DI∶GI 、MGD∶MGG 约为 1∶

1;游离型的 D+G 所占比例较低 。多数情况下 ,未

酰基化的 DI +GI 所占比例高于丙二酰基化的

MGD+MGG ,而对于 10μM 、20μM 和 40μM 茉莉

酸处理的W 组 ,丙二酰化的 MGD+MGG 高于 DI

+GI 。但是 ,在 10μM 和 40μM 茉莉酸处理的W组

中 ,DI 所占比例明显低于 H 组。

图 1　50μM 茉莉酸(W 组)浸泡大豆子叶

(保温 48小时)高效液相色谱图

F ig. 1　HPLC Pro files of co tyledons (w ound surface)

so aked in 50μM JA and incubated in the da rk for 48h

2. 2　浸泡时间对大豆中异黄酮成分的影响

在W 组 ,用 20μM JA(图 2 - B)浸泡的样品中

DI 、GI 、MGD 、MGG的比例并不随浸泡时间的延长

而改变;D和 G 所占比例很小 。对照组(图 2 - A)

和 50μM JA 、10μM JA 、40μM JA 处理组 6种异黄

酮的变化趋势相似:DI 、GI的变化与 20μM JA 处理

组相同 ,所占比例基本不变;MGD 、MGG 随浸泡时

间的延长而逐渐下降 ,而游离型的 D 、G所占比例则

随着浸泡时间的延长而逐渐上升 ,表明丙二酰化的

异黄酮糖甙逐渐脱去丙二酰化的糖基水解成为游离

的 D 、G 。有报道认为在大豆加工过程中 ,不同的加

工方法对大豆异黄酮含量和成分影响很大 ,浸泡和

加热会使丙二酰异黄酮糖甙减少 ,而相应的乙酰化

异黄酮和游离甙元增加[ 1] 。本研究结果表明大豆子

叶用 0. 1%乙醇或一定浓度的茉莉酸浸泡后异黄酮

的种类也会发生改变 ,丙二酰异黄酮糖甙减少 ,游离

型异黄酮增加。

2. 3　茉莉酸浓度对大豆异黄酮成分及含量的影响

20μM JA 处理的子叶中异黄酮分配比例与其

它处理明显的不同是在 DI 与 GI 的比例约为 1∶

10 ,即未酰基化的异黄酮糖甙以 GI 为主 ,而在其它

处理中 ,DI与 GI 的比例基本为 1∶1 ～ 2。

H 组和W 组试验结果相似(图 3),20μM JA处

理的子叶中异黄酮总量(以 D 、G 、DI 、GI 、MGD 、

MGG 总和计)最低 ,为 695μg /g 鲜重;40μM JA 处

理的子叶中异黄酮总量最高 , 为 996μg /g 鲜重。

0. 1%乙醇 、50μM JA 浸泡的样品中 ,异黄酮总含量

差别不大 ,且在 72h 内基本恒定;20μM JA 、40μM

JA 、10μM JA处理的样品中异黄酮总量在 48h 时达
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到最高 ,之后则下降 。

图 2　浸泡时间对大豆异黄酮的影响

A:0. 1%乙醇(对照);B:20μM 茉莉酸

Fig. 2　The soaked time effect on the isoflavonoids

A:0. 1% e thanol(the contro l);B:20μM JA

△daidzein ■ genistein ▲ daidzin □ genistin  MGD ○ MGG

图 3　茉莉酸浓度对大豆异黄酮的影响

A:健康子叶组;B:表面有伤口组

F ig. 3　Effect o f the con. of JA on the soybean lso flav onoids

A:health co tyledons;B:w ounded co tyledons

+ 0. 1% Ethano l ■ 10μM JA  20μMJA

□40μM JA  50μMJA

3　结论与讨论

通过以上试验表明:不同于其他激发子[ 5 , 6] ,茉

莉酸浸泡大豆子叶中未检测到异戊烯黄酮 Glyceo l-

lins和其前体 Glycinol ,也未检测到 Glyci tin和 Gly-

citein , 只检测到了 6 种大豆异黄酮:Daidzein 、

Genistein 、Daidzin 、Genistin 、MGD 和 MGG 。对于

对照样品子叶表面的伤口不影响异黄酮的分布 ,但

是对于茉莉酸处理组 ,异黄酮的分配比例与所用茉

莉酸的浓度有关 ,其中 20μM 浸泡的子叶中 GI所占

比例显著高于其它处理。

茉莉酸溶液浓度不仅影响大豆异黄酮的比例分

配 ,对异黄酮总量也有一定影响 。50μM 茉莉酸处

理组异黄酮总量与对照组相近 ,且在试验的 72h 内

含量基本不变 。20μM 茉莉酸处理组所形成的异黄

酮总量最低 ,同时总含量随浸泡时间延长下降也较

其它浓度快。

无论是对照还是用不同浓度茉莉酸处理的子叶

中丙二酰化的异黄酮糖甙(MGD 、MGG)所占比例

随着浸泡时间的延长(72h 内)而下降 ,而游离型的

D 、G所占比例随浸泡时间的延长而增加 ,但是未被

酰基化的结合型糖甙 DI 、GI所占比例却并不随浸泡

时间的延长而改变。这表明丙二酰化的异黄酮糖甙

比未被酰基化的糖甙更易水解掉糖基而形成游离型

的异黄酮。这一性质对于我们在大豆产品加工过程

中如何更好地保留住某类(种)特异性的异黄酮具有

一定的指导意义。

通常情况下 ,激发子的刺激会不同程度地诱导

大豆中异戊烯化异黄酮 Glyceollins 的形成
[ 5 , 7]
,但

是在本试验条件下并未检测到 Glyceollins ,一方面

可能是由于外源茉莉酸的刺激不足以激活或诱导

G lyceollins的生物合成;另一方面可能是本研究所

采用的处理子叶的方法(浸泡法)影响到茉莉酸作用

的充分发挥;或有可能茉莉酸刺激形成的 Glyceo l-

lins 又随即降解成其他物质;还有可能是形成的

G lyceollins或 Glycinol以及其它种类的大豆异黄酮

留在了浸泡的溶液中 ,而我们没有对浸泡子叶后的

溶液进行检测 ,以上这些情况都有待于今后进一步

研究确证。本试验初步研究了茉莉酸对大豆异黄酮

的影响 ,作为植物体内信号分子的茉莉酸与大豆异

黄酮形成关系的研究在植物抗病 、高效生物活性物

质形成等方面具有一定的理论和实践意义。
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EFFECTSOF EXOGENOUS JASMONIC ACID ON ISOFLAVONOIDS

IN Glycine max [ L.]MERRI.
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Abstract　A series of experiments w ere designed to study the relat ionship betw een the isof lavonoids and

the cotyledon wounded surfaces , the concentrations of jasmonic acid (JA) and the soaked time. 8 - day -

old soybean (Glycine max [ L. ] Merri) co ty ledons w ere so aked into jasmonic acid solutions. Isof lavonoids

were ex tracted by me thanol and de tected by high pressure liquid chromato graphy(HPLC). T he re sults

show ed that the re w as no effect the surface w ound on the isof lavonoids. The rat io of the 6″- O - malony l-

daidzin(MGD) and 6″- O - malonylgenistin(MGG)decreased and the ratio of daidzein and genistein in-

creased , while the ratio o f daidzin and genist in kept stable during 72 hours soaked period. The total a-

mount of isof lav onoids in 20μM JA treated samples w as the low est and decreased most quickly among the 5

concentrations used.

Key words　Glycine ma x [ L. ] Merri;Coty ledons;Jasmonic acid;Isof lavonoids
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