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核磁共振研究完整野生

大豆种子脂肪酸组成

关 剑 秋 孝 延 文

(中国科学院长春应用化学研究所 )

徐 豹

(吉林省农业科院大豆研究所 )

摘 要

本文首 次报导 了用 “ C 核磁共振测定完整野生大豆种子的 脂肪酸组成
,

并对 方法做了论 证
.

肯定了其 准确
、

快速
、

不破坏种子生 活力的特点
。

发现高蛋 白野生大豆 (蛋 白质 含量 > 50 肠 ) 中

有亚麻酸含 量较低的种子
; 发现 吉林省不同进化 类型大 豆亚麻酸的含量为

.

野生 > 半野 生 > 半 栽

培 > 栽培大 豆
.

认为核磁共振技术能有效地用于油 份品质的遗传研究
,

加速育种进程
。

, 3 C 核磁共振 (简称 N M R ) 方法已经成功地用来直接观测完整 油 料 种 子 的 化学

组成
。

由于它具有快速
、

准确
、

不破坏种子胚芽的优点
,

目前 N M R 方法已被公认为是

测定种子脂肪酸的最新方法
。

早期工作是采用
’ H一 N M R 方法 〔`〕,

但它很难克服 由于

种子的不均匀而产生的波动
,

随着付里叶变换技术在核磁中应用
,

大豆脂肪酸 的 N M R

信息的获得才得以实现
。

S e h a e f e r
和

s il o o
l
e r y 的工作 〔2 , ” 〕是很有成效的

。

我们未见到对完整野生大豆种子脂肪酸组成
` “ c
一 N M R 测定的报导

。

本文 简 要 介

绍我们在选择实验条件上的方法论证
,

并着重介绍 N M R 在野生大豆脂肪酸 测 定 中的

应用
。

材 料 和 方 法

1
。

材料

本试验选用吉林省农科院大豆研究所提供的省内不同蛋白质含量的野生大豆 14份
,

不同进化类型及我国不同纬度地区野生大豆 11 份
。

2
.

方法论证

我们在利用天然丰度
’ “ C 核磁共振测定植物油中脂肪酸组成囚的基础上

,

开展对完

本文于 19 8 5年 7月 4日收到
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整大豆种子脂肪酸的定量测定工作
。

大豆油脂是以甘油三酸醋 (Tr i gly e cr i d )为主要形式
。

在侧链上连结的不饱 和 脂

肪酸 (主要有亚麻酸
、

油酸
、

亚油酸 )及饱 和脂肪酸 (主要有棕搁酸
、

硬脂蜘 的各基

团的碳原子所贡献的信号峰的化学位移 (旬 及归属闭列于表 1,

大豆 N M R 谱 (图 1)

p 口 )

图 1
。

F 19 1
.

野生大豆 (吉 1 3 # ( 2 ) ) ’ “ C一 N M R 谱
1 3 C一 N M R S P e e t r u m o f w i ld S o y b e a n

信号峰标记是
: 1 峰是一 C H 3

碳 贡 献峰
,

是五种脂肪酸末端甲基碳
; 2 一 8 峰是链上

一 C H Z
一饱和碳原子所贡献峰

; 9 ,

10 是甘油三酸 脂侧链 一 C H Z
一 及 一 C H一贡献峰 ,

1 1 , 1 2 , ; 3峰是不饱和脂肪酸双键飞c 一 c 了基团贡献峰
,

因为
, 。 , ; 。峰不作计算

,

一 ` , ` “ , 一 “ 一
干 ~

”
’

“ 0 “ 曰 ” 口 ’
脚队从 ` / ~ 一 \ ~ ~

岁无 蒯
、

坪
’
目

/ , ’ “ ’ ` “

坏
`

” ’ 「 “ ,

钾
,

在表 1 中不列入
。

标记 X 是亚麻酸一 C H :
一单碳峰

,

一般不易观测
。

关于完整大豆种子油脂肪酸定量测定不 同于植物油的方法
。

植物油中可以加人弛豫

试剂缩短自旋一晶格弛豫时间 ( T l
值 )

,

利用反转门控去偶方式
,

选择最佳参数条件可

以从指定峰积分值计算脂肪酸百分含量
。

从混合标样测试结果分 析
,

标 准 统计偏差为

士。
,

。 0 4 ,

相对误差~ 0
.

7%
。

因为大豆粒无法加入弛豫试剂缩短 T ,
值

,

上述方法是不能

采用的
。

我们是采用快脉冲扫描
,

质子噪声去偶的方式
,

但该方法要考虑 N O E 效 应导

致的谱线增强
,

即峰面积的积分值与碳原子的数目不成正比
,

为实现定量计算
,

采用了

气相色谱法对大豆相应油 (乙醚浸取 ) 准确钡吐出脂肪酸含量
,

依此数据对 N M R 各峰进

行校正
。

从两种方法平行数据分析的结果
,

方法是准确可行的
,

而且重现性好
。

实验条件
:
利用 J E O L一 F X 1 00 N M R 谱 仪

,

在 25
.

05 M H :
频 率 下

,
必 s m m 样品

管 (栽培大豆用 必10 m m 样品管 ) 种子经 D 习O浸泡
,

D S S 为内标
,

0
.

5 秒快脉冲扫 描
,

噪声去偶
,

无脉冲延迟
, s k 数据点

,

倾倒角 4 5
“ ,

谱宽 s o o 0 H z ,

经 3 0 0 0 次累加
, 2 0一

3。分钟可以获得清晰大豆谱
。
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注
:

碳原子归属下角标为碳的位置
,

上 角标 为组份
,

其 中 a
一亚麻酸

,

b一亚油酸
,

一油酸
,

d一棕桐酸及硬脂

酸含量
,

人一五种脂肪酸含量
。

. 酿基 峰中游离脂肪 酸狡基碳 峰在此重叠
.

结 果 和 讨 论

1
.

野生大豆油脂脂肪酸组成

高蛋 白含量 ( > 50 % ) 的野生大豆一般含油量在 6 % ~ 10 %
,

样 品 取 0
.

1一 0
.

2 克

进行测量
,

对有价值的样品取 2 粒也可以分析
,

测完后的种子立即用沪纸吸 水 晾 千 回

收
,

不影响种子发芽
。

从部分高蛋 白的野生大豆测定结果分析
,

有的样品亚麻酸接近栽

培大豆
。

图 1 是吉 1 3非 ( 2 ) N M R 谱
,

亚麻酸含量 9
.

04 %
,

表 2 中列出部分样品结 果
。

对于不同纬度野生大豆脂肪酸组成列于表 3 。

野生大豆亚麻酸和油酸含 量 呈 负根

关
,

与庄无忌 ( 1 9 84 ) 〔” 〕报导趋势一致
。

核磁方法可以直接用于微量种子 基 因 型的 筛

选
,

由于不破坏种子的生活力
,

在提高油份质量的遗传研究上有特殊意义
,

可提高育种

效率
。

由于大豆谱峰面积重叠
,

我们是采用计算机自编程序分峰处理计算面积积分值
,

所

计算脂肪酸相对百分含量标准偏差为土 。
.

24 (一份样品六次测量计算结果 )
。
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表 2
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表 3

T盆b le 3

不同纬度地区野生大豆 的脂肪酸组成
T h e f a t t y a e i d e o m Po s i t l o n o f w i ld s o y b e a n a t d i f f e r e n t I a t i t u d e s

亚 麻 酸 亚 油 酸 油 酸 } 棕润酸 + 硬脂酸

1 2
。

2 2

1 5
。

6 8

5 4
。

4 2

5 3
。

4 6

1 5
。

3 2

1 2
。

5 7

:::

1 2
。

7 3

1 3
。

3 4

1 1
。

2 8

9
.

5 9

1 1
。

6 4

1 2
。

5 9

13
。

2 1

12
。

6 0

1 5
。

0 2

14
。

0 2

1 4
。

8牙

1 5
。

4 0

1 4
。

3 2

1 4
。

9 4

1 6
。

2 5

16
。

0 7

1 6
。

2 3

15
。

9 8

1 4
。

9 0

16
。

4 2

14
。

6 5
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。

7 7

1 9
。

9 7

18
。

3 4

1 6
。

8 4

1 8
。

2 8

17
。

1 5

18
。

4 8

1 6
。

0 5

1 6
。

0 6

18
。

6 3

17
。

6 8
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2
.

不同进化类型的野生
、

半野生
、

半栽培
、

栽培大豆 N明R分析

这里介绍四种材料的 N M R 扫描谱
,

用估量的方法解析谱图
。

图 2 展示出野生大豆

( A ) 从亚麻酸单碳贡献峰标记 X 及 13 可以明显观察其含量较高
。

半野生大豆 一 般 谱

为 ( C )
,

从单碳贡献的烯碳峰 13 比 ( A ) 的对应峰弱
,

值得提出的是为了 相 对 比 较
,

样品量及参数设置条件是相同的
。

我们在半野生大豆的群体中发现特殊变异材料
,

图 2

( )B 谱中烯碳峰 13 与 12
,

11 峰面积比为 1
.

0 : 2
.

6 : 1
.

5
,

显然 13 峰有其它不饱 和 脂

肪酸的烯碳峰重叠
,

由于样品太少未做 G C一 M C 方法探查
。

(D ) 谱为半栽培大豆
,

同

一群体的样品中亚麻酸含量高者接近半野生大豆
,

低者接近栽培大豆
,

( )E 谱 为 栽 培

大豆的 N M R 谱
,

单碳贡献峰几乎难以观察
。

中间谱峰 ( 61
.

10 一 10 4
.

4PP m ) 是五种搪



3 期 关剑秋等
:

应用
’ 3

C核磁共振研究完整野生大豆种子脂肪酸组成
’

20 1

(产 )

{

p P皿

毛 0 夕

0 (p p皿 )

(p P m)



2 02大 豆 科 学 5卷

(刀 J

1扭 01 7 1 0 60
0(今 P口 )

` 石 )

加一七瓜毗 J虹
0( pP哪

图 2
。

F 19 2

(A )野生大豆

( w1l d )

B ( )半野生大豆

(s em i
一

w il d )

( O )半栽培大豆

(s em i一u elt iv at e d )

(C )半野生大豆

(s em iwl id )

(E )栽培大豆

(u elt iv at e d )

信号峰
,

甘油三酸醋侧链两个醋基峰埋在其 中
。

随着野生一半野生一半栽培一栽培的进化
,

大豆的百粒重逐步增大
,

从 以 上 图 谱

看
,

亚麻酸的含量随进化而减少
,

这与我们 1 9 8 4 年的报导〔“ 〕是一致的
。

从核磁方法对部分野生大豆的分析表明
,

它是测定种子脂肪酸的有效方法
。

从文献

报导及我们的测试分析认为
,

气相色谱法
,

近红外反射光谱比 N M R 方法结果高些
。
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