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硝酸银诱导不同大豆品种中大豆抗毒素
生成量的差异
冯东岳

1,2
，石 波

1,*，梁 平
1

(1.中国农业科学院饲料研究所，北京 100081；2.全国水产技术推广总站，北京 100125)

摘 要：目的：研究硝酸银对不同黄豆、青豆和黑豆诱导大豆抗毒素生成量的比较。方法：以0.01mol/L硝

酸银为诱导剂，采用分析型高效液相法测定9种不同品种大豆产生大豆抗毒素的生成量。应用C18反相色谱柱

(4.6mm×250mm，5μm)，以乙酸水溶液(pH3)和乙腈为流动相，进行梯度洗脱，流速1mL/min，柱温40℃，检测波

长285nm。结果：在相同的提取和测定条件下，硝酸银诱导大豆生成大豆抗毒素的生成量由高至低顺序为青豆、黑

豆、黄豆。结论：本研究结果可为合理选择不同种类的大豆进行大豆抗毒素的研究和应用提供依据。
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Comparison of the Changes in Glyceollin Production in Different Types of Soybeans (Giycine max) Induced by Silver Nitrate
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Abstract：Objective: To compare the changes in silver nitrate-induced glyceollin production in three types of soybeans: 
yellow, green and black, each of which consisted of three cultivars. Methods: Glyceollin production in soybeans was induced by 
0.01 mol/L silver nitrate solution and determined by HPLC. The chromatographic separation was performed on a C18 column (4.6 
mm × 250 mm, 5 μm) using a mobile phase consisting of acetic acid solution (pH 3) and acetonitrile at a fl ow rate of 1 mL/min 
through gradient elution. Glyceollin was detected at 285 nm. Column temperature was set at 40 ℃. Results: Under the same 
extraction and determination conditions, silver nitrate-induced glyceollin production in soybeans decreased in the following 
order: green ＞ black ＞ yellow. Conclusion: The results obtained in this study can provide evidence for the selection of suitable 
soybean type for research and applications of glyceollins.
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随着大豆(Giycine max)与人类健康关系研究的深入，

科学家们发现亚洲女性在传统饮食结构中由于摄入低脂肪

的豆类较多，与欧洲女性相比较患乳腺癌的几率降低了

4～6倍[1]
。这主要归因于豆类中含有的健康元素异黄酮，

包括染料木素、大豆苷元等，它们也被称为植物抗毒素，

具有抑制微生物生长的作用。同时，这些物质也是一种雌

激素，在抑制人类癌细胞增殖方面有重要作用
[2]
。

随着研究的深入，除了大豆本身所固有的异黄酮大

豆苷元、染料木素具有类雌激素作用外，当大豆受到外

源物质(包括物理、化学和微生物等因素)刺激后，发生自

身防卫反应
[3-4]

，诱导累积产生了一种异戊二烯化的异黄

酮
[5]
，称为大豆抗毒素(glyceollins)。它不仅具有植物抗毒

素作用，同时也是一种类雌激素物质，对乳腺癌、前列

腺癌、心血管病和骨质疏松有一定的预防作用
[6]
，受到越

来越广泛的关注，大豆抗毒素已经成为大豆中的又一健

康元素
[7-9]

。大豆抗毒素共有6个异构体，其中3 个异构体

最常见，分别是 GlyⅠ、GlyⅡ、GlyⅢ，如图1所示。结构

式为：C20H18O5，(M+)=338.1154，(M+H)=339.1232[10-11]
。

大豆抗毒素经常存在于遭受刺激的组织中，而很少

存在于未经处理的以及受伤的组织中。激发子是诱导大

豆合成和积累抗毒素的主要因素，分为生物激发子和非

生物激发子
[12]
。研究发现

[1]
，在非生物激发子中，与氯化

铜、氯化汞、硝酸铅、硝酸镍、硫酸锌相比较，硝酸银

对大豆子叶诱导生成大豆抗毒素的能力最强。
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图 1 大豆中植物抗毒素Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的结构图 1 大豆中植物抗毒素Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的结构

Fig.1 Chemical structures of glyceollin Ⅰ, Ⅱ and ⅢFig.1 Chemical structures of glyceollin Ⅰ, Ⅱ and Ⅲ

此外，Keen等 [13]
对与大豆关系较近的属进行了研

究，检测它们接种细菌后大豆抗毒素的累积情况。结果

发现在被检测的27个种中，除了钩豆属(Teramnus)的3个
种可以产生大豆抗毒素外，其余的均未检测到。因此大

豆抗毒素的产生、累积与大豆品种具有较大关系
[14-16]

。我

国是大豆种植大国，从南方到北方大豆资源丰富。本研

究以硝酸银为诱导剂，采用HPLC方法，对黄豆、黑豆和

青豆经硝酸银诱导产生大豆抗毒素的生成量进行比较分

析，以利于大豆资源的进一步研究应用。

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 材料与试剂

黄豆(中黄30、中黄56、中品662)、黑豆(漳浦青仁

乌、黑皮大豆、PEKING黑小豆)、青豆(大粒青、六月

白、关青豆)，各种豆子水分含量在5%～10%之间，由

中国农业科学院作物科学研究所惠赠。大豆抗毒素标准

品，纯度为93.96%，本实验室自制。

硝酸银、乙醇、冰醋酸 北京化工厂；甲醇、乙腈

(色谱纯) 美国Fisher公司。

1.2 仪器与设备

Waters 2695高效液相色谱(仪配Waters 2996紫外

检测器 )、超高压液相色谱及串联四极杆质谱联用仪

(UPLC/MS-MS) XevoTQ、分析型超高压液相色谱柱 
Acquity UPLC®RBEH C18 (2.1mm×100mm，1.7μm) 美

国Waters公司；分析型高效液相色谱柱 C18反相色谱柱

(4.6mm×250mm，5μm) 北京金欧亚科技发展有限公

司；AR2140分析天平(0.0001g) 美国奥豪斯公司；

RTC basic加热磁力搅拌器 德国IKA公司；KQ5200DE
数控超声波清洗器 江苏昆山市超声仪器有限公司；

HC-2518高速离心机 科大创新股份有限公司中佳分公

司；HTC-100恒温恒湿培养箱 上海三腾仪器有限公

司；PB-20酸度计 德国Sartorius公司。

1.3 方法

1.3.1 硝酸银诱导生成大豆抗毒素

精选黄豆、青豆和黑豆用75%乙醇消毒处理，浸泡

3min，再用无菌水清洗2～3次，每次2min。室温条件

下，将灭菌清洗的大豆材料在无菌水中浸泡5h。挑选健

康膨大的种子切成2片子叶，在其表面挖约3mm×5mm 的
创口，于创口内滴加60μL的0.01mol/L的硝酸银。处理后

将子叶放入铺有灭菌滤纸的培养皿中(10枚子叶/皿)，滤

纸用2mL的无菌水浸润。培养条件：温度25℃、相对湿

度50%，黑暗培养 3d备用。

1.3.2 大豆抗毒素制备

将上述培养3d的黄豆、青豆和黑豆称质量，充分研

磨，加入80%的乙醇(每1.0g加入3.0mL)，而后在50℃条件

下加热搅拌1h，冷却至室温，10000r/min离心10min，提取

上清液，得到大豆抗毒素的粗提液，保存于4℃冰箱待测。

1.3.3 大豆抗毒素检测

应用Wa t e r s  2 6 9 5分析型高效液相色谱仪，检

测器为Wa t e r s - 2 9 9 6型紫外检测器，C 1 8反相色谱柱

(4.6mm×250mm，5μm)。采用二元流动相，流动相：A
液：乙酸水溶液(pH3.0)，流动相B液：100%乙腈。采用

梯度洗脱：0～17min，0%乙腈→45%乙腈；17～27min，
45%乙腈→90%乙腈；27～34min，90%乙腈；流速：

1.0mL/min；柱温：40℃；紫外检测波长：285nm；进样

量：10μL。
1.3.4 大豆抗毒素质谱鉴定

选择UPLC/MS-MS对得到的大豆抗毒素粗提液

进行质谱鉴定。具体检测条件如下：U P L C条件为

C18反相色谱柱柱子(2.1mm×100mm，1.7μm，Acquity 
UPLC®BEH)；二元流动相：A液为2%甲酸，B液为100%
乙腈；梯度洗脱：0～2min，10%乙腈→25%乙腈；

2～9min，25%乙腈→50%乙腈；9～12min，50%乙腈；

12～22min，50%乙腈→100%乙腈；22～25min，100%
乙腈；25～27min，100%乙腈→90%乙腈；27～30min，
90%乙腈；流速：0.3mL/min；柱温：25℃；检测器：电

喷雾；进样量：5μL。
MS条件：离子源为电喷雾，正离子模式扫描。毛

细管电压3.50kV，锥孔电压60V。离子源和脱溶剂气温

度分别为120℃和350℃。脱溶剂气流量和锥孔反吹气流

量分别为800L/h和50L/h。质量分析器高低端分辨率均

为0.75。碰撞室气体为氩气。数据采集和处理软件采用

Mass LYNX (Version 1.4.0)。
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2 结果与分析2 结果与分析

2.1 大豆抗毒素的诱导

A

1 2

B

1 2

C

1 2

A.中黄30(黄豆)；B.六月白(青豆)；C.青仁乌(黑豆)；1、2
分别为未处理的大豆子叶和应用硝酸银诱导的大豆子叶。

图 2 应用硝酸银处理的大豆子叶与未处理的大豆子叶比较图 2 应用硝酸银处理的大豆子叶与未处理的大豆子叶比较

Fig.2 Comparison of soybean cotyledon with and without treatment of Fig.2 Comparison of soybean cotyledon with and without treatment of 

silver nitrate solutionsilver nitrate solution

由图2可知，经过3d培养的大豆，与对照样品相比

较，经过0.01mol/L硝酸银处理的黄豆、青豆和黑豆样品

的外观具有明显的不同。处理组子叶表面出现黑色的坏

死斑点，这是子叶受到硝酸银处理后发生了自身防卫应

激反应，表面细胞死亡。

2.2 大豆抗毒素检测与鉴定

2.2.1 大豆抗毒素检测

应用HPLC进行检测，以中黄30为例，经过硝酸银

诱导处理，发现在保留时间23～24min时，出现的峰所对

应的紫外吸收图谱与Burow等
[7]
报道的大豆抗毒素的紫外

吸收图谱相近，收集保留时间23～24min的组分，进行

UPLC/MS鉴定。
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A .未处理的大豆子叶；B .硝酸银处理的大豆子叶。

图 3 硝酸银处理的大豆子叶3d诱导生成大豆抗毒素HPLC图图 3 硝酸银处理的大豆子叶3d诱导生成大豆抗毒素HPLC图

Fig.3 HPLC of glyceollin in soybean cotyledon with and without Fig.3 HPLC of glyceollin in soybean cotyledon with and without 

treatment of silver nitrate solutiontreatment of silver nitrate solution

2.2.2 大豆抗毒素鉴定

为进一步鉴定大豆抗毒素，以中黄30为例，利用

HPLC检测仪器，收集保留时间23～24min的组分，进

行UPLC/MS检测。图4为该组分的ESI扫描图，共有3
个正离子峰。其中质荷比339为质子化的大豆抗毒素

[M+H]+=339，321为339失去一个水分子后的相对分子质

量，229为321再失去苯氧基团后的相对分子质量。
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图 4 硝酸银诱导中黄30生成大豆抗毒素的UPLC-MS的质谱图图 4 硝酸银诱导中黄30生成大豆抗毒素的UPLC-MS的质谱图

Fig.4 UPLC-MS pattern of glyceollin in yellow soybean Zhonghuang Fig.4 UPLC-MS pattern of glyceollin in yellow soybean Zhonghuang 

30 induced by silver nitrate solution30 induced by silver nitrate solution

2.3 硝酸银诱导黄豆、黑豆和青豆产生大豆抗毒素生成

量比较

表 1 硝酸银对不同黄豆、黑豆和青豆诱导产生大豆抗毒素生成量比较                       表 1 硝酸银对不同黄豆、黑豆和青豆诱导产生大豆抗毒素生成量比较                       

Table 1 Comparison of glyceollin production in different types of Table 1 Comparison of glyceollin production in different types of 

soybeans induced by silver nitrate solution  soybeans induced by silver nitrate solution  

 mg/g                                 

品种 对照 诱导处理 生成量 平均值

黄豆

中品662 — 0.39 0.39
0.47中黄30 — 0.78 0.78

中黄56 0.17 0.41 0.24

黑豆

漳浦青仁乌 — 1.36 1.36
0.75黑皮大豆 0.20 0.51 0.31

Peking黑小豆 0.21 0.80 0.59

青豆

大粒青 — 1.03 1.03
0.98六月白 0.08 1.80 1.72

关青豆 — 0.18 0.18

注：—. 未检测到大豆抗毒素。 表中数据均是以干豆质量计。

将不同黄豆、青豆和黑豆品种在无菌水中浸泡5h、
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诱导剂为0.01mol/L硝酸银，培养温度25℃、相对湿度

50%条件不变，在黑暗条件下培养3d，以研究大豆品种

与大豆抗毒素生成量之间的关系。大豆抗毒素生成量按

照标准曲线公式：y=1.0×107x+754.32(R2=0.9998)进行计

算。其中y为高效液相色谱峰面积吸收值，x为大豆抗毒

素的质量浓度(mg/mL)，R为相关系数。

从表1可以看出，采用0.01mol/L硝酸银处理的黄

豆、黑豆和青豆，经过3d黑暗培养，青豆诱导产生的大

豆抗毒素生成量最多，大粒青、六月白和关青豆3个品

种生成量的平均值为0.98mg/g；其次为黑豆，漳浦青仁

乌、黑皮大豆和Peking黑小豆3个品种生成量的平均值为

0.75mg/g；最后为黄豆，中品662、中黄30和中黄563个
品种生成量的平均值为0.47mg/g。

在青豆3个品种中，经硝酸银诱导产生大豆抗毒素生

成量由高至低分别是六月白、大粒青和关青豆，生成量

分别是1.72、1.03mg/g和0.18mg/g。其中，大粒青和关青

豆的对照组没有检测到大豆抗毒素，而六月白对照组检

测到大豆抗毒素为0.08mg/g。 
在黑豆3个品种中，经硝酸银诱导产生大豆抗毒素生

成量由高至低分别是漳浦青仁乌、Peking黑小豆和黑皮

大豆，生成量分别是1.36、0.59mg/g和0.31mg/g。其中，

漳浦青仁乌的对照组没有检测到大豆抗毒素，而Peking
黑小豆和黑皮大豆检测到大豆抗毒素，分别是0.21mg/g
和0.20mg/g。

在黄豆3个品种中，经硝酸银诱导产生大豆抗毒素生

成量由高至低分别是中黄30、中品662、中黄56，生成量

分别是0.78、0.39mg/g和0.24mg/g。其中，中黄30和中品

662的对照组没有检测到大豆抗毒素，而中黄56对照组检

测到大豆抗毒素0.17mg/g。

3 结 论3 结 论

目前对大豆属中不同大豆品种经外源物质诱导生成

大豆抗毒素的横向比较还没未见相关研究公开报道。本

实验利用HPLC法初步对几种黄豆、黑豆和青豆经硝酸银

诱导大豆抗毒素的生成量进行了比较。结果表明，在相

同的实验条件下，经0.01mol/L硝酸银溶液诱导，不同种

类大豆中的大豆抗毒素生成量变化较大，并且在同类大豆

中，不同品种中的大豆抗毒素生成量也有着显著的差异。

对于不同种类的大豆而言，大豆抗毒素生成量由高至低顺

序为青豆、黑豆、黄豆。本研究结果可为合理选择不同大

豆品种，进行大豆抗毒素研究和应用提供依据。
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