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赴日本研習植物生長調節素激勃素純化和定量分析技術報告

研習期間14天，自2002年6月25日至7月8日止。

經費來源：國科會90年度計畫NSC90-2313-B-054-012核定之。
    目的

赴日本國家農業研究院開花培育科學所（National Institute of Floricultural Science, National Agricultural Research Organization）遺傳生理系Dr. Masaji Koshioka研習植物生長調節素激勃素（gibberellins）之純化和定量分析技術。研習地點日本茨城縣筑波市（Tsukuba, Ibaraki）。

    過程及心得

    林業試驗所林木種子冷藏庫是全國唯一的林木種子長期儲藏的地方，多年來扮演著種源保存和利用的角色。為林木種子能長期保存和利用，種子的儲藏行為、發芽與休眠等研究持續在進行。過去的研究報告顯示種子的發芽促進與植物生長調節素激勃素頗有相關，當種子呈現休眠狀態時，激勃素含量低，一旦休眠解除，激勃素含量顯著增加。此外，激勃素常可取代低溫層積處理，促進種子發芽，例如本土的楊梅、珊瑚樹種子皆可利用外在激勃素處理，促進發芽。自激勃素發現至今共有126種，其中具有活性者有GA1、GA3、GA4、GA7和GA32等。由於激勃素種類多，結構較為複雜，定量分析不是很容易。自1980年代開始，利用氣相層析質譜儀（GC-MS）可以精確地測定內在激勃素的含量。因國內研究激勃素的學者不多，且定量技術有待改進，因此決心在本所種子研究室建立激勃素分析方法，且其分析結果必須能被SCI雜誌接受發表。我個人注意到日本在激勃素研究已有很好的成效，而Dr. Koshioka在激勃素方面發表數十篇報告，著作甚豐且貢獻極大。我與Dr. Koshioka於1998年在加拿大有過一面之緣外，偶在E-mail上請教討論有關植物生長調節素和開花之相關性問題。此次研習不但獲得他本人同意，且非常仔細地告知到日本的全部行程。

    6月25日早上7時來到中正機場，搭乘9時25分中華航空CI100前往日本，並於當日13時30分到達東京成田機場（Narita Airport），並於14時30分在成田機場搭乘巴士前往茨城縣筑波市。在成田機場時我打電話給Dr. Koshioka告知已到達，因此當我在17時來到筑波市時他已在巴士站等我。從筑波巴士中心到研究中心宿舍區約需25分車程，一路上二旁楓香、櫻花樹和一些針葉行道樹，正值生長季節，綠葉茂盛，微風飄蕩。筑波研究中心宿舍套房，房間雖小，但有衛浴設備，尚稱方便，且該中心提供早、中、晚三餐，然週末假日歇業。宿舍區至開花培育科學所Dr. Koshioka實驗室，搭車約需10分鐘，步行走捷徑需30分鐘。6月25日至7月7日這一段期間天天在實驗室內，除研究激勃素萃取純化和分析等技術外，偶與同系之其他研究室學習討論不同技術，列舉如下：

（1） 氣相層析質譜儀（GC-MS）

    結合氣相層析儀和質譜儀，進行有機化合物的定量分析。氣相層析質譜儀能測定微量的有機化合物，如pg（10-12g）微量下仍可偵測到。對於已知的化合物激勃素，如要進行定量分析，可預先加入已知量的內標激勃素（internal standard），但此內標激勃素在它的化學結構上有2個氫原子被2個氘（deuterium）取代。因而利用氣相層析質譜儀之選擇性離子碎片質量（GC-MS-SIM），定量該化合物。經由內標激勃素不但可以確定在質譜上的峰（peak）是我們所要的激勃素，而且可精確地計算回收率。然而進行氣相層析質譜儀之前，純化工作是必要的，否則雜質太多，鑑定困難。純化工作通常是利用高壓液相層析儀（HPLC），分離收集激勃素，再進入氣相層析質譜儀。因此，步驟較為繁瑣。Dr. Koshiok最近購置乙台液相層析質譜儀（LC-MS-MS），樣品經由液相層析儀分離後，可直接進入質譜儀定量分析，對於樣品內極微量的水溶性化合物，不必經由衍生脂化，其化合物可精確測得。

（二）激勃素萃取與純化

    激勃素之萃取與純化步驟，在Dr. Koshioka實驗室內已較傳統方法改善許多，且更為簡化。此方法不但可以分析各種激勃素，其他植物生長調節素如IAA、ABA等皆可同時進行，一次完成分析工作。

1. sample經冷凍乾燥並暫放於-20℃。萃取時sample加80﹪MeOH 1 ml和20 ng  D2-GA1、D2-GA3、D2-GA4、D2-GA7和D2-GA9等做為內標。然後加0.5M pH 8.0 K-Pi buffer 4 ml 及EtOAc 5 ml 進行partition，用吸管充分混合此上下二層液體，將上層液EtOAc取出不要，保留下層液，partition重複3次。

2. 調整溶液的pH值為3.5，即上述第1項所收集的下層液，加入0.5M pH 2.0 K-Pi buffer 8 ml，使pH值能降至約3.5。再加EtOAc 8 ml進行partition，這一次上層液EtOAc抽取保留，重複3次。最後將3次抽取液真空離心至完全乾燥。

3. 準備PVP column：秤取PVP置於燒杯中，以100﹪MeOH溶解，再放入column內，每個column約5 ml，待管內的MeOH滴完後，取20 ml 0.5M pH 3.5 K-Pi buffer清洗column，然後加入sample。乾燥sample必須先溶解在0.5M pH 3.5 K-Pi buffer，收集流出的sample，再放入ODS column。

4. 準備ODS column：秤取ODS置於燒杯中，加入100﹪MeOH，每個column各加入5 ml，待管內的MeOH滴完後，取30 ml 0.5M pH 3.5 K-Pi buffer分3次清洗column，每次10 ml，待column內的buffer滴完即可將第3項步驟sample加入。收集sample離心至完全乾燥。

5. 準備Bondesil DEA column：秤取Bondesil DEA置於燒杯中，加入100﹪MeOH，然後置放於column中5 ml，用100﹪MeOH 10 ml清洗，待MeOH滴完即可將第4項步驟sample加入。最後用9 ml的1﹪HOAc MeOH沖提，收集真空離心至完全乾燥。

（三）sample經上述萃取半純化之後，仍必須經過高壓液相層析儀（HPLC）再一次的分離純化，以便在氣相質譜儀定量分析時減少雜質干擾。HPLC中使用ODS管柱進行分離工作，其設定條件如下：

0 ~ 2 min --- 0% solvent A (100% MeOH containing 0.1% HOAc)

          100% solvent B (30% aq. MeOH containing 0.1% HOAc)
2 ~ 42 min --- 0-100% solvent A
42 ~ 52 min --- 100% solvent A
52 ~53 min --- 30% solvent B
53 ~63 min --- 30% solvent B
      以上每分鐘流速0.6 ml，且每分鐘收集一管，每管0.6 ml。收集的40個試管再經由真空離心乾燥至完全乾燥。

（四）氣相質譜儀（GC-MS- SIM）定量分析

所有純化樣品在進入氣相質譜儀之前，必須經過衍生脂化作用，即methylation和silylation。氣相層析儀使用DB-1（30m ×0.25mm i.d., 0.25 μm film thickness）管柱，攜帶氣體為氦氣。其設定條件如下：
       60℃ --- 2 min

       60-210℃ --- 30℃/min

       210-280℃ --- 2℃/min

       280℃ --- 5min

其他儀器部分的溫度 injection port 220℃; separator 280℃; ion soure 250℃; analyzer 100℃。最後經由質量圖譜，計算各種激勃素的濃度。

建議

    激勃素自1938年被日本東京大學農化教授Teijiro Yabuta 和Yusuke Sumiki二人從台灣徒長稻苗分離出結晶物質，並確定有化學活性後，數十年來日本學術界對於激勃素的研究不遺餘力，從激勃素新結構的尋找、花卉蔬果等開花促進、基因轉殖等報告頗多。在此，感謝國科會的經費補助使我有機會前往日本取經，學習一些新技術，對於實驗過程中一些小問題，皆可當面就教解決。激勃素分析技術不但可用於林木種子休眠發芽的研究，對於植物生長與分化的探討研究，亦離不開激勃素的測定，例如促進針葉樹開花結果非得用激勃素不可，激勃素GA3 可促進柏科和杉科的開花，而對松科植物則以極性較小的激勃素GA4、GA7和GA9為佳，但有關闊葉樹的開花結實目前瞭解太少，確實有必要進行各種激勃素的研究。臺灣林木種子的休眠性與激勃素內在含量有很大的關係，瞭解激勃素的含量變化，有助於解決休眠的問題。其他研究如組織培養中誘導體胚形成可能與激勃素有關，激勃素之開花促進效應有助於林木的早期後裔檢定 (early progeny test)等皆可利用此技術進行。其他植物生長調節素如ABA、IAA等亦可藉由此技術進行分析。很幸運地林業試驗所目前擁有最精良的儀器設備，包括氣相層析質譜儀、高壓液相層析儀、冷凍乾燥機、真空離心乾燥機等，相信在我們同仁的努力下必定有所成就。
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