多糖组分测定实验方法
一、标准品的检测

称取1 mg标准品，加10 mg盐酸羟胺和2 mL吡啶；

烘箱90  ℃反应40 min；反应完成后冷却至室温，加入2 ml醋酸酐；

90  ℃反应30 min；

加入2 ml蒸馏水终止反应；

用3 ml氯仿分别萃取3次，收集氯仿相；

在氯仿相中加入6 ml蒸馏水萃取，收集氯仿相；

60度旋蒸至干；

加入1.7 ml氯仿洗样品，转至气相样品瓶，GC分析。
二、转基因植株的检测

1、多糖的提取：

称取一定量（约0.5-2 g）的植物原料，加100 ml蒸馏水，80 ℃水浴 2小时；

5000 g离心10 min，上清真空旋蒸（40-60 ℃）浓缩至约20 ml ；

加5倍95 %乙醇冷藏24 h沉淀多糖；

10000 g离心15 min，去除乙醇（离心后的上清可用作其他醇溶性糖的测定）；

沉淀冷冻干燥24小时（可在实验大楼三楼徐老师处冷冻干燥），备用。

2、酸水解：

取5mg之前提取的多糖加10 ml 2M TFA，密封；

105 ℃灭菌锅水解2 h；

冷却后，50  ℃真空旋转蒸发除去TFA得产品；

3、衍生化：

直接在上一步的旋蒸瓶中，加10 mg盐酸羟胺和2 mL吡啶；

烘箱90  ℃反应40 min；

反应完成后冷却至室温，加入2 ml醋酸酐；

90  ℃反应30 min；

加入2 ml蒸馏水终止反应；

用3 ml氯仿分别萃取3次，收集氯仿相；

在氯仿相中加入6 ml蒸馏水萃取，收集氯仿相；

60度旋蒸至干；

加入1.7 ml氯仿洗样品，转至气相样品瓶，GC分析（公共实验室贾永霞老师处）。

