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摘要!将叠氮溴化丙啶"
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$与实时荧光定量"
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$相

结合定量检测陕西猕猴桃溃疡菌优势病原菌"

T61

$活菌

的数量&通过优化
TEG

最佳浓度%暗孵育时间%曝光时

间#确定
TEG/
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区别溃疡菌活%死菌的最佳条件&

结果表明#

T61

经
-+:*I

沸水浴处理
#*02>

可完全致死#

T61

死菌浓度为
#c#"
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时
TEG

与死菌共价交

联的最佳浓度为
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#最佳暗育时间为
+02>

#最

佳曝光时间为
!"02>

#在此条件下死菌
'[G

无扩增#而

对活菌
'[G

扩增无影响*

T61

质粒标准品建立的线性回

归方程为
1L]*:!!"(8t*,:,*
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#最低可检

出
$:*-c#"

!拷贝(
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的溃疡菌*建立的
TEG/

5

TD\

方法

最低可检出
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的溃疡菌*采用人工染菌

枝条样品的最低检出限为
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#与菌落计

数检测结果相符&
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猕猴桃溃疡病是由丁香假单胞杆菌猕猴桃致病变种
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#引起的细菌

性病害*
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%严重影响猕猴桃产业的发展&目前%该病菌的

检测主要采用
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技术%但是常规的
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技术不能区分
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样品中病原菌的生活状态%在对活菌
'[G

进行扩增的同

时%也会扩增自由状态的
'[G

或者死菌的
'[G

*
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%检测

产生假阳性%无法确定
T61

的生活状态%无法对溃疡病的

发生趋势作出科学预测%也无法对消毒)防治效果做出科

学判断&

叠氮溴化丙锭!
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#是一种

能和
'[G

共价交联的荧光染料&

TEG

可以通过死菌损

伤的细胞膜进入死菌细胞%并且光照可使
TEG

的光敏基

团转化为氮宾自由基%与死菌
'[G

发生共价交联%从而

抑制后续
'[G

扩增*

*]$

+

$活菌细胞膜完整%

TEG

不能进

入细胞内$剩下的少量游离在溶液中的
TEG

则可与溶液

中的水分子结合形成羟胺!'
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#%失去与
'[G

结

合的活性$
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技术就是利用这一特性%实现了只

扩增活细胞的
'[G

%而不扩增死细胞的
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近年来%
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技术已被广泛应用于多种微生

物活死菌的鉴别检测*
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%但该技术用于鉴别陕西猕猴桃

溃疡菌优势病原菌仍鲜见报道&于小龙等*
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方法%能有效对包括
f̂ [D

状态在内的青枯

菌活菌进行检测$温书香等*
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+通过优化
TEG

处理条件%

实现了对结核杆菌活菌的快速检测$於颖等*
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+在
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浓度
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下%曝光
)02>

%可实现对金黄色葡萄球菌

活菌筛选的作用&

世界
T61

主要分为三大类群%中国流行的猕猴桃溃

疡病的
T61

与最近在意大利)新西兰)西班牙)法国)葡萄

牙等国 流 行 的
T61

为 同 一 类 群*
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与
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的亲缘关系非常近%常规的分子标记技

术很难将它们区分开*
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H133;332

等*
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+根据猕猴桃溃疡

菌的
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基因保守区%设计
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引物%不仅能区

分
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%也可以准确区分出强致病力菌株!

T61/f

#与弱致病

力菌株%朱丹等*
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+克隆了陕西猕猴桃优势
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的
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)

基因保守区%其序列与
T61/f

同源性为
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因此本研究拟利用陕西猕猴桃优势
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的
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检测方法%研究

TEG

浓度)暗孵育时间及曝光时间等对
T61

扩增的影

响%并将死菌和活菌按一定的比例混合%对
TEG/
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方法在实际检测中的可行性进行分析&为陕西猕猴桃溃

疡病的快速检测)准确诊断及病情预测提供参考&
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#"为陕西猕猴桃溃疡病优势病

原菌*
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%西北农林科技大学植保学院黄丽丽教授惠赠$

TEG

"美国
2̂8C290

公司$

T61

质粒标准品"生工生物工程!上海#股份有限

公司$
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柱式基因组
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抽提试剂盒)即用
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扩增

试剂盒"上海生工生物工程有限公司$

U%̂ \H?;;>R

试剂盒"天根生化科技有限公司$

卤素灯"
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%飞利浦灯具有限公司&
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菌悬液的制备
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液体培养基%
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%无菌水调节
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菌膜损伤时间的确定
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吸取
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菌悬液于
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的离心管中%沸水浴!

-+:* I

#分别处理
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后立即在冰上冷却至室温%对照组未经

沸水浴处理&吸取
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涂布于
a2>
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2

6^

固体培养基

上%

!(I

培养%

*<

后统计单菌落数%无菌落生长视为全部

是死菌%该时间为膜损伤菌的处理时间&
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提取
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吸取
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菌液%
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离心
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弃上清%按照
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柱式基因组
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抽提试

剂盒的说明书提取
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引物根据
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等*
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%修改

如下%引 物 序 列 为"

HHNNNDHHGDGDDHDGHHNND/

NGDDHGH

和
DNNDDNHGNDDDDHNNGDDDGNDHG/

D

%由生工生物工程!上海#股份有限公司合成&反应总体

系为
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%
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模 板
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%引物
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各
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X

补足至反应总

体积&反应程序为
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预变性
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%
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变性
#"6

%
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退火
!"6

%
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个循环%
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延伸
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处理的条件
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TEG

工作液的制备"
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TEG

于
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离心
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%加入
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二甲基亚砜!

'EUX

#溶液
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充分溶解%得到
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FTEG

储备液%于
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避光

保存&
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#抑制死菌扩增的
TEG

最小浓度"分别吸取
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份

膜损伤的死菌悬液
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F

于
#:)0F

离心管%加入
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使
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颠倒混匀%暗孵育
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%将样品置于冰上%离心管口朝

上%置于距样品
!"=0

的
)"" _

卤素灯下%曝光处理

!"02>

%提取样品
'[G

%用
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TD\

检测%从而确定能够完

全抑制死菌扩增的
TEG

最小浓度&
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#不影响活菌扩增的
TEG

最大浓度"吸取
(

份活

菌悬液
)""
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F

于
#:)0F

离心管中%加入
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%使
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的终浓度分别为
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%
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%颠倒混匀%暗孵

育
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%将样品置于冰上%离心管口朝上%置于距样品
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的
)""_

卤素灯下%曝光处理
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%提取样品
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%用
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分别检测%研究不抑制活菌扩增的
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最大浓度&

!

(

#暗孵育时间的优化"分别吸取
)

份膜损伤的死菌

悬液
)""
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F

于
#:)0F

离心管%加入确定的最佳
TEG

工

作液浓度%分别暗孵育
)

%

$

%

,

%

+

%
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%

#"02>

%将样品置于冰

上%离心管口朝上%置于距样品
!"=0

的
)""_

卤素灯

下%曝光处理
!"02>

%未加
TEG

的样品作为阳性对照%提

取
'[G

%用
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检测%研究完全抑制死菌扩增的最佳暗

孵育时间&
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#曝光时间的优化"分别吸取
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份膜损伤的死菌悬

液
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离心管%用确定的最佳
TEG

工作液

浓度和最佳暗孵育时间进行处理%将样品置于冰上%离心

管口朝上%置于距样品
!"=0

的
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卤素灯下%分别曝

光处理
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%

#"

%
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%未加
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的样品作为阳性

对照%确定能够完全抑制死菌扩增的最佳曝光时间&
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对不同比例活菌(死菌样品的检测效果"将
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的活菌和死菌按照表
#

进行混合%

经合适条件的
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处理提取
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%进行
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反

应%以未加
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处理的样品作为对照&
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#"" )"" "

#:!:$

!

标准曲线的建立
!

取已知浓度的
T61

质粒标准品

!由生工生物工程4上海5股份有限公司完成#%根据式!

#

#

换算成基因拷贝数&

/

N

!

$$"%

W

$

/

% !

#

#

式中"

/

'''质粒
'[G

拷贝数%拷贝(
$

F

$

!

'''

'[G

浓度%

>

K

(

$

F

$

%

'''片段大小$

$

/

'''阿伏伽德罗常数%

$:"!c#"

!*

&

将
T61

质粒标准品
#"

倍梯度稀释至
#"

#

%进行荧光

定量
TD\

反应%以拷贝数对数值和所得
DC

值为横)纵坐

标建立标准曲线&

#:!:,

!

TEG/

5

TD\

的灵敏度
!

菌液
#"

倍梯度稀释至

#"

#

%经合适条件的
TEG

处理提取
'[G

%进行
TEG/

5

TD\

的灵敏度分析&

#:!:+

!

猕猴桃枝条样品活菌检测

!

#

#枝条样品的染菌"取无菌的猕猴桃枝条%切成

!)

K

的小块%碾碎后放入无菌均质杯中%加入
!!)0F

无

菌水%

+"""?

(

02>

均质
!02>

%制成样品匀液&分别加入

#"

#

#

#"

,

D&S

(

0F

的溃疡菌活菌悬液%作为人工染菌的

样品&

!

!

#采用合适条件的
TEG

处理提取
'[G

%进行

TEG/

5

TD\

检测%根据标准曲线得到基因拷贝数%与平板

计数的结果进行比较&

#:!:-

!

数据分析
!

采用
'TU,:")

对试验数据进行显著

性差异检验%

T

&

":")

表示具有显著性差异&

!

!

结果与分析
!:#

!

T61

膜损伤时间的确定

本试验采用食品上较常使用的高温灭菌方式制备死

菌悬液*

#$

+

&菌悬液浓度为
#c#"

,

D&S

(

0F

%热处理不同

时间%稀释一定浓度后涂布%

!(I

培养
*<

%计数结果如

表
!

所示%热处理时间越长%对活菌的灭活效率越高%当

膜损伤时间为
#*02>

时%无菌落生长%因此%以
#*02>

的

沸水浴处理作为活菌的全部致死时间&

表
!

!

时间对菌液灭活效率的影响

N1@3;!

!

.OO;=C8O7;1C/C?;1C0;>CC20;8>6C;?232W2>

K

?1C;

热处理时间(
02>

平板计数(!

D&S

,

0F

]#

#

" #c#"

,

#" )

## !

#! #

#* "

#( "

#) "

!:!

!

TEG

处理条件的确定

!:!:#

!

TEG

浓度的优化

!

#

#抑制死菌扩增的
TEG

最小浓度"由图
#

可知%

随着
TEG

浓度的增大%

!F

值逐渐增大%

TEG

的浓度为

#""

$

K

(

0F

时%

!F

值 增 大 比 较 小%当
TEG

浓 度 为

#")

$

K

(

0F

时%对死菌
'[G

扩增抑制达到最大%

TEG

浓

度为
##"

$

K

(

0F

时%

!F

值几乎无变化%与
TEG

浓度为

#")

$

K

(

0F

相比%无显著性差异!

T

'

":")

#%因此%确定抑

制死菌
'[G

扩增最小
TEG

浓度为
#")

$

K

(

0F

&

TEG

是一种能和死菌
'[G

共价交联的荧光染料%

活菌的完整细胞膜可阻止
TEG

进入%从而达到检测活菌

效果&但是%

TEG

浓度过高可能对活菌的细胞产生影

响%导致假阴性的检测结果*

#,

+

&赵丽青等*

#+

+在
TEG

浓

度
!

$

K

(

0F

下%

)""_

卤素灯曝光
#)02>

可达到检测金

黄色葡萄球菌活菌的目的&曹梦琪等*

#-

+在
TEG

浓度

#)

$

K

(

0F

下%

$)"_

卤钨灯曝光
)02>

%可达到检测青枯

菌活菌的目的&於颖等*

#"

+在
TEG

浓度
*"

$

K

(

0F

下%

*%

安全与检测
UG&.N% YR[UT.DNRX[

总第
!#"

期
"

!"#-

年
(

月
"



$)"_

卤素灯曝光
)02>

可达到筛选金黄色葡萄球菌活

菌的作用%并且试验中的菌悬液浓度均在
#"

+

D&S

(

0F

&

本研究得到的
T61

的最佳
TEG

浓度为
#")

$

K

(

0F

%菌悬

液浓度为
#"

,

D&S

(

0F

&细菌的细胞膜差异很大%革兰氏

阴性菌比革兰氏阳性菌的细胞壁与细胞膜薄%对
TEG

的

通透性好*

!"

+

%

TEG

使用浓度应该较低%但本研究得到的

T61

的最佳
TEG

浓度与已有文献相差较大%可能与陕西

猕猴桃优势病原菌本身对外界环境的抵抗能力有关%其

对
TEG

产生抵抗的详细机理还需更深层次的探究&

图
#

!

TEG

浓度对膜损伤菌的影响

&2

K

9?;#

!

.OO;=C8OTEG=8>=;>C?1C28>8>

7;1C/C?;1C;<@1=C;?21

!!

!

!

#不影响活菌扩增的
TEG

最大浓度"由图
!

可

知%活菌
'[G

的
DC

值随
TEG

浓度的增大而增大%

TEG

浓度为
#")

$

K

(

0F

时%与未加
TEG

的
!F

值无显著性差

异!

T

'

":")

#%说明此浓度不会对活菌
'[G

的扩增产生

较大影响%但是当
TEG

使用浓度
'

#")

$

K

(

0F

时%与未

加
TEG

的
!F

值有显著性差异!

T

&

":")

#%说明
TEG

浓

度
'

#")

$

K

(

0F

对活菌有一定的影响%因此%选择
TEG

浓度为
#")

$

K

(

0F

作为不影响活菌扩增的
TEG

最大

浓度&

!:!:!

!

暗孵育时间的确定
!

由图
*

可知%随着暗孵育时

间的延长%

!F

值逐渐增大%暗孵育时间为
,02>

%

!F

值增

大比较小%当暗孵育时间延长至
+02>

%对死菌
'[G

扩增

图
!

!

TEG

浓度对活菌的影响

&2

K

9?;!

!

.OO;=C8OTEG=8>=;>C?1C28>8>32P;@1=C;?21

抑制达到最大%暗孵育时间
'

+02>

%

!F

值几乎无变化%与

暗孵育时间
+02>

相比%无显著性差异!

T

'

":")

#%

+02>

的暗孵育时间可完全抑制死菌
'[G

扩增%因此确定最佳

的暗孵育时间为
+02>

&

抑制膜损伤菌
'[G

扩增除
TEG

浓度外%最佳的暗

孵育时间也至关重要&

TEG

在光照条件下%与水分子结

合生成羟胺%羟胺不能和
'[G

分子结合%从而无法抑制

死菌的
'[G

%因此%在样品中加入
TEG

要避光处理合适

的时间%而暗孵育时间的长短受样品菌浓度)

TEG

浓度)

细胞膜结构等因素影响&结果表明%

+02>

的暗孵育时间

可充分使
TEG

与
'[G

结合%曝光处理后与
'[G

结合

形成不可逆的共价交联结构%抑制死菌
'[G

扩增&未与

'[G

结合的
TEG

曝光时可与水分子反应生成羟胺而失

去活性*

!#]!!

+

&

图
*

!

暗孵育时间对膜损伤菌的影响

&2

K

9?;*

!

.OO;=C8O2>=9@1C28>C20;8>

7;1C/C?;1C;<@1=C;?21

!:!:*

!

曝光时间的确定
!

由图
(

可知%随着曝光时间的

延长%

!F

值逐渐增大%曝光时间为
#)02>

%

!F

值增大比较

小%当曝光时间延长至
!"02>

%对死菌
'[G

扩增抑制达

到最大%曝光时间为
!)02>

%

!F

值几乎无变化%与曝光时

间
!"02>

相比%无显著性差异!

T

'

":")

#&因此%

!"02>

的曝光时间可完全抑制死菌
'[G

扩增%确定最佳的曝光

时间为
!"02>

&

图
(

!

曝光时间对膜损伤菌的影响

&2

K

9?;(

!

.OO;=C8O32

K

7C;A

Q

869?;C20;8>

7;1C/C?;1C;<@1=C;?21

!%

"

f83:*)

#

[8:(

肖
!

妍等!

TEG/

5

TD\

方法检测陕西猕猴桃溃疡菌优势病原菌活菌的研究



!!

曝光时间是影响活菌检测的另一个重要因素%光照

时间不充分%

TEG

不能完全被钝化%部分残留在菌悬液

中%提取
'[G

时%活细胞的细胞膜被破坏%暴露出的

'[G

被
TEG

分子结合%使检测结果出现假阴性&卤钨

灯的选择也会影响到曝光的时间%

$)"_

卤钨灯虽然能

降低耗时%但同时会产生大量的热量%有可能造成管口附

近菌体的死亡&所以本研究选用
)"" _

的卤钨灯距离

!"=0

%曝光
!"02>

%一方面使与
'[G

结合的
TEG

与

'[G

分子进一步充分交联%同时使游离的
TEG

完全被

钝化&

!:!:(

!

TEG

对不同比例活菌和膜损伤菌影响
!

TEG

对

不同比例活菌和死菌的影响如表
*

所示%当样品全部为

死菌时!活菌比例
"M

#%未加
TEG

处理的
!F

值为
#$:!#

%

加
TEG

处理后
!F

值为
!*:!+

%差异极显著!

T

&

":"#

#%活

菌的比例为
!)M

%

)"M

%

,)M

%未加
TEG

处理的样品
!F

值明显低于加入
TEG

样品的
!F

值%说明
TEG

有抑制

死菌
'[G

扩增的作用&当样品中活菌比例达到
#""M

时%未加
TEG

样品的
!F

值与加入
TEG

处理样品的
!F

值无显著性差异!

T

'

":")

#%说明加入的
TEG

对活菌的

扩增几乎无影响&同时%活菌比例的增大导致
!F

值相应

的减少%说明经
TEG

处理后死菌
'[G

被
TEG

抑制不

能扩增%可以消除死菌对
TD\

的扩增%降低假阳性结果

出现的可能性&

表
*

!

不同比例活菌样品
TEG/

5

TD\

结果l

N1@3;*

!

TEG/

5

TD\\;693C68O<2OO;?;>C32P;

@1=C;?21

Q

?8

Q

8?C28>

组别 对照组
TEG

处理组
-

!F T

值

"M #$:!#J":#" !*:!+J":#+ ,:", ":""

!)M #):!*J":"+ #-:,"J":)+ (:(, ":""

)"M #):*+J":!$ #+:*#J":#- !:-* ":""

,)M #$:"!J":#" #+:!$J":#$ !:!( ":""

#""M #$:#+J":#+ #,:*,J":(# #:#- ":"$

!

l

!-

!FLTEG

处理组
]

对照组&

!:*

!

质粒标准品的制备及标准曲线的建立

质粒标准品初始拷贝数为
$:*-c#"

+拷贝(
$

F

&将其

进行
#"

倍梯度稀释%使浓度范围在
#c#"

#

#

#c

#"

+拷贝(
$

F

&以拷贝数对数值和所得
!F

值为横)纵坐标

建立标准曲线%见图
)

&可以看出两者存在对应线性关

系%

D

!

L":--))

%斜率为
]*:!!"(

%该方法最低能够检出

$:*-c#"

!拷贝(
$

F

的溃疡菌&

!:(

!

TEG/

5

TD\

的灵敏度

菌液
#"

倍梯度稀释至
#"

#

%

#"

!

%

#"

*

%

#"

(

%

#"

)

%

#"

$

%

#"

,

%经合适条件的
TEG

处理提取
'[G

%进行
TEG/

5

TD\

反应&根据标准曲线得到定量结果见表
(

%

TEG/

5

TD\

方法最低可检出
!:*+c#"

!拷贝(
$

F

的溃疡菌见

图
$

&

!:)

!

猕猴桃枝条样品活菌检测

染菌样品经
TEG

处理提取
'[G

%进行
TEG/

5

TD\

检测%根据标准曲线得到基因拷贝数%与平板计数的结果

进行比较%显示两者无显著性差异!

T

'

":")

#!表
)

#&

图
)

!

T61

质粒标准曲线

&2

K

9?;)

!

T31602<6C1><1?<=9?P;

表
(

!

不同稀释梯度菌液的
TEG/

5

TD\

结果l

N1@3;(

!

TEG/

5

TD\?;693C68O<2OO;?;>C<239C28>

@1=C;?21

菌液
DC

值 拷贝数

#"

#

S' ]

#"

!

S' ]

#"

*

*":",J":!( !:*+c#"

!

#"

(

!+:"#J":"*

#:*!c#"

*

#"

)

!*:)-J":#!

!:()c#"

(

#"

$

!":#)J":"!

!:++c#"

)

#"

,

#):-)J":"( ):,)c#"

$

!

l

!

S'

表示未测得&

#

#

)

分别为稀释至
#"

,

%

#"

$

%

#"

)

%

#"

(

%

#"

*的菌悬液扩增曲线%最

低可检出
!:*+c#"

!拷贝(
$

F

的溃疡菌

图
$

!

TEG/

5

TD\

灵敏度分析

&2

K

9?;$

!

TEG/

5

TD\6;>62C2P2C

B

1>13

B

626

"%
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期
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表
)

!

染菌样品
TEG/

5

TD\

结果与平板计数结果比较l

N1@3;)

!

D80

Q

1?;?;693C68OTEG/

5

TD\V2C7

Q

31C;=89>C

菌液浓度(

!

D&S

,

0F

]#

#

5

TD\

结果(

!

D8

QB

,

0F

]#

#

5

TD\

结果

取对数

平板计数结果(

!

D&S

,

0F

]#

#

平板计数结

果取对数

#"

#

S' ] #:!)c#"

#

#:#"

#"

!

S' ] #:)"c#"

!

!:#+

#"

*

S' ] #:*)c#"

*

*:#*

#"

(

$:*"c#"

(

(:+" ):#"c#"

(

(:,#

#"

)

#:#!c#"

)

):") #:""c#"

)

):""

#"

$

#:*(c#"

$

$:#* #:()c#"

$

$:#$

#"

,

!:$"c#"

,

,:(# !:-"c#"

,

,:($

!!!!!!!!

l

!

S'

表示未测得&

*

!

结论
本试验以猕猴桃溃疡菌为研究对象%通过优化

TEG

处理条件%实现检测陕西猕猴桃溃疡病优势病原菌活菌

的目的&结果表明%

TEG

与死菌共价交联的最佳浓度为

#")

$

K

(

0F

%最佳暗孵育时间为
+02>

%最佳曝光时间为

!"02>

%在此条件下%

T61

死菌扩增被抑制%而活菌的扩增

未受影响&同时%虽然优化后的
TEG

浓度对活菌的扩增

未产生影响%但是该浓度相对此类文献而言还是偏高%所

以对于陕西猕猴桃溃疡病优势病原菌是否对
TEG

具有

更强的抵抗力%还需要进一步研究&
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结论
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#本试验分别建立高效液相色谱法与高效薄层扫

描法测定滁菊中木犀草素)芹菜素)金合欢素的含量%并

对滁菊不同批次产品采用
!

种方法测定结果进行比较分

析%组间比较无差异性!

T

&

":")

#%且
I#

&

*M

%表明

ZNFDU

法可以代替
ZTFD

法对滁菊中
*

种成分进行分

析%且分析误差较小&

!

!

#本试验采用
ZNFDU

法和
ZTFD

法同时对滁菊

中
*

种成分分析%并对测定方法建立了相关分析方法%测

定方法的线性关系及相关方法学考察符合要求%本试验

对滁菊中多成分分析方面更能体现滁菊质量差异性%测

定方法较唐婧等*
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+采用
ZTFD

法对滁菊中单一成分木

犀草素评价更具有科学性&

!

*

#滁菊为药用植物%含有效成分较多%仅对其中几

个进行分析对其质量评价存在局限性%采用分析方法对

滁菊中更多有效成分进行分析有待下一步研究&

参考文献

*

#

+叶桔泉
:

现代实用中药*

E

+

:

北京"人民出版社%

#-)$

"

#,!:

*

!

+国家药典委员会
:

中华人民共和国药典"第一部*

U

+

:!"#)

版
:

北京"化学工业出版社%

!"#)

"

*#":

*

*

+中国医学科学院药物研究所
:

中药志"第三册*

E

+

:

北京"人

民出版社%

#-$"

"

#*+*:

*

(

+俞浩%肖新%刘汉珍%等
:

滁菊总黄酮对大鼠心肌缺血再灌

注损伤的影响*

g

+

:

食品科学%

!"#!

%

**

!

#)

#"

!+*/!+$:

*

)

+俞浩%张孝林%熊友谊%等
:

滁菊总黄酮和白背三七总黄酮

配伍对糖尿病血瘀证大鼠血糖及血液流变学的影响*

g

+

:

中

成药%

!"#(

%

*$

!

(

#"

+*"/+*(:

*

$

+俞浩%张成孜%毛斌斌
:

滁菊多糖抗疲劳耐缺氧作用效果观

察*

g

+

:

食品工业科技%

!"#(

%

*)

!

#!

#"

*$)/*$,

%

*,!:

*

,

+缪成贵%陈庆榆%何华奇
:

滁菊总黄酮抗氧化作用研究*

g

+

:

生物学杂志%

!"#!

%

!-

!

*

#"

(!/((

%

+,:

*

+

+陈庆榆%何华奇
:

采用
'TTZ

法测定四大药用名菊抗氧化活

性*

g

+

:

安徽科技学院学报%

!"#!

%

!$

!

(

#"

*-/(!:

*

-

+肖新%朱伟%杜超%等
:

轮作与施肥对滁菊品质)产量及土壤

酶活性的影响*

g

+

:

中药材%

!"#)

%

*+

!

)

#"

++-/+-*:

*

#"

+陈世勇%李英峰%史亚东%等
:

滁菊低产原因分析及对

策*

g

+

:

安徽农业科学%

!"##

%

*-

!

#"

#"

),+(/),+):

*

##

+刘汉珍%史亚东%俞浩%等
:

不同品种菊花中
(

种黄酮类化

合物的含量测定比较研究*

g

+

:

中药材%

!"#$

%

*-

!

-

#"

!"($/!"(+:

*

#!

+杨毕超%时维静%章庆华%等
:

安徽省药用菊花多类成分含

量比较*

g

+

:

安徽科技学院学报%

!"#*

%

!,

!

)

#"

)"/)(:

*

#*

+周国梁%蔡玉茹%俞浩%等
:

.一测多评/法测定凤尾草中
(

种成分的含量*

g

+

:

中国医药工业杂志%

!"#,

%

(+

!

#!

#"

#,-#/#,-):

*

#(

+郑天驰%王钢力%曹进%等
:

食品快速检测方法现状及建

议*

g

+

:

食品安全质量检测学报%

!"#$

%

,

!

*

#"

+)*/+)-:

*

#)

+袁铭铭%周雷罡%钟瑞建%等
:

广东紫珠中抗凝血活性成分

的薄层色谱鉴别及含量测定*

g

+

:

药物分析杂志%

!"#$

%

*$

!

)

#"

+##/+#):

*

#$

+

FRSF2

%

XS%G[HF2/O1>

K

%

DZ.[H';>

K

/O1>

K

%

;C13:';/

C;=C28> 8O ;̂?@;?2>; Z

B

<?8=738?2<;2> g2> _;>

K

7̀232

T1?C2=3;S62>

K

NFD1><ZTFD

*

g

+

:E;<2=2>13T31>C

%

!"#,

%

+

!

#

#"

#!/#$:

*

#,

+高美华%刘磐%梁土亮%等
:

隔山香药材中异莳萝脑乙二醇

的薄层鉴别及含量测定*

g

+

:

中药新药与临床药理%

!"#$

%

!,

!

$

#"

+$"/+$*:

*

#+

+车晓彦%伍丕娥%周娟%等
:

麦冬药材
NFD

及
ZTFD

特征

图谱研究*

g

+

:

药物分析杂志%

!"#!

%

*!

!

#!

#"

!!$!/!!$$:

*

#-

+马俊%邱富娜%刘金娥%等
:.FRUG

和
NFD

检测饲料中

G&̂

#

含量的比较研究*

g

+

:

畜牧与饲料科学%

!"#*

%

*(

!

!

#"

#-/!(:

*

!"

+郑夏生%黄颖%徐晖%等
:

地榆药材的
NFD

鉴别和
ZTFD

指纹图谱研究*

g

+

:

中国药房%

!"#(

%

!)

!

!,

#"

!)(,/!))":

*

!#

+冯雅斌%杜靓%温静
:

薄层色谱法在药物分析中的应用及研

究进展*

g

+

:

疾病监测与控制%

!"##

%

)

!

#

#"

$"/$*:

*

!!

+姚令文%刘燕%郑笑为%等
:

牛黄镇惊丸薄层色谱质控方法

的系统研究和应用*

g

+

:

中国新药杂志%

!"#+

%

!,

!

-

#"

#"$)/#"$-:

*

!*

+唐婧%郑胜彪%张雪梅%等
:

超声提取
/

高效液相色谱测定滁菊

中的木犀草素*

g

+

:

安徽科技学院学报%

!"#"

%

!(

!

$

#"

(+/)#:

"上接第
)*

页$

*

#,

+

[XDa.\G

%

\RDZN.\/Z.RNEG[[N

%

EX[NRg[\

%

;C

13:'26=?202>1C28>@;CV;;>32P;1><<;1<=;3362>@1=C;?213=80/

09>2C2;6O?80;>P2?8>0;>C13V1C;?610

Q

3;61>13

B

W;<@

B

()(

QB

/

?86;

5

9;>=2>

K

*

g

+

:R>C;?>1C28>13E2=?2@2838

KB

"

C7;XOO2=213g89?>13

8OC7;U

Q

1>267U8=2;C

B

O8?E2=?8@2838

KB

%

!"#"

%

#*

!

!

#"

)-/$):

*

#+

+赵丽青%王静%秦燕%等
:TEG

结合
<<TD\

检测食品中金

黄色葡萄球菌的研究*

g

+

:

微生物学杂志%

!"#,

%

*,

!

#

#"

#")/#"-:

*

#-

+曹梦琪%王旭东%王俊%等
:

基于
TEG/

5

TD\

检测青枯菌
)

号生理小种活菌的方法*

g

+

:

蚕业科学%

!"#)

%

(#

!

$

#"

#""(/#"#":

*

!"

+刘艳艳%柳增善%卢士英%等
:

灭菌乳中活阪崎肠杆菌

TEG/

5

TD\

检测方法的建立*

g

+

:

中国畜牧兽医%

!"#(

%

(#

!

!

#"

$#/$-:

*

!#

+

GFR&G[XT

%

\Rf.FFR[R&

%

TRUDRN.FFRD

%

;C13:\2@8/

>9=3;16;.

Q

?8P2<;669@6C?1C;6O8??2@8>9=3;16;T/<;

Q

;><;>C

Q

?8=;662>

K

8O1

Q

83

B

=26C?8>2=0\[G

*

g

+

:H;>;6Y ';P;38

Q

/

0;>C

%

#--(

%

+

!

!(

#"

*"!#/*"*#:

*

!!

+

[XDa.\G

%

DZ.S[HD%

%

DGET.\Ga:D80

Q

1?268>

8O

Q

?8

Q

2<29008>81W2<;V2C7;C72<29008>81W2<;O8?<2OO;?/

;>C2C1C28>8O32P;P6:';1<@1=C;?21@

B

6;3;=C2P;?;08P138O

'[GO?80<;1<=;336

*

g

+

:gE2=?8@283E;C78<6

%

!""$

%

$,

!

!

#"

*#"/*!":

)%

"

f83:*)

#

[8:(

周国梁等!

ZNFDU

与
ZTFD

测定滁菊中木犀草素"芹菜素"金合欢素方法的建立与比较


