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摘　要　采用反相高效液相色谱法 (H PLC) 切换波长法同时测定油菜中的内源激素赤霉素 (GA 3)、

32吲哚乙酸 ( IAA ) 和脱落酸 (ABA ) , 以甲醇∶水∶乙腈 (20∶60∶20) 为流动相, 结果显示其检出限分别为

GA 3: 0. 08m göL ; IAA : 0. 015m göL ; ABA : 0. 025m göL , 比单波长检测的检出限提高了 4—10 倍; 相对标准

偏差 (R SD )分别为 GA 3: 6. 3% , IAA : 4. 34% ,ABA : 7. 95%。本实验采用切换波长法, 显著减低了各组分的

检出限, 建立了一种以高灵敏度对多组分体系同时进行检测的方法。同时为快速、准确测定油菜内源激素

提供了可靠方法。
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1　引言
植物激素在植物体内, 作为执行细胞通讯的化学信息在代谢、生长、形成等植物生理活动的各

个方面均起着十分重要的作用[1, 2 ]。其主要生理功能是调节植物生长发育过程, 如细胞的分裂、增长

等。了解植物激素的化学性质、作用机理和生理效应等, 既有助于深入了解植物的生长发育过程, 又

可为外源激素在农业上的合理利用提供理论依据。但是内源激素在植物体内的含量很低, 一般为组

织鲜重的 10- 9—10- 7数量级, 按 ngög 鲜重计 IAA : 1—100, GA 3: 1—1000, 细胞分裂素 (CT K) : 1—

1000, ABA : 10—4000, 同时由于植物体组成复杂, 共存的干扰组分很多, 因而对植物激素的定量测

定非常困难。

目前对植物激素测定的报道很多, 从张爱萍等 (1994 年)到史作安等 (2004 年)都报道了激素的

测定方法, 如王若仲等 (2002 年)“亚种间杂交稻内源激素的高效液相色谱法”采用反相液相色谱,

254nm 检测波长, 外标法定量测出了三种激素 GA 3、IAA 和ABA , 检出限分别为 GA 3: 0. 5m göL ,

IAA : 0. 1m göL ; ABA : 0. 03m göL , 结果比较好; 谢君等 (2001 年)“植物内源激素的反相高效液相色

谱法测定”采用反相液相色谱, 254nm 检测波长, 测定了 5 种内源激素的含量; 陈昆松等 (2003 年)

“H PL C 法检测果实组织中内源 IAA、ABA 方法的改进”改变了激素的前处理后测定了果实的内源

激素 IAA 和ABA , 他们均采用单一波长分别进行检测[1—10 ]。植物中激素多组分同时存在, 单一波

长并不能使每个组分都能够在最佳检测波长下检测。本实验以测定植物内源激素 (GA 3、IAA、

ABA )为例, 采用切换波长法对多组分样品进行了检测分析, 提高了检测灵敏度, 降低了检出限。本



实验切变波长法解决了多组分检测时不能同时在高灵敏度下工作的难题, 为多组分同时检测降低

检出限提供了可靠的方法。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

A gilen t 1100H PL C 系统 (德国A gilen t 公司) ; 色谱柱 Eclip se XDB C18 (5Λm , 4. 6mm ×280mm )

(德国A gilen t 公司) ; R E5223 旋转蒸发仪 (上海沪西分析仪器厂) ; ENV I218 小柱; 0. 45Λm 超滤膜。

UV 2200 型紫外分光光度计 (日本岛津公司) , pH S23C 型酸度计 (上海雷磁厂) , GA 3、IAA、ABA 标

准品均为国产标样, 石油醚为优级纯, 甲醇、乙腈为色谱纯; 实验用水均为超纯水。

2. 2　实验方法

取油菜叶片 5. 0g, 3 种激素 (GA 3、IAA、ABA )按王若仲等 (2002 年)的方法进行提取[8 ]。色谱条

件: 柱温为 20℃; 流速为 0. 7mL öm in; 流动相比例: 甲醇∶乙腈∶水= 20∶20∶60; 波长由紫外扫描

得出 GA 3、IAA 和ABA 最大吸收波长分别为 206nm、254nm、270nm。

3　结果与讨论

3. 1　色谱条件的选择

(1) 流动相强度对各组分保留时间的影响: 随流动相中甲醇含量的增加, 即流动相强度增加,

则 GA 3、IAA 和ABA 等组分保留时间皆缩短, 测定周期缩短, 但是降低了分离效果、影响激素含量

的测定。实验确定最佳流动相配比为: 甲醇∶乙腈∶水= 20∶20∶60。

(2) 不同流速对分离效果的影响: 随着流速的增加, 各组分保留时间均缩短, 但重叠现象也加

剧, 而流速太小则会延长测定时间, 实验确定最佳流速选择为: 0. 7mL öm in。

(3) 波长的选择: 紫外多波长扫描GA 3、IAA、ABA 的最佳波长分别为: 206nm , 254nm , 270nm ;

故实验采用切换波长法检测。

3. 2　实际测定

3. 2. 1　标准溶液的测定

精确称取标准 GA 3、IAA 和ABA 样品各 0. 0010g, 混合并用甲醇 (色谱纯)定容到 100mL 容量

瓶中, 稀释 10 倍得到 1. 00m göL 三种植物激素标准物质混合溶液。

由图 1 和图 2 可以看出, 切变波长法消除了溶剂峰和某些杂质峰。当多组分体系样品进行检测
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时, 切变波长法检测比单一波长检测减少一些干扰, 更利于待测组分的分析检测。

图 3　油菜叶片样品图

a——10m göL 对照品色谱图;

b——油菜样品色谱图。

3. 2. 2　油菜样品的测定

取 2. 2 的供试液, 过 0. 45Λm 的超滤膜, 经 H PL C 检测

(图 3)。

3. 3　回收率、相对标准偏差的测定

本实验分别将 10. 00m göL 的 GA 3、10. 00m göL 的 IAA

和 3. 00m göL 的ABA 标准溶液按照样品的提取方法处理,

采用 H PL C 进行 9 次平行测定, 其回收率分别为 GA 3:

90. 27% ; IAA : 96. 29% ; ABA : 98. 45% ; 相对标准偏差

(R SD ) 分别为 6. 3% , 4. 34% , 7. 95% , 符合激素检测定量分

析要求。

3. 4　线性关系

　　采用外标峰面积法测定, 配制一

系列质量浓度的标准品混合溶液, 用

峰面积 (y ) 对质量浓度 (x , m göL ) 作

线性回归曲线, 得到的回归方程、校准

曲线的线性范围和最低检出限如表 1

和表 2 所示。

由表 1 可知, 实验结果显示 GA 3,

IAA 和 ABA 的相关系数 ( r
2) 分别为

0. 9938, 0. 9959, 0. 9986, 线性相关性

较好, 各种激素的检出限均较低, 达到

理想效果。

3. 5　灵敏度的比较

表 1　GA3, IAA 和ABA 的校准曲线

植物激素 回归方程 相关系数 (r2) 检出限 (m göL )

GA 3 y = 42. 485x - 1. 0552 0. 9938 0. 080

IAA y = 206. 73x + 79. 066 0. 9959 0. 015

ABA y = 125. 44x + 115. 82 0. 9986 0. 025

表 2　GA3、IAA 和ABA 的检出限对照表

(切换波长法和单波长法)

波长

(nm )

GA 3 的检出限

(m göL )

IAA 的检出限

(m göL )

ABA 的检出限

(m göL )

206 0. 080 0. 100 0. 100

254 0. 500 0. 015 0. 030

270 0. 600 0. 150 0. 025

变换波长 0. 080 0. 015 0. 025

　　不同物质有不同的最佳检测波长, 混合样品采用单一波

长检测会导致至少有一种待测物质达不到最大吸收, 从而降

低了该物质的检测灵敏度; 而切换波长法在不同的时间采用

不同的检测波长, 使每种待测物质均达到最高检测灵敏度。

实验中ABA 在 206nm 波长下吸收没有达到最大, 紫外检测

器其最大吸收为 270nm , 而采用切换波长法测定使相同浓度

表 3　时间和波长之间的切换表

序号 时间 (m in) 波长 (nm )

1 0. 0 320

2 3. 4 206

3 4. 6 320

4 6. 8 254

5 8. 5 270

ABA 的色谱峰面积、峰高均增大数倍, 显著提高了ABA 的检测灵敏度, 相应组分的检出限均明显

的降低了 (见表 3) , 更有利于微量物质的定量分析。

3. 6　切变波长时间的选择

经紫外扫描得 GA 3、IAA、ABA 的最大吸收分别为 206nm , 254nm 和 270nm , 单波长检测不能

使待测的组分的响应值达到最大, 甚至很多要检测的组分在固定波长下根本检测不出来, 从而影响

测定结果。为了更好的检测样品中的植物激素, 减少溶剂等物质的干扰, 本实验采用了切换波长法,
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确定在 206nm 下检测 GA 3, 254nm 下检测 IAA 和 270nm 下检测ABA。由于溶剂保留时间最小, 最

先被检测到, 而且溶剂甲醇在 206nm 下有较大吸收干扰测定, 在 320nm 以上则吸收很小。故首先

选择检测波长为 320nm 使溶剂峰最小化; 3. 4m in, GA 3 将要出峰时, 将检测器波长切换到 206nm ;

当液相色谱运行到 4. 6m in 时, 溶剂甲醇将要出峰, 将检测器波长切换为 320nm ; 待甲醇出峰终止

后, 6. 8m in 时再将检测器波长切换到 254nm , 以检测 IAA ; 最后当 8. 5m in ABA 要出峰时, 将检测

器波长切换到 270nm , 共 4 次切换波长。切变波长法的时间变换应该通过各待测组分的保留时间来

选择, 每次切换波长都要密切注意各物质响应的开始和终止时间, 所以严格掌握切换时间是切变波

长法的关键。

4　结论
液相色谱测定中采用切换波长报道甚少, 运用切换波长法关键是把握好切换时间。切换波长法

的优点在于可以使各种待测组分分别选择最佳检测波长, 在高灵敏度下进行检测, 同时可以使不需

要的或干扰物质出峰较小, 甚至不出峰。当多组分体系进行检测时, 特别是待测物质组分复杂、含量

少时, 切换波长法可以避免一些组分对待测物质测定的干扰, 使待测物质出峰明显, 而且可以显著

提高检测灵敏度, 降低检出限, 能够减低多组分体系定量检测的困难, 并为测定油菜体内内源激素

提供了可靠、快速、准确的检测方法。
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D eterm ination of Plan t Hormones in Rape by HPLC
w ith Changing UV-V isWavelength

L IU Zh i2Yong　W AN G Jun　YU E X ia2L i　DON G Yuan2Yan
(College of S cience, H uazhong A g ricu ltural U niversity , H ubei,W uhan 430070, P. R. China)

Abstract　GA 3, IAA and ABA w ere determ ined by areverse2phase H PL C w ith m ethyl alcoho l2
w ater2aceton itrile (20∶60∶20) asmobile phase and changing UV 2visw avelength. T he detection lim it

of GA 3, IAA and ABA are 0. 08m göL , 0. 015m göL and 0. 025m göL , respectively. T he relative devia2
tions fo r GA 3, IAA , ABA are 6. 3% , 4. 34% and 7. 95% , respectively. T he m ethod can dram atically

imp rove the detection sensitivity compared w ith the single w ave m ethod.

Key words　Changing W ave, H igh Perfo rm ance L iquid Ch rom atography (H PL C ) , D etection

L im it.
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