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高效液相色谱法测定龙眼胚芽中的细胞分裂素
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摘　要　用高效液相色谱法测定从龙眼胚芽中纯化提取的 4种植物细胞分裂素 ZT、KT、6 - BA、2 ip ,并介绍了植物

组织内细胞分裂素的提取和纯化过程 ,实验以 C18柱为分离柱 ,甲醇∶1%冰醋酸 = 42∶58 ( v/v)为流动相 ,

采用流速梯度洗脱欲测组分 ,λ = 254nm处检测了 4种植物细胞分裂素。被测组分的浓度与其峰面积有

良好的线性关系 ( r = 0. 9995～1. 000) ,加标回收率在 93. 81%～98. 23% , 4种植物细胞分裂素的最小检出

限均在纳克级。

关键词　高效液相色谱 ;龙眼 ;胚芽 ;细胞分裂素

H igh performance liqu id chroma tograph ic ( HPLC) determ ina tion of

cytok in in s in em bryo of longan
W u Hongjing1 , Zhang Chun ling2 , La i Zhongx iong2

(1. Center of Technology and Test, Fujian Institute of Research on the Structure ofMatter, The Chinese Academy of Sci2
ences, Fuzhou, Fujian, 350002; 2. The College of Horticulture, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou, Fujian,

350002)

Abstract　This parper describes the app lication of reversed - phase HPLC to determ ination of cytokinins in embryo of Lon2
gan [ trans - zeatin ( ZT) , 6 - furfuryl am inopurine ( KT) , 6 - benzylam inopurine (6 - BA) and 6 ( r, r - dimethylallylam ini2
nopurine (2 ip) ] in purified extracts of embryo of Longan, and also gives an extraction and purification p rocedure useful for

the routine analysis of the cytokinins in p lant tissue. A C18 column was used and gradient elution with MeOH∶1% HAC = 42

∶58 ( v/v) at a flow rate of 1. 0～1. 2mL /m in, was performed with a UV monitor at 254 nm. The average recovery of four

p lant cytokinins were 93. 8 l%～98. 23% ( n = 5) and correlation coefficients were 0. 9995～1. 000. The lowest detectable

lim it for four p lant cytokinins were in nanogram level.
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　　细胞分裂素 (CTK)是植物激素中的一类 ,在植

物体内含量甚微 ,但它们对植物的生长发育具有显

著的影响 ,其主要作用是促进细胞的分裂和扩大 ,

促进侧芽的发育 ,抑制衰老等。用高效液相色谱法

测定植物中的细胞分裂素已有报道 [ 1 ]
,但测定胚芽

中的细胞分裂素则不多见。对于植物内源激素的

分离和测定 ,我们曾做过一些工作 [ 2, 3 ] ,但所测激素

仅限于 2～3种 ,现在建立了同时测定 4种植物细胞

分裂素 :反玉米素 ( ZT)、6 -糠基氨基嘌呤 ( KT)、

6—苄氨基嘌呤 ( 6 - BA )、N6 - 2异戊烯基腺苷
(2 ip)的方法。本法采用流速梯度来分离 4种细胞

分裂素 ,外标法定量 ,并选择龙眼胚芽作为研究对

象 ,分离和测定了其中的细胞分裂素 ,方法简便 ,灵

敏度高 ,也适合于其它植物中的细胞分裂素的检

测。

1　实验部分

1. 1　仪器和主要试剂

LC - 4A高效率液相色谱仪 , SPD - 2AS紫外检

测器 , C - R2AX积分仪 (日本岛津 ) , UV - 1100紫

外可见分光光度计 (北京瑞利分析仪器公司 ) ,旋转

蒸发器 (上医械专机厂 )。

甲醇 (色谱纯 ) ,冰醋酸 (分析纯 ) ,反玉米素
(上海丽珠东风生物技术有限公司 ) , 6 -糠基氨嘌

呤 (上海生物化学研究所 ) , 6 -苄氨基嘌呤 (上海农

学院经销 ) , N
6

- 2异戊烯基腺苷 (上海伯奥生物科

技有限公司 ) ,水 (二次蒸馏 )。

1. 2　色谱条件

6902



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

　2005, 14 (1) 荧光法同时测定环境水中的 A s(Ⅲ)和 A s(V)

色谱柱 : Supelcosi LC - 18 - DB (4. 6 ×250mm ,

5μm) ;流动相 :甲醇 : 1%冰醋酸 = 42∶58 ( v/v) ;梯

度流速 : 0. 01～12. 00 m in, 1mL /m in, 12. 01～25.

00m in, 1. 2mL /m in; 25. 01 m in, 1mL /m in。检测波

长 : 254nm,柱温 : 40℃。

1. 3　标准溶液的配制

4种细胞分裂素的对照品甲醇溶解后 ,配制成

含 4种细胞分裂素均为 50mg/L的标准贮备液。

1. 4　样品溶液的制备

称取龙眼胚芽 5. 0g,加入冷却的体积分数为

80%的甲醇溶液 50mL,低温下研磨匀浆 ,于 - 20℃

浸提取 21h,浸提液离心过滤 ,残渣用上述甲醇

20mL重提 2次 ,离心后合并滤液。滤液于 40℃减

压浓缩至水相 ,用 1mol/L柠檬酸调节 pH为 3. 0,加

入等体积石油醚 :乙酸乙酯 ( 1: 1v /v) ,萃取脱色 3

次 ,弃去酯醚相 ,加入 0. 5 g聚乙烯吡咯烷酮 (pvpp )

吸附酚类物质 ,低温振荡 30m in,过滤弃去 pvpp,滤

液用 1mol/LNa2 HPO4 ,调节 pH 8. 0,再用等体积乙

酸乙酯 :正丁醇 ( 1: 1 v/v)萃取 3次 ,合并酯相 ,于

40℃减压蒸干后 ,用 5mL流动相溶解残质 ,溶液经

0. 45μm滤膜过滤后进行 HPLC分析。

2　结果与讨论

2. 1　检测波长的选择

4种细胞分裂素的甲醇溶液分别在 UV - 1100

紫外可见分光光度计上进行光谱扫描 , 4种细胞分

裂素在 250～270nm之间均有最大吸收 ,本实验选

择常用的 245nm作为检测波长测定 4种组分。

2. 2　流动相中甲醇的比例和流速的选择

采用恒流洗脱 ,流动相中甲醇的体积分数为

50%时 , 4种组分就能完全分离 ,但在提取的实际样

品中杂质较多 ,影响检测的准确性 ,实验中又分别

选用了甲醇与醋酸体积比为 45 /55、42 /58、40 /60来

分离样品中的 4种组分 ,结果表明 ,流动相中甲醇

体积分数为 45%时 , ZT与样品中的杂质分离较差 ,

使 ZT测定结果偏高 ,而流动相中甲醇体积分数为

40%时 , 6 - BA和 2 ip的保留时间迅速增加 ,当甲醇

体积分数为 42%时 , ZT虽能与杂质很好地分离 ,但

一次分析时间仍需要 35m in以上 ,为了缩短分析时

间又不影响欲测组分与杂质的分离 ,最终采用流速

梯度来完成分析 ,其效果比采用梯度洗脱方便 ,避

免了梯度洗脱以后需用流动相将柱子恢复到最初

平衡的状态所花费的时间。

2. 3　线性回归方程和最小检测限

将“1. 2”节的混合标准溶液用流动相配制成一

系列不同质量浓度的标准溶液 ,进行分析 ,以峰面

积 ( Y)对质量浓度 (X, mg/L )作图 , 4种组分的线性

范围均在 0. 5～50mg/L之内 ,通过回归计算 ,得到

回归方程、相关系数和最小检出限见表 1。

表 1　线性回归方程、相关系数和最小检出限

欲测物 回归方程
相关

系数

最低检测限

( ng)

ZT Y = 3. 0 ×l06X - 5. 083 ×102 1. 000 1. 25

KT Y = 3. 0 ×106 X - 3. 861×102 0. 9995 2. 50

6 - BA Y = 2. 0 ×106 X - 7. 2430 ×102 0. 9969 5. 00

2 ip Y = 3. 0 ×106 X - 4. 9220 ×102 0. 9970 2. 50

2. 4样品分析

将按“1. 4”节方法提取的样品进行 HPLC分

析 ,样品采用加标峰面积增高法定性 ,外标法定量 ,

典型谱图见图 l,从图中可见龙眼胚芽中不含有

2 ip ,样品测定结果见表 2。

图 1　4种细胞分裂素的色谱图

1. ZT, 2. KT, 3. 6 - BA, 4. 2 ip

2. 5　回收率和重现性测定

试验中按 200μg/G·FW的比例将 4种标准对照品

加入到样品中 (已测得此样品的细胞分裂素含量本

底值为空白 ) ,经提取后 ,采用 HPLC进行 5次平行

测定 ,其回收率分别为 93. 81% , 95. 63% , 98. 23%

和 96. 98%。相对标准偏差 (RSD) (下转第 2100页 )
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2. 3　共存离子的影响

对于测定 1μg的亚砷酸根 ,在反应体系中加入

不同量的干扰离子 ,当荧光测定值相对误差不大于

±5%时 ,各种共存离子的容许量列于表 1中。

表 1　干扰离子的容许含量 (1μg亚砷酸根 )

干扰离子
容许含量

(W /W )

Na + , K+ , NH4
+ , NO3

- , SO4
2 , C1 - ,

HPO4
- , HCO3

- 1000

Mg2 + , Ca2 + , A l3 + , Cu2 + , Ba2 + , Co2 + ,
Hg2 + , Cr6 + , SCN - 500

W (Ⅵ) , N i2 + , A s(V) 250

Pb2 + 150

Mn2 + , Cr2 + 100

Zn2 + , Cd2 + 50

Fe3 + 15

2. 4　工作曲线和检测限的测定

实验表明 ,亚砷酸根含量在 4～180ng/mL范围

内 ,荧光强度差值与亚砷酸根含量成正比。线性回

归方程 ( F = 312. 8C + 0. 76,相关系数 r = 0. 9991。

对六份试剂空白进行平行测定 ,根据 3S0 /K ( S0为

空白测定值的标准偏差 , K为工作曲线的斜率 )进

行计算 ,得到检测限为 0. 6ng/mL。

3　样品分析

由共存离子实验结果可知 ,本法干扰较小 ,可

直接用于天然水样的测定。分别吸取适量自来水

和经过过滤后的池塘水样加入 26mL容量瓶 ,按照

上述优化好的实验条件进行测定 ,同时对的分析的

水样加入不同量的亚砷酸根进行回收实验 ( n = 6)

如表 2和表 3所示 ,回收率均在 96%～105%之间 ,

总砷浓度的测定值与标准参考物的浓度基本一致 ,

可信度为 96% ,结果令人满意。

表 2　自来水中 A sO3
3 -的测定 (μg/L, n = 6)

样品
加入量 测得平均值

A s(Ⅲ)A s(V) A s(Ⅲ) A s(V)
标准值

1 2. 50 1. 50 2. 54 ±0. 11 1. 68 ±0. 08 -

2 1. 50 2. 50 1. 55 ±0. 06 2. 61 ±0. 13 -

3 0. 00 4. 00 0. 00 ±0. 04 4. 13 ±0. 11 -

SRM - - 13. 24 ±1. 21 40. 36±1. 86 56. 02±0. 73

表 3　池塘水中 A s(Ⅲ)和 A s(V) -的测定 (μg, n = 6)

NO.
取样

(mL)
A s(Ⅲ) A s(V)

A s(Ⅲ)

加入量

A s(V)

加入量

回收率

( % )

1 10. 00 0. 58 0. 45 1. 00 0. 00 103. 4

2 10. 00 0. 63 0. 41 2. 00 0. 00 102. 1

3 10. 00 0. 67 0. 49 0. 00 1. 00 101. 6

4 10. 00 0. 59 0. 44 0. 00 2. 00 98. 8
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(上接第 2097页 )　分别为 5. 31% , 5. 01% , 4. 73%

和 4. 13%符合定量分析要求。
表 2　样品测定结果 ( n = 5)

样品

序号

含量 ( ng/G. FW )
ZT KT 6 - BA 2 ip

1 664. 36 140. 25 684. 64 ND
2 1124. 20 213. 89 1356 ND
3 592. 96 152. 44 428. 93 ND
4 302. 57 190. 56 291. 92 ND

注 : ND表示检出。

3　结束语

配制好的标准溶液不宜放置太长时间 ,最多不要超

过两个星期 ,否则峰面积有变化。
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