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利用高效液相色谱法同时测定
枇杷果实中10种植物激素①
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摘要:以三倍体枇杷花和幼果为研究材料,建立了一套可同时分离和测定玉米素、赤霉素、激动素、水杨酸、6 苄

氨基腺嘌呤、苯甲酸、吲哚乙酸、脱落酸、吲哚丁酸和茉莉酸10种植物激素的方法.在甲醇∶乙腈∶磷酸缓冲液

(pH值为3.0)体积比为20∶20∶60为流动相,流速为1mL/min,柱温35℃,波长为210nm和254nm条件

下,测定枇杷幼果中10种激素,其线性相关系数在0.9915以上,加标回收率在58.6%~85.2%之间;检出限在

0.004~4.92ng之间,精密度在0.026%~3.05%之间.此外,利用该方法对番茄和甘蓝叶片中10种内源激素含

量进行了验证,表明该方法可用于植物中多种激素的同时测定.
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植物内源激素(plantpytohormones)是植物体内自身合成的、能从产生部位运输到作用部位并在低浓

度(小于1μmol/L)下具有生理作用的微量小分子物质,其在植物发育的多个生理过程和环境刺激反应中发

挥着重要作用.传统观点认为植物激素有五大类:生长素(IAA,Indole-3-aceticacid)、细胞分裂素(CKs,

Cytokinins)、赤霉素类(GA,Gibberellins)、乙烯(ETH,ethylene)和脱落酸(ABA,abscisicacid).新近的

研究将油菜素内酯(BR,brassinosteroid)、茉莉酸(JA,jasmonicacid)、水杨酸(SA,salicylicacid)和独脚

金内酯(SLs,strigolactones)等具有生长调节活性的信号分子也作为了植物激素成员[1],目前的内源激素

测定仍以五大类激素为主.
植物激素在植物体内的含量极低,检测过程中容易受色素、多酚等次生代谢物的干扰.因此,如何快

速、准确、高效地测定植物内源激素含量一直是困扰科学家的重要难题.目前常用的植物激素检测方法有

酶联免疫检测法、高效液相色谱法、超高效液相色谱法、超高效液相色谱 质谱法、超高效液相色谱 质谱/

质谱法等,其中酶联免疫检测法具有简单和成本低廉等特点,但其检测信号灵敏度较低,重复性较差.色谱

与质谱联用技术虽然可以在较短时间内分离鉴定多种植物激素,但由于前处理技术要求和使用成本高,未

得到广泛运用.而高效液相色谱法具有易操作、灵敏度高和稳定性好等特点,已成为分析测定植物激素的

主要方法之一,现已成功应用于李[2]、榛子[3]、苹果[4]、芒果[5]、骏枣果实[6]、梨[7]等木本植物的IAA、
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ABA、ZT和GA3 等激素含量测定.曾庆钱等[8]利用高效液相色谱法测定了荔枝根、叶和果实中的IAA、

GA3、ABA和ZT(回收率分别为78.52%,82.36%,79.83%和78.57%),保留时间稳定,试验重现性好.

马海燕[9]采用高效液相色谱法测定了葡萄植株生长周期中冬芽、新梢、叶片、果实4个部位的IAA、GA3、

ABA3种内源激素的含量变化过程,其样品中添加混标的回收率达到98.65%以上.陈建华等[10]运用高效

液相色谱方法测定了板栗枝条的IAA、ABA、ZT和GA34种内源激素,同时提取与纯化的过程连续使用3
种分离柱的方法,取得了良好效果.

枇杷(EriobotryajaponicaLindl.)属于蔷薇科亚热带常绿木本果树,原产于中国东南部,目前广泛分

布于世界各地包括中国、日本、印度、巴基斯坦、埃及、希腊、以色列、意大利、西班牙和土耳其

等[11-14].枇杷果实酸甜可口,具有丰富的营养物质,并且具有润喉、止咳、健胃等多种药用价值,深受

消费者喜爱[15].然而,枇杷的种子数目多,平均单果含有3~5粒种子,并且种子较大,约占果实总重量

的20%~30%,可食率较低.目前,植物多倍体基因表达研究相当活跃也取得了很大进展.染色体的倍

性能改变基因的表达模式,而基因表达模式的改变和功能的变化最终会导致表型的变化[16].本研究小组

自1997年开始率先进行天然三倍体枇杷的选育,已从筛选得到的三倍体种质资源中优选出大果、无籽、

优质新品种3个,但三倍体枇杷自然结实率非常低,人为施加适量的外源GA3 则可以提高坐果率,保证

其果实生长发育,提高产量.本研究旨在通过建立高效液相色谱法同时测定枇杷果实发育过程中的10
种植物激素的方法,检测三倍体无籽枇杷果实发育过程中内源激素的含量变化,为深入解析无籽枇杷坐

果的机制提供科学依据.

1 材料与方法

1.1 试验材料

2015年10月在重庆市枇杷工程技术中心种质资源圃对盛花期三倍体枇杷A322株系及二倍体同源株

系大五星进行单花处理(每个株系选取3株).选取露白末期的花朵,去除雄蕊后涂抹浓度为100mg/L

GA3,以清水(含0.1%吐温-80)和无处理为对照.分别对处理当天和处理后1d、2d、3d、5d、10d、

15d、20d、25d和30d不同处理单花进行取样.每个株系采取混合取样,每个单株取4个不同方位共

15~20朵花.验证试验的甘蓝和番茄叶片取自重庆市级高校蔬菜学重点实验室盆栽苗.

1.2 试验方法

标准品的配置:配制100μg/mLZT、KT、IAA、6-BA、IBA标准母液,2000μg/mLGA3、SA、BA、

IBA、JA标准母液,所有标样购于sigma-aldrich公司.样品用液氮研磨成细粉,称取50mg左右干粉,加

入0.5mL异丙醇/水/盐酸(V/V/V=2∶1∶0.002),4℃下100rpm震荡1h.加入1mL二氯甲烷4℃震

荡1h.4℃13000g离心5min,取下清溶液.经氮气吹干后,加入1mL80%甲醇溶液溶解样品.C18固相

萃取小柱(500mg,3mL)用6mL甲醇活化,6mL80%甲醇平衡后,将提取的样品过柱纯化,用1mL

80%甲醇洗脱,收集洗脱液.然后氮气吹干,加入500μL色谱甲醇溶液溶解,0.22μm有机滤膜过滤后注

入2mL棕色上样瓶,置于-20℃冰箱中避光保存备用.
色谱条件:检测仪器为 Agilent1260LC高效液相色谱仪,C18色谱柱(250mm×46mm,5μm,

Dikma公司产品),G1314B紫外检测器.流动相:甲醇(A)∶乙腈(B)∶磷酸缓冲液(C)(pH值为3.0)=

20∶20∶60;等度洗脱;流速1mL/min;柱温35℃;进样量10μL;测定时间30min;检测波长:IAA、

IBA和JA为210nm;ZT、GA3、KT、SA、6BA、BA、ABA为254nm.
数据分析:根据植物激素标准品的保留时间对样品中的植物激素定性,外标曲线计算植物激素的含量.

试验数据用Excel和origin9.0软件进行分析.
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2 结果与分析

2.1 色谱条件的优化

以0.1%甲酸水溶液和0.1%甲酸甲醇溶液为流动相,参考Pan等的方法[17]进行梯度洗脱,10种激素

不能完全分开,峰形较差.改变流动相以甲醇(A)∶乙腈(B)∶磷酸缓冲液(C)(pH值为3.0)=20∶20∶
60,进行等度洗脱后基线较好,10种激素可以完全分开.取10种激素标准品溶液各100μL配置成混合标

样,进样量为10μL,混合标样色谱图如图1所示.

a图(210nm):IAA:10.226min;IBA:19.219min;JA:20.794min;b图(254nm):ZT:3.083min;GA3:3.564min;KT:4.386min;SA:

5.175min;6-BA:6.987min;BA:8.254min;ABA:11.392min.

图1 10种植物激素混标在两种检测波长下的色谱图

2.2 测定方法的线性范围和检出限

将配制好的混合标样稀释成一系列梯度浓度,在相同的色谱条件下测定其峰面积,以浓度x(μg/mL)
为横坐标,色谱峰面积(y)为纵坐标得标准曲线,并求出相应的线性回归方程及相关系数.结果表明:10种

内源植物激素在浓度范围内具有良好的线性关系,相关系数在0.9915以上.按3倍信噪比计算得到标准

样品中10种植物激素的检出限(表1),检出限在0.004~4.92ng之间,说明本研究方法对植物激素有较高

的检测灵敏度.
表1 10种植物激素线性方程及方法检出限

标 准 样 品 线性回归方程 相关系数/r2 线性范围/(μg·mL-1) 检出限/ng
玉米素(ZT) y=22.127x+5.262 0.9915 0.15~10 0.01
赤霉素(GA3) y=0.4123x-1.3395 0.9959 1.00~200 1.41
激动素(KT) y=27.382x-2.7671 0.9990 0.15~10 0.004
水杨酸(SA) y=1.5242x-1.5099 0.9986 0.40~200 0.09
6 苄氨基嘌呤(6-BA) y=25.842x-1.4987 0.9988 0.02~10 0.009
苯甲酸(BA) y=3.3641x-3.6674 0.9986 0.40~200 0.062
吲哚乙酸(IAA) y=42.199x-1.9191 0.9982 0.04~10 0.02
脱落酸(ABA) y=41.724x-2.753 0.9985 0.02~10 0.02
吲哚丁酸(IBA) y=5.6114x-3.336 0.9984 0.40~200 4.92
茉莉酸(JA) y=2.2524x+12.567 0.9974 1.00~200 0.84
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2.3 测定方法的精密度

采用同样的色谱条件对混合标准溶液重复测定3~5次,ZT、GA3、KT、SA、6BA、BA、IAA、ABA、

IBA和JA峰面积相对标准偏差分别为1.95%,2.44%,1.66%,1.66%,3.05%,0.82%,0.84%,1.51%和

1.41%,在0.026%~3.05%之间.结果表明:本研究方法的重复性较好,其精密度满足分析要求.

2.4 回收率测定

液氮研磨后称取两份相同质量的样品,其中一份添加200μL混合标准溶液,以不添加混标的样本为对

照,测定样品的回收率,枇杷中10种激素的回收率测定结果如表2所示.为了进一步检验本研究建立方法

的适用性,我们以番茄和甘蓝两种植物幼嫩叶片为样本测定了加标回收率,如表3所示.结果表明:各种激

素的回收率存在差异,同一激素在不同植物中的回收率也不同.3种植物中,枇杷幼果中回收率最高的是

JA(85.2%);番茄嫩叶中回收率最低的是BA(62.4%),甘蓝中回收率最低和最高的分别是ZT和JA,分

别为60.9%和89.5%.整体而言,番茄和甘蓝中各种激素的回收率高于枇杷.
表2 枇杷10种激素加标回收率的测定

标 准 样 品 添加量/μg 检出量/μg,n=3 回收率/%

玉米素(ZT) 2 1.59 79.9

赤霉素(GA3) 40 31.42 78.6

激动素(KT) 2 1.35 67.3

水杨酸(SA) 40 24.13 60.3

6 苄氨基嘌呤(6-BA) 2 1.27 63.5

苯甲酸(BA) 40 23.45 58.6

吲哚乙酸(IAA) 2 1.41 70.6

脱落酸(ABA) 2 1.56 78.2

吲哚丁酸(IBA) 40 26.89 67.2

茉莉酸(JA) 40 34.07 85.2

表3 番茄和甘蓝植物幼嫩叶片10种激素加标回收率的测定

标 准 样 品
添加量/

μg

番   茄

检出量/μg,n=3 回收率/%

甘   蓝

检出量/μg,n=3 回收率/%
玉米素(ZT) 2 2.02 101.0 1.22 60.9

赤霉素(GA3) 40 33.96 84.9 25.4 63.5

激动素(KT) 2 1.34 65.2 1.39 69.3

水杨酸(SA) 40 31.84 79.6 26.9 67.2

6 苄氨基嘌呤(6-BA) 2 1.42 71.1 1.53 76.2

苯甲酸(BA) 40 24.96 62.4 29.8 74.4

吲哚乙酸(IAA) 2 1.42 70.8 1.66 82.8

脱落酸(ABA) 2 1.74 86.8 1.79 89.4

吲哚丁酸(IBA) 40 30.8 76.9 33.44 83.6

茉莉酸(JA) 40 24.4 68.2 35.8 89.5

2.5 枇杷果实发育过程中植物激素的测定

对三倍体A322和二倍体大五星枇杷果实发育早期的激素测定结果表明:SA和GA3 的含量相对较高,

二倍体中各激素含量普遍高于三倍体,且各激素含量的变化趋势在二倍体和三倍体中存在差异.自然条件

下,二倍体枇杷开花当天GA3 含量明显增加,随后迅速降低,在花后20d左右又增加,而同样处理的三倍
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体中GA3 含量一直呈降低趋势.赤霉素处理和二倍体和三倍体中GA3 含量变化趋势基本一致,在开花后

一直降低.而清水处理条件下,三倍体枇杷在开花后第3dGA3 含量骤然上升然后迅速降低,而二倍体枇

杷同时期条件下呈现出先降低后升高,变化幅度相对较小,导致这种变化的原因尚未探明(图2).

N:无处理,C:清水处理,T:赤霉素处理.

图2 三倍体和二倍体枇杷果实发育早期各激素含量变化情况

3 讨 论

3.1 木本植物提取剂的选择和C18固相萃取小柱的应用

样品前处理是激素分析的关键环节之一,前处理的好坏决定着分析的准确性和精密度.木本植物具

有组织多年生、结构复杂、单宁、黄酮醇、香豆酸等次生代谢物多等原因而造成杂质干扰对样品的前处

理要求高[18].因此,针对木本植物组织应采用适合的前处理方法.植物中激素提取最常用的提取剂是

80%的甲醇[19-21],4℃黑暗浸提过夜和旋转蒸发浓缩,分离时水相(含ZT)和有机相(含IAA、ABA和

GA3 等)的植物激素需要分别进行提取纯化,整个提取过程复杂且花费时间较长.Pan等[17]采用异丙醇/

水/浓盐酸=2/1/0.002(V/V/V)及二氯甲烷在短时间内同时提取了样品中的IAA、CK、ABA、GAs、

JA、SA及其甲酯态化合物.近几年参照此法测定植物内源激素的研究较多,雷静等[22]参照此方法并进

行改进,在短时间内测定了马铃薯中的 GA3含量.邓文红等[23]利用该方法测定了菊科植物油蒿叶片的

激素含量,取得了较理想的结果.
本试验参照Pan等[17]的方法测定枇杷内源激素时,杂质干扰较大,不能很好地分离各目标物质.因

此,本试验中增加了C18固相萃取小柱纯化处理过程,但样品过柱后回收率同比降低了20%左右.卢巧

梅等[21]采用固相萃取柱对水仙样品中的IAA、ABA和GA3 进行了富集纯化,加标回收率在81.0%~

94.0%之间.杨途熙等[19]利用高效液相色谱法同时分离测定了仁用杏花芽中的ZT、GA3、IAA、6-BA、

ABA、IBA、秋水仙素和腺素8种植物激素,但样品未进行纯化处理,样品加标回收率较高,在95.4%~
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103.5%之间.这可能是由于固相萃取小柱除杂的纯化方法的基质效应较大,纯化过程复杂且激素的损失较

大,而萃取后直接上样分析可以减少激素的损失.此外,本试验结果表明,枇杷花和幼果中各激素的加标回

收率在58.6%~85.2%之间,而草本植物番茄和甘蓝叶片中各激素的加标回收率在60.9%~101%之间,

整体较枇杷的回收率高,其原因可能由于所用组织部位的不同.

3.2 植物激素测定的波长选择

已报道的高效液相色谱同时检测多种植物激素的含量方法采用的波长为254nm.陈波浪等[24]和

吴红京等[25]选用了254nm波长同时检测ZT、GA、IAA和ABA几种激素.杨途熙等[19]以254nm为

检测波长同时测定了ZT、GA3、IAA、6-BA、ABA、IBA、秋水仙素和腺素8种植物激素.本试验通过

全波长扫描发现IAA和IBA在210nm和273nm左右处各有1个吸收峰,且273nm处小于210nm
处的吸收峰,而在254nm处吸收峰值较小,因此本试验选取210nm波长用于IAA和IBA含量的测

定,以提高检测的灵敏度.此外,植物激素单标检测时发现JA在210nm处基线较254nm处平稳,

因此选择210nm作为JA的检测波长.综合文献报道及全波长扫描结果,最终选取210nm和254nm
作为本研究检测10种激素的波长.

3.3 枇杷果实发育过程中多种植物激素的测定

植物激素的种类和含量变化与果实的发育密切相关.如施加外源性植物激素(GA3、IAA和CKs等)可

以诱导果实单性结实[26],比如柑橘[27]、苹果[28-29]、梨[30]、枇杷[31]、桃子[32]、西瓜[33]、番茄[34-35]和猕猴

桃[36]等.前人的研究普遍认为GA3 含量较高被认为有助于促进坐果.本试验结果显示,枇杷果实发育初

期,二倍体枇杷GA3 含量高于三倍体同时期,三倍体枇杷经外源GA3 处理后内源GA3 含量有所增加,这

与GA促进坐果理论相一致.除了GA3,在枇杷幼果中还检测到ZT、KT、SA、6-BA、BA、IAA、ABA、

IBA和JA9种植物激素,说明果实发育是多种激素相互作用的结果.
在果实发育初期除JA和IBA两种激素在部分样本中未检测到外,其余激素在各个时期的样品中均能

检出,各激素色谱图分离效果较好,表明本研究建立的方法可用于枇杷等植物激素含量的分离和测定研究.
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SimultaneousAnalysisofTenPlantHormonesinLoquat
FruitletbyHigh-PerformanceLiquidChromatogeaphy

LI Hua, GUOQi-gao, LIANGGuo-lu, HE Qiao
SchoolofHorticultureandLandscapeArchitecture,SouthwestUniversity/KeyLaboratoryofHorticultureSciencefor

SouthernMountainousRegions,MinistryofEducation,Chongqing400716,China

Abstract:Inthisstudy,ahigh-performanceliquidchromatographymethodwasestablishedforsimultaneously
determiningtenphytohormones(trans-zeatin,gibberellinA3,kinetin,salicylicacid,6-benzylaminopurine,

benzoicacid,indole-3-aceticacid,abscisicacid,indole-3-butyricacidandjasmonicacid)intriploidloquat
(Eriobotryajaponica (Thunb)Lindl.)flowersandfruitlet.Theabove-mentionedtenphytohormoneswere

detectedunderthefollowingconditions:reversed-phasecolumnDikmaC18(250mm×46mm,5μm)ata

temperatureof35℃,methanol/acetonitrile/phosphatebuffer(pH=3.0)(20∶20∶60,vol/vol/vol)mix-

tureasthemobilephasewithaflowrateof1mL/minandadeterminationwavelengthof210and254nanom-

eter.Thestandardcalibrationcurvesofthetenphytohormonesallshowedahighlinearity,thecorrelationco-

efficientsbeingabove0.9915.Theirlimitsofdetectionrangedfrom0.004to4.92ng,witharelativelyhigh

precision(%RSD=0.026%-3.05%)andaccuracy(%recovery=58.6%-85.2%).Then,thismethod

wasusedtomonitorthechangesofphytohormonecontentsduringthedevelopmentofloquatfruitlet,andLy-

copersiconesculentumandBrassicaoleraceayoungleaves,andtheresultsweresatisfactory,suggestingthat

thismethodisanefficienttoolforroutinescreeningofphytohormonecontentsinvariousplants.

Keywords:HPLC;loquat;planthormone;fruitdevelopment
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