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的科研工作者多注重 于内源激素 (如吲 哚乙酸 、赤 

霉素 (GA3)、脱落酸 (ABA)、乙烯等 )分析方法的开 

发 ，关 于 植 物 外 源 激 素 的 分 析 方 法 虽 有 报 

道 ，”]，但针对组织培养开发 的激素分析方法国内 

还未见报道。 

本文基于高效液相色谱一二极管阵列检测方法 ， 

开发出植物组织培养中常用 的 6-BA，KT，I从 ，IBA， 

NAA和 2，4-D等 6种外源激素 的分析方 法。在该 

方法中，还建立了培养基中外源激素的提取方法，同 

时对分离条件进行 了优化。 

1 实验部分 

1．1 仪器与药品 

美国 Waters 2695高效液相 色谱仪 ，配 Waters 

2695分离单元 和 2996二极 管阵列检测器 ；Milli—Q 

超纯水器(美国 Milli—Q公 司)；KQ一50B超声波清洗 

器 ；真空干燥箱 。 

I从 ，IBA，2，4-D，NAA，6-BA和 KT等均为分析 

纯或生化试剂 ，纯度大于 98％；乙腈和甲醇均为色谱 

纯 (天津福晨化学试剂 厂 )，乙酸钠一三 乙胺 缓冲液 

(Waters公司提供 ，使用 时用 10倍 的超纯水 稀释 ， 

超声波脱气 1 min)。 

1．2 色谱条件 

流动相 A：140 mmol／L乙酸钠一三 乙胺缓 冲液 

(pH 4．95)；流 动 相 B：100％ 乙 腈 ；流 速 1．0 

mL／min。柱温 37℃。色谱柱 (1)：~BondaPak 

C 柱(3．9 mE ×300 mE，l0 ixm)，等度洗脱： 

(A)：V(B)=75：25；运行时问 ：9 min。色谱柱(2)： 

Nova—Pak C R柱 (3．9 mE ×300 mE，4 ixm)，梯度 

洗脱程序 ：0～4 min，86％A；4．1～9 min，80％A；9 

～ 15 min，86％A；运行时间：15 min。 

1．3 样品前处理 

1．3．1 标准样 品的制备 

分 别 吸 取 1 mg／mL的 6-BA，KT，I从 ，IBA， 

NAA和 2，4一D激素溶液各 1 mL于 25 mL容量瓶 

中，加超纯水定容，溶液 中各激素均为 40 t~g／mL 

(用于制作标准曲线 )。再稀释 10倍制成各激素均 

为 4 i~g／mL的标准溶液 (用于测定检测限)。 

1．3．2 培养基的制备 

植物组织培 养基常用 的是 MS培养基 ，一 般含 

有糖 30％、琼脂 0．5％～0．8％、无机盐 0．4％ ～0．5％、 

有机物 (肌醇 、甘氨酸 、维生素 C、聚乙烯 吡咯烷酮 、 

维生素 Bl、维生素 B6、维生素 B12等)2％～3％。根 

据培养的植物种类和外植体不同，添加的外源激素 

的种类和用量会有较大 的差异 ，一般为 1～3种 ，其 

质量浓度在0．05～5mg／L之 问。为 了开发通用 的 

检测方法 ，该培养基中添加的上 述 6种激素 的质量 

浓度均 为 1 i~g／mL，熬 制后 分 装 25瓶 (每瓶 40 

mL)，高温灭菌后备用。 

1．3．3 培养基 中激素的提取 

取培养基 50 g于 500 mL烧杯中，于真空干燥 

箱中80～lO0℃条件下减压烘干，取出，加甲醇 20 

mL超声萃取 lO min。将提取液 过滤 于小烧 杯中 ， 

残渣再用 lO mL萃取剂提取 2次，合并滤液，在水 

浴上蒸发至近干 ，加 水定 容至 25 mL。将该溶液用 

0．45 m滤膜过滤，供色谱测定。 

1．4 标准 曲线的制作 

将含激素为40 i~g／mL的标准溶液分别进样 1， 

5，10，20 L，制作标准曲线 ，即进样质量分别为 40， 

200，400，800 ng。 

1．5 检测限的确定 

将含激素为 4 i~g／mL的标准溶液分别进样 1， 

2，5，10 L，即进样质量分别为 4，8，20，40 ng，观察 

激素峰高与基线噪声的比例，根据其值确定各激素 

的检测限。 

2 结果 与讨 论 

2．1 色谱条件的选择 

分别考 察 了 “1．2”节 中 t~BondaPak C。 柱 和 

Nova—Pak C。。柱对 6种激素的分离效果。在优化的 

色谱条件下，其色谱图见图 1。 

图 1 (a)~BondaPak Cl8柱和 (b)Nova-Pak Cl8柱 

分离植物外源激素标准品的色谱图 

Fig．1 Chrom atogram s of standards of plant exogenous 

hormones on (a) i~BondaPak C18 column and 

(b)Nova-Pak C18 column 
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从上述两种色谱柱的分离结果来看，采用 

~BondaPak C 柱进行 等度 分离时不需重新 平衡 ， 

测定时间仅为 9 min，且各峰均能达到基线分离； 

Nova—Pak C1。色谱柱为 4 m 高规格的 C1 8柱 ，质优 

价贵 ，价格 比前者约高出 1～2倍 ，峰尖而窄 ，但需采 

用梯度分离 ，检测周期平均为 12 min，基线 波动较 

大，在 250 nm 以下会出现较大 的梯 度峰，影 响观察 

和积分；运行梯度程序后需要一定的平衡时间，检测 

周期为 15 min，时间较长 ，如果进样量较大 (50 L 

以上)，IAA和 KT很难 达到基线分离。因此 ，本 文 

最终选择 ~LBondaPak C 柱为本方法所用色谱分 

离柱。 

2．2 激素分离特性 

2．2．1 激素峰的纯度 、最大吸收光谱波长和重现性 

选用 ~BondaPak C18色谱柱，将 40~Lg／mL样 

品重复进样 5次，每次进样 10 L，各峰的保留时 

间、峰面积 、峰高 的相对标准 偏差 (RSD)、纯度角 、 

最大吸收光谱波长见表 1。 

表 1 p~BondaPak C18柱分离激素峰的纯度角、最大吸收光谱波长和重现·l生 

Table 1 Purity angles，m aximum absorbance wavelengths and RSDs of plant 

exogenous horm ones on the p~BondaPak C18 colum n 

Maximum absorbance RSD／％ 
c。mp。nent Purity m resh。ld Purity angle wavelengm ／nm —retention tim—e peak area 

Indole acetic acid fIAA) 6．203 1．149 220．3 0．1 3．5 

Kinetin(KT) 1．681 0．641 267．5 0．1 0．2 

2，4-Dichlorophenoxyacetic acid 4．777 2．882 229．7 0．2 1．7 

(2，4一D) 

Naphthalene acetic acid fNAA) 3．466 1．193 223．8 0．2 0．9 

6-Benzylaminopurine(6-BA) 1．361 0．766 268．7 0．2 0．9 

Indole butyric acid(IBA) 3．266 3．226 222．7 0．2 0．5 

1．2 

O．3 

0．4 

O．3 

O．2 

O．4 

纯度角是利用光电二极管阵列检测器 (PAD) 

确认色谱峰的一致性(纯度)的方法，其计算方式是 

以峰顶处的光谱为标准，软件自动比较其与色谱峰 

上每个采样点的光谱之间的差异 ，比较结果 以纯度 

角(purity angle)表 示 ，若纯 度角超过 阈值 (purity 

threshold)，则此差异不能仅仅归 因于噪声 ，而恰好 

表明可能有未分离 的峰存在 ，即峰不纯 ，内含有共流 

物。在以上的分离条件下 ，6种激素峰 的纯度角均 

小于阈值，说明各组分都没有共有组分流出。 

经 实验 检测 发现 ，6种 激 素组分 在 200～400 

nm 均有吸收 ，但 最大吸收波长各不相 同。若选用 

检测波长在 260 nm 以下 ，基线波动较大 ；若在 250 

nm 左右 (常用 的 248 nm 或 254 nm)，2，4一D吸收 

很弱。由于以上 6种激素均带有芳 环，均在 280～ 

290 nm 之间有较强的吸收峰 ，故选用 285 nm 作检 

测波长，在此波长下可兼顾各组分的检测。 

2．2．2 线性关系 

按“1．3．4”节所述条件制作标准曲线，6种激素 

的线性方程及相关系数见表 2。由表 2可知 ，各激 

素组分 的相关系数 均 大于或等于 0．999 3，在 40 

～ 800 ng之间相关性较好。 

2．2．3 检测 限 

以4~g／mL的标准溶液分别进样 1 L，测得检 

测限结果见表 3。从表 3列 出的检测结 果看 ，1 L 

进样量的激素峰均大于 5倍 的基线 噪声 ，因此各种 

激素的检测限范围为 0．5～4．0 ng。 

表 2 6种外源激 素的线性方程及相关系数 

Table 2 Linear equations and correlative coefficients 

of 6 plant exogenous horm ones 

王，：peak area；X ：m ass，ng．Linear range：40 —800 ng 

表 3 6种激素的检测限 

Table 3 Detection limits of 6 plant exogenous horm ones 

Component 
Peak heigh∥ Maxim um S

／Ⅳ  
Detection 

LLV noise／ixV lim it／ng 

2．3 培养基中外源激素的分析结果 

将培养基 中提取 的植物 外源激 素样 品进样 8 

L，其色谱图见图2。从图2中可以看出，在IAA和 

KT之 间、KT与 2，4一D 之间共 出现 了 3个 小峰，可 

能是具有紫外吸收的维生素峰 ；IBA前有一个尖而 

窄的小峰 ，应属于杂质峰 ，但从提取物 中激素峰的纯 

度角分析 ，各组分纯度角均小于阈值 ，因此在实验条 

件下，培养基中没有其他有机物与激素共同流出。 
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图 2 植物组织培 养基样 品中的外源激 素的色谱图 

Fig．2 Chrom atogram of exogenous hormones in 

a plant tissue culture m edium 
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