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(57)摘要

本发明公开一种测定玉兰亚属植物中植物

激素的方法，包括植物激素的提取步骤、标准溶

液制备步骤、高效液相色谱分析步骤和标准溶液

测定步骤，在植物激素的提取步骤中，使用低温

研磨、低温避光浸提、PVPP萃取等方式，保证了玉

米素的有效提取。本发明峰形更好，分离度高，无

拖尾现象，重复性好，回收率高，准确可靠。
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1.一种测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，所述植物激素为GA3、IAA和ABA；其特征

在于，包括植物激素的提取步骤、标准溶液制备步骤、高效液相色谱分析步骤和标准溶液测

定步骤；

所述植物激素的提取步骤如下：

A)采用液氮预冷的研钵低温研磨植物组织样品至粉末，随后加入4℃预冷的甲醇溶液，

继续研磨成匀浆；

B)将所述匀浆转入第一离心管中，第一低温避光浸提，1～4℃避光浸提15～21h；

C)第一离心，1～4℃、10000～14000r/min离心8～12min，吸取第一上清液，在沉淀中加

入低温甲醇溶液，第二低温避光浸提1～4℃避光浸提1～3h；

D)第二离心，1～4℃、10000～14000r/min离心8～12min，吸取第二上清液，合并第一上

清液和第二上清液至第一鸡心瓶；

E)向第一鸡心瓶中滴入氨水，35℃～40℃减压旋转蒸发至水相；

F)将前述水相完全转移至第二离心管，向第二离心管中加入PVPP，常温摇床振荡15～

25min后第三离心，10000～14000r/min离心8～12min；吸取第三上清液，并用HCl溶液调节

pH至2.5～3.0，随后加入等体积乙酸乙酯萃取，重复操作本步骤1～3次；

G)合并萃取液至第二鸡心瓶，35℃～40℃减压浓缩至干；

H)用初始流动相溶解后过微孔滤膜，得到样品待测液，低温保存，所述初始流动相为

20％甲醇，80％0.1M乙酸水溶液；

所述高效液相色谱分析步骤中：

色谱条件为：

色谱柱：Agilent  ZORBAX  SB-C18；流动相A：甲醇，流动相B：0.1M乙酸水溶液；进样量：

10μL；柱温：35℃；检测波长：254nm；

用外标法进行定量测定；

所述高效液相色谱分析步骤中，采用梯度洗脱，洗脱条件：0～5min，20％～20％A；5～

10min，20％～30％A；10～20min，30％～30％A；20～23min，30％～40％A；23～40min，40％

～40％A；40～45min，40％～20％A；流速：1mL/min。

2.根据权利要求1所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述玉兰

亚属植物为红花玉兰或白玉兰；所述植物组织为红花玉兰花芽、花被片或叶片，或白玉兰的

花被片或叶片。

3.根据权利要求1所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述标准

溶液制备步骤具体是，准确称取GA3标准品0.0057g、IAA标准品0.0052g、ABA标准品0.0042 

g，分别用甲醇定容至10mL，配制成浓度分别为570mg/L、520mg/L、420mg/L的标准贮备液，密

封后于-20℃低温避光保存；用移液器吸取一定量各激素的标准贮备液，稀释成相当于原浓

度1/4、1/8、1/16、1/32、1/64、1/128、1/256、1/512、1/1024、1/2048的混合标准溶液，低温避

光保存备用。

4.根据权利要求3所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述标准

溶液测定步骤具体是，将GA3、IAA、ABA的标准贮备液分别在确定的色谱条件下进样，记录每

种激素的保留时间，从而定性；再将混合标准溶液在确定的色谱条件下重复进样3次，记录

保留时间和峰面积，计算相对标准偏差；以各进样浓度为横坐标x，峰面积为纵坐标y，绘制
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标准工作曲线，计算回归方程及相关系数，从而定量。

5.根据权利要求1所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述甲醇

溶液为体积分数为80％的甲醇溶液。

6.据权利要求1所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述低温甲

醇溶液是4℃预冷的体积分数为80％的甲醇溶液。

7.根据权利要求1所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述第一

低温避光浸提4℃避光浸提15～21h。

8.根据权利要求1所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述第二

低温避光浸提为4℃避光浸提2h。

9.根据权利要求1所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述第一

离心为4℃12000r/min离心10min。

10.根据权利要求1所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述第

二离心为4℃12000r/min离心10min。

11.根据权利要求1所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述第

三离心为12000r/min离心10min。

12.根据权利要求1所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述摇

床振荡为常温摇床振荡20min。

13.根据权利要求1所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述HCl

溶液为0.1M  HCl溶液；所述微孔滤膜为0.45μm微孔滤膜；所述低温保存为4℃保存。

14.根据权利要求1所述的测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，其特征在于，所述植

物激素的提取步骤具体如下：

准确称取0.5000g红花玉兰植物组织样品放入预冷的研钵，加入液氮研磨成粉末后再

加入8mL预冷的80％甲醇，研磨成匀浆，转入10mL第一离心管中置于4℃冰箱内第一低温避

光浸提15～21h；4℃12000r/min第一离心10min，吸取第一上清液后在沉淀中加入4mL  80％

甲醇第二低温避光浸提2h；4℃12000r/min第二离心10min，吸取第二上清液，合并第一上清

液和第二上清液至100mL第一鸡心瓶中；加入1滴氨水，35℃～40℃减压旋转蒸发至水相，将

水相转移至10mL离心管中，并向第一鸡心瓶中加入2mL超纯水清洗，合并水相；称取0.1000g 

PVPP于离心管中，常温摇床振荡20min；12000r/min第三离心10min，吸取第三上清液并用

0.1M  HCl调节pH至2.5～3.0；加入等体积乙酸乙酯萃取，重复3次；合并酯相，倒入第二鸡心

瓶中于35℃～40℃条件下减压浓缩至干；用0.5mL的初始流动相溶解后过0.45μm微孔滤膜

得到样品待测液，置于4℃冰箱保存，用于测定GA3、IAA和ABA；所述初始流动相为20％甲醇，

80％0.1M乙酸水溶液。
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一种测定玉兰亚属植物中植物激素的方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物化学领域，涉及植物激素的定性定量分析技术，具体涉及玉兰亚

属植物中内源激素的测定方法，特别是玉兰亚属中红花玉兰和白玉兰中赤霉素(GA3)、生长

素(IAA)、脱落酸(ABA)的测定方法。

背景技术

[0002] 红花玉兰(Magnolia  wufengensis  L.Y.Ma  et  L.R.Wang)是2004年3月于湖北五

峰发现的木兰科木兰属玉兰亚属新种，该玉兰花被片数为9(～11)片，内外全红且花色均匀

的特征十分罕见。随后在该区域的调查中更是发现了玉兰花被片数为12、15、18、24等，甚至

多达46片的野生类群，将与红花玉兰花色相近，花被片数目增多的类群正式命名为多瓣红

花玉兰(Magnolia  wufengensis  var.multitepala  L.Y.Ma  et  L.R.Wang)。随着红花玉兰

新品种选育和繁殖工作的不断推进，红花玉兰苗木的产业化、商业化已成为必然趋势。植物

内源激素如赤霉素(GA3)、生长素(IAA)、脱落酸(ABA)和玉米素(ZT)对植物的生长发育有重

要的调节作用。了解掌握红花玉兰植物激素水平的变化规律是生产上通过施用植物生长调

节剂改良观赏性状的理论基础。

[0003] 植物激素在植物体内含量甚微，而且其在植物体内的组成复杂，相互共存的干扰

组分多，对温度等条件敏感，因而对植物激素的测定比较困难。高效液相色谱(HPLC)是较理

想的植物内源激素分析方法，植物激素的HPLC测定已在仁用杏花芽、甜樱桃、梨等果实，油

菜、莴苣等籽粒上有所应用，对植物种子方面，主要集中在银杏、山楂、甜樱桃、五味子、早蜜

梨和黄金梨等种子的激素含量测定上。目前，针对于玉兰亚属植物激素研究的报道较少，仍

未建立起一种通用的植物激素测定方法。

[0004] 在实现本发明过程中，发明人发现现有技术中至少存在如下问题：

[0005] 1、不同种类植物内植物激素的高效液相色谱测定法中，其前处理方法、洗脱系统

及检测系统差异十分明显，并不能直接借鉴其他植物的植物激素高效液相色谱测定法来测

定玉兰亚属植物中植物激素特别是红花玉兰赤霉素(GA3)、生长素(IAA)和脱落酸(ABA)含

量以及和白玉兰中赤霉素(GA3)、生长素(IAA)和脱落酸(ABA)含量。

[0006] 2、红花玉兰幼嫩的植物组织，尤其是花芽在研磨过程中极易发生褐化，影响检查

结果的准确性。

[0007] 3、在前处理过程中，提取溶剂难以直接选择。在完成本发明的过程中，使用现有技

术中的常规溶剂，会出现色素去除效果不理想的问题，萃取液乳化而不能分层的问题，待检

测的植物激素离子化等问题，提取流程繁琐、提取效率低的问题。

[0008] 4、待测样品组分复杂，极性很强，使用常规柱层析技术，色谱峰严重重叠，且有拖

尾现象。

[0009] 发明人在完成本发明的过程中，还发现玉兰亚属植物特别是红花玉兰和白玉兰中

赤霉素(GA3)、生长素(IAA)、脱落酸(ABA)三种植物内源激素与玉米素(ZT)的前处理方法和

柱层析方法，技术要求具有非常大的差异。本发明主要目的是检测玉兰亚属植物特别是红
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花玉兰和白玉兰中赤霉素(GA3)、生长素(IAA)、脱落酸(ABA)三种植物内源激素的含量。

发明内容

[0010] 本发明所要解决的第一个技术问题是克服现有技术中缺少玉兰亚属植物中植物

激素测定方法特别是红花玉兰中赤霉素(GA3)、生长素(IAA)、脱落酸(ABA)的测定方法以及

白玉兰中赤霉素(GA3)、生长素(IAA)、脱落酸(ABA)的测定方法的问题。

[0011] 本发明所要解决的第二个技术问题是克服玉兰亚属植物特别是红花玉兰或白玉

兰前处理方法中出现色素去除效果不理想的问题、萃取液乳化而不能分层的问题、待检测

的植物激素离子化中至少一个问题。

[0012] 本发明所要解决的第三个技术问题是克服在液相色谱中，色谱峰严重重叠的问

题。

[0013] 发明人通过长期的探索和尝试，以及多次的实验和努力，不断的改革创新，为解决

以上技术问题，本发明提供的技术方案是，提供一种测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，

包括植物激素的提取步骤、标准溶液制备步骤、高效液相色谱分析步骤和标准溶液测定步

骤；

[0014] 所述植物激素的提取步骤如下：

[0015] A)低温研磨植物组织样品至粉末，随后加入低温甲醇溶液，继续研磨成匀浆；

[0016] B)将所述匀浆转入第一离心管中，第一低温避光浸提；

[0017] C)第一离心，吸取第一上清液，在沉淀中加入低温甲醇溶液，第二低温避光浸提；

[0018] D)第二离心，吸取第二上清液，合并第一上清液和第二上清液至第一鸡心瓶；

[0019] E)向第一鸡心瓶中滴入氨水，35℃～40℃减压旋转蒸发至水相；

[0020] F)将前述水相完全转移至第二离心管，向第二离心管中加入PVPP，摇床振荡后第

三离心；吸取第三上清液，并用HCl溶液调节pH至2.5～3.0，随后加入等体积乙酸乙酯萃取，

重复操作本步骤1～3次；

[0021] G)合并萃取液至第二鸡心瓶，35℃～40℃减压浓缩至干；

[0022] H)用初始流动相溶解后过微孔滤膜，得到样品待测液，低温保存。

[0023] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个进一步实施方式，所述高

效液相色谱分析步骤中：

[0024] 色谱条件为：

[0025] 色谱柱：Agilent  ZORBAX  SB-C18；流动相A：甲醇，流动相B：0.1M乙酸水溶液；进样

量：10μL；柱温：35℃；检测波长：254nm；

[0026] 用外标法进行定量测定。

[0027] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个进一步实施方式，所述高

效液相色谱分析步骤中，采用梯度洗脱条件：0～5min，20％～20％A；5～10min，20％～30％

A；10～20min，30％～30％A；20～23min，30％～40％A；23～40min，40％～40％A；40～

45min，40％～20％A；流速：1mL/min。

[0028] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个优选实施方式，所述玉兰

亚属植物为红花玉兰或白玉兰；所述植物激素为GA3、IAA和ABA中的一种、两种或三种；所述

植物组织为红花玉兰花芽、花被片或叶片，或白玉兰的花被片或叶片。
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[0029] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个进一步实施方式，所述标

准溶液制备步骤具体是，准确称取GA3标准品0.0057g、IAA标准品0.0052g、ABA标准品

0.0042g，分别用甲醇定容至10mL，配制成浓度分别为570mg/L、520mg/L、420mg/L的标准贮

备液，密封后于-20℃低温避光保存；用移液器吸取一定量各激素的标准贮备液，稀释成相

当于原浓度1/4、1/8、1/16、1/32、1/64、1/128、1/256、1/512、1/1024、1/2048的混合标准溶

液，低温避光保存备用。

[0030] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个进一步实施方式，所述标

准溶液测定步骤具体是，将GA3、IAA、ABA的标准贮备液分别在确定的色谱条件下进样，记录

每种激素的保留时间，从而定性；再将混合标准溶液在确定的色谱条件下重复进样3次，记

录保留时间和峰面积，计算相对标准偏差；以各进样浓度为横坐标x，峰面积为纵坐标y，绘

制标准工作曲线，计算回归方程及相关系数，从而定量。

[0031] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个优选实施方式，所述低温

研磨采用预冷的研钵，优选采用液氮预冷的研钵；所述低温甲醇溶液为预冷的甲醇溶液，优

选为4℃预冷的甲醇溶液，更优选的是4℃预冷的体积分数为80％的甲醇溶液；所述甲醇溶

液为体积分数为80％的甲醇溶液。

[0032] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个进一步实施方式，所述第

一低温避光浸提为1～4℃避光浸提15～21h。

[0033] 优选地，所述第一低温避光浸提为4℃避光浸提15～21h。

[0034] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个进一步实施方式，所述第

二低温避光浸提为1～4℃避光浸提1～3h。

[0035] 优选地，所述第二低温避光浸提为4℃避光浸提2h。

[0036] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个进一步实施方式，所述第

一离心为1～4℃、10000～14000r/min离心8～12min。

[0037] 优选地，所述第一离心为4℃12000r/min离心10min。

[0038] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个进一步实施方式，所述第

二离心为1～4℃、10000～14000r/min离心8～12min。

[0039] 优选地，所述第二离心为4℃12000r/min离心10min。

[0040] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个进一步实施方式，所述第

三离心为10000～14000r/min离心8～12min。

[0041] 优选地，所述第三离心为12000r/min离心10min。

[0042] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个进一步实施方式，所述摇

床振荡为常温摇床振荡15～25min。

[0043] 优选地，所述摇床振荡为常温摇床振荡20min。

[0044] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个优选实施方式，所述HCl

溶液为0.1M  HCl溶液；所述初始流动相为20％甲醇，80％0.1M乙酸水溶液；所述微孔滤膜为

0.45μm微孔滤膜；所述低温保存为4℃保存。

[0045] 根据本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法的一个优选实施方式，所述植物

激素的提取步骤具体如下：

[0046] 准确称取0.5000g红花玉兰植物组织样品放入预冷的研钵，加入液氮研磨成粉末
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后再加入8mL预冷的80％甲醇，研磨成匀浆，转入10mL第一离心管中置于4℃冰箱内第一低

温避光浸提15～21h；4℃12000r/min第一离心10min，吸取第一上清液后在沉淀中加入4mL

预冷的80％甲醇第二低温避光浸提2h；4℃12000r/min第二离心10min，吸取第二上清液，合

并第一上清液和第二上清液至100mL第一鸡心瓶中；加入1滴氨水，35℃～40℃减压旋转蒸

发至水相，将水相转移至10mL离心管中，并向第一鸡心瓶中加入2mL超纯水清洗，合并水相；

称取0.1000g  PVPP于离心管中，常温摇床振荡20min；12000r/min第三离心10min，吸取第三

上清液并用0.1M  HCl调节pH至2.5～3.0；加入等体积乙酸乙酯萃取，重复3次；合并酯相，倒

入第二鸡心瓶中于35℃～40℃条件下减压浓缩至干；用0.5mL的初始流动相溶解后过0.45μ

m微孔滤膜得到样品待测液，置于4℃冰箱保存，用于测定GA3、IAA和ABA；所述初始流动相为

20％甲醇，80％0.1M乙酸水溶液。

[0047] 与现有技术相比，上述技术方案中的一个技术方案具有如下优点：

[0048] a)发明人在完成本发明过程中发现，红花玉兰幼嫩的植物组织，尤其是花芽在研

磨过程中极易发生褐化。在研磨前使用低温的研钵，如用液氮将研钵预冷，研磨过程保证低

温环境可以在一定程度上防止褐化。

[0049] b)本发明使用PVPP去除色素和酚类物质，一方面不会对乙酸乙酯萃取造成乳化的

负面影响，另一方面，能够满足除杂要求，并且提取流程得以简化。

[0050] c)本发明采用梯度洗脱的方法，选择20％甲醇：80％0.1M乙酸(0.575％的乙酸溶

液)作为初始流动相，峰形更好，分离度高，无拖尾现象。

[0051] d)洗脱系统梯度设计，整个程序运行过程中，出峰结束后基线恢复平稳，保证了自

动进样的连续性和样品的等精度测量。

[0052] e)柱温的选择，可以保证GA3、IAA、ABA的分离度达到最佳。

[0053] f)流速过快会导致色谱峰重叠，流速过慢会出现“平头峰”，当流速为1.0mL/min时

各激素的峰形最好。

[0054] g)本发明重复性好，回收率高，准确可靠。

附图说明

[0055] 为了更清楚地说明本发明实施方式的技术方案，下面将对实施方式中所需要使用

的附图作简单地介绍，应当理解，以下附图仅示出了本发明的某些实施例，因此不应被看作

是对范围的限定，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前提下，还可以根

据这些附图获得其他相关的附图。

[0056] 图1是本发明实施例1中GA3、IAA和ABA标准品的液相色谱图。

[0057] 图2是本发明实施例1中样品液相色谱图。

[0058] 图3是本发明实施例1中样品加标准品液相色谱图。

[0059] 图4是流动相为35％甲醇：65％水(水中含1.0％乙酸)的色谱图。

[0060] 图中，1为GA3，2为IAA，3为ABA。

具体实施方式

[0061] 为使本发明实施方式的目的、技术方案和优点更加清楚，下面将结合本发明实施

方式中的附图，对本发明实施方式中的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实
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施方式是本发明一部分实施方式，而不是全部的实施方式。基于本发明中的实施方式，本领

域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施方式，都属于本发明

保护的范围。因此，以下对在附图中提供的本发明的实施方式的详细描述并非旨在限制要

求保护的本发明的范围，而是仅仅表示本发明的选定实施方式。

[0062] 实施例1

[0063] 本实施例中，使用以下仪器和试剂。

[0064] 仪器：美国Agilent  1260高效液相色谱仪，包括四元泵、自动进样器、柱温箱和紫

外检测器；3-30K高速冷冻离心机(德国SIGMA)；Hei-VAP旋转蒸发仪(德国Heidolph)；PB-21

酸度计(德国Sartorius)；Quintix  224-1CN电子天平(德国Sartorius)；移液器(德国

Eppendorf)；SHB-Ⅲ循环水式多用真空泵(郑州长城科工贸有限公司)。

[0065] 试剂：聚乙烯聚吡咯烷酮(PVPP) (美国Sigma)；甲醇(色谱纯，美国Fischer 

Scientific)；冰醋酸、乙酸乙酯、氨水、盐酸(分析纯，北京化工厂)；超纯水；GA3、IAA和ABA

标准品(HPLC级，纯度≥98％，美国Sigma)。

[0066] 本发明测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，可以用于测定红花玉兰花芽、花被

片或叶片中GA3、IAA和ABA含量，也可以用于测定白玉兰的花被片或叶片中GA3、IAA和ABA含

量。在本实施例中，是以红花玉兰花芽作为提取对象。以下提及的红花玉兰植物组织样品，

若无特殊说明，均指红花玉兰花芽。

[0067] 本实施例测定玉兰亚属植物中植物激素的方法，包括植物激素的提取步骤、标准

溶液制备步骤、高效液相色谱分析步骤和标准溶液测定步骤。

[0068] 1、植物激素的提取步骤

[0069] 准确称取0.5000g红花玉兰植物组织样品放入预冷的研钵，加入液氮研磨成粉末

后再加入8mL预冷的80％甲醇，研磨成匀浆，转入10mL第一离心管中置于4℃冰箱内第一低

温避光浸提15～21h。4℃12000r/min第一离心10min，吸取第一上清液后在沉淀中加入预冷

的4mL  80％甲醇第二低温避光浸提2h。4℃12000r/min第二离心10min，吸取第二上清液，合

并第一上清液和第二上清液至100mL第一鸡心瓶中。加入1滴氨水，35℃～40℃减压旋转蒸

发至水相，此时溶液体积约减少2/3，将所述水相转移至10mL第二离心管中，并向第一鸡心

瓶中加入2mL超纯水清洗，合并水相。称取0.1000g  PVPP于第二离心管中，常温摇床振荡

20min。12000r/min第三离心10min，吸取第三上清液并用0.1M  HCl调节pH至2.5～3.0。加入

等体积乙酸乙酯萃取，重复3次。合并酯相，倒入第二鸡心瓶中于35℃～40℃条件下减压浓

缩至干。用0.5mL的初始流动相(20％甲醇，80％0.1M乙酸水溶液)溶解后过0.45μm微孔滤膜

得到样品待测液，置于4℃冰箱保存，用于测定GA3、IAA和ABA。

[0070] 上述第一、第二、第三仅具有区分对象的作用，不具有实际含义。本实施例中，植物

激素的提取方法基于现有技术的基础上，做了大量的探索和研究，最终获得了改进的优化

方案。发明人发现，在提取过程中，红花玉兰幼嫩的植物组织，尤其是花芽在研磨过程中极

易发生褐化。在研磨前用液氮将研钵预冷，研磨过程保证低温环境可以一定程度上防止褐

化。已知文献指出了80％甲醇粗提取后添加石油醚可大部分去除色素的干扰，但发明人在

完成本发明过程中发现使用石油醚会对提取过程中乙酸乙酯的萃取产生影响，导致提取液

出现乳化现象不能分层。有研究人员为了解决乳化现象，在提取植物激素样品前处理阶段

添加等体积的5g/L的NaOH。但发明人发现强碱物质不仅会破坏植物激素还会导致提取液pH
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上升，使酸性的GA3、IAA、ABA离子化，因此会大幅降低提取效率。发明人通过进一步研究表

明，加入一定饱和的NaCl溶液能够消除提取液的乳化现象，对激素影响较小。但是，通过试

验发现石油醚的脱色效果十分有限，也使提取流程更加繁琐。最终，发明人筛选使用了PVPP

去除色素和酚类物质，加入PVPP后，不会对乙酸乙酯萃取造成影响，并且能够满足除杂要

求，简化提取流程。

[0071] 需要说明的是，上述提及的现有方法都不是针对玉兰亚属植物特别是红花玉兰中

植物激素的提取。而是其他植物中植物激素的提取方法。

[0072] 2、标准溶液制备步骤

[0073] 准确称取GA3标准品0.0057g，IAA标准品0.0052g，ABA标准品0.0042g分别用甲醇

定容至10mL，配制成浓度分别为570mg/L、520mg/L、420mg/L的标准贮备液，密封后于-20℃

低温避光保存。用移液器吸取一定量各激素的标准贮备液，稀释成相当于原浓度1/4、1/8、

1/16、1/32、1/64、1/128、1/256、1/512、1/1024、1/2048的混合标准溶液，低温避光保存备

用。

[0074] 3、高效液相色谱分析步骤

[0075] 色谱条件

[0076] 色谱柱：Agilent  ZORBAX  SB-C18(4 .6×150mm，5μm)；流动相A：甲醇，流动相B：

0.1M乙酸水溶液。

[0077] 梯度洗脱条件：0～5min，20％～20％A；5～10min，20％～30％A；10～20min，30％

～30％A；20～23min，30％～40％A；23～40min，40％～40％A；40～45min，40％～20％A；，运

行时间48min。流速：1mL/min；进样量：10μL；柱温：35℃；检测波长：254nm。用外标法进行定

量测定。

[0078] GA3、IAA和ABA的梯度洗脱时间表如下表所示：

[0079]

[0080]

[0081] 本实施例采用二异丁基键合相Agilent  ZORBAX  SB-C18柱，能在低pH、高温条件下

分析酸性、碱性和中性组分，具有峰形优异，柱寿命长的优点。

[0082] 现有技术中，甲醇-水的流动相组成是目前常用的组合。发明人分别试验了35％甲

醇：65％水，40％甲醇：60％水，45％：55％水，50％：50％水的等度洗脱效果，结果发现红花

玉兰的样品组分极性很强，色谱峰严重重叠，且有拖尾的现象。不同的洗脱系统对洗脱效果

有着非常明显的影响，图4示出了流动相为35％甲醇：65％水(水中含1.0％乙酸)的色谱图；

色谱柱：Agilent  ZORBAX  SB-C18(4.6×150mm，5μm)；流速：1mL/min；进样量：10μL；柱温：30
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℃；检测波长：254nm；色谱峰出现重叠和拖尾，样品中的3种待测激素不能有效分离。

[0083] 有文献记载，甲醇与乙腈配合使用能够改善峰形，提高分离度。发明人在改进流动

相组成试验中，采用20％甲醇：20％乙腈：60％水(其中含0.75％的乙酸)时仍不能使激素的

色谱峰与杂质峰分离，结果说明红花玉兰样品组分复杂，极性很强，等度洗脱HPLC法不适用

于其植物激素的检测。

[0084] 最终，发明人选择了梯度洗脱法，最后通过对比实验选择20％甲醇：80％0.1M乙酸

水溶液(0.575％的乙酸水溶液)作为初始流动相。减小有机相的比例能够增加洗脱强度，在

梯度洗脱后期增加有机相的比例可使样品中剩余的极性组分被洗脱出来。检测GA3、IAA和

ABA时，0～5min甲醇比例为20％，5～10min甲醇比例从20％增加到30％，影响GA3色谱峰的

杂质在10min内出峰结束；从10～20min甲醇比例保持在30％，GA3和IAA出峰结束；从20～

23min，甲醇比例从30％变化到40％；23～40min，甲醇比例保持在40％，包括ABA色谱峰在内

的其余峰出峰结束；40～45min甲醇比例降至20％。整个程序运行48min，基线恢复平稳，保

证了自动进样的连续性和样品的等精度测量。

[0085] 在液相色谱中，提高柱温可以缩短出峰时间，提高灵敏度。试验中分别对比了25

℃、30℃、35℃和40℃的色谱图，结果发现35℃柱温条件下，GA3、IAA、ABA的分离度最佳。

[0086] 流动相速度增加可以缩短保留时间，使峰形变窄。试验对比了0.6mL/min、0.8mL/

min、1.0mL/min和1.2mL/min这4种流速，结果发现流速过快会导致色谱峰重叠，流速过慢会

出现“平头峰”，当流速为1.0mL/min时各激素的峰形最好。

[0087] 4、标准溶液测定步骤

[0088] 将各激素的标准贮备液分别在确定的色谱条件下进样，记录每种激素的保留时

间，从而定性。将混合标准溶液在确定的色谱条件下重复进样3次，记录保留时间和峰面积，

计算相对标准偏差。以各进样浓度为横坐标x，峰面积为纵坐标y，绘制标准工作曲线，计算

回归方程及相关系数，从而定量。计算回归方程及相关系数如表1所示。将信噪比S/N＝3时

检测到的植物激素的最低浓度作为方法的检出限，结果如表1所示，各激素的浓度与峰面积

之间有良好的线性关系，相关系数均大于0.9990。

[0089] 表1 植物激素的标准工作曲线及检出限

[0090]

[0091] 样品的测定和加标回收率

[0092] 称取0.5000g红花玉兰花芽，按照前述步骤进行提取和检测，在已测样品中添加一

定量的已知浓度的标准溶液，重复进样5次，计算加标回收率。结果如表2所示，各激素的保

留时间标准差均小于0 .024，GA3、IAA和ABA的回收率分别为125 .18％、109 .72％和

103.92％，相对标准偏差RSD均小于1.0％。表明本方法重复性好，回收率高，准确可靠。如图

1所示，GA3、IAA和ABA标准品色谱图峰形尖锐，不受溶剂峰的干扰；如图2所示，各激素与杂
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质峰不重叠，分离度较好；如图3所示，样品加入标准品后，在相同的保留时间与样品中的激

素叠加出峰。

[0093] 表2 植物激素的加标回收率

[0094]

[0095] *Mean±SD。

[0096] 实施例2

[0097] 将实施例1中红花玉兰植物组织即红花玉兰花芽分别用红花玉兰花被片、红花玉

兰叶片、白玉兰花被片和白玉兰叶片替代，其他步骤相同，进行植物激素测定，重复进样3

次。各植物组织的GA3、IAA、ABA含量如表3所示，红花玉兰花芽GA3含量最高，为125.31±

0.43μg/g.FW；红花玉兰花被片样品为初开期的花被片，除ABA外，其余2种激素均低于处在

盛开期的白玉兰花被片；红花玉兰叶片的采样时期为夏季，各项激素的含量均较高；白玉兰

叶片采样时期为秋季，IAA含量最低，为0.84±0.04μg/g.FW。

[0098] 表3 不同植物组织的激素含量

[0099]

[0100] *Mean±SD。

[0101] 结果表明，本方法同时适用于红花玉兰和白玉兰的植物激素测定，标准差较小，精

确度高。本方法适用性广、实用性强，为红花玉兰生长发育规律的研究工作提供了技术支

持。

[0102] 以上仅是本发明的优选实施方式，应当指出的是，上述优选实施方式不应视为对

本发明的限制，本发明的保护范围应当以权利要求所限定的范围为准。对于本技术领域的

普通技术人员来说，在不脱离本发明的精神和范围内，还可以做出若干改进和润饰，这些改

进和润饰也应视为本发明的保护范围。
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