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摘要:探讨了用反相高效液相色谱法分离和测定经不同除草剂处理的亚麻植株中两种生长激素吲

哚已酸(IAA)与赤霉素(GA3)的方法 。以甲醇 、乙腈和水为流动相 ,5 分钟可将两种激素快速分离

和定量测定 ,线性关系良好 ,回收率较高 。
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Abstract:In this paper , reversed-phase high ef ficient liquid chromatography w as used for the separa-

tio n and determinat ion of plant hormones indole-3-acetic acid(IAA)and gibberellic acid(GA3)in

flax plantstreated w ith dif ferent herbicides.Methanol , acetonit ril and water system w as chosen as the

mobile phase.Within 5 minutes two plant hormones can be separated and determinated.The calirat ion

curves for the two compounds had a lineal relat ion.The rete of recycle was very high.
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　　IAA 、GA3作为内源激素可在生长的亚麻植株

体内自然合成 ,其主要功能是调解植物的生长发育 。

如细胞分裂 、节间伸长等 。由于某些除草剂(尤其是

激素类除草剂)进入亚麻植株体内 ,会打破其原有的

激素平衡 ,使其生长发育受到严重影响乃至发生不

同的生理 、生化及形态上的变化。因此 ,对用除草剂

处理的亚麻植株进行激素精确提取测定是相当必要

的 ,不仅有助于了解除草剂对亚麻作用机理。而且 ,

能为亚麻高效合理使用除草剂提高产品质量提供科

学理论依据。

IAA 、GA3 在植物体内的含量很低 ,同时 ,由于

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非常困难 ,定

量分析的精度也较低。随着分析测试仪器的快速发

展 ,分析痕量的有机物质已经不再是难题 ,关键是寻

找一种快速 、灵敏度高 ,成本低的方法 ,以期能在短

时间内处理大批量的田间试验样品 ,为农业生产和

课题研究提供指导 。

植物激素的 HPLC 测定已有报道 ,但因生物体

内激素的复杂性 、特殊性和有效成分的分离提取是

极为关键的一步 ,而且是直接影响其精密度 、回收率

的重要因素 ,本文研究的方法快速 ,简便 ,可操作性

很强。

1　材料和方法
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1.1　试验材料

材料采自黑龙江省农科院经济作物研究所试验

地用 2 , 4-D丁酯 、广灭灵 、豆磺隆 、都尔 、清水处理

的黑亚 11亚麻幼苗植株 。

1.2　仪器设备

LC-10AVP高效液相色谱仪 ,ODS 柱(250×4.6

mm),SPD-10AVP紫外检测器 , C-R6A 数据处理

机(岛津公司产品)。流动相:甲醇:乙腈:水=20∶20

∶60 ,用磷酸调至 pH 值 3.5 ,检测器:波长 254 nm ,

AUFS 0.1 ,柱箱温度:20℃,以标样出峰时间定性 ,

外标法峰高定量 。

1.3　试剂及标准溶液的配制

IAA 、GA3试剂(上海伯奥生物科技公司),标准

溶液的配制:称取一定量标样 , 以流动相作溶剂溶

解 ,根据进单标峰高的情况 ,确定各混标的浓度 ,本

试验标准溶液浓度为标准液浓度 GA3:52.9

μg/mL 、IAA:9.36 μg/m L , 所有样品需低温避光

保存 。

水为超纯水 ,流动相和所有样品在使用前均经

过 0.45 μm 的滤膜过滤 。

1.4　样品处理

首先精密称取 510 g 样品 ,放入冰浴的研钵中

剪细并加 80%的冷甲醇 50 m L 研细 ,转至 150 m L

锥形瓶中 ,加塞后放在超声波内超声 4℃以下振荡 1

h后过滤 ,滤渣中再加 80%冰甲醇 30 m L ,放置冰箱

过夜后再过滤 ,合并滤液定容(如果样品不能及时测

定 ,此前的几步均可以暂停 ,在冰甲醇中 ,放在冰箱

中冷藏数天)再取10 m L滤液(或全部),通过C18 富

集柱(100 mg/2 m L),用 4 m L 乙腈(或稍多的洗脱

液)淋洗液洗出 ,过 0.45 μm 滤膜后待上机分析 ,进

样量为 20 mL。

2　结果与讨论
2.1　IAA和 DA3测定结果(见表)

2.2　液谱分析条件的讨论

2.2.1　为了研究流动相中甲醇含量对各组分保留

时间的影响 ,我们试验了含不同比例甲醇流动相的

分离结果 ,随流动相中甲醇含量的增加 ,即流动相强

度增加 ,则各组分保留时间皆缩短 ,但重叠现象也加

剧 ,因 IAA 、GA3出峰时间很近 ,试验确定最佳流动

相配比为:甲醇:乙腈:水=20∶20∶60 。

2.2.2　试验不同流速对分离效果的影响随着流速

的增加 ,扩散加剧 ,各组分保留时间缩短 ,重叠程度

增加。经试验确定最佳流速选择为:0.7 mL/min。

表　生长素和赤霉素测定结果 mg/kg　

项目 生长素 赤霉素

清水处理 CK 10.461 65.12

广灭灵 11.25 36.16

豆磺隆 11.61 30.90

2 , 4-D丁酯 17.27 37.37

都尔 23.99 64.58

2.2.3　在用 H3PO4 调其 pH 值的过程中发现 ,虽然

这两种组分中都含有酸性基团 , 但酸度在 pH 值

3.33.8之间变化对各组分的保留时间基本没影响 ,

只是峰形有所改善 ,减少了拖尾程度 。其原因可能

是在此范围内流动相酸度的变化对各组分的离解平

衡未产生多大的影响 ,抑制了其它杂质离子与组分

之间竞争 、平衡及一些不可逆化学吸附 ,从而使峰的

形状得到了改善。经试验验证选择 pH 值 3.5为最

佳酸度 。

2.2.4　回收率试验表明此测定过程 ,尤其因采用了

富集小柱的方法 ,前处理过程损失很少 ,回收率为

95%以上。

3　结论
反相高效液相色谱法 ,选择 ODS 柱分离 ,流动

相比例甲醇:乙腈:水=20∶20∶60 ,0.7 mL/min流速

和 pH3.5酸度 , 能够取得快速分离和定量测定效

果 。
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