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摘要：为建立同时测定核桃楸枝皮中４种内源激素３吲哚乙酸（ＩＡＡ）、３吲哚丁酸（ＩＢＡ）、萘乙酸（ＮＡＡ）和脱

落酸（ＡＢＡ）含量的高效液相色谱法方法，本文对供试样品制备方法和高效液相色谱条件进行了优化，并对其

进行了验证。结果表明：最优的测定样品制备方法是超声提取法；色谱条件为 ＨＩＱＳｉｌＣ１８ Ｗ 色谱

柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；以０．０６％甲酸水为流动相 Ａ，甲醇为流动相Ｂ，进行梯度洗脱；检测波长为

２８０ｎｍ；流速为１．０ｍＬ·ｍｉｎ１；柱温为２５℃；进样量２０μＬ。方法学验证结果表明，利用高效液相色谱法同时

测定核桃楸枝皮中ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ和ＡＢＡ四种内源激素的方法是可行的。测得核桃楸枝皮中ＩＡＡ、ＩＢＡ、

ＮＡＡ和ＡＢＡ的含量分别为３９．８７，３２．５０，３４．６０和６５．２３ｎｇ·ｇ
１。该方法操作快捷、重现性好、灵敏度高，适

用于核桃楸枝皮中激素含量分析。
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　　核桃楸（犑狌犵犾犪狀狊犿犪狀犱狊犺狌狉犻犮犪 Ｍａｘｉｍ．）为

胡桃科（Ｊｕｇｌａｎｄａｃｅａｅ）胡桃属（犑狌犵犾犪狀狊）植物，属

于落叶乔木，别称楸子、山核桃和胡桃楸。胡桃楸

不仅是珍贵用木材，而且还有一定的药用价

值［１２］，它的果、叶、皮多可入药［３］。醌类、黄酮类、

萜类、多酚类是其常见的药用成分［４］，现代医学研

究表明其具有丰富的生物活性，不仅可降糖，还具

有定喘止咳、解毒清热、润肠补肾等功效［５］。

植物内源激素即植物激素，又被称作植物天

然激素，是指植物体内产生的一些微量而能调节

（促进、抑制）自身生理过程的有机化合物［６］。目

前，激素测定手段多种多样，涉及生物鉴定、化学

鉴定和化学鉴定细胞等。其中最常用且最方便易

行的激素测定方法是ＨＰＬＣ法
［７］。

核桃楸生长发育的各个阶段受多种激素的调

节。张建瑛等［８］发现适当的激素组合可以促进核

桃楸苗木茎秆粗壮、提升木质化程度。葛文志

等［９］研究显示，对胡桃楸的插穗进行混合激素处

理能大幅提高其生根率，同时有效改善其根系

质量。

高效液相色谱具有效率高、应用范围广和灵

敏度高等优点。现在已经在定性定量分析领域被

广泛应用。肖爱华等［１０］同时测定红花玉兰中

４种植物激素（ＧＡ３、ＩＡＡ、ＡＢＡ 和 ＺＴ）；周荧

等［１１］利用高效液相色谱法测定蓝莓叶片中３种

内源激素（ＩＡＡ、ＡＢＡ和 ＧＡ３）。但到目前为止，

尚未见对核桃楸中ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ和ＡＢＡ同时

测定的报道。

本研究优化了高效液相色谱条件，以梯度洗

脱的方法，对样品中的ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ和 ＡＢＡ

进行了定性定量分析，以期为核桃楸内源激素的

代谢调控研究提供借鉴。

１　材料与方法

１．１　材料

核桃楸枝皮采自东北林业大学帽儿山实验林

场太河村林场，置于４０℃恒温干燥箱中干燥至恒

重，粉碎后过６０目筛备用。ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ和

ＡＢＡ对照品购自上海晶纯生化科技股份有限公

司；甲醇、甲酸为色谱纯试剂，水为超纯水，其他试

剂均为分析纯。仪器主要有高效 液 相 色 谱

仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０Ｉｎｆｉｎｉｔｙ，美国ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）；电子分析天平（北京赛多利斯天平）；

高速多功能粉碎机（ＣＳ２０００，武义海纳电器有限

公司）；超声波清洗器（ＪＰ０４０Ｓ，深圳市洁盟清洗

设备有限公司）。
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１．２　方法

１．２．１　四种内源激素的测定方法　色谱柱：ＨＩＱ

ＳｉｌＣ１８Ｗ 柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相：

以０．０６％甲酸水为流动相Ａ，以甲醇为流动相Ｂ，

梯度 洗脱条件：０～１５ ｍｉｎ，５１．３％Ａ；１５～

２２ｍｉｎ，５１．３％ ～４９．３％ Ａ；２２～２６ ｍｉｎ，

４９．３％～４９．２％Ａ；２６～３０ｍｉｎ，４９．２％～４４．２％

Ａ；３０～３４ｍｉｎ，４４．２％～４３．４％Ａ；３４～３６ｍｉｎ，

４３．４％～４５．０％Ａ；３６～４０ｍｉｎ，４５．０％～７０％Ａ；

检测波长：２８０ｎｍ；流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ１；柱温：

２５℃；进样量：２０μＬ。

１．２．２　溶液制备　对照品溶液的配制：分别精确

称取０．００１０ｇＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ和ＡＢＡ对照品，

置于１００ｍＬ棕色容量瓶中，用甲醇溶解定容至

刻度线，配制成１０μｇ·ｍＬ
１的母液，低温避光

保存。

供试溶液制备：核桃楸枝皮分别采用下面

３种方法处理，以制备用于高效液相色谱法分析

的溶液。

浸渍提取法：精确称取粉碎后的核桃楸枝皮

粉末２．０ｇ置于三角瓶中，并加入浓度为６０％的

甲醇溶液以固液比１∶２０均匀混合。将三角瓶置

于室温下静置１２ｈ后过滤，滤液定容至２５ｍＬ，

取上清液１ｍＬ离心，离心后用０．４５μｍ有机滤

膜过滤，待用。

热回流提取法：精确称取粉碎后的核桃楸枝

皮粉末２．０ｇ置于三角瓶中，并加入浓度为６０％

的甲醇溶液以固液比１∶２０均匀混合。在４０℃条

件下热回流６ｈ，冷却后过滤，滤液定容至２５ｍＬ，

取上清液１ｍＬ离心，离心后用０．４５μｍ有机滤

膜过滤，待用。

超声提取法：精确称取粉碎后的核桃楸枝皮

粉末２．０ｇ置于三角瓶中，并加入浓度为６０％的

甲醇溶液以固液比１∶２０均匀混合。超声处理

４０ｍｉｎ后过滤，滤液定容至２５ｍＬ，取上清液

１．０ｍＬ离心，离心后用０．４５μｍ有机滤膜过滤，

待用。

１．２．３　方法学验证　标准曲线的制备：精密量取

１．２．２对照品溶液适量，梯度稀释成６种不同浓

度的对照品溶液。按照１．２．１的色谱条件对

ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ和 ＡＢＡ进行测定，分别记录各

自峰面积，以对照品溶液浓度犡 为横坐标，以峰

面积犢 为纵坐标，绘制标准曲线，求得各自的回

归方程及相关系数Ｒ２。

精密度试验：精密量取ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ 和

ＡＢＡ对照品溶液，按照１．２．１中的色谱条件重复

测定６次。计算６次进样峰面积的ＲＳＤ值，考察

仪器的精密度。

重复性试验：按照１．２．２中的超声提取法制

备供试品溶液，并按照１．２．１中的色谱条件重复

测定６次。计算６次进样峰面积的ＲＳＤ值，考察

方法精密度。

稳定性试验：精密量取供试品溶液，室温放

置，分别于０，２，４，６，８，１０，１２和２４ｈ按１．２．１中

的方法进行测定。计录不同时间点进样峰面积，

计算ＲＳＤ值，考察供试品溶液的稳定性。

检出限与定量限：将按１．２．２中的方法配制

对照品溶液，逐步稀释，按Ｓ／Ｎ＝１０计算定量限，

按Ｓ／Ｎ＝３计算检测限。

回收率试验：精确称取粉碎后的２．０ｇ核桃

楸枝皮粉末若干份，分别加入１．２．２中的的４种

对照品溶液１．０，１．５和２．０ｍＬ，３次重复。然后

按照１．２．２中的超声提取法制备供试品溶液，并

分析各提取液中ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ和 ＡＢＡ含量，

进而计算出４种激素的加样回收率。

１．２．４　数据分析　试验数据由Ｏｒｉｇｉｎ２０２０软件

作图，由Ｅｘｃｅｌ２０１３软件辅助做表。

２　结果与分析

２．１　受试溶液制备方法考察

由图１可知，超声提取法对ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ

和ＡＢＡ的提取率分别为３９．８７，３２．５０，３４．６０和

６５．２３ｎｇ·ｇ
１，对４种激素提取率均大于浸渍提取

法和热回流提取法。此外，超声提取法所用提取

时间要小于热回流提取法和浸渍提取法，所以选

择超声提取法作为受试溶液的制备方法。

图１　不同提取方法对四种激素提取率的影响

５０１



　　　　　黑　龙　江　农　业　科　学 ４期

２．２　四种激素的定性分析

由图２激素ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ和ＡＢＡ对照品

混合溶液与超声提取法制备的核桃楸枝皮提取液

样品色谱图可知，在给定色谱条件下，４种激素均

可达到基线分离，各激素的保留时间依次为：ＩＡＡ

２２．２３ｍｉｎ，ＡＢＡ２９．１７ｍｉｎ，ＩＢＡ３６．５０ｍｉｎ，

ＮＡＡ４１．７４ｍｉｎ。因此，可以用各激素对应色谱

峰的保留时间进行定性。

图２　供试品（ａ）和对照品（ｂ）色图谱

２．３　线性范围

由表１可知，４种激素ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ 和

ＡＢＡ在各自浓度范围内，均与其对应峰面积呈良

好线性关系，相关系数（Ｒ２）均大于０．９９９０，能够

满足测试工作需要。

表１　四种激素标准曲线

测定

成分
标准曲线

范围／

（ｎｇ·ｍＬ１）

相关

系数

ＩＡＡ 犢＝２７．４２２犡－６．０３７８ ０．７８２～２５．０００ ０．９９９９

ＩＢＡ 犢＝２４．１１８犡＋０．００６５ ０．７８２～２５．０００ ０．９９９４

ＮＡＡ 犢＝３０．４６１犡－４．０７３１ ０．７８２～２５．０００ ０．９９９７

ＡＢＡ 犢＝４８．９６９犡－４４．４６７ １．５６３～５０．０００ ０．９９９１

２．４　精密度试验

如表２所示，ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ 和 ＡＢＡ 的

ＲＳＤ分别为０．６２％、０．７１％、０．６６％和０．７５％，

说明此方法能够满足精密度要求。

表２　各测定成分精密度实验结果（ｎ＝６）

测定成分 平均峰面积 ＲＳＤ／％

ＩＡＡ ７７．４ ０．６２

ＩＢＡ ７１．８ ０．７１

ＮＡＡ ８７．２ ０．６６

ＡＢＡ １２２．４ ０．７５

２．５　重复性和稳定性试验

如表３所示，重复性试验中ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ

和ＡＢＡ峰面积的ＲＳＤ分别为０．３２％、０．３０％、

０．３８％和０．４２％，表明供试溶液的制备和分析方

法重现性良好；稳定性试验中ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ和

ＡＢＡ 峰面积的 ＲＳＤ 分别为０．２７％、０．３１％、

０．３６％和０．４３％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定

性良好。

表３　各测定成分重复性和稳定性实验结果（ｎ＝６）

测定成分
重复性 稳定性

平均峰面积 ＲＳＤ／％ 平均峰面积 ＲＳＤ／％

ＩＡＡ ２２３．５ ０．３２ ２０４．７ ０．２７

ＩＢＡ ２４３．７ ０．３０ ２９９．０ ０．３１

ＮＡＡ ７１４．３ ０．３８ ７８２．７ ０．３６

ＡＢＡ ９７４．６ ０．４２ １１０７．６ ０．４３

２．６　检出限和定量限

经测定和计算，ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ和 ＡＢＡ的

检出限（Ｓ／Ｎ＝３）分别为１．２１，０．９６，１．４９和

２．０３ｎｇ·ｍＬ
１；定量限（Ｓ／Ｎ＝１０）分别为３．６７，

２．９２，４．５０和６．１６ｎｇ·ｍＬ
１，表明此分析方法具

有较好的灵敏度。
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２．７　加样回收试验

对４种不同浓度的对照品溶液中激素回收率

进行测算，ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ和 ＡＢＡ的平均回收

率分别为９６．５８％、９７．１９％、９６．４６％和９６．３０％，

ＲＳＤ分别为１．２１％、１．１７％、１．２５％和１．３１％，

说明本分析方法的测定结果准确可靠。

３　结论

内源激素对核桃楸的生长发育等生命活动起

到直接或间接的调节、调控作用，本文建立的高效

液相色谱法同时测定核桃楸枝皮中ＩＡＡ、ＩＢＡ、

ＮＡＡ和ＡＢＡ的方法，分析时间不超过５０ｍｉｎ，

且４种激素出峰时间稳定，分离良好；方法学验证

表明，该方法简便、灵敏度高、准确性和重现性好，

可有效用于核桃楸枝皮中４种内源激素的同时分

析测定。
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