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Abstract 
Four endogenous phytohormones: Gibberellins, indoleacetic acid, zeatin and abscisic acid in the 
seeds of Phellodendron amurense, were examined by High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) to provide effective and reliable methods for identification of phytohormones in plant 
seeds. The four analytes were extracted from P. amurense seeds by 80% methanol and C-18 solid 
extraction column, and then separated by Agilent C18 column, using methanol, acetonitrile, water 
(1:1:8, V/V/V) as mobile phases. Detection wavelength: GA was 206 nm, IAA was 225 nm, ABA and 
Zeatin were 254 nm. First, the HPLC preseted 206 nm (GA) and 225 nm (IAA) as detection wave-
lengths, and when the sample ran for 7 minutes, the detection wavelength was changed to 254 nm. 
This method had been applied to the determination of gibberellin, indole acetic acid, zeatin and 
abscisic acid in the seeds of P. amurense, and the recovery rate of 4 kinds of endogenous phyto-
hormones was more than 93%, relative standard deviation less than 4.1%. The results showed 
that phytohormones was well separated, and the ideal quantitative data of phytohormones in P. 
amurense seeds were obtained, and this method suited the purpose of the determination for phy-
tohormones in P. amurense seeds. 
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摘  要 

本文以东北天然红松林重要伴生植物黄檗(Phellodendron amurense)种子为研究材料，采用高效液相色

谱法对种子中的植物激素进行分析，以探讨植物种子中的植物激素测定方法。黄檗种子经80%甲醇浸提，

C-18固相萃取柱萃取，反相C18柱分离，流动相：甲醇:乙腈:水 = 1:1:8 (体积比)。检测波长：GA为206 
nm、IAA 225 nm、ABA与玉米素Z的检测波长为254 nm，首先在HPLC预设置206 nm (GA)和225 nm 
(IAA)两个波长，在样品运行7分钟时，手动更改检测波长为254 nm。利用该方法测定赤霉素、吲哚乙

酸、玉米素和脱落酸4种内源植物激素的回收率在93%以上，相对标准偏差小于4.1%，精密度和重现性

均较好。表明该方法适用于黄檗种子中植物激素含量的检测。 
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1. 引言 

植物激素是由植物自身代谢产生或由植物细胞接受特定环境信号诱导产生的、低浓度时可调节植物

生理反应的一类有机物质，它们在植物细胞分裂与伸长、组织与器官分化、开花与结实、休眠与萌发、

成熟与衰老等整个生命过程[1] [2]以及离体组织培养等[3]方面，分别或相互协调、同时又与植物所生存

的外部环境相互作用调节植物对环境的适应性[4] [5]。植物激素在植物体内的含量一般极低，并且性质不

稳定，易被热解、光解和氧化[6]。因此，如何对这些在植物体内极其微量的植物激素进行简单、快速和

准确的定量分析，是此研究领域的难题之一。 
黄檗(Phellodendron amurense Rupr.)，又叫黄菠萝、檗木(神农本草经)，黄檗木(本草纲目)，是芸香科

(Rutaceae)黄柏属(Phellodendron)高大落叶乔木[7]。黄檗主要散生于我国东北林区河谷及山地中下部的针

阔叶混交林中，是东北天然红松林的重要伴生树种，国家Ⅱ级保护植物，也是我国东北地区著名的“三

大硬阔之一”[8]。黄檗系第三纪古热带植物区系的孑遗植物，对研究古植物区系、古代地理及第四纪冰

期气候有重要的科学价值[9]。但黄檗种子具有深休眠特性，导致天然黄檗资源萌生困难。相关研究表明，

激素因素是与种子的休眠与萌发有着密不可分的关系，了解种子中的植物激素含量成为研究黄檗种子休

眠打破至关重要环节[10]。而种子中与激素共存的成分非常复杂[11]，导致对种子中激素检测较为困难。

本研究以黄檗当年生种子为材料，建立了高效液相色谱法(HPLC)测定黄檗种子中赤霉素(GA)、吲哚乙酸

(IAA)、脱落酸(ABA)和细胞分裂素(玉米素，Z)等 4 种内源植物激素的同时检测方法。 
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2. 材料与方法 

2.1. 实验材料与仪器 

2.1.1. 实验材料 
实验用黄檗种子于 2016 年 10 月采自东北林业大学城市林业示范基地 40 年生、长势较好的黄檗植物。

采后经处理得黄檗种子，自然干燥后置于超低温冰箱中存放、备用。 

2.1.2. 仪器和试剂 
Waters 1525-2489 高效液相色谱仪(双波长，手动进样)、Z206A 型高速离心机(德国 Heraeus)、AB104 

型电子天平(瑞士)、UV5500PC 型紫外可见分光光度计(上海元析仪器有限公司)、C-18 固相萃取柱

(Waters)。乙腈、甲醇为色谱纯，水为超纯水，其它试剂均为分析纯。赤霉素(GA)、生长素(IAA)、细胞

分裂素(玉米素，Z)、脱落酸(ABA)等激素标准品购于上海源叶生物科技有限公司。 

2.2. 流动相与标准溶液的配制 

流动相的配置：将色谱纯甲醇和乙腈与超纯水按 1:1:8 (体积比)的比例配置，然后用 0.22 μm 的微孔

滤膜在溶剂过滤器里过滤，过滤后的滤液超声脱气 30 min，以除去流动相混合液中溶解的气体，密封保

存备用。 
标准液的配置：精密称取 IAA，ABA，GA，Z 标准品各 3 mg，分别用流动相溶液溶解，定溶于 10 ml

的容量瓶中。分别吸取上述标准品溶液 5.0 mL，合并、摇匀，作为母液。然后从母液中分别取一定体积

配制成混合溶液，其浓度分别为 1 μg/ml、5 μg/ml、10 μg/ml、25 μg/ml、50 μg/ml 的标准对照溶液。 

2.3. 最优检测波长的确定 

将 4 种标准液各配制成 40 μg/ml 进行检测，利用紫外分光光度计进行紫外全波长(200 nm~400 nm)
扫描，通过空白和样品扫描后得光谱图，确定 4 种激素的最优紫外吸收波长。 

2.4. 样品制备 

称取 1 g 左右种子，加 8 ml 80%甲醇在冰浴下研磨成匀浆，4℃浸提过夜。10,000 rpm，4℃离心 15 min。
残渣用甲醇悬浮，10,000 rpm，4℃ 离心 15 min，重复两次，合并上清液。残渣弃去。 

将上清液过 C-18 固相萃取柱。具体步骤是：50%甲醇冲洗平衡柱→上样→移开样品后用去离子水洗

柱→80%甲醇洗脱柱→循环。将过柱后的样品转入 5 mL 塑料离心管中，真空浓缩至干燥，除去提取液中

的甲醇，用样品稀释液定容至 1.5 mL，经 0.22 μm 微孔滤膜过滤后进行 HPLC 分析。 

2.5. HPLC 的分析方法 

利用 Waters 1525-2489 高效液相色谱仪(双波长，手动进样)，使用安捷伦 C18 色谱柱(4.6 × 250 mm，

5 μm)；以 2.2 中配置的混合液为流动相，检测波长：根据 3.1 所确定的最优检测波长，首先在 HPLC 预

设置两个最先出峰的两种激素的波长，在第 2 和第 3 种激素出峰间隔快速手动更改检测波长。柱温：35℃；

进样量：10 μL；流速 1 ml/min。 

2.6. 数据分析 

采用 Excel 2007 软件对数据进行统计分析和相对标准偏差计算。 
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3. 结果与分析 

3.1. 最优检测波长的确定 

根据对 4 种激素 200 nm 到 400 nm 紫外全波长扫描结果可知：GA 在 206 nm 有较大吸收峰，IAA 在

225 nm 有最大吸收峰，ABA 在 245 nm 有最大吸收峰，Z 在 259 nm 有最大吸收峰；因此，为减少操作步

骤和实验便利，根据紫外吸收强度，确定 GA 的最优检测波长为 206 nm、IAA 的最优检测波长为 225 nm、

ABA 与玉米素 Z 的最优检测波长为 254 nm。 

3.2. 色谱条件 

色谱柱：安捷伦 C18 柱(4.6 × 250 mm，5 μm)；流动相：甲醇:乙腈:水 = 1:1:8。检测波长：根据 3.1
所确定的最优检测波长和各激素的出峰时间，首先在 HPLC 预设置 206 nm 和 225 nm 两个波长，在样品

运行 7 分钟时，手动更改检测波长为 254 nm。柱温：35℃；进样量：10 μL；流速 1 ml/min。在此色谱条

件下，4 种激素分离较好且峰形也比较好，并且分析时间也较短，4 种激素保留时间合适。色谱图见图 1
所示。 

3.3. 线性关系考察 

按照 3.2.的色谱条件，把配制好的标准液的梯度浓度 1 μg/ml、5 μg/ml、10 μg/ml、25 μg/ml、50 μg/ml
等分别进样，进行高效液相色谱分析。以样品质量浓度(μg/ml)为横坐标 x，峰面积为纵坐标 y 作做线性

回归曲线。得到 4 种激素的回归方程。其线性范围、线性相关系数见表 1。由表 1 可知，4 种激素标准品

的质量浓度与其峰面积线性相关性较好，相关系数均在 0.99 以上。 
 

 
(a) 

 
(b) 

Figure 1. Chromatograms of standard (a) and sample (b) of phytohormone 
from P. amurense seeds 
图 1. 4 种植物激素的标准品(a)和种子样品(b)色谱图 
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Table 1. The regression equation of four phytohormones 
表 1. 4 种内源激素标准品的线性回归方程 

激素 线性回归方程 相关系数 R 线性范围 mg/ml 

GA y = 663649x + 2268.8 0.9910 0.001~0.050 

IAA y = 1E + 06x + 1341.9 0.9961 0.001~0.050 

Z y = 3E + 07x + 1310.1 0.9984 0.001~0.050 

ABA y = 2E + 0.7x + 29462 0.9945 0.001~0.050 

3.4. 精密度实验 

取 4 种激素标准品溶液按相应色谱条件重复进样 5 次，测得 GA 峰面积的积分值的相对标准偏差

(RSD)为 1.12%，IAA 峰面积的 RSD 为 0.82，Z 峰面积的 RSD 为 1.59%，ABA 峰面积的 RSD 为 0.53%，

说明实验仪器精密度良好。 

3.5. 稳定性实验 

取 4 种激素标准品溶液，在第 0 h、5 h、10 h、20 h、24 h、48 h 进样，测得 GA 峰面积的积分值的

RSD 为 1.89%，IAA 峰面积 RSD 为 2.01%，Z 峰面积 RSD 为 1.15%，ABA 峰面积 RSD 为 2.37%，结果

表明待测物在 4℃条件下，48 h 内该方法稳定性较好。 

3.6. 重复性实验 

精密称取同一批样品，分成 4 份，每份 1.0 g，按照上述方式制备成样品溶液，进行 HPLC 检测，每

次进样进样 10 μl，测得样品中 GA 含量的 RSD 为 6.94%，IAA 含量的 RSD 为 5.69%，Z 含量的 RSD 为

5.58%，ABA 含量的 RSD 为 4.86%。结果表明，此次实验方法重复性良好。 

3.7. 加样回收率实验 

分别在已测得植物激素含量的黄檗种子样品中添加 5、10 和 50 μg/g 的 GA、IAA、ZA 和 BA 混合标

准品溶液，按照 2.3 样品制备方法进行提取，HPLC 进行测定，4 种激素的平均回收率在 93%以上，相对

标准偏差均在 4.1%以下(表 2)，说明该方法良好，可行。 

3.8. 样品测定 

按照本论文所建议的研究方法，对新采收的黄檗休眠种子和层积处理打破休眠后的黄檗种子中的 4
种植物激素含量进行测定，结果见表 3。 

4. 讨论 

植物在协调内在遗传发育近程与对外界环境变化作出适当响应，调控其生长发育以适应特定环境，

以及植物生长发育的各个阶段，包括胚胎发生、种子休眠与萌发、营养生长、果实成熟、叶片衰老等都

受到多种内在植物激素信号的调控[5]。植物激素在植物整个生命周期都起着至关重要的作用。如何检测

植物体内的激素显得尤为关键。目前对于植物内源激素的测定方法较多的是酶联免疫法和高效液相色谱

法，酶联免疫法虽然较高效液相色谱法简便，但结果准确度不高，重复性差[12]。而高效液相色谱法由于

灵敏度高、选择性强及数据处理能力好已越来越被国际上广泛应用，因此建立简单、快速、高效的植物

内源激素的高效液相色谱测定方法就十分具有现实意义。 
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Table 2. Recovery rates of four phytohormones by HPLC 
表 2. HPLC 测定 4 种植物激素的回收率 

植物激素 添加水平/μg∙g−1 回收率/% 相对标准偏差/% (n = 3) 

GA 
5 

10 
50 

92.8 
93.6 
96.7 

4.1 
2.5 
2.1 

IAA 
5 

10 
50 

91.2 
93.7 
95.2 

3.2 
3.5 
2.9 

Z 
5 

10 
50 

92.5 
94.6 
95.3 

3.6 
2.7 
3.1 

ABA 
5 

10 
50 

93.8 
94.2 
94.7 

1.8 
2.9 
3.5 

 
Table 3. The homone level in two types of P. amurense seeds 
表 3. 两种类型黄檗种子中激素含量 

种子类型 
激素含量/μg∙g−1 

赤霉素(GA) 生长素(IAA) 玉米素(Z) 脱落酸(ABA) 

黄檗休眠种子 2.56 1.87 2.15 42.39 

黄檗休眠打破种子 152.87 39.24 11.48 8.46 

 
植物样品高效液相色谱分析的难易决定于样品中物质组成的复杂程度，植物组织，特别是种子中富

含多酚类等杂质，分离较为困难。本研究应用 C-18 固相萃取柱并借鉴以往文献中 HPLC 分析 GA、IAA、

Zeatin 和 ABA 的方法，为实现 4 种激素的同时测定，本研究先对各标准溶液进行紫外全波长扫描，确定

最优吸收波长，利用 HPLC 的双波长功能，建立了可满足用于黄檗种子前处理方法和 HPLC 的色谱条件，

不仅可以同时测定这 4 种植物激素，避免了多种激素多次测定的费时与繁琐，而且重现性好、回收率高，

操作时间大为缩短。 
本文建立了高效液相色谱同时测定黄檗种子中 4 种植物激素的分析方法。该方法具有简便、选择性

好、分析时间短、重现性好，回收率高等优点，完全适用于植物种子样品中植物激素含量的检测。 
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