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　　摘要：建立同时分离测定微生物代谢产物中吲哚乙酸、赤霉素、细胞分裂素、脱离酸的毛细管电泳－二极管阵列检
测器新方法。研究检测波长、缓冲体系、缓冲体系的 ｐＨ值及浓度、分离电压、进样时间等因素。结果表明，在运行缓
冲液７５ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂缓冲液（ｐＨ值为９．０）、７５ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸缓冲液、检测波长２１８ｎｍ、分离电压２０ｋＶ、温度 ２５℃的
条件下，吲哚乙酸、赤霉素、细胞分裂素、脱离酸在０．１～５．０ｍｇ／ｍＬ内呈较好的线性关系。测得微生物代谢产物中含
有细胞分裂素和脱离酸，利用标准曲线获得回归方程测得含量为６０．９３、２２．６２μｇ／ｍＬ。细胞分裂素和脱落酸迁移时
间的相对偏差 ＲＳＤ分别为０．１３％、０．１２６％；迁移峰面积 ＲＳＤ（％）分别为１．０１％、１．９２％，回收率分别为 ９０．１％～
９４８％、９５．８％～９６．２％。因此，该方法适用于微生物代谢产物中植物激素的测定。
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　　为了实现农业部在扎实推进的“到２０２０年化肥使用量零
增长行动”和“到２０２０年农药使用量零增长行动”，重点研发
高效缓释肥料、高效低毒低残留农药、生物肥料农药等新型产

品是十分必要的，而植物激素是被公认的用量少、效果好的植

物生长调节剂。微生物天然代谢产物拥有来源安全、对土地

环境友好等特点，在未来具有极大的发展潜力。

传统的生物鉴定法对植物激素的测定难以满足准确定量

分析的要求，文献报道的高效液相色谱法等虽可获得较准确

的结果，但存在操作繁琐、灵敏度差、费用较高的缺点。毛细

管电泳技术（ＨＰＣＥ）源自传统电泳技术，具有微量、准确、成
本低、污染少、分析时间快、自动化程度高的优点［１］。二极管

阵列检测器可以同时检测在１９０～３００ｎｍ波长下样品的出峰
情况，并带有３Ｄ效果的检测峰形，可以更加直观地判断样品
的真实情况，判断出是否为非正常样品的出峰情况。本研究

以微生物代谢产物为测定目标，利用高效毛细管 －二极管阵
列同时测定其中的４种植物激素，并建立了高效快速的植物
激素含量测定方法。该方法简单可靠、重复性好，不仅可用于

微生物代谢产物中植物激素含量的测定，对其他样品中的植

物激素的定性、定量检测都有一定的参考价值。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
仪器：Ｐ／ＡＣＥＭＤＱ毛细管电泳仪 （美国贝克曼公司）；

未涂层石英毛细管 （７５μｍ×５７ｃｍ，有效检测长度 ４８ｃｍ）
（美国贝克曼公司）；精密ｐＨ计（北京泰亚赛福科技发展有限
责任公司）；高速台式冷冻型离心机（德国 Ｓｉｇｍａ公司）；超声
波清洗器（江苏昆山市超声仪器有限公司）；紫外分光光度计

［尤尼柯（上海）仪器有限公司］；ＨＺＱ－ＱＸ全温振荡器（黑龙
江省哈尔滨市东联电子技术开发有限公司）；干热消毒箱（上

海精宏实验设备有限公司）；ＤＯＡ－Ｐ５０４－ＢＮ真空泵（ＩＤＥＸ
公司）；ＥＴＳ－Ｄ５磁力搅拌器、Ａ１１高速粉碎机（德国 ＩＫＡ集
团）。ＣａｓｃａｄａＴＭ实验室超纯水系统（Ｐａｌｌｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）。

试剂：微生物菌种来源于辽宁省农业科学院微生物工程

中心；吲哚乙酸（ＩＡＡ）标样，赤霉素（ＧＡ），细胞分裂素
（６ＢＡ），脱落酸（ＡＢＡ）（北京奥博星生物技术有限责任公
司）；试验过程用的试剂均为分析纯和色谱纯；试验用水为超

纯水。

１．２　试验方法
新毛细管用甲醇冲洗３ｍｉｎ，１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ冲洗２ｍｉｎ，

０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ冲洗１ｍｉｎ，去离子水冲洗０．５ｍｉｎ。活化好
的毛细管使用前用０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ、水、电泳缓冲液分别
冲洗１、２、３ｍｉｎ；每次进样之间，用缓冲液冲洗２ｍｉｎ，冲洗压
力为２０ｐｓｉ。所有溶液在进入毛细管前，均用０．２２μｍ的水
系微孔滤膜过滤。

样品处理：将发酵后的微生物用双层纱布过滤，用蒸馏水

冲洗３次后６０℃下烘干，称质量。然后采用高速粉碎机粉
碎，用１０倍体积乙醇浸提２４ｈ，用磁力搅拌器将其混匀，超声
波振荡１ｈ，真空抽滤，用以上方法再提取２次，收集３次滤液
备用。将处理好的微生物代谢产物１ｍｇ／ｍＬ用０．２２μｍ孔
径的有机滤膜过滤，收集续滤液加同体积的运行缓冲液作为

样品溶液。

对照品的配制：将吲哚乙酸、赤霉素、细胞分裂素、脱落酸

分别配成 １ｍｇ／ｍＬ的母液，用甲醇溶解。上述溶液均用
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０．２２μｍ孔径的有机滤膜过滤，超声除气，置于冰箱 ４℃
保存。

１．３　电泳条件
未涂层石英毛细管（７５μｍ×５７ｃｍ，有效检测长度

４８ｃｍ）；运行缓冲液为 ７５ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂缓冲液（ｐＨ值为
９０）；７５ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸缓冲液；检测波长 ２１８ｎｍ；分离电压
２０ｋＶ；温度 ２５℃；压力０．５ｐｓｉ进样１０ｓ，样品运行时间为
２０ｍｉｎ，４种植物激素运行时间为１５ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　高效毛细管电泳－二极管阵列检测法条件的优化
选用ｐＨ值为９．０的７５ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂冲液、７５ｍｍｏｌ／Ｌ硼

酸缓冲液作为运行缓冲及分离缓冲。压力０．５ｐｓｉ进样１０ｓ，
并在此条件下进行波长优化及电压优化。为选取适当的检测

波长，采用 ＰＤＡ检测器对 ４种激素标准品溶液在波长为
１９０～３００ｎｍ范围内进行扫描，发现４种植物激素具有不同
的最适分离波长，但在２１８ｎｍ处能够达到同时出峰且分离效
果较好，故选取此波长作为检测波长。

在确定进样时间方面，进行５、１０、２０ｓ进样时间的测定，
结果表明，进样５ｓ峰形不完整，２０ｓ浓度太高，连峰情况增
多，故选用１０ｓ为样品的进样时间。

在优化分离电压时，比较分析１５、２０、３０ｋＶ３个不同电
压下４种植物激素迁移与分离情况。发现在１５ｋＶ时，基线
不好；３０ｋＶ时出峰延迟，峰形拖尾，故最终选择２０ｋＶ作为
电泳测定的运行电压。

试验常用磷酸盐、硼砂等缓冲体系对４种植物激素的分
离进行考察，以选取合适的缓冲体系。通过磷酸盐缓冲液不

同的ｐＨ值，确定分离样品的最适分离 ｐＨ值，通过试验比较
发现，用ｐＨ值为９．０的磷盐溶液分离时，样品的分离效果较
好，故选择碱性缓冲液硼砂溶液进一步进行优化。

选择１０、２０、５０、７５ｍｍｏｌ／ｍＬ硼砂缓冲液对４种植物激素
进行分离。结果发现，当硼砂缓冲液浓度达到 ７５ｍｍｏｌ／ｍＬ
时，样品和对照品的分离效果最佳，分离度和峰形都达到了相

对最好的情况，故选择７５ｍｍｏｌ／ｍＬ及 ｐＨ值为９．０的硼砂，
７５ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸缓冲液缓冲体系作为最终运行缓冲液。
２．２　高效毛细管电泳－二极管阵列检测法对微生物代谢产
物中４种激素的测定
２．２．１　定性测定　根据图１、图２可知，微生物代谢产物指
纹图谱中含有与细胞分裂素（６－ＢＡ）和脱落酸（ＡＢＡ）保留
时间相同的物质，与赤霉素（ＧＡ）和吲哚乙酸（ＩＡＡ）的图谱没
有重合峰，说明微生物代谢产物中含有细胞分裂素和脱落酸，

不含有吲哚乙酸和赤霉素。

２．２．２　定量测定　根据定性试验的结果，对细胞分裂素和脱
落酸在微生物代谢产物中的含量进行定量计算。

２．２．２．１　标准曲线的建立　将吲哚乙酸、赤霉素、细胞分裂
素、脱落酸分别配成１０ｍｇ／ｍＬ的母液，用甲醇溶解。根据毛

细管电泳中的定量计算方法，将植物激素标准品配成浓度为

０１、０．５、１．０、２．０、５．０ｍｇ／ｍＬ，分别进行进样，见图 ３（由于
５．０ｍｇ／ｍＬ浓度进样时第２、３个峰浓度较大出现连峰，因此
图谱未放到图中）。
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　　根据毛细管电泳中的定量计算方法，将植物激素标准品
配成浓度为０．１、１．０、２．０、５．０ｍｇ／ｍＬ，分别进行进样，以浓度
（ｘ）为横坐标，峰面积（ｙ）为纵坐标建立标准曲线方程（图
４、图５）。

　　毛细管电泳仪最佳条件下，细胞分裂素电泳峰面积与浓
度在０．１～５．０ｍｇ／ｍＬ范围内呈现良好的线性关系，回归方
程为ｙ＝７１５２３６．４４０４ｘ－２２６８０，相关系数ｒ２＝０．９９９２３，最
低检测限（ＬＯＤ）为 ０．１４μｇ／ｍＬ。脱落酸回归方程为 ｙ＝
３９１３９１．４０９４ｘ＋２１４８９，相关系数ｒ２＝０．９９９０２，最低检测限
（ＬＯＤ）为０．２８μｇ／ｍＬ。将目的峰的峰面积带入方程，得细胞
分裂素的含量为６０．９３μｇ／ｍＬ，脱落酸含量为２２．６２μｇ／ｍＬ。
２．２．２．２　重复性和精密性试验　取同一浓度的细胞分裂素
标准样品和脱落酸标准品连续进样５次。测细胞分裂素迁移
时间的相对偏差ＲＳＤ为０．１３％，迁移峰面积ＲＳＤ为１．０１％。
脱落酸迁移时间的相对偏差ＲＳＤ为０．１２６％，迁移峰面积ＲＳＤ
为１．９２％。准确度验证采用回收率法进行试验。量取３份样
品，分别加入不同量的标准溶液进行测定，实测添加量与标准

添加量之比为回收率。通过试验，测得细胞分裂素的回收率在

９０．１％～９４．８％（表１），脱落酸的回收率为９５．８％～９６．２％。

表１　样品中添加细胞分裂素回收率试验结果

待测组分
原有量

（μｇ／Ｌ）
加入量

（μｇ／Ｌ）
测得量

（μｇ／Ｌ）
回收率

（％）
６－ＢＡ ６０９３０ ２０４６５ ７３５３３ ９０．３
６－ＢＡ ６０９３０ ６０９３０ １０９７７７ ９０．１
６－ＢＡ ６０９３０ １８２７９０ ２３１１５０ ９４．８
ＡＢＡ ２２６２０ １１３１０ ３２５７６ ９６．０
ＡＢＡ ２２６２０ ２２６２０ ４３５３３ ９６．２
ＡＢＡ ２２６２０ ６７８６０ ８６６７１ ９５．８

３　讨论

测定植物激素前该微生物代谢产物进行过玉米种子的催

芽，稀释１００００倍的效果显著，而５００倍的提取物对玉米生
长起到了抑制作用，这与植物激素的作用相一致，利用高效毛

细管电泳对其中的植物激素进行测定，测得其含有细胞分裂

素和脱落酸。但细胞分裂素和脱落酸在植物体内的作用机理

尚不明确，产生的植物促生长是联合作用还是有某一单独成

分起作用还有待深入研究。

传统的生物鉴定法对植物激素的测定难以满足准确定量

分析的要求，文献报道的高效液相色谱法等虽可获得较准确

的结果，但存在操作繁琐、灵敏度差、费用较高的缺点。毛细

管电泳技术（ＨＰＣＥ）源自传统电泳技术，具有微量、准确、成
本低、污染少、分析时间快、自动化程度高的优点。本研究以

人参内生真菌菌丝为测定目标，利用高效毛细管法来测定其

中的植物激素，通过不同种、不同 ｐＨ值缓冲液、不同分离电
压及不同进样时间等条件优化后，确定了本试验的电泳条件，

在建立分离效果较好的真菌代谢产物的指纹图谱的同时，也

将各种激素的出峰时间控制在１５ｍｉｎ以内，节省了工作时间
和成本，可以实现替代高效液相法测定植物激素，避免有机溶

剂对人和环境的伤害，为植物激素的测定方法提供了一定的

参考价值。
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检测雪糕中多种添加剂［Ｊ］．食品科学，２０１５，３６（８）：２０６－２１０．
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［４］李利军，冯　军，黄文艺，等．高效毛细管电泳同时分离测定栀子
苷、芍药苷及丹皮酚的研究［Ｊ］．分析试验室，２００７，２６（５）：
３８－４１．

［５］彭进进，罗泽娇，李龙媛．高效毛细管电泳 －二极管阵列检测法
测定土壤中的苯酚［Ｊ］．分析科学学报，２０１２，２８（１）：９８－１００．

［６］张泽宇，李林志．高效毛细管电泳法测定地榆中没食子酸的含量
［Ｊ］．中国药师，２０１５，１８（７）：１２３３－１２３５．

［７］张云伟，万勇平，鄢　兵，等．超高效液相色谱法测定水果中３种
外源植物激素［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２０１５，２５（１４）：２２７７－

２２７９，２２８３．
［８］刘宏程，林　涛，邵金良，等．高效液相色谱测定水果中外源植物
激素的快速前处理方法研究［Ｊ］．分析科学学报，２０１４，３０（４）：
４９７－５００．

［９］牟艳莉，郭德华，丁卓平，等．高效液相色谱－串联质谱法测定瓜
果中１１种植物生长调节剂的残留量［Ｊ］．分析化学，２０１３，４１
（１１）：１６４０－１６４６．

［１０］钟　宁，侯彩云．高效毛细管电泳测定液态乳中乳糖［Ｊ］．中国
乳品工业，２０１１，３９（１０）：４４－４７．

师仁丽，于文龙，梁　娜，等．大孔吸附树脂分离纯化金丝小枣总黄酮工艺研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（８）：１７２－１７５．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．０８．０４９

大孔吸附树脂分离纯化金丝小枣总黄酮工艺研究

师仁丽，于文龙，梁　娜，张　群，王向红
（河北农业大学食品科技学院，河北保定０７１００１）

　　摘要：以静态吸附与解吸率为指标，考察了６种大孔吸附树脂对金丝小枣总黄酮的分离纯化效果，从而筛选出１
种效果最佳的大孔吸附树脂。采用正交优化的方法确定出纯化金丝小枣总黄酮的工艺参数。确定 ＡＢ－８树脂对金
丝小枣总黄酮的分离纯化效果最好，其对金丝小枣总黄酮的吸附率可达８８．５７％，解吸率为９９．７１％。最佳工艺条件
为上样液 ｐＨ值为 ３、吸附流速 ３ｍＬ／ｍｉｎ、上样浓度 ０．３５ｍｇ／ｍＬ、洗脱剂为 ７０％乙醇，此时总黄酮收率可达到
９３３９％。同时，绘制了泄露曲线与解吸曲线，确定了最佳上样体积与洗脱剂用量分别为４０、７０ｍＬ。
　　关键词：金丝小枣；黄酮；大孔吸附树脂；纯化
　　中图分类号：Ｒ２８４．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）０８－０１７２－０４

收稿日期：２０１６－０２－２３
基金项目：国家林业局公益性行业科研专项（编号：２０１３０４７０８）。
作者简介：师仁丽（１９９０—），女，硕士，主要研究方向为食品工程。
Ｅ－ｍａｉｌ：１５２３１２２８２０６＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：王向红，女，教授，博士生导师，主要研究方向为食品营养

与安全。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｎｇｘｉａｎｇｈｏｎｇ７３＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　枣（ＺｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂａＭｉｌｌ．）是鼠李科（Ｒｈａｍｎａｃｅａｅ）枣属植
物的成熟果实，原产于中国，栽培已有４０００年的历史［１］。红

枣营养价值高，且有很高的药用价值，是营养和医疗保健的优

质滋补果品，是很重要的食用材料和经济产品，享有“营养保

健丸、木本粮食”的美誉［２］。由于其具有抗氧化、抗炎、抗癌、

保护心肌等功能而被用作营养食品和传统药品［３］。金丝小

枣广泛分布在河北沧州一带，果核细小、可食率达９７％、含可
溶性固形物４０％～４５％、制干率约５５％、质脆细嫩、品质优良
等特点［４］。

黄酮类化合物是植物产生的一类次生代谢产物，是一类

重要的天然化合物，对人体健康起着重要的作用。大量研究

表明黄酮类物质具有降血压、降血脂、增大心脏血流量、增强

心脏收缩、减少心脏搏动数、止咳祛痰、抗菌消炎的功效［５］。

在提取的粗黄酮中一般含有多种杂质，如糖类、色素、蛋

白质、氨基酸等。为了提高黄酮纯度，需要对粗提物进行进一

步的分离纯化，从而提高黄酮含量。目前，使用的黄酮类化合

物纯化方法很多，主要有柱层析、薄层层析、气相层析、溶剂萃

取、沉淀法等方法，在工业生产中均存在一定的缺点。大孔吸

附树脂纯化法是目前使用最为广泛的纯化方法［６－７］。该技术

具有生产成本低、周期短、效率高、可再生等优点，所以在天然

产物有效成分的分离技术中有较好的应用发展趋势。

本试验选取６种在黄酮类化合物纯化中应用较为广泛的
大孔吸附树脂，通过研究金丝小枣黄酮类化合物在不同树脂

上的静态吸附、解吸效果，从而选择出１种精制金丝小枣黄酮
较理想的吸附树脂，并采用正交优化法对该树脂的各种纯化

工艺参数进行研究，以期为金丝小枣黄酮的分离纯化提供科

学依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
金丝小枣，购自河北省沧州；芸香苷对照品（≥９９％），购

自上海源叶生物科技有限公司；石油醚（６０～９０℃）、无水乙
醇、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠、盐酸，购自天津市天力试剂；

ＡＢ－８树脂、Ｄ－１０１树脂、ＨＰＤ－６００树脂、ＡＤＳ－１７树脂、
ＨＰＤ－８２６树脂、聚酰胺树脂，购自沧州宝恩吸附材料科技有
限公司；１０１－ＯＡＢ电热古鼓风干燥箱，购自天津市泰斯特仪
器有限公司；ＵＶ－２００８Ｈ型紫外可见风光光度计，购自上海
ＵＮＩＣ公司；ＨＴ－３００ＢＱ型数控超声提取器，购自天津市瑞普
电子仪器公司；ＤＺＷＫ－Ｃ型恒温水浴锅，购自北京市光明医
疗仪器厂；ＢＳ－２１４Ｄ型电子分析天平，购自 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；
ＴＧＬ－１６Ｍ快速离心机，购自浙江金坛市杰瑞尔电器有限公
司；层析柱，购自华美仪器公司；ＲＥ－５２Ａ型旋转蒸发仪，购
自上海亚荣生化仪器厂；真空恒流泵，购自上海沪粤明科学仪
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