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摘 要 建立分散液液微萃取一高效液相色谱法测定锡金微孔草内源激素脱落酸含量的分析方法。分 

散 液液微萃取条件 为：100I~L萃取剂 (氯仿)．1．0mL分散 剂(乙酸乙酯)，pH 3．0；方法 的线性范 围： 

0．O285—1．14~g／mL，r=0．9995，检出限 0．O008,ug／mL( ／Ⅳ=3)；锡金微孔草中脱落酸的加标回收率为 

9O．99 一93．12 ，RSD为 0．99 一1．57 ( =3)。本方法具有检出限低、操作简便、环境友好等优点，适 

于检测微孔草中痕量的脱落酸。 
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1 引言 

锡金微孔草(Microula sikkimensis)系紫草科微孔草属两年生草本植物，主要分布于我国的青藏 

高原及其毗邻地区，是微孔草中分布最广泛的品种之一[1]。微孔草的y一亚麻酸含量高，降血脂功能 

显著而备受世人的关注L2]。是一种很有开发前景的食药兼用植物[3]。 

脱落酸(ABA)是一种有倍半萜结构的植物激素，是一种重要的植物激素，虽然含量很低，但对 

调节植物体的生长、成熟和植物逆境条件的适应有着重要的作用Ⅲ。准确高效的测定痕量脱落酸含 

量，深入研究其变化规律，对于探索微孔草的抗逆生理及适宜生境具有重要的研究意义。 

分散液液微萃取(DI LME)是2006年由Assadi[ 等提出的一种新型样品前处理技术，该技术 

基于三组分溶剂系统：萃取剂、分散剂和水溶液。集分离与富集于一体，有机溶剂用量少，预处理时 

间短，可以达到很高的萃取效率和富集倍数[6]。DLI ME方法结合各种分离检测技术已成功应用于 

植物样品中的植物激素含量测定[7]。植物适应环境变化过程中起到调节和转化的主要物质是植物 

激素。在低温胁迫条件下，脱落酸的作用尤为重要[8]。内源激素脱落酸由于含量甚微，测定相对困 

难。现有的检测方法存在检测设备昂贵，前处理步骤繁琐，检测灵敏度低等缺点。本文将分散液液 

微萃取与高效液相色谱法结合，首次用于对锡金微孔草脱落酸的含量测定。方法具有样品前处理简 

便、提取效率高、检测时间短、灵敏度高等优点。 
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2 实验部分 

2．1 仪器与试药 

Agilent 1260型高效液相色谱仪，安捷伦液相色谱系统化学工作站(美国 Agilent公司)；RE一52 

型旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂)；TGI 一16B型台式离心机(上海安亭科学仪器厂)；PL203型 

电子天平(瑞士 Mettler Toledo公司)。脱落酸对照品(批号：20120220148)购自北京鑫方程生物技 

术有限公司；乙腈(色谱纯，山东禹王)，其余试剂均为分析纯。实验用水为纯净水。微孔草样品采自 

青海省湟中县和门源县，经中科院西北高原生物研究所卢学峰副教授鉴定为紫草科锡金微孔草 

(Microula sikkimensis)。 

2．2 实验方法与结果 

2．2．1 色谱条件 

色谱柱：Agilent Zorbax Eclipse XDB—C18柱(4．6mm×250mm，5／~m)；流动相：乙腈(A)一1．2 

乙酸水溶液(B)一60：4o(v／v)；流速：1．0mL·rain_。；柱温：25℃；进样量 1O L。在此条件下，样品 

中脱落酸与周围物质的峰分离较完全，见图 1。 
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图 1 锡金微孔草样品的液相色谱图 

1，3，4——未知物；2——甲醇溶剂峰；5——脱落酸(t =5．96mln) 

2．2．2 对照品溶液的制备 

准确称取 5．0mg脱落酸标准品，用甲醇溶解并定容于 50mL容量瓶中，即得 lO0~g·mL 的 

对照品储备母液。取标准品储备母液 lmI ，移入 100mL容量瓶中，用 甲醇定容至刻度，即得 

1／ag·mL 的对照品储备液。标准品储备母液和储备液于 4℃冰箱中保存。 

2．2．3 供试品溶液的制备 

液液萃取法(LI E法)：快速称取约 2．O00g微孔草新鲜茎叶，加入预冷的研钵中，倒入适量的 

液氮研磨，快速反复进行几次得到粉末；将粉末移人烧杯中，加入预冷的 80 甲醇 20mL，4℃冰箱 

中避光浸提 12h，抽滤，得滤液；滤渣用 20mI 80 9／5甲醇 4℃浸提2h，抽滤，合并滤液；将滤液减压浓 

缩至水相，加 5 盐酸酸化 pH为 2．8—3．0，加入同体积的乙酸乙酯萃取 3次，得乙酸乙酯相；将乙 

酸乙酯减压浓缩至干，再用甲醇溶解定容在10mI 容量瓶中。经0．45 m的微孔滤膜过滤到进样瓶 

中即得，保存于4℃冰箱中。 

分散液液微萃取法(DI I ME法)：快速称取约 2．000g微孔草新鲜茎叶，加入预冷的研钵中，倒 

人适量的液氮研磨，快速反复进行几次得到粉末；将粉末移入烧杯中，加入预冷的 8O 甲醇 20mL， 
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4 C冰箱中避光浸提 12h，将样品转入离心管中，4000r／min离心 5min，取出上清液，沉淀物用 20mL 

8O 甲醇 4-C浸提 2h，4000r／min离心 5min，合并上清液。取2mL上清液(pH3)于离心管中，快速加 

入 1mL乙酸乙酯(含有 IO0~L氯仿)立即振摇 3min乳化，以 5000r／min离心 5min，溶液分层，取下 

层溶液 10 I 进样。 

3 结果与讨论 

3．1 线性关系和检出限考察 

分别准确移取0．2、0．5、1．0、2．0、5．0、10．0mL的脱落酸(ABA)标准品储备液于 6个 lOOmL 

容量瓶中，用甲醇定容至刻度，得到浓度分别为 2．0，5．0，10，20，50，100ng·mL_1的标准系列溶 

液，分别准确吸取 2mI 标准系列溶液，按 2．2．3项中的DI LME法进行样品的前处理，进样 lOlL， 

按 2．2．1项下确定的色谱条件进行测定，并记录峰面积。以浓度(~g／mI )为横坐标( )，峰面积为纵 

坐标( )，得回归方程为： 一0．04379-z一42．7675，r一0．·9995，表明脱落酸在 0．0285—1．14~g／mL， 

浓度与峰面积呈良好的线性关系。检出限为0．O0081．tg／mL(S／N=3)。标准品的图谱见图 2。 
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图 2 脱落酸标准(570ng／mL)液相色谱图 

卜一 甲醇溶剂峰；2——脱落酸(t =5．96min)。 

3．2 精密度实验 

取浓度为 20ng·mL-1的标准溶液 2mI ，按 2．2．3项中的DLLME法进行样品的前处理 ，进样 

lOlL，连续进样 5次，按 2．2．1项下确定的色谱条件进行测定，结果脱落酸峰面积面积的 RSD为 

0．259 ，进样精密度符合要求。 

3．3 重复性实验 

取同一批样品 5份，精密称量 2．og，按 2．2．3项中的DLI ME法操作，制得5份供试品溶液，进 

样 lOlL，按2．2．1项下确定的色谱条件进行测定，结果表明脱落酸峰面积的RSD为 1．O7 ，说明 

重复性好。 

3．4 稳定性实验 

准确称取样品 2．0g，按 2．2．3项中的DI I ME法操作，制得供试品溶液后于 0，2，4，6，8h，进样 

IO／A ，按 2．2．1项下确定的色谱条件进行测定，结果表明脱落酸峰面积的RSD为 1．53 9，6，说明供 

试品溶液在 8h内稳定。 

3．5 加标回收实验 

以重复性实验所得脱落酸平均含量为该批次样品中脱落酸的含量(O．2950~g·g-1)，准确称取 
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样品 9份，每份约 1．0g，分别加入脱落酸标准品储备液 0．1、0．2、1．0mL(含脱落酸 0．144~g、 

0．288t~g、1．44ug)(每个浓度 3份)，按 2．2．3项中的DI LME法进行样品的前处理操作，制得 9份 

供试品溶液，进样 1O L，按 2．2．1项下确定的色谱条件进行测定，加样回收试验结果见表 1。测得脱 

落酸低浓度加入样品的平均回收率(”一3)为 93．12 ，RSD为 1．47 ；脱落酸中浓度加入样品的 

平 均回收率(，z一3)为 91．35％，RSD为 0．99 ；脱落酸高浓度加入样品的平均回收率( =3)为 

90．99 9／6，RSD为 1．58 。 

表 1 加标回收实验结果 

1．0029 

1．0087 

1．0009 

1．0036 

1．0014 

1．0089 

1．0007 

1．0011 

1．0004 

94．6803 

92，5656 

92．1085 

92．1579 

91．5170 

90．3729 

90．5797 

92．5939 

89．8195 

3．6 样品的测定 

取不同样品 6份，准确称量1．0g，按2．2．3项中的DLLME法进行样品的前处理，制得 6份供 

试品溶液，进样 10t~I ，按 2．2．1项下确定的色谱条件进行测定，样品中脱落酸的含量见表2。测得微 

孔草样品的脱落酸含量为 0．2O45一O．4425t~g／g。 

表 2 样品中脱落酸含量测定值 

3．7 提取方法的研究 

比较经典的液液萃取法(I LE)和分散液液微萃取法(DI I ME)的差别。液液萃取法，测定结果 

脱落酸与周围物质分离效果一般，而且脱落酸峰很小，前处理时间长，消耗有机溶剂量大。表明液液 

萃取法只适 合用于植物样 品中脱落酸 含量较高，样品量较大的样品。分散液液微萃取法 

(DI I ME)，整个提取过程时间短，有机溶剂用量少，提取效率高，富集倍数显著(5o一5o0倍)，样品 

溶液中有明显的脱落酸峰，避免了被样品中的杂质峰误判现象的发生。适合于检测植物样品中脱落 

酸含量相对低的样品和生长阶段，为研究脱落酸的植物生理变化规律提供了更好的检测方法。 

3．8 萃取剂和分散剂种类及用量的选择 

用丙酮、乙酸乙酯和甲醇作分散剂，用氯仿、四氯化碳和氯苯作萃取剂，进行试验，结果表明：选 

用乙酸乙酯作分散剂、氯仿作萃取剂时效果最好。在乙酸乙酯1．0mL的条件下，分别考察氯仿加入 

量为50、75、100、150t~I 时对萃取效率的影响。结果表明：当氯仿加入100td 时，萃取效率达到最大 

值，试验选择氯仿用量为 100td 。在氯仿 100t~L条件下，分别考察了乙酸乙酯加入量为 0．5，0．8， 

1．0，1．2，1．5mL时对萃取效率的影响。结果表明：当乙酸乙酯加入量为 1．0mL时，萃取效率达到 

最大值，试验选择乙酸乙酯的加入量为 1．0mI 。 

3．9 pH的选择 

溶液的pH决定酸性或碱性物质的存在状态，对提取效率有很大影响。本试验考察了pH 3～7 



2098 光谱实验室 第 3O卷 

范围内提取效率的变化，结果显示 

4 结论 

pH为 3时提取回收率最高。 

微孔草作为青藏高原高寒草原常见植物，脱落酸在微孔草植物体内的积累反映其在低温，高紫 

外辐射，低氧条件适应能力的强弱，与不饱和脂肪酸等次生代谢产物的合成可能存在密切的关系。 

本实验建立的微孔草植物体内源性脱落酸的含量测定方法，有助于进一步开展微孔草耐低温胁迫 

与有效成分积累相关机制的研究，有很好的植物生理生态学研究意义，为进一步揭示高原植物的低 

温胁迫适应机理和抗逆条件下的植物适应研究提供了更有效的研究方法。 
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Dispersive Liquid—l iquid M icroextraction Coupl ed with High Performance 

Liquid Chromatography for Determination of Endogenous Hormone 

Abscisic Acid in Microula sikkimensis 

Pl I io’ ’ Hu Feng—Zu“ HAN Tao' · I l Yi—Kang · ZHAO Xiao—Hui”· · HAN F 。 

(Northwest Ir~titute of Phzteau Bicdogy，CAS Qinghai．Xinblg 810008，P．R．China) 

~Graduate University Chhtese Academy of Science Beijh,g 100049，P．R．Chma) 

c(Key Laboratory oJ’Adaptation and Evolution of Plateau Biota，CAS Qinghai，Xhthlg 810008，P．R．Chma) 

Abstract An dispersive liquid—liquid microextraction (DLI M E)一HPLC method for the 

determination of endogenous hormone abscisic acid in M icroula sikkimensis was established．The 

optimized dispersive liquid—liquid microextraction conditions were as follows：the volume of extractant 

(chloroform)was I O0~L，the volume of dispersive solvent(Ethyl acetate)was 1．0mI ，and the value 

of pH was fixed at 3．0．Under the optimum condition，good linearity was obtained in the range of 

0．0285—1．1 4 g·mI ～ abscisic acid and the limit of detection was 0．O0081ug／mL at S／N= 3， 

respectively，with the correlation coefficient(0．9995)．The relative recovery varied from 90．99％ to 

93．12 ，and the RSD was in the range of 0．99 9／6—1．57 (n=3)．The method was simple， 

sensitive，low environmenta1 pollutionand can be used to determine the trace level of abscisic acid in 

M icroula sikk ensis． 

Key words Dispersive Liquid-I iquid Microextraction；M icroula sikkimensis；Phytohormone； 

Abascisic Acid；HPI C 


