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摘 要 以荣福海带为材料 ，采用高效液相 色谱法紫外检测不同时期和不同部位海带中内源植物 

激素含量的变化。结果表 明，在海带生长的幼嫩期、厚成期和成 熟期，吲哚 乙酸(IAA)和脱 落酸 

(ABA)呈递增的趋势；玉米素(ZT)在海带成熟期达到最大值，厚成期含量最少；吲哚丁酸(IBA)在厚 

成期达到最大值 ，幼嫩期含量最少。同一生长阶段的海带体 内植物激素纵向分布规律为：海带尖部的 

IAA含 量较 高 ，中带部 的 ZT含 量明显较 高 ，而基部 的 IBA和 ABA 的含 量较 高。 
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ABSTRACT The variations of endogenous hormones in different periods and different parts of 

Rongfu Larainari ac(、haria were analyzed by high performance liquid chromatography coupled with 

UV detect0r．It was found that the content of indole-3一acetic acid(IAA)and abscisic acid(ABA)in— 

creased significantly in three important periods of L．japonic 以(j uvenile，grow out，mature)．The con— 

tent of zeatin(ZT)reached the highest in the mature period，and the lowest in the grow-out period． 

The content of indolebutyric acid (IBA)reached the highest in the grow out period，and the lowest in 

the j uvenile period．At each development stage，different plant hormones were found at the highest 

c。ntents in different parts of the L．saccharia blade；IAA showed the highest content in the top，while 

the highest contents of ZT was found in the middle，and both IBA and ABA were found in the bottom． 
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植物要维持正常协调的生长发育状态 、适应外界环境的变化，其各细胞 、组织和器官之间必须进行及时有 

效的信息交流 ，担负这种信息交流任务的化学信使之一就是植物激素(Plant hormone)(武维华 2003)。20 
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世纪以来 ，人们 已经从植物体内发现了五大类植物激素 ，藻类 中植物激素的深入研究是从 2O世纪 7O年代开始 

的，相对陆生植物而言 ，起步较晚，水平低。随着藻类 的开发与应用 ，人们利用最新的色谱和色质联用技术以及 

细胞生物学和免疫学等手段 ，对藻类中激素的结构和性质以及生理生化代谢过程进行 了系统的研究(侯和胜等 

1998；黄冰心等 2001)。 

海藻中植物激素研究主要集 中于海藻 中植物激素 的定性研究 、含量分布、生理活性 和应用研究等几个方 

面，其 中激素定性和含量变化的研究是重点 。人们刚开始研究海藻中植物激素时采用生物试法 ，van Overbeek 

(1940)用燕麦试法从一系列海藻中检测到 IAA的存 在，并发现巨藻 Macrocystis phyrifera等藻体内不 同部 

位植物生长素存在明显 的浓度差 。1984年 Featoney—Smith等用大豆试法在昆布 Ecklonia ma2cima中检测到 

细胞激动素活性 。1973年 Hussain等用莴苣下胚轴生长法检测 的脱落酸类似物存在于海带 中。但是生物试 

法只是寻找藻类植物激素的第一步，随着各种分析手段 的逐步成熟，色谱以及色质联用技术在分析藻类 中植物 

激素的含量及组成方面，展示出极大的优势。黄冰心等(2002)采用 HPLC成功分析 了海带中细胞激动素，并对海 

带植物激素的提取及纯化方法进行 了优化。韩丽君等(2005)对 16种海藻中植物生长素的提取及分离纯化进行了 

研究，逐步确定了海藻中植物激素高效液相分析方法 的处理过程。目前人们 已经从藻类中发现了高等植物中含 

有的所有内源植物激素，并且可以利用 GC-MS同时在一种海藻中检测到几种植物激素(Jacobs 1993)。 

在海带成长过程中，各种植物激素含量及组成并不是一成不变的，而是呈现一个动态的变化过程 ，正是 由 

于这一过程才导致 了海带的孢子发育 、幼苗成长 、叶片厚成 、成熟衰老等各种生命过程 ，因此对海带中各种植物 

激素的鉴定和含量变化进行着重分析有着重要的科学价值 。目前对海带 中生长素、脱落酸和细胞激动素的鉴 

定及含量测定 已经有过一些报道(李铁松 2008)，尤其是生长素和细胞激动素 ，它们在海带本身的生长发育过 

程 中起着至关重要的作用，能促进藻类细胞的分裂、伸长和细胞内营养物质的运输，但是对于不 同植物激素在 

海带不同生长时期以及不同生长部位的分布情况却鲜有报道 ，特别是利用高效液相色谱仪(HPI C)等现代分 

析技术对其进行研究报道较少。 

海带藻体从小到大 ，一般分为 6个发育阶段 ：幼苗期 、凹凸期、幼嫩期、厚成期 、成熟期和衰老期 (方宗熙 

l992)。其中幼嫩期 、厚成期、成熟期是海带生长过程中最为关键的 3个时期 ，幼嫩期是藻体长度和宽度生长最 

快的时期 ，又称为快速生长期 ；厚成期是干物质积累阶段，藻体厚而硬 ；成熟期的海带 ，叶片上逐渐出现孢子囊 

斑 。本文采用高效液相色谱法对其 3个关键生长阶段中海带藻体内 4种 内源植物激素 的含量变化进行了检 

测 ，以期为海藻中植物激素的研究提供参考资料 ，也为海藻肥 以及其他海藻化工行业提供理论支持 。 

1 材料和方法 

1．1 材 料 

荣福海带 由中国海洋大学大型海藻种质库提供 ，于 2009年 4～8月分 3次采于山东荣成俚 岛湾。荣福海 

带属于种间杂交种(Laminaria japonica× Laminaria saccharia)，藻体浓褐色 、根系发达 、柄扁平 、基部圆平、 

藻体较宽 、中带部明显，21℃下藻体形态完整 。 

采集的样品迅速整棵放入加冰袋 的保温箱 中，带回实验室。试验样品用蒸馏水洗掉表面泥沙后 ，按照叶片 

基部 、中带部、尖部划分为 3部分(图 1)，分别切割后用匀浆机打碎 ，混匀 。以 4O g样品为单位分别包装 ，一18 

℃下冷冻保存 。 

1．2 仪器 与试 剂 

安捷伦 1100型高效液相色谱仪 ，包括 四元泵 、紫外检测器和色谱工作站 ；BT224S电子分析天平 ：法国沙 

多利斯公司；CR22G型离心机 ：日本 日立公司；KQ 600DE型数控超声波清洗器 ：昆山市超声仪器有限公司；旋 

转蒸发器 Laborota 4000：德国 Heidoplh公 司；涡旋混合器 、组织匀浆机 IKA—T18basic：德国 IKA公 司；Wa— 

ters Oasis MCX固相萃取小柱(混合型阳离子交换 固相萃取小柱)6O mg／3 ml；Waters Oasis MAX固相萃取 

小柱(混合型阴离子交换反相吸附同相萃取小柱)60 mg／3ml。 
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乙腈、甲酸、甲醇为色 

谱纯；冰乙酸为优级纯；石 

油 醚 、氨水 为分析纯 ；吲哚 

乙酸(IAA，99 )、脱落酸 

(ABA，98 )、玉 米 素 

(ZT，98 )、吲 哚 丁 酸 

(IBA，98 )，标 准品均为 

美 国 Sigma Chemical公 

司提供。实验中所有用水 

均为去离子水。 

一  
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B 

图 1 海带结构及分割示意 

Fig．1 Structure and subsection of kelp Laminaria saccharia 

5 酸化甲醇 ：准确量取 甲酸 5 ml，加入 9 ml甲醇，充分混匀。 

5 氨化 甲醇：准确量取氨水 5 ml，加入 95 mI甲醇 ，充分混匀。 

1．3 色谱条件 

着器 

altoot 

ZORBAX Eclipse XDB—C18色谱柱，250 mm×4．6 mm，5 m，美国 Agilent公司；流动相为甲醇 ：0．8 乙 

酸溶液一60：40；流速 0．8 ml／min；进样量 2O l；柱温为 40℃。检测波长 260 nm，流动相用 0．22 m微孔有 

机相滤膜过滤并超声脱气。 

1．4 内源激素的提取纯化 

准确称取 4O g鲜海带样品，剪切破碎后将样品研磨匀浆 ，加入 100 ml甲醇，放于超声波清洗仪中提取 

5 min。4 000 r／min离心 5 min，上清液转移于 150 ml鸡心瓶中，加入 10 mI甲醇重复提取两次，合并上清液。 

将上清液于 35℃减压浓缩至 2 ml，向浓缩液中加入 0．2 g聚乙烯吡咯烷酮(PVPP)，充分涡旋振荡后过滤 。调 

节滤液 pH至5，过MAx固相萃墩小柱。MAX固相萃取小柱先用2 mI甲醇和2 ml水活化，然后加入2 ml样 

液，待样液流净后 ，用 2 ml 5 氨水溶液和 2 ml甲醇淋洗 ，最后用 2 ml 5 酸化 甲醇洗脱 ，分别收集洗脱液、淋 

洗液和流出液。将淋洗液和流出液混合并浓缩至干，加入 2 ml甲醇定容后 ，调节溶液 pH 至 6，过 MCX固相 

萃取小柱。MCX固相萃取小柱先用 2 m1甲醇和 2 m1水活化，然后加入 2 m1样液 ，待样液流净后，用 2 m1 5 

氨水溶液和 2 ml甲醇淋洗 ，最后用 2 ml氨化甲醇洗脱，收集洗脱液 。合并两次洗脱液，于 35℃下减压浓缩至 

干。准确加入 1．0 ml 50 甲醇溶液涡旋振荡溶解残留物，经 0．22／xm滤膜过滤后进样分析。 

2 结果与分析 

2．1 荣福海带中玉米素(ZT)含量的变化 

玉米素属于细胞激动素的一种。据报道 ，一般在生长发育旺盛的时期 (3～8月)，海藻中非极性细胞激动 

素(玉米素核苷 ZR，玉米素 zT)激素水平较高(刘永定等 2001)。 

通过对荣福海带中各不同生长阶段 ZT含量分析可以发现(图 2)，成熟期时海带各部位中 ZT含量最高，幼嫩 

期次之，厚成期最少。成熟期正是荣福海带配子释放高峰期和再生生长开始的时期，此时 ZT含量明显增多，这与 

细胞激动素的促进细胞分裂和扩张、调节细胞分化以及形态构建的作用是相符合的。从叶片部位分析，海带的中 

带部和基部中ZT含量较高，其中成熟期海带中带部含量最高，达到了 44 g／kg·FW(Fresh Weight，FW)，这主 

要是由于基部和中带部有居间分生组织，是叶片中生长最快的地方，此处必然需要大量的细胞激动素类物质，促 

进细胞的分裂、延长。从整体看，荣福海带在这 3个关键时期内，ZT含量在 8～44肚g／kg·Fw 范围内波动。 

2．2 荣福 海带 中吲哚 乙酸 (IAA)含量 的变化 

植物生长素在藻类 中分布很广泛 ，作为一类促进植物生长发育的内源植物激素 ，植物生长素在藻类 中的含 
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量变化与季节性的营养生长和发育有密切关系。一般来说处在生长发育阶段和生长季节的藻体中植物生长素 

的总体含量较高(刘永定等 2001)。 

8 
__ 
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曩 
三 匡 一 f 

幼嫩期 厚 成期 成熟期 
Juvenile Grow．out M ature 

幼嫩 期 厚成期 成 熟期 
Juverlile Grow．out M ature 

图 2 荣福海带中玉米素在不同时期各部位含量变化 图 3 荣福海带中 IAA在不同时期各部位含量变化 

Fig．2 Variations of zeatin in different periods and Fig
． 3 Variations of IAA in different periods and parts 0f 

parts of Rongfu L．saccharia Rongfu L
． sacch口ri 

从图 3可以看 出，荣福海带中 IAA含量在幼嫩期达到最大值 ，随后呈现明显的递减趋势 ，至成熟期时 IAA 

含量已经很低 ，尤其是在基部 ，仅为 15．35 g／kg·Fw。这说 明在幼嫩期时 ，IAA活动最剧烈 ，此 阶段正是藻 

体快速发育的时期 ，藻体的长度和宽度有着迅速增加的需求 ，因此具有增加叶片生长、诱导分生组织形成 、促进 

藻体细胞组织分裂作用的 IAA便快速、大量地在藻体的顶芽(即尖部)形成。由于生长素是唯一具有极性运输 

性质的植物激素，因此在顶芽合成的 IAA沿着海带的茎干(中带部)和根 系(叶柄 以下部位)，形成一个上高下 

低的 IAA浓度梯度 ，这也正印证了图 3中 IAA在海带中由上至下浓度递减的变化趋势。从整体看，荣福海带 

在这 3个关键时期内，IAA含量在 15．35～229．46 g／kg·Fw 范围内波动 。 

2．3 荣福海带中吲哚丁酸(IBA)含量的变化 

长期以来 IBA～直被看做是人工合成的植物生长调节剂 ，实质上它是植物体 内天然存在的一种生长素。 

1954年 Blommaert首先从马铃薯 的皮中发现了 IBA，后来 又陆续从烟草 、菜豆和豌豆等高等植物中发现了天 

然 IBA的存在(江 玲等 1999)。 

娄薹 1霎 囊霎 1誊 

O  O  O  O  O  O  加 ：2 m 5 

一≥ ． ／暑i— lu。 。。 《H_軎扣留 凿百 
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成不定根的作用是紧密相关的。从整体看 ，荣福海带在这 3个关键时期内，IBA含量在 18．75～109．72~g／kg 

· FW 范围内波动。 

2．4 荣福海带中脱落酸(ABA)含量的变化 

ABA1967年国际植物生长物质会议正式被认定为植物 内源植物激素，它广泛地存在于高等维管植物中。 

ABA在植物的种子发育、叶片衰老以及 呼吸调节等过程中有重要作用。ABA是一种“胁迫激素”，在植物寒 

害、盐害、干旱等胁迫一感知一反应过程中起重要作用(Popova et a1． 1996；Wu et a1． 1997)，有研究表明 ABA 

可以提高金鱼藻抗胁迫能力(李小路等 2008)。 

图 5中 ABA变化趋势表明，ABA在荣福海带中的分布随着海带的成长，呈现逐渐增大的趋势，在海带成 

熟期 ，ABA含量达到最高点。在同一海带的不同部位 ，ABA分布也不相同，在海带基部含量最高，海带中带部 

和海带尖部次之。成熟期以后的海带出现衰老腐烂 以及停止生长发育的迹象，这与 ABA的作用是密不可分 

的。从整体看 ，荣福海带在这 3个关键时期内，ABA含量在 23．14～95．89 gg／kg·Fw 范围内波动。 

3 结论 

荣福海带中 4种内源植物激素随着生长期以及生长部位的不同而改变 ，各种植物激素在 以下范围内变化 ： 

ZT 8．06～49．77 gg／kg·FW，IAA 15．35～229．46 gg／kg·FW，IBA 18．75～ 109．72~g／kg‘Fw，ABA 

23．14～95．89>g／kg·FW 。 

生长素、细胞激动素和脱落酸在促进果实发育方面扮演着重要角色，在诱导细胞分裂、促进细胞伸长及营 

养物质向果实转移等方面都具有重要的生理作用。在海带尖部 IAA和 ZT含量处于较高水平 ，有利于孢子发 

育 、叶片的快速生长和藻体细胞组织的分裂分化。在 中带部 IBA含量达到最大值，维持叶片发育需求 以及营 

养物质的积累。在基部，ABA含量达到最大值 ，起到促进细胞的衰老及增强抗逆性的作用。 

藻类植物由孢子发育成完整的植株 ，是一个复杂的形态建成过程 ，期 间受到多种植物激素的共 同作用(协 

同作用、抑制作用)，该研究为进一步探讨荣福海带生长机理提供了一定的生理学依据 ，对海藻类植物的养殖、 

生产具有指导意义。 
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