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Abstract 
The effectiveness and efficiency of the plant hormone detection is a prerequisite for plant re-
search. The sample was purified with the GPC system, and the method employed HPLC-MS/MS 
for multiple reaction monitoring of concentrations of IAA, ABA, and deuterated IAA and ABA 
analogs. The condition of extraction and purification of hormones were optimized by orthogonal 
design. The results show that the composite of 0.5 g samples, 80% methanol extraction solvent, 
concentration temperature 35˚C and C18 cartridge column for solid-phase extraction (SPE), 
were optimal extraction procedure for each type of plant tissue. The contents of IAA and ABA as 
high as 20.34 ng/g and 789.3 ng/g were achieved by this method, respectively; the detectable 
limits were 2.36 ng/g and 31.95 ng/g; the recoveries were 70.43% and 80.17%; the RSD were 
1.87% and 2.26%. 
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摘  要 

植物激素检测的有效性和高效性是开展植物研究的前提。本试验采用净化-定量-浓缩多联机系统(GPC)
纯化样品、利用HPLC-MS/MS检测以及内标法定量测定植物组织内源IAA和ABA含量。通过正交试验设

计优化适于激素提取和纯化的条件，结果表明：取样量0.5 g、80%甲醇提取液、浓缩温度35℃和C18 SPE
柱为最优组合。IAA和ABA的含量分别为20.34 ng/g和789.93 ng/g；最低检出限分别为2.36 ng/g和
31.95 ng/g；回收率为70.43%和80.17%；变异系数分别为1.87%和2.26%。 
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1. 引言 

IAA 和 ABA 是植物体中两种重要的激素，许多研究都涉及到含量的测定，因此建立合理实用的定量

分析方法，对研究植物的生长发育具有重要意义。植物激素测定首要工作是从植物材料中将激素充分提

取出来，选择提取溶剂尤为重要，常用的有甲醇、丙酮、丙醇及其水溶液。甲醇由于分子量小，渗透性

较强，在提取过程中可以渗透到细胞中，被广泛地用于植物激素的提取(Barkawi, 2008) [1]。植物粗提物

中含有大量的植物次生代谢产物，为了降低或消除其干扰，需对激素进行纯化和富集，常用的萃取方式

有液相萃取和固相萃取。目前在线 SPE/凝胶净化/定量浓缩多联机系统(GPC)的产生，完善了提取纯化过

程，曾见于植物体中农药的残留(王耀, 2011) [2]、土壤及食品中有毒物质(魏冬旭, 2009) [3]的前处理过程，

在植物激素测定的方法中未见报道。 
目前植物内源激素的分析方法主要有放射免疫法(RIA)、酶联免疫法(ELISA)、气相色谱(GC)，高效

液相色谱法(HPLC)、气质联用法(GC-MS)和液质联用法(LC-MS)等。RIA 具有较高的灵敏度，可以检测

出微量物质，但是需要放射性同位素，由于同位素的不稳定以及对操作人身体的影响，RIA 现已很少使

用。ELISA (Ross, 2004) [4]是用某些酶对免疫原(激素)进行标记，避免使用放射性物质，具有很高的灵敏

度和安全性，但是植物激素提取物中含有同系物、前体、类似物等，使免疫分析法的特异性降低、重复

性较差。GC 分析速度快，可用于分析测定所有的植物激素，但是待测激素必须形成易挥发的衍生物，衍

生过程繁琐并且具有一定的危险性。HPLC 用于分析检测除乙烯外的所有植物激素，其结果准确性和灵

敏度较高，与 GC 相比前处理简单，对所测激素结构无破坏，但是 HPLC 所采用的紫外和荧光检测器，
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不能满足超低含量植物激素定性定量分析的要求。LC-MS 在很大程度上克服了传统色谱技术在植物激素

定性和定量分析方面的不足(Vilaró, 2006) [5]、(Zhang, 2008) [6]，不需目标物衍生处理，操作简便，而且

灵敏度高、选择性和特异性好(Cao, 2006) [7]。 
现在的测定方法仍存在流程繁琐、费时长、杂质含量高等问题，本试验根据正交试验设计，在 GPC

系统处理后，LC-MS/MS 进行测定，并利用同位素(D5-IAA，D6-ABA)内标法定量。本试验目的在于，使

植物组织内源激素的提取纯化过程自动化、批量化，节省时间并减少人为因素的干扰，为研究植物内源

激素的测定提供方法。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

试材选自怀柔板栗试验站种植的燕山红栗(Castanea mollissima)雄花序及坚果、北京农学院科技园实

验基地种植的海棠(Malus spectabilis)果实、草莓(Fragaria × ananassa)叶片及果实，放入液氮中冷冻，然

后置于−80℃冰箱保存，用于激素测定。 

2.2. 仪器 

高效液相色谱-质谱联用仪(Agilent1200 型液相色谱仪-Agilent 6410 型串联四极杆质谱)；净化-定量-
浓缩多联机系统 GPC (LCTech, GmbH)；离心机(SIGMA, 3K15)。 

2.3. 试剂 

IAA 内标(Toronto Research Chemicals Inc, D5-IAA)；ABA 内标(Toronto Research Chemicals Inc, 
D6-ABA)；C18 柱(Cleanert S C18-SPE, 500 mg/3mL)；阴离子交换柱(Cleanert SAX-SPE, 500 mg/3mL)；纤

维素柱(Agilent Bond Elut-Cellulose, 500 mg/3mL)；二乙基二硫代氨基甲酸钠(BHJ)；交联聚乙烯吡咯烷酮

(PVPP)；甲醇(色谱纯)；超纯水为实验室提供；氨水、盐酸和醋酸均为分析纯。 

2.4. 试验设计 

采用 L9(34)3 水平 4 因素的正交试验设计方法，样品量选 2.0、1.0、0.5 g，提取液甲醇浓度选 0%、

80%、70%，浓缩温度选 35℃、40℃、35℃，固相萃取柱选取 C18、阴离子交换、纤维素柱(见表 1)。 

2.5. 样品制备 

对Vine的方法(Vine, 1987) [8]进行改进，应用在线SPE/凝胶净化/定量浓缩多联机系统辅助处理样品，

具体流程如图 1 所示。 

2.5. 色谱条件 

色谱柱：ZORBAX SB-C18 柱：3.5 um，2.1 mm × 150 mm；流速：0.3 mL/min；柱温：30℃；进样

量：5 uL；流动相 A，水(0.1%乙酸水溶液)，流动相 B，甲醇；梯度洗脱：0 min，90% A；5 min，25% A；

8 min，50% A；10 min，35% A；13 min，90% A。 

2.6. 质谱条件 

ESI 离子源，正负离子检测方式，MRM 模式。离子源条件为干燥气温度(gas temp) 350℃，干燥气流

量(gas flow) 10 L/min，雾化器压力(nebulizer) 20 psi，毛细管电压(capillary)，4000 V，最优碎裂电压(frag)
均为 105 V，最优碰撞能量(CE)为 30 V。 
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Table 1. L9(34) orthogonal design of experiment table 3 level 4 factors 
表 1. L9(34) 3 水平 4 因素的正交试验设计表 

处理
Treatment 

因素 Factor 

取样量(g)  
Amount of sampling (g) 

溶剂浓度(%) 
The solvent concentration (%) 

固相萃取柱 
Solid phase extraction column 

浓缩温度(℃) 
Concentrated temperature (℃) 

1 2.00 90 C18 45 

2 2.00 80 阴离子交换柱 40 

3 2.00 70 纤维素柱 35 

4 1.00 90 阴离子交换柱 35 

5 1.00 80 纤维素柱 45 

6 1.00 70 C18 40 

7 0.50 90 纤维素柱 40 

8 0.50 80 C18 35 

9 0.50 70 阴离子交换 45 

 

 
Figure 1. Plant hormone extraction and purification steps 
图 1. 植物激素提取和纯化步骤 
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2.7. 净化-定量-浓缩多联机系统条件 

2.7.1. 浓缩条件 
水加热温度(Temperature water heating)：35℃；浓缩枪底部温度(Temperature bottom cone)：35℃；吸

液速度(Suction speed)：20 ml/min；定容溶液(Constant volume solution)：超纯水。 

2.7.2. 固相萃取条件 
吸液速度(Suction speed)：20 ml/min；加样速度(Dispending speed)：20 ml/min；甲醇和 0.1M 醋酸对

SPE 柱进行活化、洗柱和洗脱。 

2.8. IAA 与 ABA 含量的计算 

对得到的内源激素与内标物的峰面积，应用内标法按照以下公式计算内源激素 ABA、IAA 的浓度，

试验结果使用 Excel2007 和 SPSS 软件进行数据处理和统计分析。 

× ×
=

内源峰面积
加入内标量 氘代率

内标峰面积内源激素含量
样品重量

 

式中：
A176
A18

IAA
1

= ∑内源峰面积 内标峰面积 ，D5-IAA 的加入量为 100 ng，氘代率为 98%； 

A263
A26

ABA
9

= ∑内源峰面积 内标峰面积 ，D6-ABA 的加入量为 500 ng，氘代率为 100%。 

3. 结果与讨论 

3.1. 特征离子的选择 

选择 IAA 和 ABA 的特征离子，选择 m/z 为 176、263 的两个离子为 IAA 和 ABA 的定量离子，选择

m/z 为 130、215 的两个碎片离子为 IAA 和 ABA 的定性离子，如表 2 所示。 

3.2. 标样与样品的全谱图 

在设定的色谱条件下，IAA 和 ABA 能与其他成分很好地分离。从图 2 中可以看出，标样 IAA、D5-IAA、

ABA 和 D6-ABA 保留时间分别为：9.089 min，9.123 min，9.514 min，9.539 min。样品中 IAA、D5-IAA、

ABA 和 D6-ABA 的保留时间与标样一致。 

3.3. 提取纯化条件筛选 

以板栗果实为实验试材，通过 L9(34)3 水平 4 因素正交试验设计，在不同处理条件下得到板栗果实中

IAA、ABA 的含量(表 3)。对表 3 中数据进行极差分析，各因素对 IAA 提取纯化的影响程度依次为：固

相萃取柱 > 浓缩温度 > 取样量 > 溶剂浓度，即固相萃取柱对 IAA 提取纯化的影响程度最大，选择三

种固相萃取柱，分别是纤维素柱、阴离子交换柱和 C18 柱，这三种柱子适合吸附 pH 为 2~3 的物质，纯

化效果依次为 C18 > 阴离子交换柱 > 纤维素柱，使用纤维素柱未能检测到 IAA。考察各因子水平值发

现，IAA 最适的提取纯化条件为：固相萃取柱以第一水平 C18 为最优、浓缩温度以第三水平 35℃为最优、

取样量以第三水平 0.50g 为最优、甲醇浓度以第二水平 80%为最优。各因素对 ABA 提取纯化的影响程度

依次为：取样量 > 固相萃取柱 > 浓缩温度 > 溶剂浓度，即取样量对 ABA 提取纯化的影响程度最大。

考察各因子水平值，ABA 最适的提取纯化条件为：取样量以第三水平 0.50 g 为最优、固相萃取柱以第一

水平 C18 为最优、浓缩温度以第三水平 35℃为最优、甲醇浓度以第二水平 80%最优。由此得出，IAA 和 
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Table 2. The choice of ABA, IAA and corresponding internal standard product characteristics of the ions 
表 2. ABA、IAA 及相应内标产物的选择特征离子 

激素种类 
Hormone kind 

质荷比 
m/z 

质荷比 
m/z 

IAA 130 176 

D3-IAA 134 181 

ABA 215 263 

D6-ABA 225 269 

 
Table 3. IAA and ABA content in different processing conditions of chestnut fruit 
表 3. 不同处理条件板栗果实中 IAA、ABA 含量 

处理 
Treatment 

IAA 含量(ng/g) 
IAA of content (ng/g) 

ABA 含量(ng/g) 
ABA of content (ng/g) 

1 11.82 ± 1.18bB 348.80 ± 27.73cC 

2 3.95 ± 0.77dD 137.84 ± 23.10eE 

3 — 47.52 ± 1.65fF 

4 7.06 ± 1.02cC 157.67 ± 11.5eE 

5 — 254.67 ± 5.30dD 

6 8.76 ± 0.86cC 135.04 ± 19.63eE 

7 — 234.16 ± 27.81dD 

8 20.34 ± 0.38aA 789.93 ± 17.88aA 

9 8.58 ± 0.30cC 542.60 ± 17.27bB 

注：表中数值为 3 次重复测定的平均数±标准误。大写字母表示在 0.01 水平下差异显著，小写字母表示在 0.05 水平下差异显著。“—”为未

检出。 
 

         
(a)                                         (b) 

注：(a)为 IAA 和 ABA 标样及内标的色谱图；(b)为 IAA 和 ABA 内标及样品的色谱图 

Figure 2. HPLC chromatogram of chestnut seeds samples and hormone standards    
图 2. 板栗果实样品及激素标准样的色谱图 
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ABA 最适的提取纯化条件相同，即表 3、表 4 中处理 8，取样量为 0.50 g、甲醇浓度为 80%、固相萃取柱

为 C18、浓缩温度为 35℃。 

3.4. 精密度与回收率 

采用同位素内标法定量计算回收率，用样品中内标的峰面积与标样的峰面积之比(百分比)为回收率，

重复 3 次，其结果如表 4 所示，处理 8 的提取纯化方法有较高的回收率，IAA 和 ABA 的回收率分别为

70.43%和 80.17%；同时处理 8 的变异系数较低。此测定方法回收率、符合微量分析要求，说明本方法稳

定性较好。 

3.5. 方法的应用 

3.5.1. 检出限  
在处理 8 的基础上，逐渐降低样品量，分别取 0.10 g、0.20 g、0.30 g、0.40 g、0.50 g 板栗果实进行

IAA 和 ABA 含量的测定。经计算 IAA 和 ABA 的最低检出限分别是 2.36 ng/g 和 31.95 ng/g。结果如表

5 所示，测定结果表明如果单独检测 IAA，样品量不低于 0.30 g；单独检测 ABA，样品量可用 0.10 g；两

种激素同时测定，最适样品量是 0.50 g。 

3.5.2. 其它植物器官验证 
采用已建立的前处理方法和测定方法，对不同植物器官进行研究。叶选取草莓叶片、花选取板栗雄

花序、果实选取聚复果的草莓和仁果的海棠，以优化出的方法(处理 8)，分别对其进行 IAA 和 ABA 含量

的测定(表 6)，从表 6 可见，可以从这些植物材料中检测出 IAA 和 ABA 的含量。 
 
Table 4. Several parameters of endogenous hormone in plant tissue analysis 
表 4. 植物组织中内源激素分析的若干参数 

处理 Treatment 
回收率(%) 

Average recovery (%) 
变异系数(%) 

Coefficient of variation (%) (n = 3) 
IAA ABA IAA ABA 

1 8.29 35.75 9.98 7.95 
2 12.23 3.124 19.49 16.76 
3 — 18.08 — 2.08 
4 25.23 4.47 14.45 7.29 
5 — 2.85 — 3.47 
6 10.62 56.13 9.82 14.54 
7 — 30.78 — 11.88 
8 70.43 80.17 1.87 2.26 
9 39.44 2.13 3.50 3.18 

注：“—”为未检出。 
 
Table 5. Different sample weight chestnut fruit of IAA and ABA content 
表 5. 不同样品量板栗果实的 IAA 和 ABA 含量 

实验编号 
The serial number 

取样量 g 
Amount of sampling (g) 

IAA 含量 
IAA of content (ng/g) 

ABA 含量 
ABA of content (ng/g) 

1 0.10  — 517.08 ± 22.13 
2 0.20  — 578.22 ± 21.79 
3 0.30  12.9 ± 1.09 540.78 ± 14.13 
4 0.40  13.34 ± 0.05 627.85 ± 26.59 
5 0.50  20.34 ± 0.38 789.93 ± 17.88 

注：表中数值为 3 次重复测定的平均数 ± 标准误。“—”为未检出。 
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Table 6. Different plant tissues of IAA and ABA content 
表 6. 不同植物组织的 IAA 和 ABA 的含量 

植物 
Plant tissue 

IAA 含量(ng/g) 
IAA of content (ng/g) 

ABA 含量(ng/g) 
ABA of content (ng/g) 

草莓叶片 114.44 ± 14.49 319.18 ± 4.92 

板栗雄花序 102.84 ± 3.99 284.96 ± 12.83 

草莓果实 45.78 ± 5.10 428.95 ± 18.17 

海棠果实 16.45 ± 1.53 102.25 ± 15.27 

注：表中数值为 3 次重复测定的平均数 ± 标准误。 

4. 结论 
本试验利用 GPC 系统的固相萃取(SPE)和定量浓缩(EVA)功能，自动完成 SPE 净化过程，且 EVA 由

真空、加热、氮吹三位一体构成，三道红外传感器可精确定容，具有多种溶剂转换、蒸发至干、自动稀

释、定量转移等功能。采用 GPC 代替传统旋转蒸发的方式，仪器自动进样、自动浓缩，减少人工换样的

过程。采用红外定量浓缩，修正旋蒸中目测液面高度的误差，增加准确性。GPC 代替传统的固相萃取过

程，浓缩后的样品即可在线进行固相萃取。减少操作过程中的误差，实现了实验的自动化。每 24 小时可

完成 36 个样品的浓缩，每 24 小时可以完成 24 个样品的固相萃取过程。加快了实验进程，实现前处理的

批量化。 
试验的最低检出限低，测定 IAA 含量需要 0.3 g 样品，0.1 g 样品即可以完成 ABA 含量的测定，本方

法可以满足少量样品的测定。 
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