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摘要  植物激素是对植物生长发育具有重要调控作用的小分子化合物, 在低浓度下就

能发挥生理作用, 参与调控植物生长发育的每一过程. 植物激素的合成、运输、代谢和

分子作用机理的深入研究都需要对植物激素进行定量分析. 但是, 植物激素定量分析

受到低含量、次生代谢产物背景干扰严重等因素的影响, 一直是植物激素研究领域的瓶

颈. 近年来, 随着植物激素在提取、纯化和检测方法等方面的发展, 植物激素定量分析

取得一定进展. 固相萃取技术和色谱/质谱联用技术的发展为植物激素的高效提取纯化

和准确定量分析提供了可能, 成为植物激素定量分析领域广泛被接受的技术手段. 此

外, 液相萃取、免疫纯化、免疫分析和电化学分析等纯化检测方法在植物激素分析中也

有应用, 本文对各种纯化检测方法进行了比较和讨论. 随着植物激素调控机理和植物

激素互作研究的深入, 需要对原位、动态和多种植物激素同时检测, 这将是植物激素分

析领域的未来研究方向. 
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植物激素是植物体内合成的对植物生长发育有

显著作用的微量有机物 , 能从产生部位转移到作用

部位, 在低浓度下就能调节植物的生长发育, 几乎参

与了调控植物生长发育的每一过程 , 从影响细胞的

分裂、伸长、分化到影响植物发芽、生根、开花、结

实、休眠和脱落等[1], 主要包括乙烯(ethylene)、生长

素 (auxin)、脱落酸 (abscisic acid)、赤霉素 (gibbe- 

rellins)、细胞分裂素(cytokinins)、茉莉酸(jasmonates)、

油菜素内酯(brassinosteroids)和水杨酸(salicylates)等

(表 1). 另外, 一些次生代谢产物, 如一氧化氮(NO)

及近年来发现的独角金内酯(strigolactones)等也被认

为在调节植物生长发育方面以类似激素的方式起作

用. 当植物受到病原体侵染、害虫及动物的啃咬、干

旱及盐胁迫等生物和非生物的伤害后 , 植物激素在

植物启动防御反应的过程中也发挥着巨大的作

用[2~4]. 植物激素既可以通过调控作物生长发育等过

程而直接影响作物产量 , 又可以通过参与调控作物

对各种不利条件的适应性而减少产量损失 , 其研究

成果对提高作物产量起到了革命性的推动作用 , 具

有较大的农业应用价值 , 因而植物激素在植物体内

含量的准确测定越来越引起人们的重视 . 植物体内

的激素含量极低, 性质不稳定, 容易受到其他次生代

谢产物的干扰; 同时, 部分用于植物生理学研究的植

物突变体材料非常珍贵, 材料量少, 因此要求检测的

方法必须十分灵敏和专一 . 国家自然科学基金委员

会已经就植物激素研究设立了重大研究计划项目 , 

其中一个核心科学问题就是解决植物激素超微定量

检测的技术瓶颈.  

植物激素的提取纯化与检测通常包括以下几个

关键的步骤: 首先, 在样品的收集过程中, 植物材料

应迅速用液氮冷冻 , 以保证所分析的样品最大限度

保持植物的原始状态 , 没有因为植物受伤而导致植
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表 1  主要植物激素及代表性化合物的分子结构和名称 

代表性植物激素 
类别 

结构 名称 

Auxins 

 

Indole-3-acetic acid (IAA) 

Abscisic acid (ABA) 

 

S-(+)-Abscisic acid (S-ABA) 

Jasmonates (JAs) 

 

(‒)-Jasmonic acid ((‒)-JA) 

Gibberellins (GAs) 

 

Gibberellin A1 (GA1) 

Salicylates (SAs) 

 

Salicylic acid (SA) 

Cytokinins (CKs) 

 

trans-Zeatin (Z) 

Ethylene H2C=CH2 Ethylene 

Strigolactones (SLs) 

 

2'-epi-5-Deoxylstrigol (epi-5DS) 

Brassinosteroids (BRs) 

 

Brassinolide (BR) 

  
物激素含量的失真, 并在液氮保护下研磨成粉末; 其

次 , 选择合适的提取溶剂对目标激素进行高效率的

提取; 再次, 优化纯化方法, 对植物粗提物进行纯化

和富集; 最后, 建立灵敏的测定方法, 对植物样品中

的植物激素进行准确可靠的分析 . 因此高选择性的

样品提取纯化方法和高灵敏的测定技术的开发将是

植物激素检测的研究重点 . 植物激素提取与检测技

术的快速发展为研究激素在代谢、信号转导及互作网

络机理等方面提供了直接的量化信息 , 从而为进一

步阐明植物激素的作用机理提供帮助.  
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评 述 

1  提取与纯化方法 

植物激素作为特殊的植物次生代谢产物群体 , 

在植物体内的含量非常低 , 通常只有普通植物次生

代谢产物的万分之一甚至更低, 在 0.1~50 ng·g−1 鲜

重范围内[5]. 同时, 植物提取物又是复杂的多组分混

合物 , 其所含的次生代谢产物会对植物激素的定性

和定量分析产生严重的干扰. 因此, 为鉴别和定量测

定植物激素 , 必需建立和优化植物激素的提取和纯

化流程 , 尽量除去植物粗提物中影响植物激素分析

的杂质, 富集目标化合物, 以得到充分纯化的待分析

样品供最终分析测定.  

1.1  提取方法 

植物激素分析首要工作是从植物材料中将目标

植物激素充分提取出来. 这取决于两个方面: 一是植

物材料的处理 , 通常选择液氮冷冻条件下的新鲜或

冻干处理的植物材料进行充分研磨 ; 二是选择合适

的提取方法将植物激素从这些材料中提取出来.  

目前 , 溶剂提取法仍然是植物激素研究采用的

最广泛的提取方法. 甲醇、丙酮、丙醇及其水溶液和

中性、酸性缓冲溶液是较为常用的提取液[6~13], 有机

溶剂与水的比例通常需要依据被检测植物激素的极

性来确定 , 极性很小的溶剂如乙醚通常不用来提取

植物激素. 在这些有机溶剂体系中, 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 , 

一直是植物激素提取的首选溶剂 , 被广泛地用于植

物激素的提取 [14~23]. 在提取过程中 , 部分植物激素

化学性质不稳定 , 容易受到提取环境的影响 . 例如 , 

生长素类植物激素容易氧化或见光分解 , 在分析提

取过程中一定要避免光照、高氧和高温等外部环境, 

因此需要在提取过程中加入抗坏血酸、铜试剂等电极

电位较低的抗氧化剂, 保证其在提取过程中的稳定. 

除了外部环境对部分目标植物激素稳定性的影响之

外 , 一些植物激素在提取过程中还会受到植物体内

酶的影响. 例如, 在细胞分裂素的提取过程中, 植物

体内的碱性磷酸酯酶会造成核苷酸型细胞分裂素的

水解, 这种酶在 80%甲醇提取液中仍保持一定活性, 

采用该溶剂体系会对分析结果产生不利影响 , 改进

的方法是使用 Bieleski 试剂(MeOH:CHCl3:HCOOH: 

H2O=12:5:1:2, 体积比), 它能有效降低核苷酸型细

胞分裂素酶解为核苷 [24]. 但该提取液极性偏小 , 会 

将植物组织中的大量脂类物质提取出来 , 对后续细

胞分裂素的进一步纯化造成困难 , 不利于细胞分裂

素的定量分析[25,26]. 在此基础上, 通过对有机溶剂和

配比进行调整, 改良型 Bieleski 试剂(MeOH:HCOOH: 

H2O=15:1:4, 体积比)被应用于细胞分裂素和赤霉素

等多种植物激素的提取[27,28]. 尽管改良型 Bieleski 试

剂能够减少脂类物质的溶出 , 简化后续的纯化富集

处理流程, 但在酸性条件下, 细胞分裂素核苷会发生

降解释放出游离的细胞分裂素 , 对定量分析结果也

会产生影响.  

所以 , 提取溶剂的选择主要取决于目标植物激

素的物理化学性质和植物样品的性质 , 并综合考虑

提取过程中提取环境和植物激素在植物体内存在的

形态等影响因素 , 其基本原则是在不改变植物激素

成分变化条件下 , 最大限度地提取出目标植物激素

并尽量降低干扰杂质的溶出.  

1.2  纯化方法 

一般而言 , 通过有机溶剂提取的植物粗提物中

含有大量的植物次生代谢产物 , 而植物激素在粗提

物中含量极低 , 这些植物次生代谢物会对植物激素

的定量分析产生很强的干扰 , 影响分析结果的准确

性 , 因此植物粗提物并不适合直接进行植物激素定

量分析. 通过对植物粗提物进行一系列的后续处理, 

能够将感兴趣的目标植物激素进行纯化和富集 , 降

低或者消除植物组织中大量复杂的背景干扰 , 从而

使样品适合定量分析 . 随着对植物激素研究工作的

深入 , 从经典的液相萃取到固相提取越来越多的新

技术和新方法被引入到植物激素分析领域.  

(ⅰ) 液相萃取.  液相萃取主要是利用目标化合

物组分在互不相溶的溶剂体系中溶解度的不同而达

到分离或纯化目的 . 对于一些植物组织中含量相对

较高的植物激素 , 利用液相萃取法对植物提取物进

行纯化处理, 也能得到较好的分析结果. 在实际实验

中 , 可根据植物激素的物理化学性质 , 选择乙酸乙

酯、二氯甲烷、乙醚等有机溶剂纯化植物样品[7,9,15]. 

但是, 传统液相萃取一般需要经历较多萃取步骤, 且

消耗时间较长, 同时还要使用较多的有机溶剂. 值得

注意的是, 液相萃取技术, 对水溶性较好的植物激素

纯化效率不高 , 并且提取过程中还会产生难以克服

的乳化现象 , 这些缺点限制了液相萃取法在微量植

物激素提取中的应用, 目前在实验室中已较少使用. 
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最近, 有研究人员通过对传统液相萃取技术的改进, 

开发了基于微孔径的纤维管的液-液-液微萃取方法, 

其基本原理是将目标分析物从水中萃取到有机相 , 

再从有机相萃取到第二个水相 , 通过调节样品和萃

取相的 pH 完成液-液-液的萃取富集过程, 能够对椰

子汁中的 IAA, ABA, SA 和 JA 等 4 种酸性植物激素

同时提取纯化 [29]. 尽管该方法溶剂用量较少具有快

速、低消耗的优点, 但是液-液-液萃取过程中有机相

的选择要遵循和水互不相溶、与微孔纤维管有相近的

极性及目标化合物在有机相中的溶解性高于样品溶

液又低于最后的萃取水相等原则 , 其体系的设计和

选择性限制了该技术的广泛应用. 因此, 对于植物激

素分析工作 , 液相萃取只能部分解决植物激素分析

中的纯化富集问题 , 远远不能满足现代科研工作者

对样品处理过程的通用、快捷、方便和高通量的分析

要求.  

(ⅱ) 固相萃取 .  固相萃取(SPE)技术是一个包

括液相和固相的物理萃取过程 , 其主要目的是把痕

量被测定组分进行浓缩和富集 . 固相萃取柱用以保

留目标化合物, 并尽量减少干扰杂质的保留, 选择合

适的溶剂将干扰杂质淋洗掉 , 然后再用另一溶剂把

感兴趣的分析物从固定相上洗脱下来; 反之, 也可让

目标化合物直接通过固定相而不被保留 , 同时大部

分干扰物质被保留在固定相上, 从而得到分离. 与传

统的液相萃取技术相比 , 固相萃取不需要大量互不

相溶的有机溶剂, 可供选择的固定相种类较多, 具有

快速、可靠、消耗试剂少、易于实现自动化等优点, 能

够对复杂基质样品中的目标化合物进行纯化和富集, 

满足了人们对处理方法的高效、快捷、简单和低消耗

的要求, 被广泛用于植物激素类样品的处理. 固相萃

取操作要充分利用目标植物激素的物理化学性质 , 

例如酸碱性和极性等 , 选择合适的固相萃取材料和

处理流程, 达到目标植物激素纯化富集的目的.  

在对植物样品中植物激素的提取工作中 , 有实

验室利用高效液相色谱(HPLC)馏分收集用于植物激

素的纯化富集, HPLC 也可理解为一种特殊的固相萃

取技术手段, 粗内径的凝胶柱、C18 柱和 ODS 柱都曾

被用于植物激素的纯化[30~32]. HPLC 馏分收集法能够

高效地富集目标植物激素, 大幅度除去背景干扰, 使

测定结果更为准确可靠. 但 HPLC纯化法需要较长时

间, 所使用的色谱柱价格也较为昂贵, 并消耗大量的

有机溶剂, 因此 HPLC 纯化法现在已较少使用, 仅在

部分植物体内含量极低的植物激素(如赤霉素等)定

量分析中还在使用[33].  

与 HPLC 馏分收集富集纯化植物激素技术相比, 

固相萃取技术在植物激素研究中的应用日益广泛 , 

这种技术简化了固相萃取流程 , 样品处理时间大大

缩短, 并且具有很好的重现性. 较为常用的固相萃取

小柱 (表 2)包括离子交换柱 [34,35]、反相色谱柱 (C18

柱 [16,36~40]、Oasis HLB 柱 [8,28,41])、混合模式色谱柱

(Oasis MAX 柱[41]、Oasis MCX 柱[28,39,40])等, 在分析

样品时由于样品基质的复杂性有时需将几种方法结

合使用. C18 柱是一种反相机理保留的固相柱, 也是

使用最为广泛的一种样品处理小柱. 将过 C18 柱前的

溶液调成弱酸性 , 抑制了具有酸性的植物激素的电

离而能更好地保留在反相 C18 柱上, 最后用相应的甲

醇或乙醇的酸性水溶液 (一般用甲酸或乙酸调节酸

度)将目标化合物洗脱下来. C18 可以较好地除去植物

组织中的部分色素和极性化合物. 但 Hou 等人[43]发

现在最后的洗脱步骤中不加酸的甲醇比加了少量酸

(1%甲酸)的甲醇具有更好的洗脱效果 . 作者认为在

酸性甲醇中植物激素的电中性在反相 C18 上更强, 所

以更难洗脱.  

在植物激素分析过程中 , 通常会根据植物样品

的复杂程度、目标植物激素的物理化学性质和固相萃

取柱的特点 , 联合使用两种或者两种以上固相萃取

柱对植物提取物进行处理, 富集纯化目标植物激素. 

阴离子交换柱和阳离子交换柱分别可以较好地保留

植物提取物中的酸性化合物和碱性化合物 , 通过合

适的预柱平衡处理和调节上样样品的 pH, 使得相应

植物激素电离成相应的阴离子或阳离子而被很好的

保留 , 再用相应的酸性或碱性甲醇溶液将目标化合

物洗脱下来 , 因此在固相萃取柱的联合使用中这两

种 SPE[27,40,41]柱常被选择. 细胞分裂素为一类化学性

质特殊的化合物, 可以酸碱两性电离, 其嘌呤环上 6

位碳上连接的 N 原子呈碱性, pKb≈4, 咪唑环上 9 位

N 原子呈弱酸性, pKa≈10, 当改变溶液 pH 时, 所有

的细胞分裂素都可以电离成相应的正负离子 [25]. 而

植物内源性干扰物细胞分裂素核苷酸则由于带有 1

个磷酸基团而具有 2 个酸性电离常数 pKa1(≈1.0)和

pKa2(≈6.0), 其化学特性为细胞分裂素的分离纯化提

供了极大帮助. Ge 等人[40]在提取椰汁中的细胞分裂

素时首先采用 C18柱除去样品中的脂类物质和部分色

素, 随后采用反相阳离子柱 Oasis MCX 进一步纯化
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表 2  常见固相萃取柱的特性及其在植物激素分析中的应用 

SPE 名称 分类 基本原理 分析物性质 pH 分析物 参考文献 

DEAE-cellulose 阴离子交换 

以纤维素为基质键合二乙胺

基乙基具有阴离子交换保留

机理 

阴离子/中极性 2~9.5 CTKs [34] 

SCX 阳离子交换 
以硅胶为基质键合苯磺酸基 

具有阳离子交换保留机理 
阳离子/非极性 2~8 CTKs [35] 

C18 反相 
以硅胶为基质键合十八烷基

具有反相保留机理 
非极性/弱极性 2~7.5 

JA, ABA, IAA, 
IBA, GA, Z, BA, 

KT, CTKs 
[16,36~40] 

Oasis HLB 反相 

由亲脂的二乙烯苯和亲水的

N-乙烯基吡咯烷酮两种单体

按一定比例聚合而成具有反

相保留机理 

非极性/弱极性 1~14 
IAA, ABA, GA, 

CTKs 
[8,28,41] 

Oasis MAX 
阴离子交换-反

相混合模式 

以高聚物苯乙烯/二乙烯苯为

基质键合季铵基团具有阴离

子交换和反相吸附两种保留

机理 

阴离子/非极性 1~14 
IAA, ABA,  

CTKs 
[41,42] 

Oasis MCX 
阳离子交换-反

相混合模式 

以高聚物苯乙烯/二乙烯苯为

基质键合磺酸基团具有阳离

子交换和反相吸附两种保留

机理 

阳离子/非极性 1~14 
IAA, ABA, GA, 

KT, CTKs, 
[28,39,40] 

  

处理, 通过调节氨水的不同浓度及甲醇的不同比例,

可以将不同性质的细胞分裂素从 Oasis MCX 柱上分

离, 同时, Oasis MCX 柱还适合除去有紫外吸收的干

扰杂质 [27]. 实验中发现干扰组分细胞分裂素核苷酸

可以被 0.35 mol/L NH4OH 洗脱, 而游离态及核苷和

葡萄糖苷等结合态的细胞分裂素可以被 0.35 mol/L 

NH4OH 的 60% CH3OH 溶液洗脱.  

在建立离子交换、反相、混合模式固相萃取柱的

纯化方法前, 目标植物激素的 pKa 是必需了解的参数

之一, 根据 pKa 的大小调节样品溶液的 pH 以确定植

物激素是以正离子、负离子或非电离状态存在以选择

合适的萃取小柱 . 固相萃取柱洗脱液的酸度和有机

溶剂的比例很大程度上决定了洗脱液的洗脱能力 , 

需进行合理的选择和优化 , 尽量满足目标化合物被

最大程度的洗脱而干扰杂质被固相萃取柱保留.  

此外 , 对于一些易挥发的或者经过衍生化处理

的植物激素样品 , 可以选择固相吸附法进行富集浓

缩, 该方法具有操作简单、成本较低等优点. 茉莉酸

(JA)和水杨酸(SA)是植物界广泛存在的一类重要的

信号分子, 当植物受到生物和非生物伤害后, 内源的

JA 或 SA 水平升高并激活植物防御反应基因的表达, 

抵抗外界伤害 [44~47]. 甲酯化的茉莉酸甲酯(MeJA)和

水杨酸甲酯(MeSA)能够在较低温度条件下气化, 并

被固相吸附材料所吸附 , 利用这两种化合物的物理

化学性质, Engelberth 等人[13]采用了一种新颖的溶剂

萃取结合固相吸附方法同时提取了植物信号分子茉

莉酸和水杨酸. Engelberth 首先使用柠檬酸水溶液:丙

酮(30:70)作为植物激素的提取溶剂 , 而 Engelberth

之所以用丙酮而没有用甲醇作为提取液是因为他认

为在甲醇提取液中 JA 和 SA 会生成相应的酯, 在溶

剂浓缩蒸发过程中造成损失, 并且丙酮的沸点(56℃)

低于甲醇(63.8℃)的沸点更易除去. 将目标植物激素

进行甲酯化, 并加热样品瓶, 气化的 MeJA 和 MeSA

在空气流的带动下从样品中挥发而被固相吸附材料

Super Q 所吸附, 反应结束后用二氯甲烷将 MeJA 和

MeSA 从 Super Q 上洗脱, 样品可直接用气相色谱/质

谱(GC/MS)分析. 此固相吸附法一步提取, 具有操作

简单、成本较低等优点, 省略了后续的纯化过程, 并

且具有较高的回收率.  

近年来发展起来的固相微萃取技术(SPME)对于

目标化合物的富集纯化只需一支类似进样器的固相

微萃取装置即可完成萃取、浓缩、解吸、进样等全部

前处理和进样工作 . 目前在植物激素的提取分析中

也有应用[48]. 在 SPME 的应用中, 要求萃取固定相的
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性质要和被分析物的性质相匹配 , 使分析物在涂层

中有较快的富集和扩散速度 , 能在较短时间内达到

分配平衡 , 同时在进样分析时能迅速脱离固定相涂

层. 萃取固定相、提取溶剂的盐度、萃取时间、pH

和温度等条件决定了样品的萃取效率. SPME 技术在

气相色谱中应用较广, 但在液相色谱中, 待测物从溶

液中被萃取到固定相上之后 , 需经流动相洗脱才能

进入色谱柱中进行检测 , 因此要求固定相材料必须

对流动相有足够的耐受能力 , 即除了满足对待测物

有较高的萃取率外, 还能够在乙腈、甲醇等有机溶剂

中保持足够的稳定性 , 而目前使用的萃取固定相较

少能完全满足这样的要求 , 从而在一定程度上限制

了这一方法的应用.  

固相萃取技术的应用大大简化了植物激素前处

理过程, 提高了植物激素分析的通量, 目前已经发展

成为一种成熟通用的样品处理技术 . 不同填料性质

和容量大小的固相萃取柱为植物激素的前处理过程

提供了多种可供选择的样品处理方案 , 以满足不同

样品的不同需要 . 随着新填料的研究及新技术的推

出 , 固相萃取技术在植物激素前处理过程中的应用

将日益广泛.  

(ⅲ) 免疫纯化 .  免疫亲和色谱(IAC)根据抗原

与抗体之间的高亲合力、高专一性和可逆的相互作用

能够从复杂的样品基质中选择性地分离出目标分析

物, 在植物激素的纯化分析中已有应用[49,50]. 当含有

待测物的样本粗提液经过免疫亲合色谱柱时 , 提取

液中对抗体有亲合力的待测物被结合到抗体上 , 淋

洗除去未被结合的干扰杂质后 , 再采用适当的洗脱

液将结合在抗体上的目标物洗脱下来 , 从而使待测

物被选择性地提取与浓缩. 由于 IAC 是利用抗原抗

体的特异性反应来分离和纯化样品 , 只有与其抗原

结构相吻合的被测物才能与抗体结合 , 因此具有非

常高的选择性. 但在实际应用过程中, 由于植物激素

一般分子量相对较小, 本身不具备抗原特性, 需要与

大分子物质(载体)连接后才具备抗原特性, 在此基础

上所获取的抗体才可识别目标植物激素 , 这为其特

异性抗体的制备带来困难. 在 Ulvskov 和 Nicander 的

研究中 , 他们使用牛血清白蛋白作为载体分别制备

了生长素和细胞分裂素的抗体 , 并已成功地应用于

植物激素的分离纯化[51,52], 这为 IAC 在植物激素分

析领域的应用提供了借鉴和参考. IAC 固定相中所使

用的抗体, 直接影响到目标分析物的特异性亲合力, 

所以是建立 IAC 方法的关键因素. 虽然目前制备大

量性质均一、特异性识别某类植物激素的纯化抗体还

具有一定的难度, 但 IAC 技术所具有的高选择性、高

灵敏度及高效能等技术特性使其在植物激素富集纯

化研究中具有广阔的发展潜力. 

2  分析方法 

建立植物组织中微量植物激素灵敏的测定方法, 

对于阐明植物激素在植物生长发育中的作用和功能

具有十分重要的意义 . 虽然植物提取物经过液液萃

取、固相萃取等手段的富集和纯化, 但考虑到植物激

素在植物体内含量极低、性质不稳定, 加上前处理并

不能完全消除植物组织中复杂的基质干扰 , 故植物

激素的分析方法必须十分灵敏和专一 , 才能对植物

体内的植物激素进行准确的定量 . 随着科技的发展

和创新 , 越来越多的技术手段被应用于植物激素的

测定当中.  

2.1  免疫分析法 

免疫检测技术是一种以抗体作为分析试剂 , 利

用抗体(Ab)和抗原(Ag)之间特异性相互识别结合的

特性, 对待测物进行定性或定量分析的检测方法, 主

要包括放射免疫法(RIA)和酶联免疫法(ELISA). RIA

和 ELISA分别采用放射性同位素和酶将 Ag标记成标

记抗原(Ag*)与 Ab 结合形成 Ag*-Ab 复合物后, 再测

定其放射强度和进行酶活性定量. 其中, Ag 和 Ab 之

间反应的特异性和灵敏性是免疫检测技术的关键 . 

两个因素制约了这项技术在植物激素定量分析领域

的应用. 首先, 由于植物激素属于半抗原, 只有与大

分子物质(如牛血清白蛋白) 偶联制得抗原后才能刺

激动物的免疫系统而获得抗体; 其次, 植物材料提取

物中含有许多与植物激素结构相似的次生代谢物 , 

包括植物激素的同系物、前体、类似物以及其他性质

不明的化合物 . 它们不可避免地会与抗体出现交叉

反应, 使免疫分析法的特异性降低, 影响到定量分析

结果的准确性 . 所以免疫学测定法应用于植物激素

的检测直到 20 世纪 70 年代初才发展起来. 这种方法

应用于植物激素测定的最大优势在于其具有很低的

检测限和非常高的灵敏度[53~55].  

放射免疫法(RIA)具有较高的灵敏度, 可以检测

出 nmol 或 pmol 的微量物质[56,57], 但需要使用 3H, 14C

和 125I 等放射性同位素, 在操作时要遵守严格的操作
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规范. Weiler[58]制备的玉米素核苷(tZR)抗血清对玉米

素(tZ)和玉米素核苷(tZR)都具有很高的特异性和灵

敏度, 对 IPR, cZR 和 DHZ 的交叉反应很小, 对腺苷

及相关嘌呤类化合物完全没有交叉反应 . 但由于放

射性元素的不稳定性及对操作者身体的损伤, RIA 法

现已较少使用.  

酶联免疫测定法(ELISA)是用某些酶对免疫原进

行标记, 而避免了使用放射性物质. Wang 等人[59]首

次报道了专一识别水杨酸的单克隆抗体的制备 . 该

抗体原以 5-氨基水杨酸(5-ASA)的 5 位氨基为偶联位

点, 利用血蓝蛋白(KLH)为载体合成的免疫原对 SA

和 5-ASA 具有高亲和力. Maldiney 等人[53]在测定番

茄样品中的 ZR 含量时将生物素-亲和素体系引入

ELISA 法, 可以检测出 100 mg 样品中的 ZR 含量, 具

有很高的灵敏度. 但是, 由于植物提取液中往往含有

较多的对植物激素测定有严重干扰的杂质 , 使

ELISA 测定结果的重复性较差. 目前, 此方法在部分

植物体内含量极低的植物激素(例如油菜素等)的定

量分析中仍有应用 [60]. 此外 , 免疫传感器也被用于

植物激素的测定 , 主要利用抗原和抗体间的相互作

用进行识别, 当被分析物(抗原)与抗体结合后, 由转

换器将生物. 化学信号转换成电信号, 从而进行定量

检测 . 湖南农业大学植物激素重点实验室在研制植

物激素免疫传感器方面取得了一定进展[61,62].  

免疫分析法具有高选择性、灵敏度和高通量等特

点, 实验中所需样品及试剂量少, 操作简便, 但免疫

分析法不能同时对多种植物激素进行定量分析 , 并

且具有不可避免的交叉反应 , 影响了定量分析结果

的准确性和重现性 . 这些局限性导致其在植物激素

的定性定量研究中未能得到广泛的应用.  

2.2  电化学分析法 

电化学分析法相对于气相色谱(GC)、液相色谱

(HPLC)、毛细管电泳(CE)、免疫法等分析方法具有

简单、方便和仪器价廉等特点. 在早期的研究中, 植

物激素的电化学分析方法主要是针对脱落酸 [63]、赤

霉素[64]、玉米素和激动素[65]等植物激素标准品的电

化学行为进行探讨. 通过研究发现, 植物激素存在的

本底溶液的性质和 pH 对测定结果会产生很大影响, 

在植物样品中情况更为复杂 , 所以电化学方法较少

用于实际样品的测定. 近年来, 新发展的电化学生物

传感器由于具有能在浑浊溶液中操作、选择性好、灵

敏度高等独特的优势 , 在植物激素的分析检测应用

中表现出良好的发展潜力.  

电化学生物传感器利用具有生物活性的物质作

为识别元件 (识别元件所用的生物活性物质主要有

酶、微生物、动植物组织、抗体和核酸等), 通过特

定反应使被测成分消耗或产生相应化学计量数的电

活性物质 , 电极上流过的电流或电极表面与溶液的

电势差会随之发生变化 , 从而实现了特定物质的检

测. 李春香等人[66]提出了一种以绿豆芽叶片组织-二

茂铁修饰的碳糊电极 (LFMCE)作为测定植物激素

IAA 的组织生物传感器. 其基本原理是绿豆芽叶片

组织内含有一定量的 IAA 氧化酶, 能够催化 IAA 的

氧化代谢, 而存在于植物组织内的 IAA 氧化酶因原

有生理环境, 稳定性较高, 可用作修饰电极的敏感材

料 , 利用此修饰电极的氧化峰峰电流的升高来定量

测定 IAA, 其中二茂铁起了电子传递媒介体的作用. 

除了修饰电极外, Li 等人[67]开发的压电生物传感器

也可用于 IAA 的测定, 压电生物传感器是基于石英

晶体的压电效应对其电极表面质量变化进行测量的

仪器 . 其基本原理是石英晶体微天平(QCM)表面包

被一种抗体 , 一旦样品中相应的抗原与之发生特异

性结合, 晶体的质量增加, 振荡频率发生变化, 而频

率的变化与待测抗原的浓度成正比. 在实验中, 可利

用半抗原 IAA 和抗原 IAA-BSA(牛血清蛋白)与固定

在石英晶体微天平上的抗体发生竞争的免疫反应对

目标植物激素 IAA 进行检测.  

近年来, 受到生物科学、信息科学和材料科学发

展成果的推动, 生物传感器技术飞速发展. 其具有灵

敏度高、检测速度快、操作简便、可进行连续动态监

测等优点, 但生物传感器的应用也同时受到稳定性、重

现性和使用寿命等诸多因素的限制 , 在植物激素分

析应用领域中一直停留在方法学研究的阶段.  

2.3  色谱和色谱质谱联用 

色谱法是根据不同物质在介质中分配系数的不

同对目标化合物进行分离测定的方法 . 气相色谱

(GC)和高效液相色谱(HPLC)是植物激素分析领域中

较为常见的色谱分析手段. 除此之外, 依据样品中各

组分在电场作用下淌度和分配行为上的差异而实现

分离的毛细管电泳(CE)分析方法也被归为色谱方法, 

并应用于植物激素分析 [68,69]. 由于经过纯化富集处

理的植物提取物中成分依然非常复杂 , 色谱分离手
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段为植物提取物提供了进一步的分离能力 , 利用不

同性能的色谱检测器 , 对其中的植物激素组分进行

定性和定量分析. GC 和 HPLC 在 20 世纪 70 年初开

始应用到植物激素测定后 , 迅速发展成为目前植物

激素测定最为常用的测试手段. 其中, GC 法需要被

分析物具有较低的极性和气化温度 , 而植物激素的

挥发性通常较差, 除了乙烯以外, 植物激素一般都需

经过衍生化处理后生成易挥发的衍生物才能进行 GC

分析, 衍生化过程较为繁琐, 增加了样品前处理的工

作量. 与之相比, HPLC 能够直接分析极性较大的植

物激素, 大大简化样品的前处理过程, 但其分离能力

较 GC 差很多. 液相色谱紫外检测器(UV)[70,71]的灵敏

度无法满足低含量植物激素的分析要求 , 在植物激

素分析领域已应用较少; 而荧光检测器(FLD)则具有

很高的灵敏度和良好的选择性 , 灵敏度要比紫外检

测器高 2~3 个数量级, 所需样品量较少, 比较适合部

分植物激素的测定 , 在植物激素分析研究中有较多

应用报道[21,22,72,73]. 色谱在早期的植物激素分析工作

中发挥了较大的作用, 但色谱仅根据保留时间定性, 

在复杂植物提取物中可能因为不同物质保留时间相

同或相近而给出错误的结论 , 紫外和荧光检测器不

能满足超低含量植物激素定性定量分析的要求、色谱

质谱联用技术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 , 成为普遍接

受和认可的植物激素分析手段.  

质谱分析是一种测量离子质荷比(m/z)的分析方

法 , 其基本原理是使样品中各组分在离子源中发生

电离, 生成不同质荷比的带电荷离子, 经加速电场的

作用, 形成离子束, 进入质量分析器进行分析. 植物

样品尽管经过多步的分离纯化和富集 , 但由于激素

的超微含量和植物本底杂质的严重干扰 , 因此使用

质谱对目标物进行分析 , 可以使其选择性得到极大

增强. 在植物激素分析中, GC和 HPLC与单级四极杆

质谱仪联用技术最早得到应用 , 采用选择离子监控

模式(SIM)对目标植物激素进行定量分析, 质谱在此

工作模式下 , 只允许设定质荷比的植物激素分子离

子或碎片离子通过并被检测, 具有很高的灵敏度. 在

气相色谱/质谱联用(GC/MS)中, 化学电离源(CI)[13,74]

和电子轰击离子源(EI)[16,75]是应用最广的两种电离方

式, 都曾被应用于植物激素的测定. 但是, EI 源中使

用的 70 eV 电子具有很高能量, 大多数化合物在此条

件下往往会发生解离, 产生大量的碎片离子, 使得定

性难度加大[76]. 大气压电离(API)技术的出现大大扩

展了色谱质谱联用技术的适用范围 , 常见的大气压

电离技术主要有电喷雾电离(ESI)和大气压化学电离

(APCI), 它克服了 EI 源的不足, 可通过软电离获取

目标化合物的准分子离子 , 是目前最为成熟的液相

色谱 /质谱 (LC/MS)接口 . 在软电离离子化技术中 , 

尽管快原子轰击(FAB)离子源在植物激素测定中的

应用也有报道 [77], 但 ESI 源具有更高的灵敏度和更

低的背景噪音 [78]. 对于一些植物激素而言 , 即使选

择 SIM 工作方式, 复杂的基质仍然会干扰目标植物

激素的定量分析 . 串联质谱(MS/MS)利用时间串联

的离子阱质谱(ion trap, IT)或者空间串联的三级四极

杆(QQQ)质谱实现, 在植物激素定量分析中通常使用

多级反应监控模式(multiple reaction monitor, MRM). 

其工作原理如图 1 所示, 待测物在离子源形成离子, 

第一级质谱分离待测物离子(母离子), 使其进入碰撞

区与惰性气体碰撞, 经过碰撞诱导解离(CID)产生子

离子, 子离子在第二级质谱内分离. 不同物质的离子

裂解规律不同, 若前体离子可能受其他物质干扰, 子

离子仍受干扰的可能性则会降低, 因而 MRM 具有比

单级质谱 SIM 工作模式更高的选择性和特异性, 可

以快速灵敏地从少量植物粗提物中直接检测出相关

 

图 1  三级四极杆质谱多反应监测扫描(MRM)同位素稀释法工作原理示意图 
MS1, 监测母离子; CID, 碰撞池; MS2, 监测子离子; IS, 同位素内标; P, 目标植物激素 
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激素 [79,80], 并结合保留时间和母离子/子离子对植物

样品中的激素进行准确定性与定量 . 基于 LC-MS/ 

MS 技术的优势, 这项技术在植物激素分析中得到广

泛应用 [8,12,37,80]. 质谱技术的高灵敏极大减少了测定

样品的用量, Müller 等人[81]使用 GC-MS/ MS 检测出

20 mg 植物样品中的 SA, JA, IAA 和 ABA 等植物激

素 , 使一些珍贵的植物突变体材料内源激素的测定

变得简单易行 , 一步完成了多种植物激素的同时检

测 . 纳流电喷雾(nanoESI)是一种新近发展的电喷雾

离子源技术, 使用纳升流速(1 nL/min~1 μL/min)和纳

米柱能够大幅提高系统的灵敏度 , 这项技术在植物

激素的定量分析中也得到应用 [82], 但其喷雾器喷口

容易受到样品颗粒和沉淀物的堵塞 , 分析结果的稳

定性和可重现性较常规电喷雾离子源差 , 并且色谱

匹配技术也有待完善 , 这些原因阻碍了纳流电喷雾

技术的普及使用[83].  

除了质谱技术的广泛使用和改进外 , 新的色谱

技术也逐渐应用到植物激素分析领域 , 近年来发展

起来的超高效液相色谱 (UPLC)使用更小粒径 (1.7 

μm)填料的色谱柱进行分离 , 可耐受 1000 bar (1 

bar=105 Pa 的压力, 具有更强的分离能力和更快的分

析速度. UPLC 与 MS 的完美结合极大提高了仪器的

工作效率, 在 HPLC-MS 上需要几十分钟完成的工作

现在仅需几分钟就可以完成 , 其强大的分离效率和

分离速度为高通量检测多种植物激素提供了保障 . 

Novak 等人[10]建立了 UPLC-MS/MS(QQQ)检测 32 种

细胞分裂素的方法, 比以往建立的 HPLC-MS 方法分

析速度提高了 4 倍, 方法的精密度大幅提高. 由于

UPLC 的分离速度优势, 它可以很好地与飞行时间质

谱(UPLC-TOF MS)实现联用, 在植物激素的分析中

也有报道[84].  

植物激素分析中有两个关键问题需要注意 . 首

先, 确保植物激素分析结果的准确性. 色谱质谱联用

技术充分利用质谱的工作特点 , 在实际植物样品分

析中采用同位素稀释法(isotope dilution)确保分析结

果的准确性. 质谱同位素稀释法是一种灵敏度高、准

确性好的定量方法 , 是在样品处理前定量加入稳定

同位素(2H 或者 13C)标记的待测植物激素, 利用质谱

SIM或者 MRM工作模式检测植物提取物中同位素内

标与内源性植物激素比率的变化来进行定量 . 稳定

同位素标记的植物激素内标物的使用校正了样品在

提取和纯化过程中带来的损失及定量过程中带来的

误差 , 使测定结果更为准确可信 [85]. 稳定同位素内

标与对应的植物激素几乎有着完全相同的物理化学

性质, 是理想的内标化合物, 在 MS 分析中植物激素

的稳定性同位素内标(如 2H2-IAA, 2H6- ABA, 2H5-JA 和
2H4-SA 等)在植物激素定量分析中被广泛使用[8,12,37,80]. 

其次, 需要提高植物激素的检测灵敏度. 由于植物激

素在植物体内含量很低, 虽然经过液相萃取、固相萃

取等多种手段的分离和纯化 , 部分植物激素仍然难

以进行定量, 为了提高灵敏度, 需要对目标植物激素

进行衍生化处理 . 对植物激素样品衍生化处理在

GC/MS 和 LC/MS 的方法研究中也是一种重要的技术

手段. 因为植物激素的挥发性较差, 对于 GC/MS 分析, 

一般需衍生化反应生成易挥发的衍生物才可以进行

分析, 已经成为气相色谱分析不可缺少的重要环节; 

而植物激素提取物尽管可以直接在 LC/MS 上得到检

测 , 但通过合适的衍生化可将目标化合物的检测灵

敏度提高 1~3个数量级, 能够使用更少的植物样品进

行植物激素定量分析 , 因此也越来越受到研究者的

重视, 在植物激素的检测分析中已有应用[86~88].  

重氮甲烷是一种气相色谱较常用的衍生化试剂, 

具有反应速率快 , 副产物少等优点 , 但其性质不稳

定, 具有毒性和爆炸性, 使用时必须十分小心, 避免

接触皮肤并保持良好的通风[89]. Prinsen 等人[90]建立

了一个新颖的样品处理方法 , 他们使用重氮甲烷作

为 LC/MS 分析的衍生化试剂衍生处理了生长素

(IAA)及其代谢产物使其检测限提高了 1000 倍. 三甲

基硅烷化[91]、丁基二甲基硅烷化[92]、三氟乙酰化[93]

和乙酰化[75]等多种衍生化方法在植物激素的 GC/MS

分析中都被使用. Björkman 和 Tillberg[75]采用乙酸酐

对细胞分裂素类激素进行衍生化反应后 GC/MS检测, 

具有回收率高、背景低、副产物少等优点. 但作者也

指出了此方法的缺点: R3 为葡萄糖基的乙酰化产物

在 GC/MS 中不稳定; 乙酰化的玉米素和二氢玉米素

在 EIM 谱图中分子离子峰较弱, 因此该方法不适合

这两种类型的 CTKs 新型化合物的鉴定. Svatoš 等

人[86]采用衍生化试剂丹磺酰基-3-氨基苯基硼酸与油

菜素内酯(BRs)的 22 和 23 位上的邻羟基反应生成丹

磺酰基 -3-氨基苯基硼酸盐可以极大地降低检测限 . 

衍生化后的 BRs 的检测线可以低至 125 attomole, 从

而建立了一个 LC/MS 分析测定植物提取物中 BRs 的

高选择性和高灵敏度的方法. 因此, 对于 GC/MS 分

析, 植物激素的衍生化处理是为了改善样品挥发性, 
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使其成为易于气化的样品; 而对于 LC/MS 分析, 衍

生化处理是为了提高植物激素的离子化效率 , 极大

降低其检测限 . 衍生化处理不同的植物激素需采用

不同的方法(表 3), 具体使用哪种衍生化试剂与所分

析的样品和衍生化效率及衍生化产物的稳定性、物理

化学性质、沸点、分子极性都有很大关系. 这些因素

是样品能否成功地使用色谱分析的先决条件 , 往往

要对衍生化试剂、反应的时间和温度等条件进行多步

优化才能确定最佳方案.  

3  结论与展望 

植物激素在植物体内的超微含量和大量代谢干

扰物的存在使植物激素的提取和测定变得非常困难. 

目前所采取的每一种提取和测定方法都有各自的选

择性和特异性, 适用于某种样品的检测. 怎样有效地 

使检测灵敏度得到提高 , 一直是困扰植物激素研究

者的问题之一 , 也是解决低含量植物激素定量分析

的关键问题之一 . 植物样品一般都需要选择合适的

纯化富集方法进行处理 , 以期将干扰杂质的含量降

到最低, 才能进一步检测分析. RIA 和 ELISA 等免疫

检测法需继续完善, 减少交叉反应, 提高测定结果的

准确性. 电化学分析法受到稳定性、重现性和使用寿

命等诸多方面的限制在植物激素的检测分析中一直

未能普及应用. CE, GC 和 LC 与 MS 的联用在植物激

素的检测中表现出广阔的应用前景, 特别是 LC, GC

与 MS/MS 的联用, 使得检测灵敏度得到大幅提高, 

不但可以根据离子的碎片提供重要的结构信息 , 而

且因为稳定同位素内标的使用使测试结果更为准确

可靠. 其中 LC-MS/MS 联用避免了 GC-MS 分析中对

样品进行繁琐衍生化的处理过程 , 已经在植物激素

表 3  植物激素的衍生化方法 a) 

植物激素 衍生试剂 衍生条件 参考文献 

[30] 

[7] 

[81,90] 

[94] 

[87] 

IAA 

重氮甲烷 

 
 
 

MTBSTFA 
BETAB 

 

处理后的样品溶液直接用重氮甲烷气体吹干进行反应 

10%甲醇的二乙基醚溶液中 0℃反应 10 min 

甲醇溶液中在室温下快速反应 

100℃反应 60 min 

水:三乙胺(25:1)溶液中加入 500 mmol/L BETAB(溶于 70%乙腈) 

80℃反应 130 min  

[7] 

[81] 

[94] 

[87] 

ABA 

重氮甲烷 

 
MTBSTFA 

BETAB 
 

10%甲醇的二乙基醚溶液中 0℃反应 10 min 

甲醇溶液中在室温下快速反应 

100℃反应 60 min 

水:三乙胺(25:1)溶液中加入 500 mmol/L BETAB (溶于 70%乙腈) 

80℃反应 130 min  

JA 
MTBSTFA 
重氮甲烷 

100℃反应 60 min 

甲醇溶液中在室温下快速反应 
[94] 
[81] 

SA 
MTBSTFA 
重氮甲烷 

100℃反应 60 min 

甲醇溶液中在室温下快速反应 
[94] 
[81] 

[94] 

[75] 

 

[94] 

[91] 

[88] 

[87] 

CTKs 
 
 
 
 

MTBSTFA 
乙腈:乙酸酐:NMIM(100:10:1) 

MSHFBA 
BTMSA 
丙酸酐 

 
BETAB 

 

100℃反应 60 min 

室温下反应 30 min 

 
90℃反应 30 min 

乙腈溶液中 60℃反应 5 min 

乙腈:N-甲基咪唑:丙酸酐(10:6:3)溶液中 37℃反应 30 min 

水:三乙胺(25:1)溶液中加入 500 mmol/L BETAB(溶于 70%乙腈) 

80℃反应 130 min  

[18] 

[94] 

[87] 
GA1, GA3 

GAs 

BSTFA 
 
 

BETAB 

重氮甲烷甲基化后加入 BSTFA 在吡啶溶液中 80℃反应 15 min 

90℃反应 30 min 

水:三乙胺(25:1)溶液中加入 500 mmol/L BETAB(溶于 70%乙腈) 

80℃反应 130 min  

BRs 丹磺酰基-3-氨基苯基硼酸 在嘧啶:乙腈(1:19)溶液中 62℃反应 30 min [86] 

a) MTBSTFA, N-甲基-N-(特丁基二甲基硅烷)三氟乙酰胺; MSHFBA, N-甲基-N-(三甲基硅烷)七氟丁酰胺; BSTFA, N,O-双(三

NMIM(N-甲基咪唑)); BTMSA, 双(三甲基硅烷)乙酰胺; BETAB, 2-溴乙基三甲基溴化铵 
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研究中发挥出巨大的作用. 与此同时, 串联质谱仪的

昂贵和同位素内标化合物的不易获得也在一方面制约

了该方法的普及推广 , 但色谱质谱联用技术目前依

然是植物激素检测分析中应用最为理想的技术手段.  

植物激素成分及超微定量的准确检测可以帮助

研究者对植物激素调控植物生长、发育、衰老、器官

和性状形成及对环境适应等机制的深入认识 , 为农

作物产量和品质调控以及育种创新提供重要的理论

基础. 目前, 我国植物激素定量分析水平随着国家自

然科学基金委员会植物激素重大研究计划的启动发

展很快 , 基于色谱质谱联用技术的植物激素分析平

台已经能够基本解决含量水平较高植物激素的定量

分析 . 对于植物激素检测分析技术的发展趋势应包

括以下几方面: 第一, 植物激素信号传导途径一直是

生物学领域的研究热点, 并且许多主要植物激素(生

长素、脱落酸、细胞分裂素、赤霉素等)的受体已经

得到确认 [95]. 现在已经认识到调节植物的某一生长

或生理反应过程是由多种激素协同作用完成的 [96], 

对植物某单一激素的研究已不能真实地解释植物所

表现出的生理现象 , 对其起协同作用的多种激素的

同时检测才能反映出植物激素相互作用的本质 . 因

此需要建立植物激素组的分析方法体系 , 既可同时

分析不同激素的组合(种类和含量), 又可检测特定激

素不同结合状态的分布比例或含量. 第二, 植物激素

在植物体内的不同时期、不同组织及不同器官的分布

水平不同, 建立植物激素的超微量、高灵敏、原位、瞬

时、动态的分析方法可以从单分子、单细胞以及活体

原位中分析检测植物激素 , 也帮助研究者更加深入

了解植物激素的合成及代谢本质. 第三, 植物激素标

准品或同位素标记的植物激素标准品是植物激素准

确定量的基本条件, 但对其提取和制备却非常困难. 

因此 , 建立大量合成与提取植物激素或同位素标记

的植物激素标准品及其部分关键中间体的方法也是

今后研究工作者需要努力的方向. 第四, 需要建立高

通量、快速、高效分离与预富集的植物样品处理方法, 

提高植物激素的检测效率 , 可以对生物学研究的实

验结果有迅速的反馈. 可以预见, 随着科学技术的快

速发展 , 植物激素的检测水平也会得到突飞猛进的

进步 , 新型仪器的开发和联用将在植物激素定量分

析和结构鉴定中发挥重要的作用 , 并将会有越来越

多的新型植物激素的发现达到深入认识植物激素在

植物的生长发育过程中所起作用的本质. 
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