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摘要    建立了高效液相色谱-离子阱串联质谱高灵敏、快速测定多种内源植物激素

的新方法. 在最佳条件下, 吲哚乙酸(IAA)、脱落酸(ABA)和赤霉酸(GA3)在 5 min 内

实现完全分离, 最低检测限为 8.0 ng·mL–1. 借助串联质谱技术, 解释了三种激素的

结构碎裂过程. 探讨了盐胁迫下, 上述内源激素含量的变化趋势. 研究表明, 随着 
NaCl 浓度增大, IAA 和 GA3 含量降低, ABA 含量明显升高. 初步揭示了内源激素和

植物抗盐性之间的相互关系.  
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1  引言 
作为痕量信号分子, 植物激素对植物的正常生

长起着至关重要的作用. 吲哚乙酸(IAA)作为生长素

的代表, 能调控细胞的分裂、分化和伸长等多种生理

过程; 赤霉酸(GA3)可控制茎的伸长、打破种子休眠、

控制开花和性别表达等; 脱落酸(ABA)被普遍认为是

逆境激素, 调节胚胎发育、种子萌芽、气孔关闭、细

胞分裂和茎的生长等生理现象 [1]. 大量研究表明 , 
IAA、ABA、GA3、乙烯和多胺等激素都与植物抗逆

过程有关[2,3].  
土壤中盐分过多对植物的正常生长发育造成的

危害称盐害或盐胁迫. 其中, NaCl 是造成盐分过高的

主要盐类. 随着土地盐碱化日益严重, 在干旱半干旱

地区越来越多地使用盐水灌溉, 盐害已成为继干旱

之后的第二大环境问题. 盐胁迫时, 植物内源激素含

量发生变化, 从而调控植物一系列的生理和生化反

应. 因此, 研究植物激素与抗逆性之间的关系就显得

至关重要.  
鉴于植物激素的重要作用, 对其定量检测已引

起了广泛的关注. 一些现代分析测试技术已用于测

定单种或多种激素, 包括液相色谱法(HPLC)[4,5]、气

相色谱法(GC)[6]、气质联用法(GC-MS)[7,8]、毛细管电

泳法(CE)[9,10]等. 较以上这些方法, HPLC-MS 具有更

强的定性定量能力 .  已有 HP L C -MS 用于测定

IAA[11,12]和 ABA[11,13]的报道, 鲜见用于测定 GA3. 
2008 年前, 用 LC-MS/MS 同时测定多种植物内源激

素的报道非常稀少. 最近, Ma 等[14]建立了 LC-MS/ 
MS 测定椰子汁中的不同类植物激素. 在 Ma 等的工

作中, 对 IAA 和 ABA 的断裂途径有简单涉及, 但未

提及 GA3 的具体结构解析过程. 其方法的定量限为

微摩尔级, 未能满足实际样品中植物激素的痕量分

析要求. 此外, Hou 等[15]近期也报道了小麦提取物中 
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IAA, ABA 和 GA3 的同时检测方法, 但其所需分离时

间长, 分离效率不高. 与上述研究相比, 本文构建的

高效液相色谱-离子阱串联质谱(HPLC-IT-MS/MS)具
有高灵敏度和快速分离检测 IAA, GA3 和 ABA 的特

点, 且对其质谱结构碎片进行了合理的推测解释, 并
探讨了盐胁迫下三种内源激素的变化趋势, 有利于

进一步研究植物的抗逆机理.  

2  实验部分 

2.1  仪器和试剂 

Agilent 1100 系列液相色谱和离子阱质谱仪

(XCT 型)配有电喷雾电离(ESI)源和大气压化学电离

源(APCI). 采用 Agilent 化学工作站和数据处理软件

对信号进行采集和数据处理.  
IAA, GA3 和 ABA(纯度>98%)购自百灵威化学

试剂公司(上海). 准确称取各标准品用甲醇配制成

1.000 mg·mL−1 储备液, 4℃贮存. 临用前用甲醇逐级

稀释. ODS-C18 柱购自 Agela 公司(北京). 甲醇和乙

腈均为色谱纯, 购自 Merck(Darmstadt, 德国). 实验

用水为二次蒸馏水(Milipore, Bedford, MA, USA). 所
有的试剂使用前均用 0.45 μm 滤膜过滤(孔径：0.45 
μm, 直径：5 cm, 购自上海市新亚净化器件厂).  

2.2  液相色谱/离子阱质谱 

以 50%甲醇：50%水为流动相 , 选择 Agilent 
ZORBAX SB-C18 (5 μm, 3.0×250 mm, USA)色谱柱, 
控制流速 0.8 mL·min−1, 柱温 30 , ℃ 每次进样 20 μL, 
于波长 222 nm 处检测. 实验采用的质谱条件如下：

ESI(-)模式, 多反应监测(MRM); 以 N2 为干燥气(8 L⋅ 
min−1, 350 )℃ 和雾化气(40 psi), 毛细管电压 3.5 kV, 
毛细管出口电压 100 V, 扫描范围 m/z 50~400. 二级

质谱分析中, IAA、ABA和GA3 的碰撞诱导解离(CID)
电压分别为 0.8, 0.8 和 1.5 V. GA3 的多级质谱 CID 电

压均为 1.5 V.  

2.3  植物样品的制备和激素提取 

供试材料为水仙叶片. 定植水仙幼苗, 实验分 5
组, 灌溉以 40 mL 不同浓度的 NaCl 溶液(0, 0.3%, 
0.6%, 1.2%和 1.8%). 从浇灌 NaCl 当日开始计, 连续

浇灌一周, 采摘盐胁迫第 8 天和第 10 天的水仙花叶

片进行分析. 参照文献[14], 对激素提取和净化方法

加以改进, 具体步骤按以下流程进行.  

 

 
 

3  结果和讨论 

3.1  LC-MS/MS 条件优化 

3.1.1  色谱条件 

流动相的比例和种类在色谱分离中起着非常重

要的作用. 文献[14,15]曾指出：以甲醇-水为流动相, 
分离植物激素效果不佳. 为改善分离效果, 需要加入

不同浓度的甲酸. 考察了乙腈-水, 乙腈-水-甲酸, 甲
醇-水-甲酸铵、甲醇-水、甲醇-水-甲酸等体系的对照

实验. 结果表明, 选择甲醇-水体系, 得到的色谱峰形

和质谱的总离子流图都令人满意(图 1). 在 90%~ 40%
范围内改变甲醇比例. 结果发现, 流动相中甲醇比例

越低, 分析时间延长. 当甲醇比例为 50%时, 三种待

测物在 5 min 内实现完全分离.  
分别考察了三种不同型号的色谱柱(ZORBAX 

SB-C18：5 μm, 3.0 mm × 250 mm; 5 μm, 2.1 mm × 150 
mm; 5 μm, 4.6 mm × 150 mm)对分离效果的影响. 实
验表明, 以内径 3.0 mm 的色谱柱为分离通道, 分离

效果明显好于另外两种柱子. 优化了 0.4~1.0 mL·min–1 

范围内流速对分离效果的影响 ,  选择流速为 0.8 
mL·min–1 时, 三种激素能实现良好的分离. 同时, 随
着柱温升高(20~35 ), ℃ 分析时间缩短. 为了在最短

时间内获得最好的分离效率和最少的溶剂消耗 ,  
确定 ZORBAX SB-C18(5 μm, 3.0 mm × 250 mm)分 
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图 1  三种植物激素的液相色谱分离图(a)和质谱总离子流图(b) 
流动相：50%甲醇-50%水, 流速 0.8 mL·min−1, 柱温 30 , ℃ 波长 222 nm, ESI(−)和 MRM 模式, 干燥气 8 L⋅min−1, 350 , ℃ 雾化气 40 psi, 毛
细管电压 3.5 kV, 毛细管出口电压 100 V, 扫描范围 m/z 50~400 

 
离柱并设置流速 0.8 mL·min–1、柱温 30℃为最佳实验

条件. 

3.1.2  离子源和质谱条件 

大气压电离质谱仪通常配备有 ESI 和 APCI 两种

离子源, 每种接口各有正负模式. 实验优化了两种接

口和相应的离子监测模式 ,  发现三种植物激素在

APCI 接口下检测, 分离效果不理想且背景干扰严重. 
在 ESI(+)模式下, 三种物质中 IAA 与 ABA 重叠, 且
强度不如 ESI(−). ESI(−)条件下待测物有更高的相应

值和更好的分离效果. 这可从理论和待测物的结构

加以解释：ESI 适合分析强极性或中极性的物质, 而
APCI 接口对非极性或弱极性的待测物有利. 另一方

面, ESI(+)在分析碱性物质方面较擅长, 而 ESI(-)模式

倾向于分析酸性物质. 所选的三种植物激素具有较

强的极性, 且都含有一个羧基, 具有一定的弱酸性. 
因此, 实验选择 ESI(−)为最佳检测条件. 优化了串联

质谱的 CID 电压. 对 IAA 和 ABA, 其 CID 电压为 
0.8 V 时, 就可得到相应的质量碎片. 对 GA3, 因其分 
子结构复杂, 内部结合能较高, CID电压设在 1.2 V以

上才能检测到质量碎片. 为得到丰富的二级质谱信

息, 选择 IAA、ABA 和 GA3 的 CID 电压分别为 0.8、
0.8 和 1.5 V.   

3.2  谱图解析 

选择 ESI(-)模式 ,  得到相应的准分子离子峰

[M-H]–为 IAA(m/z)：174.1; ABA：263.1; GA3：345.1. 
选择 [M–H] –为母离子 ,  在最佳 CID 电压下采用

MS/MS 技术和 MRM 模式进行二级质谱分析(图 2).  
断裂途径如图 3 所示 , 推断 IAA 对应的碎片为

[M-H-COO]−(m/z 130), ABA 断裂后稳定结构为

[M-H-COO-C5H6]− (m/z 153.0). IAA 和 ABA 的断裂途

径与文献[15]涉及的解析过程相符. GA3 是以赤霉烷

为骨架的衍生物, 结构最为复杂. 根据 GA3 的二级质

谱图, 我们通过多级质谱技术首次对 GA3 的结构进

行了解析. 具体断裂过程可由 GA3 的 MSn 谱图中得

到验证(见图 4).  

3.3  方法分析参数 

实验中, 采用选择离子监测模式进行定性定量

分析, 选定的特征离子列于表 1 中. 配制不同浓度的

标准混合液 , 发现三种植物激素的线性范围介于

30~10000 ng·mL−1 之间, 最小检测限为 8.0 ng·mL−1, 
说明该方法有良好的线性关系和较高的灵敏度(见表

1). 将 0.3 μg·mL–1 的标准混合液重复 7 次进样, 精密

度 RSDs < 9.06%, 结果令人满意.  

3.4  盐胁迫下内源激素含量的变化 

不同条件的盐胁迫处理时, 植物激素的变化趋

势和涨幅程度也有所不同. 空白样品和受胁迫样品

经有机溶剂提取和SPE小柱净化后, 进行LC-MS/MS
定量分析, 最后换算为鲜样中的激素含量(µg/g, FW).  
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图 2  三种植物激素(10 μg·mL−1)的二级质谱图 
IAA、ABA 和 GA3 的 CID 电压分别为 0.8, 0.8 和 1.5 V 

 
图 5 描述了不同 NaCl 处理时, 样品中 GA3、IAA 和

ABA 的变化情况. 和空白样品相比, 植株受盐胁迫

时, GA3和 IAA含量逐渐降低, 而 ABA含量明显增加. 
盐胁迫浓度越高, 处理时间越长, ABA 含量增加越多, 
GA3 和 IAA 含量则缓慢减少. 因此, 盐胁迫促使植物

体内源激素形成了一个新的平衡, 从而更有利于抵

制逆境的影响. 

3.5  植物抗盐机制初探 

植物激素与植物耐盐性的关系一直是抗盐机理

研究的重要内容. 基于以上实验结果, 我们提出植物

激素和耐盐性相互作用的初步解释. 首先, 盐胁迫导 
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图 3  三种植物激素的断裂途径 
 

 
 

图 4  GA3(10 μg⋅mL−1)的 MS4 质谱图 
CID 电压均为 1.5 V 
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表 1  三种激素的特征离子和定量参数 

待测物 定性离子(m/z) 定量离子(m/z) 线性范围(ng·mL−1) 回归方程(ng·mL−1) 相关系数 检测限(ng·mL−1)

IAA 174.1、129.8 129.8 30~10000 Y = 220141 x+2281.5 0.9991 10.0 

ABA 263.1、218.9、153.0 218.9、153.0 30~5000 Y = 45914 x−346.4 0.9984 08.0 

GA3 345.1、239.7、300.9 239.7、300.9 30~5000 Y = 25970 x+1984.3 0.9980 08.0 

 

 
 
图 5  不同盐胁迫条件下三种植物激素的含量变化 
 
致植物体内单盐离子累积、水分缺失、膜透性改变, 
此时内源植物激素对外界逆境作出积极应答. 以逆

境激素 ABA 为例, 膜透性的改变促使 ABA 含量增加, 
缓解了盐分过多造成的渗透胁迫, 同时提高植物细

胞清除活性氧的能力, 增强了抗盐能力. 其他植物激

素如 GA3、IAA 等也对逆境产生相应的应答, 在不利

的生长环境下其合成和含量呈减少趋势. 以上推论与

我们的实验结果相符, 也符合相关研究的报道[16,17]. 
此外, 逆境条件下激素含量变化与抗盐机制的研究

能为外源性施用某种植物激素提供依据. 不少研究

表明：外源性施用 ABA、GA3 和 IAA 同样能增强植

物对逆境的适应性[18,19].  

4  结论 
基于激素对盐胁迫能产生积极响应, 用液质联

用分析法考察了盐胁迫下内源激素的含量变化. 植
物通过增加 ABA、减少 IAA 和 GA3 含量提高自身的

耐盐性. 建立的 HPLC-IT-MS/MS 法灵敏度高、重现

性好而且快速, 适合植物激素的痕量测定. 首次借助

MS/MS 技术详细讨论了三种激素的质谱碎裂过程. 
此外, 该研究初步解释了激素与耐盐性的关系, 为外

源性施用相应植物激素提供指导依据.  
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Abstract: A quick quantitative analysis of endogenous plant hormones, such as indole-3-acetic acid (IAA), gibberel-
lic acid (GA3) and abscissic acid (ABA) is investigated by liquid chromatography-ion trap tandem mass spectrometry. 
Under the optimum conditions, the above three plant hormones are separated and detected within 5 min with a detec-
tion limit of 8.0 ng·mL–1. By means of MS/MS technique, the fragmentation process of these hormones is discussed 
in detail. The content change of endogenous plant hormones under salt stress is studied. Researches show that with 
the increase of NaCl concentration, levels of IAA and GA3 are diminished, while, level of ABA was upgraded obvi-
ously. The relationship between plant hormones and salt tolerance is discussed as well.  

Keywords: plant hormones, high performance liquid chromatography, tandem mass spectrometry, salt stress, nar-
ciscus   


