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微藻胞间植物激素甄别方法与研究进展 
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2 中国科学院长春应用化学研究所 国家电化学和光谱研究分析中心  吉林 长春  130022 

摘  要：植物激素是一类微量的内源化合物，可能是微藻生命活动过程中的通用“语言”。植物激素

甄别是认知微藻群体感应和胞间通讯机制的关键。然而，由于植物激素具有超微量、性质复杂和干

扰物质共存的特点，选择适宜的提取浓缩方法、提高检测灵敏度、减小基质效应和区分同分异构体

仍是甄别植物激素的难点问题。本文综述了植物激素提取与检测的研究现状，关注了各类样品制备

植物激素的方法和案例，重点阐释了固相萃取法、液液萃取法、磁性固相萃取法、液液微萃取法等

提取方法以及液相色谱、液相色谱串联质谱、毛细管电泳等检测方法的优缺点，展望了利用串联固

相萃取法从藻液提取痕量植物激素的前景，以及采用超高效液相色谱-线性离子阱-静电场轨道阱组

合式高分辨质谱检测植物激素的方法，以期为藻际微生物生态相关研究提供方法参考。 

关键词：微藻，植物激素，萃取，甄别，液质联用 
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Abstract: Plant hormones is one of trace endogenous compounds, which probably are the universal 
“languages” among microalgae cells. The screening and identification of plant hormones play a significant 
role in understanding the quorum sensing and intercellular communication mechanisms of microalgae 
cells. However, these hormones are usually in ultra-trace levels, with various species, complicate 
properties, and coexist with complex matrices. Thus, it is still very challenging to develop an effective 
method to identify the plant hormones, which includes verifying extraction procedures, improving 
detection sensitivity, reducing matrix effects and distinguishing isomers. In this work, we reviewed the 
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present research status of plant hormones extraction and detection, especially focused on the methods and 
strategies on preparing plant hormones from various samples. The advantages and disadvantages of these 
pretreatment methods were systematically elaborated, from aspects of solid phase extraction, liquid 
extraction, magnetic solid phase extraction, liquid-liquid microextraction, etc. The detection methods, such 
as liquid chromatography, liquid chromatography tandem mass spectrometry, capillary electrophoresis, 
etc., were also compared. Then, we look forward to the prospects of tandem solid phase extraction method 
on extracting trace amounts of plant hormones from algae slurry. We considered that 
UPLC-LTQ-Orbitrap-MS method would be a promising technology for plant hormones detection. We 
aimed to provide some method references for the study of inter-algal microbial ecology. 

Keywords: microalgae, plant hormones, extraction, identification, LC-MS 

植物激素一般指由植物合成的一系列结构不

同的小分子有机化合物，它们参与调控植物的每

个生命过程，既可以调控植物自身的生长发育(如

种子萌发、细胞增殖、细胞分化、器官形成、茎

的形成和衰老等)，又通过与植物生长的外部环境

相互作用来适应环境(如对光照、营养不良、干

旱、昆虫或病原体攻击等)[1]。藻类与高等植物的

发育具有相似性[2]。20 世纪 60 年代至 70 年代，在

绿藻、褐藻和红藻中发现了一系列具有激素活性

的生长素、异戊烯基腺嘌呤(Riboprine，iP)、赤霉

素 (Gibberellins ， GAs) 和 月 桂 酸 (Lauric Acid ，

LA)；20 世纪 80 年代中期，发现在环境胁迫下植

物激素具有调节微藻代谢途径从而影响其生长的

功能[3]。可见，植物激素是提高微藻生物量和生物

质资源产量的重要影响因素[4]。 

植物激素也可能具有调节藻类与其他微生物

之间的跨界胞间通讯作用，即对藻际微生物生态

特征具有重要影响；这一科学假说可以从近年来

发现的藻类与细菌的相互作用得到理论支持；微

藻生物质富集困难是微藻生物质培养与废水处理

耦合技术的关键瓶颈问题，同时微藻和细菌之间

的关系决定了微藻生物质能源与废水处理耦合技

术体系的稳定性与效率；从本质上来说，藻-菌之

间的相互作用取决于胞间通讯行为[5]。周丹丹团 

队[6-7]提出了以氮饥饿手段进行藻-菌共培养的策略，

该策略同步控制并解决了细菌过量增长和微藻富

集困难的问题；在此过程中发现了真核微生物微

藻具有感知细菌的“语言”——酰基高丝氨酸内酯

(Acyl Homoserine Lactones，AHLs)的能力，从而

促进微藻聚集与颗粒化。该团队进一步探讨了废

水中细菌信号分子(Quorum Sensing Molecules，

QSMs)对微藻生物质油脂产量的影响及相关机制，

发现在 QSMs 的刺激下，藻细胞油脂合成途径的关

键酶普遍上调，编码乙酰辅酶 A 羧化酶和脂肪酸

合成酶等在内的 14 个酶的 40 个转录本表达上升了

2−8 倍，微藻的油脂产率和油脂产量分别提高了

88%和 84%[8]。以上研究突破了细菌污染对微藻生

物质转化负面影响的传统认知。 

深入认知植物激素的作用需要明晰、精准甄

别植物激素的方法。植物激素种类繁多、性质纷

杂、赋存痕量，提取与检测方法虽然取得了显著

进展，但仍面临相当严峻的挑战。本文综述了植

物激素提取与检测的研究现状，关注了各类样品

制备植物激素的方法和案例，重点阐释了固相萃

取法、液液萃取法、磁性固相萃取法、液液微萃

取法等提取方法以及液相色谱、液相色谱串联质

谱、毛细管电泳等检测方法的优缺点，展望了利

用串联固相萃取法从藻液提取痕量植物激素的前

景，以及采用超高效液相色谱-线性离子阱-静电场

轨道阱组合式高分辨质谱(UPLC-LTQ-Orbitrap-MS)

检测植物激素的方法，以期为藻际微生物生态相

关研究提供方法参考。 

1  植物激素及其在微藻生长代谢中的调节作用 

1.1  植物激素研究进展 

1880 年，Darwin 提出植物体内存在影响其生
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长的化学物质，直到 1928 年，荷兰科学家 Went 将

该类物质命名为生长素[9]。随后陆续在 46 种微藻

中 发 现 了 吲 哚 -3- 乙 酸 (Indole-3-Acetic Acid ，

IAA)、吲哚-3-丁酸(Indole-3-Butyric Acid，IBA)、

吲哚-3-丙酸(Indole-3-Propionic Acid，IPA)、吲哚-3-

乙酰胺(Indole-3-Acetamide，IAM)等生长素[10]。 

生长素被发现后，许多小的化学物质陆续被

鉴定为植物激素[11]。1955 年，Miller 等[12]在鲱鱼

精子的 DNA 水解产物中发现了一种小分子化合

物，因其具有促进细胞分裂和不定芽形成效果，

被命名为激动素(Kinetin，KT)；不久后，研究者

在未成熟玉米种子的胚乳中分离得到一种 KT 类似

物——玉米素(Zeatin，ZT)[13]。后续发现了多种类

似 物 ， 包 括 玉 米 素 核 苷 (trans-Zeatin-Riboside ，

ZR)、二氢玉米素(Dihydrozeatin，DHZ)、二氢玉

米素核苷(Dihydrozeatin Riboside，DHZR)、iP 等属

于植物体内天然的游离态细胞分裂素；甲硫基玉

米 素 、 甲 硫 基 异 戊 烯 基 腺 苷 、 异 戊 烯 基 腺 苷

(Isopentenyl Adensine，iPA)属于结合态细胞分裂

素；6-苄基腺嘌呤(6-Benzylaminopurine，6-BA)、

多氯苯甲酸属于人工合成的细胞分裂素[14]。 

随着植物学的发展，越来越多的植物激素被

逐 渐 发 现 ， 包 括 乙 烯 (Ethylene)、 GAs 、 脱 落 酸

(Abscisic Acid ， ABA) 、 油 菜 素 甾 醇 类 物 质

(Brassionsteroids，BRs)等，它们在植物的生长过

程中有着精细的分工[15]，比如促进根茎生长、叶

片衰老、雄蕊发育、花瓣生长、细胞伸长分裂、

花粉管伸长而保持雄性育性，以及加速组织衰

老、维持顶端优势和种子萌发等生理作用。表 1 给

出了一些经典植物激素的理化性质。 

1.2  植物激素的作用 

1.2.1  对微藻生长的影响 

植 物 激 素 对 微 藻 的 生 长 具 有 显 著 的 影     

响[16]。IAA、IPA 和 IBA 使小球藻细胞密度提高

11−19 倍，1-萘乙酸(1-Naphthylacetic Acid，NAA)

使小球藻生物质产量提高 2.2 倍[17]。周丹丹团队[18]

在氮饥饿胁迫下发现高浓度磷促进了小球藻中植

物激素的产生，使微藻生物量产量达到 4.53 g/L，

与充足氮条件的效果相当，过量的磷促进与微藻生

长相关的基因 rot3、bas1、cyp735a、fbp、got2 和

aoc3 上调。越来越多的证据表明，生长素与非生物

胁迫处理相结合可以进一步提高微藻的生产力，特

别是当氮源减少到 40%时，微藻的生物量提高了

54%−69%[19]。在微藻培养中，外源 GAs 可显著缩

短滞回期，促进细胞分裂和对数期生长，也有研究

表明 GAs 主要参与细胞的伸长，而不参与细胞的分

裂[2]。综上所述，植物生长素、NAA 和 GAs 均对微

藻生长产生不同的影响，可见不同的植物激素可以

维持藻类细胞的生长，促进代谢物的合成。 

以上研究表明植物激素可能是诱导微藻发生

群体感应的信号分子。群体感应是微生物间信息

交流的行为。微生物在不同生态系统中产生特征

性的信号分子，形成由多种“语种”构成的语言体系

(图 1)[20]。目前，群体感应在细菌、真菌领域已经

被广泛报道。微藻是除了细菌、真菌之外的另一

类重要的微生物，在自然界中分布广泛并与它们

共生。理论上，微藻也会分泌一些胞外物质，影

响藻际环境中的其他藻类、细菌和植物的生长，

以维持自身优势地位。其中，植物激素可以提高

微藻在非生物胁迫下氧化应激的能力，调节生物

量和生产有价值的期望产品[21]。 

1.2.2  对微藻胞内组分的影响 

植物激素对微藻胞内组分也具有重要影响。植

物激素能提高微藻中色素、可溶性蛋白质和胞内脂

肪酸的含量。外源赤霉素(Gibberellin A3，GA3)可

促进微藻胞内色素和蛋白质的积累[22]，己酸二乙氨

基乙醇酯(DA-6)能够抑制棕榈酸的积累、促进亚油

酸的积累，IAA、DA-6 可抑制油酸积累[23]。综上可

知，不同含量的 GA3、IAA、DA-6 均对微藻中色

素、可溶性蛋白质、油脂和胞内脂肪酸的含量产生

不同的影响。植物激素对真核微藻的生长和胞内组

分具有调节作用，是因为高等植物激素系统是由微

藻的一级代谢系统演化而来，因此微藻与高等植物

具有相似的植物激素合成机制[17]。 
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表 1  经典植物激素的理化性质 
Table 1  Physicochemical properties of some classical plant hormones 

Name Structural formula Molecular formula Molecular mass Chemical abstracts 
service 

Caffeic acid C9H9O4 180.16 331-39-5 

Indole-3-butyric acid 

 

C12H13NO2 203.23 133-32-4 

Indole-3-acetic acid 

 

C10H9NO2 175.18 87-51-4 

2,4-dichlorophenoxyacetic acid 

 

C8H6Cl2O3 221.03 94-75-7 

Cinnamic acid 
OH

O

 

C9H8O2 148.15 621-82-9 

Catechol 

 

C6H6O2 110.11 120-80-9 

p-hydroxybenzoic acid 

 

C7H6O3 138.12 99-96-7 

Gibberellin C19H22O6 346.37 77-06-5 

Jasmonic acid 

 

C12H18O3 210.12 3572-66-5 

1-naphthylacetic acid 

 

C12H10O2 186.20 86-87-3 

Benzoic acid 

 

C7H6O2 122.12 65-85-0 

Salicylic acid 

 

C7H6O3 138.12 69-72-7 

4-hydroxyphenylacetic acid 
 

C8H8O3 152.15 205-851-3 

6-benzylaminopurine 

 

C10H9NO3 191.18 54-16-0 

Brassinolide 

 

C28H48O6 480.67 72962-43-7 

Kinetin 

 

C10H9N5O 215.21 525-79-1 

5-hydroxyindole-3-acetic acid 

 

C12H18O3 210.27 3572-66-5 

N,Nʹ-diphenylurea C13H12N2O 212.24 102-07-8 

Methyl jasmonate 

 

C13H20O3 224.30 1211-29-6 
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图 1  胞间通讯机制[20] 
Figure 1  Intercellular communication mechanism[20] 

 

2  植物激素提取的预处理方法 

为了有效地从复杂的微藻藻液中提取植物激

素，需要根据藻液性质选择样品消耗量少、灵敏

度高、富集能力强的提取技术。然而，由于植物

激素在微藻中含量极低且种类繁多，同时微藻藻

液基质复杂，前处理方法仍是制约痕量植物激素

甄别的一个技术瓶颈[24]。因此，发展高效的样品

前处理技术，结合分离检测技术，建立高选择

性、高灵敏度、高可靠性的植物激素甄别方法，

是推动微藻胞间通讯深入研究的关键。根据提取

方式的不同，植物激素常用的前处理方法可分为

经 典 提 取 法 和 微 提 取 法 ， 包 括 液 液 萃 取 法

(Liquid-Liquid Extraction ， LLE) 、 固 相 萃 取 法

(Solid Phase Extraction，SPE)、串联固相萃取法、

液 液 微 萃 取 法 (Liquid Phase Micro-Extraction ，

LPME) 、 固 相 微 萃 取 法 (Solid Phase 

Micro-Extraction ， SPME) 、 磁 性 固 相 萃 取 法

(Magnetic Solid Phase Extraction，MSPE)和化学标

记法(Chemical Labeling，CL)等[25-35]。表 2 为植物

激素的各种提取方法概述。 

随着植物激素在微藻中的深入研究，目前

现有提取植物激素的方法为发展藻液植物激素

的预处理方法提供了一定的参考和依据，但从

藻液这一特有的介质中提取植物激素仍然面临

严峻的挑战。 

2.1  藻间植物激素化学提取方法 

目前从藻液提取植物激素的方法主要为化学

法，其基本原理是采用化学试剂破坏细胞结构以

提取目标组分。蔡西栗等[36]采用化学法提取了海

洋红藻中的植物激素：首先充分研磨藻细胞，然

后用体积比为 2:1:0.002 的正丙醇:水:氯化氢萃取，

以 HLB 固相萃取柱纯化，再经三甲基硅烷基重氮

甲烷衍生化后，成功提取了 5 种内源性植物激素

IAA、ABA、茉莉酸(Jasmonic Acid，JA)、水杨酸

(Salicylic Acid，SA)和肉桂酸(Cinnamic Acid，

RA)。这种预处理方法回收率高(76.7%−104.3%)、

提取方法简便且重现性好。Gupta 等[37]采用的提取

方法更为简便，他们将离心后的海藻(M. oxyspermum)

在液氮中研磨后，在提取缓冲液(甲醇:水:甲酸= 

15:4:1，体积比)中提取，再将混合溶液离心并收集

上清液，最后将残余物进行 2−3 次重复萃取，该方

法回收率为 80%−120%。Lu 等[38]进一步优化了化

学提取法，将液氮研磨后的藻粉加入含 1 mmol/L

丁基化羟基甲苯抗氧化剂的 80%甲醇溶液中，混

合物超速离心并收集上清液，残留物用甲醇冲洗

并再萃取，将目标分析物和含 NaCl 的溶液混合， 
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表 2  植物激素的各种提取方法概述 
Table 2  Summary of various extraction methods of plant hormones 
Extraction 
method 

Advantage Disadvantage Scope of application Sample preparation References

Liquid- 
liquid 
extraction 

Selective extraction 
and separation 
efficiency are 
controllable 

Complex operation and large 
amount of organic solvent 

The mixture contains volatile 
components, and the boiling 
point of each component in 
the liquid mixture is close 

Organic extracts, such as 
MeOH, CHCl3, H-COOH, 
etc 

[25-26] 

Solid phase 
extraction 

High preparation 
speed, good 
reproducibility and 
high flux 

Single-layer adsorbent   
can not be chromatographic 
analysis, double-layer 
adsorbent synthesis is 
difficult 

Solid particles in SPE 
column were selected 
according to different 
physicochemical properties 
of plant hormones 

Silica solid phase 
extraction column, C18, 
Oasis HLB, and ion 
exchange and adsorption 
column, etc 

[26-28]  

Series solid 
phase 
extraction 

High recovery rate Large amount of solvent, 
high cost 

Suitable for acidic and 
alkaline targets 

Anion exchange column 
and cation exchange 
column 

[29] 

Liquid phase 
micro- 
extraction 

Easy to operate and 
environment friendly 

It is easily affected by 
turbulent flow in solution 

Suitable for micro and 
unstable objects 

Single-drop 
liquid-liquid-liquid 
microextraction column 
(SD-LLLME), etc 

[30] 

Solid phase 
micro- 
extraction 

Simple, fast, 
selective, sensitive, 
solvent-free, cheap 
and repeatable 

It depends on the coating 
material 

Suitable for a single species 
of plant hormones 

Fiber needle solid phase 
microextraction column, 
extraction capillary 
column, adsorption 
extraction agitator, etc 

[31-32] 

Magnetic 
solid phase 
extraction 

Easy to operate, easy 
to separate, time 
saving, high 
enrichment rate 

Magnetic nanomaterials 
directly affect the extraction 
efficiency and sensitivity 

The analyte can be combined 
with a magnetic adsorbent 
and adsorbed by an external 
magnet 

Magnetic porous 
polymeric adsorbent, 
magnetic hollow 
mesoporous silica ball, etc

[33] 

Chemical 
labeling 

High sensitivity and 
low detection limit 

Susceptible to interference, 
some substances are not 
easily ionized/detected by 
UV or fluorescence detectors

Appropriate derivatization 
reagents combined with 
other extraction methods 

Derivative reagent DEED, 
etc 

[34-35] 

 
然后与 CHCl3 (作为萃取溶剂)和丙酮(作为分散溶

剂 ) 混 合 ， 这 种 分 散 液 - 液 微 萃 取 (Dispersive 

Liquid-Liquid Microextraction ， DLLME) 法 成 功

检测到 4 种植物生长素(IAA、IPA、IBA 和 NAA)，

回收率为 94.7%−116.0%。Li 等[39]将虎尾藻在液

氮 下 磨 碎 ， 在 含 5% 丁 基 化 羟 基 甲 苯 (BHT)的  

甲醇:水:甲酸(15:4:1，体积比)溶液中提取植物激

素，该方法可同时提取虎尾藻中 9 种植物激素，

包括 IAA、iP、iPA、ZR、ZT、ABA、SA、GA3

和 JA，回收率为 67%−95%。Yalçın 等[40]将海藻

在 75%甲醇水溶液中提取，Oasis HLB 萃取柱纯

化植物激素 (IAA、ABA、GA 和 ZT)回收率为

82.8%−98.9%。综上，尽管植物激素提取和富集

的方法已日趋成熟，但是操作程序仍较复杂，并

且残留了大量的有毒有害萃取剂。 

2.2  藻间植物激素提取新方法概述与挑战 

固相萃取法是应用较为广泛的植物激素前处

理方法。因吸附剂不同，其萃取效果有显著差

异。根据藻液中植物激素电离常数的大小选择适

合的固相萃取柱，同时优化 pH、洗脱液对甄别藻

间植物激素至关重要。固相萃取柱结合其他萃取

技术也可运用于植物激素提取，Cui 等[41]将 Oasis 

MCX 固相萃取柱与乙酸乙酯液液萃取相结合，成功

建立了一种从油菜叶片中同时测定 3 种 GAs (GA1、

GA3 和 GA4)的方法，回收率为 80%−115%。 

微萃取因其能克服传统前处理方法的缺点，

在植物激素提取中也有应用。但采用固相微萃取

进行前处理时，藻间植物激素的萃取效率与固相

微萃取纤维头涂层的体积直接相关，涂层体积太

小会导致藻间植物激素萃取效率低，涂层体积太



彭石子等: 微藻胞间植物激素甄别方法与研究进展 1695 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

大则会导致萃取平衡的时间延长，扩大涂层的有

效表面积是解决该问题的方法。液相微萃取法是

在液液萃取法的基础上发展而来，包括液-液微萃

取和液-液-液微萃取等。液液微萃取法具有溶剂消

耗量少、操作简单快速、回收效率高等优点，由

于该方法只能提取部分植物激素，在多类植物激

素提取方面受到一定限制[32]。然而，液液微萃取

由于其绿色化学的优点，可以结合其他前处理技

术来提高提取多样性，具有成为检测藻间植物激

素主流前处理方法的潜力。 

磁性固相萃取因其分散萃取模式，为萃取剂

与藻液提供了较大的接触面积，有利于植物激素

的传质，进而缩短了萃取时间。例如植物激素 BR

包含多个羟基，具有亲水性。根据此特性，结合

亲 水 性 相 互 作 用 的 磁 性 固 相 萃 取 - 原 位 衍 生

(MSPE-ISD)方法检测藻液中的内源性植物激素

BR；该方法将亲水性磁性材料同时用作微萃取吸

附剂和“微反应器”，将萃取和衍生化过程整合，大

大简化了分析过程[28]。 

化学标记因其灵敏度高成为植物激素前处理

的新型方法，该方法提高了被标记植物激素的稳

定性、检测的灵敏度。但由于化学标记法近年来

才兴起，许多标签试剂的合成仍然无法规模化生

产。综上所述，目前已经建立了多种关于植物激

素样品前处理的方法，也得到了长远的发展。 

2.3  植物激素检测方法现状与挑战 

由于植物激素种类繁多，以及同分异构体的

存在，使得准确甄别植物激素仍十分困难。20 世

纪 70 年代初，液相色谱被广泛应用于痕量植物激

素的检测。液相色谱联用检测器包括紫外可见检

测器、荧光检测器、质谱检测器，其中质谱检测

器是植物激素分析中最常用的检测器。质谱检测

器的核心是质量分析器，如四极杆质量分析器、

飞行时间质量分析器、傅立叶变换离子回旋共

振、离子阱质量分析器或静电场轨道阱。综上所

述，随着提取技术以及仪器检测的不断发展，微

藻胞间植物激素快速、准确甄别将成为一项必然

工作。 

3  藻间植物激素甄别的方法与挑战 

3.1  微藻产生植物激素的检测方法现状 

通过前处理方法可消除藻液中脂质和其他干

扰化合物，但由于藻液中的植物激素含量极低且

种类多样，多数植物激素又具有相似的结构特

征。因此，针对特有的结构、性质等特征甄别植

物激素是获取微藻内源植物激素信息的关键。这些

信息是深入研究微藻胞间植物激素调节作用的依

据。目前有关甄别植物激素的方法，如生物鉴定

法、免疫学方法、现代仪器分析法，为发展藻液植

物激素的检测技术提供了一定的参考和依据。 

3.1.1  生物鉴定法(Bioassay，BA) 

BA 是最早用来检测植物激素含量的经典方

法，该方法以植物激素的生理活性为依据，通过

测定植物激素作用于植株或离体器官所产生的反

应强度，从而推算植物激素含量的方法。1928 年，

荷兰科学家 Fritz 根据生长素在燕麦胚芽鞘和琼脂

中运输的特点，首次使用燕麦胚芽鞘弯曲测定法

检测生长素[42]。1933 年，Thimann 和 Bonner 进一

步优化 BA，并命名该方法为燕麦叶鞘切断伸长

法，使生物鉴定法在操作上较为简单，之后陆续

建立了小麦胚芽鞘切断抑制法检测 ABA、烟草愈

伤组织分析法鉴定 CTK、大麦胚芽鉴定法鉴定

GAs 等[43]。尽管 BA 被认为是检测植物激素生物活

性的唯一手段，但由于 BA 专一性较差、灵敏度不

高，并且微藻中含有生长素类似物，需要在前处

理时尽可能纯化组分，导致过程复杂、工作量

大。因此，生物鉴定法可以用于微藻粗提取液中

植物激素的生理活性检测，检测结果往往是寻找

微藻藻液植物激素的第一步，确定了植物激素生

理活性后，进一步纯化和检测藻间植物激素。 

3.1.2  免疫学方法 

与生物鉴定法相比，免疫学法具有特异性

强、灵敏度高、前处理简单等优点，被认为是一

种应用前景广阔的植物激素检测技术。酶联免疫

吸 附 法 (Enzyme Linked Immunosorbent Assay ，
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ELISA)是最常用的免疫学技术，其基本原理是通

过未标记抗原与抗体优先结合进而抑制酶标抗原

与抗体免疫复合物的形成，最后通过显色反应来

检测植物激素生理活性。该方法成功应用于检测

CTK、JA、ABA、GAs、IAA[44]。免疫学与现代科

技相结合，使植物激素检测得到进一步发展。李

巍[45]通过优化电流免疫传感器进而检测植物激素

ABA，该传感器具有较高的灵敏性、良好的重现

性 和 稳 定 性 。 免 疫 学 法 结 合 聚 合 酶 链 式 反 应

(Polymerase Chain Reaction，PCR)有希望在细胞水

平上检测植物激素的含量。但是，免疫学测定法

目前因抗体制备复杂，而且植物激素需与其他物质

偶联后才能作为抗原，因而仍有一些局限性[46]。 

3.1.3  理化检测分析法 

随着现代仪器的发展，理化检测分析法已成

为植物激素分析的主流，主要包括光谱法、电化

学法和色谱法。最早的光谱法是用比色法测定

IAA，该方法灵敏度较差[47]。虽然红外吸收光谱

法、紫外吸收光谱法和荧光法等检测技术使光谱

法在检测植物激素的灵敏度上得以提升，但仍存

在专一性差的缺点。目前光谱法主要应用于植物

激素的定性分析，在定量分析上存在很大不足。

在以上光谱法的基础上，新的光谱检测方法应运

而生。米娟等[48]在多聚磷酸(Polyphosphoric Acid，

PPA)介质中，发现 IAA 对高良姜素-高锰酸钾体系

的发光有很强的增敏作用，据此建立了固相萃取-

流动注射化学荧光检测 IAA 的新方法。但是，荧

光法对荧光试剂的纯度和实验过程要求严格，而

且测定结果准确性不高[11]。 

毛 细 管 电 泳 色 谱 (Capillary Electro- 

chromatography，CEC)结合了毛细管电泳(Capillary 

Electrophoresis，CE)的高效性和液相色谱(Liquid 

Chromatography，LC)高选择性的优点，近年来在

植物激素检测上发展迅速。为了提高 CEC 方法的

选择性和灵敏度，毛细管电泳-激光诱导荧光检测

(Capillary Electrophoresis-Laser Induced Fluorescence，

CE-LIF)被开发用于同时测定单个或多个植物激

素。Chen 等[49]首先使用 6-氧-(乙酰哌嗪)荧光素衍

生处理香蕉样品，再经 CE-LIF 检测含羧基的植物

激素(GA、IAA、ABA、JA、IBA 和 1-NAA)，检

出限为 1.6−6.7 nmol/L。与毛细管电泳色谱-紫外

(CEC-UV)和 CEC-LIT 方法相比，毛细管电泳色谱-

质谱(CEC-MS)在植物激素分析中具有更高的选择

性和灵敏度。由于进样量有限，即便采用高灵敏

度的质谱作为检测器，CEC 分析植物激素的灵敏

度依然较低，同时 CEC 法用于植物激素检测的研

究刚刚起步，因此限制了 CEC 对藻液中植物激素

的分析。 

高 效 液 相 色 谱 法 (High Performance Liquid 

Chromatography，HPLC)因其不受样品挥发性的限

制，减少了衍生化过程中目标物的损失，同时提

供更高的灵敏度和更低的检出限，成为检测植物

激素的热门方法。液相色谱包括毛细管液相色谱

(Capillary Liquid Chromatography，CLC)、纳流液

相色谱(Nanoflow Liquid Chromatography，NLC)和

UPLC[50]，UPLC 因其高分离度、高灵敏度和快速

分析，在检测植物激素上备受关注。HPLC 还包括

离子交换色谱(Ion Exchange Chromagraphy，IEC)、

亲 水 作 用 色 谱 (Hydrophilic Interaction 

Chromatgraphy，HILIC)等。但是单用 HPLC 方法检

测植物激素易受基质效应干扰，影响检测结果，不

能满足从藻液中甄别植物激素的要求。因此液相色

谱与检测灵敏更高的质谱联用技术是目前应用最广

泛的检测多类植物激素的分析方法[51]。 

液相色谱联用质谱技术逐渐成为了植物激素

检测的主要技术手段，其中包括液相色谱-质谱法

(LC-MS)、液相色谱-二级质谱法(LC-MS/MS)、超

高效液相色谱-二级质谱法(UPLC-MS/MS)等。MS

在高真空状态下使被测物质在离子源中发生电

离，生成不同质荷比(m/z)的离子，在加速电场和

磁场作用下，通过质谱分析器获得离子的质荷

比。质量分析器包括离子阱质量分析器(IT)[52]、四

极 杆 质 量 分 析 器 (Q)[24] 、 飞 行 时 间 质 量 分 析 器

(TOF)[53]。Chen 等[54]使用液相色谱-三重四级杆质
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谱法(LC-TQMS)检测水稻叶片中 7 种酸性植物激素

GA3、IAA、ABA、JA、IBA、NAA 和 2,4-二氯苯

氧乙酸(2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid，2,4-D)的

含量，检出限为 1.05−122.4 pg/mL。飞行时间质谱

(TOF-MS)与 LC 结合可以甄别手性植物激素，以探

究手性异构体在微藻生长、发育和对非生物胁迫

中的分子机制。Han 等[55]首先以 4-甲基苯甲酸酯作

为手性固定相，再经液相色谱-四极杆飞行时间质

谱法(NPLC-QTOF-MS)检测，成功甄别 4 种 JA 立

体 异 构 体 ： (−)-JA 、 (+)-(3S,7S)-JA[(+)-JA] 、 (−)- 

(3S,7R)-JA[(−)-epi-JA]和 (+)-(3R,7S)-JA[(+)-epi-JA]，

检出限为 0.5 ng/mL。可见液相色谱串联质谱是一

种高性能检测植物激素的方法。与全扫描 MS 模式

相比，选择反应检测(Selected Reaction Monitoring，

SRM)、单离子检测(Single Ion Monitoring，SIR)以

及多反应检测(Multiple Reaction Monitoring，MRM)

模式各有优势。其中 MRM 模式对于大多数小分子

植物激素具有良好的选择性，即使在复杂或基质

干扰大的藻液中都可排除干扰，Pan 等采用液相色

谱串联三重四级杆质谱，在 MRM 模式下对拟南芥

组织中的生长素、CTK、ABA、GA 和 JA 植物激素

进行定量分析，检出限在 0.01−0.1 ng/mL 之间[56]。

液相色谱法及其相关的方法在未来微藻胞间植物

激素的检测领域有巨大的发展空间。 

在现代仪器方法中，除了上述的 3 类方法之

外，电化学分析法和生物传感器方法在检测植物

激素方面都得到了一定的运用。郭志慧等[57]以 KT

对纳米管电极上物质的光信号有增强的作用，建

立了一种电化学发光的检测技术，该方法的检出

限为 0.2 ng/L。李春香等[58]在绿豆芽叶片上研制了

IAA 生物传感器，通过循环伏安法检测 IAA 的含

量，方法检出限为 4.2 μg/mL。随着现代仪器方法

的不断发展，会出现更多优良的检测手段并更好

地运用在微藻胞间植物激素的分析检测中。 

3.2  藻间植物激素甄别的瓶颈问题 

3.2.1  藻间植物激素提取的瓶颈问题 

植物激素含量极低、基质效应复杂、化学特

性不同这些因素极大地影响了甄别微藻胞间植物

激素分析结果的准确性，是有效分析微藻胞间植

物激素的主要障碍。微藻胞间植物激素含量通常

为 ng/g 或 pg/g 水平，因此植物激素甄别受到提取

效率的限制[59]。同时，基质效应对分析微藻胞间

植物激素通讯网络的过程有显著干扰，容易造成

分析结果的假阳性。除了以上因素外，植物激素

化学特性的复杂性，使多类植物激素同时提取面

临困境。 

3.2.2  藻间植物激素检测的瓶颈问题 

同分异构体的存在使甄别微藻胞间植物激素

需要高灵敏度的检测技术。生物鉴定法、色谱

法、酶联免疫法和放射免疫法各有优点，但都不

能甄别植物激素同分异构体。 

超高效液相色谱-质谱(HPLC-MS)联用技术适

用于极性、热不稳定、难气化物质的分析，同时

也适用于同分异构体的分离检测[60]，利用超高效

液相色谱-多级串联质谱法(UPLC-MSn)可区分微藻

胞内不同结构的植物激素[61-62]。目前应用最为广

泛的检测手段是 LC-MS/MS 法，该方法具有灵敏

度高、重现性好和定量准确等优势，但是对于未

知化学物质(无标准样品)的检测具有一定的局限

性，一般需要用植物激素的标准样品建立 MRM 方

法后才能进行准确的定性、定量分析。因这一特

性，使得 LC-MS/MS 在实际样品中检测种类纷杂的

植物激素时，需要花费大量的投资和建立方法。 

3.3  微藻产生植物激素检测方法的展望 

线性离子阱-静电场轨道阱(LTQ-Orbitrap)高分

辨质谱仪是新兴的一种组合式高分辨质谱仪，其

分辨率可高达 100 000，高质量精度偏差在 2 μg/L

以内，在全扫描模式下仍具有很好的灵敏度(可达

皮克水平)。利用筛查式的检测大大缩短了 MRM

模式的工作量，并且缩小了目标范围。高分辨质

谱仪由进样系统、离子源、离子透镜系统、质量

分析器、检测器、数据系统以及真空系统组成。

高分辨质谱分析基本原理是样品通过进样系统引

入离子源，在离子源完成离子化，形成带电离
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子，经过离子传输装置的聚焦、传输以及加速等

过程，进入到质谱分析器中，将不同质荷比的离

子分离并被检测器检测，经过信号的放大、数据

系统的采集和分析处理，得到质谱图信息 [54]。

Orbitrap 的分辨率与采集时间成正比，即采集时间

越长，分辨率越高。0.4 s 的采集时间可提供 30 000

的质量分辨率，即在 10 s 基线处的宽度峰上转化为

大约 25 个数据点[63]。高分辨质谱的高质量准确度

为化合物的靶向分析提供了可能性，使用选择性

质荷比可更有效地区分已知化合物的定量差异[64]。

利用 UPLC-LTQ-Orbitrap-MS 质谱技术，在 Full 

MS/dd-MS2扫描模式下采集质谱数据，同时将已知

植物激素特征断裂碎片应用于实际样品定向筛查

技术中，可实现植物激素的快速、定向筛查，为

全面有效地鉴定液体体系中的植物激素提供了技

术保障，从而对理解细菌的群体感应、揭示细菌

种群生态的调控机理奠定基础。 

4  微藻产生植物激素的生态学意义与展望 

4.1  微藻产生植物激素的生态学意义 

在自然界中发现的微藻很少有足够的生物

量、含油量和环境耐受性来维持具有成本竞争力

的生产。微藻产生植物激素除促进生长和增加脂

质外[16,19]，还能提高微藻中糖类、可溶性蛋白、

油脂和胞内脂肪酸的含量[22-23]。因此，微藻被认

为是生物燃料的潜在原料，是应对能源危机和发展

绿色环保产业的潜在对象。人们可以利用外源植物

激素促进微藻油脂含量或者生物量的增长[65]，提高

生物柴油的制备从而解决能源危机，收割藻体制

备水产饲料用于鱼虾的饲养、打造生态渔业等。

研究表明，植物激素的产生与环境因素(如温度、

盐、pH 值、氮、磷、碳等)直接相关[66-67]，同时

两者之间存在间接关联[68]，如微藻暴发性生长造

成的水华现象有可能由植物激素造成。从植物激

素诱导胞间通讯原理出发，加入植物激素淬灭剂

形成群体淬灭的效果，是治理或预防水华的有效

途径[4]。 

目前对微藻中植物激素代谢和作用机制的调

控还处于起步阶段，以往的实验主要集中在外源

添加上。例如，含有多种植物激素的海藻提取物

被用作生物刺激剂，以促进高等植物的生长，减

少非生物和生物胁迫[69]。然而，已有一些报道证

实了外源植物激素如生长素、GAs、ABA 和 CKs

对藻类生长[70]或对微藻细胞应激反应(可溶性糖、

脂类、脂肪酸、油脂、粗多糖的变化)[61,71]的影

响。通过建立的高等植物植物激素检测方法，如

利用超高效液相串联多级质谱法(UPLC-MSn)
[72]分

离检测微藻中 5 种细胞分裂素(cZT、tZT、ZR、

DHZR 和玉米蛋白-o-葡萄糖苷)。截至目前，人们

对植物激素在微藻中的作用知之甚少，需要进一

步对微藻内源性植物激素进行研究。参考高等植

物激素甄别、路径传导、作用机制等方面取得的

科研进展和方式经验，为微藻胞间植物激素相关

研究提供了值得借鉴的工作思路。 

4.2  藻间植物激素研究展望 

随着微藻中植物激素研究的深入，仍有很多问

题值得进一步深入：(1) 开发和建立有效萃取及检

测微藻胞间植物激素的方法，探明微藻胞间通讯的

藻际微生物生态机制，揭示微藻胞间植物激素的分

子水平及其生理生态调节作用，对提高微藻培养工

艺中微藻产量和水华预防与控制等具有重要意义。

(2) 深入研究功能性植物激素对微藻合成生物质资

源的分子生物学机制，利用多组学(如转录组、蛋白

质组、代谢组、相互作用组)联合手段，系统研究植

物激素刺激下微藻细胞代谢过程的响应和调控机

制。这是基于代谢工程和生物合成调控生物质资源

生产的契机。(3) 植物激素调节，辅助微藻菌种筛

选、微藻基因工程、光生反应器的设计、微藻分离

回收以及后续油脂提取纯化等工艺优化，构建微藻

生物经济产业链，以推动低碳绿色生态化产业化。 
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