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利用气相色谱法同时测定番茄叶片中的
信号物质水杨酸和茉莉酸
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摘要: 茉莉酸( JA) 和水杨酸( SA) 是植物中重要的内源激素和防御反应信号分子，快速而准确地定量测定植物

内源 SA 和 JA 含量非常重要。以番茄叶片作为材料，研究利用气相色谱( GC) 同时测定植物内源 JA 和 SA 的

含量。利用丙酮 /柠檬酸( 50 mmol /L) ( 体积分数 = 7 /3) 和乙酸乙酯提取番茄叶片中的 JA 和 SA，提取液经 N2

吹干后用三甲基硅烷化重氮甲烷甲酯化，然后用顶空 － 固相微萃取( HS － SPME) 方法进行收集，正己烷洗脱后

进行气相色谱分析，用氢离子火焰检测器( FID) 进行检测，梯度升温程序为 60 ℃ ( 1 min) 至 250 ℃，15 ℃ /min，

250 ℃，3 min。从样品中得到与茉莉酸甲酯( MeJA) 和水杨酸甲酯( MeSA) 标准品完全吻合的色谱峰。该方法

可以广泛用于同时测定植物内源的 SA 和 JA 含量。
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Abstract: Jasmonic and salicylic acids are important phytohormones and plant defensive signaling com-
pounds． Here a new method was developed for the simultaneous quantification of the two signaling compounds
in tomato leaves by using headspace － solid phase microextraction ( HS － SPME) and gas chromatography with
hydrogen ion flame detector ( FID) ． Leaf samples were extracted by mixture of acetone and citric acid ( 50
mmol /L) ( V /V =7 /3) ，and ethyl acetate． Then the supernatant was dried by N2 and subsequently methyla-
ted with trimethylsilyldiazomethane． The volatilized compounds were collected by using headspace － solid
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图 1 植物信号物质茉莉酸和水杨酸甲酯化装置

Fig． 1 Trapping of methylated plant signaling compounds on Tenax filters

phase microextraction on Tenax adsorbents，and eluted with n － hexane． Eluted samples were analyzed by u-
sing GC with hydrogen ion flame detector ( FID) ． The temperature gradient was increased from 60 ℃ ( 1 min)

to 250 ℃ in a rate of 15 ℃ /min and held on 3 min at 250 ℃ ． The final chromatographic peaks of JA and SA
in the samples were identical to the authentic compounds． This method will be useful for simultaneous quantifi-
cation of JA and SA in plants．

Key words: gas chromatograph; signal compounds; jasmonic acid; salicylic acid; methylation; head-
space － solid phase microextraction

植物不能运动，并且是地球上所有其他生物主要的能量来源( 直接或间接的) ，这使植物成为所有

植食性昆虫和动物，以及病原菌攻击的主要对象。在自然环境中生长的植物如何保护自己免受危害倍

受关注。为了抵御各种生物( 病原菌、植食性昆虫) 和非生物( 干旱、高盐以及冻害) 逆境的伤害［1］，植物

进化了一套复杂而完善的自我防御体系和防御信号网络。
在植物对病虫害的诱导防御中，水杨酸( Salicylic acid，SA) 和茉莉酸( Jasmonic acid，JA) 被认为是最

重要的信号分子［2 － 3］。SA 是植物体内含量较低的一种内源酚类物质，它在植物体内的生理作用是多方

面的，很多实验证明它是诱发系统获得抗性( systemic acquired resistance，SAR) 产生的关键信号分子之

一。而 JA 及茉莉酸甲酯( MeJA) 是一类脂肪酸的衍生物，它不仅影响植物体的生长发育，而且与抵抗病

原菌侵染、昆虫取食和机械损伤有关，能调控植物的防御反应。植物受到病虫袭击时的防御信号响应一

直是当今植物诱导防御研究的热点［4］。快速而准确地定量测定植物内源 SA 和 JA 含量非常重要。
目前测定 SA 和 JA 含量的方法主要有: 酶联免疫检测法( ELISA) ［5］，高效液相色谱 － 串联质谱法

( HPLC － MS /MS) ［6］和气相色谱 － 质谱联用法( GC － MS) ［7 － 9］。本研究以番茄为实验材料，探讨采用气

相色谱( GC) 法同时测定植物内源 SA 和 JA 含量的方法，以期推动植物诱导防御与防御信号转导途径

的研究。

1 材料和方法

1． 1 材料

番 茄 ( Lycopersicon esculentum，Mill．
cv． Jin Bao ) 种 子 育 苗 前 用 体 积 分 数 为

10%H2O2 消毒 8 min，蒸馏水冲洗数次后

放置生物培养箱中催芽。番茄种子发芽生

长 10 d 后选取长势一致的秧苗移栽到规

格 24 cm × 18 cm × 12 cm 的塑料盘中( 实

验前用高锰酸钾溶液浸泡 24 h 消毒) 。番

茄幼苗的培养基质为土壤和河砂的混合

( 3∶ 1) 。土壤取自广州华南农业大学校内

农场，过 5 mm 筛，高压蒸汽湿热灭菌 2 h。
河砂 过 2 mm 筛，洗 净，干 热 灭 菌 170 ～
180 ℃ 2 h。把塑料盆置于光照培养箱中，培养条件为: ( 25 ± 1) ℃，16 h 光照，光照强度为 150 μE( m2

·s) ，8 h 黑暗，湿度 60%，每天浇水，隔 7 d 浇 50 mL 营养液( 5 mL 1 mol /L KNO3，5 mL 1 mol /L Ca
( NO3 ) 2，1 mL 1 mol /L MgSO4，蒸馏水 2 mL，1 mol /L KH2PO4，1 mL H3BO3，1 mL MnCl2，1 mL Zn-
SO4，1 mL CuSO4 和 1 mL Fe － EDTA 定容至 1 L) 。每处理设置 3 个重复，随机摆放。
1． 2 样品处理

选取生长 45 d 的健康番茄植株，对番茄植株相同部位的叶片进行取样，迅速放置于液氮中冷冻，随

即把样品储存于 － 80 ℃冰箱待用。
1． 3 SA 和 JA 含量测定

1． 3． 1 提取 SA 和 JA 的提取参照 Engelberth and Engelberth 和 Engelberth et al 方法［7，10］，并略作修改，

具体过程如下。准确称取 0． 05 ～ 0． 15 g 番茄叶片置于预先经液氮冷冻的 2 mL 具螺纹的塑料管中，加入
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图 2 MeJA 和 MeSA 标准品及番茄叶片中 JA 和 SA 甲酯化后的色谱图

Fig． 2 Profiles of GC chromatography of authentic MeJA，MeSA and JA derived MeJA and SA derived MeSA in tomato leaves

1 mL 丙酮 /50 mmol /L 柠檬酸( 体积分数 = 7 /3) 提取液和磁珠，在液氮挥发完之前拧紧管盖用 FastPrep
进行匀浆，4． 5 m /s 30 s，然后再加入1 mL 乙酸乙酯，4． 5 m/s 15 s，取上清，转移至4 mL 进样瓶中，N2 吹干。
1． 3． 2 甲酯化 加入 100 μL 乙醚 /甲醇( 体积分数 = 9 /1) 和 4 μL 2 mmol /L 的三甲基硅烷化重氮甲烷
( 溶于正己烷) 于吹干的进样瓶中，盖紧瓶盖，轻轻摇匀，室温放置 30 min，为了防止过分反应，30 min 之
后加入 4 μL 2 mol /L 的溶于正己烷的冰乙酸终止反应，室温放置 30 min。用手术刀片划破进样瓶隔
垫，将商用的 Tenax( 中科慧杰，50 mg 填料，外径 6 mm，长 10 cm) 吸附管一端伸入进样瓶中，另一端连
通抽气装置( 图 1) ，将进样瓶底部浸入 80 ℃水浴中收集 3 min，待吸附管冷却后用 300 μL 正己烷洗脱，
保存于 － 20 ℃冰箱，留待 GC 检测。
1． 3． 3 吸附剂的再生 向样品洗脱后的吸附管中加入 300 μL 甲醇，然后用 300 μL 的正己烷洗 2 次，
剩余残留用 N2 吹干。保存备用。
1． 3． 4 茉莉酸甲酯( MeJA) 和水杨酸甲酯( MeSA) 混合标准品的配置 分别配制正己烷( HPLC 色谱
纯) 溶解的 1 000 × 20 μg /mL MeJA( 购于 Sigma － Aldrich) 和 1 000 × 400 μg /mL MeSA( 购于 Sigma －
Aldrich) 的标准品贮液，分别稀释得到 20 μg /mL MeJA 和 400 μg /mL MeSA 的工作液，将 MeJA /MeSA
( 体积分数 = 9 /1) 混合，得到 18 μg /mL MeJA 和 40 μg /mL MeSA 的混合标样，稀释一系列浓度以作标
准曲线。混合标样保存于 － 20 ℃冰箱，留待 GC 检测。
1． 3． 5 JA 和 SA 标准品的甲酯化 分别吸取 25 μL 80 μg /mL 的 JA 贮存液和 125 μL 160 μg /mL 的
SA 贮存液，重复样品提取和甲酯化步骤，最后用 100 μL 正己烷洗脱，得到 20 μg /mL 的 MeJA 和
200 μg /mL 的 MeSA 的混合甲酯化标准品，保存于 － 20 ℃冰箱，留待 GC 检测。
1． 3． 6 GC 条件 通过 HP －5 石英毛细管柱( 30 m × 320 μm × 0． 25 μm) 分离样品。初始温度 60 ℃
保持 1 min，以 15 ℃ /min 升到 250 ℃保持 3 min，进样口温度 280 ℃，检测器温度 300 ℃。以 N2 作为载
气，流量 1 mL /min，FID 检测器。不分流进样，进样量 1 μL。
1． 3． 7 JA 和 SA 的回收率 分别吸取 0，100，200，400 ng 的 JA 和 SA，重复样品提取及甲酯化步骤，用
正己烷洗脱后 GC 检测测定回收率。

2 结果与分析
2． 1 JA 和 SA 的定性分析

用甲酯化的 MeJA 和 MeSA 谱图与标准品 MeJA 和 MeSA 谱图进行比对( 图 2) ，通过保留时间进行
定性，从色谱图中可以看出 JA 和 SA 经过甲酯化后得到与 MeJA 和 MeSA 完全吻合的色谱峰。
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图 3 气相色谱测定 JA 和 SA 的回收率

Fig． 3 Recovery rates of jasmonic and salicylic acids in the GC analysis

图 4 吸附剂再生次数对 MeJA 和 MeSA 吸附效果的影响

Fig． 4 Effects of adsorbent reuse times on the adsorbability
of the adsorbent on MeJA and MeSA

2． 2 标准曲线及回收率

结果表明，利用 GC － FID 检测的 JA 和 SA 在 0． 225 ～ 18 ng /μl 和 0． 5 ～ 40 ng /μL 的浓度范围内呈

现良好的线性关系，r 值分别达到了 0． 999 2 和 0． 999 8。其中利用该方法测定 JA 含量的最低检测限

( LOD) 能够达到 0． 08 ng /μL，而 SA 的 LOD 也能达到 0． 1 ng /μL( 表 1) 。这与 Kallenbach et al［11］的结

论也比较接近。
表 1 GC － FID 测定 JA 和 SA 的线性回归方程、保留时间和检出限

Tab． 1 Retention time，linear regression equation and limit of detection of JA and SA detected by GC － FID

化合

/Compound
保留时间 /min
Retention time

线性回归方程

Linear regression
线性范围

/ ( ng·μL －1 )

相关系数

Coefficient
检出限

/ ( ng /·μL －1 ) a

水杨酸 7． 532
Area = 30． 120 012 1 ×

Amt － 25． 753 772
0． 5 ～ 40． 0 0． 999 21 0． 100 030

茉莉酸 11． 250
Area = 37． 343 753 1 ×
Amt － 5． 068 504 5

0． 225 ～ 18． 000 0． 999 86 0． 080 680

利用绝对加标回收率计算得到 JA 和 SA 的回收率为 65% 和 90% 左右( 图 3) ，而 Schmelz et al［8］利

用 GC － MS 测得的 JA 和 SA 的回收率为 80%和 96%左右，两者结果比较吻合。总体来说 SA 测定过程

中的损失要少于 JA。

2． 3 吸附剂再生次数对样品 MeJA 和 MeSA 色谱峰面积的影响

由图 4 看出，吸附剂再生 3 次与再生
1 次对样品中 MeJA 和 MeSA 的色谱峰面

积在 95%的置信水平上没有显著差异，同

时在再生后的洗脱液中检测不到 MeJA 和
MeSA 的 存 在。说 明 用 300 μL 甲 醇 和
600 μL 正己烷再生效果良好，吸附剂可以

重复利用。

3 结论与讨论

作为调控植物防御反应的重要信号分

子，植物内源 JA 和 SA 的定量非常有必

要。但是植物体内的 JA 和 SA 含量极低
( μg ～ ng /g 鲜重) ，给植物信号分子的测定

带来困难。同时 JA 的紫外吸收值较低，测

定的要求很高［7］。因此，目前国内外常用的测定 JA 和 SA 含量的方法有 GC － MS［12 － 13］和 ELISA［14］法，

随着 LC 分析技术的提高，LC － MS /MS 也被引入到 JA 和 SA 含量的测定中［15］。应用这些方法已经对
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包括苹果［16］、豌豆［17］、拟南芥、马铃薯［12］、烟草［6］、利马豆［10］、水稻［15］等植物进行了 JA 或者 SA 的分

析。目前 3 种主要测定 JA 和 SA 的方法中，ELISA 方法需要构建单克隆抗法，成本很高［5］，HPLC － MS
方法虽然已经成功用于测定烟草中 JA 和 SA［6］，但是需要对样品经过复杂的纯化步骤，而 GC － FID 测

定方法对样品纯化要求不高，同时检测限低，能够灵敏的检测出植物体内受到外界刺激时信号分子的细

微变化。本实验选择 GC 方法测定番茄叶片中 JA 和 SA 含量，从一定程度上说明 GC 测定植物内源激

素的稳定性与可靠性。
此外，在样品前处理过程中，提取液的成分对植物叶片中 JA 和 SA 的提取十分重要 Engelberth et

al［10］最早利用丙酮 / 50 mmol /L 柠檬酸( 体积分数 = 7 / 3 ) 提取利马豆叶片中 JA 和 SA，随后改用
50 mmol /L 的柠檬酸单独提取，不过溶剂为水 /丙酮( 体积分数 = 3 /7) 混合溶剂［9］。最近 Engelberth［7］

发现 1 － 丙醇 /水 /浓盐酸( 体积分数 = 2 /1 /0． 002) 和二氯甲烷混合提取对水稻叶片中 JA 和 SA 的提取

效果也很好。Wu et al［6］ 对 烟 草 叶 片 中 JA 和 SA 的 提 取 只 选 择 了 乙 酸 乙 酯。本 研 究 发 现 丙 酮 /
50 mmol /L 柠檬酸( 体积分数 = 7 /3) 和乙酸乙酯的混合提取对番茄叶片中的 JA 和 SA 提取效果更好。

在用 GC 测定植物体内 SA 和 JA 含量的方法中，其中最重要的一步就是样品的甲酯化，最早用的甲

酯化试剂是二异丙基乙胺［13］，目前常用的有重氮甲烷［12］和三甲基硅烷化重氮甲烷［8］。由于重氮甲烷

的毒性比较强，而且不容易贮存，因此本研究选择了三甲基硅烷化重氮甲烷作为甲酯化试剂。
GC 测定的结果表明，JA 和 SA 的色谱峰面积与浓度之间呈现良好的线性关系，其 r 值分别为 0． 999

8( JA) 和 0． 999 2( SA) 。同时结果表明利用 GC － FID 方法测定植物内源 JA 和 SA 的最低检测限能达到
0． 08 ng /μL 和 0． 1 ng /μL。本试验探索的方法对其他植物材料的 JA 和 SA 含量的测定也有一定的参

考价值。
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