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高效液相色谱法检测水杨酸的优化 
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摘要  植物激素水杨酸(SA)促进植物的抗病性, 但抑制植物生长。植物通过动态调控SA的含量以平衡抗病与生长。高效

液相色谱-荧光检测器技术是检测SA含量最常用的方法。该研究优化了流动相的成分、离子浓度、pH值以及检测波长和检

测程序。优化后的流动相为10%乙腈、100 mmol·L–1乙酸钠、pH5.2。优化后的激发光波长为300 nm, 发射光波长为405 nm。

优化后的检测程序为: 进样后3.5分钟开始清洗色谱柱, 清洗时间为3.5分钟, 平衡时间为3分钟, 总时长为10分钟。优化后

的检测方法显著提高了检测灵敏性、稳定性和高效性。 
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植物激素水杨酸(salicylic acid, SA)是一种酚类

化合物, 在植物体内行使多种功能, 包括抗病反应、

种子萌发、气孔开闭及叶片衰老等(Yan and Dong, 

2014; Yu et al., 2021)。特别值得一提的是, SA在植物

抗病反应中起核心作用(Fu and Dong, 2013; Mishra 

et al., 2024)。植物体内SA含量降低将显著减弱植物

的抗病性(Gaffney et al., 1993; Delaney et al., 1994; 

Nawrath and Métraux, 1999), 而外源SA处理可显著

增强植物的抗病性(Cao et al., 1994)。SA受体NPR1

和NPR3/4通过调控大量抗病相关基因的表达来激活

抗病反应(Fu et al., 2012; Ding et al., 2018; Kumar 

et al., 2022)。SA在激活抗病反应的同时会抑制植物

的生长(Yu et al., 2022)。因此, 植物需要通过多种机

制来动态调控SA的含量。在无病原体侵染时, 植物合

成的SA较少; 在病原体侵染后, 植物会增加SA的合

成。此外, 植物还可通过葡萄糖基化修饰将游离态SA

转换为结合态SA, 即SA葡萄糖苷(SA 2-O-β-D-gluco-

side, SAG)和SA葡萄糖酯(salicylate glucose ester, 

SGE), 从而减弱SA对生长的抑制作用(Lim et al., 

2002; Song, 2006)。因此, 在研究植物抗病反应时需

要同时检测游离态SA和结合态SA。 

前人建立了多种检测植物中SA的方法。Raskin等

(1989)建立了基于高效液相色谱(high-performance 

liquid chromatography, HPLC)-荧光检测器检测植物

提取物中SA的方法。Zhang等(2017)对该方法进行了

改进。Balcke等(2012)建立了超高效液相色谱(ultra- 

performance liquid chromatography, UPLC)-串联质

谱的检测方法, 在检测SA的同时还可检测提取物中

茉莉酸和脱落酸等多种激素的含量。这些方法均使用

C18反相色谱柱, 而Aboul-Soud等(2004)使用基于离

子交换的HPLC法检测SA。Schmelz等(2003)建立了

气相色谱-质谱联用(gas chromatography-mass spe-

ctrometry, GC-MS)检测方法, 可同时检测包括SA在

内的多种植物激素和挥发性有机物。Huang等(2005)

建立了基于生物传感器检测SA的方法。DeFraia等

(2008)和Marek等(2010)改进了该方法, 使其能够检

测不同基因型拟南芥(Arabidopsis thaliana)之间SA水

平的差异。叶灿等(2025)进一步改进了该方法, 使其

还可检测不同基因型水稻(Oryza sativa)之间SA水平

的差异, 并用于高通量筛选水稻SA代谢突变体。 

上述SA检测方法各有优缺点。例如, UPLC-串联

质谱法的检测灵敏度高, 但是所用仪器昂贵; 基于生

物传感器的方法适合高通量检测, 但灵敏度偏低。在

这些方法中, HPLC-荧光检测器联用技术应用最为广

·技术方法· 
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泛。本研究进一步优化了该方法, 主要包括流动相成

分、离子浓度、pH值以及检测波长和检测程序, 提高

了检测的灵敏性、稳定性和高效性。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验材料和仪器试剂包括拟南芥(Arabidopsis thalia-

na L.) Col-0、丁香假单胞菌(Pseudomonas syringae 

pv. maculicola, Psm) ES4326、高效液相色谱仪(Wat-

ers, Cat No.2695)、荧光检测器(Waters, Cat No. 

2475)、色谱柱(Agilent, ZORBAX StableBond C18, 

4.6 mm × 250 mm, 5 μm)和SA (Sigma-Aldrich, Cat 

No. 247588)。 

1.2  试剂配方 

90%甲醇: 90 mL 100%甲醇, 加ddH2O定容至100 mL。

5%三氯乙酸(trichloroacetic acid, TCA): 5 g TCA, 加

ddH2O溶解后定容至100 mL。β-葡萄糖苷酶溶液: 用

100 mmol·L–1乙酸钠(pH5.2)溶解β-葡萄糖苷酶, 浓度

为80 units·mL–1。萃取溶剂: 乙酸乙酯:环戊烷:异丙醇

=100:99:1 (v/v/v)。样品溶解液: 90% 100 mmol·L–1

乙酸钠(pH5.2)+10%乙腈。SA标准溶液: 1 mg·mL–1 

SA溶解于100%甲醇。 

1.3  实验方法 

1.3.1  拟南芥种植 

拟南芥种植条件: 22°C, 相对湿度为70%, 光照强度为

120 µmol·m–2·s–1, 光周期为12小时光照/12小时黑暗。 

 

1.3.2  病原菌侵染 

将丁香假单胞菌Psm ES4326在28°C摇床以200 

r·min–1旋转培养至OD600=0.3。用10 mmol·L–1 MgCl2

溶液稀释至OD600=0.001。用无针注射器注射拟南芥

第3、4和5片真叶, 24小时后取样用于提取SA。 

 

1.3.3  拟南芥叶片中SA的提取 

称取约0.2 g拟南芥叶片, 加入液氮研磨成粉末。在粉

末中加入1 mL 90%甲醇, 涡旋混匀后用超声波震荡

提取20分钟。用离心机5 000 ×g离心10分钟, 将上清

液转移至2 mL圆底离心管。在沉淀物中加入0.8 mL 

100%甲醇, 涡旋混匀后用超声波震荡提取10分钟。

用离心机5 000 ×g离心10分钟, 将上清液与第1次提

取的上清液合并, 再平均分为2份, 一份用于检测游

离态SA, 另一份用于检测总SA。在通风橱中, 使用恒

温金属浴50°C加热至样品完全干燥。向其中一份样品

加入0.5 mL 5% TCA, 涡旋混匀后用超声波震荡5分

钟, 用于检测游离态SA。向另一份样品加入0.2 mL β-

葡萄糖苷酶溶液, 涡旋混匀后用超声波震荡5分钟, 

并在37°C孵育90分钟, 然后加入0.5 mL 5% TCA, 用

于检测总SA。使用萃取溶剂萃取3次, 每次加入0.5 mL

萃取溶剂, 涡旋混匀后静置, 待分层后吸出上层有机

相, 转移至2 mL离心管。在通风橱中, 使用恒温金属浴

50°C加热至样品完全干燥。加入0.2 mL样品溶解液, 

涡旋混匀后用超声波震荡5分钟, 并用离心机10 000 ×g

离心5分钟。取上清液用0.22 μm微孔过滤器过滤, 将

过滤液装入样品瓶。此时样品制备完成 , 可进行

HPLC检测, 或于–20°C保存。 

 

1.3.4  前人检测SA的实验方法 

流动相由乙酸钠(200 mmol·L–1, pH5.5)和甲醇组成。

初始甲醇浓度为3% (v/v), 持续12分钟, 在12.5分钟

线性上升至7% (v/v), 并保持38分钟。1分钟后, 恢复

初始条件, 系统平衡7分钟后进行下一次进样。整个过

程中流速保持在0.8 mL·min–1。使用荧光检测器检测

SA, 激发光波长为296 nm, 发射光波长为410 nm 

(Zhang et al., 2017)。 

 

1.3.5  优化后的参数设置 

进样针高度为6 mm (样品瓶使用200 μL内插管)。进

样体积为10 μL。柱温箱的温度为25°C。激发光波长

为300 nm, 发射光波长为405 nm。流动相的流速为

2 mL·min–1。流动相A: 乙酸钠(100 mmol·L–1, pH5.2)。

流动相B: 100%乙腈。梯度洗脱, A泵+B泵总流量

2 mL·min–1; 0.0–3.5分钟, 90%A+10%B (洗脱); 3.5– 

4.0分钟 , 线性变化至80%A+20%B; 4.0–6.5分钟 , 

80%A+20%B (柱清洗); 6.5–7.0分钟, 线性变化至 

90%A+10%B; 7.0–10.0分钟 , 90%A+10%B (柱平

衡)。设置起始样品对应的样品盘、序号和样品总数, 

采用自动进样可实现连续检测。 
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2  结果与讨论 

2.1  使用前人的方法检测SA 

我们先依据Zhang等(2017)的实验方法检测SA标准

样品, 发现SA的保留时间为22.2分钟, SA峰比较宽, 

且基线不平(图1A), 这不利于计算SA峰面积。当我们

用该方法检测拟南芥叶片提取物中的SA时, 发现SA

峰的左侧还有1个紧密相邻的峰(图1B), 这对SA峰面

积的计算造成了干扰。上述结果表明该实验方法还可

继续优化。 

2.2  流动相的pH值对SA分离的影响 

在HPLC实验中, 甲醇和乙腈是流动相中常用的有机

溶剂。与甲醇相比, 乙腈具有更低的极性、黏度、紫

外吸收及更强的洗脱能力(Snyder et al., 2012)。因此, 

我们用乙腈代替甲醇, 取得了良好的分离效果(图2)。 

流动相的pH值也影响SA的分离。SA的pKa为

3.01, 根据电解质电离公式pH=pKa–log([HA]/[A–]), 

当流动相pH值为4.5时, SA的电离率为96.87%; 当流

动相pH值为5.0时, SA的电离率为98.99%; 当流动相 
 

 
 

图1  使用Zhang等(2017)的方法检测水杨酸(SA) 

(A) 0.1 μg·mL–1 SA标准样品; (B) 样品为未被Psm ES4326侵

染的拟南芥游离态SA。EU: 发射单位。红色的峰指示SA。 
 

Figure 1  Detection of salicylic acid (SA) using methods 
reported in Zhang et al., 2017 
(A) 0.1 μg·mL–1 SA standard sample; (B) The sample is free 
SA in Arabidopsis without Psm ES4326 infection. EU: Emis-
sion units. The peaks labeled in red indicate SA. 

pH值为5.5时, SA的电离率为99.68%。因此, 我们测

试了这3种不同pH值流动相对SA分离的影响。结果表

明, 当流动相pH值为4.5时, SA峰值明显低于其它2种

流动相(图2A–C); 当流动相pH值为5.5时, SA峰右侧

出现干扰峰(图2C); 当流动相pH值为5.0时, SA的峰值

与流动相pH值为5.5时相当, 且无干扰峰(图2B)。 

我们选取被Psm ES4326侵染24小时后的拟南

芥叶片测定总SA (图2A–C)。为进一步优化流动相的

pH值, 我们测试了不同pH值流动相在分离未被Psm 

ES4326侵染拟南芥的总SA的差异。结果显示, 当流

动相pH值为4.75时, SA峰和右侧相邻的峰重叠(图

2D); 当流动相pH值为5.0时, SA峰右侧的干扰峰消

失, 左侧出现互不干扰的峰(图2E); 当流动相pH值为

5.2时, SA峰左侧的峰进一步远离SA峰, 保留时间相

差1分钟(图2F)。这表明pH5.2的流动相比pH5.0的具

有更好的分离效果。 

2.3  流动相中乙酸钠浓度对SA分离的影响 

流动相中的离子浓度会影响物质的分离。上述实验使

用的流动相的乙酸钠浓度为50 mmol·L–1。为进一步

测试乙酸钠浓度对SA分离的影响, 我们分别用含有

20和100 mmol·L–1乙酸钠的流动相进行实验。当流动

相中含50 mmol·L–1乙酸钠时, SA峰的左侧还有1个峰

(图2E)。当流动相中含20 mmol·L–1乙酸钠时, SA峰与

相邻峰无法区分(图3A)。当流动相中含100 mmol·L–1

乙酸钠时, SA峰与相邻峰区分更加明显(图3B)。这表

明含100 mmol·L–1乙酸钠的流动相比含50 mmol·L–1

乙酸钠的具有更好的分离效果。 

2.4  优化SA的检测波长 

为了提高检测的灵敏度, 我们优化了SA的检测波长。

前人的研究(Zhang et al., 2017)使用激发光波长为

296 nm, 发射光波长为410 nm。首先, 我们在296 nm

激发光下扫描了350–450 nm发射光的强度, 发现最

优的发射光波长为395 nm (荧光信号强度为9.5) (图

4A, B)。其次, 我们扫描了280–320 nm的激发光, 并

检测了395 nm发射光的强度, 发现最优激发光波长

为300 nm (荧光信号强度为10.5) (图4C, D)。最后, 

我们在300 nm激发光下扫描了375–415 nm发射光

的强度, 发现最优发射光波长为405 nm (荧光信号强

度为11.4) (图4E, F)。上述实验结果表明, 优化检测 
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图2  流动相pH值对水杨酸(SA)分离的影响 

(A)–(C) 样品为被Psm ES4326侵染24小时后的拟南芥总SA; (D)–(F) 样品为未被Psm ES4326侵染的拟南芥总SA。EU同图1。红

色的峰指示SA。 

 
Figure 2  Effects of pH of the mobile phase on salicylic acid (SA) separation 
(A)–(C) The samples are total SA extracted from Arabidopsis treated with Psm ES4326 for 24 h; (D)–(F) The samples are total 
SA in Arabidopsis without Psm ES4326 infection. EU is the same as shown in Figure 1. The peaks labeled in red indicate SA. 

 

 
 

图3  流动相中乙酸钠浓度对水杨酸(SA)分离的影响 

(A) 20 mmol·L–1乙酸钠; (B) 100 mmol·L–1乙酸钠。样品为未被Psm ES4326侵染的拟南芥总SA。EU同图1。红色的峰指示SA。 

 
Figure 3  Effects of the concentration of sodium acetate in the mobile phase on salicylic acid (SA) separation  
(A) 20 mmol·L–1 NaAc; (B) 100 mmol·L–1 NaAc. The samples are total SA in Arabidopsis without Psm ES4326 infection. EU is the 
same as shown in Figure 1. The peaks labeled in red indicate SA. 

 

波长可以大幅提高检测SA的灵敏度。 

2.5  优化SA检测程序 

上述实验设置柱清洗开始时间为进样后6.0分钟, 清

洗3分钟, 然后平衡3分钟, 总时长为12分钟。由于柱

体积和输液管路体积的存在, 柱清洗体现在色谱图上

的时间为进样后8.0分钟, 比设置的柱清洗开始时间

滞后2分钟, 但与SA峰相隔3分钟(图3B)。因此, 为了 
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图4  水杨酸(SA)检测波长的优化 

(A), (B) 激发光波长为296 nm, 发射光波长为350–450 nm; (C), (D) 激发光波长为280–320 nm, 发射光波长为395 nm; (E), (F) 激

发光波长为300 nm, 发射光波长为375–415 nm。(A), (C), (E) 二维信号图; (B), (D), (F) 荧光波长-荧光能量积分图。样品均为

1 µg·mL–1 SA标准样品。EU同图1。 
 

Figure 4  Optimization of detection wavelength for salicylic acid (SA) 
(A), (B) The excitation wavelength is 296 nm and the emission wavelength is 350–450 nm; (C), (D) The excitation wavelength is 
280–320 nm and the emission wavelength is 395 nm; (E), (F) The excitation wavelength is 300 nm and the emission wavelength 
is 375–415 nm. (A), (C), (E) Two-dimensional signal plots; (B), (D), (F) Fluorescence wavelength-fluorescence energy integration 
plots. All samples are 1 µg·mL–1 SA standards. EU is the same as shown in Figure 1. 

 

提高实验效率, 我们重新优化了检测程序, 将柱清洗

开始时间提前至进样后3.5分钟, 柱清洗时间增加至

3.5分钟, 平衡时间保持不变(3分钟), 使总时长缩短

为10分钟(图5A)。结果表明, 该检测程序不仅能很好

地分离SA (图5B), 也有助于更好地清洗色谱柱。 

2.6  制作SA标准曲线 

为了测试优化效果, 我们检测了0.01–10 µg·mL–1 SA

标准样品, 并制作SA标准曲线(图6)。该曲线的R2为

0.999 94, 表明优化的检测方法能够准确测定SA的

浓度。 
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图5  水杨酸(SA)检测程序的优化 

(A) 检测程序图; (B) 检测结果。样品为未被Psm ES4326侵染

的拟南芥总SA。EU同图1。红色的峰指示SA。 

 
Figure 5  Optimization of salicylic acid (SA) detection pro-
cedure 
(A) Graph of detection procedure; (B) Detection results. The 
samples are total SA in Arabidopsis without Psm ES4326 
infection. EU is the same as shown in Figure 1. The peak 
labeled in red indicates SA. 
 

2.7  讨论 

高效液相色谱-荧光检测器技术是检测SA最常用的方

法。本研究在Zhang等(2017)的基础上对检测方法进

行优化。在Zhang等(2017)的方法中, 流动相为甲醇、

200 mmol·L–1乙酸钠, pH5.5, SA保留时间为22.2分

钟, SA峰与干扰峰相邻, 基线波动大, 总检测时长达

50分钟(图1B)。Zhang等(2017)的方法不利于SA的精

确检测, 也不利于高通量检测。本研究将流动相优化

为10%乙腈、100 mmol·L–1乙酸钠, pH5.2, 这使得SA

保留时间缩短至4.5分钟, 有效避免了干扰峰(图3B)。

结合检测程序的优化, 将单个样品检测时间缩短至

10分钟(图5B), 显著提高了检测效率。 

本研究还优化了荧光检测的激发光波长和发射

光波长。在Zhang等(2017)的方法中, 激发光波长为

296 nm, 发射光波长为410 nm, 检测到EU值约为

9 (图4B)。优化后激发光波长为300 nm, 发射光波长

为405 nm, 检测到EU值约为11.4 (图4F), 灵敏度提

高了约25%, 有利于精确测定SA浓度。 

本研究中确定的流动相组成和检测波长具有通用 

 
 

图6  水杨酸(SA)标准曲线 

(A) 不同浓度SA标准样品对应的峰面积; (B) 标准曲线(截距为

0, R2表示决定系数) 
 

Figure 6  Salicylic acid (SA) standard curve 
(A) Peak areas corresponding to different concentrations of 
SA standards; (B) The standard curve (with an intercept of 0, 
R2 indicates the coefficient of determination) 

 

性, 可应用于其它HPLC系统。需要注意的是, 在使用

其它HPLC系统时, 流动相的流速和清洗时间需要继

续优化, 以确保柱压稳定, 但可能会影响检测时间。 
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Optimization of an High-performance Liquid Chromatography 
Method for the Determination of Salicylic Acid 

Shixi Shi, Shunping Yan* 

College of Life Science and Technology, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China 

INTRODUCTION: The phytohormone salicylic acid (SA) plays multiple important roles in plants, such as disease re-

sistance, seed germination, and leaf senescence. Among these, the role of SA in plant disease resistance is the most 

studied. Since SA promotes disease resistance at the cost of plant growth, plants need to dynamically regulate the con-

tent of SA to balance disease resistance and growth. Therefore, fast and accurate measurement of SA content is a critical 

basis for plant immunity research.  

RATIONALE: High-performance liquid chromatography (HPLC)-fluorescence detector is the most popular method for the 

quantitative measurement of SA. In order to improve the efficiency and sensitivity of current methods, this study optimized 

the composition, ion concentration, and pH of the mobile phase, as well as the detection wavelength and detection pro-

cedure. 

RESULTS: The baseline of the chromatogram was more stable when using acetonitrile instead of methanol in the mobile 

phase. When the pH of the mobile phase was 5.2, the retention time of SA was the shortest, without interference peak 

near the SA peak, which was preferred for minimizing the detection time. The higher concentration of sodium acetate 

(100 mmol·L–1) in the mobile phase was better than that of lower concentration (20–50 mmol·L–1). Wavelength scanning 

revealed that the optimal excitation wavelength was 300 nm and the optimal emission wavelength was 405 nm, under 

which the highest sensitivity for SA detection was obtained. At a flow rate of 2 mL·min–1, it took 3.5 min for elution, 3.5 min 

for column wash, and 3 min for column balance, shortening the measurement time per sample from 50 min to 10 min. 

CONCLUSION: These optimizations greatly improved the sensitivity, stability, and efficiency of the SA measurement 

using HPLC, which will contribute to the plant immunity research. 

 

 
 
Optimization of salicylic acid (SA) measurement. (A) SA detection procedure; (B) Chromatogram using the optimized condi-
tion. The samples are total SA in Arabidopsis without Psm ES4326 infection. EU: Emission units. The peak labeled in red indi-
cates SA. 
 

Key words  salicylic acid, disease resistance, measurement, high-performance liquid chromatography, optimization 

Shi SX, Yan SP (2025). Optimization of an high-performance liquid chromatography method for the determination of 

salicylic acid. Chin Bull Bot 60, 846–853. 

——————————————— 

* Author for correspondence. E-mail: spyan@mail.hzau.edu.cn 

(责任编辑: 白羽红) 

© 植物学报 Chinese Bulletin of Botany




