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SUMMARY 

 

PROCESSING OF EXTRACTION AND ANALYSIS OF PLANT GROWTH  

SUBSTANCES IN VEGETABLES 

 

This method was applied to extract and analyze some kinds of phytohormones in vegetables. Plant 

tissues washed by tap water before frozen in liquid nitrogen and kept under 4oC in the freeze until to be 

analyzed. After grinding into powder, plant hormones in the samples were extracted by 2-

propanol/H2O/concentrated HCl (2:1:0.002, vol/vol/vol) and Dichloromethane (CH2Cl2), respectively. 

The supernatant was concentrated by nitrogen flow during an hour and dissolved in MeOH and then 

directly injected into column and analyzed by HPLC-ESI-MS/MS. 9 plant hormones had been identified 

and quatified in the plant tissues, with the limit of detection (LOD) was ranged from 0.19 ng.g-1 to 

22.14 ng.g-1 and an acceptable relatively higher recovery rate from 62.24-91.35%. To our knowledge, 

this is a rapid, simple, sensitive, accurate and efficient method for the analysis of phytohormones in 

vegetable samples using HPLC-ESI-MS/MS.  
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1. GIỚI THIỆU 

Chất kích thích tăng trưởng thực vật (plant 

hormone) đóng vai trò quan trọng trong hầu 

hết các quá trình sinh lý trong chu kỳ sống của 

thực vật, như sự tăng trưởng, sự trao đổi chất 

và sự hình thành từ sự nảy mầm đến sự lão hóa. 

Trên cơ sở cấu trúc và chức năng sinh lý của 

chúng, các hoocmon thực vật được phân thành 

một số nhóm chính bao gồm axit abscisic 

(ABAs), auxin, cytokinin, gibberellin và 

ethylene, và các phytohormone khác như 

jasmonate, salicylat (Zhao-Yun và cộng sự, 

2016). Việc xác định và định lượng 

phytohormone trong thực vật thu hút sự quan 

tâm và cần thiết của các nhà nghiên cứu về 

sinh học và sinh lý thực vật để tìm hiểu chức 

năng của chúng trong chuyển hóa thực vật và 

tương tác sinh thái (Marília et al. 2014, Matías 

et al. 2015). 

Theo Maren và cộng sự (2011) và Izumi và ctv 

(2009), sự hiện diện của các hooc môn ở nồng 

độ rất thấp trong các mô thực vật (10-9 đến 10-6 

M), do đó, việc phát triển phương pháp phân 

tích, xác định chất kích thích tăng trưởng là 

một thách thức. Ngoài ra, một thách thức khác 

là các hoóc môn khác nhau có các tính chất 

hóa học và cấu trúc đa dạng, khiến cho việc 

đánh giá đồng thời và công bằng về số lượng 

của chúng trở nên khó khăn (Yun et al. 2010). 

Một số các phương pháp xác định và định 

lượng chất kích thích tăng trưởng đã được báo 

45



cáo. Bioassays được coi là một phương pháp 

cổ điển để phân tích hormone và lần đầu tiên 

được sử dụng trong việc xác định các chất bổ 

trợ vào năm 1928 (Volksch et al. 1989). Tuy 

nhiên, phương pháp này thiếu sự hấp dẫn trong 

việc chuẩn bị mẫu, độ đặc hiệu thấp và độ lặp 

lại kém, do đó việc áp dụng Bioassays ít thu 

hút được sự chú ý trong những năm gần đây 

(Yun et al. 2010). Sau đó, xét nghiệm miễn 

dịch (immunoassays) đã được sử dụng như là 

phương pháp có độ nhạy cao đầu tiên trong 

việc định lượng các hooc môn thực vật (Weiler, 

1984; Sandberg et al. 1987). Tuy nhiên, sự 

xuất hiện của các phản ứng chéo và thời gian 

chuẩn bị kháng thể dài làm hạn chế các ứng 

dụng tiếp theo của chúng. Hơn nữa, kháng thể 

đặc hiệu không phù hợp để phát hiện đồng thời 

nhiều loại hormone thực vật khác nhau. Trong 

các nghiên cứu trước đây, sắc ký khí - phép đo 

phổ khối (GC-MS) là một kỹ thuật được công 

nhận trong lĩnh vực phân tích phytohormone 

(Meyer et al. 2003, Del et al. 2007, Pan et al. 

2010). GC-MS được công nhận là một phương 

pháp hiệu quả nhận dạng cấu trúc và định 

lượng chính xác trong phân tích các hooc môn 

thực vật, nhưng yêu cầu của mẫu phải bay hơi 

làm hạn chế các ứng dụng của nó đối với tất cả 

các loại hooc mon thực vật. Hơn nữa, một số 

thành phần không bền với nhiệt thường bị phân 

hủy ở nhiệt độ cao trong injector và cột của 

máy GC – nguyên nhân làm hạn chế sử dụng 

GC trong phân tích hooc môn tăng trưởng. 

Theo Qingfeng và ctv (2014), HPLC với phát 

hiện điện hóa kém hiệu quả trong việc phân 

tích định lượng các hooc môn thực vật trong 

các mẫu ở mức độ hàm lượng nano bởi vì quá 

trình lọc phức tạp và giới hạn định lượng đáp 

ứng để đáp ứng yêu cầu xác định khá cao và 

khó thành công với các mẫu có hàm lượng thấp. 

Trong những năm gần đây, các máy phân tích 

khối phổ kết nối với hệ thống sắc ký lỏng khá 

phát triển và được triển khai trong phân tích 

hóa lý cho phép gia tăng  độ nhạy và độ chọn 

lọc, có thể xác định và định lượng đồng thời 

nhiều hợp chất trong một lần chạy (Ljung et al. 

2004, Hou et al. 2008, Matías et al. 2015). Tuy 

nhiên, cách tiếp cận có thể khác nhau tùy thuộc 

vào phương pháp tách sử dụng sắc ký lỏng và 

các dạng khối phổ như 3 tứ cực, iontrap, 

orbitrap, TOF… ứng dụng trong định lượng. 

Do đó, phát triển một phương pháp phân tích 

nhanh, nhạy, đơn giản, chính xác và hiệu quả 

để phân tích các chất kích thích tăng trưởng 

trong các mẫu sinh học phức tạp là thực sự cần 

thiết và có ý nghĩa trong nghiên cứu thực vật.  

2. THỰC NGHIỆM 

2.1. Hóa chất 

Các chất chuẩn: Indole-3-butyric acid, Indole-

3-carboxylic acid, Trans-zeatin, N6-

Benzyladenine, Kinetin, N6-

Isopentenyladenine, Gibbereline A3, 

Gibbereline A4 and Gibbereline A7 được mua 

từ Công ty OlChemim Ltd. (Olomouc, Czech 

Republic).  

Methanol (MeOH) dùng cho HPLC có độ tinh 

khiết 99.80% và formic acid (FA) là các sản 

phẩm của Công ty Sigma Aldrich (Singapore) 

trong khi đó nước deion được tạo ra bằng máy 

Milli-Q Integral 3 (Merck Millipore, France).  

2.2. Quy trình tách và chiết mẫu  

Quy trình tách và chiết mẫu rau để phân tích 

các chất kích thích tăng trưởng được trình bày 

ở Hình 1.  

2.3. Điều kiện HPLC 

Ÿ Thiết bị Ultimate 30000 HPLC system 

(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany), 

Ÿ Cột sắc ký: Hypersll GOLD aQ with DIM 

150 x 2.1 mm, Particle size: 3 µm 

Ÿ Pha động A: nước deion (chứa 0.1% acxit 

formic) 

Ÿ Pha động B: MeOH (chứa 0.1% acxit formic) 

Ÿ Tốc độ dòng: 0,1 mL/min 

Ÿ Khay đựng mẫu được duy trì ở 8oC và cột 

tách được kiểm soát ở điều kiện 30oC. 

Ÿ Các chất kích thích tăng trưởng được tách 

bằng cột sắc ký và rửa giải bằng các pha động 

ở trên theo chế độ thay đổi dòng trong thời 

gian 15 phút như sau: khoảng 3 phút ban đầu 

tỷ lệ dung môi methanol chiếm 30%, sau đó 

được tăng dần trong thời gian 6 phút tới tỷ lệ 

nồng độ 90% và duy trì ở tỷ lệ này trong 

khoảng 3 phút; tiếp đó tỷ lệ methanol giảm 

xuống 30% trong thời gian 1 phút và duy trì 

khoảng 2 phút trước khi chuyển sang phân tích 

các mẫu tiếp theo. 
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Hình 1. Quy trình tách và chiết các chất kích thích tăng trưởng trong rau 

 

2.4. Điều kiện khối phổ:  

Việc định lượng và xác định các chất kích 

thích tăng trưởng và các chất chuyển hóa chính 

của chúng được thực hiện trên thiết bị phân 

tích khối phổ LCQ Fleet MS (Thermo Fisher 

Scientific, Bremen, Germany) được trang bị 

nguồn ion hóa điện hóa (ESI). Dung dịch 

chuẩn của các hormone tăng trưởng được 

chuẩn bị trong hỗn hợp MeOH/ H2O/FA 

(50/50/0.1%, v/v/v). Hỗn hợp chuẩn (1ng.µL-1) 

của các chất kích thích tăng trưởng được bơm 

trực tiếp vào detector MS thông qua syring 

Hamilton (500 µL, USA) ở tốc độ dòng 

µL.min-1.  

Các điều kiện phân tích khối phổ được tối ưu 

hóa và thiết lập bao gồm: heater temperature 

100oC, Sheath gas flow rate 25 (arb), Auxiliary 

gas flow rate 5 (arb), sweep gas flow rate 0 

(arb), spray voltage 3.6 (kV), Capillary 

temperature 200oC, Capillary voltage -11 (V) 

and tube lens -55.98 (V). 

Các dữ liệu phân tích, xử lý và đánh giá trên 

thiết bị khối phổ MS được thực hiện bởi phần 

mềm Xcallibur (Version 2.2, Thermo Fisher 

Scientific). 

3. KẾT QUẢ 

3.1. Kết quả tối ưu các điều kiện phân tích 

Các chất kích thích tăng trưởng Gibberelin A3 

(GA3), Gibberelin A4 (GA4), Gibberelin A7 

(GA7), Indole-3-butyric acid (IBA) và Indole-

3-carboxylic acid (ICA) được phân tích theo 

chế độ [M-H]- ions; trong khi các ion như 

Trans-zeatin (tZ), N6-Benzyladenine (BA), 

Kinetin (K) và N6-Isopentenyladenine (iP) 
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được phân tích theo chế độ [M+H]+ ions bằng 

cách sử dụng thiết bị  ESI-MS/MS. Tiền ion và 

các ion sản phẩm của mỗi chất kích thích tăng 

trưởng được xác định thông qua các hợp chất 

xác thực và sự chuyển hóa từ ion mẹ sang ion 

con được lựa chọn dựa trên cường độ tín hiệu 

của các chất phân tích. Mức độ năng lượng cô 

lập ion của các chất phân tích được tối ưu hóa 

để tạo ra tín hiệu tối đa (Bảng 1). Trong 

khoảng năng lượng từ 18 đến 24 (eV), tiền ion 

của mỗi chất kích thích tăng trưởng tạo ra 

nhiều ra nhiều mảnh ion sản phẩm, trong đó 

mảnh ion sản phẩm có tín hiệu cao nhất được 

lựa chọn để định lượng, hai mảnh ion có tín 

hiệu cao tiếp theo được sử dụng để xác nhận 

lại ion mẹ ban đầu. Tiền ion, các ion sản phẩm 

và mức năng lượng cô lập ion tối ưu của các 

chất kích thích tăng trưởng trong rau được 

trình bày ở Bảng 1 

3.2. Phân tích và xác nhận các chất kích 

thích tăng trưởng trong rau 

Thời gian  lưu của các chất kích thích tăng 

trưởng Gibberelin A3 (GA3), Gibberelin A4 

(GA4), Gibberelin A7 (GA7), Indole-3-butyric 

acid (IBA) và Indole-3-carboxylic acid (ICA) 

phân tích theo chế độ [M-H]- ions được thể 

hiện ở Hình 2, trong khi thời gian rửa giải của 

4 hợp chất Trans-zeatin (tZ), N6-

Benzyladenine (BA), Kinetin (K) và N6-

Isopentenyladenine (iP) phân tích theo chế độ 

[M+H]+ ions được trình bày ở Hình 3.  

Nhìn chung, tất cả các chất kích thích tăng 

trưởng phân tích theo cả hai chế độ ion âm và 

ion dương đều được rửa giải trước 10 phút. Cụ 

thể, có thể thấy từ Hình 2, trong các ion phân 

tích theo chế độ [M-H]-1, có GA3 được rửa giải 

sớm nhất ở 4.63 phút, tiếp đến là ion ICA, ở 

5.15 phút. BA và GA7 lần lượt là các ion được 

rửa giải ở vị trí thứ 3 và thứ tư ở 6.01 phút và 

6.83 phút. 7.10 phút được ghi nhận là thời gian 

lưu của GA4, đây là ion được rửa giai muộn 

nhất trong nhóm các chất được phân tích theo 

chế độ ion âm (Hình 2). 

Các quá trình chuyển đổi tiền ion và các ion 

sản phẩm khác nhau dưới chế độ giám sát phản 

ứng chọn lọc (selected reaction monitoring - 

SRM) cho phép phát hiện chính xác từng hợp 

chất trong hỗn hợp các chất kích thích tăng 

trưởng. Ngoài ra, việc theo dõi quá trình 

chuyển đổi ion từ tiền chất sang ion sản phẩm 

thường dẫn đến việc xác định một số peaks có 

chung một thời gian lưu của hợp chất phân tích 

mục tiêu (Hình 2, 3). Những dữ liệu này cho 

thấy rằng sự kết hợp của thời gian lưu trong 

sắc ký lỏng và sự chẩn đoán quá trình chuyển 

hóa từ tiền ion sang ion sản phẩm trong ESI-

M/MS là bắt buộc và cùng nhau. Đây được 

xem là điểm đặc hiệu thiết yếu của việc định 

lượng các chất kích thích tăng trưởng trong rau.  

3.3. Giới hạn phát hiện, giới hạn định lượng 

và hiệu suất thu hồi của phương pháp  

Việc xác thực phương pháp được thực hiện 

bằng cách tính toán giới hạn phát hiện (LOD) 

và giới hạn định lượng (LOQ) của quy trình. 

Đường chuẩn của các chất kích thích tăng 

trương bao gồm các điểm có nồng độ khác 

nhau: 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 and 1000 

µg.mL-1 phân tích lặp lại 3 lần và kết quả được 

trình bày ở Bảng 2. Hệ số tương quan (R2) của 

các đường chuẩn dao động trong khoảng 

0.9982 đến 0.9996, trong đó GA3: 0.9984, 

GA4: 0.9993, GA7: 0.9991, IBA: 0.9985, ICA: 

0.9982, tZ: 0.9996, BA: 0.9991, K: 0.9992 và 

iP: 0.9989 (Bảng 2). 

Giới hạn phát hiện (LOD) là nồng độ thấp nhất 

của chất phân tích, có thể phân biệt với độ 

nhiễu trong các mẫu trắng và được định nghĩa 

là nồng độ có tỷ lệ tín hiệu/ độ nhiễu (S/N) là 3. 

Bảng 2 cho thấy, nhóm gibberelin (GA3, GA4 

và GA7) có giới hạn phát hiện cao nhất, dao 

động trong khoảng 5.18 tới 22.14 ng.g-1. Tiếp 

đến là nhóm auxins bao gồm IBA và ICA có 

LOD lần lượt là 5.37 ng.g-1 và 2.60 ng.g-1. Đặc 

biệt, nồng độ chất phân tích thấp nhất được 

phát hiện ở mức 0.19 ng.g-1, 0.30 ng.g-1, 0.43 

ng.g-1 và 1.21 ng.g-1 tương ứng với các 

cytokinin bao gồm BA, tZ, K và iP (Bảng 2). 

Giới hạn định lượng (LOQ) được định nghĩa là 

nồng độ chất phân tích thấp nhất có thể được 

định lượng chính xác, và có tỷ lệ S/N là 10. 

Điều đáng chú ý ở Bảng 2 đó là có sự khác 

nhau về giới hạn định lượng của các chất kích 

thích tăng trưởng được phân tích bởi thiết bị 

sắc ký lỏng ghép nối song song khối phổ ở chế 
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độ ion hóa điện hóa. Giới hạn định lượng thấp 

nhất được ghi nhận ở chất N6-Benzyladenine 

(BA) với khoảng 0.64 ng.g-1. Trans-zeatin (tZ) 

và Kinetin (K) lần lượt xếp thứ 2 và thứ 3 với 

LOQ tương ứng bằng 1.0 ng.g-1 và 1.42 ng.g-1. 

Vị trí thứ tư và thứ năm lần lượt thuộc về N6-

Isopentenyladenine (iP) và Indole-3-carboxylic 

acid (ICA), ở 4.04 ng.g-1 và 8.65 ng.g-1. GA4 và 

IBA chia sẻ cùng vị trí về giá trị LOQ ở mức 

xấp xỉ 17 ng.g-1 trong khi giới hạn định lượng 

của GA3 là 32.41 ng.g-1. Đặc biệt, GA7 được 

định lượng ở nồng độ cao nhất, khoảng 73.78 

ng.g-1 (Bảng 2).  

Điều này cho thấy rằng ở cùng điều kiện phân 

tích nhưng các chất kích thích tăng trưởng 

trong rau được phát hiện và định lượng ở các 

nồng độ khác nhau, trong đó giới hạn phát hiện 

và định lượng thấp nhất thuộc về các chất 

thuộc nhóm cytokinin, tiếp đến là auxin và cao 

nhất ở nhóm gibberelin.  

Hiệu suất thu hồi là giá trị được xác định bằng 

tỷ số giữa hàm lượng của mỗi chất kích thích 

tăng trưởng hiển thị các mẫu spiked/tách chiết 

và tách chiết/spiked. Bảng 2 cho thấy có sự 

khác nhau về giá trị hiệu suất thu hồi của các 

chất kích thích tăng trưởng. Hầu hết các hợp 

chất như GA3, GA7, IBA, tZ, K và iP có hiệu 

suất thu hồi trung bình dao động trong khoảng 

80-90%. Đặc biệt, hiệu suất thu hồi của BA đạt 

giá trị cao nhất ở 91.35%, trong khi đó hiệu 

suất thu hồi của GA4 khá thấp (63.65%), và 

thấp nhất là 62.24% đối với hợp chất ICA. Mặt 

khác, độ lệch chuẩn về sự lặp lại trong việc xác 

định hiệu suất thu hồi của các chất kích thích 

tăng trưởng chỉ nằm trong khoảng 1.86-7.49%. 

Điều này cho thấy rằng tầm quan trọng của 

việc chuẩn bị đường chuẩn trong nền mẫu và 

sự xác thực của phương pháp phân tích các 

chất kích thích tăng trưởng trong rau. 

4. KẾT LUẬN  

Phương pháp phân tích này thể hiện phương 

trình tuyến tính của 9 chất kích thích tăng 

trưởng với hệ số tương quan R2 > 0.998, giới 

hạn xác định từ 0.19 ng.g-1 đến 1.21 ng.g-1 đối 

với các cytokinins (BA, tZ, K và iP), từ 2.60 

ng.g-1 đến 5.37 ng.g-1 đối với các auxins (ICA 

và IBA), và từ 5.18 tới 22.14 ng.g-1 đối với các 

gibberelins (GA3, GA4 và GA7). Hiệu suất thu 

hồi của phương pháp đối với các chất phân tích 

từ 62.24% tới 91.35%. Theo hiểu biết của 

chúng tôi, đây là phương pháp phân tích 

nhanh, nhạy, đơn giản, chính xác và hiệu quả 

trong việc phân tích các chất kích thích tăng 

trưởng trong các mẫu rau sử dụng thiết bị 

HPLC-ESI-MS/MS. 

LỜI CẢM ƠN 

Nhóm tác giả thực hiện nghiên cứu này xin 

trân trọng cảm ơn Đề tài: Nghiên cứu và đánh 

giá hiện trạng sử dụng các chất kích thích 

tăng trưởng thực vật (QTHU01.02/18-19) và 

Đề tài: Phát triển phương pháp Profiling cho 

một số đối tượng thực phẩm từ thực vật 

(TDNDTP.01/19-21) đã hỗ trợ kinh phí cho 

việc thực hiện nghiên cứu này. 
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Hình 2. Thời gian lưu của 5 chất kích thích 

tăng trưởng phân tích theo chế độ [M-H]- ion 

 

 
Hình 3. Thời gian lưu của 5 chất kích thích 

tăng trưởng phân tích theo chế độ [M+H]+ ion 
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4.4. Kết luận 

Sự tích lũy hàm lượng thủy ngân trong động 

vật nhuyễn thể hai mảnh vỏ thay đổi theo mùa 

(mùa mưa và mùa khô), cụ thể mùa khô phát 

hiện cao hơn mùa mưa. Tuy nhiên hàm lượng 

Hg trong nhiều mẫu nghiên cứu cao hơn so với 

quy chuẩn QCVN 8-2:2011/BYT [5] do đó 

cần phải có những cảnh báo sớm về hàm 

lượng kim loại nặng khi sử dụng làm thực 

phẩm chính hàng ngày. 
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