上海市林学会团体标准
《西红花球茎中吲哚乙酸和吲哚丁酸的测定 液相色谱-串联质谱法》（征求意见稿）编制说明
一、任务来源
2024年9月，由上海市崇明食品药品检验所提出编制上海市林业团体标准《西红花球茎中吲哚乙酸和吲哚丁酸的测定 液相色谱-串联质谱法》的立项申请，上海市林学会根据《上海市林学会团体标准管理办法》的规定，经过公开征集和专家评审，同意立项。根据《关于下达 2025 年度第一批林业团体标准制修订项目计划的通知》（沪林会学字〔2025〕4 号）批文，本项目被列入2025年度第一批林业团体标准修订项目计划，以《西红花球茎中吲哚乙酸和吲哚丁酸的测定 液相色谱-串联质谱法》名称正式下达编制任务。上海市崇明食品药品检验所作为本文件的主要起草单位，负责对该标准进行制订。
    二、标准编制目的和意义
• 通过建立规范的检测方法，旨在为西红花中生长素吲哚乙酸和吲哚丁酸含量的检测提供统一、规范的方法和流程，确保检测结果的准确性和可比性，使不同机构和企业的检测数据能够相互印证，为科研、生产和监管等提供可靠的数据支持。通过明确生长素的相关指标和标准，能够更好地控制西红花的质量，保证西红花产品的品质稳定，有助于筛选出品质优良的西红花品种，提高西红花产业的整体质量水平。并且可以帮助种植户和企业了解西红花生长过程中生长素的变化规律及合理使用生长素的量，依据标准合理调整种植、管理等生产措施，实现科学化、规范化生产，提高西红花的产量和质量。
标准的制定有助于崇明区西红花产业形成统一的质量规范和品牌形象，增强市场认可度和竞争力，推动西红花及其相关产品走向更广阔的市场，促进产业升级和可持续发展。同时还能为西红花内源性激素的研究提供了统一的标准和参考，便于科研人员之间的交流与合作，吸引更多的科研力量投入到西红花的研究中，推动西红花领域的科研创新，为产业发展提供更多的技术支持。
三、编制过程
1、工作准备
由上海市崇明食品药品检验所牵头成立了标准起草组，进行项目策划、进度控制，首先是多方借鉴其他标准编制的经验，查询西红花理化检测处理方式和植物生长素的检测方法等资料。并组织成员对GB/T 1.1-2020 《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》进行学习，根据要求编制新文件。
[bookmark: _GoBack]组织标准标定小组成员依据《崇明西红花调研》方案开展对西红花种植园区和企业的调研工作，从种植环境、生产管理到产品质量、产业发展各个环节，充分了解生长情况相关的信息，为后续制定科学合理的团体标准提供坚实的数据支撑和实践依据。
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]本编订小组先后开展了上海市药材公司西红花种植基地、上海卓睿西红花种植专业合作社、上海姿蔓西红花种植专业合作社等企业的调研活动，了解到西红花人工养殖对于气候、土壤、光照、水肥等都有严格要求。球茎休眠期（夏季）需保持凉爽干燥，温度控制在 25℃以下，超过30℃易导致球茎腐烂；冬季可耐受-10℃左右低温，但若长期严寒需覆盖保温。 花期在秋季（10-11月），此时温度稳定在10-15℃最利于开花等相关信息。由此可见温度控制是西红花培育的关键点。
2、标准起草，形成征求意见稿
调研结束后，标准起草工作组开展了西红花中吲哚乙酸和吲哚丁酸检测方法的开发，进行了包括仪器选择、样品前处理方式、质谱条件等所有参数的开发及优化。在检测条件成型后，通过目标化合物加标的方式，从准确性、精密度、重现性等方面进行了验证，然后组织外部实验室开展方法准确性和再现性等信息的验证。最终，按范围、规范性引用文件、术语和定义、西红花球茎中吲哚乙酸和吲哚丁酸的测定前处理方法及仪器信息等主要结构内容，形成了标准征求意见稿。
四、编制原则
本标准按照GB/T 1.1-2020 《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》及国家有关法律法规、强制性标准及行业政策要求，遵循科学性、规范性、可操作性、协调性等原则进行编写。
在科学性上，贯彻最新的国标及行标的技术规定，条款明确无歧义，内容正确完整，关系清晰，结构优化；在规范性上，遵守标准制定的一般程序，标准内容的编写顺序和编排格式、章条划分、编号等，符合相关规定的要求；在可操作性上，通过对红花中吲哚乙酸和吲哚丁酸提取、浓缩和净化等发面进行方法优化，并利用目标化合物加标的形式，对本方法的精密度和重现性进行了考察，以确保其满足《GB 5009.295-2023 食品安全国家标准 化学分析方法验证通则》。并组织包含：上海市农产品质量安全中心、上海市松江区食品药品检验所、上海市浦东区食品药品检验所、上海市青浦食品药品检验所、上海市嘉定食品药品检验所、上海市安谱实验科技股份有限公司共6家实验室进行方法验证比对。通过外部实验室验证表明，该检测方法的准确性和再现性等满足检测需求，方法具有普遍适用性。
在协调性上，与现行法律法规、相关国标或行标等没有冲突。
五、标准修订的主要内容
本标准不涉及修订。
六、标准的主要技术内容
(一)范围
本文件本标准规定了西红花球茎中吲哚乙酸和吲哚丁酸的液相色谱-串联质谱检测方法。
本文件适用于西红花球茎中吲哚乙酸和吲哚丁酸的测定。
(二)  规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
(三)  原理
试样用甲醇提取，经固相萃取柱净化，浓缩后供液相色谱-串联质谱仪测定，外标法定量。
(四)试剂、标准品及材料
除另有说明外，水为GB/T 6682规定的一级水。乙腈（CH3CN，75-05-8）：色谱纯。甲醇（CH3OH，67-56-1）: 色谱纯。甲酸（HCOOH）：色谱纯，纯度≥98%。乙醇（C2H5OH，64-17-5），色谱纯。50%甲醇溶液: 取等体积的甲醇和水混匀。0.1%甲酸溶液：取 1.0 mL 甲酸（4.1.3）用 1 000 mL 水稀释并定容。乙腈-0.1% 甲酸溶液(4+6)：量取 40mL 乙腈与 60 mL 的 0.1% 甲酸溶液（4.1.6），混匀。
标准品信息:吲哚乙酸标准物质（C10H9NO2）：CAS号 87-51-4，纯度≥98%。吲哚丁酸标准物质（C12H13NO2）：CAS号 133-32-4，纯度≥98%。吲哚乙酸、吲哚丁酸标准储备液：100.0 g/mL。准确称取适量（精确至0.1mg）的吲哚乙酸、吲哚丁酸标准物质，分别用少量甲醇溶解并转移至 100 mL 容量瓶中，分别用甲醇定容至刻度，混匀，-18 ℃以下避光保存 6 个月。混合标准储备溶液：分别从标准储备溶液准确移取上述吲哚乙酸、吲哚丁酸标准储备液 1.0 mL 至 100 mL 容量瓶中，用甲醇定容至刻度，混匀，浓度为 1.0 µg/mL，0～4 ℃以下避光保存。混合标准工作溶液：根据需要用甲醇稀释配制成浓度为 2.0 g/L、4.0 g/L、20.0 g/L、50.0 g/L、100.0 g/L、200.0 g/L、500.0 g/L的标准工作溶液。混合标准工作溶液应现用现配。
材料信息:HLB 固相萃取柱（N-乙烯基吡咯烷酮-二乙烯基苯）：200 mg/6 mL，使用前用 5 mL 甲醇和 5 mL 水预处理。滤膜：0.22 µm，有机相。离心管。150mL梨形瓶
（五）仪器设备
液相色谱-串联质谱：配备电喷雾离子源（ESI）。离心机：4000 r/min。超声波清洗器：100 kHz。分析天平：感量0.1mg。旋转蒸发仪。均质机。涡旋混合仪。
（六）样品 
取有代表性的试样100克，装入干净的容器内匀浆混匀，在抽样及制样的操作过程中，应防止样品受到污染或待测物发生含量的变化。
（七）试验步骤
提取和净化：准确称取5 g试样（精确至0.1 mg）于50 mL离心管中，用50 mL甲醇分两次提取，每次25 mL，涡旋混匀，超声提取10 min后，以4000r/min速度离心5min，合并上清液。
将提取的上清液全部过柱，通过后，依次以50%甲醇溶液和5mL水洗涤，流速不超过2d/s,弃去淋洗液，负压抽干，用5mL甲醇洗脱，收集洗脱液于梨形瓶中，40℃以下旋至近干，用乙腈-0.1%甲酸溶液溶解，并定容至1mL，经微孔滤膜过滤，供液相色谱-串联质谱测定。
测定：液相色谱参考条件：色谱柱：BEH C18，1.7μm， 5 cm×0.21 cm（内径）或相当者；柱温：35℃；流动相：乙腈+5mmoL/L乙酸铵（35+65，体积比）；流速：0.200mL/min；进样量：10μL。
质谱参考条件：电离方式：ESI；扫描方式：正离子扫描；检测方式：多反应监测MRM，多反应监测条件如下。
	化合物
名称
	保留时间
min
	扫描模式
	母离子
m/z
	子离子
m/z
	碰撞能量
V

	吲哚乙酸/IAA
	1.759
	ESI+
	176.1
	103.3*
	85

	
	
	
	
	130.2
	85

	吲哚丁酸/IBA
	1.752
	ESI+
	204.2
	186.0*
	85

	
	
	
	
	144.0
	85

	带*的为定量离子


定性分析：按照上述条件测定样品和混合标准溶液，如果样品中检出的色谱峰保留时间与所用标准溶液中目标物的保留时间一致，并且在扣除背景后所选择的3对离子的丰度与标准溶液中目标物的3对子离子丰度比的偏差不超过表1的限定，则可判定样品中存在相应的目标物。
表1 定性测定是相对离子丰度的最大允许偏差  单位为百分率
	类别
	范围

	相对离子丰度
	＞50
	20-50（含）
	10-20（含）
	＜10

	允许的相对偏差
	±20
	±25
	±30
	±50


定量测定：采用外标法进行定量计算。按浓度由小到大的顺序，依次分析所用混合工作标准溶液，得到浓度与定量离子峰面积的工作曲线。样品溶液中分析物的响应值应在工作曲线范围内。
标准溶液的液相色谱-串联质谱多反应监测（MRM）色谱图参见附录C。
空白试验：除不加试样外，按照7.1步骤进行空白试验。
（八）结果计算
试样中被测组分含量按式（1）计算。
X=(C_i×V)/M… (1)
式中：
X—试样中被测组分的含量，单位为微克每千克（µg/kg）；
Ci —从标准工作曲线上得到的被测组分溶液浓度,单位为微克每升（µg/L）；
V—样液最终定容体积，单位为毫升（mL）；
M—样液所代表的试样质量单位为克（g）。
计算结果保留2位有效数字。
（九）精密度
在重复性条件下，2次独立测定结果的绝对差不大于重复性限（r），在再现性条件下，2次独立测定结果的绝对差不大于再现性限（R）。方法定量限、回收率、被测组分的添加水平和回收率数据详细数据参见本检测方法附录部分。
七、与国内外同类标准技术内容的对比情况
与国内相关植物激素检测标准如《水果和蔬菜中多种植物生长调节剂的检测 液相色谱串联质谱法》（T/SATA 0008—2018）相比，在适用范围上更具更强的针对性。在检测方法上也有相似之处，但在样品前处理环节因西红花的特殊成分和基质而有所不同。
国外有类似的针对植物内源性激素检测的标准或方法，但在检测目标物的种类、检测技术细节、样品基质等方面存在差异。如国际上对于植物激素检测更侧重于多种激素的同时检测，而本方法专注于西红花中的吲哚乙酸和吲哚丁酸，提高了方法的灵敏度。此外，不同国家和地区的仪器设备使用习惯、试剂规格等也存在一定差异，导致具体方法参数有所不同。
八、与有关法律、行政法规及相关标准的关系
本标准所确定的相关质量标准与现行法律、法规和相关标准化相协调、无冲突。
九、重大分歧意见的处理经过和依据
本标准制定过程至本阶段尚无重大分歧意见。
十、实施标准的措施建议
应用方法前需对相关操作人员开展包括样品前处理、仪器参数设置、数据采集与分析等环节的培训，提高操作人员的技能水平和熟练程度。定量分析时需选用具有高纯度、准确性和可溯源性的吲哚乙酸、吲哚丁酸标准物质，用于仪器校准、方法验证和质量控制，确保检测结果的准确性和可比性。
十一、其他应当说明的事项
无。


