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摘要：建立了采用反相高效液 相 色 谱 测 定 烤 烟 叶 片 中 类 胡 萝 卜 素 的 方 法。烤 烟 叶 片 先 用 含 "- &7 丁 基 羟 基 甲 苯

（89,）的 ."7 丙酮水溶液萃取，然后加入 "- & : 醋酸铅，于 % ; 下以&" """ # < /01 离心 ( /01 以去除蛋白质。色谱

柱为 =&* 反相柱（$- . // 0- >- / &(" //，( !/）。流动相：?，甲醇 +异丙醇（ 体积比为 &0 &）；8，超纯水。洗脱程序：

" ’ &" /01，)"7 ? 1 $"7 8；&" ’ &) /01，&""7 ?；&) ’ $" /01（."7 ? 1 &"7 8）。 流 速："- ( /@ < /01。 进 样 量：&"
!@。检 测 波 长：%(" 1/。 该 方 法 简 化 了 样 品 的 前 处 理 过 程，% 种 类 胡 萝 卜 素 物 质 的 加 标 回 收 率 为 .&- ))7 ’
.)- %!7，相对标准偏差为 $- %#7 ’ "- .*7。用该方法研究了烤烟发育过程中类胡萝卜素含量的变化规律，获得了与

文献较为一致的结果。
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, , 类胡萝卜素是存在于植物和微生物中的脂溶性

色素，通常是指 =%" 的 碳 氢 化 合 物（ 胡 萝 卜 素）和 它

们的氧化衍 生 物（ 叶 黄 素）两 大 类 色 素。类 胡 萝 卜

素在植物叶绿体的光合 作 用 中 起 着 重 要 作 用［& ’ $］，

也是合成植 物 激 素 脱 落 酸（?8?）的 前 体［%］。在 烟

叶中，类胡萝卜素作为许多重要致香成分的前提物

对烟草香味品质的形成有重要作用［(］，烟草品质形

成是烟草在品种、生态环境等综合条件下发育的结
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果，因此研究烟草发育过程中类胡萝卜素的含量变

化具有重 要 意 义［#］。类 胡 萝 卜 素 的 测 定 常 采 用 分

光 光 度 法、高 效 薄 层 色 谱 扫 描 法 以 及 液 相 色 谱

法［$ % &’］。分光光 度 法 准 确 性 较 差［$，(］，高 效 薄 层 色

谱扫描法及传统的液相色谱法样品前处理复杂，采

用固相萃取法虽可简化样品前处理，但使用成本较

高［) % &!］。类胡萝卜素类色素稳定性差，提取测定时

均要低温、避光、快速。为了准确测定烤烟发育过程

中类胡萝卜素类物质，尽可能模拟自然状态下类胡

萝卜素的含量、组分比例，我们简化了样品的前处理

步骤，采用反相高效液相色谱法测定了烟草叶片发

育过程中的类胡萝卜素，取得较满意的结果。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

* * 液 相 色 谱 仪 系 统 包 括 !"#$%& +&+ 泵，!"#$%&
!"($ 紫外’可见分光光度检测器，()*+,$% 色谱工

作站，-.$+/01$ $$!+ 2 型 手 动 进 样 阀。324)" 低 温

离心机。常州国华 56’" 型振荡器。

* * 超纯水为石英亚沸蒸馏水，并用北京历元公司

超纯水 仪 处 理，电 阻 率! &( 7!· 8)；异 丙 醇 为

324)" 公司生产的色谱纯试剂，甲醇为 9: ;: <"=$%
公司生 产 的 色 谱 纯 试 剂；叶 黄 素（ >?#$21）、紫 黄 质

（@2+>"A"1#.21）、新黄质（1$+A"1#.21）植物色素标准

物由日本 !BCD 公 司 生 产，!’类 胡 萝 卜 素（ !’8"%+’
#$1$）、!’阿 朴’(E’胡 萝 卜 醛（ !’"*+’(E’8"%+#$1">，内

标）购于 324)" 公司。烤烟叶片采自河南农业大学

科教园区试验田。

! ! #" 标准溶液的配制

* * 准确称取 !’胡萝卜素标准品 + )4，溶于 &’ )F
丙酮中，混 匀 后 吸 取 溶 液 & )F 用 丙 酮 定 容 至 &’
)F，配成 +’ )4 G F 的储备液。准确称取 &, (!" )4
!’阿朴’(E’胡萝卜醛溶于 &’’ )F 丙 酮 中，然 后 稀 释

+ 倍，得到 -, #"( )4 G F 的储备液。新黄质、紫黄质、

叶黄素 等 标 准 溶 液 为 直 接 购 得，质 量 浓 度 依 次 为

&, -!$，’, )$"，&, &&! )4 G F。 采 用 逐 步 稀 释 法 得 到

其他浓度的各种标准溶液。

! ! $" 色谱条件

* * 色谱柱 为 30))$#%0 H&( 反 相 色 谱 柱（-, ) ))
2, /: . &+’ ))，+ ")）（ 美 国 !"#$%& 公 司 ）。 流 动

相为：B，甲 醇’异 丙 醇（ 体 积 比 为 & / &）；<，超 纯 水。

流速：’, + )F G )21。洗脱程序：’ % &’ )21（$’I B 0
-’I <）；&’ % &$ )21（&’’I B）；&$ % -’ )21（)’I B
0 &’I <）。以曲线 # 线性递增（ 减）的梯度条件，平

衡 &’ )21 后手动进样。进样量：&’ "F。检测波长：

"+’ 1)。柱温：室温。

! ! %" 样品处理

* * 取新鲜烟叶，擦净表面污物，剪碎（ 去掉中脉），

混匀。称取剪碎的新鲜烟叶样品 + 4，放 入 研 钵 中，

加少量石英砂和 + )F )’I 丙酮（ 体积分数为 )’I
的丙酮水溶液，含 ’, &I 丁基羟基甲苯，下同），于冰

浴条件下 研 成 匀 浆，再 加 )’I 丙 酮 &’ )F，继 续 研

磨至组织变 白，然 后 倒 入 &’’ )F 三 角 瓶 中，用 "+
)F )’I 丙酮分 - 次 冲 洗 研 钵 后 倒 入 三 角 瓶 中，振

荡萃取 -’ )21，过滤。将滤渣用 &’ )F )’I 丙酮洗

涤 ! % - 次，至 滤 渣 为 白 色，合 并 滤 液，定 容 至 &’’
)F，从中取 # )F 至 离 心 管 中，加 入 ’, & 4 醋 酸 铅，

以&’ ’’’ % G )21 的 转 速 于 " J 下 离 心 + )21，用

’, "+ ") 针头过滤器过滤。

#" 结果与讨论

# ! !" 类胡萝卜素的色谱分离

* * 在“& : -”节 色 谱 条 件 下，主 要 类 胡 萝 卜 素 都 能

达到基线分离，分析时间较短，色谱图见图 &。

图 !" （"）类胡萝卜素标样和（#）烤烟新鲜叶片中

色素类物质的色谱图

$%&! !" ’()*+",*&)"+- *.（"）/")*,01*%2 -,"12")2-
"12（#）&)001 .3405/4)02 ,*#"//* 30"60-

& : >?#$21；! : @2+>"A"1#.21；- : 1$+A"1#.21；" : !’"*+’( E’8"%+’
#$1">，21#$%1"> &#"1/"%/；+ : !’8"%+#$1$:

# ! #" 标准工作曲线的绘制

* * 根据样品中类胡萝卜素的含量分别配制标准溶

液，进 样 后 计 算 不 同 浓 度 下 的 峰 面 积。 以 峰 面 积

（!）对 标 准 品 的 质 量 浓 度（ "，)4 G F）进 行 线 性 回

归，结果见表 &。根 据 信 噪 比 # $ % 1 -，测 得 各 组 分

的最低检测质量浓度均为 "’ "4 G F。

·!#&·
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表 !" 类胡萝卜素类物质的回归方程、相关系数及线性范围

!"#$% !" &%’(%))*+, %-."/*+,)，0+((%$"/*+, 0+%11*0*%,/)
",2 $*,%"( (",’%) +1 0"(+/%,+*2)

!"#$"%&%’ (&)*&++,"% &-./’,"% !
0.’&,% " # $ # %% & $’($ ) " 1 $* & $’% ’ 1 ++++
2&"3/%’4,% " # $ # %, & $’($ ) ( 1 -. & $’% ’ 1 ++.*
5,"6/3/%’4,% " # $ # %, & $’($ / , # -* & $’" ’ # +++$

!7!/*"’&%& " # . # *’ & $’-$ ) " 1 ’’ & $’- ’ 1 ++++

!78$"7* 97:/*"’&%/6 " # " # %. & $’($ ) " 1 ., & $’- ’ 1 +++.

! "：$&/; /*&/；$：#/++ :"%:&%’*/’,"%，#) < 01 0,%&/* */%)&：

6.’&,%，’ 1 ’,+( ) $ 1 $$" #) < 0；%&"3/%’4,%，’ 1 ’*% ) $ 1 %".
#) < 0；=,"6/3/%’4,%，’ 1 ’,$ ) ’ 1 +.- #) < 0；!7:/*"’&%&，’ 1 ’* )
(’ #) < 0；!7/$"7* 97:/*"’&%/6，’ 1 ""* ) % 1 ,-* #) < 01

# 3 $" 回收率和精密度实验

! ! 准确称取相同烟样两份，其中一份加入已知量

的混合标准溶液，在相同条件下测定 ( 次，通过加入

标准类胡萝卜素溶液量计算各组分的回收率，并计

算相对标准偏差（ 见表 "）。

表 #" 方法的回收率和精密度（ ! # (）

!"#$% #" &%0+4%(5 ",2 6(%0*)*+, +1 /7% 8%/7+2（ ! # (）

!"#$"%&%’ 8>>&> < !) ?".%> < !) (&:"=&*@ < A (BC < A
0.’&,% ’ 1 $%+" ’ 1 $%$% +- 1 -* % 1 -,
5,"6/3/%’4,% ’ 1 $""$ ’ 1 $$,. +( 1 ,% " 1 ,$
2&"3/%’4,% ’ 1 $,,% ’ 1 $("% +$ 1 .. " 1 *%

!7!/*"’&%& ( 1 .(’% ( 1 ,’’+ +. 1 -" ’ 1 +*

!78$"7* 97
:/*"’&%/6

’ 1 ."+( ’ 1 .(’+ $’" 1 * ’ 1 %.

图 #" 烤烟发育过程中类胡萝卜素含量的变化

9*’3 #" :+,/%,/) +1 *86+(/",/ 0"(+/%,+*2) *, /7%
’(+;/7 +1 1$.%<0.(%2 /+#"00+ $%"4%)

$ 1 =,"6/3/%’4,%；" 1 %&"3/%’4,%；% 1 6.’&,%；- 1 !7:/*"’&%&1

# 3 %" 样品测定

! ! 测定了烤烟 D%", 发育过程中类胡萝卜素含量

的变化（ 见图 "）。由图 " 可知，紫黄质是烤 烟 叶 片

发育过程中含量很少的一类类胡萝卜素物质，其在

叶片发育前期、中期含量基本保持不变，为 $" !) < )
左右，后期减少到 ( !) < )，减少了 (*0 %A。新黄质、

叶黄素、!7胡萝卜素在叶片生长前中期（$( 1 -’ >）

随生育期 的 后 移 而 增 加，在 欠 熟 期（-’ >）有 一 高

峰，含量分别为 -%，$’$0 ,-，$.$0 +" !) < )。

# 3 &" 讨论

! ! 文 献［$"，$%］报 道，新 鲜 烟 叶 的 色 素 主 要 有 叶

绿素 /、叶绿素 E、叶黄素、新黄质、紫黄质和 !7胡萝

卜素。一般来说，新鲜烟叶中的叶绿素含量变化范

围为 ’0 (A 1 -A，成熟烟叶中黄色色素，即胡萝卜素

和叶黄素的总量约为叶绿素含量的五分之一至三分

之一［$-］。烤烟型烟叶中的胡萝卜素是由 ,*A 的 !7
胡萝卜素和 %"A 的新7!7胡萝卜素所组成的混合物，

而叶黄素的构成为 ,’A 的叶黄素、""A 的新黄素和

$*A 的紫黄 质［$(］。本 试 验 结 果 与 前 人 研 究 基 本 相

同。本试验研究表明：河南盆栽条件下烤烟叶片发

育过程中新黄质、!7胡萝卜素含量较多，成熟过程中

降解也较多，可以推测新黄质、!7胡萝卜素在烤烟叶

片发育过程中是影响河南烤烟香味物质产生的主要

类胡萝卜素类物质。
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