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摘 要：采用反相高效液相色谱’二极管阵列检测器（@A’BACD’EFE）分离和测定烟草中类胡萝卜素及其异构体的组成和含量。烟

草样品经过含有 $G&H丁基羟基甲苯（IB!）的丙酮溶液萃取，浓缩后，经 JKLM/N OI D&>色谱柱分离。流动相组成：F，乙腈 P水（体积比

为 >>P&+）；I，乙酸乙酯。梯度洗脱程序：$ Q +% .08，&$$HF；+% Q %$ .08，I 由 $H线性增加为 ?$H；%$ Q %% .08，)$HFR ?$H I；%%
Q ?$ .08，F 由 )$H线性增加为 &$$H。检测波长：)%$ 8.。进样量：&$!C。流速：&G$ .C S .08。该方法简化了样品的前处理，共分

离出烟草中 && 种类胡萝卜素及其异构体。类胡萝卜素物质的加标回收率为 >,G,H Q *)G?H，；相对标准偏差为 (G$&H Q )G+*H。

同时研究了新鲜烟叶和烘烤后烟叶中类胡萝卜素的分布和含量，结果显示：烟叶中类胡萝卜素的组成及含量与烟叶品种、部位以

及调制有关。
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类胡萝卜素作为一种重要的天然色素广泛分布在

植物、动物以及微生物中，它们一般是由 ! 个类异戊二

烯单位组合成多烯链，通过共轭双键构成的一类化合

物或其氧化衍生物［"#$］。类胡萝卜素的长链共轭结构

赋予了它们重要的生物学功能。研究表明类胡萝卜素

不仅是重要营养物质维生素 % 的前体物，同时还具有

清除自由基、延缓衰老、增强免疫以及预防癌症等功

能［&#’］。因此，类胡萝卜素与人类健康密切相关。

研究表明，烟草中的类胡萝卜素是影响烟叶品质

的主要成分之一，它不仅决定了调制后烟叶的外观质

量［(］，而且类胡萝卜素降解物是烟叶重要的致香物质，

直接或间接地影响烟叶的内在品质［)］；同时，烟草中

一些类胡萝 卜 素 在 烟 支 高 温 燃 烧 时 会 形 成 多 环 芳

烃［!#*］，因此烟草中的类胡萝卜素也是一种潜在的影响

烟气安全性的物质，对烟草中类胡萝卜素种类及其含

量的研究具有重要意义。

类胡萝卜素的测定常采用分光光度法、柱色谱法、

薄层色谱法等［"+#"$］。但这些方法由于准确度差，耗时

以及样品前处理复杂等缺点而被具有准确、快速及容

易实现自动化等优点的高效液相色谱法（,-./）所取

代。,-./ 的迅速发展，特别是随着光电二级管阵列检

测器（0%0）的引入，可更方便有效的利用光谱特征对

类胡萝卜素及其异构体进行定性分析［"&］。本文使用

102 /"!反相色谱柱，研究建立了 ,-./#0%0 定性定量

分析烟叶中类胡萝卜素的方法，并比较测定了新鲜烟

叶和烘烤后烟叶中类胡萝卜素的分布及含量。

! 试验部分

!"! 仪器与试剂

%345678 ""++ 高效液相色谱仪，9"&"’% 二极管阵

列检测器（美国 %345678 公司），:;<=>? 2@#/"!色谱柱（AB(
C "’+ DD，’!D，美国 %345678 公司），振荡器（南京庚辰

科学仪器有限公司），旋转蒸发仪（南京庚辰科学仪器

有限公司），/EF$’#+( 超声波清洗器（上海必能信超声

有限公司），G454#E#"!’ 超纯水制备系统（德国 G4554H;<6
公司）。

"#胡萝卜素和##胡萝卜素混合标样（"#I><;8676 >7J
##I><;8676，$ K"）、玉米黄质（L6>?>78M47）、"#阿朴#!’#胡萝

卜醛（"#>H;#!’#I><;867>5，内标）、$，(#叔丁基对甲酚（$，

(#=N8O5>86J MOJ<;?O8;5N676，@,P）、三乙胺（PQ%）、叔丁基

醚（GP@Q）均购于 243D> 公司（28 R .;N4S，G1，T2%）；新

黄 质（ 76;?>78M47）、紫 黄 质（ U4;5>?>78M47）和 叶 黄 素

（5N8647）标准样品从菠菜中分离得到。无水 V>$21A、

V>/5、W1,、盐酸、乙醚、石油醚（&+ X (+ Y）、正己烷、氯

仿、丙酮和甲醇（分析纯，国药集团上海化学试剂有限

公司）。甲醇、二氯甲烷、异丙醇、乙腈、乙酸乙酯、四氢

呋喃、和丙酮（色谱纯，Z4SM6< 公司）。不同品种以及不

同部位烟叶样品由中国科学技术大学烟叶站和云南烟

草研究院提供，所有烟叶样品干燥后粉碎过 A+ 目筛收

集。

!"# 新黄质、紫黄质和叶黄素标样的制备

根据 W4DN<> 等［"A］报道，新黄质、紫黄质和叶黄素

标样从菠菜中分离得到。从市场购买来的新鲜菠菜，

去掉叶脉，用去离子水洗净叶片，剪成碎片后迅速冻干

成粉末。称取 $+ 3 菠菜叶粉末于 $’+ D. 锥形瓶中，加

入 *+ D. 冰丙酮，在振荡器上振荡 $ M（"’+ <HD），抽滤，

用 &+ D. 冰丙酮洗涤 $ 次，合并滤液。

在分液漏斗中预先加入 ’+ D. 石油醚，将丙酮萃

取液部分转移到分液漏斗中，加入 "+ D. 饱和 V>/5 溶

液，再缓慢加入 "’ D. 去离子水，轻轻振荡，静置分层

后，放掉下层，收集上层石油醚萃取液。重复以上操

作，直到所有丙酮萃取液全部转移到石油醚中。在石

油醚萃取液中加入等体积的 "+[ W1,#甲醇溶液，充

入 V$，在室温、黑暗中皂化过夜。

皂化液取出后，转移到分液漏斗中，静置分层，去

除下层（除去叶绿素及其衍生物），上层加入一定量的

饱和 V>/5 溶液和去离子水洗至 H, 接近中性后，转移

到锥形瓶中，加入无水 V>$21A 干燥。干燥后的皂化液

旋转蒸发浓缩至 A D. 左右。

在层析柱（&+ ID C $+ DD 4 R J）中装入 &+ 3 中性氧

化铝（""+ Y下活化 & M），上端加入少量的无水 V>$21A

形成约 "ID 左右的干燥层。将浓缩后的萃取液移入层

析柱中，分别用 !’ K "’、(+ K A+（体积比）的丙酮#石油醚

体系来洗脱叶黄素和紫黄质，用 "++[丙酮洗脱新黄

质，,-./ 法测定分离得到标样的纯度［"A］。所得叶黄

素、紫黄质和新黄质标样浓缩后，溶解于乙醇中，分别

在 AA(、AA+ 和 A&! 7D 波长下测定其吸光度，并计算其

浓度［"’］：

类胡萝卜素浓度（3 \ D.）] Q
Q"["ID C "++

式中 Q：分 光 光 度 计 测 定 的 类 胡 萝 卜 素 吸 收 值；

Q"["ID：类胡萝卜素的吸收系数（在乙醇中，叶黄素和紫

黄质均为 $$’+，新黄质为 $$A&），叶黄素、紫黄质和新

黄质标样浓度分别为："*$!3 \ D.、A$B(!3 \ D. 和 ’AB!

!3 \D.。通过计算 ,-./ 色谱图中每种类胡萝卜素峰

面积与所有峰面积之比，得到叶黄素、紫黄质和新黄质

的纯度范围分别为 *A[ X *![、*&[ X *([和 *+[ X
*’[，符合定量分析的要求。
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!"# 标准溶液的配置

准确称取!!胡萝卜素和"!胡萝卜素混合标准品

"#$$ %&、玉 米 黄 质 ’#$$ %& 和"!阿 朴!(’!胡 萝 卜 醛

’$#$$ %&，丙酮溶解后分别定容到 )" %*、’$ %* 和 "$
%* 棕色容量瓶中，分别配置成 )$$#& + %*、’$$#& + %*
和 )$$#& + %* 的储备液。从菠菜中分离得到的新黄

质、紫黄质和叶黄素标样浓缩后溶在乙醇中，其浓度分

别为 ",#(、,)#- 和 ’.)#$#& + %*。所有储备液中均含

$#’/的 012 作为抗氧化剂，充入 3)，于 4 )$ 5下避光

保存。

!"$ 样品前处理

非皂化样品：准确称取 $#" & 烟样，置于 ’$$ %*
的磨口锥形瓶中，加入 )" %* 丙酮（含 $#’/ 012），同

时加入 "$#& 内标（"!阿朴!(’!胡萝卜醛），用铝箔包

裹，密封，振荡 ) 6（’"$ 78%）。振荡萃取结束后，迅速

过滤，滤渣用丙酮洗涤（’" %* 9 : 次），合并滤液，加入

’" & 无水 3;)<=, 干燥 ) 6。干燥后，将萃取液旋转蒸

发浓缩至 ’ %* 左右（水浴温度不超过 :" 5），经 $#,"

#% 有机滤膜过滤到棕色色谱瓶中，立即 进 样 进 行

1>*? 分析。

皂化样品：准确称取 $#" & 烟样，置于 ’$$ %* 的

磨口锥形瓶中，加入 )" %* 丙酮（含 $#’/ 012），同时

加入 "$#& 内标（"!阿朴!(’!胡萝卜醛）。用铝箔包裹，

密封，振荡 ) 6（’"$ 78%）。振荡萃取结束后，迅速过

滤，滤渣用丙酮洗涤（’" %* 9 : 次），合并滤液，将滤液

部分转移到预先盛有 :$ %* 无水乙醚的分液漏斗中，

加入一定量的饱和 3;?@ 溶液和去离子水，轻轻振荡，

静置分层后，放掉下层，收集上层。重复此操作，直到

所有丙酮萃取液全部转移到无水乙醚中。待全部转移

完后，在无水乙醚萃取液中加入等体积的 ’$/ A=1!
甲醇溶液，充入 3)，在室温、黑暗中皂化过夜。

将皂化液转移到分液漏斗中，静置分层，分离上下

层，下层用 ’" %* 无水乙醚反萃 ) 次，反萃液与上层萃

取液合并，用饱和 3;?@ 溶液和去离子水洗至 81 接近

中性，加入无水 3;)<=, 干燥，干燥后的皂化液旋转蒸

发浓缩至 ’ %* 左右（水浴温度不超过 :" 5），经 $#,"

#% 有机滤膜过滤到棕色色谱瓶中，立即 进 样 进 行

1>*? 分析。

!"% 色谱条件

色谱柱：BC7D;E <0 ?’(柱（,#- 9 ’"$ %%，"#%）；流

动相：乙腈 F水（(( F ’)）和乙酸乙酯梯度洗脱，洗脱程

序见表 ’；柱温：)" 5；流速：’#$ %* + %GH；进样量：

’$#*；检测波长：,"$ H%；采用内标法进行定量分析。

表 ’ 流动相梯度洗脱程序

时间 + %GH 乙腈!水（((F’)） 乙酸乙酯

$#$$ ’$$/ $
)"#$$ ’$$/ $
"$#$$ ,$/ -$/
""#$$ ,$/ -$/
-$#$$ ’$$/ $

& 结果与讨论

&"! 烟草中类胡萝卜素的萃取

文献中报道类胡萝卜素的萃取溶剂很多［’-］，但由

于类胡萝卜素样品的多样化以及类胡萝卜素种类的繁

多，使得没有一种溶剂能适合所有样品中类胡萝卜素

的提取［’:］。为了寻找一种比较适合烟草中类胡萝卜

素的萃取溶剂，本文选择正己烷 4 甲醇 4 丙酮（"$ F )" F
)"）、丙酮 4 石油醚（’ F’）、甲醇 4 四氢呋喃（’ F ’）、氯仿

4 甲醇（) F’）和丙酮 " 种不同的溶剂体系进行优化，结

果表明，" 种溶剂对烟草中类胡萝卜素的萃取效率没

有很大的差异，使用丙酮作为萃取溶剂时，萃取过程中

烟草样品中其它物质对类胡萝卜素的色谱分离影响最

小，所以最终选择丙酮作为烟草中类胡萝卜素的萃取

溶剂。

为了抑制分析过程中类胡萝卜素的降解，试验优

化了加入不同浓度抗氧化剂（012）对萃取效率的影响

（表 )）。结果显示，当 012 浓度在 $#$’/ I $#’/范围

内时，类胡萝卜素的萃取量随着 012 浓度的增加而增

加；当 012 浓度达到 $#’/后，随着 012 浓度的增加，

类胡萝卜素萃取量的变化不大。故试验中选择在萃取

剂中加入抗氧化剂（012）的浓度为 $#’/ 。同时考虑

到类胡萝卜素易受到光和热的影响，萃取操作在微弱

黄色光线的室内进行。

&"& 皂化对类胡萝卜素测定的影响

在质体色素的测定中，常引入皂化技术对样品进

行前处理，其目的是为了去除叶绿素和一些未知的油

脂（这些组分干扰色谱分离并影响色谱柱寿命）、简化

色谱分离、准确定性和定量［’:，’-!’J］。但是皂化的同时

会延长分析时间，引入新的物质，更重要的是引起类胡

萝卜素的大量降解［’J］。本文分析比较了直接萃取和

皂化提取 ) 种前处理方法对烟草中类胡萝卜素测定结

果的影响（表 :）。结果显示，在较低的皂化浓度下

（"/ I ’$/ A=1!甲醇溶液），类胡萝卜素降解量较小，

同时由于黄色色素的酯结合态的水解，新黄质、紫黄质

和叶黄素等类胡萝卜素的含量与皂化前相比，都有少

#
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量的增加。但随着皂化浓度的增加（!"# $ %"# &’()
甲醇溶液），类胡萝卜素降解量增加，皂化后的类胡萝

卜素含量明显低于皂化前。可见，在皂化的条件下很

难对烟草中游离态的类胡萝卜素给出准确的定量结

果；同时，烟草中的叶绿素并不影响类胡萝卜素的色

谱分离。因此，本文用含有 "*+#丁基羟基甲苯（,(-）

的丙酮溶液萃取烟草中的类胡萝卜素后直接测定，而

未采用皂化技术。

表 ! 不同的抗氧化剂（,(-）浓度萃取下类胡萝卜素的含量 （!. / .）

,(- 浓度 " "*"+# "*"0# "*+# "*+0# "*!#
顺式)新黄质 1*23 +"*3% +!*41 +%*3% +0*"! +0*50
新黄质 3"*%! 3!*23 33*%4 40*52 43*23 44*+1
紫黄质 0!*%4 03*1! 3"*2% 34*12 31*2% 34*"0
黄体黄质 !2*"3 !0*+% !5*!3 2%*3+ 2%*50 20*"!
顺式)黄体黄质 2*!1 2*%! 2*3% %*"! %*!% %*!5
顺式)紫黄质 +"*%4 ++*0% +2*+! +3*!! +4*"2 +4*3!
叶黄素 2"3*4 2+!*5 2!"*4 225*3 2%+*4 2%!*2
玉米黄质 — — — — — —

顺式)叶黄素 6 4*!% 1*"! 5*%4 ++*!3 +!*"0 +!*1!
顺式)叶黄素 7 !1*+2 2"*53 22*41 25*3! %"*+1 %+*"3

")胡萝卜素 +00*% +3"*! +3%*4 +4+*! +4!*2 +42*%
总类胡萝卜素 300*0 31!*" 4+%*2 44%*5 41!*! 413*4

表 2 不同浓度 &’()甲醇溶液皂化下类胡萝卜素含量 （!. / .）

&’()甲醇溶液 " 0# +"# !"# 2"# %"#
顺式)新黄质 +"*23 +!*3% +0*41 +!*3% 1*2! %*32
新黄质 31*%! 4!*23 1"*%4 4%*52 00*%3 %!*01
紫黄质 3"*!2 3!*1! 31*2% 3!*12 0"*!% 23*10
黄体黄质 !5*1% 2"*+% 2!*!3 !1*3+ !+*+0 +%*2!
顺式)黄体黄质 2*!0 — — — — —

顺式)紫黄质 +"*54 ++*0% +!*%! +"*"! 4*%! %*3!
叶黄素 2!4*% 22%*5 2%"*4 2+4*3 !53*4 !34*2
玉米黄质 — — — — — —

顺式)叶黄素 6 3*24 2*%1 — — — —

顺式)叶黄素 7 2"*32 2%*34 23*42 !5*3% +5*01 +2*!%

")胡萝卜素 +31*0 +30*! +3!*4 +01*! +0!*3 +%3*1
总类胡萝卜素 4+3*" 4!4*1 4%5*% 35%*0 3++*0 02"*2

!"# 分离条件的选择

!*2*+ 流动相的优化

分别研究了四氢呋喃（-(8）)水、丙酮)水、乙腈)水
)乙酸乙酯、乙腈)甲醇)二氯甲烷、甲醇)异丙醇)水和乙

腈)甲醇)叔丁 基 醚（9-,:）)水 等 二 元 到 四 元 不 同 体

系［+3］对类胡萝卜素的分离效果（流动相中均加入 "*+#
,(- 作为抗氧化剂和 "*"0#三乙胺作为改进剂），试验

结果表明，使用 ;<=76> ?, @+1色谱柱，在乙腈)水)乙酸乙

酯体系下，采用梯度洗脱，烟草中的 ++ 种类胡萝卜素

（包括其异构体）均达到完全分离，色谱图见图 +。

!*2*! 其他色谱条件的优化

分别考察了流动相流速、柱温和检测波长对分离效

果的影响，结果表明，流速为 +*" AB / ACD 时，烟草样品

中的类胡萝卜素及其异构体均可达到完全分离，且分离

度较高，峰形良好，当流速增加至 +*! AB / ACD 时，尽管

可适当缩短分离时间，但分离度较差。柱温不仅影响物

质的保留时间还影响色谱柱的选择性［+4］，分别考察了

!"、!0、2"、20 E不同柱温对分离效果的影响，结果表明，

随着柱温的升高，保留时间减小，但当柱温达到 2" E
时，叶黄素和玉米黄质，")胡萝卜素和#)胡萝卜素的分

离效果也变差，最终选择 !0 E作为最佳柱温。试验发

现，FGF 检测器检测波长在 %0" DA 下，测定的类胡萝卜

素及其异构体均显示出较好的分离效果和较高的响应

信号，选择 %0" DA 作为类胡萝卜素的测定波长。
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图 ! 类胡萝卜素 "#$% 色谱图：（&）新鲜烟叶；（’）烘烤后烟叶

注：!"顺式"新黄质；#"新黄质；$"紫黄质；%"黄体黄质；&"顺式"黄体黄质；’"顺式"紫黄质；("叶黄素；)"玉米黄质；*"顺式"叶黄素 +；!,"顺式"叶黄

素 -；!!"内标（!"阿朴")’"胡萝卜醛）；!#"!"胡萝卜素

()* 方法的线性范围和检测限

配置了 & 个不同浓度的系列标准溶液，分别加入

相同量的内标（&,". / 01），标准溶液各种类胡萝卜素

的浓度范围分别为：玉米黄质（!2,，&2,，!,2,，!&2,，

#&2,". / 01）、#"胡萝卜素（!2,，!,2,，#,2,，$&2,，&,2,

". / 01）、!"胡萝卜素（#2,，#,2,，%,2,，(,2,，!,,2,". /

01）、叶黄素（!2*#，!*2#，&(2’，*’2,，!*#2,". / 01）、

新黄质（,2)’，)2’，!(2#，#&2)，%#2’". / 01）和紫黄质

（!2!，!%2&，#(2*，%!2$，&%2)". / 01），在优化的色谱

条件下，以目标物与内标物的峰面积之比为纵坐标

（3），浓度比为横坐标（4）绘制工作曲线，结果见表 %。

表 % 类胡萝卜素的线性范围、回归方程、相关系数及检测限

类胡萝卜素 线性范围 /（". / 01） 回归方程 相关系数 检测限! /（5. / 01）

新黄质 ,2) 6 %#2’ ! 7 ,2$&&(" 8 ,2,#&* ,2**(# #’
紫黄质 !2! 6 &%2) ! 7 ,2$%’*" 9 ,2,#*# ,2**(’ #)
叶黄素 !2* 6 !*#2, ! 7 ,2’(,#" 9 ,2,$*( ,2**)( %#
玉米黄质 !2, 6 #&2, ! 7 ,2!(%!" 9 ,2,!,% ,2**)% #’
#"胡萝卜素 !2, 6 &,2, ! 7 ,2#!&!" 8 ,2,!%# ,2***# !)

!"胡萝卜素 #2, 6 !,,2, ! 7 ,2%!,*" 9 ,2,$#$ ,2***’ !*

注：! 信噪比 : / ; 7 $

()+ 方法的精密度和回收率

准确称取 # 份相同烟样，! 份直接测定其中各种

类胡萝卜素的含量，另 ! 份加入已知量的标准溶液，在

优化的试验条件下平行测定 & 次。通过加入的标准物

含量计算各类胡萝卜素的回收率，并计算相对标准偏

差（见表 &）。对于类胡萝卜素的顺式异构体，因为顺、

+
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反式类胡萝卜素具有相同的吸收系数，所以用其反式

标样的结果进行评价。

表 ! 方法的回收率和精密度（" # !）

类胡萝卜素
添加量

$!%
测定值

$!%
回收率

$ &
’()
$ &

新黄质 *!+, **+- ,.+. /+01
紫黄质 /2+1 1-+, ,3+* /+*3
叶黄素 3-+0 ,,+! 3*+* 1+/-
玉米黄质 *0+0 2,+2 30+! 1+-.

"4胡萝卜素 .0+0 --+* 3/+- 1+02

!"# 类胡萝卜素的定性与定量

图 2 为新鲜烟叶和调制后烟叶样品的色谱图。通

过与类胡萝卜素标样峰的保留时间、)5) 得到的光谱数

据对照以及加标试验，烟叶色谱图上 *、1、.、,、22、2* 峰

分别定性为反式新黄质（ !"#$%4"6789":;<"）、反式4紫黄质

（ !"#$%4=<7>989":;<"）、反式4叶黄素（ !"#$%44>?:6<"）、反式4玉
米黄质（ !"#$%4@6989":;<"）、"4阿朴4,’4胡萝卜醛（"49A74,’4
B9C7:6"9>）和反式4"4胡萝卜素（ !"#$%4"4B9C7:6"6）。同时，

由于类胡萝卜素的光谱结构中一般具有 1 个特征吸收

峰（见图 *），通过 )5) 检测到的光谱结构可以认为图 2
中色谱峰 2、/、!、-、3、20 也是类胡萝卜素类物质。

对于没有标样的类胡萝卜素及其顺式异构体的定

性，文献报道的方法有最大吸收波长法（类胡萝卜素的

顺式异构体的最大吸收较其反式异构体一般蓝移 * D
- "E［2.］）、光谱精细结构法（即&# $$———光谱图上第

三与第二最大吸收比值百分数）（见图 *）、F 值法（F 值

———光谱图上顺式峰与第二最大吸收峰吸收值比值百

分数，对于顺式异构体的定性通过测得的 F 值与文献

报道的值比较）［2.42,］等。据此，在图 2 中，峰 2 可定性

为顺式4新黄质（ &’%4"6789":;<" ），因为它与紫黄质（峰

1）有相似的光谱结构，但&# $$值比紫黄质小［23］。

峰 - 定性为顺式4紫黄质，与紫黄质（峰 1）的最大吸收

波长相比，它的最大吸收波长蓝移了 - "E，与文献报

道一致［2.］。通过与文献报道的 F 值比较，峰 3、20 定

性为叶黄素顺式异构体（ &’%4>?:6<"），即顺式4叶黄素 9
和顺式4叶黄素 G；同时用 H;6" 报道［*0］的方法，将反式

4叶黄素标样在 *! I，荧光下照射 */ ;，进行 JKLH 测

定，在其相同的保留时间位置上出现了 * 种叶黄素顺式

异构体的色谱峰，可进一步证实峰 3、20 为叶黄素顺式

异构体。峰 /、! 定性为黄体黄质（>?:6789":;<"）及其异构

体，因为峰 / 的最大吸收波长与紫黄质（峰 1）相比，蓝移

了 *0 "E；通过与文献报道值比较，其中峰 ! 定性为顺

式4黄体黄质（&’%4>?:6789":;<"）。试验获得以及文献报道

的辅助定性的光谱数据见表 -（见第 3 页）。

各种类胡萝卜素根据建立的回归方程用内标法进

行定量。由于类胡萝卜素顺、反式异构体具有相同的

吸收系数，对于没有标样的顺式类胡萝卜素异构体，按

其相应的反式异构体的回归方程进行定量，其中黄体

黄质（>?:6789":;<"）及其异构体根据紫黄质的回归方程

定量。

图 ! 叶黄素的精细结构（$! %"）

!"& 样品的测定

分别测定了 / 种不同部位的新鲜烟叶以及烘烤后

的红大烟叶中类胡萝卜素含量，结果见表 . 和表 ,。

从新鲜烟叶和烘烤后烟叶的色谱图（图 2）上分离

出的类胡萝卜素种类看，新鲜烟叶中分离出了 22 种类

胡萝卜素及其异构体，玉米黄质在新鲜烟叶中未检出，

而出现在烘烤后的烟叶中，这可能是由于在烘烤的热

处理过程中，烟叶中紫黄质在脱环氧化酶的作用下转

化成玉米黄质［*/］。烘烤后的烟叶色谱图上，没有检测

到紫黄质、黄体黄质以及它们的异构体，这可能是由于

这些极性类胡萝卜素在热处理过程中不稳定，发生了

降解。无论是新鲜烟叶还是烘烤后的烟叶都没有检测

到%4胡萝卜素，黄体黄质及其异构体是第 2 次在新鲜

烟叶中尝试定性。

表 . 和表 , 的结果显示，相同品种，不同部位烟叶

中，总类胡萝卜素含量从上部到下部依次降低，光照、

温度和营养等不同的生长条件可能是类胡萝卜素含量

差异的原因。在不同品种以及不同部位烟叶中，各种

类胡萝卜素含量大小依次为：叶黄素及其异构体 M

"4胡萝卜素 M 新黄质及其异构体 M 紫黄质及其异构

体 M 黄体黄质及其异构体。由表 . 中不同部位红大

烟叶在烘烤前后各种类胡萝卜素含量可以发现，烘烤

过程中，各种类胡萝卜素均发生不同程度的降解，而"4
胡萝卜素相对于其它类胡萝卜素而言，降解量低一些，

这与 H7?C: 报道的高度氧化的类胡萝卜素在烘烤过程

中降解较快的结果是一致的［*!］。
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表 ! 不同品种、不同部位新鲜烟叶中类胡萝卜素含量 （!" # "）

峰标号 类胡萝卜素
$%&’ 云烟 () *+,-

上部 中部 下部 上部 中部 下部 上部 中部 下部

- 顺式,新黄质 ./’0 !/.) 0/10 -1/&- ’/!0 )/&- (/!’ )/0& 0/(-

& 新黄质 !1/&& ’&/%% 01/(( ’)/0! )1/-& %(/)! )./&0 )-/1. %’/0’

% 紫黄质 ’(/-( 0!/(% %!/’. ’1/&! 00/’! %&/0’ )&/%’ 01/’’ &./)%

0 黄体黄质 %1/(. &-/1& -!/)% &’/() -!/). -0/&0 &0/!% -’/!! -%/&!

) 顺式,黄体黄质 &/)) %/-’ %/!! 0/’. %/’& &/.’ 0/1& %/.) %/1’

’ 顺式,紫黄质 --/0- -&/)! ./)( -&/.& -1/%0 (/!) --/(0 -1/&& ./%!

! 叶黄素 %--/% &)./0 &1’/! %&’/& &!&/0 -.(/’ %11/0 &0)/) -(!/(

( 玉米黄质 — — — — — — — — —

. 顺式,叶黄素 2 &-/!! &1/’) -(/’& &0/(- &1/-% -’/!0 &1/’& -)/%% -&/)&

-1 顺式,叶黄素 3 ’1/(% 00/’. 0-/!( )%/0% 0!/0- %!/-& 0./(! 0&/(% %0/!.

-& ",胡萝卜素 -’0/) -)0/( -&(/) -’1/& -0!/’ --./% -)’/0 -%0/! --!/.
总类胡萝卜素 !)-/% ’%0/0 )1./- !0’/- ’&1/’ 0!%/. ’((/& )’’/) 00./)

表 ( 相同品种、不同部位烟叶在烘烤前后类胡萝卜素含量 （!" # "）

峰标号 类胡萝卜素
新鲜红大烟叶 烘烤红大烟叶

上部 中部 下部 上部 中部 下部

- 顺式,新黄质 -&/-- --/0’ )/.) — —

& 新黄质 !./0& !-/0% )’/(0 )&/0% 0’/&! %1/0!

% 紫黄质 !)/(& ’’/!- 0!/%& — — —

0 黄体黄质 %0/(’ &1/(’ -(/.0 — — —

) 顺式,黄体黄质 %/)& &/(( -/() — — —

’ 顺式,紫黄质 --/.’ -1/&% (/1( — — —

! 叶黄素 %!&/) %1(/) &!0/! &!&/0 &)(/- -!(/.

( 玉米黄质 — — — &!/(- &&/1& -./)&

. 顺式 4 叶黄素 2 ’/() )/-. 0/)’ !/-( ’/0( ’/1&

-1 顺式,叶黄素 3 %%/’) %&/(0 &)/%% %./0) %0/’! —

-- ",胡萝卜素 -(./0 -’(/! -%’/) -)’/0 -00/( --0/&
总类胡萝卜素 (&1/- ’.(/( )(1/- )))/! )-&/% %0./-

! 结论

本文研究了反相高效液相色谱测定烟叶中类胡萝

卜素的组成和含量的方法。在新鲜烟叶中共鉴定出

-- 种类胡萝卜素，包括一种新的类胡萝卜素———黄体

黄质和类胡萝卜素的一些异构体，并在烘烤后的烟叶

中发现了玉米黄质。样品测定结果显示，叶黄素和",
胡萝卜素是烤烟烟叶中含量最高，最具代表性的 & 种

类胡萝卜素，不同品种、不同部位烟叶中类胡萝卜素在

组成分布上相似，含量上存在一定差异；烘烤前后烟

叶中类胡萝卜素无论在组成上或是含量上均存在明显

差异。
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表 ! 烟叶中类胡萝卜素的鉴定

峰标号 类胡萝卜素 保留时间 " #$%
吸收峰 " %# &! "" ’ 值

测定值( 文献值 测定值( 文献值 测定值( 文献值

) 顺式*新黄质 +,-./ 0 +)1 ++2 +!1 0 +)/ ++) +-23 !!,+ !.,.3 0 0
4 新黄质 5,4)+ 0 +)+ +.1 +!! 0 +)1 ++) +-23 15,4 1),!3 0 0
. 紫黄质 -,+21 0 +)- ++2 +-2 0 +)+ ++4 +-43 11,! /2,23 0 0
+ 黄体黄质 1,!4! 0 +22 +44 +52 0 +22 +4+ +523 /1,4 /-,/3 0 0
5 顺式*黄体黄质 /,5)5 0 +21 +.. +!+ 0 +21 +.4 +!46 +!,5 0 0 0
! 顺式*紫黄质 )2,4-+ ..2 +)4 +.+ +!+ .41 +)+ +.5 +!.7 5+,47 !),2 2,)- 2,)17

- 叶黄素 )1,//! 0 +42 ++! +-+ 0 +4! ++- +-+3 55,. 52,23 0 0
1 玉米黄质 42,)// 0 +41 +5+ +12 0 +41 +54 +1)3 4-,2 41,23 0 0
/ 顺式*叶黄素 ( 4),4.2 ..2 +42 ++. +-2 ..4 +)! ++2 +-28 +4,- 0 2,). 2,).8

)2 顺式*叶黄素 3 44,5!. ..4 +42 ++4 +!1 ..4 +4) ++! 0 8 +.,1 0 2,4! 2,)!8

)) #*阿朴*1’*胡萝卜醛 .4,4.5 0 0 +!2 0 0 0 0 0 0 +!+8 0 0
)4 #*胡萝卜素 5+,).5 0 +4/ +5+ +-1 0 +4/ +5+ +-/3 .4,- 4!,)3 0 0

注：( 的测定条件：流动相：乙腈*水（119)4）和乙酸乙酯；流速：),2 #: " #$%；柱温：45 ;；检测波长：+52 %#。

3 的测定条件：流动相：乙腈*甲醇（-5945），<=>? 和水；流速：),2 #: " #$%；柱温：45 ;；检测波长：+52 %#［4)］。

6 的测定条件：流动相：正己烷，丙酮；流速：),2 #: " #$%；柱温：45 ;；检测波长：+52 %#［44］。

7 的测定条件：流动相：甲醇，<=>?；流速：2,/ #: " #$%；柱温：44 ;［4.］。

8 的测定条件：流动相：甲醇 9乙腈 9水（1+9)+ 94），二氯甲烷；流速：),2 #: " #$%；检测波长：+52 %#［42］。


