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  苯酚提取 - 超高效液相色谱法测定烟草中的磷酸腺苷
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2 云南大学，材料科学与工程系，云南省昆明市五华区翠湖北路 2 号 650091

   摘　要：建立了苯酚提取超高效液相色谱法（UPLC）同时测定新鲜烟叶中三磷酸腺苷（ATP）、二磷酸腺苷（ADP）和单磷酸

腺苷（AMP）的分析方法。苯酚提取样品溶液中的 ATP、ADP 和 AMP 较稳定，不易水解，样品在 2 h 以内各磷酸腺苷变化率小

于 10%。采用 6‰三乙胺（pH=6.6）和甲醇作为流动相梯度洗脱，3 种磷酸腺苷在 10 min 内实现了较好的分离，线性范围（5 ～ 200）

μg/mL内，磷酸腺苷浓度与峰面积相关性很高（r>0.9999），3种磷酸腺苷 检测限均小于 0.5 μg/mL，回收率在 91.68 %～ 110.79 %之间，

RSD 在 1.53 % ～ 3.67 % 之间。
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Determination of adenosine phosphate in tobacco leaf by UPLC with phenol-TEA pretreatment
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Abstract：  A analytical method for simultaneous determination of adenosine triphosphate (ATP), adenosine diphosphate (ADP) and 
adenosine monophosphate (AMP) in fresh tobacco leaves was established by ultra high performance liquid chromatography (UPLC) 

with phenol extraction. ATP, ADP and AMP in   phenol extraction were stable and diffi cult to be hydrolyzed with rate of change less than 

10% within 2 hours. A better separation of ATP, ADP and AMP was achieved in 10 minutes by utilizing a gradient elution system of 6 ‰ 

triethylamine (pH = 6.6) and methanol as mobile phase. The linear range was between 5~200 µg.mL-1 with adenosine concentration and 

peak area were highly correlated (r> 0.9999). The detection limits for ATP, ADP and AMP were 0.5 µg.mL-1, 0.4 µg.mL-1, 0.3 µg.mL-1 

respectively, and average recovery rate was 91.68 % ~ 110.79 % with RSD ranged between 1.53 %~3.67 %. This method can quickly and 

accurately detect ATP content in tobacco samples, thus providing important test indicators for the study of energy metabolism, especially 

tobacco CMS generation mechanism.
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磷酸腺苷在生物体生存和繁殖中占据重要地
位，测定磷酸腺苷 (ATP, adenosine 5’-triphosphate; 
ADP, adenosine 5’-diphosphate; AMP, adenosine 

5’-monophosphate) 含量广泛应用于监测和评估各种细
胞和组织间的代谢活动。尽管最近研究表明 ATP 能

作为某些疾病的一种有效生物标志物 [1-3]，但对于其

他磷酸腺苷（ADP、AMP）在不同器官或系统中生

理或病理的确切作用，其重要性在很大程度上仍然未

开发。而 ATP 对植物，特别是烟草的遗传育种、生

长发育、品质控制等方面起着重要作用。国内外报道

的 ATP 检测文献较多，其中动物组织 [4-  6] 或者其代谢

产物 [7-9] 占据很大部分，国外关于 ATP 的高效、专一

检测研究试验 [10-16] 也较多。ATP 含量检测历来使用
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较多的是荧光素 -荧光素酶发光检测技术 [17]。近年来，

高效液相色谱 -紫外检测器 (HPLC-UV)，或液相色谱 -
质谱联用 (LC-MS) 已用于各种生物样品 [18] 的检测。

早前报道的 ATP 提取方法包括强酸提取，有机溶剂

提取，热提取，超声波提取等 [19-21]；最新的报道 [22-23]

显示，采用阳离子表面活性剂作为细菌细胞的 ATP
提取剂也具有相当可行性。

然而目前的提取方法对复杂样品中 ATP 的提取

效果不佳：利用沸水，氯仿，正丁醇提取样品中的

ATP，提取效率均不太理想 [24]，超声波提取仅仅局限

于微生物，该方法得不到广泛推广，阳离子表面活性

剂等应用较少。利用高氯酸或者正丁醇对 ATP 进行

提取因其污染少，步骤简单而受到青睐，在现阶段是

主要的提取方法，但仍存在一些问题需要进一步探讨，

一是需要进行去除高氯酸处理，二是提取的样品稳定

性较差，不易存放等。本项研究比较高氯酸和苯酚法

之间提取效果和样品稳定性，结果表明苯酚在提取效

果和样品稳定性上均优于高氯酸。

检测方法方面，生物发光分析技术检测 ATP 比

较方便快捷，但不能同时检测 ATP、ADP 和 AMP，
且试剂盒价格高昂。高效液相色谱法是检测 ATP 的

首选，高效液相色谱法流动相一般采用磷酸盐缓冲溶

液和有机溶剂梯度洗脱 [25-30]，而另外一种方法则采用

反相离子对试剂洗脱 [31-35]，结果表明反相离子对试剂

分离效果理想。但使用液相色谱分析植物中磷酸腺苷

含量至今鲜有报导。本研究以三乙胺缓冲液代替磷酸

盐缓冲液为流动相”，使 ATP、ADP 和 AMP 分离效

果更理想。通过以上样品前处理和分离条件优化，成

功的将液相色谱分析应用于植物烟草中ATP的检测，

为烟草 ATP 的快速分析和烟草生长过程的深入研究

提供方法依据。

1　材料与方法

1.1　仪器与试剂

超高效液相色谱仪（美国 Waters 公司 Acquity，
配有二元溶剂管理器，自动进样器，TUV 检测器

和色谱工作站），高速离心机（德国 Eppendorf 
5810R），电子天平（精度 0.0001g，METTLER 公

司 AE240），超纯水制备系统（德国 Millipore 公司

Milli-Q Reference），pH 计（瑞士 Mettler Toledo 公

司 SevenMulti），振荡混合器（上海沪达仪器设备有

限公司 ZD-100）。

5’- 三磷酸腺苷钠盐（adenosine 5’-triphosphate 
disodium salt，美国 Sigma 公司，≥ 98.5 %)、5’- 二

磷 酸 腺 苷 钠 盐（adenosine 5’-diphosphate sodium 
salt，美国 Sigma 公司，≥ 95 %)、5’- 单磷酸腺苷

钠 盐 (adenosine 5’-monophosphate disodium salt，
美国 Sigma 公司， ≥ 98 %)，乙二胺四乙酸二钠

盐 (Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt 
dihydrate，美国 Sigma 公司，99.0 ～ 101.0 %)、三乙

胺 (Triethylamine，美国 Sigma 公司，≥ 99 %)、磷酸

（Phosphoric acid，美国 Sigma 公司，≥ 85.0 %）、氢

氧化钾 (Potassium hydroxide，美国 Sigma 公司，≥ 85 
%)、甲醇 (Methanol，J.T. Baker 公司，色谱纯 )、高

氯酸 (Perchloric acid，国药集团化学试剂有限公司，

70.0 % ～ 72.0 %，优级纯 )、苯酚 (Phenol，广东汕

头西陇化工股份有限公司，≥ 99 %，分析纯 )、氯仿

(Trichloromethane，广东汕头西陇化工股份有限公司，

≥ 99.0 %，分析纯 )。
1.2　标准品

磷酸腺苷标准储备液及工作液的配制：分别称取

标准品各 100 mg，用超纯水溶解后定容于 100 mL 棕

色容量瓶中，配制成 1000 μg/mL 浓度的标准储备液，

于 4℃条件下保存，保质期为 7 天；测定样品时，按

要求配制成不同浓度的混合标准工作液，混合标准工

作液现配现用。

1.3　样品处理

将采集的新鲜烟叶沿叶脉剖成两半，称取 5 g 样

品，在液氮条件下研磨粉碎并转移到 10 mL离心管中，

按照以下方法进行提取。

1.3.1　高氯酸 (PCA) 提取

于上述装有样品的 10 mL 离心管中加入 10 mL
预冷高氯酸 (0.6 M)，在震荡混合器中快速混合 1 min
后立即离心 10 min(12000 r/min, 4℃ )，离心后取 2 
mL 上清液，置于另外一个 5 mL 离心管中并加入适

量预冷氢氧化钾 (6 M) 调节 pH 至 6.0 ～ 6.5，用流动

相 ( 三乙胺缓冲盐溶液 ) 定容至 5 mL 并摇匀，冷冻

离心3 min(12000 r/min, 4℃ )后取适量上清液并用0.22 
μm 滤膜过滤，滤液移入样品瓶中，供 UPLC 分析。

1.3.2　苯酚 (Phenol-TEA) 提取

于上述装有样品的 10 mL 离心管中加入 10 mL 预

冷 TEA-EDTA- 饱和苯酚溶液 (Phenol-TEA; 0.6 % 三乙

胺 - 磷酸 , pH 8.0, 1 mmol/L EDTA, 加入苯酚至饱和。

用 EDTA 螯合镁或其他二价离子以抑制核苷酸转换酶

对磷酸腺苷作用 [36])，震荡混合 1 min 并冷冻离心 10 
min(12000 r/min, 4℃ )，离心后取 2 mL 适量上清液，

加入氯仿萃取过量苯酚，震荡混合 1 min，冷冻离心

3 min(12000 r/min, 4℃ ) 后取适量上清液并用 0.22 μm
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滤膜过滤，滤液移入样品瓶中，供 UPLC 分析。 
1.4　色谱条件

色谱柱：ACQUITY BEH-C18(2.1 m×50 mm, 1.7 
μm); 流动相：甲醇 (A)；6 ‰三乙胺水溶液，用磷酸

调节 pH 为 6.6(B)；柱温 30℃；进样量 1 μL；检测

波长 259 nm；梯度洗脱条件如表 1 所示。采用与标

准样对比保留时间定性，外标法定量。

表 1　梯度洗脱条件

Tab. 1　Conditions for gradient elution

时间 Time
/min

流速 Flow 
rate

/(mL/min)

甲醇（A）
Methanol

/%

三乙胺 (B)
Triethylamine

/%

0.00 0.300 0.0 100.0

1.00 0.300 0.0 100.0

8.00 0.300 4.0 96.0

9.00 0.300 0.0 100.0

2　结果分析

2.1　提取方法的确定

本实验探讨了用高氯酸和苯酚所提取样品的稳定

性。结果（表 2）显示，苯酚提取样品 ATP 和 ADP
稳定性明显比高氯酸方法略胜一筹。高氯酸法所处理

的样品，在 2～ 3 h之间ADP水解趋势明显，3～ 12 h，
ADP变化基本稳定；而AMP含量在5 h以内平缓增长，

这可能由于ATP和ADP水解生成AMP的缘故，5～12 
h 呈降低趋势，这说明此时段内 ATP、ADP 水解为

AMP 速率比不上 AMP 自身水解速率。苯酚法所处理

的样品，ATP 缓慢下降；ADP 变化率较为小；AMP
则一直呈上升趋势，由此，初步推断高氯酸条件下

ATP 部分可能直接水解为 AMP，而苯酚条件下 ATP
水解更倾向于分步完成，即 ATP → ADP → AMP。
苯酚法所提取实际样品在 2 h 以内各磷酸腺苷变化率

绝对值小于 10 %，且 AMP 在苯酚中不易发生水解，

检测在 2 h 以内完成测量，也能保证结果在误差范围

以内；对于 3 种磷酸腺苷总量 ( ∑ adenosine)，在 5 h 以内，

该方法所提取实际样品含量为 t0 时刻的 95.72 %，如

只是对 3 种磷酸腺苷总体含量作定量分析，则可放宽

在 5 h 以内分析完毕；高氯酸法在 2 h 内磷酸腺苷总

量水解率高达 12.07 %，所以该方法所提取样品最好

为处理完样品后立即检测。

此外，根据所处理样品颜色显示，高氯酸法处理

样品颜色刚开始为黄褐色，2 h 以后，样品颜色逐渐变

为绿色并加深，而苯酚法所处理样品颜色较浅，并很

长一段时间之内外观上也没有发生改变，即苯酚方法

提取样品溶液中的磷酸腺苷较高氯酸法提取的稳定。

表 2　不同提取方法对样品中磷酸腺苷的稳定性（n=2）

Tab. 2　Effect of different extract methods on stability of ATP, ADP and AMP (n=2)

时间 Time
/h

变化率 rate of change /%
∑ adenosine/(μg/mL)

ATP ADP AMP

PCA 法 Phenol 法 PCA 法 Phenol 法 PCA 法 Phenol 法 PCA 法 Phenol 法

0 　 　 　 　 　 　 39.86 44.14 

1 -5.31 +0.41 -15.57 -6.11 +4.78 -2.73 36.82 43.24 

2 -10.23 -5.65 -22.45 -2.50 +8.72 +8.46 35.05 43.00 

3 -9.88 -4.01 -55.37 -4.30 +10.37 +19.91 30.16 43.92 

4 -11.49 -8.09 -57.79 -9.32 +15.91 +23.73 29.79 42.52 

5 -29.09 -8.92 -57.98 -9.97 +17.61 +23.91 26.50 42.25 

6 -30.21 -17.86 -56.52 -11.52 -0.43 +23.55 25.51 39.86 

8 -37.27 -24.69 -59.47 -15.85 -6.97 +26.09 23.34 37.81 

12 -43.01 -28.53 -61.34 -14.41 -9.97 +31.98 21.80 37.47 

注：变化率（%）=(C-C0)/C0，C 为各时间点检测的含量，C0 为“0”时间检测的含量；∑ adenosine=CATP+CADP+CAMP 为 3 种磷酸腺苷加和；表中

数字前的“  -”表示下降率或降解变化率；“+”表示增加变化率；样品测量结束后于 4℃冰箱存放。

Note: Change rate (%) = (C-C0)/C0, C refers to the content at each time point; C0 is the content at the time point of 
“0”; “∑ adenosine” is the sum of CATP, CADP and CAMP; "-" indicates the rate of decline or degradation; "+" is indicates 
the rate of increase; the sample is stored at 4 ℃ after detection.
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分析比较了高氯酸和苯酚提取对烟草中 ATP 测

定结果的影响（表 3）。结果表明苯酚提取效果与高

氯酸相当，但用苯酚法节省了高氯酸法中调节 pH 的

步骤，且样品稳定性有所提高。两种提取方法结果 t

检验结果显示，ATP 和 ADP 测定结果差异不显著，

AMP 存在显著差异（P<0.05），苯酚法测定结果较小，

说明苯酚条件下 ATP 水解更倾向于分步完成。

表 3　高氯酸和苯酚提取方法对新鲜烟叶样品中磷酸腺苷提取效果比较

Tab. 3　Comparison of effi ciencies of PCA and Phenol on extraction of adenosine phosphate in fresh tobacco

测定次数
time

ATP/(μg/g) ADP/(μg/g) AMP/(μg/g)

PCA 法 Phenol 法 PCA 法 Phenol 法 PCA 法 Phenol 法

 1 25.90 24.63 21.98 23.92 7.13 4.92

2 15.25 17.80 14.04 22.60 7.13 4.84

3 25.37 30.40 36.04 33.81 12.26 4.06

4 23.06 23.04 38.04 38.77 6.92 4.11

5 26.82 25.24 21.07 17.44 7.43 4.10

平均 23.28 24.22 26.23 27.31 8.17 4.41

t -0.7509 -0.5064 3.3459*

注：* 表示 PCA 处理对 Phenol 处理存在显著 ( P = 0.05) 差异  。
NOTE："*" represents signifi cant difference in parameter value between the pretreatment of PCA and Phenol ( P = 0.05). 

2.2　色谱条件的优化

磷酸腺苷是两性化合物，结构相似，极性较强，

很难在反相色谱柱上保留；使用反相液相色谱分析时

多使用磷酸盐缓冲液或离子对试剂作为流动相对其进

行分离，前者分离效果往往不理想，峰保留时间过早，

常常与样品中其它杂质峰重叠；后者能加强色谱柱对

磷酸腺苷保留时间，但反离子对试剂价格高昂，限制

了其在一般科研机构的推广使用。实验比较了磷酸

盐缓冲液和三乙胺缓冲液作为流动相的分离效果（图

1），结果表明三乙胺缓冲液作为流动相的分离效果

较理想，样品杂质与磷酸腺苷有很好的分离，优于普

遍使用的磷酸盐缓冲液  。
根据样品的实际分离情况对流动相三乙胺盐溶

液浓度和 pH 值进行优化，试验发现当流动相浓度为

6‰，pH 值为 6.6 时，未知物与样品中 ATP 分离情况

良好，不影响 ATP 的准确定性和定量，实际样品的

分离见图 2。

1
2

3

0.000
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图 1　磷酸腺苷混合标准溶液色谱图：流动相分别为磷酸盐缓
冲液（a）和三乙胺缓冲液（b）

Fig.1　Chromatograms of adenosine phosphate standard 
solution：the mobile phase are phosphate buffer(a) and 

triethylamine buffer(b)



 30 中国烟草学报　2014 年 2 月  第 20 卷  第 1 期

c

3

2

1-0.007

0.000

0.007

0.014

0.021

0.028

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

d

3

2 1

0.000

0.016

0.032

0.048

0.064

0.080

0.096

0.112

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

1. ATP    2. ADP    3. AMP

图 2　新鲜烟叶样品色谱图：PCA 提取（c）和苯酚提取（d）

Fig.2　Chromatograms of fresh tobacco samples：extraction of 
PCA(c) and Phenol(d) 

2.3　工作曲线与检测限

配制浓度为 5、10、15、20、25、50、100、200 
μg/mL 的标准溶液，分别对各浓度的标准溶液进行

UPLC 分析，用 ATP 色谱峰面积及其浓度进行回归分

析。结果（表 4）表明，测定 3 种磷酸腺苷的线性范

围为 5 ～ 200 μg/mL，检测限小于 0.5μg/mL，能满

足实际样品分析需求。

表 4　磷酸腺苷的线性关系、保留时间及检测限

Tab. 4　Linearity, retention time and detection limits of adenosine 
phosphate

磷酸
腺苷

保留时
间 /min 回归方程

相关系数 
(r)

检测限 /
(μg/mL)

ATP 5.226 Y=5145.3X-16755.7 0.9999 0.5

ADP 4.132 Y=5367.6X-8565.4 0.9999 0.4

AMP 2.625 Y=5963.2X-7969.2 0.9999 0.3

2.4　回收率与重复性

取样后把实际样品沿叶脉剖成两份，分别对高

氯酸法和苯酚法进行回收率试验。结果如表 5 所示，

高氯酸法 ATP 和 ADP 回收率较低，与上述 ATP 在

强酸性条件下易水解为其他代谢产物的结果一致，

而苯酚法回收率比较理想，不同添加浓度下，3 种

磷酸腺苷的回收率为 91.68% ～ 110.79%，RSD 为

1.53% ～ 3.67% 之间。

表 5　不同萃取方法精密度与回收率比较（n=3）

Tab. 5　Comparison of recoveries and accuracies between different extraction methods (n=3)

样品
Sample

磷酸腺苷
adenosine 
phosphate

样品中含量
Content in sample

/(μg/mL)

加标量 Added
/(μg/mL)

测定量 Found
/(μg/mL)

回收率 Recovery
/%

RSD
 /%

PCA Phenol PCA Phenol PCA Phenol PCA Phenol PCA Phenol

1# ATP 20.50 26.36 22.50 23.77 26.20 49.87 25.33 98.91 12.49 3.67

ADP 46.87 31.70 20.56 22.60 61.38 55.69 70.57 106.15 4.84 2.62

AMP 10.47 11.34 21.48 23.17 33.60 34.28 107.68 99.01 3.83 2.92

2# ATP 22.80 21.52 13.16 12.45 35.17 33.50 94.00 96.22 3.07 2.87

ADP 20.76 28.82 11.46 10.84 30.37 40.83 83.86 110.79 2.49 3.26

AMP 15.97 8.64 13.24 9.85 28.88 17.67 97.51 91.68 4.22 1.53

3　结论

建立了一种高效、便捷和精确的超高效液相

色谱测定烟草中磷酸腺苷的方法。采用苯酚法提

取，三乙胺缓冲液和甲醇进行洗脱，超高效液相

色谱法进行检测。3 种磷酸腺苷的平均回收率为

91.68% ～ 110.79%，RSD<5%, 可用于烟草中提取检

测磷酸腺苷。
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