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烟草色素蛋白复合物中多酚类物质对其抗紫外性能的影响 

林晓婕 1，傅  红 1*，杨  琳 2，郑晨晖 1 

（1.福州大学生物科学与工程学院，福州 350108；2.福建省海洋环境与渔业资源监测中心，福州 350003） 

摘  要：采用不同的方法获得烟草色素蛋白复合物（tobacco pigments protein, TPP），研究其抗紫外性能及机理。分别通过

等电点沉降和硫酸铵沉降从烟草中分离得到 TPP，运用高效液相色谱对其所结合的酚类物质进行了分析检测，并对其进行紫

外可见图谱扫描，同时通过日光辐照，观察其降解速度，确定其抗紫外辐射活性。结果表明，多酚类物质如芸香苷、咖啡酸、

绿原酸和莨菪葶，在抗紫外辐射过程中扮演重要角色；pH 4.5、pH 5.0、pH 5.3沉降的 TPP的总酚酸含量高，其中 pH 4.5沉

降的 TPP的酚类物质含量最高，抗紫外活性也最强；另外，85%硫酸铵沉降获得的 TPP总酚酸含量低，抗紫外活性也较弱。

在长时间的日光照射试验中，TPP的抗紫外性能表现稳定。 
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Effect of Phenols in Tobacco Pigments-protein Complex on Anti-uv Function 
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(1. College of Biological Science and Technology, Fuzhou University, Fuzhou 350108, China; 2. Monitoring Center of Marine 

Environment and Fishery Resources, Fuzhou 350003, China） 

Abstract: Anti-Ultraviolet properties and mechanism of pigments protein complex from tobacco leaves were studied. Proteins were 
precipitated by ammonium sulphate solution of 85% saturation or isoelectric point precipitation from tobacco leaves. The profiles of 
binding phenolic acids such as chlorogenic acid, rutin, scopoletin and caffeic acid were analyzed by High Performance Liquid 
Chromatography, the anti-UV function of pigments-protein were determined with UV spectrum after being irradiated by sunshine, 
and the speed of its degradation under UV was observed. The data showed that the pigments-protein precipitated at pH 4.5，pH 5.0，
pH 5.3 contained higher total levels of polyphenols, and pigments-protein at pH 4.5 had the strongest anti-UV function due to the 
richest content of phenolic acids. Meanwhile, proteins sedimentated by ammonium sulphate solution of 85% saturation from tobacco 
leaves exhibited low anti-UV activity, containing low total levels of polyphenols. Polyphenols was the major anti-UV substance. 
Under the long time exposure under UV, pigments-protein performed high stabilility.     
Keywords: tobacco; pigments protein; ultraviolet irradiation; phenolics  
 
天然植物色素蛋白以非共价键的形式结合多

种多酚类色素化合物，植物游离多酚以其优越的紫

外吸收、抗衰老、收敛毛孔和美白等功能受到人们

的广泛关注，但对敏感性肌肤具有较强的刺激性，

而多酚-蛋白复合体能使刺激性降低[1]。近年来，由

于大气臭氧层的破坏，人们对紫外线防护日益关

注。大气臭氧层每减少 1%，紫外线 B 辐射量将增

加 2%，皮肤癌增加 4%～8%[2]，而抗紫外物质的研

究一直是化妆品界经久不衰的领域。烟草植株中色

素蛋白质含量丰富[3]，我国烟叶种植面积居世界首

位，因此，对新鲜烟叶进行植物色素蛋白的提取分

离，并分析其中的多酚结合状态和抗紫外功能研究

具有重要的意义。本研究在前期研究的基础上[3]，

从工业化生产角度出发采用等点电沉降法和硫酸

铵沉降法分离烟草色素蛋白，产品喷雾干燥后，对

其中的多酚类化合物进行分析检测，并进一步推测

其抗紫外作用机理。 
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

供试烤烟品种为 K326。绿原酸、芸香苷、莨

菪葶、咖啡酸为标准品（Sigma公司）；甲醇、乙腈

为 HPLC 专用试剂（Merck 公司）；二氯甲烷为

HPLC 专用试剂（天津市科密欧化学试剂有限公

司）；水经Milli-Q50（美国Millipore 公司）超纯水

仪处理，电阻率不小于 180 kΩ·m；其他试剂均为分

析纯。 

1.2  仪器与设备 

B-290 Mini喷雾干燥机（美国 BÜCHI公司）；

OD1012型空气压缩机（美国巨霸 PUMA基团台湾

合正机公司）；CR22GⅡ高速离心机（日本 HITACHI

公司）；LAMBDA35紫外可见分光光度计（美国 PE

公司）。 

1.3  试验方法 

1.3.1  烟草色素蛋白复合物的提取  烟草中的蛋

白包括 rubisco[>50%(w/w)]和 rubisco activase，各自

的等电点分别为 pH 5.9和 pH 5.1。烟草蛋白在磷酸

盐缓冲液 pH 为 4.9～6.2之间时，可通过等电点沉

降获得[3-5]。因此选取 pH 4.5（rubisco 和 rubisco 

activase）、pH 5.0（rubisco activase）、pH 5.3（rubisco）

3个值，沉降烟草蛋白。 

烟草经过清洗，按料液比为 1:4 加入预冷的

0.067 M pH 7.77的磷酸盐缓冲液，粉碎后，在 4 ℃

条件下浸提 16 h，纱布过滤，离心（离心条件：在

10 000 r/min，4 ℃条件下离心 20 min；以下离心条

件均与此相同），取上清液，分别调节 pH 为 4.5、

5.0、5.3，等电点沉降 4 h，再次离心，分别获得 pH 

4.5沉降的 TPP（TPP1）、pH 5.0沉降的 TPP（TPP2）、

pH 5.3沉降的 TPP（TPP3），取沉淀复溶于缓冲液，

进行喷雾干燥（气流压力为 30 mm），进口温度为

95℃，抽气速率为 100%，泵速率 4%。 

提取的上清液，25%硫酸铵盐溶 4 h离心，再

85%硫酸铵盐析 4 h，再次离心，得到 85%硫酸铵沉

降的 TPP（TPP4），取沉淀复溶于缓冲液后，置于

透析袋（截留分子量为 3 500 Da）中，用缓冲液透

析至无硫酸铵盐，然后进行喷雾干燥。 

1.3.2  烟草色素蛋白复合物的蛋白含量测定  采

用考马斯亮蓝法[6]。 

1.3.3  烟草色素蛋白复合物的多酚类物质的提取

和检测  提取烟草色素蛋白复合物中的总酚酸，称

取约 0.1 g的 TPP粉末样品，加入 20 mL体积分数

为 80%的甲醇水溶液，加热回流 40 min，冷却，过

滤并定容到 25 mL[7-8]，Folin-Ciocalteus法测定，以

没食子酸为标样制标准曲线，总酚含量用没食子酸

当量 GAE（gallic acid equivalent）表示[9]。 

将复溶的烟草色素蛋白溶液置于透析袋（截留

分子量为 3 500 Da）中，用缓冲液透析 5～8次至经

Folin-Ciocalteus法检测透析液中无多酚，透析后进

行喷雾干燥，同上述条件提取、测定的酚含量称为

结合酚。总酚酸与结合酚的差值即自由酚。 

提取烟草色素蛋白复合物中总酚酸，用 40 μm

的滤膜过滤，用于 HPLC分析。高效液相色谱仪：

Agilent-1100，配有紫外检测器（UV）；色谱柱Agilent 

SB-C18（4.6 × 15 mm）；柱温为 40 ℃。流动相为 0.1%

的甲酸（A）与乙腈（B）的混合溶液。线性梯度程

序 0～10 min，流动相 B由 10%上升到 38%；10～

11 min，流动相 B由 38%上升到 95%；11～16 min，

流动相 B为 95%；16～20 min，流动相 B由 95%降

至 10%；20～25 min，流动相 B为 10%；流速为 0.8 

mL/min。根据标准品出峰时间及最大吸收波长[11]，

检测波长程序 0～6 min，327 nm；6～7 min，324 nm；

7～8 min，356 nm；8～25 min，345 nm；进样体积

为 10 μL[7-16]。 

1.3.4  烟草色素蛋白复合物的抗紫外活性测定 称

取一定量的 TPP样品，溶解于缓冲液中，在 200～

1 100 nm下做光谱扫描，获取可见-紫外吸收光谱特

征图谱。 

分别称取一定量的 TPP样品，缓冲液定容并稀

释为 10 mg/mL，在 280、320、360及 400 nm下，

测定吸光度。同时，扫描 TPP的最大吸收波长，并
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在该波长下测定吸光度。同时，另取样品置于普通

日光下照射，每隔 0.5 h 进行一次紫外光谱扫描，

观察 TPP在 280、320、360、400 nm以及最大吸收

波长下的吸光度变化[17]。 

2  结果与讨论 

2.1  烟草色素蛋白复合物的蛋白质含量 

图 1显示了 pH 4.5、pH 5.0、pH 5.3沉降和硫

酸铵沉降方法获得的烟草色素蛋白复合物蛋白含

量，蛋白含量较一般的提取方法获得的植物蛋白含

量低。这是由于为了使烟草色素蛋白复合物不产生

变性、保持结构稳定以及抗紫外活性，提取过程没

有将磷酸盐、半胱氨酸、EDTA等缓冲液成分去除。

85%硫酸铵沉降的烟草色素蛋白复合物蛋白质含量

最高，达 28.25%，明显高于等电点沉降法获得的烟

草色素蛋白复合物的蛋白质含量。原因可能是等电

点沉降法分离的主要是某一等电点的蛋白，同时蛋

白质在等电点时仍有一定的溶解度且分离不完全；

而 85%饱和度的硫酸铵溶液能使大部分的蛋白都

发生沉淀。 
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图 1  烟草色素蛋白复合物的蛋白含量 

Fig.1  Protein content of tobacco pigments-protein powder 
注：TPP1、TPP2、TPP3分别代表 pH 4.5、5.0、5.3沉降的烟草色素蛋
白复合物；TPP4代表 85%硫酸铵沉降的烟草色素蛋白复合物。图 2、3
同。 
 

2.2  烟草色素蛋白复合物中多酚类物质 

2.2.1  Folin-Ciocalteus法测定烟草色素蛋白复合物

的酚酸含量  图2显示了pH 4.5、pH 5.0，pH 5.3沉

降和硫酸铵沉降烟草色素蛋白复合物的酚酸含量

及其分布。其中，pH 4.5沉降的TPP总酚含量最高，

达31.41 mg/g粉末，略高于pH 5.0沉降的TPP（30.26 

mg/g粉末），显著高于pH 5.3沉降以及硫酸铵沉降的

TPP。多酚类物质与蛋白以氢键、共价键、疏水作

用等多种方式结合[2]，例如绿原酸等，pH等诸因素

均能影响Rubisco与绿原酸等结合[18]。烟草中多酚类

物质易与Rubisco结合，氧化后的醌类聚合物与蛋白

质形成不可逆结合。沉淀pH不仅影响了Rubisco的

沉淀物的规则性，还影响了多酚与Rubisco结合的程

度。在较高pH沉淀条件下，Rubisco缓慢形成有规

则晶体，晶体形成过程中多酚与Rubisco结合少；较

低pH沉淀条件下，Rubisco与多酚快速形成不规则

絮状沉淀物，沉淀物结合多酚化合物明显增加[18]。

同时，pH升高可能会导致蛋白质基团离解所带来的

静电斥力增加，从而是多酚酚羟基与蛋白的氢键结

合减少[2]。 

植物中的多酚一般只有小部分是以自由酚的

形式存在的，大部分是与糖、酯、蛋白等结合的形

式存在[9]。图 2 还表明了在烟草色素蛋白复合物中

的多酚主要为结合酚，其中 85%硫酸铵沉降的 TPP

中多酚都以结合酚形式存在，原因是在透析除盐的

过程中，自由酚也被除去。 
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图 2   烟草色素蛋白复合物的酚酸含量及其分布 

Fig.2   Phenolic acid content and distribution of tobacco 
pigments-protein 

 
2.2.2   烟草色素蛋白复合物的多酚类物质  图 3

显示了 pH 4.5、pH 5.0、pH 5.3沉降和硫酸铵沉降

的烟草色素蛋白复合物中 4种多酚的含量。其中，

在等电点沉降的烟草色素蛋白复合物均以芸香苷

含量最高，pH 4.5沉降的烟草色素蛋白复合物芸香

苷含量高达 2.837 mg/g粉末；在 85%硫酸铵沉降的

烟草色素蛋白复合物中咖啡酸含量较绿原酸、咖啡

酸和莨菪葶高。 
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2.3  烟草色素蛋白复合物的抗紫外活性 

2.3.1  烟草色素蛋白复合物的可见-紫外光谱分析

图 4 表明，烟草色素蛋白复合物在 UVA（320～

400nm）、UVB（290～320 nm）和 UVC（200～290 

nm）均有很好的紫外吸收。这是由于烟草色素蛋白

复合物中的蛋白和多酚都具有紫外吸收的功能。同

时，多种多酚由于其各自的吸收带不同，因此产生

了较宽的紫外吸收域。 
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图 3  烟草色素蛋白粉末中多酚类物质组成 
Fig.3  Composition of polyphenols of tobacco 

pigments-protein powder 
 

 
图 4  烟草色素蛋白的可见-紫外图谱 

Fig.4  UV-VIS spectrum of tobacco pigments-protein 
 
2.3.2  等电点沉降法和硫酸铵沉降法获得的烟草

色素蛋白复合物的可见-紫外光谱分析  从表 1 看

出，烟草色素蛋白复合物在紫外区域多具有良好吸

收性能，其抗紫外性能除了与蛋白含量有关以外，

还与酚酸含量有关。 

蛋白质的紫外吸收在 280 nm 达到最大值，多

酚吸收带Ⅱ出现在 240～280 nm[2,19]。因此等电点沉

降和硫酸铵沉降的烟草色素蛋白复合物在 280 nm

均有较好的紫外吸收。85%硫酸铵沉降的烟草色素

蛋白复合物在 280 nm 吸收最低，其蛋白质含量最

高，酚酸最低，因此酚酸在 280 nm 紫外吸收中扮

演的重要角色不容忽视。黄酮醇类多酚的吸收带Ⅰ 

表 1  烟草色素蛋白复合物的紫外吸收 
Table 1  Ultraviolet absorption of tobacco pigments-protein 

相应波长下的吸光度值 TPP 
λ280 λ320 λ360 λ400 λmax 

TPP1 5.98 5.95 5.90 3.30 6.34 
TPP2 
TPP3 
TPP4 

5.48 
4.91 
4.45 

5.30 
4.52 
2.75 

5.10 
3.85 
2.15 

2.90 
2.85 
1.40 

6.33 
5.70 
4.66 

注： TPP1、TPP2、TPP3、TPP4的 λmax分别为 λ324、λ324、λ260、λ250，
下同。 

 

出现在 354～387 nm处[2]。因此，等电点沉降的烟

草色素蛋白复合物在 320～400 nm的紫外吸收表现

出与芸香苷等黄酮醇类多酚含量呈量效关系，以 pH 

4.5沉降的烟草色素蛋白复合物吸光度值最高。85%

硫酸铵沉降的烟草色素蛋白复合物的芸香苷等黄

酮醇类多酚含量较低，因此 320～400 nm吸光度明

显下降。故 pH 4.5、pH 5.0、pH 5.3沉降和硫酸铵

沉降的烟草色素蛋白复合物具有防 UVC 紫外线的

作用，对 UVA 和 UVB 的防护作用略低于 UVC。

同时，烟草色素蛋白复合物在整个紫外区域（200～

400 nm）均有较好的吸收，具有广谱防晒性能。 

2.3.3  烟草色素蛋白复合物的可见-紫外光谱与日

照时间关系分析  表 2看出，在紫外区域（280 nm、

320 nm、360 nm、400 nm）及紫外最大吸收波长处，

pH 4.5、pH 5.0、pH 5.3沉降和硫酸铵沉降的烟草色

素蛋白复合物随日照时间的增加，吸光值均无明显

变化，说明烟草色素蛋白复合物在紫外区具有较强

的稳定性。 

3  小  结 
多酚作为植物体内的次生产物，除了抗菌作用

以外，还因其紫外吸收特性将日光的强紫外辐射转

化为危害较少的辐射，因此被称为植物体内的“紫

外过滤器”[2]。pH 4.5、pH 5.0、pH 5.3沉降的烟草

色素蛋白复合物总酚酸含量高，其中 pH 4.5沉降的

烟草色素蛋白复合物的总酚酸含量最高，85%硫酸

铵沉降的烟草色素蛋白复合物总酚酸含量低。因

此，虽然 pH 4.5沉降的烟草色素蛋白复合物的蛋白

含量较低，但抗紫外活性最强；85%硫酸铵沉降的

烟草色素蛋白复合物的蛋白含量最高，抗紫外活性

最弱。实验证明，与蛋白含量相比，烟草色素蛋白

复合物中酚酸含量对其紫外吸收起主要作用。同

时，烟草色素蛋白复合物中的多酚主要为结合酚， 
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表 2  烟草色素蛋白复合物的紫外吸收稳定性试验 
Table 2  Stability of UV absorption of tobacco 

pigments-protein 
相应波长下的吸光度值 TPP 时间/h 

λ280 λ320 λ360 λ400 λmax
0 5.98 5.95 5.90 3.30 6.34
0.5 5.98 5.95 5.87 3.05 6.19
1 5.98 5.95 5.87 2.97 6.09
1.5 5.98 5.95 5.87 2.95 6.09
2 5.98 5.95 5.87 2.90 6.09
2.5 5.98 5.95 5.87 2.90 6.09

TPP1 

3 5.98 5.95 5.87 2.90 6.09
       

0 5.48 5.30 5.10 2.90 6.33
0.5 5.48 5.30 5.00 2.82 6.22
1 5.48 5.30 5.00 2.82 6.22
1.5 5.48 5.30 5.00 2.82 6.22
2 5.48 5.30 5.00 2.82 6.22
2.5 5.48 5.30 5.00 2.82 6.22

TPP2 

3 5.48 5.30 5.00 2.82 6.22
       

0 4.91 4.52 3.85 2.85 5.70
0.5 4.81 4.35 3.85 2.73 5.58
1 4.76 4.27 3.85 2.70 5.58
1.5 4.76 4.27 3.85 2.70 5.58
2 4.76 4.27 3.85 2.70 5.58
2.5 4.76 4.27 3.85 2.70 5.58

TPP3 

3 4.76 4.27 3.85 2.70 5.58
       

0 4.45 2.75 2.15 1.40 4.66
0.5 3.85 2.73 2.15 1.35 4.66
1 3.85 2.71 2.15 1.35 4.66
1.5 3.85 2.70 2.15 1.35 4.66
2 3.83 2.70 2.15 1.35 4.66
2.5 3.83 2.69 2.15 1.35 4.66

TPP4 

3 3.75 2.69 2.15 1.35 4.66       
 
只有少量以自由酚形式存在。烟草色素蛋白复合物

中的多酚类物质主要为芸香苷、咖啡酸、绿原酸、

莨菪葶等，这与烟草中的多酚类物质构成基本是相

同的[10-11,15,17]。在长时间的日光照射试验中，烟草

色素蛋白复合物的抗紫外性能表现稳定，这可能与

多酚和蛋白的结合有关。同时，烟草蛋白结合了多

种多酚类物质，产生了较宽的紫外吸收域，并且添

加剂量少能产生较强的吸收能力。因此，烟草色素

蛋白复合物可以开发为广谱防晒的天然紫外吸收

剂，起到减少因日晒引起的皮肤黑色素的形成、防

止皮肤老化的作用。 
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