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高效液相色谱法测定新鲜烟叶中的多酚含量
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摘要：运用 ＨＰＬＣ法测定新鲜烟叶中１０种多酚的含量，色谱柱为 ＣＡＰＣＥＬＬＰＡＫＣＲ（４６ｍｍＩＤ×
２５０ｍｍ，５μｍ），柱温为３０℃，二极管阵列检测器，检测波长３４０ｎｍ．流动相流速０８ｍＬ／ｍｉｎ，梯度洗
脱．１０种多酚在１～５０μｇ／ｍＬ范围内具有良好的线性 （ｒ＞０９９９），加标回收率在９００％～１０１４％之间，
ＲＳＤ＜５％．测定结果显示，新鲜烟叶中多酚含量分别为：绿原酸７１０６μｇ／ｇ，云香苷５４４１μｇ／ｇ，隐绿原
酸５２３７μｇ／ｇ，山奈酚苷１１５９μｇ／ｇ，新绿原酸 ９７５μｇ／ｇ，咖啡酸 ７２３μｇ／ｇ，香豆素 ２５６μｇ／ｇ，莨菪苷
８９μｇ／ｇ，莨菪亭３８μｇ／ｇ，阿魏酸２８μｇ／ｇ．
关键词：新鲜烟叶；高效液相色谱法；多酚；测定
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　　烟草 （ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）为双子叶植物
（Ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎｅａｃ），属管花目 （Ｔｕｂｉｆｌｏｒａｅ）茄科
（Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ）烟草属 （Ｎｉｃｏｔｉａｒｉａ），原产于美洲、
澳大利亚和南太平洋岛屿，目前在我国各省均有广

泛种植．烟草中含有多种多酚类物质［１］，而该物

质是影响烟草生长发育、烟叶色泽、烟气香味及其

生理强度等方面的重要物质．此外，多酚类物质是
烟草重要的香气前体物，与烟叶香气量和香气类型

密切相关［２－４］，因此多酚类物质是决定烟叶品质的

重要因素之一．有研究［５－７］报道了烤烟中多酚类化

合物含量的测定，所用测定方法主要是采用高效液

相色谱法．基于上述分析，本文采用高效液相色谱



法同时测定了新鲜烟叶中１０种多酚的含量．

１　材料与方法

１１　材料与仪器
１１１　材料

对照品莨菪苷、隐绿原酸、绿原酸、咖啡酸、

阿魏酸、新绿原酸、芸香苷、莨菪亭、香豆素、山

奈酚苷 （纯度 ＞９８％） （均购于加拿大 Ｔｏｒｏｎｔｏ
ＲｅｓｅａｒｃｈＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司）；甲酸 （色谱纯，北京百

灵威科技有限公司），乙腈、甲醇 （色谱纯，德国

Ｍｅｒｃｋ公司）；实验用水为超纯水．
１１２　样品

采自云南省石林县耀奇香草谷的红花大金元新

鲜烟叶．
１１３　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪 （配置有二元梯

度泵、自动进样器、柱温箱、二极管阵列检测器和

色谱工作站，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＡＥ２４０电子天平
（精度为 ００００１ｇ，瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；
ＭｉｌｌｉＱ５０超纯水仪 （美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）．
１１４　色谱条件

色谱柱：ＣＡＰＣＥＬＬＰＡＫＣＲ（４６ｍｍＩＤ×
２５０ｍｍ，５μｍ）；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ；
检测波长：３４０ｎｍ；流动相流速：０８ｍＬ／ｍｉｎ；流
动相Ａ［Ｖ（乙酸）∶Ｖ（甲醇）∶Ｖ（水）＝２∶１０∶８８］，流
动相Ｂ［Ｖ（乙酸）∶Ｖ（水）∶Ｖ（甲醇）＝２∶１０∶８８］；梯
度洗脱程序见表１．

表１　流动相梯度洗脱条件

时间／ｍｉｎ 流动相Ａ／％ 流动相Ｂ／％

００ ２０ ８０

１０ ２５ ７５

１２０ ４５ ５５

１３０ ９０ １０

１４０ ９０ １０

１４５ ２０ ８０

１２　对照品溶液的制备
分别精密称取莨菪苷、隐绿原酸、绿原酸、咖

啡酸、阿魏酸、新绿原酸、芸香苷、莨菪亭、香豆

素、山奈酚苷等１０种多酚对照品各１００ｍｇ，置于
１０ｍＬ棕色容量瓶中，用分析纯甲醇溶解并定容至
刻度，从而得到质量浓度为 １ｍｇ／ｍＬ的多酚标准
储备液．

１３　样品溶液的制备
精密称取新鲜烟叶冻干粉末 ５００ｍｇ，置于

１５ｍＬ的离心管中，然后加入８０％甲醇溶液５ｍＬ，
盖塞密封，超声提取 ４５ｍｉｎ，在常温下，以
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，通过０４５μｍ有机相微
孔滤膜过滤，备用．

２　结果与分析

将多酚对照品和样品溶液进样后在１１４色谱
条件下分析，其ＨＰＬＣ色谱图见图１和图２，１０个
多酚分离良好，峰形对称．

２１　线性关系考察
通过对标准储备液逐级稀释，配制一系列标准

工作溶液，并采用选定色谱条件对１０种多酚的系
列标准溶液进行测定，以对应各组分的质量浓度Ｃ
为横坐标 （Ｘ），各组分峰面积 Ａ为纵坐标 （Ｙ），
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绘制工作曲线，得回归方程及相关系数．检出限和
定量限分别取最低质量浓度标准溶液连续１０次进

样，计算当信噪比Ｓ／Ｎ＝３和Ｓ／Ｎ＝１０时所对应的
检测限和定量限，结果见表２．

表２　１０种多酚的回归方程、回归系数、检出限和定量限

多酚 线性范围／（μｇ·ｍＬ－１） 线性方程 相关系数 （ｒ） 检出限 定量限

新绿原酸 １～５０ Ａ＝３０５６３３Ｃ－４２７３２ ０９９９０ ００４ ０１４

莨菪苷 １～５０ Ａ＝１８６７４６Ｃ－１９９８２ ０９９９２ ００６ ０２０

绿原酸 １～５０ Ａ＝３１３８０３Ｃ－６１４１４ ０９９９２ ００４ ０１４

隐绿原酸 １～５０ Ａ＝３２１９０５Ｃ－７５９６０ ０９９９４ ００４ ０１４

咖啡酸 １～５０ Ａ＝５９６７９０Ｃ－９４４１３ ０９９９１ ００３ ０１０

莨菪亭 １～５０ Ａ＝５０６８４４Ｃ－５２７５７ ０９９９０ ００２ ００７

阿魏酸 １～５０ Ａ＝５４１５３２Ｃ－１０３４７５ ０９９９５ ００２ ００７

香豆素 １～５０ Ａ＝７６７８７Ｃ＋１５１３７ ０９９９２ ０１１ ０３８

芸香苷 １～５０ Ａ＝１８５８６３Ｃ－９２５７１ ０９９９６ ００６ ０２０

山奈酚苷 １～５０ Ａ＝２１４２６８Ｃ－２９４９８ ０９９９５ ００５ ０１７

　　由表２可以看出，１０种多酚在１～５０μｇ／ｍＬ
范围内具有较好的线性关系 （ｒ＞０９９９），其检出
限在 ００２～０１１μｇ／ｍＬ之间，定量限在 ００７～
０３８μｇ／ｍＬ之间．
２２　精密度实验

精密吸取混合对照品溶液１０μＬ，连续进样６
次，记录色谱峰面积，得到新绿原酸、莨菪苷、绿

原酸、隐绿原酸、咖啡酸、莨菪亭、阿魏酸、香豆

素、芸香苷、山奈酚苷１０种多酚的 ＲＳＤ值分别为
０９％， ０４％， ０５％， ０７％， １２％， ０７％，
０６％，１３％，１１％，０７％，表明仪器测定的精
密度良好．
２３　重复性实验

取同一批次样品６个，按１．３项下方法制备
后，再按１１４项下色谱条件分别进样，测定新绿
原酸、莨菪苷、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、莨菪

亭、阿魏酸、香豆素、芸香苷、山奈酚苷对应的峰

面积，计算其平均质量分数，得到其 ＲＳＤ值分别
为１３％，０６％，１７％，２１％，１３％，１２％，
１９％，１２％，１５％，１４％，表明该实验方法重
复性良好．
２４　加标回收率

在已经测定１０种多酚含量的新鲜烟叶样品中，
分别按高、中、低 ３个质量浓度水平添加一定量
的多酚混合标准溶液，连续进样６次，测定多酚的
回收率．由表３可以看出，多酚在新鲜烟叶中的平
均加标回收率为：９００％ ～１０１４％，ＲＳＤ为
２０％～４８％．

表３　１０种多酚的加标回收率和ＲＳＤ （ｎ＝６）

多酚 平均加标回收率／％ ＲＳＤ／％

新绿原酸 ９００ ２０

莨菪苷 ９５０ ４４

绿原酸 ９１１ ２８

隐绿原酸 ９１７ ３３

咖啡酸 １００４ ３３

莨菪亭 １００４ ３５

阿魏酸 １０１４ ３４

香豆素 ９１３ ２８

芸香苷 ９０３ ４３

山奈酚苷 ９４９ ４８

２５　样品含量测定
取新鲜烟叶冻干粉，按１３项下进行样品前处

理，在１１４色谱条件下进样分析，按回归方程计算
样品中多酚的含量，得到其平均含量从高到低的顺序

为：绿原酸７１０６μｇ／ｇ，云香苷５４４１μｇ／ｇ，隐绿原
酸 ５２３７μｇ／ｇ，山奈酚苷 １１５９μｇ／ｇ，新绿原酸
９７５μｇ／ｇ，咖啡酸７２３μｇ／ｇ，香豆素２５６μｇ／ｇ，莨菪苷
８９μｇ／ｇ，莨菪亭３８μｇ／ｇ，阿魏酸２８μｇ／ｇ．

３　讨论

多酚是烟叶中的重要物质之一，本文建立的方

法可以同时测定新鲜烟叶中１０种多酚的含量，所
用方法的精密度、重复性都较好，在设定的范围

内，线性关系良好．回收率测定结果显示，可以满
足实验需要．
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　　本研究整合了云南中烟现有的卷烟产品质量检
验管理工作中的工作内容、工作流程、检测标准以

及数据标准等，合理规划各级部门质量管理工作职

责及工作内容，建立了云南中烟卷烟产品质量检验

标准体系、数据管理规范、垂直管理模式、业务联

动机制等，从而保障各层级间产品质量检验管理业

务的上下贯通，提高云南中烟产品质量检验信息反

馈效率，为快速高效推动产品质量持续改进提供有

力保障．
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