
基金项目：国家马铃薯产业技术体系岗位专家资助（编号：ＣＡＲＳ１０

Ｐ１９）

作者简介：商婷婷（１９９４—），女，湖南农业大学在读本科生。

Ｅｍａｉｌ：４２０９９７６２５＠ｑｑ．ｃｏｍ

通讯作者：陆英

收稿日期：２０１５－０６－２１

第３１卷第４期

２０１５年７月 ! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．４

Ｊｕｌ．２０１５

犇犗犐：１０．１３６５２／犼．犻狊狊狀．１００３－５７８８．２０１５．０４．０１４

ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ法同时测定马铃薯中α茄碱

和α卡茄碱含量
ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆαｓｏｌａｎｉｎｅａｎｄαｃｈａｃｏｎｉｎｅｉｎｐｏｔａｔｏｂｙＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ

商婷婷１

犛犎犃犖犌犜犻狀犵狋犻狀犵
１
　

邝梦婷１

犓犝犃犖犌犕犲狀犵狋犻狀犵
１
　

胡新喜１，２

犎犝犡犻狀犵狓犻
１，２
　

熊兴耀１，２

犡犐犗犖犌犡犻狀犵狔犪狅
１，２
　

陆　英１
，３

犔犝犢犻狀犵
１，３

（１．湖南农业大学园艺园林学院，湖南 长沙　４１０１２８；２．湖南省马铃薯工程技术研究中心，湖南 长沙　４１０１２８；

３．国家植物功能成分利用工程技术研究中心，湖南 长沙　４１０１２８）

（１．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犎狅狉狋犻犮狌犾狋狌狉犲犪狀犱犔犪狀犱狊犮犪狆犲，犎狌狀犪狀犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犆犺犪狀犵狊犺犪，

犎狌狀犪狀４１０１２８，犆犺犻狀犪；２．犎狌狀犪狀犘狉狅狏犻狀犮犻犪犾犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵犚犲狊犲犪狉犮犺犆犲狀狋犲狉犳狅狉犘狅狋犪狋狅犲狊，

犆犺犪狀犵狊犺犪，犎狌狀犪狀４１０１２８，犆犺犻狀犪；３．犖犪狋犻狅狀犪犾犚犲狊犲犪狉犮犺犆犲狀狋犲狉狅犳犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔

犳狅狉犝狋犻犾犻狕犪狋犻狅狀狅犳犉狌狀犮狋犻狅狀犪犾犐狀犵狉犲犱犻犲狀狋狊犉狉狅犿犅狅狋犪狀犻犮犪犾狊，犆犺犪狀犵狊犺犪，犎狌狀犪狀４１０１２８，犆犺犻狀犪）

摘要：建立高效液相色谱—蒸发光散射检测（ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ）

同时测定马铃薯中α茄碱和α卡茄碱的方法，并对不同样品

含量进行测定。结果表明：当ＥＬＳＤ漂移管温度９８℃，雾化

管温度３０℃，载气压力６．９０ｋＰａ时，以０．１％三氟乙酸水—

乙腈为流动相，经梯度洗脱程度，α茄碱和α卡茄碱可获得

良好分离，色谱峰柱效高。样品用质量１００倍的１％甲酸甲

醇为提取溶剂在７０℃下提取９０ｍｉｎ，提取液直接注入色谱

仪进行检测。α茄碱标准品在０．１９６～９．８００μｇ线性关系良

好（犚２＝０．９９９５），平均回收率为９９．４％，并以该标准曲线同

时计算样品中的α茄碱和α卡茄碱的含量。马铃薯植物的

不同部位均含有生物碱，α茄碱的含量为０．１３～１．５９ｍｇ／ｇ，

α卡茄碱的含量为０．３９～８．２８ｍｇ／ｇ；两种生物碱总量为

０．５２～９．３７ｍｇ／ｇ，同一部位中α卡茄碱的含量为α茄碱的

１．２～７．６倍。
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ｎｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅ０．１３～１．５９ｍｇ／ｇａｎｄαｃｈａｃｏｎｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅ

０．３９～８．２８ｍｇ／ｇ；ｔｏｔａｌａｌｋａｌｏｉｄｓｗｅｒｅ０．５２～９．３７ｍｇ／ｇ，αｃｈａｃｏ

ｎｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅ１．２ｔｏ７．６ｔｉｍｅｓｏｆαｓｏｌａｎｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｔｈｅ

ｓａｍｅｓａｍｐｌｅ。
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　　马铃薯作为一种主要的经济作物在世界范围内广为种

植。马铃薯植株和块根中含有一类甾体类糖苷生物碱，主要

为α茄碱和α卡茄碱，在芽、幼叶、花、未成熟块根以及成熟

薯皮组织中含量均较高［１］。研究表明，这类糖苷生物碱在体

内外均具有较强的毒性［２，３］，有抗肿瘤［４］、抗疟［５，６］、强心［７］、

抗病毒［８］、降脂［９］等多种功效，因此，在食品安全和医药开发

中都具有重要意义。近年来的研究［１０］还发现，这类生物碱

对抵御病原菌和病虫害等有一定的作用，能抑制和杀灭某些

真菌、细菌等病原微生物，因此，作为绿色农药的开发利用方

面也具有广阔前景。

　　蒸发光散射检测器（ＥＬＳＤ）不依赖样品的光学性质，任

何挥发性低于流动相的样品均能被检测，近年来被广泛用于

低紫外吸收物质的检测，同时ＥＬＳＤ对物理性质相似的物质
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可以给出一致的响应和标准曲线［１１，１２］，可在无对照品的情况

下，采用另外一种结构相似、含量已知的物质作对照，从而测

定未知物的含量［１３］。目前对马铃薯中生物碱含量的测定主

要采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）
［１４－１８］，在２１０ｎｍ处进行紫

外检测（ＵＶ），由于分子内仅存在一个共轭双键，属于紫外末

端吸收，溶剂对检测的影响较大，基线不稳，特别是当样品中

生物碱含量低时，杂质干扰显得尤为严重。同时，α卡茄碱

标准品价格昂贵且难以获得，很多研究仅测定了α茄碱的含

量，缺乏对α卡茄碱的研究报道。由于α茄碱和α卡茄碱具

有相同的母核结构，分子结构极相似，本试验拟以α茄碱为

标准品，建立 ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ同时检测马铃薯中两种主要生

物碱的方法，并对马铃薯不同部位含量进行测定，为马铃薯

中生物碱安全评价及开发利用提供试验依据。

１　材料与方法
１．１　试剂和材料

　　α茄碱标样：纯度为９９％，北京百灵威有限公司；

　　乙腈：色谱纯，美国天地公司；

　　马铃薯及茎叶材料：湖南农业大学湖南省马铃薯工程技

术研究中心提供。马铃薯植株采于２０１４年５月中旬（品种：

金湘），于地面上１０ｃｍ处割下并分别制备茎、叶、叶柄、全株

样品，马铃薯削皮约２～３ｍｍ 厚，肉皮分离，所有鲜样切成

小段或薄片，置６０℃烘箱中干燥，粉碎，密闭后置冰箱备用。

１．２　仪器设备

　　高效液相色谱仪：ＬＣ２０Ａ型，日本岛津公司；

　　ＥＬＳＤ检测器：ＥＬＳＤ４００型，美国ＳＯＦＴＡ公司；

　　色谱柱：ＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），美

国安捷伦公司；

　　旋转蒸发仪：ＲＥ５２ＡＡ型，上海亚荣生化仪器厂；

　　数显恒温水浴锅：ＨＨ型，金坛市金城国胜实验仪器厂。

１．３　试验方法

１．３．１　ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ分析条件　流动相 Ａ：０．１％三氟乙

酸水溶液；Ｂ：乙腈；梯度洗脱：０～２０ｍｉｎ，２５％～３５％ Ｂ；流

速１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３５℃，ＥＬＳＤ雾化管温度３０℃，漂移管温

度９８℃，载气压力６．９０ｋＰａ。

１．３．２　α茄碱标准曲线制作　精密称取α茄碱标准品９．９０ｍｇ

用甲醇超声溶解定容至１０ｍＬ，制成０．９８ｍｇ／ｍＬ的标准溶

液，取５，１０μＬ进样，将该标准溶液用甲醇稀释１０倍后再取

２，５，１０，２０μＬ，每个进样体积重复进样３次，测定并记录峰

面积，以进样质量（μｇ）的对数为横坐标（狓），以化合物的平均

峰面积的对数为纵坐标（狔），绘制标准曲线，噪音３倍峰高质

量为检出线。

１．３．３　α卡茄碱定量方法　由于ＥＬＳＤ检测器对结构相似

的物质具有相同的响应因子，因此具有相近的线性方

程［１１，１２］，因此在无对标准品的情况下，可采用α茄碱的标准

曲线计算α卡茄碱的含量。

１．３．４　样品含量测定　精确称取样品１．０ｇ，用１００ｍＬ１％

甲酸甲醇于７０℃回流提取９０ｍｉｎ，过滤，薯皮、薯叶提取液

定容至１００ｍＬ，其他部位提取液在５０℃下浓缩，定容至

２５ｍＬ，得供试品溶液。样液过膜，在１．３．１条件下进样，根

据标准曲线计算α茄碱和α卡茄碱含量。

２　结果与分析
２．１　ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ分析条件的确定

　　文献［１５～１８］采用ＨＰＬＣ—ＵＶ法测定α茄碱的流动相

为 Ｈ３ＰＯ４水溶液—乙腈，由于 Ｈ３ＰＯ４不具挥发性，不能作为

ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ的流动相，因此选用具有挥发性的三氟乙酸

水溶液与乙腈为流动相，同时考虑到色谱柱的ｐＨ 耐受值，

确定水溶液中三氟乙酸的用量为０．１％。本试验首先考察并

优化了漂移管温度、载气压力对色谱峰分离的影响，结果表

明漂移管温度升高，流动相蒸发趋于完全，信号响应值变

大，但温度过高，信号响应值变小，当漂移管温度为９８℃时

信号响应值最大；载气压力不同使载气流速不同，载气流速

影响雾化器中液滴的形成，从而影响检测器的响应，载气压

力为６．９０ｋＰａ时，噪声信号小，色谱图基线平稳，目标组分

响应值高。同时通过洗脱梯度的调整，在１．３．１色谱条件下

两目标组分分离良好，根据标准物确定峰１为α茄碱，根据

文献［１４］确定峰２为α卡茄碱，见图１。
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图１　α茄碱及马铃薯皮提取液的 ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ图谱
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２．２　α茄碱标准曲线绘制

　　按１．３．１方式进样，以标准品质量对数为横坐标狓，峰面

积对数为纵坐标狔（图２）得回归方程为狔＝１．２０７９狓＋４．８０７０，

狉２＝０．９９９５，α茄碱在０．１９６～９．８００μｇ线性关系良好。最

低检出限为０．０９８μｇ。
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图２　α茄碱的标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆαｓｏｌａｎｉｎｅ

２．３　马铃薯生物碱提取条件的确定

２．３．１　提取溶剂的选择　α茄碱、α卡茄碱属于甾体类生物

碱，只溶于甲醇、乙醇、吡啶等少数有机溶剂中，同时它们具

有弱碱性，能在酸性条件下成盐增加溶解度。文献［１４～１６］

均采用酸提碱沉等方式提取及净化，本试验采用提取液直接

进样，不需富集、净化等复杂前处理，并考虑ＥＬＳＤ检测器对

进样溶液的要求，以马铃薯皮为原料，首先考察不同溶剂的

提取效果，由表１可知，提取溶剂甲醇优于乙醇，甲酸优于乙

酸，１％甲酸甲醇对α茄碱、α卡茄碱提取效果均最好。

表１　提取溶剂比较

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔ

ｍｇ／ｇ　　　　

提取溶剂 α茄碱 α卡茄碱

１％甲酸甲醇 １．４５ ５．６４

５％乙酸甲醇 １．２８ ４．８８

甲醇 １．２５ ４．７４

１％甲酸乙醇 １．２４ ４．６１

５％乙酸乙醇 １．０３ ３．６５

乙醇 ０．９８ ３．２５

２．３．２　提取条件的确定　以马铃薯皮为原料，１％甲酸甲醇

为提取溶剂，在单因素试验的基础上，对提取温度、时间、溶

剂用量进行三因素三水平的正交试验，因素水平表见表２，结

果见表３。由表３可知：马铃薯生物碱最佳提取条件为

Ａ３Ｂ３Ｃ３。即提取温度７０℃，提取时间９０ｍｉｎ，料液比１∶

１００（犿∶犞）。由极差分析可知：影响α茄碱提取效果的因素

依次为：时间＞温度＞溶剂用量，影响α卡茄碱提取效果的

因素依次为：溶剂用量＞温度＞时间，但均无显著性差异（方

差分析表略）。验证实验（表４）表明，正交分析得到最佳提取

条件Ａ３Ｂ３Ｃ３优于正交组中含量最高组合Ａ３Ｂ３Ｃ２。

表２　因素水平表

Ｔａｂｌｅ２　Ｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｔａｂｌｅ

水平 Ａ提取温度／℃ Ｂ提取时间／ｍｉｎ Ｃ提取溶剂用量（犿∶犞）

１ ５０ ３０ １∶２５　

２ ６０ ６０ １∶５０　

３ ７０ ９０ １∶１００

表３　正交试验结果与分析

Ｔａｂｌｅ３　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ
α茄碱／

（ｍｇ·ｇ－１）

α卡茄碱／

（ｍｇ·ｇ－１）

１ １ １ １ １．０５ ３．５１

２ １ ２ ２ １．１１ ３．２０

３ １ ３ ３ １．５３ ６．０４

４ ２ １ ２ １．４４ ２．９３

５ ２ ２ ３ １．３２ ５．３７

６ ２ ３ １ １．３２ ４．０９

７ ３ １ ３ １．４２ ５．７７

８ ３ ２ １ １．３２ ４．８８

９ ３ ３ ２ １．５９ ６．４７

α茄碱

α卡茄碱

犽１ １．２３ １．３０ １．２３

犽２ １．３６ １．２５ １．３８

犽３ １．４４ １．４８ １．４２

犚 ０．２１ ０．２３ ０．１９

犽１ ４．２５ ４．０７ ４．１６

犽２ ４．１３ ４．４８ ４．２０

犽３ ５．７１ ５．５３ ５．７３

犚



１．５８ １．４６ １．５７

表４　提取条件的验证实验

Ｔａｂｌｅ４　Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（狀＝２）

ｍｇ／ｇ　　

检测组分 α茄碱含量 α卡茄碱含量

Ａ３Ｂ３Ｃ３ １．５８ ６．６０

Ａ３Ｂ３Ｃ２ １．５２ ６．３１

２．４　精密度试验

　　取同一份样品溶液重复进样３次，记录α茄碱、α卡茄

碱面积，结果见表５。由表５可知：同一样品重复进样，ＲＳＤ

分别为１．１３％，０．５８％，说明仪器精密度良好。

表５　精密度试验

Ｔａｂｌｅ５　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎｔｅｓｔ

检测组分 峰面积 ＲＳＤ／％

α茄碱 ３３６３９８ ３３７３８０ ３３０３７４ １．１３

α卡茄碱 １４４１８８３ １４５１２３６ １４５８８１６ ０．５８
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２．５　稳定性试验

　　取同一份样品溶液，分别于０，１，２，３，４ｈ进样，记录α茄

碱、α卡茄碱峰面积，结果见表６。由表６可知：样品溶液在

４ｈ内稳定，ＲＳＤ分别为２．３３％，２．９４％。

表６　稳定性试验

Ｔａｂｌｅ６　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ

检测组分 ０ｈ １ｈ ２ｈ ３ｈ ４ｈ ＲＳＤ／％

α茄碱　 ７２５１１ ７０７４９ ７１３６１ ６９８７５ ６８１３７ ２．３３

α卡茄碱 ３０７１４７ ３０７４１１ ３１０８０３ ２９９７６３ ２８８５１０ ２．９４

２．６　重复性试验

　　取马铃薯皮样品，按方法分别制得供试品溶液３份，分

别进样测定，记录α茄碱、α卡茄碱峰面积，结果见表７。由

表７可知：峰面积 ＲＳＤ 分别为３．１１％，１．１０％，方法重现

性好。

表７　重复性试验

Ｔａｂｌｅ７　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｐｅａｔｅｄｔｅｓｔ

检测组分 峰面积 ＲＳＤ／％

α茄碱 ３１４３６５ ３２９８６６ ３１１４４８ ３．１１

α卡茄碱 １４３９９４８ １４６８０１０ １４４１０４５ １．１０

２．７　加标回收试验

　　精密取已知含量的马铃薯皮原料３份各１．０ｇ，精确加入

α茄碱标准品适量，按样品制备方法提取并分析，结果见表８。

由表８可知：α茄碱的回收率在１０１．６１％～９７．４４％，平均回收

率为９９．４％，ＲＳＤ为１．１％，回收率高，达到测定要求。

表８　加标回收率试验

Ｔａｂｌｅ８　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ

样品含量／

ｍｇ

加入量／

ｍｇ

测定量／

ｍｇ

回收率／

％

平均回收率／

％

ＲＳＤ／

％

０．９４ ０．９８ １．９４ １０１．６１

０．９７ ０．９８ １．９３ ９７．４４ ９９．４ １．１

１．０３ ０．９８ ２．００ ９９．０８

２．８　样品含量测定

　　按１．３．４方法制备马铃薯不同部位供试品溶液，平行制

备２次，测定结果见表９。由表９可知，马铃薯植物的不同部

位均含有生物碱，且两种生物碱含量差异很大，α茄碱的含

量为０．１３～１．５９ｍｇ／ｇ，由高到低为薯皮＞叶＞地上全株≈

薯肉＞茎；α卡茄碱的含量为０．３９～８．２８ｍｇ／ｇ，由高到低为

叶＞薯皮＞地上全株＞薯肉＞茎；两种生物碱总量为０．５２～

９．３７ｍｇ／ｇ，同一部位中α卡茄碱的含量是α茄碱含量的

１．２～７．６倍。

３　结束语
　　本试验通过对提取条件的优化、检测方法学考察等试验

建立了ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ测定马铃薯中两种主要生物碱α茄碱

和α卡茄碱的方法，样品处理方法简便，不需净化直接进样，

表９　马铃薯不同部位生物碱含量

Ｔａｂｌｅ９　Ａｌｋａｌｏｉｄｃｏｎｔｅｎｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｏｆ

ｔｈｅｐｏｔａｔｏｐｌａｎｔ（狀＝２） ｍｇ／ｇ　　

马铃薯部位 α茄碱含量 α卡茄碱含量 总量

薯皮 １．５９ ６．６９ ８．２８

薯肉 ０．５８ ０．７２ １．３０

叶 １．０９ ８．２８ ９．３７

茎 ０．１３ ０．３９ ０．５２

地上全株 ０．５９ ３．８５ ４．４４

目标组分的色谱峰形好，柱效高，分离度好。同时试验基于

ＥＬＳＤ检测器对结构相似物质具有相同响应因子的特点，通

过α茄碱的标准曲线完成α茄碱和α卡茄碱的含量测定，对

一些标准品缺乏的物质含量检测具有一定的借鉴意义。

　　由试验结果可知，马铃薯植物的不同部位均含有生物

碱，叶、薯皮、地上全株部分含量较高，特别是马铃薯地上部

分的产量远大于马铃薯皮，因此以地上部分特别是叶作为原

料进行糖苷生物碱的提取，并开发成为药品、生物农药等具

有广阔的前景，也可为农业资源废弃物的深度开发利用开辟

新的途径。
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横轴，纵轴截距因抑制剂的存在而变大，抑制分数与抑制剂

浓度成正比，与底物浓度无关，说明苯甲酸是ＰＰＯ的非竞争

性抑制剂，这与黄晓丹等［２０］研究结果一致，即苯甲酸能抑制

蘑菇酪氨酸酶的单酚酶和二酚酶的活性，其效应为可逆抑制

效应，苯甲酸对二酚酶的抑制作用表现为非竞争性抑制。

３　结论
　　４ＨＲ、草酸、植酸和苯甲酸对ＰＰＯ酶催化绿原酸模拟果

汁体系褐变均有抑制作用。不同抑制剂对含绿原酸模拟果汁

中ＰＰＯ抑制机理不同。４ＨＲ和草酸对ＰＰＯ抑制作用为竞争

性抑制，植酸为混合性抑制，苯甲酸酶为非竞争性抑制。本试

验只对苹果中含量较多的绿原酸酶促褐变抑制机理进行研

究，而苹果中多酚物质种类繁多，因此，抑制剂对其他主要酚

类物质酶促褐变的抑制作用，还有待于进一步研究。
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