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超高效液相色谱测定烟叶中的糖类化合物

及在筛选评价中的应用
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摘要!利用可以快速批量前处理的新型样品萃取瓶作为前处

理装置"建立了新鲜烟叶中葡萄糖'果糖'麦芽糖和蔗糖
"

种

糖类化合物的超高效液相色谱快速检测方法%试验结果表

明(

!

新开发的样品前处理装置集提取'过滤和转移为一

体"可以大大提高样品前处理效率&

"

利用
C/̂

的乙腈!内

含
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三乙胺#为流动相"以
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F=O3-

!

$*# ==i#%% ==

"
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'

=

#为色谱柱"以流速

%*$=T

$

=O1

进行色谱分析%

"

种糖类物质在
/

&

$/%

'

W

$

=T

时具有较好的线性关系"线性相关系数
#

%*HHH

&检出限为

#*%

&

!*$

'

W

$

=T

&不同添加水平下"平均回收率为
H#*%̂

&

#%$*%̂

"精密度试验
04,

"
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&

#

对于不同类型的新鲜烟

叶进行检测"发现糖类化合物的含量差异明显%该方法前处

理简单易操作"重复性较好"可以满足烟草及相关样品检测

评价的要求%

关键词!糖类化合物&烟叶&超高效液相色谱&筛选评价&前

处理
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随着烟草基因组计划重大专项第
$

个五年计划的开展!

在未来
/

年!将以精准育种为核心!以突破品质为关键!着力

实现从传统育种手段向以工厂化育种"模块化育种为主体的

精准育种的跨越#其中基因编辑素材的筛选评价则是&优质

低害(烟草品种培育的重要技术手段#糖类物质是决定烟叶

品质好坏的关键化学成分!对烟叶品质有着重要影响/

#I$

0

!

一直以来都是烟草化学检测的重要项目/

!I"

0

!也是国内外烟

草行业的质量控制内容/

/ID

0

#

糖的测定方法主要有比色法/
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0

"流动分析法/
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度法/
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法"流动分析法和光度法只能测定糖的总量+

8<

法需要衍生

化前处理!操作步骤复杂+液相色谱法由于前处理简单!分离

效率好!检测灵敏度高!成为烟草糖类物质分析的重要分析

手段!如烟草行业标准方法/

$!

0

#但是该方法色谱分析时间

较长$

#

!%=O1

%!前处理步骤较多!无法较好地满足大量样

品的快速分析筛选评价需求!因此亟待开发快速分析方法及

与之相匹配的前处理方法#

针对以上测定需求!本研究拟开展样品前处理批量化改

进处理研究!设计新型样品萃取瓶!同时采用超高效液相色

谱进行分离检测!旨在为新鲜烟叶中
"

种糖类物质$果糖"葡

萄糖"蔗糖"麦芽糖%提供准确可靠"操作简单的快速筛选评

估技术#

#

!

材料与方法
#*#

!

仪器设备与试剂

超高效液相色谱系统,

F<fLEỲ LAT<

型!配置
F<@

fLEỲ

蒸发光散射检测器
NT4,

!美国
Z2B-:7

公司+

超纯水处理系统,

]O))O@f/%

型!美国
]O))O

>

(:-

公司+

电子分析天平,

FN$"%

型!精确
%*%%%#

W

!美国
]-BB)-:

公司+

超声波振荡器,

4U/$%%

型!上海科导超声仪器有限

公司+

T@

果糖"

T@

葡萄糖"麦芽糖"蔗糖,纯度
#

HĤ

!美国
4Q@

>

-).(

公司+

甲醇"乙腈,色谱纯!美国
GO7P-:

公司+

三乙胺,分析纯!上海阿拉丁生化科技股份有限公司+

/

个基因编辑烟草样品,基因编辑育种工厂+

!

个正常烟草样品,云南中烟工业有限责任公司技术

中心#

#*$

!

试验方法

#*$*#

!

标准溶液配制
!

糖类物质$果糖"葡萄糖"麦芽糖"蔗

糖%标准溶液,分别准确称取
%*/

W

的果糖"葡萄糖"麦芽糖和

蔗糖于
#%%=T

的容量瓶中!用
&%̂

的甲醇水溶液溶解并定

容到刻度!配制成浓度为
/*%=

W

.

=T

的
"

种糖物质的储备

液!于
"V

下避光保存+使用时分别移取合适体积的储备液!

用
&%̂

甲醇稀释成一系列所需浓度的标准工作液#

#*$*$

!

色谱分析条件
!

分析柱为
F<fLEỲ LAT<MN\

F=O3-

色谱柱$
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!

#*C
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%+流动相为
C/̂

的乙腈$内含
%*$̂

三乙胺%!流速
%*$=T

.

=O1

!柱温
!/V

+

进样量
/*%

'

T

+

NT4,

的漂移管温度
D/V

!载气为氮气!载气

压力
$"#*!$6A2

#

#*$*!

!

前处理方法

$

#

%萃取瓶装置,新型萃取瓶装置主要解决适应于高通

量分析的前处理技术!结构包含外套管$含密封圈%和内套管

$带
%*"/

'

=

过滤筛板%#进行样品前处理时!样品直接加入

外套管中!加入萃取溶剂后利用密封圈将内套管固定在管

口+进行样品超声处理后!直接压入内套管!溶液通过筛板过

滤和内套管相连接的弯管流出!使样品过滤和转移为一步!

相较于平常前处理工作$利用注射器取样!放置过滤头!将滤

液吸入注射器!过滤头过滤!转移溶液至色谱瓶的多步骤操

作%具有较强的优势!可以大大提高前处理效率+另外可以避

免操作人员的人为误差!达到前处理的平行性和稳定性#萃

取瓶设计,实验室前期设计了一种集样品提取"过滤净化和

转移装瓶为一体!可以简化操作步骤!保持样品处理一致性

的新型样品萃取瓶!结构见图
#

#

#*

样品萃取外管
!

$*

样品
!

!*

密封圈
!

"*

过滤筛板
!

/*

转移弯管

D*

过滤内套管
!

C*

提取溶剂
!

&*

样品收集瓶

图
#

!

新型样品萃取瓶结构示意图
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%前处理方法,基因编辑烟叶样品!去除主干后!

#%/V

杀青
!%=O1

!

D%V

恒温烘干至恒重!粉碎+正常烟草

样品按
<̀

.

Y!&#

'

$%#%

的方法制备#

将样品萃取瓶的外套管固定在离心管架上!称取
%*$/

W

样品到外套管中!加入
$/=T

的
&%̂

甲醇!然后把萃取瓶的

内套管卡在外套管的口部!并利用密封圈进行固定!以防止

萃取时萃取液的溅出#对外套管种的样品进行超声萃取!恒

温超声
!/=O1

#

萃取完毕!取出装置!直接下压在瓶口处的内套管!萃取

液直接通过内套管的筛板进行过滤!并进入到管内部!过滤

的滤液从弯管管口直接流出!用色谱瓶直接进行收集即可供

色谱进样!操作一步实现样品的过滤和转移#

#*!

!

数据处理

数据采用
N=

>

(X-:$

数据工作站进行处理#

$

!

结果与讨论
$*#

!

样品前处理条件

对烟草样品中的糖一般采用水/

$"

0

"水'甲醇/

$/

0

"水'乙

腈提取/

$$

0

!如果利用水来提取烟草!由于提取液中存在大量

的酸性物质$如柠檬酸"酒石酸等%!会导致蔗糖发生水解!从

而影响检测的准确度/

$D

0

+据文献/

$/

0报道!采用含有甲醇的

水溶液可以在一定程度上避免提取液中二糖和多糖发生水

解反应!经试验采用体积比为
&%̂

的甲醇水溶液为最优条

件#因此本试验中不再优化提取溶剂!直接采用文献/

$/

0优

化的提取溶剂比例#

考虑到加热回流提取操作麻烦!所耗时间较长!不予采

用+振荡萃取和超声萃取两相比较!超声萃取的效率更优!因

此本试验中选用超声萃取为最佳提取方式#

试验表明!称取
%*$/

W

烟草样品!加入
&%̂

的甲醇

$/=T

!超声萃取
!%=O1

以上!烟草样品中水溶性糖可提取

%/

安全与检测
!

$%#&

年第
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完全$

#

H&̂

%#因此本试验中选择用
&%̂

的甲醇超声萃取

!/=O1

#

$*$

!

色谱条件优化

F<fLEỲ LAT<MN\F=O3-

氨基柱是糖类物质分析

的常用色谱柱!根据试验需要!选用水和乙腈作为流动相!随

着乙腈比例增大!

"

种糖类物质的峰型可以得到有效改善+

试验发现在流动相中添加三乙胺作为改进剂还可抑制色谱

峰拖尾#试验表明!用
C/̂

的乙腈$含
%*$̂

的三乙胺%为流

动相!等度洗脱即可让待测组分达到基线分离#综上所述!

结合分离时间和分析效果!本试验中优选色谱分析条件为,

C/̂

的乙腈$含
%*$̂

三乙胺%水溶液等度分离#

NT4,

是糖类物质检测的常用检测器!由于糖类物质的

非挥发性!经过
NT4,

会产生响应的信号!因此合适的载气

量和漂移管温度是
NT4,

检测器的关键优化参数#载气量

的大小会影响雾化器中液滴的形成!影响
NT4,

检测器的噪

音和检测灵敏度+漂移管温度影响了流动相和检测物质的气

化程度!会直接影响检测效果和检测限#通过信噪比比较和

信号值对比!本研究优选的检测参数为,漂移管温度
D/V

!

氮气作为载气!压力
$"#*!$6A2

#

$*!

!

方法线性关系(检出限和定量限

利用优化色谱条件进行分离!图
$

为
"

种糖的标准溶液

色谱分析图#从图
$

可看出!

"

种糖类物质峰型较好!达到基

线分离!分析时间大大缩短!与目前的烟草行业标准相比!每

个样品色谱分离时间缩短了
!

倍#

!!

配制系列不同浓度的标准溶液!在选定色谱条件下进样

/

'

T

!根据测得的峰面积对糖的浓度$

=

W

.

=T

%进行线性回

归!得到回归方程!结果见表
#

#由表
#

中可以发现!

"

种糖

类物质在
/

&

$/%

'

W

.

=T

时具有较好的线性!线性相关系数

均
#

%*HHH

!检测限为
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&

!*$

'

W
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!可以满足烟草样品中

"

种糖类物质的快速分析#

#*

果糖
!

$*

葡萄糖
!

!*

蔗糖
!

"*

麦芽糖

图
$

!

"

种糖标准溶液色谱图
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表
#

!

"

种糖的标准曲线方程$线性范围$相关系数和检出限n
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% 相关系数 检测限.$
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% 定量限.$
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!
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W
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&

!%% %*HHH/ #*$ "*%

葡萄糖
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W
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$/% %*HHHD #*% !*"
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!
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麦芽糖
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n

!

H

为峰面积+

+

为分析物浓度!

'
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#
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!

方法验证实验

在需要考察的样品中进行标准溶液添加$样品含量的

%*/

!

#*%

!

#*/

倍%!进行加标回收率试验!利用优化的方法进行

前处理!并按选择的色谱条件进样分析!每个样品进行
C

次

平行测定!

"

种糖的回收率为
H#*%̂

&

#%$*%̂

!说明方法回

收率较为理想!可以进行烟草中糖类物质的测定分析+考察

方法的重复性$

3 hC

%!

"

种糖类物质的日内精密度为

#*$̂

&

$*/̂

!日间精密度为
$*%̂

&

!*%̂

!综上!方法重复

性较佳!稳定性较好!适合实际样品检测#

$*/

!

实际样品分析

选取
/

个基因编辑烟叶样品$

#

(

为水培成苗期!

$

(

为

水培现蕾期!

!

(

为水培开花期!

"

(

为水培结实期!

/

(

为水

培病化烟苗%以及正常烟叶样品
!

个$

D

(&

&

(

%!按照优化

的前处理方法和色谱条件进行分离检测!图
!

为某水培成苗

期新鲜烟叶实际样品色谱图#

!!

从表
$

中可以发现!在苗期!烟株叶面较小!光合能力较

弱!光合产物主要供应烟株生长发育!因此蔗糖等化合物基

本处于累计状态+成熟期!大量淀粉累计于烟叶!还原糖等急

剧升高#而水培病化烟苗样品$

/

(

%!果糖和葡萄糖含量是

#*

果糖
!

$*

葡萄糖
!

!*

蔗糖
!

"*

麦芽糖

图
!

!

水培成苗期新鲜烟叶样品色谱图
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YP-.P:(=2B(

W

:2=(92:-2)72=

>

)-O17--3)O1

W

7B2

W

-(?B2O1-39:(=P

;

3:(

>

(1O.7

异于同期的烟苗的$

#

(&

"

(

%!可能是代谢通路出现差异后!

导致碳氮代谢等基础代谢发生变化!可以进行后续的深入分

析#结果表明,利用建立的方法可以对烟苗期以及正常生长

的新鲜烟叶中糖类物质进行分析检测#方法前处理简单易操

作!分析时间大大缩短!容易实现批量分析!可以应用于大量

基因编辑样品筛选评价以及后续烟叶样品的检测分析#

#/

第
!"

卷第
#$

期 刘
!

欣等,超高效液相色谱测定烟叶中的糖类化合物及在筛选评价中的应用
!



表
$

!

烟草样品中
"

种糖的检测结果

Y2?)-$

!

YP-:-7Q)B7(9BP-.(1B-1B7(9"212)

;

B-7O1BP-

:-2)B(?2..(72=

>

)-7 =

W

%

W

样品 果糖 葡萄糖 蔗糖 麦芽糖

# H*#! #"*H! C%*$D &*$$

$ $*#C $*D" !#*## #*&H

! !*$% /*$H $/*$" /*!C

" !*DC !*HD $#*&% #*/&

/ $#*$& #C*DH "C*"C "*&$

D D/*H% /%*/% &*$% H*/%

C H%*!% C%*$% C*%% &*C%

& &$*!% &H*/% #$*"% H*!%

!

!

结论
鉴于糖类物质对于烟草生长情况和品质的重要关系!本

研究以基因编辑工厂化育种样品为考察对象!以正常烟苗样

品为参照!立足于大量样品快速分析的需求!针对目前方法

存在的问题和缺点开发了一种新鲜烟叶中糖类化合物的快

速检测方法#结果表明,通过前处理装置的研发和建立!可

以大大简化前处理步骤!提高前处理效率!并保证了样品处

理的稳定性和平行性+利用超高效液相色谱分析!

"

种糖类

物质能在
#%=O1

内达到基线分离!和行业标准相比色谱分

析效率提高
!

倍!新建立的方法的精密度"回收率均可满足

烟草样品分析的需求#下一步将进一步应用于烟草基因编

辑工厂化育种的评价流程中!扩大样本量的检测!汇总数据!

总结规律!为基因编辑功能研究提供重要数据支持和技术

手段#
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