
  

稳定同位素及放射性14C 技术在香兰素
溯源中的应用
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摘要：香兰素分为天然香兰素、化学合成香兰素和生物合成香兰素，不同来源的香兰素价格差异巨大。本研究分

析了不同来源香兰素的 δ13C、δ2H、δ18O值和放射性同位素14C活度。结果显示，结合 δ13C、δ2H、δ18O值可区分以

天然丁香酚、阿魏酸和 4-甲基愈创木酚等为前体原料的香兰素；放射性同位素14C活度仅能识别香兰素的前体原

料为生物或化石来源；通过这 4个指标无法区分不同合成路径（化学和生物合成）的香兰素。同时，制备过程用水

对香兰素的 δ2H和 δ18O值基本没有影响，但制备过程中结晶溶剂和酶的使用对香兰素的 δ2H和 δ18O值产生了显

著影响。结果表明，稳定同位素及放射性同位素技术可在一定程度上有效鉴别香兰素来源，为打击香兰素市场的

欺诈行为提供了技术支持。
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Abstract: Vanillin  is  classified into  natural  vanillin  (i.e.,  the  vanillin  extracted from vanilla  beans),

chemically synthesized vanillin, and biologically synthesized vanillin. The prices of vanillin derived

from different sources vary greatly, so identifying the source of vanillin can help to combat persistent

fraudulent  activities.  Owing  to  the  differences  in  isotopic  compositions  of  vanillin  from  different

sources,  isotope  technology  is  effective  for  distinguishing  natural  vanillin  from  biologically  or

chemically synthesized vanillin. In this study, the δ13C、δ2H、δ18O, and 14C activity of vanillin from

different  precursor  materials  and  synthesis  pathways  were  analyzed,  and  then  one-way  analysis  of

variance  was  conducted  to  identify  the  isotopic  characteristics  of  vanillin  from different  precursors

and  synthesis  pathways,  verifying  the  feasibility  of  tracing  the  sources  of  vanillin  using  isotope

technology and providing basic data for the vanillin isotopic database. Additionally, for the first time,

the influence of using water with different isotopic compositions during the preparation processes on
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the vanillin’s  isotopic compositions was investigated,  thereby further  improving the vanillin isotope

tracing methodology. The results showed that the combination of δ13C and δ2H can clearly distinguish

vanillin derived from different precursor materials including natural eugenol, ferulic acid, 4-methyl-

guaiacol  and  so  on.  The  combination  of  δ2H  and  δ18O  can  also  distinguish  vanillin  derived  from

different  precursor  materials,  but  the  differentiation  effect  is  inferior,  mainly  because  the

discriminatory effect of δ18O is less clear. The activity of radioactive isotope 14C can identify whether

the precursor material of vanillin is from natural biological sources or fossil fuels, while it is hard to

distinguish the specific biological origin of vanillin, even if they come from different plant precursors.

However,  these  four  indicators  can  not  distinguish  vanillin  from  different  synthetic  routes  (e.g.,

chemical or biological synthesis). Meanwhile, the water used in the production process has little effect

on  the  δ2H  and  δ18O  of  vanillin,  but  the  use  of  crystallization  solvents  and  enzymes  during  the

processes  has  a  significant  impact  on  the δ2H and δ18O of  vanillin.  These  results  indicated  that  the

precursor  materials,  the  exchange  reactions  during  the  biochemical  synthesis  or  purification

processes, and the degree of isotopic fractionation may all have influence on the isotope distribution

in the final product of vanillin. As a result, the stable and radioactive isotope techniques are effective

tools for identifying the source of vanillin, which can provide strong technical support for combating

vanillin fraud.
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香兰素（3-甲氧基-4羟基苯甲醛），又名香草

醛，是香草的主要风味成分，最早于 1816年从香

草豆中分离出来 [1]，是最受欢迎的风味物质之

一，其广泛应用于香精香料、食品调味剂、化工

和医药等行业，是目前世界上产量最大的香料。

从香草豆中提取的香兰素通常被称为天然香兰

素，由于香草豆的种植条件较为严苛，其产量远

不能满足市场的巨大需求，在全球消费量中占比

不足 1%。据统计，市场上超过 90%的香兰素来

源于化学合成 [2]，主要以木质素、愈创木酚等石

油化工原料或丁香酚为前体，经一系列化学反应

制得 [3]；天然香兰素的价格约为化学合成香兰素

的 300倍。近年来，消费者愈发青睐天然健康食

品，生物香兰素应运而生，它是利用丁香酚、阿

魏酸、姜黄素或葡萄糖等为天然前体，经酶或微

生物转化而成 [4]。几种常见的化学和生物合成

香兰素的反应路径示于图 1。生物香兰素的生

产成本虽远低于香草豆提取物，但仍高于化学合

成香兰素，预计未来市场份额会稳步上升。另一

方面，根据欧盟相关法规，以天然前体为原料，

通过生物技术生产的香料，依法应被视为“天

然”产品 [5]，因此生物香兰素等同于“天然”香兰

素，其在替代香草豆提取物方面展现出巨大潜

力。市场上不同来源香兰素的价格差异巨大，导

致天然香兰素掺假欺诈行为极易发生，因此，开

发可靠的分析方法以鉴定香兰素的真实来源非

常重要。

元素稳定同位素的化学性质相似，但因质量

存在差异可能会发生分馏，例如，重同位素的化

学键更强，断裂和形成时需要更高的活化能，导

致其反应速率相较于轻同位素更慢，从而产生同

位素分馏效应。不同来源的同类化合物具有不

同的元素同位素分布特征，利用稳定同位素技术

这一原理可实现香兰素来源判断。

香兰素分子含有的碳、氢和氧 3种元素均可

被用作判别其来源的同位素指标。对于植物而

言，大多数同位素研究都采用碳同位素（δ13C）进
行溯源。有研究 [6]报道，依据光合作用途径的不

同可分为 C3、C4和 CAM植物，它们分别具有不

同的 13C分馏特征 ； C3植物的 δ13C值范围为

−33‰～−24‰，C4植物为−16‰～−10‰，CAM植

物介于 C3和 C4植物之间；而香草属于典型的

CAM植物，化学合成与生物香兰素的前体源自

C3、C4植物或石油化工燃料，因此，δ13C是香兰

素溯源的一项强有力且有效的指标。不同来源

香兰素的氢同位素（δ2H）差异尚未得到广泛关

注。植物吸收水分用于生物合成代谢物，而水

的 δ2H值取决于其地理位置，具有海拔、季节、
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大陆及纬度效应，因此天然和合成香兰素前体的

来源可通过其 δ2H值反映出来[7]。香兰素的氧同

位素（δ18O）很少受到关注，降水中的 δ18O与 δ2H
存在较强的相关性，可被用于产地示踪。有机物

质中的氧原子主要来源于 CO2、O2 和植物水源，

这三者的同位素特征具有显著差异，因此通过分

析香兰素的 δ18O值也能够获得大量信息[8]。
14C是碳元素的放射性同位素，在鉴别香兰

素源自生物碳基还是化石碳基方面具有独特优

势。14C由宇宙射线在高层大气中产生，其能迅

速融入陆地生态系统的碳循环，因此现代生态系

统（包括所有动植物）中14C含量与大气中含量保

持一致。当动植物死亡并停止呼吸代谢后，体内
14C随着时间推移缓慢衰变直至消耗殆尽，特别

是以石油化工原料合成的香兰素中不含 14C，因
此其可有效区分香兰素的石油化工来源或生物

来源[9]。

越来越多的学者开始关注同位素技术在香

兰素鉴别领域的应用潜力。例如，Ordaz-Ortiz
等 [10]通过分析香兰素的 δ13C和 δ18O，实现了对

不同前体原料来源香兰素的有效区分。Hansen
等[11]发现 δ13C可用于鉴定香兰素的来源，尤其适

用于香草豆提取物与人工合成香兰素的区分；同

时，结合 δ13C和 δ2H分析，还可进一步对香兰素

的地理来源及物种进行区分。目前，利用同位素

技术对不同前体原料来源香兰素进行溯源已受

到广泛关注，然而，关于制备工艺对最终产物香

兰素的影响则鲜有报道。

本研究拟测定不同前体原料（天然丁香酚、

阿魏酸和 4-甲基愈创木酚）及不同合成路径制

得的香兰素 δ13C、δ2H、δ18O和14C，结合统计学分

析与同位素特征比对，为验证同位素技术在香兰

素前体原料及合成路径溯源中的可行性提供科

学依据，并为构建香兰素同位素数据库奠定基

础。此外，本研究还考察在香兰素制备过程中，

使用同位素组成不同的水对其同位素组成的影

响，从而进一步完善香兰素同位素溯源技术的方

法体系。

 1    实验部分

 1.1    仪器与试剂

EL Cube型元素分析仪、 Isoprime 100气体

稳定同位素比值质谱仪：德国 Elementar公司产

品；TC/EA型元素分析仪、Delta V Advantage气
体稳定同位素比值质谱仪：美国 Thermo Scientific
公司产品；200KV MICADAS加速器质谱仪：瑞
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图 1    常见的化学和生物合成香兰素的反应路径

Fig. 1    Reaction pathways of chemical and biosynthesis of vanillin
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士 IonPlus AG公司产品；L2130i高精度水同位素

分析仪：美国 Picarro公司产品；百万分之一电子

天平：瑞士 Mettler Toledo公司产品；锡杯（4 mm×
6  mm）：英国 Elemental  microanalysis公司产品 ；

银杯（4 mm×3.2 mm）：英国 OEA Labs公司产品。

元素分析仪标准物质 ：USGS24（δ13CVPDB=
（−16.05±0.04）‰）， USGS40（δ13CVPDB=（−26.39±
0.04）‰）， 咖 啡 因 （δ13CVPDB=−33.9‰）， EMA-P1
（δ2HV-SMOW=（−25.3±5.1）‰、 δ18OV-SMOW=（20.99±
0.72）‰）， EMA-P2（δ2HV-SMOW=（−87.8±2.2）‰），

NBS127（δ18OV-SMOW=（8.59±0.26）‰）， IAEA601
（δ18OV-SMOW=（23.14±0.19）‰）；加速器质谱仪标准

物 质 ： Oxalic  acid  II（SRM-4900C， Fm=1.340 7±
0.001 9）， IAEA-C7（Fm=0.495 3±0.001 2）；水同位

素 标 准 物 质 ： VSMOW2（δ2HV-SMOW=（0±0.3）‰、

δ18OV-SMOW=（0±0.02）‰），实验室内标 1（δ2HV-SMOW=
−34.5‰、 δ18OV-SMOW=−5.3‰）， 实 验 室 内 标 2
（δ2HV-SMOW=−149.7‰、 δ18OV-SMOW=−18.8‰）。 以

上标准物质用于精确校准实验数据，确保测试结

果的准确性和可靠性。

 1.2    样品信息

本实验共分析了 11个香兰素样品 ，均为

纯度 99.9%的粉末样品；另选取 1个异丁香酚

样品作为 1～8号香兰素样品的前体原料。香

兰素样品的制备工艺、前体原料、制备过程用

水信息、溶剂结晶信息及种类等情况列于表 1。
异丁香酚、香兰素样品以及不同同位素组成的

制备用水（即昆山、泰国、洞庭山、四川和西藏

等地区的水样）：均由昆山市绿渊香料有限公司

提供。

 1.3    同位素测试

 1.3.1    香兰素 δ13C的测试　取适量待测样品包

裹于锡杯中，由自动进样器送入 950 ℃ 氧化管

中；样品在富氧环境下瞬间燃烧氧化，并被氧

化管中的氧化剂氧化生成 CO2；经吸附柱分

离纯化后，进入元素分析仪-气体稳定同位素比

值质谱仪（EA-IRMS）测试其 δ13C值。以USGS24、
USGS40和咖啡因作为标准物质对测试数据进

行校正，每个样品平行测试 3次，仪器测试精度

优于 0.1‰。

 1.3.2    香兰素 δ2H和 δ18O的测试　取适量待测

样品包裹于银杯中，由自动进样器送入 1 380 ℃
裂解炉中；样品中的氢被直接裂解为 H2，样品中

的氧裂解后与裂解炉中的玻璃碳结合生成 CO；

经色谱柱分离纯化后，进入高温裂解元素分析

仪-气体稳定同位素比值质谱仪（TC/EA-IRMS）测
试其 δ2H和 δ18O值。以 EMA-P1和 EMA-P2作为

标准物质对 δ2H测试数据进行校正；以 EMA-P1、
IAEA601和 NBS127作为标准物质对 δ18O测试

数据进行校正，每个样品平行测试 3次，δ2H和

δ18O的测试精度分别优于 1‰、0.3‰。

 1.3.3    水中 δ2H和 δ18O的测试　高精度水同位

素分析仪基于波长扫描光腔衰荡光谱技术，可同

时测定液态水中的 δ2H和 δ18O值。将待测样品

装入小瓶中，待仪器预热就绪后，每个样品平行

测试 3次。以 VSMOW2、实验室内标 1和 2作

为标准物质对测试数据进行校正，δ2H和 δ18O的

测试精度分别优于 0.1‰、0.025‰。

在实际应用中，稳定同位素比值使用国际标

准物质的相对量表达同位素的富集程度，其中，
 

表 1    样品信息

Table 1    Sample information

序号
No.

制备工艺
Preparation technology

前体原料
Precursor material

制备过程用水
Water for preparation

溶剂结晶
Solvent crystallization

香兰素种类
Vanillin type

1 生物发酵法 天然丁香酚 昆山水 乙醇 生物香兰素

2 生物发酵法 天然丁香酚 昆山水 乙酸丁酯 生物香兰素

3 生物发酵法 天然丁香酚 昆山水 乙酸乙酯 生物香兰素

4 生物发酵法 天然丁香酚 泰国水 无 生物香兰素

5 臭氧氧化法 天然丁香酚 泰国水 乙醇 化学合成香兰素

6 臭氧氧化法 天然丁香酚 洞庭山水 无 化学合成香兰素

7 臭氧氧化法 天然丁香酚 四川水 乙醇 化学合成香兰素

8 臭氧氧化法 天然丁香酚 西藏水 无 化学合成香兰素

9 生物发酵法 阿魏酸 陕西水 乙醇 生物香兰素

10 生物发酵法 阿魏酸 湖北水 乙醇 生物香兰素

11 空气氧化法 4-甲基愈创木酚 — 乙醇 化学合成香兰素
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δ13C的相对国际标准为 VPDB（Vienna  Pee  Dee
Belemnite）， δ2H和 δ18O的 相 对 国 际 标 准 为

VSMOW（Vienna-Standard Mean Ocean Water），计
算公式[12]为：

δ/‰=(Rsample−Rstandard)/Rstandard×1000 （1）

式中，R 为元素重同位素与轻同位素的比值，即
13C/12C、2H/1H和18O/16O。

 1.3.4    香兰素14C的测试　取适量的香兰素样品

经 Zn/Fe催化还原法制备为石墨靶，采用加速器

质谱（AMS）技术进行分析测试，AMS在线检测

可直接获取样品的13C/12C和14C/12C比值。其中，
13C/12C比值用于通过同位素质量分馏指数校正

模型校正实测14C/12C比值；校正后，以草酸标准

样品（Oxalic acid II）的 0.745 9倍值作为现代碳比

值标准，计算得到待测样品的现代碳比值。测试

过程中，以 IAEA-C7作为标准物质进行质量控

制，AMS系统14C本底在 4.5万年以上，14C/12C测

试精度优于 2‰。

放射性同位素 14C常用 Fm（Fraction Modern）
表示现代碳比值：

Fm =
ASN

AON
=

pMC
100%

（2）

式中，pMC 为现代碳百分比；ASN 为同位素校正

的样品放射性比活度；AON 为草酸标准（OxII）放
射性比活度。

 1.4    数据处理

测定数据均以 3次平行测定的平均值±标准

偏差表示；采用 SPSS 27统计软件，对不同来源

香兰素的稳定同位素比值进行单因素方差分析，

使用 Origin pro 2024软件绘制图形。

 2    结果与讨论

 2.1    香兰素 δ13C、δ2H 和 δ18O 的测试结果

11个香兰素样品在上机测试前均进行充分

研磨，δ13C、δ2H和 δ18O的测试结果示于图 2。结

果显示，所测样品的 δ13C、δ2H和 δ18O值均具有

良好的重复性，平行样品测试结果的标准偏差

（STD）分别不高于 0.02‰、0.67‰和 0.17‰。

从图 2可知，天然丁香酚来源的香兰素 δ13C
值在−33.82‰～−31.72‰之间。本研究中的阿魏

酸来自 C3植物大米，以其为前体原料制备的香

兰素 δ13C值在−38.15‰～−37.54‰之间；4-甲基

愈创木酚来自木焦油，以其为前体原料制备的香

兰素 δ13C值为−25.86‰。本研究结果与文献报

道 的 相 同 来 源 香 兰 素 δ13C值 （天 然 丁 香 酚 ：

−33‰～−24‰[13]； 大 米 中 阿 魏 酸 ： −37.9‰～

−35.7‰[14]；4-甲基愈创木酚：−25.2‰[9]）接近。此
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图 2    不同来源香兰素的碳（a）、氢（b）、氧（c）
稳定同位素比值分布

Fig. 2    Distributions of δ13C (a)、δ2H (b), and δ18O (c)
of vanillin from different sources
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外，Martin等 [15]提出，不同来源香兰素的总 δ13C
值存在丁香酚（合成）＜愈创木酚＜木质素＜香

草豆提取物的变化趋势，这一结论与本研究结果

一致。

天然丁香酚来源的香兰素 δ2H值在−72.06‰～

−46.12‰之间 ， δ18O值在 9.29‰～15.03‰之间 ；

阿 魏 酸 来 源 的 香 兰 素 δ2H值 在 −147.1‰～−
141.69‰之间 ， δ18O值在 13.03‰～14.79‰之间 ；

4-甲基愈创木酚来源的香兰素 δ2H值为−109.4‰，

δ18O值为 16.89‰。前体原料天然丁香酚来自印

尼产的 85%丁香叶油，由于印尼地处赤道附近，

因此天然丁香酚来源的香兰素显示出较高的

δ2H和 δ18O值。Perini等 [16]研究报道，丁香酚来

源的香兰素 δ2H值在−91‰～−75‰之间，阿魏酸

来源的香兰素 δ2H值在−176‰～−168‰之间，这

与本研究结果的变化规律一致（丁香酚来源的香

兰素 δ2H值＞阿魏酸来源的香兰素 δ2H值），但

δ2H值范围存在差异。香兰素 δ2H值与前体原料

产地的地理位置有关，同时，前体原料转化为香

兰素的过程中可能发生分馏和交换反应，均会

对 δ2H值产生影响。

单因素方差分析显示，不同制备工艺的香兰

素（1～8号样品）δ13C、δ2H和 δ18O值均无显著差

异 ；而不同前体原料的香兰素 （1～11号样品 ）

δ13C、δ2H和 δ18O值均存在显著性差异，结果列

于表 2。Wilde等[7]发现，葡萄糖来源的香兰素样

品的碳骨架源自其前体原料葡萄糖，据此推测本

研究中天然丁香酚来源香兰素的碳骨架源自天

然丁香酚，而与合成过程中的生化反应无关，这

一观点得到了 Hansen等[11]的验证。
 
 

表 2    不同来源香兰素 δ13C、δ2H 和 δ18O 值的

单因素方差分析

Table 2    One-way analysis of variance of δ13C, δ2H
and δ18O values of vanillin from different sources

元素
Element

因子
Factor

F值
F Value

p值
p Value

δ13C 制备工艺 0.015 ＞0.05

前体原料 83.152 0.000**

δ2H 制备工艺 0.485 ＞0.05

前体原料 41.417 0.000**

δ18O 制备工艺 0.362 ＞0.05

前体原料 5.785 0.028*

注：*p＜0.05，**p＜0.01
 

 2.2    不同前体原料的香兰素鉴别

文献 [17]和本研究的 δ13C和 δ2H数据示于

图 3a，可见，相同来源的香兰素基本聚集在同一

区域，而不同前体原料的香兰素被明显分开，表

明前体原料是影响香兰素稳定同位素分布的关

键因素。
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图 3    不同前体原料的香兰素 δ13C 和 δ2H 值（a）、δ2H 和 δ18O 值（b）分布

Fig. 3    Distributions of δ13C and δ2H values (a), δ2H and δ18O values (b) of vanillin derived
from different precursors

 

香兰素 δ2H和 δ18O值的二维散点图示于图

3b。结果表明，3组不同前体原料的香兰素大致

可被区分，但每组香兰素在各自区域内较为分

散，且 4号与 10号样品的 δ18O值存在重叠。同

时，结合 δ13C和 δ18O值对不同前体原料的香兰

素进行分类的效果较差（图未显示），推测 δ18O

值在鉴别过程中未发挥重要作用。Fronza等[8]测

定了愈创木酚、木质素合成香兰素及香草豆提

取 物 的 δ18O值 ， 发 现 其 数 值 非 常 接 近 ， 在

9.9‰～11.9‰范围内。不同来源香兰素 δ18O值
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的高度相似性证实了如下结论：由于全球范围内

的氧气具有恒定的 δ18O值，所以由大气中氧气

衍生的相同含氧化合物的 δ18O组成与气候或纬

度无关。本研究中，除 4号样品外，其他天然丁

香酚来源的香兰素 δ18O值也在 9.9‰～11.9‰范

围内，而阿魏酸和 4-甲基愈创木酚来源的香兰素

则超出该区间。受限于当前技术手段，关于香兰素

δ18O的文献报道较少，因此需开展更系统的研究

以阐明香兰素 δ18O的分布机理。

 2.3    不同合成路径的香兰素鉴别

香草豆提取物非常珍贵，其 δ13C值备受关

注，且已有较为成熟的参考认证区间（−22.2‰～

−14.6‰），目前相关研究的核心在于区分化学与

生物合成的香兰素。本研究中，天然丁香酚来源

香兰素的制备工艺为：先从丁香叶油中提取丁香

酚，再将丁香酚异构化为异丁香酚，随后通过臭

氧法或生物发酵法对其进行氧化以生成香兰

素。由表 2可知，不同合成路径所得香兰素的

δ13C、δ2H和 δ18O值均无显著性差异，这进一步

证实了香兰素的同位素组成主要取决于前体原

料，而合成路径的影响甚微。Schipilliti等 [18]提

出，相同前体原料经不同合成路径制备的香兰

素，其 δ13C值具有较高相似性，前体原料是影响

同位素组成的核心因素。Desmurs等 [19]认为，同

位素技术与核磁共振位点特异性同位素分馏

（SNIF-NMR）技术可用于鉴别香兰素的来源，却

无法明确其制备工艺。上述结论均与本研究结

果一致。此外，本研究还发现，除 δ13C外，前体原

料同样是影响香兰素 δ2H和 δ18O值的关键因素。

从图 2b可知，本研究中天然丁香酚来源的

香兰素 δ2H值大致可分为两类，其分组依据并非

合成路径，而是合成过程中是否使用有机试剂结

晶。有机试剂结晶是香兰素的纯化步骤，臭氧法

和生物发酵法的工艺流程中均包含此操作。因

制备过程中样品量较少，  4、6、8号样品未开展

有机试剂结晶操作。氢原子极易发生交换反

应 [2]，香兰素分子含有 8个氢原子，其羟基上的

氢原子易与结晶试剂发生氢交换[20]；经有机试剂

结晶处理的香兰素可能受氢交换反应和有机试

剂残留的双重影响，导致其 δ2H值偏负。此外，

经有机试剂结晶处理的香兰素尽管合成路径不

同，但它们的 δ2H值基本一致，未经结晶处理的

香兰素也有相同的表现。从图 2c可知，有机试

剂结晶和合成路径均未对香兰素 δ18O值产生显

著影响；4号样品的 δ18O值呈偏正特征，这可能

与该样品所用酶不同于 1、2、3号样品有关。综

上，本研究未发现合成路径对香兰素稳定同位素

分布存在显著影响，但制备过程中的有机试剂结

晶对香兰素 δ2H值存在一定影响；同时，制备过

程所用酶对香兰素 δ18O值产生了影响。该结果

表明，前体原料、生化合成或纯化过程中的交换

反应，以及合成过程中的分馏程度，均可能在不

同程度上影响最终产物香兰素的稳定同位素分

布，因此需要开展进一步研究以阐明生产条件与

基质对香兰素稳定同位素分布的影响。

 2.4    制备过程用水对香兰素 δ2H 和 δ18O 的影响

水中 δ2H和 δ18O值的分布很大程度上取决

于当地的地理参数，具体表现为其与纬度、海拔

高度及距海洋的距离均呈负相关。泰国、四川、

洞庭山、昆山的纬度依次递增，制备过程用水对

δ2H和 δ18O的影响示于图 4。可知，泰国、四川、

洞庭山、昆山的水 δ2H和 δ18O值呈现随纬度升

高而降低的趋势，西藏地区的水因海拔较高，其

δ2H和 δ18O值最低。另一方面，泰国、四川、洞

庭山及昆山的水 δ2H和 δ18O值差异较小，其对应

的香兰素 δ2H和 δ18O值也呈现相似的变化规律；

西藏地区的水 δ2H和 δ18O值显著低于其他地区，

但以该地区水制备的香兰素，其 δ2H和 δ18O值却

与其他地区大致相当。这一现象表明，制备过程

用水对最终产物香兰素的 δ2H和 δ18O值的影响

较小。

香兰素分子中不同位点的 δ2H值分布因来

源不同而存在差异。例如，羟基位点的 δ2H值可

反映结晶溶剂的 δ2H值，而甲氧基位点的 δ2H值

与前体原料的 δ2H值密切相关[20]。理论上，氢交

换反应可改变香兰素 δ2H值，然而发生氢交换需

满足一定的反应条件，如反应时间、反应温度或

压强等；本研究中 1～8号样品的香兰素制备时

长较短（约 5 h）。此外，现有文献报道的氢交换

反应均发生在香兰素与结晶溶剂之间，尚未见与

制备过程用水发生氢交换的相关研究。即便制

备用水可与香兰素发生氢交换，由于香兰素分子

中可发生交换的氢原子极少，其对香兰素 δ2H值

的影响微乎其微。综上，香兰素与制备用水基本

未发生氢交换反应是导致不同同位素组成的水

对香兰素总 δ2H值未产生显著作用的原因。

香兰素分子中含有 3个氧原子，Ordaz-Ortiz
等[10]提出，香兰素醛基上的氧原子易与水分子中
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的氧原子发生化学交换，但该过程需在 37 ℃ 条

件下反应 24 h才能实现。据此推测 ，香兰素

δ18O值不会受制备过程用水的影响，本研究结果

也验证了这一推论。前体原料向香兰素转化的

过程中可能发生同位素分馏效应，异丁香酚的

δ2H和 δ18O值显著低于以其作为原料制备的香

兰素，这表明无论采用生物发酵法还是臭氧法，

同位素分馏均可能是影响最终产物香兰素

δ2H和 δ18O值分布的重要因素。

 2.5    香兰素14C 的测试结果
14C测定技术可有效区分香兰素的化石来源

与生物来源，其 14C活度通常以 pMC 表示，pMC
值为 100%时对应 1950年大气14C的放射性比活

度。通常而言，生物来源香兰素的14C活度较高，

这是由于植物可通过光合作用持续从大气中获

取14C；而化石来源香兰素的 pMC 值接近于 0%[9,17]，

这是因为化石中的14C经历了百万年的衰变过程

（14C半衰期为 (5 730±40) a），其放射性已基本耗

尽。若将化石来源香兰素与生物来源香兰素混

合，所得产物的 pMC 值将介于 0%～100%之间。

选取 4个天然丁香酚来源的香兰素（1、3、
6、8号）测试14C，结果列于表 3。可知，尽管 4个

天然丁香酚来源的香兰素样品合成路径不同，但

其 pMC 值均接近于 100%，这表明它们具有较高

的14C活度，原料源于生物材料且未与化石来源

的香兰素混合，测试结果与实际情况相符。Mao
等 [9]测定的香草豆提取物 pMC 值与表 3中的数

值一致。因此，利用14C测定技术无法区分不同

生物来源的香兰素；同时，该技术也无法区分香

兰素的合成路径。

 3    结论
本研究建立了一种可用于香兰素溯源的多

元素同位素比值分析方法，利用 δ13C和 δ2H值，

或结合 δ2H和 δ18O值可有效区分不同前体原料

的香兰素。14C测定技术可实现香兰素生物来源

或化石来源的鉴别。通过香兰素的 δ13C、δ2H、

δ18O和14C均无法区分不同合成路径制备的香兰

素。制备过程用水对香兰素的 δ2H和 δ18O值基

本无影响，但制备过程中有机试剂结晶和所用酶

均在一定程度上影响香兰素的 δ2H和 δ18O值。

本研究为深入探究香兰素制备过程中的同

位素分馏和稳定同位素交换对最终产物同位素

分布的影响奠定了理论基础。然而，本研究的样

本量较少，后续研究需扩充样本规模，以进一步

探索制备过程对香兰素稳定同位素分布的影

响。目前，不同来源的香兰素 δ13C值已有较成熟

的参考数据，但 δ2H和 δ18O数据相对匮乏，本研

究可为香兰素同位素数据库的完善提供数据支

撑，对推动香兰素同位素溯源技术的实际应用具

有重要意义。
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图 4    制备过程用水对香兰素氢（a）和氧（b）稳定同位素比值的影响

Fig. 4    Effects of water used in the preparation process on the δ2H (a) and δ18O (b) of vanillin

 

表 3    天然丁香酚来源的香兰素14C 测试结果

Table 3    14C test results of vanillin derived from
natural eugenol

样品编号 Number 现代碳比值Fm 现代碳百分比pMC/%

1 0.9906 99.06

3 1.0077 100.77

6 0.9946 99.46

8 0.9967 99.67
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