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摘要!为解决烟叶潜香类糖苷含量低$基质干扰严重$难以准确测定的问题"本研究建立了中心切割反

相'反相二维液相色谱
D

串联质谱法定量检测烟叶中
B

种潜香类糖苷%样品前处理简单"仅需提取后直

接上样"方法的日内和日间重复性相对标准偏差!

[7Q

#分别为
*])̀

!

B]"̀

和
"]È

!

E]!̀

"可以满

足大量烟叶样品的日常检测需求%对烤烟$白肋烟$香料烟$晒烟等不同类型烟叶进行测定"结果表明"

不同类型烟叶还原糖含量与潜香类糖苷呈正相关%对不同香型$不同产地的
*@A

个烤烟样品的糖苷含

量进行分析"结果表明"烤烟糖苷含量不仅受还原糖的影响"还可能受类胡萝卜素$成熟期温度等多种因

素的影响%
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糖苷是烟草致香中一类重要的前体物质"

是指由单糖或低聚糖的
[
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和另一分子中的半缩醛羟基等基团形成

的化合物%烟叶中糖苷类成分复杂"包括潜香

糖苷类和多酚糖苷类)

*

*

%离线分离制备实验表

明"潜香类糖苷含量!

*)

Y#

M

'

M

#远低于多酚类

糖苷!

*)

Y"

M

'

M

#"多酚类糖苷背景干扰大"且二

者分离难度大"目前尚无准确$快速测定烟草潜

香类糖苷的报道%通过离线制备色谱研究发

现"烟草潜香类糖苷主要包括
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氧代
DA

"

ED

二

氢
D

"

D

紫罗兰醇
D
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吡喃葡萄糖苷$

BD

氧代
D

"

D

紫

罗兰醇
D

!

D;D

吡喃葡萄糖苷和
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羟基
D

!

D

二氢
D

大

马酮
D

!

D;D

吡喃葡萄糖苷等"在卷烟燃吸时裂解

成
BD

氧代
D

"

D

紫罗兰醇和巨豆三烯酮"对烟草吸

味具有较大贡献)

"

*

%因此"开发准确$快速的烟

叶潜香类糖苷测定技术"对评价烟叶品质具有

重要意义%

目前"用于检测烟草中糖苷含量的方法包

括气相色谱
D

质谱法!

a1D67

'

67

#

)

BD!

*

$高效液

相色谱
D

质谱法!

VPK1D67

'
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#

)

@D#
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$电喷雾电

离质谱法!

W7LD67
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)
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$超临界流体色谱法
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*等%王燕等)
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*利用热重$红外检测器

的
a1D67

'

67

联用仪对
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氧代
D

"

D

紫罗兰醇
D

!

D

;D

吡喃葡萄糖苷进行分析"发现在
"#@q

条件

下"糖苷可迅速反应生成大量巨豆三烯酮%

a1D67

'

67

法检测烟草糖苷的优点在于选择

性好$仪器分辨率高$适于分析热稳定的小分子

化合物"但缺点是化合物定性困难$无法同时准

确区分烟草中不同糖苷物质%李苇苇等)

*)

*采

用反相高效液相色谱
D

质谱法!

[PK1D67

'

67

#

分析烟草提取液中
@

种糖苷类化合物"通过分

析相对分子质量和碎片离子结构"获得待测物

分子结构"但该方法须反复制备"前处理繁琐%

K1D67

'

67

法检测烟草糖苷的优点在于效率

高$应用范围广"但缺点是耗时较长$前处理较

繁冗)
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%

二维液相色谱技术分析复杂基质样品具有

极高的灵敏度和选择性)

*!

*

"现已被广泛用于检

测烟气中烟草特有的亚硝胺!
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#
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$烟叶

农药残留)

*A

*

$烟叶香味成分前体物等方面)

*AD")

*

%

本研究拟采用二维液相色谱法测定烟叶

潜香类糖苷"样品经第一维液相色谱有效分

离后"目标组分经稀释后中心切割至捕集柱"

阀转动后目标组分洗脱至第二维进一步分离

分析"最后进入三重四极杆质谱多反应监测

模式!

6[6

#分析%由于两维采用不同的流动

相和色谱柱"且中心切割能够有效去除大部

分干扰成分"可显著提高目标物灵敏度%将

该方法应用于不同类型$不同产地烟叶样品

中
B

种糖苷的测定"并分析糖苷含量与烟叶品

质的内在关系%
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!

"]*;;t

"));;tB

%

;

#"捕集柱!

1*E

柱#

S24-;%793D

4.:3039C99&/3;P%&/-CR=/.:/

M

4

'

!

!]#;;t

*);;t@

%

;

#(均为安谱公司产品%

=>C

!

材料与试剂

烤烟烟末!

)]!";;

"

!)

目#(上海烟草集

团有限责任公司产品&乙腈$甲酸$甲醇(色谱

#A**

质 谱 学 报
!!

第
!"

卷



纯"德国
64-9U

公司产品&

)]""

%

;

有机相滤

膜(安谱公司产品%
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实验条件

=>D>=

!

样品预处理
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色谱条件
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中心切割二维液相色谱
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联质谱进样量为
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"柱温均为
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维反相液相色谱中"流动相
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%第二维反相

液相色谱中"流动相
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甲酸乙腈溶液&梯度洗脱程序(

)

!

")

;3.

!

>@̀ 1

#"

")

!

!);3.

!

>@̀

!

#)̀ 1

#"

!)

!

!)]*;3.

!

#)̀

!

@̀ 1

#"

!)]*

!

!@;3.

!

@̀ 1

#"

!@

!

!@]*;3.

!

@̀

!

>@̀ 1

#"

!@]*

!

@) ;3.

!

>@̀ 1

#"流速
)]!;K

'

;3.

%六通阀切割时

间为
*#

!

*E;3.

"此时补液流路为水"流速
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"其他时间流速
)]*;K

'

;3.

%

=>D>D

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!
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子多反应监测模式扫描&喷雾电压!
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&检测时间
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&糖苷检测离子

对列于表
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表示定量离子对
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结果与讨论
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中心切割二维液相色谱
?

串联质谱系统的

建立

本研究建立的中心切割二维液相色谱检测

装置示于图
*

%第一维色谱系统!

*Q

#利用
1*E

柱对样品基质分离除杂"将目标馏分经中心切

割至第二维色谱柱内收集保留"再利用第二维

色谱系统!

"Q

#分离后进行定量检测%同时"在

分析过程中通过六通阀切换"达到理想的分离

纯化效果%

烟叶糖苷的化学结构复杂"标准样品难以

获得"因此"采用易获得的芸香苷标样代替%由

于烟叶潜香类糖苷与芸香苷的极性相似"在反

相液相色谱上的保留时间接近)

""

*

%采用芸香

图
=

!

中心切割反相&反相二维液相色谱系统
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苷标样对糖苷可能流出的区域进行标记"在此

基础上确定二维切割时间"将烟叶潜香类糖苷

AA**

第
#

期
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陈
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转移至第二维反相液相色谱进一步分离%芸香

苷的一维液相色谱紫外吸收图示于图
"

"保留

时间为
*A]B;3.

"推测烟叶糖苷可能在附近共

流出%

以芸香苷保留时间为基准"分别将二维切

割时间设置为
*@
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*#;3.

$

*#

!

*A;3.
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*E

;3.
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%馏分经过补液稀释后在捕集

柱上富集"通过阀转动"被第二维流动相分离后

进入
6[6

模式%第一维不同切割时间的糖苷

6[6

谱图示于图
B

%第一维切割
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*#

;3.

$

*E

!

*>;3.

馏分中均无
B

种糖苷目标物&

第一维切割
*#

!

*A

$

*A

!

*E;3.

馏分中"

B

种

糖苷均有信号%因此确定第一维馏分切割时间

为
*#

!

*E;3.

%

注(

/]

芸香苷标样&

J]

烟叶样品

图
C

!

一维液相色谱的紫外吸收谱图

@#

,

AC

!

Q]':&"(

9

5#"-&

9

%)5('#-5*%1#(&5

!#4%-&#"-'0)*("4'5"

,

('

9

*

6

注(

/]*@

!

*#;3.

&

J]9]*#

!

*A;3.

&

R]4]*A

!

*E;3.

&

0]*E

!

*>;3.

图
D

!

不同切割时间的第一维馏分经第二维分离后进入质谱的
7$7

图

@#

,

AD

!

7$7!#'

,

('4&"1

,

0

6

)"&#!%4%-5#"-%!

#-5*%1#(&5!#4%-&#"-'0&5%

9

!/(#-

,

!#11%(%-5%0/5#"-5#4%&

C>C

!

方法重复性

对实际样品中糖苷
C

$

^

和
1

进行日内$日

间重复性考察"结果列于表
"

%结果表明"日内

重复性相对标准偏差!

[7Q

#在
*])̀

!

B]"̀

之间"日间重复性
[7Q

在
"]È

!

E]!̀

之间"

能够满足日常检测需求%

C>D

!

不同类型烟叶样品考察

本实验测定了不同类型的烟叶样品"结果

列于表
B

%可见"白肋烟中糖苷含量很低"烤后

烟叶和青烟叶中糖苷含量较高"与文献)

"*

*报

道一致%香料烟$晒红烟$晒黄烟中糖苷的相

对含量约为烤烟的
*)̀

!

")̀

"这可能由于

白肋烟$晒烟在晾晒调制过程中糖苷发生了

降解%

表
C

!

实际样品测定中方法重复性考察$

"YD

%

F':0%C

!

$%

9

%'5':#0#5

6

#-(%'0&'4

9

0%&

$

"YD

%

化合物

1%;

8

%,.R

重复性相对标准偏差

[4

8

4/:/J3&3:

<

[7Q

'

`

日内

L.:-/DR/

<

日间

L.:4-DR/

<

糖苷
C B]" "]E

糖苷
^ B]A !]#

糖苷
1 *]) E]!

烤烟$白肋烟$香料烟$晒烟等不同类型烟

叶的还原糖含量差异显著"烤烟还原糖含量显

著高于晾晒烟"葡萄糖含量一般在
*)̀

以上%

因此"烤烟中类胡萝卜素降解产物
BD

氧代
D

"

D

紫

罗兰醇$

BD

羟基
D

!

D

二氢大马酮$

BD

氧代
DA

"

ED

二

EA**
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表
D

!

不同类型烟叶中糖苷的相对含量$峰面积%

F':0%D

!

$%0'5#L%)"-)%-5

$

9

%'I'(%'

%

"1!%5%)5%!

,

0

6

)"&#!%&#-!#11%(%-55":'))"0%'L%&

类型

S

<8

4

相对含量
[4&/:3=49%.94.:

'

t*)

!

糖苷
C

a&

<

9%53R4C

糖苷
^

a&

<

9%53R4^

糖苷
1

a&

<

9%53R41

白肋烟
E]@ E]> #]B

@]* #]@ @]!

!]A @]B B]!

@]A #]A !]B

*]@ B]! "])

香料烟
*A) B#) B!)

*@) BB) B*)

BB **) >@

"A) *B)) !*)

晒黄烟
")) #E) #@)

晒红烟
*@) @@) !E)

烤后烟叶
**)) #A)) B)))

*!)) #*)) "#))

*B)) A#)) B*))

*!)) #")) "A))

青烟叶
*")) #A)) B)))

*")) A")) B*))

氢
D

"

D

紫罗兰醇在
1*BD

降异戊二烯醇的糖苷含

量最高%白肋烟调制过程中"烟叶水分和晾房

温湿度适宜"调制周期长"烟叶酶活性维持时间

长"糖分呼吸消耗多"还原糖消耗量大"因此白

肋烟中糖和糖苷含量最低"该结果与文献)

"*D""

*

报道一致%

香料烟$晒烟烟叶中的还原糖含量介于烤

烟与白肋烟之间"潜香糖苷含量也介于二者之

间%因此"不同类型烟叶中还原糖含量越高"则

糖苷含量越高%

C>E

!

不同香型"产地样品的糖苷含量分析

对来自不同产地的
*@A

个烟叶样品进行测

定"以中间香型样品为基准进行归一化"将清香

型$浓香型和中间香型样品取均值进行分析"结

果示于图
!

%可以发现"不同香型的样品中"清

香型样品的糖苷
C

含量较高"浓香型样品的糖

苷
^

和糖苷
1

含量相对较高"中间香型烟叶样

品各组分含量处于二者之间%

图
E

!

不同香型烟叶样品中糖苷的相对含量

@#

,

AE

!

$%0'5#L%)"-)%-5&"1

,

0

6

)"&#!%&

#-!#11%(%-55":'))"&'4

9

0%&

不同产地烤烟的糖苷相对含量均值示于

图
@

%糖苷
C

"糖苷
^

和糖苷
1

含量有明显差

异"总体上糖苷
^

和糖苷
1

含量较高"变化规

律相似"糖苷
C

含量略低%从糖苷总量看"糖苷

总量较低的为黑龙江$四川"糖苷总量较高的为

河南$山东"糖苷总量中等的为福建$云南$贵州%

>A**

第
#

期
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陈
!
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注(

/]BD

氧代
DA

"

ED

二氢
D

"

D

紫兰罗醇
D

!

D;D

吡喃葡萄糖苷&

J]BD

氧代
D

"

D

紫罗兰醇
D

!

D;D

吡喃葡萄糖苷&

9]BD

羟基
D

!

D

二氢
D

大马酮
D

!

D;D

吡喃葡萄糖苷&

R]

糖苷总量

图
O

!

不同产地烤烟糖苷的相对含量均值

@#

,

AO

!

3L%('

,

%(%0'5#L%)"-5%-5&"1

,

0

6

)"&#!%&1("4!#11%(%-5(%

,

#"-&

D

!

结论

本研究建立了中心切割反相'反相二维液

相色谱
D

串联质谱法测定烟叶中潜香类糖苷含

量"具有样品前处理简单$仪器自动运行$重复

性好$检测结果稳定可靠"适用于大批量烟叶样

品的日常检测%
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