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摘 要：建立了加速溶剂萃取（!"#）$超高效液相色谱（,-./）同时测定烟草中 ’ 种多酚物质的快速方法。用 (*0的甲醇水溶液在

(* 1下对烟草样品加速溶剂萃取 ( 234，循环萃取 & 次，将萃取液定容过滤后，用配置二极管阵列检测器的 ,-./ 进行分析。此方法

具有分离效率高、分析时间短、检测灵敏的优点。应用此方法对 %5 种单料烟和 %6 种成品卷烟中的 ’ 种多酚成分进行了测定。结果

表明：!不论是在单料烟叶还是成品卷烟中，绿原酸和芸香苷的含量均占多酚总量的 +*0以上；"在单料烟叶中，烤烟中多酚的含

量高于白肋烟和晒烟；#不同部位的烤烟中，多酚含量从上部、中部和下部依次降低，这表明多酚成分可成为烟叶等级判别和质量

控制的化学指标之一；$烤烟型卷烟中多酚的含量显著高于混合型卷烟中多酚的含量。
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烟草多酚主要包括单宁类、香豆素类、黄酮类、花

色素类化合物，是烟叶中重要的香气前体物。在烟草

的生长发育、调制特性、烟叶色泽、烟气香吃味等方面

起着重要作用，是衡量烟草外在品质和内在质量的一

个重要因素［%$)］，因此测定烟草中的多酚含量对于了解

烟叶香气质量和指导卷烟配方具有重要意义。
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反相高效液相色谱法（!"#$"%&）是分析烟草中多

酚的一种有效检测手段［’#(］。然而普通 $"%& 法前处

理时需用有机溶剂对样品进行脱脂处理，操作较复杂

且可能会造成目标物损失。

加速溶剂萃取（)*+）是一种操作简单、萃取效率

高的新型样品前处理手段，其萃取过程在封闭体系下

完成，对环境友好。超高效液相色谱（,"%&）是一种基

于小颗粒填料技术，具有超高速度、超高分离度和超高

灵敏度的新一代液相分离技术。本文将这 - 种技术相

结合，建立了快速分析烟草多酚的 )*+#,"%& 方法，并

用此法对实际烟草样品中 . 种多酚的含量同时进行了

测定。

! 试验部分

!"! 仪器与试剂

)*+ /00 加速溶剂萃取仪（123456 公司）；)7892:;
超高效液相色谱仪（<=:5>? 公司，配有二元溶剂管理

器，自 动 进 样 器，色 谱 工 作 站）；@2AA2B3>5 超 纯 水 仪

（@2AA2B3>5 公司）。

甲醇（色谱纯，1C@) 公司）；乙酸（)!，汕头市达

濠精细化学品公司）；二次石英蒸馏水（电阻率!DEF-
@!G 7H）；烟叶和卷烟样品由红塔集团提供；咖啡酸

（((I）、七叶亭（((I）、莨菪宁（(JI）、绿原酸（(EI）、

芸香苷（(EI）、槲皮素（(EI）（标样，KA9L= 公司）。

!"# 样品前处理与分析

分别根据 MN O PQ00.FD、MN O PD(.D. 和 R& O P/D 对

卷烟抽样、烟草成批原料取样，并测定烟草及卷烟烟丝

水分。将烟叶和烟丝样品分别粉碎至过 ’0 目筛，准确

称取 0FD S（精确至 0FD HS）样品于 DD H% 萃取池中，剩

余空间用硅藻土充满，将萃取池中预先注入提取溶剂，

加压、加热（预热 Q H24）。在 Q0 T和 D0/’-FQ L"= 条件

下静态萃取 Q H24，循环 - 次，再以 /QI池体积的萃取

剂（体积分数为 Q0I甲醇水溶液）冲洗萃取池，将萃取

液定容至 -Q H%，静置至室温。吸取适量萃取液，用

0F-"H 滤膜过滤，移入 - H% 色谱小瓶中进行 ,"%& 分

析。

分析条件为：

色谱柱：)&U,CPR N+$#&DE（-FD V D00 HH，DFJ

"H）；流动相 )：醋酸 O甲醇 O水（体积比 D：’’：Q）；流

动相 N：醋酸 O甲醇 O水（体积比 D：Q：’’）；柱温：/Q
T；进样量：D"%；梯度条件如表 D 所示。

表 D 梯度洗脱条件

时间 O H24 ) N 流速 O（H% O H24） 曲线

0 D0 (0 0F/ D
Q J0 /0 0F/ .
. D0 (0 0F/ D
JFQ D0 (0 0F/ D

在上述色谱条件下，标样和试样在 /’0 4H 波长处

的色谱图见图 D。采用试样与标样对比保留时间和光

谱图定性，外标法定量。

图 ! 标样和试样在 $%& ’( 波长处的多酚色谱图

DF 槲皮素 -F 绿原酸 /F 七叶亭 ’F 咖啡酸 QF 莨菪宁 .F 芸香苷
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! 结果与讨论

!"# 萃取方法

萃取多酚的常用方法有加热回流萃取［!"#］、加速溶

剂萃取法［$］、超声萃取［%］、水浴法［&’］。为选择对多酚

适宜的萃取方法，分别进行了多种方法的比较试验。

结果表明，水浴法萃取不完全且耗时；加热回流萃取

操作繁琐，多酚易分解，影响结果的准确性；超声萃取

操作简单、萃取完全，但溶剂消耗大，不适合大批量试

样处理。而加速溶剂萃取耗时短，溶剂消耗少，可将

(! 个样品自动连续萃取完全，适合批量处理。因此，

选择 )*+ 作为本文的前处理方法。

!"! 萃取溶剂的选择

多酚类物质在极性有机溶剂中具有较大的溶解

度，在热丙酮及甲醇液中溶解性最好，多酚的萃取常用

甲醇［ &&］，分别用丙酮和甲醇进行萃取比较实验，甲醇

的萃取效果好，故选择甲醇为提取剂。首先，取一定量

的标样，分别用 !’,、-’,、#’,（体积分数）的甲醇水

溶液溶解并分析。结果显示，!’,、-’,甲醇水溶液无

溶剂效应影响，#’,的甲醇水溶液有影响。图 ( 为萃

取剂 在 不 同 体 积 分 数 配 比 下 的 分 析 效 果 图。) 为

!’,、-’,甲醇水溶液分析图，. 为 #’,甲醇水溶液的

检测结果。. 图与 ) 图相比，峰 ( 出现毛刺，峰 -、# 峰

型不尖锐。所以选择无溶剂效应的 !’,和 -’,甲醇水

溶液作为萃取剂。然后，分别用 !’,和 -’,甲醇水溶

液对试样萃取，经试验最终确定 -’,甲醇水溶液在 -’
/和 &’0!(1- 234，静态萃取 - 567，循环 ( 次，以 0-,池

体积萃取剂冲洗萃取池的条件下，萃取效果最好。

图 ! 标样分别在 $%&和 ’%&甲醇水溶液的检测图

&1 槲皮素 (1 绿原酸 01 七叶亭 !1 咖啡酸 -1 莨菪宁 #1 芸香苷

!"( 流动相的选择

多酚类物质化学性质较活泼，酚羟基易氧化和电

离。在甲醇"水为流动相的环境下，多酚作为一种弱电

解质会发生电离。生成的离子和未电离的中性分子在

固定相表面有不同的保留行为，引起酚在固定相表面

形成双重保留，导致分离效果差，峰形拖尾。实验选择

&：!!：-（体积比）的醋酸"甲醇"水为流动相，有效地抑

制了多酚的电离，使分离效果和峰形得到改善［-］。

!") 主要多酚的光谱特征及检测波长的选择

在 (8’ 9 08’ 75 波长范围内，用 3:) 检测器分别

对 # 种烟草多酚进行全扫描，图 0 所示为其三维光谱

图。通过与标样色谱图和光谱图对照确认，图 & 中的

试样峰 (、!、-、# 分别为绿原酸、咖啡酸、莨菪宁、芸香

苷。从图 0 的光谱图可以看出，槲皮素、绿原酸、七叶

亭、咖啡酸、莨菪宁、芸香苷的最大吸收波长分别为

00!1-、0(-1%、0!%1-、0(!1’、0!#10、0-#1( 75，为了准确

定量，各组分均在最大吸收波长下提取色谱图。

!"$ 方法分析特性

分别准确称取槲皮素、七叶亭、莨菪宁、咖啡酸各

&1’ 5;，芸香苷 !1’ 5;，绿原酸 81’ 5;，置于 (- 5< 容

量瓶中，加入 -’,甲醇水溶液溶解并定容，摇匀，得到

一级混合标准溶液，然后根据需要配置浓度为 ’18、

01(、8、&#、(!!; = 5< 的混合标准溶液。取各浓度的标

准溶液分别进行 >3<? 分析，并对各个多酚的色谱峰

面积和浓度进行回归分析，得到回归方程及相关系数

如表 ( 所示。检测限根据公式 !" @ # $%& ’ (［&(］计算。

式中，!" A 检测限；$%& A 空白测量的相对偏差；( A
校正曲线的斜率；# A 0；0 $%& 对应于 %’ ,的置信度。

(刘 芳等 )*+"
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表 ! "#$%&’() 分析烟草中多酚类物质的方法分析特性

烟草多酚 回归方程 相关系数 检测限 *（+, * -(） 文献检测限 *（+, * -(）

槲皮素 ! . //01" 2 340 15666! 15617 01［8］

绿原酸 ! . 8391"#718 156664 15890 91［8］，311［30］

七叶亭 ! . 9/71" 2 !09 156664 15709 01［8］

咖啡酸 ! . 3//11" 2 /76 156667 15!76 !1［8］，91［30］

莨菪宁 ! . 4!81" 2 3/9 156664 15/47 01［8］，311［30］

芸香苷 ! . 0341" 2 974 156664 35!8 81［8］，3!9［30］

图 ! 主要多酚的光谱图

35 槲皮素 !5 绿原酸 05 七叶亭 /5 咖啡酸 95 莨菪宁 85 芸香苷

将参考文献检测限与本文结果相比较，结果显示，

本方法的检测限远低于普通 :’() 的检测限［/%8］，表明

此方法具有很高灵敏度，可用于卷烟样品中多酚的分

析，亦可满足今后低焦油卷烟有害成分分析的要求。

"#$ 重复性与回收率

采用本方法，对某等级烟草中的多酚进行了 9 次

平行测定，结果如表 0 所示。结果表明，所测多酚的相

对标准偏差（;< #< =）接近 !>，具有很好的重复性，适

合烟草中多酚的分析。

为验证方法的准确性，进行了加标回收率试验。

首先准确称取相同烟样两份，一份作为对照品，一份加

入已知量的多酚标样，在相同的条件下平行测定 9 次，

并根据测定量、加入量和原含量计算回收率。结果如

表 0 所示，8 种多酚的平均回收率在 6958> ? 31/50>
之间，表明本方法准确可靠。

"#% 实际样品分析

应用本方法分别测定了 34 种单料烟（编号 3%34
@ ）和 3/ 种成品卷烟（编号 36%0! @ ）中的 8 种多酚含

量。结果如表 / 所示。

结果表明：!不论是在单料烟叶还是成品卷烟

中，绿原酸和芸香苷的含量均占多酚总量的 61> 以

上；"在单料烟叶中，烤烟中多酚的含量高于白肋烟

和晒烟；#不同部位的烤烟中，多酚含量从上部、中部

和下部依次降低，这表明多酚成分可成为烟叶等级判

别和质量控制的化学指标之一；$烤烟型卷烟中多酚

的含量显著高于混合型卷烟中多酚的含量。

! 结论

本文建立了快速灵敏的 "#$%&’() 测定烟草及烟

草制品中多酚的方法。该方法操作简单、重现性好、分

离效率高、分析时间短，适于批量试样的快速分析。应

用此方法分别测定了 34 种单料烟和 3/ 种成品卷烟中

的 8 种烟草多酚的含量。结果表明绿原酸、芸香苷为

主要多酚，烤烟型卷烟中多酚含量高于混合型卷烟。

在烤烟中，多酚含量随其部位有明显变化，表明其含量

在一定程度上可作为烟叶等级判别和香气质量控制的

依据之一。

表 0 烟草中烟草多酚回收率及精密度（+ . 9）

成分 原含量 *%,
加标量 *%, 测定量 *%, 回收率 ;#=>

" A " A " A " A
槲皮素 /514 311 391 31/53 39/5! 31159 31!56 3518 353!
绿原酸 0/7581 311 391 //45! /6851 31158 6456 35!0 3516
七叶亭 0509 311 391 3105/ 39050 31359 6459 3589 35/9
咖啡酸 !501 311 391 31!5! 39!5/ 6958 31/50 35/6 3587
莨菪宁 9541 311 391 31957 39958 6450 6858 !513 354!
芸香苷 0!1501 311 391 /!059 /7/56 31351 3135/ 3504 35!6

& 中国烟草学报 !114 年 3! 月 第 3/ 卷 第 8
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表 ! 部分烟草及卷烟样品中多酚的含量 （"# $ #）

编号 类别 槲皮素 绿原酸 七叶亭 咖啡酸 莨菪宁 芸香苷

% & 上部烤烟 ’(%)! *(%+ ’(’%,- ’(%’+ ’(.%- /(+*
. & ’(%-. *(., ’(’’+- ’(’)*/ ’(%.% /(/-
, & ’(%/! *(*- ’(’%-! ’(%%% ’(%,, /(/-
! & ’(%-* *(,) ’(’’-% ’(’**’ ’(%!. /(+-
/ & 中部烤烟 ’(%-’ -(.. ’(’’,) ’(’*/’ ’(%,- /(/*
- & ’(%-. /(-- 01 ’(’-/’ ’(%,’ /(.-
* & ’(%,- -(.% 01 ’(%’’ ’(%,. /(./
+ & ’(%’- -(+/ 01 ’(’-%. ’(%%- !()/
) & 下部烤烟 ’(%’’ !(%) 01 ’(’/). ’(’)!+ ,()-
%’ & ’(’)// /(/+ 01 ’(’!+. ’(’)-+ ,()’
%% & ’(’*!/ /(’% 01 ’(’/*+ ’(’*%+ !(-)
%. & ’(’**. /(/. 01 ’(’+,+ ’(%%/ !(*-
%, & 白肋烟 ’(’,.- %(/) 01 ’(’%-/ ’(’.%’ %(*,
%! & ’(’.-) %(,! 01 ’(’.-! ’(’-*% %(+-
%/ & ’(’/*) %(!* 01 ’(’,’% ’(’)., %()/
%- & 晒烟 ’(’.’% .(’- 01 ’(’%)+ ’(’/,! %(+!
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注：01 表示未检测出。
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