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摘要：采用高效液相色谱方法，考察了流动相和流速对果糖嗪定性分析结果的影响．结果表明在确定
ＷａｔｅｒｓＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓ为分离柱，检测波长为２７５ｎｍ，进样量为１０μＬ条件下，流动相为乙腈
与水，其体积比为８０∶２０，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ时，定性分析效果最佳．
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０　引言

果糖嗪在多种植物中均有存在［１－３］，是烟草中

一类重要的潜香类化合物．果糖嗪在烟草中的含量
虽然比较低（质量分数≤０．１％）［４］，但是对卷烟感
官品质有显著的影响，需要对其进行系统的研究．
国外关于果糖嗪在烟草上的应用研究，出于商业保

密的原因，一直未予公开，只有一些合成和物化性

质的基础性研究成果．国内没有烟草中果糖嗪的分
析方法，而对脱氧果糖嗪的分析方法报道较多，如

卢斌斌等［１］、樊瑛等［５］采用的高效液相色谱法．黎
艳玲等［６］用硅烷衍生化后用 ＧＣ／ＭＳ法分析糖胺反
应中的脱氧果糖嗪，但因衍生化不完全，未反应的

硅烷化试剂使得质谱离子源被硅烷基覆盖，导致质
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谱响应信号发生改变，该方法不适宜作为果糖嗪和

脱氧果糖嗪的分析方法．
本文拟参考文献［１，５］的方法，采用高效液相

色谱方法对果糖嗪进行定性分析，选取 ＷａｔｅｒｓＣａｒ
ｂｏｈｙｄｒａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓ柱（１０μｍ，３．９ｍｍ×３００ｍｍ），检
测波长２７５ｎｍ，进样量１０μＬ，改变流动相的比例和
流速的大小，从而对其进行优化选择．

１　实验

１．１　材料与设备
材料：果糖嗪（自制，纯度９５％以上）；乙腈（色

谱纯），天津市康科德科技有限公司产；超纯水

（ＨＰＬＣ用水），郑州永盛净化设备有限公司产．
设备：Ｗａｔｅｒｓ１５２５ＢｉｎａｒｙＨＰＬＣＰｕｍｐ（Ｗａｔｅｒｓ

ＵＶ／ｖｉｓｉｂｌｅ检测器）高效液相色谱仪，美国Ｗａｔｅｒｓ公
司 产；ＷａｔｅｒｓＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓ柱 （１０μｍ，
３．９ｍｍ×３００ｍｍ），微量注射器（１０μＬ），上海天美
科学仪器有限公司产；电子天平，瑞士梅特勒托利

多公司产．
１．２　溶液制备方法

取１００ｍｇ果糖嗪标样溶解于２０ｍＬ容量瓶，用
超纯水定容至刻度，作为母液，浓度为５ｍｇ／ｍＬ．从
母液中吸取一定量溶液依次稀释，配制成浓度为

０．０１ｍｇ／ｍＬ的果糖嗪三级标液，作为本实验所采用
的标准溶液．

２　结果与讨论

分别在１．０ｍＬ／ｍｉｎ和２．０ｍＬ／ｍｉｎ的流速下，
改变乙腈与水的比例（本实验中的比例均指体积

比），对果糖嗪进行高效液相色谱分析．采用标准加
入法与空白对照的方式确定样品中果糖嗪的定性

位置．
采用全析因的实验设计方法，流速的水平为

１．０ｍＬ／ｍｉｎ和 ２．０ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈与水的体积比从
７５∶２５调整到９０∶１０，得到的结果见图１—图８．图中
后一个峰，通过核磁共振和高分辨质谱确定为果糖

嗪，前一个峰为杂质峰．
由图１可知，当流速为 ２ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水 ＝

７５∶２５时，在６．０８２ｍｉｎ出峰．该条件下出峰时间太
短，分离不够，样品峰将出现严重重叠，不适宜作为

样品的分析条件．
由图２可知，当流速为２ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水 ＝

图１　流速２ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水＝７５∶２５时
果糖嗪的ＨＰＬＣ图

图２　流速２ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水＝８０∶２０时
果糖嗪的ＨＰＬＣ图

图３　流速２ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水＝８５∶１５时
果糖嗪的ＨＰＬＣ图

图４　流速２ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水＝９０∶１０时
果糖嗪的ＨＰＬＣ图

８０∶２０时，在１０．９３４ｍｉｎ出峰．该条件下出峰时间稍
好，但分离不够，样品峰将出现部分重叠，不适宜作

为样品的分析条件．
由图３可知，当流速为 ２ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水 ＝

８５∶１５时，在２３．９９３ｍｉｎ出峰．该条件下出峰时间较
好，分离较好，较适宜作为样品的分析条件．
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由图４可知，当流速为 ２ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水 ＝
９０∶１０时，在８０．４４９ｍｉｎ出峰．出峰太慢，所需时间
太长，溶剂消耗太多．

相关外文文献中推荐的条件为流速２ｍＬ／ｍｉｎ，
乙腈∶水＝８５∶１５，但所用的糖柱型号有差别．由上述
的实验可以知道，随着水的比例上升，出峰时间提

前，分离度减小，分析时间变短．但是对于样品而
言，出的峰会比较密集，分不开，无法进行定性或定

量分析．因此，在２ｍＬ／ｍｉｎ的流速下，８５∶１５和８０∶
２０这２个比例比较合适，尤其以８５∶１５更为优越，
与文献吻合．出峰时间在２４．００ｍｉｎ左右，可以使样
品中的各个峰分得比较开．但２ｍＬ／ｍｉｎ流速下乙腈
消耗稍多，相对地提高了实验的成本；且流速偏大，

对柱子有较大的损害，不适宜大量样品的分析．所
以本文降低流速，对其进行研究．

图５　流速１ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水＝７５∶２５时
果糖嗪的ＨＰＬＣ图

由图５可知，当流速为 １ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水 ＝
７５∶２５时，在１２．１５１ｍｉｎ出峰．该条件下出峰时间太
短，分离不够，样品峰出现严重重叠，不适宜作为样

品的分析条件．
由图６可知，当流速为 １ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水 ＝

８０∶２０时，在２２．２２３ｍｉｎ出峰．该条件下出峰时间较
好，分离较好，适宜作为样品的分析条件．

由图７可知，当流速为 １ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水 ＝
８５∶１５时，在５０．４９４ｍｉｎ出峰．该条件下虽然分离完
全，但出峰时间较长，不太适宜作为样品的分析

条件．
由图８可知，当流速为 １ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水 ＝

９０∶１０时，在接近１００ｍｉｎ的时间内均未出现样品峰
（前面很早出的峰有可能是柱子里残存的杂质），通

过加大流量的洗脱，出现了样品峰（图中未显示），

但时间太长，不适宜作为样品的分析条件．
通过上述实验可以发现：在流速为２ｍＬ／ｍｉｎ，

图６　流速１ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水＝８０∶２０时
果糖嗪的ＨＰＬＣ图

图７　流速１ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水＝８５∶１５时
果糖嗪的ＨＰＬＣ图

图８　流速１ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水＝９０∶１０时
果糖嗪的ＨＰＬＣ图

乙腈∶水＝８５∶１５的条件下，以及流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，
乙腈∶水＝８０∶２０的条件下结果均较好．出峰时间较
为接近，分离效果也很接近．从成本的角度考虑，采
用后一种条件可减少乙腈的用量，起到降低成本与

危害的双重作用．故本实验采用流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，
乙腈∶水＝８０∶２０的条件作为流动相的最终条件．

为确定上述结论，采取标准加入法验证该条件

是否也适宜样品的分析．对烟草中果糖嗪进行超声
提取，其工艺为：将１．２ｇ烟草样品放入５０ｍＬ的三
角烧瓶中，加入２０ｍＬ超纯水进行超声萃取，时间
４０ｍｉｎ，过滤．取一定量的滤液过微孔滤膜，然后进
行高效液相分析．实验结果见图９和图１０．

由图９和图１０可见，加标实验结果进一步验证
了烟叶样品中含有微量的果糖嗪，且在上述优化条

件下样品中无其他物质对果糖嗪的定性产生干扰．
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图９　流速１ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水＝８０∶２０样品加标时果糖嗪的ＨＰＬＣ图

图１０　流速１ｍＬ／ｍｉｎ，乙腈∶水＝８０∶２０样品不加标时果糖嗪的ＨＰＬＣ图

最终确定流动相的条件为：分离柱选用 ＷａｔｅｒｓＣａｒ
ｂｏｈｙｄｒａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓ柱（１０μｍ，３．９ｍｍ×３００ｍｍ）；流
动相为乙腈∶水 ＝８０∶２０，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波
长２７５ｎｍ；进样量１０μＬ．

３　结论

本文通过考察流动相和流速对果糖嗪定性分

析的影响，确定了最佳分析条件：当分离柱为Ｗａｔｅｒｓ
ＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓ柱 （１０ μｍ，３．９ ｍｍ ×
３００ｍｍ），检测波长为２７５ｎｍ，进样量为１０μＬ条件
下，采用流动相为乙腈∶水＝８０∶２０，流速为１．０ｍＬ／
ｍｉｎ效果最佳．通过初步的实验可知，果糖嗪在烟草
中的含量很低．
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