
     2006, Vol. 27, No. 02 食品科学 ※分析检验226

[3] M Rutalj, D Bazulic, J Sapunar-Postruznik, et al. Quinoxaline-2-carboxyli

Acid (QCA) in swine liver and muscle[J]. Food Additives and Containants,

1996, 13(8): 879-882.

[4] Electron Capture-GC Determination of carbacox residues in swine liver:

quantitation and confirmation procedure, Animal dry analytical

manual, U.S. Department of health and human science. Food

and Drug Administration, Centre for Veterinary Medicine, 6/

85, 1985.

收稿日期：2005-03-23

基金项目：“十五”国家重大科技专项(2001BA804A21)

作者简介：惠伯棣(19 6 0 - )，男，副教授，博士，研究方向为类胡萝卜素生物化学。

蒸发光散射检测器在番茄红素反相HPLC

定量分析中的应用

惠伯棣1，李 京1，郑康成1，裴凌鹏1，廖萍泰2

(1.北京联合大学应用文理学院，北京      100083；

2.兰州医学院公共卫生学院，甘肃 兰州       730000)

摘   要：在本项研究中，应用反相C18 高压液相色谱柱对番茄果实中的番茄红素(Lycopene)进行了分离。色谱条

件为：C 18 固定相：DIA M O N S I L TM 柱；流动相 A：乙腈:水 = 9 : 1；流动相 B：乙酸乙酯；线性梯度洗脱：在

前15min 内，B 由 0 增为 100%，随后，B 保持100%；流速为1.0ml/min，紫外—可见光检测器波长范围：260～

600 n m；监测波长：475n m；进样量为 20μl；柱温：室温。经过对漂移管温度，载气压力及喷嘴温度三参数

的摸索，确定蒸发光散射检测器(ELSD)在检测样品中番茄红素含量时的条件为：漂移管温度：45℃；载气压力：

30psi；喷嘴温度：40℃；增益：1。以番茄红素纯品为参比样品，比较了ELSD 与经常使用的紫外—可见光(UV-

VIS)检测器在对番茄红素定量检测时的结果。结果表明：虽然ELSD 的灵敏度不及UV-VIS 检测器，但完全可以在

番茄红素的定量检测中应用。同时，ELSD 可以检测出样品中不带发光基团的其它组分，从而在检测萃取物及产

品纯度时有良好的应用前景。
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Abstract ：In this study, lycopene from tomato fruits was separated on HPLC by reversed phase C18 column under the conditions

as: C18 stationary phase-DIAMONSILTM column mobile phase-A ratio of acetonitrile to water (9:1) and mobile phase-B ethyl

acetate; linear binary elution gradient: mobile phase B increased from 0 to 100% in the first 15 minutes and later kept 100%

consequently; flow rate-1.0 ml/min; UV-VI detection wavelength 260～600nm; monitoring wavelength-475nm; column tem-

perature-ambient temperature. The detection conditions applied for this sample of evaporative light scattering detector (ELSD)

were: drift temperature-45℃; carrier gas pressure-30psi; sprayer temperature-40℃; and gain-1. After variation in drift temperature,

carrier gas pressure and sprayer temperature, the comparison of quantitative results from ELSD and UV-VIS detector was made

with the reference of pure lycopene. Data from the comparison of results suggested that ELSD can be applied in lycopene
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quantification although its sensitivity is poorer than that of UV-VIS detector. Additionally, ELSD is cap able to exhibit

information on colorless components from the sample and therefore has a bright future in the application of purity check for the

extracts and products of lycopene.
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番茄红素(Lycopene)是一种重要的类胡萝卜素，它

广泛存在于水果及蔬菜中，在番茄、杏、番石榴、西

瓜、番木瓜、红葡萄中均含有较多的番茄红素，其中，

尤以番茄中的含量最为丰富。通常人体所需 80% 的番茄

红素是通过食用番茄及其加工制品而获得的[1]。

番茄红素由碳、氢两种元素构成，它的分子式为

C40H 56，分子量 536.85，结晶纯品呈深红色。因最早发

现于番茄中而得名。近年来的许多研究表明，番茄红

素具有抗氧化、防治前列腺疾病、调节机体免疫等重

要功能，而逐渐成为国际上的功能食品成分和抗癌防癌

研究中心的一个关注点。

番茄红素分子结构中具有的发色团(Chromophore)使

其在紫外 - 可见光区有着独特的电子吸收光谱。这成为

对其进行定性、定量测定的依据。因此，最常用的番

茄红素定性、定量方法即紫外—可见光谱(UV-VIS)法。

图1   番茄红素的分子结构

Fig.1   Molecular structure of lycopene

高效液相色谱(HPLC)作为色谱技术的一个分支，是

在 20 世纪 60 年代末期，在经典液相色谱法的基础上发

展起来的分离技术。该技术自从诞生起就被应用于类胡萝

卜素类化合物的分离与分析中，并显示出良好的可靠性。

反相 C 1 8 是分离类胡萝卜素时最经常使用的固定

相。配合反相固定相，主要应用的流动相有两类：一

类是含水的(Aqueous reversed-phase, ARP)，另一类是

无水的(Non-aqueous reversed-phase, NARP)。其中，乙

腈—水、乙酸乙酯流动相组合是应用得最广泛的一种流

动相组合[2～6]。

蒸发光散射检测器(ELSD)是上世纪60年代出现的一

种质量检测器。它对有质量的物质都能进行检测，而

不需其分子结构中具有发光基团。这在一定程度上弥补

了其它 HPLC 检测器的不足，特别是检测无电子和分子

吸收光谱信号的化合物时，显示出一定的优越性。其

原理是将样品与流动相的混合物通过喷射变为细小的液

滴，这些液滴通过加热的漂移管时，流动相组分被挥

发，剩余的样品组分固体颗粒呈雾状进入散射室，对

入射光进行散射，光电倍增管将接收的散射光信号转换

为电信号，数据处理系统可对信号进行处理、输出[7 ]。

本项研究在HPLC 上串联了两种检测器─UV-VIS 和

E L S D，分别对样品进行检测，并通过对两种检测器所

得结果的比较，探讨在对番茄红素的定量分析中应用

E L S D 的可行性及其优缺点。

1 材料与方法

1.1 仪器与药品

Waters 高压液相色谱仪，主要包括：Waters 2420

蒸发光散射检测器，Waters 2996 二极管阵列检测器及

Waters 600E 溶剂输送系统。

用于番茄红素组分萃取的丙酮、石油醚(BP：30～

6 0℃)均为分析纯( A R )试剂，购自北京化工厂；用于

H P L C 流动相的乙腈、乙酸乙酯均为色谱级

(Chromatography grade) 试剂，购自迪马公司(Dikma

Technologies)；番茄红素标准样品(纯度＞99.9%)购自

Sigma 公司；番茄果实购自本地超市。

1.2 样品制备

取一定量新鲜番茄果实于研钵中，加入一定量(1:4，

W / V ) 的丙酮，重复研磨萃取至残渣和萃取液至无色。

收集、合并萃取液，移至分液漏斗中，加入石油醚及

适量水，进行液—液萃取，弃去下相，收集上相。氮

气吹拂除去部分石油醚，使残留液浓缩至适当浓度，

－ 20℃充氮保存[8]。

1.3 色谱条件

色谱条件为：C 18 固定相：D I A M O N S I L T M 柱；流

动相A:乙腈:水 =9:1；流动相 B：乙酸乙酯；线性梯度

洗脱：在前 1 5 m i n 内，B 由 0 % 增为 1 0 0 %，随后，B

保持 100%；流速为1.0ml/min，紫外—可见光检测器波

长范围：260～600nm；监测波长：475nm；进样量为

20μl；柱温：室温。组分鉴定方法见参考文献[9, 1 0 ]。

根据各组份的保留时间和电子吸收光谱与纯品的比

较，可对各组份定性。各类胡萝卜素组份的定量测定

采用外标法完成。色谱设备和方法的重复性良好(误差

＜ 7 % ) 。

1.4 ELSD 条件

本项研究所使用的Waters 2420蒸发光散射检测器有

四个可调的条件参数，即：漂移管温度，载气流量、
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喷嘴温度及增益[11]。通过在上述色谱条件下分离番茄红

素纯品所得结果的评价优化和确定各项参数。检测器所

使用的载气为氮气。

1.5 番茄红素含量与峰面积的回归

在上述色谱条件下，分离不同量的番茄红素纯品所

得番茄红素组分峰的峰面积与其量进行回归计算，确定

二者的数量关系。

1.6 番茄红素的 ELSD 检测下限测定

虽然 ELSD 检测下限的计算公式已经确定，但在本

项研究中，判定番茄红素 E L S D 检测下限的标准仍为：

信躁比≤2:1。

1.7 番茄果实中番茄红素的定量检测

采用外标法。测定方法见参考文献[6]。

2 结果与讨论

2.1 ELSD 参数的优化与确定

本项研究为首例使用 ELSD 对番茄红素进行定量分

析的尝试。因此，检测条件的优化与确定在本项研究

工作中占有十分重要的地位。

在蒸发光散射检测器的应用中，漂移管温度是对色

谱结果影响最大的一个参数。在选择漂移管温度时所追

求的优化指标为：较小的噪音振幅及较低的基线水平。

番茄红素是热敏性物质，超过 4 5℃就会降解损失。另

一方面，低于40℃的漂移管温度又会使流动相挥发不完

全，造成基线过高。换言之，对于番茄红素及其它类

胡萝卜素组分来讲，可选择的漂移管温度范围只有40～

45℃。因此，在本项研究中，漂移管温度选定为 45℃，

未对漂移管温度的变化对色谱结果的影响进行探讨。

当漂移管温度为 45℃时，对载气流量做条件优化，

所得结果如图 2 所示。从理论上讲，载气压力越高，

流量越大，雾化液滴越小，流动相挥发越完全。由图

2 可见，载气压力在30～40psi 时，组分峰面积的变化

达到一个平台区。在本项研究中，最终选定的载气压

力为30psi。

由于喷嘴温度控制系统只由加热装置构成，低于30

图2   氮气压力对峰面积的影响

Fig.2    The effect of nitrogen pressure to peak area
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℃的设置很难达到。而喷嘴温度需比漂移管温度低至少

5 ℃。因此，由于漂移管温度确定在 4 5 ℃，喷嘴温度

的变化范围只能在30～40℃。由图3 可见最佳喷嘴温度

为 4 0℃。

图3   喷嘴温度对峰面积的影响

Fig.3   The effect of sprayer temperature on peak area
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综上所述，最终确定的检测参数为：漂移管温

度：4 5℃；载气压力：3 0 p s i；喷嘴温度：4 0℃。在

本项研究中，ELSD 的增益(Gain)一直保持在1，并获得

了良好的组分信号。

2.2 番茄红素含量与峰面积的回归
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图4   UV-VIS检测器所测得的番茄红素量对其峰面积的线性回归关系

Fig.4   A linear co-relationship between the amount and peak area
of lycopene monitored by UV-VIS detector
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图5   ELSD所测得的番茄红素量对数值对其峰面积对数值的线性回归

关系

Fig.5  A linear co-relationship between the amount (in logarithmic
scale) and peak area (in logarithmic scale) of lycopene monitored

by ELSD
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图6  番茄果实提取物的PDAD-HPLC色谱图

Fig.6    HPLC profile of extracts from tomato fruit
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色谱条件为：C18 固定相：DIAMONSIL TM 柱；流动相 A：乙腈:水 =9:

1 ；流动相 B：乙酸乙酯；线性梯度洗脱：在前 1 5 m i n 内，B 由 0 %

增为 100%，随后，B 保持 100%；流速为 1.0ml/min，紫外－可见光

检测器波长范围：260～600nm；监测波长：475nm；进样量为20μl；

柱温：室温。组分鉴定：Ⅰ = 番茄红素；I I = β - 胡萝卜素。

采用外标法对番茄果实样品中的番茄红素含量进行定

量检测。从PDAD-HPLC所得结果为：0.7424mg/g(干重)；

从ELSD-HPLC 所得结果为：0.7391mg/g(干重)。二者结

果相近。

3 结  论

通过对 PDAD-HPLC 与 ELSD-HPLC 分析结果的比

较，可以认为应用 ELSD 对番茄果实中番茄红素进行定

量分析是完全可行的。由于 ELSD 这种检测器不仅可以

测出样品中的番茄红素含量，还可检测出其它没有发色

基团物质的存在，这种检测器在检验番茄红素提取物和

富含番茄红素产品的纯度时具有良好的应用前景。
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图 4 及 5 分别显示了UV-VIS 与 ELSD 所测得的番茄

红素量对其峰面积的线性回归关系。

比较图 4 和 5 可以看出，在 ELSD 上所获得的番茄

红素量对数值与其峰面积对数值的数量关系呈现良好的

线性关系，完全可以根据其对番茄红素进行定量测定。

但是，在现有检测条件下，ELSD 的检测下限为 0.0147

μg。其灵敏度显然不如 UV - V I S 检测器。

2.3 番茄果实中番茄红素的定量检测

图6 及 7 为番茄果实中番茄红素提取物的UV-VIS-

HPLC 和 ELSD-HPLC 色谱图。
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色谱条件见图6。ELSD条件为：漂移管温度：45℃；载气压力：30psi；

喷嘴温度：4 0℃；增益：1。组分鉴定：Ⅰ = 番茄红素；I I = β - 胡

萝卜素；III= 无发色基团未知物；IV= 无发色基团未知物。

图7   番茄果实提取物ELSD-HPLC色谱图

Fig.7    HPLC profile of extracts from tomato fruit
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