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反相高效液相色谱法测定烟草中的茄尼醇 
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摘要：采用反相高效液相色谱测定烟草中的茄尼醇，采用外标法进行定量，确定了色谱分离的条件，并通过皂化提取实验确定

了茄尼醇最佳皂化条件：58 ℃、0.6 mol/L KOH 甲醇溶液皂化 35 min。该法具有良好的线性（相关系数为 0.9999），检测限为 27.4 ng

（S/N=3），加标回收率为 99 %，方法的 RSD 为 0.41%，方法简单、准确。 
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Abstract: A simple and rapid method was developed for determination of solanesol in tobacco by RP-HPLC and the saponification 

process was optimized. The solanesol content was quantitatively determined with the external standard method. The results indicated that the 

optimum saponification process was as follows: KOH -methanol solution 0.5 mol/L, of saponification temperature 30 ℃, and the saponification 

time 30 minutes. The method had good linearity with correlation coefficient of 0.9999. The limit of detection based on signal-to-noise ratio of 3 

was 27.4 ng. The recovery of solanesol in tobacco was 99% with RSD of 0.41%. 
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茄尼醇是一种聚异戊二烯醇，是茄科植物烟草烟

叶中富含的主要萜类化合物之一[1~2]。茄尼醇本身具有

抗菌、消炎和止血作用，而且是合成维生素 K2 和辅酶

Q10 的主要中间体，还可以作为抗溃疡药物、抗癌药

物的合成原料，具有很高的药用价值[3~4]。茄尼醇在烟

叶中的含量比较大，且烤烟高于白肋烟。茄尼醇对烟

气中的苯并芘贡献较大，对烟气安全性不利[5]，因此

准确测定烟草中的茄尼醇具有重要的现实意义。 

茄尼醇测定方法应用较为广泛的是高效液相色谱

法，目前使用高效液相色谱测定烟草中的茄尼醇主要

有三种，第一种是正相色谱分离、示差折光检测器检

测[6]；第二种是正相液相色谱分离、紫外检测器检测[7]；

第三种是反相液相色谱分离和蒸发光散射检测器检测
[8]。示差折光检测器检测灵敏度较低，对流动相温度

变化敏感，可控性能也差，而且不能梯度洗脱；采用

正相色谱分离流动相，分离效果较差不利于测试结果

的准确性，而且测试时间较长；蒸发光散射检测器在

烟草行业中应用还很少，不利于方法的推广，而且以

上三种方法均未对茄尼醇进行皂化处理。本文采用反 
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相液相色谱分离，紫外检测器测定烟草中茄尼醇的含

量，并对茄尼醇的皂化条件进行了优化，方法的重复

性好，回收率高。 

1  材料与方法 

1.1  仪器和试剂 

HP1100 高效液相色谱仪，Agilent 可变波长紫外

检测器，Agilent 自动进样器。茄尼醇标准品(Sigma

公司，纯度>99%)，正己烷为分析纯，甲醇、乙腈皆

为色谱纯。 

1.2  色谱条件 

色谱柱：Econosphere C18(250 mm×4.6 mm)；流动

相：甲醇-乙腈（85:15）；流速：1.0 mL/min；柱温：

30 ℃；进样量：10 μL。 

1.3  样品处理 

烟叶 40 ℃下烘干，粉碎过 80目筛，贮于样品瓶

中备用。称取 0.2 g 烟末于 20 mL具塞三角瓶中，加

入 KOH 甲醇溶液水浴振荡皂化，皂化完成后加入 5 

mL正己烷旋涡混合 1 min，静止分层，取少量上层清

液在 10000 r/min 下高速离心 10 min，进样分析。 

2  结果与讨论 
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2.1  流动相的选择 

茄尼醇的最大吸收波长为 210 nm，因此所要采用

的流动相溶剂最大截至吸收波长要低于 210 nm，故选

择甲醇和乙腈作为洗脱流动相，经过反复实验最后确

定流动相的配比为85%甲醇和 15%乙腈。 

2.2  标准工作曲线、线性范围及检出限 

称取 13.4 mg 茄尼醇标准样品于 10 mL容量品中

定容备用。依次稀释为 1.00 mg/mL、0.67 mg/mL、

3.35×10-1 mg/mL、1.34×10-1 mg/mL四个浓度梯度，制

作标准曲线，如图 1 所示。在 1.34×10-1~1.34 mg/mL

范围内，以峰面积 Y和质量浓度（X）进行线性回归，

得线性方程为 Y=29005.84X+224.51，相关系数为

0.9999，以信噪比为 3计，茄尼醇的最低检出限为 27.4 

ng，标准曲线见图1。 

 
图 1 茄尼醇标准曲线 

Fig.1 The standard curve of solanesol 

2.3  皂化条件的优化 

2.3.1  KOH甲醇溶液浓度对茄尼醇含量的影响 

 
图 2 KOH 甲醇浓度对茄尼醇含量的影响 

Fig.2 Effect of the concentration of KOH-methanol on the 

content of solanesol 

分别配置 1.7 mol/L、1.3 mol/L、0.9 mol/L、0.5 

mol/L、0.1 mol/L KOH甲醇溶液，按照样品处理试验

步骤进行皂化试验，皂化温度时 60 ℃，皂化时间 1 h。

结果如图 2。由图可以知，茄尼醇的含量随着 KOH甲

醇溶液浓度的增加而增加；当浓度为0.5 mol/L时，茄

尼醇的含量最大为 21.66 mg/g；但是当 KOH甲醇浓度

大于 0.5 mol/L时，茄尼醇的含量开始不断下降。产生

这种现象的原因在于低浓度的 KOH 甲醇溶液不足以

使茄尼醇皂化完全，但是浓度过高的 KOH 甲醇又会

对茄尼醇造成破坏。采用 0.5 mol/LKOH 甲醇溶液作

为皂化剂，皂化效果最佳。 

2.3.2  皂化时间对茄尼醇含量的影响 

 
图 3 皂化时间对茄尼醇含量的影响 

Fig.3 Effect of saponification time on the content of solanesol  

按照样品处理的步骤进行皂化实验，皂化温度

60 ℃，KOH甲醇溶液浓度为 0.5 mol/L，分别皂化 15 

min、30 min、45 min、60 min、75 min、90 min，考

察皂化时间对皂化结果结果的影响，结果如图 3。由

图可知，茄尼醇的含量随着皂化时间的增加而增加；

当皂化时间为 45 min 时，茄尼醇的含量最大为 21.79 

mg/g；但是当皂化时间大于 45 min 时，茄尼醇的含量

开始不断下降。因此确定皂化时间为30 min。 

2.3.3  皂化温度对茄尼醇提取量的影响 

 
图 4 皂化温度对茄尼醇含量的影响 

Fig.4 Effect of saponification time on the content of solanesol  

按照样品处理的步骤进行皂化实验，皂化时间为

30 min，KOH 甲醇溶液浓度为 0.5 mol/L，分别在

50 ℃、55 ℃、60 ℃、65 ℃、70 ℃下进行皂化，考

察温度对皂化的影响，结果如图 3 所示。由图 3可知，

皂化温度在 55 ℃以上时，茄尼醇基本皂化完全，因

此选择皂化温度为60 ℃。 

2.3.4  皂化条件的响应面优化 

在单因素实验的基础上，根据 Box-Benhnken 中
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心组合原理，以 KOH-甲醇溶液浓度、皂化温度、皂

化时间为自变量，茄尼醇提取量为响应值，设计了三

因素三水平的响应面实验，因素水平及编码见表 1，

实验设计及结果见表 2。 

表 1 因素水平及编码 

Table 1 Factors and code value 

因素 
编码水平 

-1 0 1 

A [KOH-甲醇溶液浓度/(mg/L)] 0.1 0.5 0.9 

B (皂化温度/℃) 55 60 65 

C (皂化时间/min) 30 45 60 

表 2 试验设计及结果 

Table 2 Box-Benhnken experiment design and the result 

实验号 
因素水平 茄尼醇/(mg/g) 

A B C 实测值 预测值 

1 -1 -1 0 20.96 21.33 

2 1 -1 0 23.33 22.89 

3 -1 1 0 20.65 21.09 

4 1 1 0 22.53 22.16 

5 -1 0 -1 22.79 22.34 

6 1 0 -1 23.4 23.77 

7 -1 0 1 21.57 21.20 

8 1 0 1 21.96 22.41 

9 0 -1 -1 23.35 23.42 

10 0 1 -1 23.12 23.13 

11 0 -1 1 22.37 22.36 

12 0 1 1 21.75 21.68 

13 0 0 0 24.9 24.92 

14 0 0 0 24.92 24.92 

15 0 0 0 24.95 24.92 

用 Design Expert 8.0 对表 2 中的数据进行多元回

归分析，得到响应值（茄尼醇提取量）与皂化因素

（KOH甲醇溶液浓度、皂化时间、皂化温度）的三元

二次回归方程为： 

Y= 24.92+0.66A-0.25B-0.63C-0.12AB-0.055AC-0.098 

BC-1.64A2-1.42B2-0.86C2 

由表 3可知，模型P<0.01，说明建立的模型是极

显著的；回归模型的相关系数平方 R2=0.9487，说明

此模型对数据拟合效果较好，误差小，能够用来对茄

尼醇的皂化工艺进行预测和分析。从表 3 还可以看

出，KOH-甲醇溶液浓度和皂化时间对茄尼醇的提取

量影响显著，而皂化温度对茄尼醇提取量影响不显

著。三个因素对茄尼醇提取量影响的大小依次为：

KOH-甲醇溶液浓度>皂化时间>皂化温度，这与单因

素实验反映出的规律一致。通过回归模型分析，得出

最佳皂化条件为：KOH-甲醇浓度为 0.62 mol/L、皂

化时间为 34.98 min、皂化温度为 57.66 ℃，在最佳工

艺条件下，茄尼醇的提取量为 25.07 mg/g。考虑到实

验的准确性和可操作性，将最优工艺条件修改为：

KOH-甲醇浓度为 0.6 mol/L、皂化时间为 35 min、皂

化温度为 58 ℃，此条件下茄尼醇的提取量为 24.95 

mg/g，与修改前误差较小，仅为 0.48%。 

表3 回归方程系数显著性分析 

Table 3 Coefficient and significance of regression models 

误差来源 系数 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 24.80 2.76 10.27 0.0098 ** 

A 3.45 3.45 12.84 0.0158 * 

B 0.48 0.48 1.79 0.2387  

C 3.14 3.14 11.69 0.0189 * 

AB 0.060 0.060 0.22 0.6562  

AC 0.012 0.012 0.045 0.8402  

BC 0.038 0.038 0.14 0.7221  

A2 9.89 9.89 36.85 0.0018 ** 

B2 7.44 7.44 27.71 0.0033 ** 

C2 2.71 2.71 10.10 0.0246 * 

注：“**”差异高度显著（P<0.01），“*”差异高度显著

（P<0.05）。 

2.4  精密度和回收率实验 

采用已确定的样品处理方法对烟草样品中的茄尼

醇进行提取，并按照既定的色谱条件连续进样 6次，

结果见表 2。由表 2 中的数据可以看出，6 次测量的

RSD 为 0.41%，说明本文建立的方法精确度高。 

表 4 精密度实验（n=6） 

Table 4 The results of precision test 

样品 1 2 3 4 5 6 RSD 

茄尼醇/(mg/g) 21.05 21.13 21.1 21.24 21.01 21.2 0.41% 

表 5 回收率实验（n=3） 

Table 5 Recovery experiments 

序号 本底值/mg 添加量/mg 测定值 回收率%/ 平均回收率/% 

1 21.12 1 22.06 94 

99 

2 21.12 5 26.25 103 

3 21.12 10 31.24 101 

4 21.12 15 35.8 98 

5 21.12 20 41.01 99 

为了考察本文建立的方法的回收率，精确称取已

知浓度的平行样品 5 份，采用分别向其中加入 1 mg、

5 mg、10 mg、15 mg、20 mg标准样品，前面确立的

样品处理条件进行处理，然后按照以确立的色谱条件

重复测定 3 次，结果见表 3。从表 3 可以看出，平均

回收率为 99%，说明本文建立方法的准确好。 
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3  结论 

采用反相高效液相色谱测定烟草中的茄尼醇，确

定了色谱分离的条件，通过皂化提取实验确定茄尼醇

的最佳皂化条件：58 ℃、0.6 mol/L KOH甲醇溶液，

皂化 35 min，方法快速简便。并且通过回收率和精密

度实验证明本文建立的茄尼醇测定方法准确可靠。 
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