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超高效液相色谱法同时测定甘薯中 13 种类胡萝卜素的含量 

贾瑞雪 1,2,**   陈伊航 1,3,**   张  荣 1   唐朝臣 1   王章英 1,* 
1 广东省农业科学院作物研究所 / 广东省农作物遗传改良重点实验室, 广东广州 510640; 2河北科技师范学院农学与生物科技学院, 

河北秦皇岛 066600; 3 西北农林科技大学草业与草原学院, 陕西杨凌 712100 

摘  要: 类胡萝卜素作为评价甘薯食用和加工品质的重要指标, 对于推进甘薯育种至关重要, 但由于缺乏甘薯类胡

萝卜素组分及含量的快速检测方法, 限制了甘薯食用品质分析和育种进展。本研究通过优化色谱条件和样品前处理

过程, 建立了同时测定甘薯中 13 种类胡萝卜素含量的超高效液相色谱分析方法。结果表明, 待测样品前处理过程中

乙醇∶丙酮∶正己烷(1∶1∶1, v/v/v)作为提取液, 甲基叔丁基醚为复溶液类胡萝卜素得率最高。超高效液相色谱分析

条件: 甲醇∶乙腈(1∶3, v/v)含 0.01% 2,6-二叔丁基对甲酚(Butylated hydroxytoluene, BHT)和 0.1%甲酸作为流动相 A

相, 甲基叔丁基醚含 0.01% BHT作为流动相 B相梯度洗脱, 色谱柱 YMC Carotenoid C30 (2 mm×100 mm, 3 μm), 流

速为 0.8 mL min–1, 柱温 23 , ℃ 进样量 1 μL, 检测波长 450 nm, 分析时间 8 min。该方法中 13种类胡萝卜素线性关系

良好, 相关系数大于 0.997; 精密度、重复性、稳定性及回收率结果均符合要求。本研究建立的超高效液相色谱方法

能快速、准确的同时检测甘薯中 13种类胡萝卜素的含量, 可为大批量甘薯种质资源和育种材料的品质分析奠定基础。 
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Simultaneous determination of 13 carotenoids in sweetpotato by Ultra-    
Performance Liquid Chromatography 
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Qinhuangdao 066600, Hebei, China; 3 College of Grassland Agriculture, Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China 

Abstract: Carotenoids as important indexes to evaluate the edible and process quality of sweetpotato, are crucial to pro-
moting sweetpotato breeding. However, the lack of rapid detection methods for the compositions and contents of carote-
noids in sweetpotato has limited the progress of edible quality analysis and breeding of sweetpotato. In this study, an Ultra- 
Performance Liquid Chromatography (UPLC) method was established for simultaneous determination of 13 carotenoids in 
sweetpotato by optimizing the chromatographic conditions and sample pretreatment process. The results showed that etha-
nol: acetone: hexane (1:1:1, v/v/v) was used as the extraction solution, and methyl tert-butyl ether was used as the dissolu-
tion solution to obtain the highest yield of carotenoids. Analysis conditions of UPLC: methanol: acetonitrile (1:3, v/v) con-
taining 0.01% 2,6-butylated hydroxytoluene (BHT) and 0.1% formic acid as mobile phase A, methyl tert-butyl ether con-
taining 0.01% BHT as mobile phase B gradient elution, YMC Carotenoid C30 (2 mm×100 mm, 3 μm), the flow rate was 0.8 

mL min1, injection volume was 1 μL, the detection wavelength was 450 nm, and the analysis time was 8 min. The linear 
relationships of 13 carotenoids in this method were good, the correlation coefficients were all greater than 0.997. The test 
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results of precision, repeatability, stability and recovery were all in line with the requirements. The UPLC method in this 
study can quickly, accurately and simultaneously detect the contents of 13 carotenoids in sweetpotato, which can lay a 
foundation for quality analysis of germplasm resources and breeding materials in large quantities of sweetpotato. 
Keywords: UPLC; sweetpotato cultivar; β-carotene; content determination 

甘薯(Ipomoea batatas L.)又叫做红薯、地瓜、番薯、

红苕等, 是世界上继水稻、小麦、马铃薯、玉米和木

薯之后的第六大重要粮食作物[1]。我国是世界上最大

的甘薯生产国, 根据联合国粮食与农业组织(Food and 

Agriculture Organization of the United Nations, FAO)统

计数据显示, 2020 年我国甘薯种植面积占世界甘薯种

植总面积的 30.4%, 产量占世界总产量的 54.97%。甘

薯中含有丰富类胡萝卜素、花青素、多酚、类黄酮等

活性物质, 其中类胡萝卜素是人体维生素 A 合成的主

要来源物质, 具有抗氧化、抗癌、改善心血管疾病, 提

高视力等功效[2-5]。随着人们保健意识的逐渐增强, 对

天然类胡萝卜素的需求逐渐增加, 甘薯作为保健食品

和功能性食品逐渐被认可和青睐。其中, 薯肉色泽作

为甘薯商品品质、营养品质和加工品质的重要组成部

分, 直接决定鲜食甘薯的市场价值。已有研究表明, 黄

色和橙色甘薯主要由类胡萝卜素的组成及含量分布决

定[6]。因此, 测定甘薯中类胡萝卜素的组成及含量不仅

可以筛选出优质的甘薯品种, 而且为甘薯的开发利用

提供数据参考。 

目前, 甘薯中类胡萝卜素含量的检测方法主要有: 

分光光度计法[7-9]、高效液相色谱法(High Performance 

Liquid Chromatography, HPLC)[6,10-11]、高效液相色谱串

联质谱 (High Performance Liquid Chromatography 

Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS)[12]等方法。

分光光度计法虽然操作简单, 但是只能测定甘薯中

总类胡萝卜素含量, 并不能对类胡萝卜素组分进行

鉴定, 具有局限性。HPLC 法是最常用的方法之一, 

具有稳定性好、易操作等优点, 同时存在耗时较长

(一般大于 30 min)、溶剂用量较大、分离度较低的

缺点。LC-MS/MS 技术结合液相色谱和质谱共同优

点, 具有较高的分离性能和鉴别特点, 但是由于仪

器价格昂贵, 很难普及使用。随着色谱技术的不断

发展, 超高效液相色谱法(Ultra-Performance Liquid 

Chromatography, UPLC)的出现弥补了 HPLC检测周

期长、分析速度慢、分离度低的缺陷, 同时也降低

了分析成本, 具有更高的分离度、灵敏度和更快的

检测速度等特点[13], 已逐渐成为食品[14-17]、中药[18]

等领域分析检测的有效工具。然而, 有关甘薯类胡

萝卜素的 UPLC分析方法国内尚未见报道。 

本研究拟通过优化超高效液相色谱分析条件和

待测样品前处理过程, 建立一种超高效液相色谱同

时检测甘薯中 13种类胡萝卜素的方法, 并对 6种甘

薯主栽品种中类胡萝卜素的组成及含量变化进行比

较分析, 为甘薯类胡萝卜素定量检测提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

供试 6个主栽甘薯品种广薯 79 (Guangshu 79)、

广薯 87 (Guangshu 87)、普薯 32号(Pushu 32)、济薯

26 (Jishu 26)、龙薯 9 号(Longshu 9)、烟薯 25 号

(Yanshu 25)[19]均于 2020年 7月上旬在广东省农业科

学院白云试验基地国家种质广州甘薯圃 (23°23′N, 

113°26′E)种植。土壤为沙土 , pH 6.2, 有机质含量

16.6 g kg–1, 氮含量 1.2 g kg–1, 有机磷含量 114.8 mg 

kg–1, 速效钾含量 221.0 mg kg–1。采用完全随机区组

设计, 3 次重复。每份材料种植 2 行(双行区), 行距

110 cm, 株距 20 cm, 垄高 30 cm。甘薯生长期 138 d, 

于 2020年 11月 23日取样, 每个品种 3株, 分别取中

等大小的鲜薯, 清洗干净后擦丝, 四分法对称取样, 

称重后液氮速冻, 然后冷冻干燥, 并用粉碎机粉粹。

为防止色素被氧化, 样品储存于20℃暗光环境。 

甲醇、乙腈、甲基叔丁基醚、2,6-二叔丁基对甲酚、

甲酸, 均为色谱纯, 购自德国默克公司; 无水乙醇、丙

酮, 均为优级纯, 购自广州化学试剂厂; 正己烷, 购自

国药集团化学试剂有限公司; 13个类胡萝卜素标准品: 

紫黄质(纯度≥95%)、新黄质(纯度≥97%)、环氧玉米

黄质(纯度≥95%)购自瑞士 CaroteNature公司; 叶黄素

(纯度≥96%)、玉米黄质(纯度≥97%)、α-隐黄质(纯度

≥98%)、ε-胡萝卜素(纯度≥98%)、β-隐黄质(纯度

≥97%)、α-胡萝卜素(纯度≥97%)、β-胡萝卜素(纯度

≥95%)、δ-胡萝卜素(纯度≥95%)、γ-胡萝卜素(纯度

≥96%)、番茄红素(纯度≥95%), 由华南理工大学食品

学院郭新波老师课题组提供。 

1.2  主要仪器和设备 

Agilent 1260 Infinity II液相色谱仪, 配有 DAD

二极管阵列检测器和数据分析系统(美国安捷伦公

司); YMC C30 色谱柱(2 mm100 mm, 3 μm, 日本

YMC); 旋涡混合器 (VORTEX-5)、离心机 (Thermo 
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Fisher, 美国赛默飞世尔科技公司 )、电子天平

(TX223L, 日本岛津)、冷冻干燥机(Beta 1-8 LSCbasic, 

德国 Martin Christ)、超声清洗仪(深圳市洁盟清洗设

备有限公司)、粉粹机(FS100S, 广州雷迈机械设备有

限公司)、氮吹仪(NDK200-2)。 

1.3  色谱条件 

色谱柱 YMC Carotenoid C30 (2 mm100 mm, 

3 μm); 流动相: A 相为甲醇∶乙腈(1∶3, v/v)加入

0.01% 2,6-二叔丁基对甲酚(butylated hydroxytoluene, 

BHT) (g mL–1)和 0.1%甲酸, B相为甲基叔丁基醚加

入 0.01% BHT (g mL–1); 采用梯度洗脱程序: 0 min, 

85% A, 15% B; 1 min, 80% A, 20% B; 2 min, 70% A,  
30% B; 3 min, 55% A, 45% B; 4 min, 40% A, 60% B;  
5 min, 25% A, 75% B; 5.10 min, 85% A, 15% B; 8 min,  

85% A, 15% B。柱温: 23℃; 流速 0.8 mL min–1; 进样

量 1 μL; 波长 450 nm。 

1.4  方法学考察 

1.4.1  标准曲线    将 13种类胡萝卜素标准品, 分

别用含有 0.01% BHT的甲基叔丁基醚溶解, 再稀释

成 0.1、0.5、1、5、10、100、200 μg mL1不同浓度

的标准溶液, 过 0.22 μm的滤膜后, 按照 1.3已确定

的色谱条件下进样分析, 以类胡萝卜素标准品的浓

度为横坐标, 峰面积为纵坐标, 绘制不同类胡萝卜

素的标准曲线。 

1.4.2  定量限、检出限    将最小浓度的类胡萝卜

素标准溶液逐级稀释, 按照 1.3 已确定的色谱条件

进行分析, 计算当信噪比 S/N=3 时所对应的标准溶

液浓度以确定检出限(LOD), 信噪比 S/N=10 时对应

的标准溶液的浓度以确定定量限(LOQ)。 

1.4.3  精密度试验    取一定浓度的混标溶液, 按

照 1.3 已确定的色谱条件进行分析, 连续进样 6 次, 

记录峰面积和保留时间, 计算相对标准偏差(relative 

standard deviation, RSD), 判断仪器精密度是否良好。 

1.4.4  重复性试验    取一定浓度的混标溶液 6份, 

按照 1.3 已确定的色谱条件进行分析, 记录峰面积

和保留时间, 计算 RSD, 判断重复性是否良好。 

1.4.5  稳定性试验    取一定浓度的混标溶液, 于

室温放置 0、2、4、6、8、10、12、14、16、18、

20、22、24 h, 按照 1.3已确定的色谱条件进行分析, 

记录各组分的峰面积和保留时间, 从中选择 6 组数

据, 计算 RSD, 判断仪器稳定性。 

1.4.6  加标回收率试验    取已知浓度的混合标准

品溶液作为本底, 分别加入 3 个不同浓度水平的类

胡萝卜素标准品, 按照 1.3色谱条件进行分析, 记录

类胡萝卜素组分的峰面积, 计算各组分回收率。 

1.5  样品前处理条件优化 

参照 Xu等[20]方法, 稍作修改。准确称取 0.500 g

的甘薯粉末至 15 mL离心管中, 加入 5 mL含 0.01% 

BHT (g mL–1)的有机溶剂, 室温下漩涡振荡 2 min, 

于 4℃条件下, 2500g离心 5 min, 然后将上清液转

移至新的 15 mL离心管中; 重复以上提取步骤 2次, 

将离心后上清液合并; 用氮吹仪氮吹至干, 得到类

胡萝卜素。再用 1 mL含有 0.01% BHT (g mL–1)的有

机溶剂复溶, 超声震荡 10 min 使其完全溶解, 用

0.22 μm 滤膜过滤后, 保存在棕色进样瓶中, 用于

LC分析。整个样品前处理过程应避光操作。 

以广薯 79 作为试验材料, 按照上述步骤, 比较

不同提取溶剂 (乙醇∶丙酮∶正己烷 (1∶ 1∶ 1, 

v/v/v)、乙醇∶丙酮∶正己烷(1∶1∶2, v/v/v)、甲醇∶

丙酮∶正己烷(1∶1∶1, v/v/v)和甲醇∶丙酮∶正己

烷(1∶1∶2, v/v/v))和复溶液(甲醇∶甲基叔丁基醚

(3∶1, v/v)、甲醇∶甲基叔丁基醚(1∶1, v/v)、甲醇∶

甲基叔丁基醚(1∶3, v/v)、甲基叔丁基醚)对甘薯类

胡萝卜素含量的影响。 

1.6  主栽甘薯品种类胡萝卜素含量测定 

分别精密称取 6种主栽甘薯冷干样 0.5 g, 每个品

种 3 份, 按照 1.5 确定的方法制备色谱分析的供试溶

液, 按照 1.3 色谱条件进行检测分析, 记录类胡萝卜

素各组分峰面积, 采用外标法计算类胡萝卜素的含

量, 并按照以下公式计算类胡萝卜素各组分的含量。 

样品中类胡萝卜素含量计算公式如下:  

样品中类胡萝卜素含量(μg g–1 DW) y = cv/ 

1000/m 
式中, c表示样本中类胡萝卜素各组分峰面积代入标

准曲线得到的类胡萝卜素浓度(μg mL–1), v表示复溶

时所用溶液的体积(μL), m为称取甘薯块根样品的质

量(g)。 

1.7  数据分析处理 

用 Microsoft Excel软件对数据进行基本的分析

处理, SPSS 26.0软件对甘薯类胡萝卜素含量进行方

差分析。 

2  结果与分析 

2.1  UPLC色谱条件的优化 

2.1.1  洗脱程序的确定    为更好地将 13 种类胡

萝卜素分离开, 试验探索了 4 种不同的洗脱程序对

甘薯类胡萝卜素分离效果的影响。由图 1可知, 第 1  
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图 1  不同洗脱程序色谱图 
Fig. 1  Chromatograms of the different elution programs 
A图为第 1种洗脱条件下色谱图; B图为第 2种洗脱条件下色谱图; C图第 3种洗脱条件下色谱图; D~E均为第 4种洗脱条件下色谱图, 
D为 10种胡萝卜素, E图为 13种胡萝卜素。1为叶黄素, 2为玉米黄质, 3为 α-隐黄质, 4为 ε-胡萝卜素, 5为 β-隐黄质, 6为 α-胡萝卜素, 
7为 β-胡萝卜素, 8为 δ-胡萝卜素, 9为 γ-胡萝卜素, 10为番茄红素, 11为紫黄质, 12为新黄质, 13为环氧玉米黄质。 
A: the chromatograms under the first elution condition; B: the chromatograms under the second elution condition; C: the chromatograms 
under the third elution condition; D–E: the chromatograms under the fourth elution condition, D–E: 10 and 13 carotenoids, respectively. 1: 
lutein; 2: zeaxanthin; 3: α-cryptoxanthin; 4: ε-carotene; 5: β-cryptoxanthin; 6: α-carotene; 7: β-carotene; 8: δ-carotene; 9: γ-carotene; 10: 
lycopene; 11: violaxanthin; 12: neoxanthin; 13: antheraxanthin. 
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种洗脱条件下类胡萝卜素在 3 min 以后才被洗脱, 

不同组分的峰宽相差较大; 第 2 种和第 3 种洗脱程

序, 由于洗脱时间相对较短, 不同组分之间未能更

好的分离开; 第 4种洗脱程序, 10种类胡萝卜素分离

效果比前 3 种洗脱条件下分离效果更好一些, 添加

另外 3种类胡萝卜素以后, 在 6 min以内可完全洗脱, 

但紫黄质与新黄质, ε-胡萝卜素与 β-隐黄质的分离

效果有待提高。因此, 选择第 4 种洗脱程序作为最

适洗脱程序: 0 min, 85% A, 15% B; 1 min, 80% A, 

20% B; 2 min, 70% A, 30% B; 3 min, 55% A, 45% B;  

4 min, 40% A, 60% B; 5 min, 25% A, 75% B; 5.10 min, 
85% A, 15% B; 8 min, 85% A, 15% B。 

2.1.2  色谱柱温度对类胡萝卜素分析的影响    采

用第 4 种洗脱程序进行色谱分析, 比较不同色谱柱

的温度对类胡萝卜素分离效果的影响。由图 2可知, 

随着温度逐渐降低 , 类胡萝卜素分离效果越来越

好。在色谱分析过程中, 分离度, 又称分辨率可反映

2 个色谱峰之间的分离情况, 作为衡量色谱柱总分

离效能的指标。由表 1 可知, 随着温度的逐渐降低, 

色谱峰 1、2、3、4、5、8、10、13的分离度均呈现 

 

(图 2) 
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图 2  不同柱温类胡萝卜素色谱图 
Fig. 2  Chromatograms of carotenoid at different column temperatures 
A~E分别为 20、23、25、28、30℃条件下类胡萝卜素色谱图。1为紫黄质, 2为新黄质, 3为环氧玉米黄质, 4为叶黄素, 5为玉米黄质, 
6为 α-隐黄质, 7为 ε-胡萝卜素, 8为 β-隐黄质, 9为 α-胡萝卜素, 10为 β-胡萝卜素, 11为 δ-胡萝卜素, 12为 γ-胡萝卜素, 13为番茄红素。 
A–E are chromatograms of carotenoids at 20, 23, 25, 28, and 30 , respectively. 1: violaxanthin℃ ; 2: neoxanthin; 3: antheraxanthin; 4: lutein;  
5: zeaxanthin; 6: α-cryptoxanthin; 7: ε-carotene; 8: β-cryptoxanthin; 9: α-carotene; 10: β-carotene; 11: δ-carotene; 12: γ-carotene; 13: lycopene. 

 
表 1  不同色谱条件下 13 种类胡萝卜素分离度 
Table 1  Resolution of 13 carotenoids under different chromatographic conditions 

分离度 Resolution 色谱条件 

Chromatographic  

conditions 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

20 3.09 1.01 1.67 2.28 2.61 1.49 1.87 1.93 1.67 3.94 3.61 3.69 10.11 2.49

23 2.88 0.88 1.62 2.18 2.45 1.57 2.00 1.68 1.80 3.87 3.71 3.70 9.89 2.97

25 2.46 0.67 1.51 2.06 2.26 1.71 2.13 1.33 1.98 3.79 3.79 3.73 9.75 3.37

28 2.38 0.57 1.58 1.91 2.04 1.86 2.29 0.92 2.14 3.62 3.87 3.76 9.48 3.98

色谱柱温度 

Chromatographic 

column  

temperature  

(℃) 
30 1.58 — 1.35 1.77 1.89 1.97 2.36 0.59 2.35 3.48 3.89 3.78 9.21 4.30

0.6 4.02 1.19 1.89 2.59 2.99 1.53 1.93 2.29 1.71 4.22 3.60 3.60 10.43 1.25

0.8 2.88 0.88 1.62 2.18 2.45 1.57 2.00 1.68 1.80 3.87 3.71 3.70 9.89 2.97

流速 

Flow rate 

(mL min–1) 1 2.64 0.66 1.48 2.00 2.18 2.03 2.44 0.89 2.36 3.70 3.69 3.55 9.75 3.29

1 4.23 1.12 2.01 2.56 2.74 1.80 2.23 1.68 1.99 3.98 3.78 3.74 9.88 2.72

2 2.88 0.88 1.62 2.18 2.45 1.57 2.00 1.68 1.80 3.87 3.71 3.70 9.89 2.97

进样量 

Injection volume 

(μL) 3 2.80 0.78 1.30 1.88 2.29 1.20 1.58 2.03 1.43 3.79 3.49 3.58 9.94 2.20

1~13代表 13种类胡萝卜素组分对应色谱峰。1为紫黄质, 2为新黄质, 3为环氧玉米黄质, 4为叶黄素, 5为玉米黄质, 6为 α-隐黄质, 7

为 ε-胡萝卜素, 8为 β-隐黄质, 9为 α-胡萝卜素, 10为 β-胡萝卜素, 11为 δ-胡萝卜素, 12为 γ-胡萝卜素, 13为番茄红素, 14为溶剂峰。“—”

表示无数据。 

1–13 represent the chromatographic peaks of 13 carotene compositions. 1: violaxanthin; 2: neoxanthin; 3: antheraxanthin; 4: lutein; 5: zeaxanthin; 

6: α-cryptoxanthin; 7: ε-carotene; 8: β-cryptoxanthin; 9: α-carotene; 10: β-carotene; 11: δ-carotene; 12: γ-carotene; 13: lycopene; 14: the solvent 

peak. “—”: no data. 
 

逐渐升高的趋势, 表明温度降低, 有助于提高不同

类胡萝卜素之间的分离效能。当温度为 20℃时, 除

了色谱峰 2、6以外, 其余 12个峰分离度均大于 1.5, 

达到完全分离状态; 柱温 23℃时, 6号色谱峰比 20℃

条件下分离效果较好一些, 且除了色谱峰 2 以外, 

其余峰分离度均大于 1.5, 达到了完全分离的状态。

所以在类胡萝卜素分离效果较好, 峰形良好的基础

上, 23℃作为最适色谱柱温度。 

2.1.3  流速对类胡萝卜素分析的影响    在 2.1.1

已确定的梯度洗脱程序下, 设置柱温为 23℃, 选择

合适的流速。由图 3 和表 1 可知, 虽然流速对类胡

萝卜素出峰顺序并无影响, 但是影响出峰的时间。

当流速为 0.6 mL min–1时, 类胡萝卜素出峰较晚, 导

致溶剂峰与番茄红素色谱峰之间分离度为 1.25, 表

示番茄红素未能在 8 min 内完全分离出来; 流速为

1.0 mL min–1, 速度太快, 虽然 13种类胡萝卜素都可

分离出, 但 ε-胡萝卜素与 β-隐黄质色谱峰之间的分

离度只有 0.89, 2个物质未能完全分离; 流速 0.8 mL 

min–1的条件下, 13种类胡萝卜素可在 6 min内全部

分离, 除了紫黄质与新黄质之间分离度为 0.88, 其

他类胡萝卜素之间分离度均大于 1.5, 表示可完全分

离。因此, 流速 0.8 mL min–1比较合适。 
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图 3  不同流速类胡萝卜素的色谱图 
Fig. 3  Chromatograms of the different flow rates 
A~C分别代表流速为 0.6、0.8和 1.0 mL min–1条件下类胡萝卜素色谱图。1为紫黄质, 2为新黄质, 3为环氧玉米黄质, 4为叶黄素, 5为
玉米黄质, 6为 α-隐黄质, 7为 ε-胡萝卜素, 8为 β-隐黄质, 9为 α-胡萝卜素, 10为 β-胡萝卜素, 11为 δ-胡萝卜素, 12为 γ-胡萝卜素, 13为
番茄红素。 
A–C represents chromatograms of carotenoids at flow rates of 0.6, 0.8, and 1.0 mL min–1, respectively. 1: violaxanthin; 2: neoxanthin; 3: 
antheraxanthin; 4: lutein; 5: zeaxanthin; 6: α-cryptoxanthin; 7: ε-carotene; 8: β-cryptoxanthin; 9: α-carotene; 10: β-carotene; 11: δ-carotene; 
12: γ-carotene; 13: lycopene. 
 

2.1.4  进样量对类胡萝卜素分析的影响     在

2.1.1、2.1.2和 2.1.3已确定的色谱条件下, 优化进样

体积。不同的进样量对应类胡萝卜素色谱图见图 4, 

色谱峰之间分离度见表 1, 随着进样体积逐渐增大, 

除番茄红素以外, 其他类胡萝卜素色谱峰的分离度

均呈现降低趋势 , 表示类胡萝卜素分离效果降低 ; 

当进样量为 1 μL时, 紫黄质与新黄质两色谱峰的分

离度为 1.12, 大于 1, 表示两峰基本分离, 其他色谱

峰分离度均大于 1.5, 表明完全分离。因此, 进样量

1 μL条件下, 13种类胡萝卜素可基本分离, 峰形良好。 

通过以上色谱条件的优化, 最终确定色谱条件

为: 色谱柱 YMC Carotenoid C30 (2 mm×100 mm, 

3 μm); 流动相: A 相为甲醇∶乙腈(1∶3, v/v)加入

0.01% BHT和 0.1%甲酸, B相为甲基叔丁基醚加入 

0.01% BHT (g mL–1); 采用梯度洗脱程序: 0 min, 

85% A, 15% B; 1 min, 80% A, 20% B; 2 min, 70% A,  
30% B; 3 min, 55% A, 45% B; 4 min, 40% A, 60% B;  
5 min, 25% A, 75% B; 5.10 min, 85% A, 15% B; 8 min,  

85% A, 15% B。柱温: 23 ; ℃ 流速 0.8 mL min–1; 进样

量 1 μL; 波长 450 nm。 

2.2  UPLC方法评价 

2.2.1  类胡萝卜素线性关系、检出限和定量限 

以类胡萝卜素标准品浓度作为横坐标, 峰面积

为纵坐标, 得到 13种类胡萝卜素的线性回归方程如

表 2, 标准物质的线性范围较宽, 线性相关系数 r > 

0.997, 表明类胡萝卜素在线性范围内线性关系良好, 

适用于甘薯 13 种类胡萝卜素的测定。13 种类胡萝

卜素的检出限 0.003~0.018 μg mL–1、定量限在

0.009~0.060 μg mL–1, 表明该方法灵敏度较高。 
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图 4  不同进样量类胡萝卜素色谱图 
Fig. 4  Chromatograms of the different injection volumes 
A~C分别代表进样体积为 1、2和 3 μL条件下类胡萝卜素色谱图。1为紫黄质, 2为新黄质, 3为环氧玉米黄质, 4为叶黄素, 5为玉米黄
质, 6为 α-隐黄质, 7为 ε-胡萝卜素, 8为 β-隐黄质, 9为 α-胡萝卜素, 10为 β-胡萝卜素, 11为 δ-胡萝卜素, 12为 γ-胡萝卜素, 13为番茄红素。 
A–C represents the chromatograms of carotenoids at injection volumes of 1, 2, and 3 μL, respectively. 1: violaxanthin; 2: neoxanthin; 3: 
antheraxanthin; 4: lutein; 5: zeaxanthin; 6: α-cryptoxanthin; 7: ε-carotene; 8: β-cryptoxanthin; 9: α-carotene; 10: β-carotene; 11: δ-carotene; 
12: γ-carotene; 13: lycopene. 

 
表 2  13 种类胡萝卜素的线性回归方程、相关系数、检出限和定量限 
Table 2  Regression equations, correlation coefficients, and detection limits of carotenoids 

类胡萝卜素 

Carotenoids 

保留时间 

Retention time 

(min) 

线性范围 

Linear range 

(μg mL–1) 

线性方程 

Linear  

equation 

相关系数 

Correlation  

coefficient (r) 

检出限 

LOD 

(μg mL–1) 

定量限

LOQ 

(μg mL–1)

紫黄质 Violaxanthin 0.709 0.1–100 y = 14.2103x2.2023 0.9997 0.003 0.009 

新黄质 Neoxanthin 0.831 0.1–50 y = 11.9700x+5.1485 0.9995 0.004 0.015 

环氧玉米黄质 Antheraxanthin 1.057 0.1–100 y = 9.3125x0.0484 0.9996 0.004 0.015 

叶黄素 Lutein 1.370 0.1–100 y = 16.0211x+18.3307 0.9985 0.003 0.012 

玉米黄质 Zeaxanthin 1.678 0.1–100 y = 11.7821x+13.2805 0.9971 0.005 0.016 

α-隐黄质 α-cryptoxanthin 1.961 0.1–100 y = 20.9719x+10.9579 0.9984 0.003 0.010 

ε-胡萝卜素 ε-carotene 2.363 0.1–100 y = 16.7789x+16.6374 0.9975 0.003 0.011 

β-隐黄质 β-cryptoxanthin 2.506 0.1–100 y = 17.7172x+5.8782 0.9990 0.004 0.012 

α-胡萝卜素 α-carotene 2.874 0.1–100 y = 18.1369x+9.9311 0.9986 0.003 0.010 

β-胡萝卜素 β-carotene 3.317 0.1–200 y = 16.3936x4.5911 0.9993 0.004 0.012 

δ-胡萝卜素 δ-carotene 4.326 0.1–100 y = 15.1643x+8.9234 0.9982 0.003 0.011 

γ-胡萝卜素 γ-carotene 4.712 0.1–100 y = 9.4632x+3.0909 0.9997 0.005 0.016 

番茄红素 Lycopene 5.770 0.1–100 y = 2.9934x+1.1650 0.9990 0.018 0.060 

LOD: limit of detection; LOQ: limit of quantitation. 
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2.2.2  精密度、重复性和稳定性试验    类胡萝卜

素混合标准品溶液连续测定 6 次, 得到各成分峰面

积和保留时间相对标准偏差 RSD 分别在 0.46%~ 

8.66%和 0.45%~2.02%之间, 表明仪器精密度良好。

由表 3 可知, 重复性试验结果显示, 类胡萝卜素的

峰面积和保留时间相对标准偏差分别在 0.35%~ 

3.14%和 1.07%~2.76%之间, 表示色谱分析方法重复

性良好; 稳定性试验 13种类胡萝卜素峰面积和保留

时间相对标准偏差分别在 1.80%~14.05%和 4.38%~ 

8.16%之间, 表明溶液在 24 h内稳定。 

2.2.3  加标回收率试验   以类胡萝卜素混合标准品

作为本底, 分别添加不同浓度水平的标准溶液, 结果

如表 4所示, 13种类胡萝卜素不同水平加标平均回收

率均在 84.61%~122.38%, 表明检测方法准确性良好。 

2.3  待测样品前处理条件的优化 

试验分别比较了 4 种提取溶剂和 4 种复溶液共

16组组合(每组 3个重复), 对广薯 79类胡萝卜素含

量的影响。方差分析结果显示, 不同提取溶剂对广

薯 79类胡萝卜素含量无显著影响(P = 0.374 > 0.05), 

不同复溶液对广薯 79类胡萝卜素含量影响显著(P < 

0.01), 提取溶剂和复溶液交互效应不显著(P = 0.279 

> 0.05)。由表 5可知, 随着复溶液中甲基叔丁基醚的 

 
表 3  精密度、重复性和稳定性相对标准偏差 
Table 3  Relative standard deviations (RSD) of precision, repeatability, and stability 

精密度 Precision RSD (%) 重复性 Repeatability RSD (%) 稳定性 Stability RSD (%) 

类胡萝卜素 

Carotenoids 
峰面积

Area 

保留时间 

Retention time 

(min) 

峰面积 

Area 

保留时间 

Retention time  

(min) 

峰面积 

Area 

保留时间 

Retention time 

(min) 

紫黄质 Violaxanthin 0.46 1.31 0.51 1.61 7.03 5.07 

新黄质 Neoxanthin 0.89 1.82 1.10 2.23 1.80 6.61 

环氧玉米黄质 Antheraxanthin 0.49 1.75 0.79 2.23 6.97 6.95 

叶黄素 Lutein 0.55 1.91 0.82 2.43 3.90 7.64 

玉米黄质 Zeaxanthin 0.60 2.02 0.99 2.76 6.67 8.16 

α-隐黄质 α-cryptoxanthin 0.55 1.55 0.80 2.21 5.36 6.88 

ε-胡萝卜素 ε-carotene 0.73 1.14 1.20 1.70 4.75 5.76 

β-隐黄质 β-cryptoxanthin 0.74 1.47 1.45 2.25 8.15 6.85 

α-胡萝卜素 α-carotene 0.86 1.09 1.05 1.74 6.48 5.75 

β-胡萝卜素 β-carotene 8.66 0.92 1.19 1.55 11.08 5.33 

δ-胡萝卜素 δ-carotene 0.50 0.61 0.35 1.32 6.69 4.64 

γ-胡萝卜素 γ-carotene 0.86 0.48 0.59 1.15 10.51 4.38 

番茄红素 Lycopene 5.76 0.45 3.14 1.07 14.05 4.57 
 
表 4  13 种类胡萝卜素的回收率 
Table 4  Recovery rate of 13 carotenoids 

回收率 Recovery rate (%) 
类胡萝卜素 

Carotenoids 

本底值 

Background 

content 
添加量 1 μg 

Addition amount 1 μg

添加量 2 μg 

Addition amount 2 μg

添加量 3 μg 

Addition amount 3 μg 

平均值回收率 

Average recovery rate 

(%) 

紫黄质 Violaxanthin 0 138.35 132.15 96.65 122.38 

新黄质 Neoxanthin 0 74.64 91.43 91.32 85.80 

环氧玉米黄质 Antheraxanthin 0 116.19 110.63 97.25 108.02 

叶黄素 Lutein 1 104.71 103.42 117.10 108.41 

玉米黄质 Zeaxanthin 1 111.90 112.67 130.56 118.38 

α-隐黄质 α-cryptoxanthin 1 96.12 95.93 110.95 101.00 

ε-胡萝卜素 ε-carotene 1 97.73 98.90 113.73 103.45 

β-隐黄质 β-cryptoxanthin 1 91.99 91.58 105.84 96.47 

α-胡萝卜素 α-carotene 1 92.94 93.89 108.49 98.44 

β-胡萝卜素 β-carotene 1 80.54 80.11 93.19 84.61 

δ-胡萝卜素 δ-carotene 1 83.79 89.19 105.73 92.90 

γ-胡萝卜素 γ-carotene 1 92.51 93.31 110.18 98.67 

番茄红素 Lycopene 1 84.82 87.86 106.71 93.13 
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比例越来越高, 广薯 79 的类胡萝卜素含量逐渐升高, 

复溶液为甲基叔丁基醚时 , 类胡萝卜素含量最高 , 

所以甲基叔丁基醚为最佳复溶液。复溶液为甲基叔

丁基醚的条件下, 提取溶剂为乙醇∶丙酮∶正己烷

(1∶1∶1, v/v/v)时广薯 79类胡萝卜素含量最高, 且

检测到类胡萝卜素组分种类最多, 因此, 乙醇∶丙

酮∶正己烷(1∶1∶1, v/v/v)为最适提取溶剂。 

2.4  主栽甘薯类胡萝卜素含量分析 

利用本方法对国内主栽甘薯品种中类胡萝卜

素的组成及含量进行测定, 验证本方法的准确性和 

可靠性。从表 6 中可知, 6 个品种中共检测到了 8

种类胡萝卜素组分, 其中紫黄质、环氧玉米黄质和

β-胡萝卜素在所有品种中都检测到了。不同甘薯品

种中类胡萝卜素组分存在差异, 烟薯 25 中共检测

到 8 种类胡萝卜素, 龙薯 9 号检测到 7 种类胡萝卜

素, 广薯 87和广薯 79分别检测到 6种, 普薯 32检

测到 5种, 济薯 26中检测到的类胡萝卜素种类最少, 

为 4 种。除济薯 26 中主要类胡萝卜素为环氧玉米

黄质以外, 其他 5个品种中主要类胡萝卜素为 β-胡

萝卜素。 

 
表 6  不同甘薯品种类胡萝卜素含量 
Table 6  Carotenoid content of different sweetpotato cultivars 

含量 Content (μg g–1) 
类胡萝卜素 

Carotenoids 龙薯 9号

Longshu 9 

广薯 87 

Guangshu 87

普薯 32 

Pushu 32 

广薯 79 

Guangshu 79

济薯 26 

Jishu 26 

烟薯 25 

Yanshu 25 

紫黄质 Violaxanthin 2.22 0.79 1.16 0.41 0.62 0.72 

新黄质 Neoxanthin 1.54 1.60 ND ND 0.50 0.39 

环氧玉米黄质 Antheraxanthin 4.07 5.79 1.11 3.19 6.30 3.55 

叶黄素 Lutein 3.18 ND ND ND ND 0.81 

玉米黄质 Zeaxanthin 0.41 0.99 ND 0.10 ND 0.67 

α-隐黄质 α-cryptoxanthin 0.88 ND 0.78 2.88 ND 2.70 

ε-胡萝卜素 ε-carotene ND 0.41 2.62 2.00 ND 1.28 

β-隐黄质 β-cryptoxanthin ND ND ND ND ND ND 

α-胡萝卜素 α-carotene ND ND ND ND ND ND 

β-胡萝卜素 β-carotene 58.66 27.86 178.08 205.91 3.79 125.34 

δ-胡萝卜素 δ-carotene ND ND ND ND ND ND 

γ-胡萝卜素 γ-carotene ND ND 0.00 ND ND ND 

番茄红素 Lycopene ND ND 0.00 ND ND ND 

总含量 Total content 70.97 37.49 183.76 214.49 11.29 135.15 

ND: 未检出。ND: not detected. 

 

3  讨论 

近年来, 食品中类胡萝卜素的检测多采用分光

光度计法、高效液相色谱法和超高效液相色谱法 , 

本研究对不同物种的检测方法进行了比较, 见表 7。

分光光度计法对类胡萝卜素进行定量检测, 一般包

括比色法和吸光系数法, 但该方法不能明确待测样

品中含有的类胡萝卜素种类及含量, 只能将已知类

胡萝卜素标准品的吸光值或者吸光系数作为参考 , 

计算待测样品中总胡萝卜素的含量。另外, 如果待

测样品中基本只含有一种胡萝卜素, 且以该胡萝卜

素标准品的吸光度值或者吸光系数作为参考, 这样

该类胡萝卜素的定量结果是可靠的; 但是当待测样

品中不仅仅只有一种类胡萝卜素时, 分光光度计法 

定量的结果便有较大的误差[21]。由于甘薯中含有多

种类胡萝卜素, 若采用分光光度计法很难准确测定

总胡萝卜素以及每种类胡萝卜素组分的含量。高效

液相色谱法在柑橘[22]、菠萝蜜[23]、香蕉[24]、甘薯[6,10]

等物种上均有报道, 虽然该技术可检测类胡萝卜素

组分的含量, 但是存在检测周期长、溶剂消耗大、

分辨率不高等缺点, 详细比较见表 7。Ishiguro 等[6]

和 Kim等[10]在甘薯不同品种和愈伤组织中检测多种

类胡萝卜素的含量, 用时约 60 min (表 7), 不利于进

行大批量种质资源类胡萝卜素的快速检测分析。随

着色谱技术的发展, 超高效液相色谱分析方法逐渐

成为食品中类胡萝卜素检测的有效工具, 该方法是

采用比常规 HPLC色谱柱(填充颗粒为 5 μm直径)更

小粒径的色谱柱, 不仅可以缩短整体分析时间, 而 
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且能实现更高的分辨率, 具有快速高效、高分辨率、

高灵敏度等特点[25], 可快速准确测定类胡萝卜素组

分的含量。但国内外有关甘薯类胡萝卜素组分和含

量的研究尚未见报道。本研究采用 YMC Carotenoid 

C30色谱柱(2 mm×100 mm, 3 μm), 由于色谱柱粒径

较小 , 在增加色谱柱的效能 , 提高分离度的同时 , 

该柱为类胡萝卜素专用色谱柱, 可以更好的分离类

胡萝卜素的同分异构体, 适用于多组分类胡萝卜素

的分离。与陈敏氡等[26]、王彬等[17]采用 C18色谱柱

检测 4 种类胡萝卜素相比, 本试验采用 C30 色谱柱

建立的 UPLC分析方法可同时检测甘薯中 13种类胡

萝卜素的含量, 分析的类胡萝卜素组分更多。虽然

李文爽等[27]检测小麦麦粒类胡萝卜的 UPLC 方法, 

同样采用了YMC C30类胡萝卜素专用色谱柱, 但由

于其只检测了 4种类胡萝卜素, 用时 25 min, 是本方

法分析时间 8 min的 3倍左右, 对于溶剂的消耗较大, 

对环境不太友好。因此, 本研究建立的 UPLC 方法

不仅可以同时检测甘薯中多种类胡萝卜素的含量 , 

也大大缩短了分析时间, 可适用于大规模种质资源

鉴定和育种材料品质分析。 

类胡萝卜素提取方法有很多, 包括: 超声波辅

助提取法、皂化后提取法、有机溶剂直接提取法等[28], 

由于不同植物或者组织中类胡萝卜素的组成不同 , 

采用的提取方法和提取试剂也不尽相同。类胡萝卜

素根据其结构组成不同, 可分为胡萝卜素类和叶黄

素类, 其中叶黄素类是指含有羟基的含氧类胡萝卜

素, 比胡萝卜素类极性更强 [29], 叶黄素类可与脂肪

酸结合酯化形成类胡萝卜素酯。由于甘薯中脂质含

量较少, 类胡萝卜素主要以游离态存在, 几乎没有

类胡萝卜素酯类存在[30], 所以本试验采用了非皂化

处理方式进行类胡萝卜素的提取 , 与 Rodriguez- 

Amaya 和 Kimura[30]报道的甘薯类胡萝卜素提取方

法相比简化了前处理过程, 缩短了提取时间。类胡

萝卜素作为脂溶性化合物, 常采用有机溶剂进行提

取, 提取非极性胡萝卜素需选择己烷等非极性溶剂, 

极性叶黄素类提取需乙醇、丙酮等极性溶剂[31-32]。

王彬等[17]发现南瓜果肉中主要含有 β-胡萝卜素、α-

胡萝卜和叶黄素 3 种类胡萝卜素, 以乙醇作为提取

剂类胡萝卜素的含量最高; 付莉和王歆姬[33]研究表

明, 利用丙酮+石油醚作为提取剂, 南瓜皮的类胡萝

卜素得率最高; 李文爽等[27]建立 UPLC 方法检测小

麦粒中的玉米黄质、叶黄素、α-胡萝卜素和 β-胡萝

卜素 4 种类胡萝卜素含量, 研究发现正己烷︰丙酮

(80︰20)作为提取试剂 , 小麦类胡萝卜素的提取效

果最好, 且不同提取方法无显著差异。本研究将乙

醇(或甲醇)、丙酮和正己烷混合液作为提取溶剂, 可

满足同时提取不同极性类胡萝卜素的需求。另外 , 

通过比较我们发现, 虽然甲醇比乙醇极性强, 但是

与丙酮、正己烷混合后的协同作用, 以及正己烷在

混合液中的体积比变化对于甘薯中类胡萝卜素的提

取并无显著影响。由于不同食品、作物中或者不同

组织中类胡萝卜素的组成及含量分布不同, 且类胡

萝卜素的极性不同, 所以需要的提取溶剂也不一致。

如表 7 中南瓜果肉[17]、柑橘果皮[22]、香蕉果肉[24]、

草莓果实[26]、甘薯茎叶[34]等类胡萝卜素的提取溶剂

与本研究都不相同, 因此, 针对不同物种不同组织

中类胡萝卜素的提取溶剂需要不断地优化。关于类

胡萝卜素氮吹干后复溶液的选择, 一般考虑用少量

色谱分析的流动相来溶解。不同复溶液的选择也会

影响类胡萝卜素的测定结果, 范迎康等[24]比较了甲

基叔丁基醚中加入不同比例甲醇对香蕉类胡萝卜素

组分的影响, 结果发现甲醇与甲基叔丁基醚体积比

为 1∶1时, 类胡萝卜素出峰效果更好。本试验选择

了不同比例的流动相组合作为复溶液(甲醇:甲基叔

丁基醚分别为 3∶1、1∶1、1∶3 和 0∶1), 通过比

较发现随着甲醇的比例越大, 甘薯中类胡萝卜素的

含量越低 , 其中只有甲基叔丁基醚作为复溶液时 , 

类胡萝卜素含量最高。这可能是由于本试验采用非

皂化直接有机溶剂提取方法, 类胡萝卜素中会有一

些杂质的存在 [27], 对复溶液的要求不同; 另外 , 也

可能是因为添加了甲醇以后, 对于 UPLC 色谱分析

流动相比例的改变, 对类胡萝卜素分离效果有一定

影响。因此, 通过前处理条件的优化, 我们选择了更

适用于甘薯类胡萝卜素检测的提取溶剂和复溶液 , 

有利于提高类胡萝卜素的检测效果。 

4  结论 

本研究建立了一种超高效液相色谱同时测定甘

薯中 13种类胡萝卜素的方法, 前处理过程中乙醇∶

丙酮∶正己烷(1∶1∶1, v/v/v)为提取溶剂, 提取液

氮吹浓缩后由甲基叔丁基醚作为复溶液; 色谱条件: 

色谱柱为 YMC Carotenoid C30 (2 mm×100 mm, 

3 μm); 以甲醇∶乙腈(1∶3, v/v)加入 0.01% BHT 

(g mL–1)和 0.1%甲酸作为流动相 A 相, 甲基叔丁基

醚加入 0.01% BHT作为流动相 B相, 梯度洗脱; 流

速为 0.8 mL min–1, 检测波长 450 nm, 柱温 23℃, 进 
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样量 1 μL, 分析时间 8 min。本方法可有效检测甘薯

中类胡萝卜素的含量, 适用于大批量甘薯种质资源

的评价和优质品种的选择。 
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