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摘 　要 　使用反相高效液相色谱和二极阵列检测及大气压化学电离质谱技术对玉米蛋白粉中叶黄素、玉米黄质和

隐黄质及其主要顺式异构体进行分离和鉴定。以体积分数 95 %的乙醇和四氢呋喃按体积比 1∶1 混合为提取溶剂 ,

采用 Carotenoid C30色谱柱 (25010 mm ×416 mm ,5μm)分离 ,甲醇和丙酮为流动相 ,流速 015 mL/ min ,检测波长 450

nm ,采用 DAD 和 APcI2MS技术对叶黄素、玉米黄质和隐黄质的主要顺式异构体进行鉴定。结果表明 :叶黄素、玉

米黄质和隐黄质及这 3 种色素的异构体在 60 min 内较好分离 ,其质量浓度为 510～15010、217～8011 和 016～1810

μg/ mL 时与峰面积线性关系良好 ,相关系数分别为 01999 7、01999 3 和 01999 5 ;该检测方法精密度的相对标准偏差

(RSD)为 0111 %～0139 % ,回收率为 95195 %～101178 %。HPLC 检测方法适用于玉米蛋白粉等干植物原料中叶

黄素类色素的精确定量。
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Abstract 　A gradient revers ed2phas e high p erformance liquid chromatography (RP2HPLC) coupled with UV2vis photodi2
ode array detection (DAD) and APcI2MS was develop ed for s ep aration of lutein , zeaxanthin ,β2cryptoxanthin , and their

is omers from pigment extracts of corn gluten meal. The pigments were extracted using the s olvent mixture of 95 %

ethanol (by volume) and THF by volume ratio of 1/ 1 . Chromatographic s ep aration was p erformed in Carotenoid C30 col2
umn (250 mm ×416 mm ID. , 5μm) at ambient temp erature with an eluent consis ting of methanol and acetone at a flow

rate of 015 mL/ min , the eluate was monitored at 450 nm. The res ult showed that s ep aration and identification of lutein ,

zeaxanthin ,β2cryptoxanthin and their is omers were completed in 60 min. The linear ranges of lutein , zeaxanthin andβ2
cryptoxanthin were 5～150μg/ mL ( R2 = 0 . 999 7) , 2 . 7～8011μg/ mL ( R2 = 0. 999 3) and 0. 6～1810μg/ mL ( R2 =

0 . 999 5) , resp ectively. This method is precis e and accurate (RSD 0111 %～0139 %) , the average recoveries ranged

from 95195 % to 101178 % and can be us ed for the precis e quantification of lutein and other pigments of dry plant mate2
rial s uch as corn gluten meal.

Key words 　corn gluten meal ; trans2luten ; trans2zeaxanthin ; trans2β2cryptoxanthin ; cis is omers

　　叶黄素类色素 ( xanthophylls) 是胡萝卜素的含

氧衍生物 ,包括叶黄素 (lutein) 、玉米黄质 (zeaxan2
thin) 、隐黄质 (β2cryptoxanthin) 和辣椒红素 (capsan2
thin) 等 ,在自然界中广泛存在 ,具有保护视力、抗
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癌、抗心血管疾病等独特的生理功能。在我国叶黄

素已经作为饲料添加剂用于家禽皮肤和蛋黄等的着

色 ,虽然少数叶黄素会在肝脏中降解 ,但大部分都沉

积于皮肤、喙等特异组织中 ,着色效果良好[122 ] 。玉

米蛋白粉 (CGM)是湿法生产玉米淀粉的副产物 ,叶

黄素、玉米黄质和隐黄质是其中主要含有的 3 种叶

黄素类色素[3 ] 。从玉米蛋白粉中提取叶黄素、玉米

黄质等天然色素作为食品或饲料添加剂 ,对于提高

玉米加工产品的附加值 ,发展我国农副产品深加工

工业具有重要意义。

HPLC 方法由于其灵敏、准确等优点 ,已经成为

叶黄素定性定量检测的主要方法[4 ] 。色谱柱的类

型对于分离结果的影响很大 ,迄今为止 ,用于类胡萝

卜素 HPLC 分离检测的色谱柱固定相主要有硅胶、

C18及 C30等 ,其中 ,正相硅胶柱不能从其他类胡萝卜

素中彻底分离叶黄素[5 ] ;反向 C18色谱柱在类胡萝

卜素的色谱分离中应用广泛 ,但不能彻底分离玉米

或玉米蛋白粉中叶黄素和玉米黄质及其各种顺式异

构体[627 ] 。C30固定相是 20 世纪 90 年代研发的一种

反相吸附固定相 ,在类胡萝卜素色谱分离中有良好

性能 ,又称为类胡萝卜素柱。Moros 等[8 ]报道了一

种使用 YMC2C30色谱柱分离玉米及商业玉米蛋白

粉中叶黄素的方法 ,使用流动相为甲基叔丁基醚、甲

醇和水 ,叶黄素和玉米黄质基线得到很好的分离 ,但

未对玉米蛋白粉叶黄素各种顺式异构体进行研究。

Aman 等[9 ]使用 YMC2C30色谱柱结合 DAD 检测和

APcI2MS 及 NMR 方法对甜玉米罐头中叶黄素顺反

式异构体进行了分离鉴定 ,使用流动相为甲基叔丁

基醚、甲醇和水 ,叶黄素及玉米黄质的异构体在 80

min 内都得到了较好的分离 ,但洗脱时间较长。研

究表明 ,叶黄素的顺反异构体在稳定性和生理功能

等方面存在着明显的差异[10 ] ,国内使用 HPLC 方法

对玉米蛋白粉中叶黄素进行定性定量的研究较少 ,

分离出的组分较少 ,也没有考虑几种叶黄素顺式异

构体的分离[11 ] 。针对此问题 ,本研究对玉米蛋白粉

中含量最高的叶黄素、玉米黄质和隐黄质 HPLC 检

测方法进行探索 ,以期找到一种简便、高效的玉米蛋

白粉中叶黄素类色素的 HPLC 检测方法。

1 　试验材料与方法

111 　原料、试剂及仪器

原料 :玉米蛋白粉 (山西省介休市维群红星淀粉

有限公司 ) , 于 - 20 ℃保存 , 使用前粉碎 , 过 40

目筛。

主要试剂 :叶黄素标准品 ,纯度 9719 % ;玉米黄

质标准品 , 纯度 9312 % ; 隐黄质标准品 , 纯度

9715 %。均购自美国 Chromadex 公司。甲醇和丙

酮 ,色谱纯 ; 95 % (体积分数 ,全文同) 乙醇、四氢呋

喃、石油醚和丙酮 ,分析纯。

仪器设备 :日立高效液相色谱仪 ( MODEL L2
7200 自动进样器 ,L27420/ L27420S 型紫外可见检测

器 ,MODEL L27300 柱温箱 ,MODEL L27100 泵 ,L2
7610 真空脱气机 ,日本日立公司) ;岛津 LC210A T

型液相色谱仪 ( CTO210Avp 柱温箱 , SPD210Avp 二

极管阵列检测器 , D GU212A 真空脱气机 , CLASS2
10Avp ( 6110) 色谱工作站 ,日本岛津公司) ; 1100

Series Agilent LC2MSD2Trap2VL 型高效液相色谱2
质谱联用仪 (APcI 离子源 (大气压化学电离) ,干燥

气体流速 5 mL/ min ,干燥温度 350 ℃,气化温度

400 ℃,美国安捷伦公司) ; Carotenoid C30 色谱柱

(416 mm ×250 mm ID. ,5μm ,日本 YMC 公司) ;

RE252A 型旋转蒸发仪 (上海亚荣生化仪器厂) ; s22
12 磁力搅拌器 (上海司乐仪器厂) ; SHB23 循环水式

多用真空泵 (河南郑州长城仪器厂) ; TU1800SPC 紫

外可见分光光度计 (北京普析通用仪器公司) 。

112 　试验方法

叶黄素标准溶液的配制。以丙酮为溶剂配成质

量浓度为 01200 mg/ mL 叶黄素、01108 mg/ mL 玉米

黄质和 01024 mg/ mL 隐黄质的混合对照品贮备液 ,

使用时分别稀释 ,质量浓度 (以叶黄素浓度为例)为 :

0115、0107、0105、0102 和 01005 mg/ mL 。

待测样品的制备。5100 g 玉米蛋白粉 ,以 95 %

的乙醇和四氢呋喃按体积比 1∶1 混合作为提取溶剂

在磁力搅拌器上室温提取 30 min ,减压抽滤 ,滤饼重

复提取 1 次 ,合并滤液 ,于 50 ℃蒸干溶剂后加入 5

mL 011 mg/ mL NaCl 水溶液和 20 mL 石油醚重复

萃取 5 次 ,合并萃取液 ,于 40 ℃蒸干溶剂 ,丙酮定

容 10 mL 。

色谱条件。流动相 : A ,丙酮 ;B ,甲醇 ;洗脱梯

度 :75 % B (0 min) 、40 % B (30 min) , 100 % A ( 60

min) ,75 % B (6011 min ,保持至 70 min) ;流速 015

mL/ min ;进样量 10μL ;柱温 25 ℃。

2 　结果与讨论

211 　色谱分离及主要组分的定性

1)各组分分离情况。经紫外可见光分光光度计
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扫描 ,丙酮溶液中叶黄素、玉米黄质和隐黄质混合标

准品最大吸收波长为 450 nm ,因此 ,选择检测波长

为 450 nm。玉米蛋白粉中含多种类胡萝卜素 , 图 1

为叶黄素、玉米黄质和隐黄质混合标样的液相色谱

图。采用色谱工作站处理得到数据 ,以叶黄素质量

浓度 X (μg/ mL) 为横坐标 , 相应的峰面积 Y 为纵

坐标 ,得到 3 条标准曲线 :叶黄素 , Y = 61282 1 X -

01995 7 , R2 = 01999 7 ,线性区间为 510～15010μg/

mL ; 玉米黄质 , Y = 41902 9 X - 01459 1 , R2 =

01999 3 ,线性区间为 217～8110μg/ mL ;隐黄质 ,

Y = 31500 3 X - 01153 7 , R2 = 01999 5 ,线性区间为

016～1810μg/ mL 。本试验条件下 ,3 种叶黄素的质

量浓度与峰面积响应值的线性关系良好。按 3 倍信

噪比计算 ,各组分的检出限分别为 :叶黄素 79120

μg/ L ,玉米黄质 42102μg/ L ,隐黄质 26178μg/ L 。

Ⅰ. 反式叶黄素 ; Ⅱ. 反式玉米黄质 ; Ⅲ. 反式隐黄质

图 1 　叶黄素、玉米黄质和隐黄质标准品色谱图
Fig. 1 　Chromatogram of lutein , zeaxanthin , and

β2cryptoxanthin standards

　　图 2 为玉米蛋白粉样品提取液色谱图。在 450

nm 波长下 ,提取液中有光吸收的物质很多 ,主要色

谱峰有 13 个 ,根据每个峰的保留时间与对照品

HPLC 图比较 ,确定中间峰 Ⅰ～ Ⅹ为叶黄素、玉米黄

质和隐黄质及其异构体 ,其中峰 Ⅳ、Ⅵ和 Ⅹ分别判定

为反式叶黄素、反式玉米黄质及反式隐黄质 (图 3) ,

其最大吸收波长分别为 445、450 和 451 nm ,保留时

间分别为 2015、2412 和 3516 min ;415 min 出峰的物

质可能为极性较强的叶黄素类物质 ,如紫黄质等 ,45

min 后出峰的物质应该是番茄红素或胡萝卜素等物

质 ,含量较低。由于试验条件所限 ,不能获得所有组

分的对照品 ,所以本试验只对峰 Ⅰ～ Ⅹ色谱峰进行

初步研究。

Ⅰ.顺式叶黄素 ; Ⅱ. 13 或 13′2顺式叶黄素 ; Ⅲ. 13 或 13′2顺式玉米黄

质 ; Ⅳ.反式叶黄素 ; Ⅴ. 未知物质 ; Ⅵ. 反式玉米黄质 ; Ⅶ. 顺式隐

黄质 ; Ⅷ.α2隐黄质 ; Ⅸ. 9 或 9′2顺式玉米黄质 ; Ⅹ.反式隐黄质

图 2 　玉米蛋白粉提取液色谱图

Fig. 2 　Chromatogram of extraction of CGM
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　　在 类 胡 萝 卜 素 HPLC 分 离 检 测 ( 采 用

Carotenoid C30色谱柱) 的报道中 ,大多采用 M TBE

和甲醇作为流动相[527 ,12 ] ,如样品中除叶黄素类极

性较强的类胡萝卜素外 ,还含有α2胡萝卜素、β2胡
萝卜素等极性较弱的色素 ,洗脱时间通常超过 100

min ,HPLC 分离检测时间过长。因此 ,在 M TBE 作

为流动相的基础上 ,本试验尝试用极性相对较低的

丙酮代替 M TBE 为流动相 ,取得了较好的分离效果

(图 2) 。在 60 min 内 ,包括微量的叶黄素酯等极性

较低的组分可全部洗脱出来 ,平衡 10 min 后可连续

测量 ,是洗脱效率较高的快捷的分离测定方法。

2)主要组分的定性。玉米蛋白粉中含有多种类

胡萝卜素 ,包括紫黄质、叶黄素、玉米黄质、隐黄质、

番茄红素、胡萝卜素、叶黄素酯及胡萝卜酯等 ,其中

90 %以上为叶黄素类物质 ,主要包括反式叶黄素、反

式玉米黄质、反式α2隐黄质和反式β2隐黄质 (即隐

黄质)及它们的顺式异构体。在类胡萝卜素结构的

研究中 ,常使用 Q 值或 V Ⅲ/ V Ⅱ×100 %对各个顺

式叶黄素组分进行初步定性 : Q 值即为 330～400

nm 的吸光度与最大吸收峰处的吸光度的比值 ×

100 [4 ,13 ] ,当类胡萝卜素由反式结构转变为顺式结

构时 ,分子的对称性发生改变 ,分子能级跃迁 ,在

330 nm 左右出现顺式结构的特征吸收峰。将两峰

之间的最小吸光度为基线或零值 ,最大吸收峰 (右

峰)最大吸收波长处的吸光度定义为 V Ⅲ ,肩峰 (中

间吸收峰)的最大吸收波长处的吸光度定义为 V Ⅱ ,

将光谱精细结构表示为吸光度比 V Ⅲ/ V Ⅱ ×

100 %[4 ,14 ] 。由于不能获得 3 种叶黄素的顺式异构

体对照品 ,所以试验中采用二极管阵列检测器在

300～600 nm 范围进行光谱扫描 , 从而根据组分特

征吸光度、Q 值及 V Ⅲ/ V Ⅱ×100 %对各个类胡萝卜

素组分进行初步定性。

采用 DAD 检测器对每个色谱峰特征波长扫描 ,

参考其他研究结果[526 ,14 21 ] ,对 Ⅰ～ Ⅹ色谱峰进行

初步分析结果见表 1。由于仪器差异、所采用的流

动相、定容溶剂及样品来源的不同 (为对照品溶液或

表 1 　玉米蛋白粉 HPLC图中叶黄素主要成分的 HPLC2DAD 分析结果

Table 1 　Result of HPLC2DAD on the major ingredient of xanthophylls in CGM

色谱

峰

保留时间

/ min

峰面积比

例①/ %

色谱峰

识别

吸光值 Q 值② V Ⅲ/ V Ⅱ×100 %③

测量值 报道值 测量值 报道值 测量值 报道值

Ⅰ 17. 32 3. 17 顺式叶黄素 331 ,425 ,445 339、429、447 [15 ] 0. 35 0. 35 [15 ] 21 未见报道

Ⅱ 18. 73 2. 00
13 或 13′2
顺式叶黄素

331 ,439 ,466
330、439、466 [5 ] ,

331、438、465 [16 ] 0. 44
0. 42 [17 ] ,0. 44 [18 ] ,

0. 38 [18 ] ,0. 44 [19 ] 32 31 [6 ]

Ⅲ 19. 73 4. 59
13 或 13′2

顺式玉米黄质
331 ,444 ,473 338、444、470 [6 ] 0. 43 0. 49 [6 ] 32. 3 10 [6 ]

Ⅳ 20. 70 40. 24
全反式
叶黄素

331 ,445 ,472
331、444、473 [5 ] ,

332、444、472 [6 ] 0. 09 0. 05 [6 ] 51. 4
65 [6 ] ,50 [14 ] ,

64 [20 ] ,60 [20 ]

Ⅴ 22. 20 4. 92 未知 427 ,452 未见报道 — 未见报道 — 未见报道

Ⅵ 24. 15 21. 57
全反式
玉米黄质

427 ,450 ,477
339、450、477 [6 ] ,

425、450、477 [19 ] — 0. 11 [18 ] ,0. 06 [17 ] 25
33 [6 ] ,25 [14 ] ,

28 [14 ]

Ⅶ 28. 57 2. 61 顺式隐黄质 337 ,441 ,469 未见报道 0. 28 未见报道 43 未见报道

Ⅷ 30. 08 2. 71 α2隐黄质 424 ,445 ,473 425、447、477 [14 ] — 未见报道 58 59. 1 [20 ]

Ⅸ 31. 04 2. 81
9 或 9′2

顺式玉米黄质
337 ,445 ,473 338、445、472 [6 ,19 ] 0. 21 0. 14 [6 ] ,0. 10 [19 ] 24 32 [6 ]

Ⅹ 35. 59 3. 93 隐黄质 425 ,451 ,477
344、452、478 [18 ] ,

428、454、480 [16 ] — 0. 4 [18 ] 22
28. 8 [14 ] ,29 [20 ] ,

18 [21 ]

　　注 : ①相应峰面积与总峰面积的比值 ; ②300～400 nm 的吸光度与最大吸收峰处吸光度的比值 ×100 [13 ] ; ③最大吸收峰 ( V Ⅲ) 和肩峰

( V Ⅱ)之间的最小吸光度为基线 ,减掉基线吸光度后 2 峰吸光度的比值[14 ] ; —为未检出。
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为提取液) ,试验结果与其他研究结果在光谱数据上

存在差异 ,3 种叶黄素的主要顺式异构体都得到了

分离 ,叶黄素、玉米黄质和隐黄质顺式异构体的含量

约占这 3 种叶黄素总含量的 1818 %。

212 　精密度及回收率测定

将叶黄素 (质量浓度已知)混合标准品溶液重复

进样 6 次 ,计算保留时间和峰面积的相对标准偏差

(表 2) 。取同样的提取液样品 3 份 , 分别加入已知

量的叶黄素、玉米黄质和隐黄质标准品 ,按照 114 中

待测样品处理方法处理并测定其平均回收率 (表

3) ,从保留时间和峰面积的 RSD 值及平均回收率的

结果说明 HPLC 分离检测方法用于玉米蛋白粉叶

黄素类色素的精确定量是可靠的。

表 2 　HPLC检测方法的精密度( n = 6)

Table 2 　Precision of the HPLC method( n = 6)

组 分
保留时间/ min 峰面积/ 105

( t R ±S ) RSD ①/ % ( A ±S ) RSD/ %

叶黄素　 20. 71 ±0. 02 0. 11 234. 91 ±0. 38 0. 39

玉米黄质 24. 46 ±0. 03 0. 12 123. 52 ±0. 13 0. 11

隐黄质　 35. 51 ±0. 03 0. 23 20. 41 ±0. 06 0. 27

　　注 : ①检测值的相对标准偏差 ,下表同。

表 3 　HPLC检测方法得到的叶黄素、玉米黄质和

隐黄质的回收率( n = 3)

Table 3 　Determination of recovery of lutein , zeaxanthin , and
β2cryptoxanthin by the HPLC method( n = 3)

对照品
样品质量浓度/

(μg/ mL)

加入量/

(μg/ mL)

回收量/

(μg/ mL)

回收率/

%

RSD/

%

叶黄素 　 13. 62 3010 30. 35 ±0. 39 101. 78 ±1. 29 2. 24

玉米黄质 5. 64 16. 2 15. 79 ±0. 08 97. 49 ±0. 48 0. 84

隐黄质 　 0. 60 3. 6 3. 45 ±0. 04 95. 93 ±1. 04 1. 81

213 　稳定性试验结果

由于叶黄素类色素易受光照、温度等的影响而

发生降解或异构化 , 故研究了在该试验条件下样品

的稳定性。各处理精确移取叶黄素提取液 5 mL ,于

棕色容量瓶中 - 20 ℃充氮气密封避光保存 12、24、

48、72、96 和 120 h ,测定各组分含量 ,计算各组分含

量在不同保存时间的变化值 (表 4) 。结果表明 : 在

保存 96 h 内 , 各种组分含量变化均在 ±3 %内 ;在保

存 120 h 内各组分含量变化均在 ±5 % 范围内。所

以 ,在此保存条件下 ,标样和样品溶液可以在保存

120 h 后用 HPLC 方法测定玉米蛋白粉中叶黄素类

色素的含量。

214 　玉米蛋白粉叶黄素含量的测定

使用 HPLC 检测方法对玉米蛋白粉中叶黄素

含量进行测定 ,叶黄素可占到类胡萝卜素总量的

88155 % , 而胡萝卜素的含量很低 ,几乎检测不到叶

黄素和胡萝卜素酯 ,可检测到微量的高极性叶黄素

类物质。使用该提取和定量方法 ,玉米蛋白粉中反

式叶黄素含量约为 45182μg/ g ,反式玉米黄质含量

约为 1916μg/ g ,反式隐黄质含量约为 216μg/ g ,3

种反式叶黄素含量占类胡萝卜素总量的 65174 %。

表 4 　提取液样品中各组分含量随保存时间的

变化 ( n = 3)

Table 4 　Changes of xanthophylls contents in extraction
samples during storage ( n = 3) μg/ mL

组 分
保存时间/ h

0 12 24 48 72 96 120

叶黄素 　 17. 28 17. 27 17. 23 17. 15 16. 95 16. 84 16. 73

玉米黄质 8. 66 8. 63 8. 62 8. 62 8. 57 8. 43 8. 38

隐黄质 　 1. 90 1. 89 1. 89 1. 89 1. 87 1. 85 1. 83

3 　结 　论

1)使用 YMC2C30色谱柱分离玉米蛋白粉中叶

黄素 ,流动相为甲醇和丙酮 ,采用 HPLC 检测方法

其精密度的标准偏差为 0111 %～0139 % ,回收率为

95195 %～101178 % ,HPLC 分离检测方法适合于玉

米蛋白粉等干植物原料中叶黄素类色素的精确

定量。

2)使用 DAD 检测和 APcI2MS 技术对玉米蛋白

粉叶黄素提取液中主要组分进行初步鉴定 ,玉米蛋

白粉中叶黄素的主要顺式异构体为 13 或 13′顺式异

构体 ,玉米黄质的 13 或 13′顺式异构体及 9 或 9′顺

式异构体都有检出 ,叶黄素、玉米黄质和隐黄质的顺

式异构体含量约为 3 种叶黄素总含量的 1818 %。

3)采用 HPLC 检测方法对玉米蛋白粉中叶黄

素含量进行分析 ,反式叶黄素含量约为 45182μg/ g ,

反式玉米黄质含量约 19160μg/ g ,反式隐黄质含量

约 2160μg/ g ,这 3 种反式叶黄素量占类胡萝卜素总

量的 65174 %。
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