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摘 � 要: 番茄红素是一种由 11个共轭双键和 2 个非共轭双键组成的直链型多不饱和烯烃。由于

分子中双键数目较多,番茄红素有很多空间异构体。对 COSM OSIL Cholester�H PLC法分离番茄

红素异构体的方法进行了研究并优化了分离条件。最终确定的试验条件如下:流动相为 V (四氢呋

喃) !V (乙腈) = 10!90,进样量 20 �L,流速 1 mL/ m in,检测波长 472 nm。此试验条件下进行的

重复性试验表明,该方法分离效果比较理想,重复性良好。
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Abstract: Ly copene is a ploy�unsatur ated car otene w ith 11 conjug ated and 2 non�conjug ated

carbon�car bon double bo nds. Because of its 13 double bonds, ly copene is suscept ible to isom er ize

and isom erizat ion may inf luence its bioact ivity . In this paper, the authors studied the metho dolo gy

of lycopene iso mers detectat ion via COSMOSIL Cholester�H PLC system. The o pt imized

co nditions w er e as fol low s: a m ix tur e of tet rahydrofuran and acetonitr ile( 10 ! 90, v/ v ) w as used

as mo bile phase and its flo w rate w as 1mL/ m in, the inject ion vo lum e w as 20 �L, and the

separ at ing w as mo nitored at 472nm. Conf ir mato ry test w as done and the result show ed that this

H PLC system w as effect iv e in lycopene isom er s detect ion w ith ideal resolution and fairly go od

repeatability .

Key words: ly co pene; isom ers; separat ion; Cholester column



� � 番茄红素( Lycopene)是一种由 11个共轭双键

和 2个非共轭双键组成的直链型多不饱和烯烃, 分

子式 C40H 56。由于番茄红素分子中含有的双键数

目较多,分子不能内旋转、刚性较强,所以比较容易

受光、热、氧、酸等因素的影响而产生空间异构

体[ 1- 2]。目前的研究发现, 食物中 (如番茄酱中)天

然存在的番茄红素以全反式结构为主 ( 90% ~

98% ) ,而人体的血清和肾上腺等组织中含有的番

茄红素主要是以顺式结构为主( 79% ~ 88% ) ∀ ∀ ∀

膳食与人体组织中番茄红素空间构型的差异性提

示我们:顺式结构的番茄红素可能更有利于被人体

吸收,如果对含番茄红素食物原料进行处理并提高

其中顺式结构比例,就有可能提高产品的生物价并

在此基础上大幅提高其生物活性作用
[ 3]
。为了弄

清上述问题,就必须获得人体中常见番茄红素空间

异构体的单体并进行体内、体外试验研究, 而实现

番茄红素不同异构体的分离是实现上述目标的首

要前提。为此, 作者本文即对 H PLC分离番茄红素

异构体这种方法进行研究。

由于番茄红素各异构体间在极性、分子大小等

方面差异很小(图 1) ,要实现他们之间的分离比较

困难。目前国内外普遍采用的分离方法是高效液

相色谱法,主要有两种方式: 一种是采用 C30 柱来

分离,但 C30柱对分离不同类胡萝卜素效果较好,对

番茄红素的顺反异构体的分离效果则不是很理

想[ 4�6] ;另一种是 Schierle J等建立的利用 3根 Nucle�
osil 300�5正相色谱柱联用的方法对番茄红素的异构
体进行分离,这种方法实现了顺反异构体的分离,但

对顺式异构体间的分离效果也不十分理想。而且, 3

根色谱柱联用在实际操作中也有很大的麻烦,需要长

时间的平衡操作才能使色谱柱达到平衡状态[ 7]。

鉴于目前所采用的色谱柱都存在一定的缺点,

作者尝试利用 Cosmosil Cholester色谱柱来实现番

茄红素各异构体之间的分离: Cosmo sil Cho lester

柱是 Nacalai T esque Inc.开发的反相体系的 H PLC

柱, 采用胆甾醇键合硅胶填料, 具有与传统的烷基

键合 C18、C30硅胶填料一样的疏水性,因而其对功

能基的选择能力几乎相同;但在分子形状特别是空

间立体异构体的识别能力上 Cho lester 柱的性能非

常高。 等利用此种色谱柱对 cer iporic acid异构

体进行了分离, 取得了较好的分离效果[ 8]。考虑到

ceripo ric acid异构体分离与番茄红素空间异构体的

分离具有一定程度的相似性(图 2) ,作者对 Cosmo�
sil Cholester�H PLC体系分离番茄红素空间异构体

进行了尝试。

图 1� 番茄红素的几种常见的顺反异构体

Fig. 1 � Structure of the all�trans/ cis- isomers of lycopene

图 2 � Ceriporic acid结构图

Fig. 2� Structrure of Ceriporic acid isomers

1 � 材料与方法

1� 1 � 试验材料
全反式番茄红素(纯度 90%) : 华北制药股份有

限公司产品。

乙腈: AP, 上海凌峰化学试剂有限公司产品;四

氢呋喃: A P,上海试四赫维化工有限公司产品;乙酸

乙酯: AP, 国药集团化学试剂有限公司产品。

1� 2 � 试验仪器
UV�2102 PCS 型紫外可见分光光度计; 高效液

相色谱仪 #( P3000型高压输液泵, U V3000可变波

长紫外/可见分光检测器) :北京创新通恒科技有限

公司产品; 高效液相色谱仪 ∃ ( Waters 2695 型

H PLC, W aters 996 二极管阵列检测器; M asslynx

工作站) ; 色谱柱: Co smo sil Cholester 柱( 4� 6 mm %

250 mm , 5 �m)。

1� 3 � 试验方法
1� 3� 1 � 异构化番茄红素样品的制备 � 参照 Pierre

Lam belet 等
[ 9]
的方法进行顺式化处理: 称取

0� 020 0 g 的番茄红素溶于 100 m L 乙酸乙酯中热

回流 24 h。通过对反应前后的样品进行全波长扫
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描,出现了文献中报道的 362 nm 处的顺式峰 (图

3)。说明此样品中已经含有了顺式异构体, 可以用

于分离,摸索试验条件。

� � � ( a)

� � � ( b)

图 3 � 反应前后的全波长扫描图谱

Fig. 3 � UV�Visible spectra of lycopene samples before

and after isomerization

1� 3� 2 � 检测方法 � 对反应前后的样品进行全波长

扫描, 确定样品中含有番茄红素顺式异构体; 用高

效液相色谱仪#对流动相比例、进样量、流速等试验

条件进行优化,将出峰个数、分离度 R及峰形等 3个

指标作为分离效果的判断标准,得出最佳分离条件;

用高效液相色谱仪∃进行不同仪器间的重复性试验。

2 � 试验结果与讨论

2� 1 � 流动相的选择
综合考虑各种试剂的性质和对番茄红素的溶

解性性质,选取的试验溶剂为四氢呋喃、乙酸乙酯

与乙腈。选取的两种流动相为: A)乙酸乙酯: 乙腈,

B)四氢呋喃( TH F) :乙腈。

从色谱图中可以看出,两种流动相在相同的配比

条件下均对样品中的物质达到了分离的目的,分离出

的峰的个数也相同。对各峰的分离程度和峰形等方

面来看, 结果也大致相同,采用流动相 A 的分离度

( Rmin= 1� 7)要稍好于用流动相 B( Rmin= 1� 3)。但是

从保留时间来看,用 A 为流动相的保留时间( tR = 68

min)明显长于 B( tR= 42 min) ,这样造成了分离成本

的增加,所以试验采用四氢呋喃和乙腈作为流动相。

图 4 � 不同流动相条件下分离样品的色谱图

Fig. 4 � Chromatograms of isomerized lycopene using dif�

ferent mobile phase

2� 2 � 流动相比例的确定
由上步选取流动相后,选择不同比例的流动相

来进行试验,采取 V ( TH F) !V (乙腈) = 25! 75、10

!90、5! 95 3个比例来进行试验, 试验结果如图 5。
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( a)、( b)、( c)的流动相组成分别是 V(四氢呋喃) ! V(乙腈) =

25! 75、10! 90、5! 95

图 5� 不同流动相比例下分离样品的色谱图

Fig. 5 � Chromatograms of isomerized lycopene using dif�

f erent mobile phase ratio

� � 由上图可知,随着流动相中极性物质乙腈含量

的增加, 番茄红素异构体的分离效果越好。在 V

( TH F) ! V (乙腈) = 25 ! 75 时, 只分出了 3个峰。

当两者的比例达到 10! 90时,可以分出 5 个峰, 分

离效果较好。但是当两者的比例达到 5! 95 时, 分

离效果与 10! 90相似, 但保留时间几乎延长了一

倍。流动相比例采用 10: 90的比例来进行试验。

2� 3 � 流动相流速的确定
流动相的流速对番茄红素异构体分离效果有

一定的影响,根据本试验所采用的仪器的性质和承

载能力, 采用的流量为 1� 4、1� 0、0� 6 mL/ min 3 个

梯度。

流动相的流速对峰的分离效果的影响并不是

十分明显(图 6)。当流量低时, 分离效果稍好, 但保

留时间太长,减短了仪器的使用寿命。当流量增大

时,泵的压力过大, 对仪器的损害也是很大的。采

用了比较常用的流量 1 m L/ min。

2� 4 � 进样量的确定
研究了进样量对番茄红素异构体分离效果的

影响, 由于进样阀的最大容积( 20 �L)的限制, 所以

采用的进样量为 20 �L 和 10 �L。

a、b、c分别是流量为 1. 4 m L/ min、1� 0 mL/ min、0� 6 mL/ min

图 6� 流动相不同流速分离样品的色谱图

Fig. 6 � Chromatograms of isomerized lycopene using dif�

ferent mobile phase f low rate

� � 试验结果表明(图 7) , 在进样量为 20 �L 时,分

离度和 10 �L 进样的结果没有大的区别。采用高

效液相色谱仪 ∃检测的 30 �L 进样,分离度小于 20

�L 进样,由于样品量太大, 柱子的载量有一定的限

度, 流动相在没有将前种物质完全洗脱出来的时

候, 后种物质已经溶解于流动相中被洗脱出来, 所

以若进样量过大, 分离效果不是很好。采用的 10

�L 和 20 �L 进样对分离效果无明显影响, 则采用

20 �L 的进样量将有利于试验效率的提高。
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a、b分别是进样量为 20 �L、10 �L

图 7 � 不同进样量下分离样品的色谱图

Fig. 7 � Chromatograms of isomerized lycopene under dif�

ferent sample injection

2� 5 � 重复性试验
为了检测试验条件的可靠性,在以上试验确定

的试验条件的基础上, 进行重复性试验。图 8为高

效液相色谱仪#分离的色谱图。同时,进行了不同

仪器间的验证性试验, 采用高效液相色谱仪 ∃对样

品进行重复性试验, 得到的试验结果如图 9所示。

图 8 � 高效液相色谱仪#分离的色谱图

Fig. 8 � Chromatogram of sample using HPLC I

图 9 � 高效液相色谱仪∃分离的色谱图

Fig. 9� Chromatogram of sample using HPLC ∃

� � 从上面两张色谱图可以看出, 作者所确定的试

验条件对样品中的组分实现了分离。对分出的组

分进行初步鉴定,从全波长扫描图得出以上 5个峰

为同类型物质,可以认定为番茄红素的异构体。所

以, 此试验条件可以用于番茄红素异构体的分离。

与 Pierre Lambelet 等 [ 9]所采用的 3根正相柱联用

的方法相比,在对样品进行了同样的处理后进行分

离, 分离到了 5 个色谱峰, 而且最小分离度也达到

了 1� 3,基本可以将各个峰分开,并且此方法操作简

便, 平衡时间短。而 3根正相柱联用的方法只分出

了 4个色谱峰,操作较复杂。所以本试验基本达到

预期效果。

� � 在所确定的测定条件下,异构化处理前番茄红

素样品(全反式)的色谱图及其中主要组分(全反式

番茄红素,响应时间为 33� 95 m in)的 UV�Vis光谱

如图 10、11所示。对比处理后的色谱图可知, 所确

定的番茄红素异构体分离条件适当, 操作稳定, 重

现性良好。

图 10 � 标准番茄红素样品的液相色谱图

Fig. 10� Chromatogram of standard all� trans lycopene sample
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图 11� 标准番茄红素样品的 UV�Vis 光谱图

Fig. 11 � UV�Visible spectra of satandard all�trans lycopene sample

3 � 结 � 语

通过对 Cosm osil Cho lester 柱分离番茄红素异

构体的条件进行优化试验,得到了一种可以较好分

离番茄红素异构体的方法, 并确定了分离条件为:

流动相为 V (四氢呋喃) ! V (乙腈) = 10! 90, 进样

量 20 �L, 流量 1 mL/ m in,检测波长 472 nm。并在

此试验条件下进行了重复性试验, 证明了此方法的

重现性较好。与 Schier le J等建立的 3 根 Nucleosil

300�5正相色谱柱联用法[ 7] 相比, 作者所使用的方

法操作简便,避免了由于 3 柱串联所造成的漂移,

易于实现色谱柱的平衡;与 C30柱法
[ 4�6]
相比,本方

法对各顺式峰的分离效果更好些, 分离效果基本达

到完全分离要求。
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