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摘要  类胡萝卜素是所有光合生物及一些非光合原核生物和真菌合成的亲脂性天然色素, 对植物、动物和人都具有广泛的生

物学作用。随着现代分析技术的快速发展, 越来越多的类胡萝卜素得以发现和利用。该文通过对植物类胡萝卜素的提取、分

离纯化、含量测定和结构鉴定等方面的最新研究进展进行系统阐述, 以期为植物类胡萝卜素的有效开发利用提供技术支撑。 
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类胡萝卜素(carotenoids)是所有光合生物及一

些非光合原核生物和真菌合成的亲脂性天然色素。典

型的类胡萝卜素是由8个异戊二烯单元首尾相连而成

的C40萜类化合物及其衍生物。一些类胡萝卜素侧碳

链较短(C30)或较长(C45或C50), 通常分为含氧类胡萝

卜素(xanthophylls)和胡萝卜素(carotenes)两类。自然

界中, 已发现1 100余种类胡萝卜素且数量还在增加, 
常见的有番茄红素、α-胡萝卜素、β-胡萝卜素、虾青

素、叶黄素、玉米黄质、隐黄质和紫黄质等(Rodriguez- 
Concepcion et al., 2018)。类胡萝卜素具有广泛的生

物学作用。在植物中, 类胡萝卜素是植物光合系统正

确组成不可或缺的部分, 同时也是花瓣、果实和彩色

叶片等呈色的主要色素。在人类健康方面, 有些类胡

萝卜素作为VA的合成前体能够改善视力, 有些类胡

萝卜素还具有清除自由基、提高免疫力、降低患癌风

险和防治心血管病等多种功效(Hughes, 2001; Fra-
ser and Bramley, 2004; 林魁和徐永, 2015)。此外, 
类胡萝卜素还可作为食品和化妆品的天然着色剂以

及动物饲料的添加剂。据报道, 2018年商用类胡萝卜

素的市场价值将达到14亿美元(http://www.bccres- 
earch.com/market-research/food-and-beverage/ca- 
rotenoidsglobal-market-fod025d.html)。由于动物(除 
一些种类蚜虫)不能合成类胡萝卜素, 需要从食物中

获取, 且随着对类胡萝卜素制品需求的增加, 充分开

发利用植物源类胡萝卜素已成为大势所趋, 因而要求

有更可靠的定性和定量分析技术。 

1  提取技术 

1.1  溶剂提取 

溶剂提取(solvent extraction, SE)是依据化合物在溶

剂中的溶解性差异, 将所需成分提取出来的一种方

法。对不同结构的类胡萝卜素所使用的溶剂种类相差

较大。例如, 极性大的含氧类胡萝卜素主要使用丙酮

等极性强的溶剂, 极性小的类胡萝卜素主要使用石油

醚等极性弱的溶剂(康保珊等, 2007)。选择合适溶剂

是有效提取类胡萝卜素的关键。目前常用组合溶剂提

高提取效率, 如乙腈/丁醇、乙酸乙酯/石油醚、乙醇/
丙酮、丙酮/二氯甲烷、丙酮/正己烷、丙酮/石油醚、

正己烷/乙醚、正己烷/乙醇/丙酮/甲苯、甲醇/四氢呋

喃、正己烷/乙酸乙酯和正己烷/丙酮/乙醇(Lin and 
Chen, 2003; 张卫红等 , 2014; 莫玉楠等 , 2014; 
Amorim-Carrilho et al., 2014; Zheng et al., 2016)。
Poojary和Passamonti (2015)采用四因素(提取温度、

提取时间、丙酮正己烷比例和溶剂体积)全因子实验

设计研究了这些变量对番茄(Lycopersicon esculen-
tum)加工废料中all-trans-番茄红素提取的影响, 结果

表明, 最佳提取条件为提取温度20°C 、提取40分钟、

溶剂组成为丙酮/正己烷(1:3, v/v)、溶剂体积为40 mL, 
番茄红素最大回收率为94.7%、all-trans-番茄红素纯

·技术方法· 
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度为98.3%。此外, 由于类胡萝卜素在氧、酸、强光

及高温下易降解或异构化, 皂化(saponification)处理

是近年类胡萝卜素提取较为常用步骤; 且皂化有助于

去除材料中的叶绿素和脂类, 也被用来水解酯化形式

的类胡萝卜素, 为后续类胡萝卜素的色谱分离和准确

鉴定奠定了基础(Amorim-Carrilho et al., 2014)。赵薪

鑫等(2017)探究了不同提取试剂以及皂化反应对萱

草属(Hemerocallis)植物花瓣中类胡萝卜素提取效果

的影响, 发现丙酮-正己烷(3:5, v/v), 常温皂化16小时, 
提取效果最佳。此外, 丁基羟基甲苯(butylhydroxyto- 
luene, BHT)是目前在溶剂中添加的保护类胡萝卜素

的最常用抗氧化剂, 其它抗氧化剂(如邻苯三酚、丁基

羟基茴香醇 (BHA)、抗坏血酸以及丁基对苯二酚

(TBHQ))也有使用(Amorim-Carrilho et al., 2014)。 

1.2  绿色溶剂提取 

绿色溶剂提取(green solvent extraction, GSE)是以

环境友好的可再生生物质绿色溶剂(如植物油)代替有

机溶剂进行类胡萝卜素的提取(Yara-Varón et al., 
2016)。王宪青等(2004)考察了大豆油、花生油、葵

花籽油和小麦胚芽油提取番茄中的番茄红素, 发现用

葵花籽油作提取溶剂, 料液比为1:1 (g·v–1), 萃取4小
时, 提取效果较好。Goula等(2017)开发了一种超声

辅助葵花籽油提取石榴(Punica granatum)皮中类胡

萝卜素的方法, 最佳工艺为: 提取温度为51.5°C, 料
液比为1:10 (g·v–1), 超声振幅水平为58.8。超声辅助

提高了类胡萝卜素的扩散率, 这是由于黏度较高是植

物油提取类胡萝卜素的主要限制因素。植物油提取类

胡萝卜素比传统的溶剂提取有明显的优势, 因为富含

类胡萝卜素的植物油可直接用于食品配方。然而, 工
业规模的植物油提取类胡萝卜素研究尚不多见。深入

研究各种天然类胡萝卜素的植物油提取优化方法以

及制造成本(经济可行性), 以确定工业上最可行的技

术方法(Saini and Keum, 2018)势在必行。 

1.3  酶辅助提取 

酶辅助提取(enzyme-assisted extraction, EAE)是通

过添加水解酶打破细胞壁结构的完整性, 暴露细胞内

物质, 从而达到提高类胡萝卜素提取效率之目的。

Choudhari和Ananthanarayan (2007)发现 , 经纤维

素酶(cellulase)和果胶酶(pectinase)处理大大提高了

番茄果实番茄红素的提取率。Strati等(2015)也获得了

类似结果。 

1.4  微波辅助提取 

微波辅助提取(microwave-assisted extraction, MAE)
是利用样品和溶剂中的偶极分子在高频微波作用下, 
由于偶极旋转与离子漂移诱导极性分子内部快速产

生大量热, 加速了被提取物向提取溶剂的迁移, 缩短

了提取时间, 具有回收率高、溶剂用量少、能耗低和

易于控温等特点(李巧玲, 2003; Ho et al., 2015)。
MAE方法已成功用于柑橘(Citrus reticulata)、中华猕

猴桃(Actinidia chinensis)和番茄等类胡萝卜素的提

取(廖春燕和磨文龙, 2009; 高洁等, 2013; Ho et al., 
2015)。MAE对大多数样品来说是一种简单、经济的

方法, 但不能排除热降解和顺反异构化。间歇辐射

(intermittent radiation)可以提高类胡萝卜素的回收

率, 提高抗氧化活性, 最大限度地减少热降解。因此, 
可在微波功率、溶剂体积和间歇比的不同水平上进一

步优化MAE法的提取工艺。 

1.5  超声波辅助提取 

超声波辅助提取 (ultrasound-assisted extraction, 
UAE)是利用超声过程产生的空化现象(cavitation), 
即通过溶剂内微气核空化泡的形成、发展和崩溃, 在
细胞表面引导液体/蒸汽的喷射, 导致细胞破裂, 提
高物质的提取效率。该法具有节能、省时和高效等优

点(金思和马空军, 2017)。王星等(2014)采用超声波

辅助皂化法提取枸杞(Lycium chinense)皮渣中的类

胡萝卜素, 在超声波功率为205 J·s–1条件下类胡萝卜

素提取量为129.121 mg·kg–1。UAE已成功用于摩盒

萱草(Hemerocallis fulva cv. ‘Pandora’s Box’)、番茄、

枸杞和菠萝蜜(Artocarpus heterophyllus)等类胡萝卜

素的提取(黄昕蕾等, 2013; 刘长付和陈媛梅, 2013; 
吴有锋等, 2016; 胡丽松等, 2017)。 

1.6  超临界流体萃取 

超临界流体萃取(supercritical fluid extraction, SFE)
是利用压力或温度的改变对超临界流体溶解能力的

影响, 从而有选择性地把极性、沸点和相对分子质量

不同的成分萃取出来的方法。该法以超临界CO2为溶

剂, 使用的助溶剂(如乙醇)少, 并且减少了光、热以及 
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表1  不同类胡萝卜素提取方法的优缺点 
Table 1  Advantages and disadvantages of various carotenoid extraction methods 
提取方法 优点 缺点 
溶剂提取  高提取率, 设备简单 需要大量有机溶剂且成本较高 
绿色溶剂提取 环境友好, 可直接用于食品配方 成本较高且不适合分析鉴定 
酶辅助提取 快速, 高效且溶剂用量少 酶的成本高 
微波辅助提取 简便, 快速且经济 会导致类胡萝卜素的热降解和顺反异构化

超声波辅助提取 快速, 非热且高效 超声波探头表面老化会改变萃取效率 
超临界流体萃取 溶剂非易燃、无毒且可循环利用(CO2和乙醇); 连续萃取代替间 

歇处理; 可用于萃取热分子化合物; 可提供高纯度的类胡萝卜素

不适合含有大量水分的样品, 极性类胡萝

卜素产率低且仪器成本高 

 

氧等对类胡萝卜素提取的影响 (Zaghdoudi et al., 
2016)。Shi等(2010)考察了超临界CO2提取南瓜(Cuc- 
urbita moschata)类胡萝卜素的工艺条件, 发现萃取

温度为70°C、萃取压力为35 MPa、萃取40分钟, 且
在10%乙醇助溶剂(modifier)条件下类胡萝卜素的产

率可达109.6 μg·g–1。SFE对提取高纯类胡萝卜素等

热不稳定化合物来说是一种绿色环保的方法, 但对极

性大的含氧类胡萝卜素的提取效率很低(Hosseini et 
al., 2017)。 

现代提取方法(微波辅助提取、超声波辅助提取

和超临界流体萃取)与传统提取方法(溶剂提取、绿色

溶剂提取和酶辅助提取)相比, 减少了溶剂用量、缩短

了提取时间、提高了类胡萝卜素的提取效率和稳定性

(表1), 未来将得到更广泛的应用。然而, 任何提取方

法都无法满足所有实验材料的需要, 新技术对于特定

植物材料的特殊需求以及工厂化提取技术还有待继续

完善。实践中, 超声辅助与超临界流体协同萃取技术、

超声辅助与微波协同萃取技术、超声辅助与冷冻协同

萃取技术以及超声辅助与双水相协同萃取技术等均可

用于类胡萝卜素的提取(金思和马空军, 2017)。 

2  分离纯化技术 

2.1  柱色谱 

柱色谱(column chromatography, CC)是主要利用混

合物中各组分理化性质差异导致其在固定相和流动

相中分配系数不同而达到彼此分离的目的(李晓银, 
2006)。Chen等(1991)以活化氧化镁和硅藻土(1:1, 
v/v)为吸附剂、以不同比例的正己烷-丙酮-甲醇为洗脱

剂对空心菜(Ipomoea aquatica)中的类胡萝卜素进行

分离, 重复性较好。de Azevedo-Meleiro和Rodrig- 

uez-Amaya (2005)采用氧化镁/硅藻土(1:1, v/v)填充

柱制备β-胡萝卜素、叶黄素、紫黄质、新黄素和莴苣

黄素标准品, 纯度可达92%–98%。Kao等(2012)以氧

化镁-硅藻土为吸附剂, 用乙酸乙酯洗脱, 从台湾蒲

公英(Taraxacum formosanum)中制备出更多的类胡

萝卜素环氧衍生物及其顺式异构体。 

2.2  薄层色谱 

薄层色谱(thin layer chromatography, TLC)是将固定

相均匀铺在平板上形成薄层, 将样品溶液点在薄层板

的一端, 用适宜的展开剂使混合物得以分离、提纯的

方法。该法分离成本低(曹洪玉, 2009)。范文秀等

(2004)以薄层层析-分光光度法测定了南瓜中β-胡萝

卜素的含量。 

2.3  膜分离 

膜分离(membrane separation, MS)是利用膜选择透

性, 实现溶剂与不同粒径组分混合物的选择性分离、

纯化的方法。该法适于热敏性物质的分离与浓缩, 能
耗低且选择性好(孙福东等, 2008)。Chiu等(2009)利
用平板聚合物膜 (NP10)从天然棕榈 (Trachycarpus 
fortunei)油中精炼类胡萝卜素, 在压力为2.5 MPa、
40°C条件下β-胡萝卜素回收率达75%。Oliveira等
(2016)利用孔径为0.2 μm的α-Al2O3膜(T1-70)从西瓜

(Citrullus lanatus)汁中分离番茄红素, 效果极佳。 

2.4  高速逆流色谱 

高速逆流色谱(high-speed counter-current chroma-
tography, HSCCC)是一种基于液-液分配色谱的现代

制备色谱技术。该法利用互不相溶的两相溶剂体系在

高速运动的螺旋管内建立起一种特殊的单向流体动
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力学平衡, 而物质依赖于其在两相中分配系数的不同

实现分离。该法避免了因不可逆吸附而引起的样品损

失、变性和失活, 且回收率高、制备量大(李爱峰等, 
2008)。Baldermann等(2008)采用HSCCC, 以正己烷-
二氯甲烷-乙腈溶剂系统(30:11:18, v/v/v), 从番茄酱

中分离出全反式番茄红素。 

3  含量测定方法 

3.1  分光光度法 

分光光度法(spectrophotometry, SP)是利用类胡萝

卜素分子所具有的较长共轭双键体系(发色团)使其在

紫外-可见光区有强吸收峰, 可根据最高峰位置、吸收

光谱形状和光谱精细结构等信息对类胡萝卜素进行

定性定量分析。Burgos等(2009)采用分光光度法揭示

了富利亚薯(Solanum phureja)品种间类胡萝卜素差

异以及总类胡萝卜素与玉米黄质、玉米黄素和β-胡萝卜

素之间的关系。邹德喜等(2013)采用分光光度法分析了

沙棘(Hippophae rhamnoides)果实β-胡萝卜素的含量, 
为沙棘天然色素开发以及遗传育种提供了依据。 

3.2  高效液相色谱法 

高效液相色谱(high-performance liquid chromatog-
raphy, HPLC)法是以单一或不同极性的混合溶剂为

流动相, 采用高压泵将流动相输入色谱柱, 在柱内根

据被分离物质组分在固定相和流动相间分配的平衡

将不同组分分离后, 进入检测器检测, 从而实现对样

品的分析(惠伯棣等, 2002)。HPLC包括正相色谱和反

相色谱。正相色谱(normal phase chromatography, 
NPC)是采用极性键合固定相(如带有二醇基、氨基和

氰基)、非极性流动相(如正己烷)的分离方法, 有利于

分离中等极性和极性较强的化合物。反相色谱(rever- 
sed-phase chromatography, RPC)则是采用非极性

键合固定相, 如硅胶-C18H37 (简称ODS或C18)和硅胶-
苯基等, 以强极性溶剂为流动相, 如甲醇/水和乙腈/
水, 该系统能较好地分离多种类胡萝卜素及其异构

体。近年, NPC逐渐被RPC取代。徐响等(2007)以反

相C18柱分离和测定了沙棘全果油中的类胡萝卜素, 
在波长450 nm处共分离检测出14种游离的类胡萝卜

素, 并对叶黄素、玉米黄质、β-隐黄质和β-胡萝卜素

进行了定量分析。由于C18柱对类胡萝卜素顺反异构

体的分离能力有限, 从20世纪90年代开始, 逐渐引入

C30柱以便能更好地分离非极性类胡萝卜素和C18柱

难以分离的几何异构体, 当然同时也带来了分析时间

过长的问题(Turcsi et al., 2016)。Chen等(2004)采用

C30柱, 应用一种改进的HPLC方法, 在53分钟内检测

出25种类胡萝卜素。康迎春等(2014)采用YMC-C30

色谱柱建立了枸杞果实中5种类胡萝卜素(新黄质、叶

黄质、玉米黄素、β-隐黄质及β-胡萝卜素)的HPLC分

析方法。胡海涛等(2016)也成功地对5种胡颓子属

(Elaeagnus)植物果实番茄红素的含量进行了分析。

然而, 类胡萝卜素的HPLC法定量通常是基于标样的

质量与峰面积之间的线性关系, 而目前大多数需要分

析的类胡萝卜素都没有标样, 故只能采取半定量方

法。为了提供复杂样品鉴别分析物所需的最佳分辨率

以及分离能力 , 通过引进多维色谱(multidimensio- 
nal chromatography)大大提高了相应一维色谱技术

的分离能力。Dugo等(2006)首次应用LC×LC, 以硅胶

微高效液相色谱正相柱为第一维、反相整体C18柱为

第二维, 分析了红橙皂化挥发油中的类胡萝卜素。此

外, Dugo等(2008)还采用正相微孔氰基柱和反相整

体C18柱, 配备光电二极管阵列检测器(PDA)和APCI- 
MS检测器分析了游离及酯化类胡萝卜素, 该方法可

同时检测40种不同的类胡萝卜素, 并且不需要任何

预处理。 

3.3  超高效液相色谱法 

超高效液相色谱(ultra-high performance liquid chro- 
matography, UHPLC)是20世纪90年代借助HPLC理

论, 推出的一种液相色谱技术, 其最大特点是色谱柱

的固定相填料粒径小于2 μm, 系统压力可达100 
MPa, 理论塔板数高于HPLC, 有更高的信噪比、更好

的分离效果, 大大减少了分析时间。目前, 用于分析

类胡萝卜素的UPLC柱主要包括HSS C18 (用于分离叶

黄素类)和BEH C18 (用于分离胡萝卜素类)。Delpino- 
Rius等(2014)开发了一种UPLC分析果汁中类胡萝卜

素的方法, 可同时检测环氧类胡萝卜素(epoxycaro- 
tenoid)、羟基类胡萝卜素(hydroxycarotenoids)和胡

萝卜素(carotene), 17分钟内检测出27种类胡萝卜

素。Kim等(2016)采用UPLC配备HSS T3柱在30分钟

内成功分析了辣椒(Capsicum annuum)中的12种类

胡萝卜素。 
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3.4  超高效合相色谱法 

超高效合相色谱(ultra-performance convergence chro- 
matography, UPC2)是一种全新的色谱技术, 其遵循

超临界流体色谱(Supercritical fluid chromatography, 
SFC)的基本原理, 同时利用比UPLC更小的系统容

积。由于UPC2采用填料粒径小于2 μm的色谱柱, 大
大减少了分析时间和样品在分析过程中的降解, 同时

也提高了分辨率和检测灵敏度; 所需样品量很少(1–5 
μL)且对类胡萝卜素同分异构体有更好的分离效果。

此外, UPC2所用流动相主要为超临界CO2, 大大减少

了有毒溶剂的使用, 更符合绿色环保理念。赵薪鑫等

(2017)初步探讨了UPC2结合二极管阵列检测器

(PDA)和串联四极杆质谱(TQ-MS)检测萱草属植物中

的类胡萝卜素, 共检测出20种类胡萝卜素。但是, 用
UPC2检测植物中的类胡萝卜素才刚刚起步, 尚需进

一步优化检测条件。 

3.5  毛细管液相色谱法 

毛细管液相色谱法(capillary liquid chromatography, 
CLC)与普通液相色谱法原理类似, 只是用毛细管柱

代替普通液相色谱柱。该法显著降低了有机溶剂的消

耗并节省了样品用量, 易与其它技术耦合。Xu和Jia 
(2009)采用CLC结合在线固相微萃取(SPME)分析了

脂溶性维生素和β-胡萝卜素, 使用单片硅-ODS柱, 
并在UV/Vis检测器中用一个光纤流动池和长的光路

来提高检测灵敏度, 检测限(LOD)范围为1.9–17 302 
ng·mL–1, 相对标准偏差小于5%。随着分析仪器的小

型化趋势, CLC将越来越多地被采用。 

3.6  其它方法 

刘燕等(2013)发明了一种利用吸收光谱测定植物活

体叶片中叶绿素a、b和类胡萝卜素含量的方法。基本

原理是用光纤光谱仪测定从400 nm到700 nm的叶片

吸收光谱, 对吸收光谱进行四阶导数处理, 从而分离

不同组分的吸收峰, 用900 nm处的光谱校正叶片结

构差异带来的误差, 从而准确测定3种色素的含量。 

4  结构鉴定 

4.1  高效液相色谱-质谱联用法 

高效液相色谱-质谱联用法(high performance liquid 

chromatography-mass spectrometry, HPLC-MS)将
HPLC的高分离性能与MS强大的结构鉴定功能相结合, 
广泛用于物质结构鉴定。对已知物质, 可将质谱获得的

分子结构信息(分子质量和断裂模式)与已发表的碎片离

子丰度或质谱文库进行比对; 而对于未知物质, 需结合

在线PDA或UV-Vis检测器以及串联质谱(tandem MS, 
MS/MS)为其鉴定提供更多有价值的信息。分子断裂模

式(fragmentation pattern)取决于电离技术和流动相的

组成。目前, 已利用各种电离技术获得了大量的类胡萝

卜素特征片段。在与HPLC兼容的电离技术中, 类胡萝

卜素研究中最成功的是电喷雾电离(electrospray ioni-
zation, ESI)和大气压化学电离(atmospheric pressure 
chemical ionization, APCI), APCI通常具有较强的电离

非极性化合物的能力, 而ESI更适合极性化合物的电离

(Amorim-Carrilho et al., 2014)。由于在正离子电喷雾过

程中, 胡萝卜素和含氧类胡萝卜素能形成分子离子或

质子化分子, 但在使用负离子电喷雾时, 胡萝卜素不电

离。然而, APCI对于胡萝卜素和含氧类胡萝卜素均能形

成大量的正/负电荷分子离子或质子化和去质子化分

子。因此, 更多的研究人员使用LC-PDA-APCI-MSn法

对不同基质中的类胡萝卜素进行分析和鉴定(Inbaraj et 
al., 2008; de Jesús Ornelas-Paz et al., 2008; Kao et 
al., 2012; Li et al., 2012; van Breemen et al., 2012; 
Giuffrida et al., 2013)。de Azevedo-Meleiro等(2005)
采用HPLC-PDA-MS方法 , 根据吸收光谱精细结构

(%III/II)、化学检测反应和质谱鉴定了栽培菊苣(Cicho- 
rium endivia)和新西兰菠菜(Tetragonia tetragonoides)
中几种主要的类胡萝卜素, 包括新黄质(m/z 600)、紫黄

质(m/z 600)、莴苣黄素(m/z 568)、叶黄素(m/z 568)和β-
胡萝卜素(m/z 536)。Zhong等(2016)采用HPLC-DAD- 
APCI+-MS法鉴定了4种玫瑰果实(rose hip fruit)中的类

胡萝卜素, 首次在未皂化提取物中检测到23种类胡萝

卜素酯(其中玉红黄质酯(rubixanthin ester)和紫黄质酯

(violaxanthin ester)是主导成分); 在皂化提取物中检测

到21种类胡萝卜素, 包括11种含氧类胡萝卜素和10种
胡萝卜素。Etzbach等(2018)采用HPLC-DAD-APCI- 
MSn法测定了酸浆果(Physalis peruviana)不同成熟期

和不同器官中类胡萝卜素的组成及含量, 检测到53种
类胡萝卜素, 其中42种得到鉴定。Schex等(2018)采用

HPLC-DAD-APCI/ESI-MSn法研究了不同成熟期哥斯

达黎加格鲁椰子(Acrocomia aculeate)的类胡萝卜素和
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α-生育酚, 25种类胡萝卜素得到有效鉴定, 包括: 花药

黄质(m/z [585]: 567、549、493和221)、β-胡萝卜素

(m/z [537]: 481、457、445、444、413、401、399、
387、347、321和281)、叶黄素([M+H−H2O]+, m/z 
[551]: 533、495、477、459和429)、黄体黄质(m/z 
[601]: 583、565、509、445、429和221)、新黄质(m/z 
[601]: 583、565、547、521、509、491、445、393
和221)、八氢番茄红素(m/z [545]: 503、489、475、
463和435)、六氢番茄红素(m/z [543]: 501、487、
473、461、433、405和323)、紫黄质(m/z [601]: 583、
565、521、509、491、445、429和221)和玉米黄质

(m/z [569]: 551、549、533、477、463、459、411、
393和376), 以及若干上述化合物的(Z)-异构体。而超

高效液相色谱-质谱联用法(ultra-performance liquid 
chromatography-mass spectrum, UPLC-MS)和超

高效合相色谱-质谱联用法(ultra-performance conv-        
ergence chromatography-mass spectrum, UPC2- 
MS)/超临界流体色谱-质谱联用法(supercritical fluid 
chromatography-mass spectrum, SFC-MS) 作为

HPLC-MS的升级版也逐渐开始应用于植物类胡萝卜

素的结构鉴定(Goupy et al., 2013; Giuffrida et al., 
2018)。 

4.2  红外光谱法 

红外光谱(infrared spectroscopy, IR)是分子吸收光谱

的一种, 根据每种物质分子都具有由其组成和结构决

定的选择性红外吸收来进行结构分析的一种方法。该

法具有特征性强、试样用量少和简便快速等优点。但

IR主要提供官能团的结构信息, 对于复杂化合物和新

化合物, 需要结合其它手段进行综合解析, 才能确定

分子结构。Chen等(2009)利用近红外光谱系统(NIR 
systems)检测了151个芥蓝(Brassica oleracea)样品

中的叶黄素和β-胡萝卜素, 反射光谱(log 1/R)扫描范

围为1 100–2 500 nm, 每间隔2 nm记录。de Oliveira
等(2014)比较了近红外光谱(near infrared, NIR)和中

红外光谱(mid-infrared spectroscopy, MIR)检测西番

莲果(Passiflora edulis f. flavicarpa) β-胡萝卜素的优

劣, 2种方法的结果都不令人满意。 

4.3  拉曼光谱法 

拉曼光谱(Raman spectrometry, RS)是一种散射光

谱。该法基于印度物理学家C V Raman所发现的拉曼

散射效应, 即光通过透明介质时被分子散射的光发生

频率变化, 频率位移与发生散射的分子结构有关, 而
应用于物质结构分析的一种方法。RS无需样品制备, 
操作简便、测试时间短且灵敏度较高。由于水的拉曼

散射微弱, RS是研究水溶液中生物样品的理想工具。

Lawaetz等(2016)采用RS结合偏最小二乘法对胡萝

卜(Daucus carota)中的类胡萝卜素进行了无损快速

测定, 该法适合橙色胡萝卜的早期预测和分级。 

4.4  高效液相色谱-核磁共振法 

高效液相色谱-核磁共振法(high performance liquid 
chromatography-nuclear magnetic resonance, HPLC- 
NMR)通过适当的接口技术, 将HPLC高效分离能力

与NMR能够提供待测物丰富结构信息的功能结合起

来, 用于混合物中未知化合物的结构鉴定技术。与传

统的离线NMR相比, 在线NMR检测可以防止样品在

分离后至检测期间的结构变化, 并能够缩短NMR检

测时间。HPLC-NMR始于20世纪80年代, 随着NMR
不断发展, 该技术在未知化合物结构鉴定中的应用日

益广泛。目前对类胡萝卜素的鉴定仍以离线NMR为主

(Jayaprakasha and Patil, 2016; Masetti et al., 2017; 
Agócs et al., 2018; Maulidiani et al., 2018), 在线

HPLC-NMR仍然处于探索和完善阶段。Putzbach等
(2005)采用毛细管高效液相色谱与微线圈磁共振波

谱联用(HPLC-NMR)方法测定了小型菠菜(Spinacia 
oleracea)样品中的类胡萝卜素, 高特异性样品制备

技术-基质固相分散(MSPD)结合高选择性C30反相

HPLC-NMR法使得鉴定微量天然化合物成为可能 ; 
本文对标准溶液中5种类胡萝卜素和菠菜样品中2种
类胡萝卜素的鉴定证明了该新方法的潜力。类胡萝卜

素的分离是在自填充熔融石英的毛细管中进行, 用丙

酮和水组成的二元溶剂梯度洗脱。该微型化系统允许

使用全氘化溶剂进行在线HPLC-NMR, 在停流模式

下得到的各种类胡萝卜素的1H NMR谱, 给出了低纳

克范围内样品高信噪比。结构阐明所需的所有参数

(如多重结构、耦合常数和积分值)都可以清楚地检测

出来。Sivathanu和Palaniswamy (2012)采用HPLC- 
NMR以及LC-APCI-MS法纯化并鉴定了土生绿球藻

(Chlorococcum humicola)的类胡萝卜素, 主要包括

紫黄质、虾青素、叶黄素、玉米黄质、α-胡萝卜素和
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β-胡萝卜素。 

5  小结与展望 

类胡萝卜素是所有光合生物及一些非光合原核生物

和真菌合成的亲脂性天然色素, 对植物、动物和人都

具有广泛的生物学作用。近年来, 随着对类胡萝卜素

制品需求的增加, 充分开发利用植物源类胡萝卜素成

为必然趋势。而随着可提取类胡萝卜素种类的增加, 
对其精准定性定量分析成为未来研究的重要课题。目

前, 在类胡萝卜素提取、分离纯化、含量测定和结构

鉴定方面取得了一些重要进展, 尤其是组合提取法、

固相微萃取技术、超临界流体萃取技术、高效液相色

谱-质谱联用技术和高效液相色谱-核磁共振联用技术

等对植物类胡萝卜素的提取与分析具有里程碑意义。 
而随着现代仪器分析技术的进步以及组学工具和大

数据技术的广泛应用, 必将会有更方便和更高效的类

胡萝卜素分析技术涌现。 
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