
Research Paper 研究报告
微生物学报 Acta Microbiologica Sinica
54(2):218 － 228; 4 February 2014
ISSN 0001 － 6209; CN 11 － 1995 /Q
http: / / journals． im． ac． cn / actamicrocn
doi: 10． 13343 / j． cnki． wsxb． 2014． 02． 011

基金项目:国家自然科学基金(31070054，31270106) ;福建省自然科学基金(2010J01209，2012J01136)
* 通信作者。Tel: + 86-592-6166178;E-mail: yangsuping@ hqu． edu． cn

作者简介:赵春贵(1964 － )，男，河北新乐人，博士，研究方向为资源与环境微生物。

收稿日期:2013-05-30;修回日期:2013-07-12

替代标准品校正函数法定量分析不产氧光合细菌螺菌黄质系
类胡萝卜素
赵春贵，卓民权，杨素萍 *

华侨大学生物工程与技术系，福建 厦门 361021

摘要:【目的】针对不产氧光合细菌(APB)类胡萝卜素(Car)标准品缺乏的问题，以替代标准品实现螺菌黄
质系多种 Car 组分同步、快速、准确的定量分析。【方法】以沼泽红假单胞菌 CQV97 为材料，采用吸收光谱、
薄层层析和 HPLC 等方法制备螺菌黄质系 Car 标准品;以柠檬黄和番茄红素为替代标准品，采用 HPLC 法，
建立了螺菌黄质系 Car 多组分的定量方法。【结果】制备的 6 种 Car 标准品纯度达 95%以上。确定了 Car
的 HPLC 分析条件，以 Car 标准品为对照，得到了螺菌黄质系 6 种 Car 组分的定性 HPLC 指纹图谱。在选择
的 HPLC 条件下，测定了 6 种 Car 标准品和 2 种替代标准品的标准曲线，确立了 2 种替代标准品分别与 6 种
Car 标准品之间的定量校正函数关系，并用于实际样品 YL28 和 CQV97 菌株的 Car 定量分析。采用 Car 标准
品法测定的 6 种 Car 含量的 RSD 小于 1. 5%、回收率在 96% － 104%，替代标准品法与 Car 标准品法测定结
果吻合，其相对误差小于 0. 1%。【结论】通过替代标准品校正函数关系，建立了 2 种准确定量分析螺菌黄
质系 Car 多组分的方法。替代标准品柠檬黄和番茄红素均能准确地传递待测 Car 的量值关系，实现了螺菌
黄质系 6 种 Car 的同步、快速、准确的定量分析，弥补了现有 Car 组分相对定量方法的不足。讨论了替代标
准品法校正因子适用范围的局限性，提出了校正函数关系的思路和方法。这为全面实现 APB 球形烯系、奥
氏酮系等其它 Car 的快速、准确定量分析提供了借鉴和参考。
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不产氧光合细菌(APB)含有丰富多样的类胡萝
卜素(Car)。除具有抗氧化和光保护作用外，Car 在
光能的吸收、传递以及稳定光合作用机构-色素蛋白
复合体(PPC)结构方面也具有举足轻重作用，近年
来，它与光合作用效率的关系以及环境适应性调控
机制备受关注［1 － 4］;此外，在控制 APB 产品［5 － 6］质
量方面，Car 也可作为重要评价指标，因此，系统开
展 Car 分析在光合作用机理及应用研究中具有重要

意义。目前，基于标准品的 HPLC 快速分析技术已
应用于 Car 组分的定性和定量分析，但主要集中是
源于高等植物、真菌、藻类和蓝细菌等 Car 组分的测
定［7 － 8］，对于 APB Car 的测定，目前仅局限于番茄红
素、链孢红素、球形烯、奥氏酮、绿菌烯等少数几个
种［7 － 10］，由于标准品的缺乏，极大地限制了多组分
Car 的快速准确的定量。在标准品缺乏下，APB Car
组分的定性分析主要依赖于 HPLC、吸收光谱、质谱
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等多种技术的组合［10 － 12］，尤其以参考菌株作为光合
色素对照品的使用，使多组分 Car 的定性分析更加
方便快捷［13］。与此相比，APB Car 多组分的定量分
析则相对薄弱，目前常用方法主要包括以一种 Car
对照品对各 Car 组分进行表观定量、基于 HPLC 色
谱峰面积的相对定量、峰面积与摩尔消光系数
(εmax)或平均 εmax的比值的相对定量等

［11 － 14］。虽然
这些方法在 APB 光合色素代谢与调控等研究中发
挥了重要作用，但尚未实现绝对定量。

替代标准品法亦称为“一测多评法”，是解决对
照品紧缺、难以获得、检测成本高等问题的良好策
略，已编入 2010 年版《中国药典》，目前已用于中药
材等有效成分组的分析，例如以丹参素钠为替代标
准品，用于测定丹参中原儿茶醛、迷迭香酸、紫草酸
和丹酚酸 B 等 4 种化合物［15 － 18］。替代标准品法的
原理是:以替代标准品作为各待测组分的对照，在一
定的线性范围，各待测组分的量与检测器响应信号
成正比，通过比较待测组分标准品与替代标准品的
标准曲线，求出替代标准品与各待测组分间的校正
因子(RCF)，并把它作为一个常数用于待测组分含
量的测定［15］。从方法的原理上分析，替代标准品法
能够解决 Car 标准品缺乏问题，为 APB Car 多组分
分析提供了可行性。但在 APB Car 分析过程中，某
些 Car 的标准曲线并不是过原点的直线，采用校正
因子(RCF)法测定的结果差异较大，因此，我们依据
替代标准品法的思想，提出了校正函数的方法，其依
据是:假如 A 和 B 为 2 种物质，在给定的测定条件
下，假如它们的标准曲线均为不过原点的直线，其方
程分别为(1) SA = kA·mA + bA和 (2) SB = kB·mB +
bB，其中 S、m、k 和 b 分别为检测信号、物质的质量、
线性方程的斜率和纵截距。假定 A 作为 B 的替代
标准品，当 SA = SB时，通过方程(1)和(2)导出 mA与
mB的关系式，即方程(3)mB = kA / kB·mA + (bA-bB)·
kB，这种函数关系仅在给定的条件下成立。当 B 物
质测定时，测定的检测信号值( SB )，通过 A 的标准
曲线方程(1)求出相应的质量值(mA )，然后再通过
方程(3)求得 B 的质量(mB )。当方程 (3)的 bA和
bB均为 0 时，则符合目前替代标准品校正因子的原
理，因此，校正函数法弥补了现有替代标准品分析中
校正因子适用性的不足，拓宽了适用范围。

螺菌黄质系 Car 合成途径广泛分布于 APB 各
种群中，关于该系 Car 组分的定性和表观定量分析

已有较多报道［11 － 14］，但尚未见到螺菌黄质系 Car 多
组分绝对定量分析的系统报道。在前期研究中，本
课题组以光合色素定性的菌株为对照，实现了光合
色素的快速定性分析［13］。在此基础上，本文依据替
代标准品的思想，选择番茄红素和柠檬黄作为替代
标准品，以光合色素定性的 APB 菌株作为色素定性
对照，以自制的 Car 作为标准品，确立了待测 Car 组
分与替代标准品之间的定量校正函数关系，能够更
准确地传递待测组分的量值关系，弥补了现有替代
标准品分析中校正因子适用性的不足，使适用范围
更宽。通过替代标准品的校正函数关系，建立 2 种
Car 多组分准确定量的方法，实现了螺菌黄质系合
成途径中 6 种 Car 的快速、准确的定性定量分析，增
添了替代标准品分析的新认识，使替代标准品分析
法更具普适性。这为全面实现 APB 不同途径 Car
的快速、准确定量分析提供了借鉴和参考，也对光合
色素代谢与调控研究水平的提高以及 APB 产品质
量评价指标体系的提升等均具有重要意义。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株:沼泽红假单胞菌(Rhodopesudomonnas
palustris) CQV97 和 海 洋 着 色 菌 ( Marichromatium
gracile) YL28，GenBank 登录号分别为 EU882154 和
JF719917，本实验室分离、鉴定并保存。
1. 1. 2 主要仪器、材料和试剂:CTO-20A 高效液相色
谱仪(SPD-M20A DAD Detector，Shimadzu)。UV-3200
PCS 紫外可见分光光度计(MAPADA)。硅胶层析 G
板(30 mm × 100 mm)和 200 目层析硅胶(青岛海洋
化工厂)。柠檬黄标品(Tartrazine，简称 Tar，上海染料
研究所)。甲醇、乙腈及乙酸乙酯为色谱纯，其它试剂
为分析纯，购自国药集团化学试剂有限公司。
1. 2 Car 样品的制备和回收率测定

按文献方法进行细菌培养和菌体收集［13］。色
素提取液的制备采用改良的丙酮甲醇法［13］:菌体细
胞依次用甲醇和丙酮甲醇(7∶ 2，V /V)和丙酮各提取
1 次，合并提取液并定容，40℃减压旋转蒸发浓缩，
即得色素提取液。色素提取液体积是通过测其浓缩
前后 BChl a 的光密度(OD770 )来确定。Car 样品的
制备采用硅胶柱层析法:硅胶经石油醚浸泡装柱
(玻璃层析柱规格为 15 mm × 200 mm)，柱床体积为
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20 mL，石油醚平衡层析柱，取 2. 00 mL 色素提取液
上样，流动相为石油醚:丙酮(9 ∶ 2. 5，V /V)，收集第
一个洗脱组分(19 － 39 mL)，减压旋转蒸发浓缩，通
过测定样品浓缩前后 Car 的 OD475，计算样品浓缩后
的体积，确定菌体质量和样品体积的关系，即得 Car
样品。浓缩后样品体积的计算依据公式 V2 = V1·
OD1 /OD2，其中 V1 和 V2 分别为浓缩前和浓缩后的
体积，OD1 和 OD2 分别为浓缩前和浓缩后测定的光
密度值。取 CQV97 湿菌体 0. 207 g，经过色素提取
和浓缩，得到 2. 4473 mL 色素提取液，从中取
2. 00 mL进行硅胶柱层析，洗脱组分经浓缩得到
2. 0992 mL Car 样品，其中含有 0. 0169 g 菌体的
Car，即可到 0. 0806 g /mL 菌体的 Car 样品。Car 提
取回收率的测定是将制备的 Car 样品重复 3 次硅胶
柱层析。Car 样品黑暗 4℃暂时储存，HPLC 分析前，
经 10000 × g 离心 10 min，取上清液。
1. 3 柠檬黄溶液的配制和稳定性测试

精确称取 0. 0112 g 柠檬黄标品，超纯水溶解，
定容至 10 mL，0. 45 μm 滤膜过滤，其浓度由 426 nm
处光密度 ( OD426 ) 确定，摩尔消光系数 ( εmax ) 为
18200 L /(mol·cm)，经标定柠檬黄标准液的浓度为
1. 1043 mg /mL，4℃冰箱黑暗保存备用。将柠檬黄
稀释至 20. 0 mg /L，置于常温黑暗条件下，于 0、24、
48、72 和 96 h 取样，测定其吸收光谱，观察柠檬黄溶
液的暂时储存稳定性。
1. 4 Car 标准品的制备、纯度鉴定和定量

将 1. 2 制备的色素提取液，采用 TLC 方法制备
6 种 Car 标准品溶液［13］。展层剂配方为石油醚 ∶ 正
己烷 ∶异丙醇 ∶ 丙酮 ∶ 甲醇 (8 ∶ 0. 75 ∶ 0. 2 ∶ 0. 8 ∶ 0. 2)。
分别刮取 TLC 层析板上各 Car 条带溶于丙酮，
10000 × g 离心 10 min 取上清进行 HPLC 纯度分析，
得到 6 种纯 Car 溶液。若某种 Car 纯度不够，则再
经 TLC 纯化。依据文献报道的 λmax和 εmax

［14，19］，分
别对纯化 Car 进行定量，得到 6 种 Car 标准溶液(编
号 H1-H6)，于 4℃冰箱中黑暗保存备用。
1. 5 HPLC 分析条件的确定和 Car 定性的 HPLC
指纹图谱

测定柠檬黄溶液和 6 种 Car 的吸收光谱，依据其
吸收光谱确定 475nm 为 HPLC 检测波长。HPLC 分
析采用反向 C18 柱 ( Shim-pack VP-ODS，150 mm ×
4. 6 mm I． D，Shimadzu)，DAD 检测器，柱温 30℃，进
样量 20 μL，流动相 A 为 90%乙腈水(V /V)，流动相

B 为乙酸乙酯。经反复摸索，确定了能将 Car 组分
良好分辨的 HPLC 梯度洗脱程序:0 － 5 min，0% －
45% B; 5 － 25 min 45% － 70% B，流 速 为
0. 7 mL /min。以纯化的 6 种 Car 标准品为对照，获
得了 CQV97 菌株 Car 的标准 HPLC 指纹图谱。待
测样品中的多组分 Car 的定性分析是以 CQV97 菌
株的 Car 为对照进行。除特殊说明外，本文样品的
测定均采用该 HPLC 设定参数和条件。
1. 6 样品测定的精密度和时间稳定性

依据 1. 5 的 HPLC 分析条件进行样品精密度测
定:取 40. 3 mg /mL 菌体的 Car 样品和 10. 0 mg /L 柠
檬黄样品 20 μL 进样，以保留时间和峰面积为检测
指标，连续重复测定 6 次;时间稳定性和短时光照稳
定性测定是将 4℃黑暗保存的样品，分别于 0、4、8、
16、20 和 24 h 取样，每次取样前，样品以日光灯光源
300 lux 光照 2 min。
1. 7 标准曲线制作和检出限

将 6 种 Car 和 Tar 标准液浓度(mg /L)分别稀释
至 2. 60、10. 70、61. 17、3. 80、5. 27、9. 13 和 80. 00，取
3 － 20 μL 上样。依据 1. 5 的 HPLC 分析条件重复 3
次测定，取其均值，以峰面积对质量作图，绘制 6 种
Car 和柠檬黄的标准曲线，并进行线性拟合。依据
信噪比(S /N)等于 3 的值确定待测样品的检出限。
1. 8 Car 组分与替代标准品的定量关系

在选择的检测波长和检测条件下，以柠檬黄和
番茄红素分别为替代标准品，通过待测组分标准曲
线和替代标准品的标准曲线，建立替代标准品与待
测标准品之间的函数关系，当待测组分与替代标准
品峰面积相等时，待测组分与替代标准品的质量之
间呈特定的关系。采用消元法解联立方程，导出各
待测组分与替代标准柠檬黄和番茄红素含量之间的
校正函数关系。
1. 9 样品的加标回收率

将 Car 样品配制成含 0. 0403 g /mL 菌体的色素
溶液，同时配制 Car 的加标样品，在选择的参数和条
件下进行 HPLC 测定，重复 6 次，依据 Car 的标准曲
线计算样品中各 Car 组分的含量，按公式:加标回收
率 (% ) = ( ρ2 － ρ1 ) /ρ0 × 100 计算 6 种 Car 的加标
回收率，其中 ρ0、ρ1 和 ρ2 分别为加入标准的浓度、
样品的浓度和加标样品的浓度。
1. 10 实际样品测定和方法比较

选定 R． palustris CQV97 和 M． gracile YL28 为
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待测样品。各取菌体细胞 0. 207 g 和 0. 193 g，分别
制备成 0. 0806 g /mL 和 0. 0724 g /mL 菌体的 Car 样
品。在选择的 HPLC 分析条件下，以 CQV97 Car 样
品作为定性对照，取 20 μL 待测样品上样，样品稀释
倍数为 2，重复测定 6 次。分别用柠檬黄替代标准
品(Std1)法和番茄红素替代标准品 ( Std2 )法计算样
品中 Car 成分的含量，与待测 Car 标准品( Std0 )法进
行比较。替代标准品法:测定的各 Car 组分的峰面
积，通过替代标准品标准曲线得到各测定组分相当
于替代标准品质量的值(mStd1和 mStd2 )，再通过 Std1

和 Std2与待测 Car 组分之间的校正函数关系，求出各
测定组分的质量(m)，根据公式(1)计算 Car 组分的

图 2． CQV97 菌体色素 TLC 指纹图谱(A)和制备的 6 种 Car(H1-H6)标准品的 HPLC 纯度分析(B)
Figure 2． TLC profile of pigments (A) and HPLC profiles (B) of six carotenoid standards obtained from strain CQV97．

浓度(ρ i，μg /mL)。
ρ i = m /Vs·f 公式(1)

其中，f 和 Vs 分别为稀释倍数和进样体积(μL)。再
按公式(2)计算菌体样品中各 Car 成分的含量(Wi，
μg / g)。

Wi = ρ i /ρ0 公式(2)
其中 ρ0为每毫升 Car 样品中相当于湿菌体的浓度
( g /mL)。比较 Std0、Std1、Std2和相对峰面积 4 种方法
计算 Car 组分的相对含量。

2 结果和分析

2. 1 Car 样品的制备和回收率测定
采用硅胶柱层析制备的 Car 样品，其吸收光谱

呈现 Car 典型的三指峰，特征吸收峰为 407、475 和
507 nm，未见明显的细菌叶绿素吸收峰。重复测定
3 次，Car 组分的回收率为 94. 84%，其 RSD 为

1. 49%，表明硅胶柱层析能将 Car 组分稳定高效回
收，制备的 Car 样品能够满足 Car 组分含量测定的
要求。
2. 2 柠檬黄溶液的稳定性

柠檬黄溶液的吸收光谱如图 1-A 所示。柠檬黄
在 256 nm 和 426 nm 呈现特征吸收峰，室温黑暗条
件下放置 96 h 内，期间 5 次取样测定，柠檬黄溶液
350 － 500 nm 吸收光谱重叠在一起，未发生明显变
化。结果表明:在常温黑暗条件下，在 350 － 500 nm
进行光谱测定，柠檬黄能够满足其作为替代标准品
测定的要求。

图 1．柠檬黄(A)和 6 种 Car 纯组分(B)的吸收光谱
Figure 1． Absorption spectra of tartrazine ( A ) and six cartenoids

(B) obtained from strain CQV97． 20． 0 mg /L Tartrazine． 1 － 6:

Lycopene， Anhydrorhodovibrin， Spirilloxanthin， Rhodovibrin，

Rhodopin，3，4 － didehydrorhodopin． The concentration (mg /L) of

1to 6: 1． 49，3． 81，2． 41，0． 71，1． 62 and 1． 26．

2. 3 Car 标准品的制备、纯度鉴定和定量分析
CQV97 菌体细胞色素 TLC 指纹图谱和制备的 6

种 Car 的 HPLC 分析如图 2 所示，TLC 制备的 6 种
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Car 的编号、名称和 Rf值，以及 HPLC 保留时间(Rt)
和纯度见表 1。结果表明:制备的 Car 组分纯度较
高，均达 95%以上，且彼此出峰时间不重叠，能够满
足 Car 标准品的要求。利用各 Car 的最大吸收波长

λmax和摩尔消光系数 εmax(表 1)，测定 6 种 Car 在相
应溶剂中的含量，即得 Car 标准溶液，其浓度( ρ)见
表 1。

表 1． 制备的 Car 标准品的保留时间、纯度、εmax、λmax和 Car 标准溶液的浓度
Table 1． Rt，purity，εmax and λmax of carotenoid standards and the concentration of carotenoid standard solutions

No．

HPLC

No．

TLC
components

Rf

TLC

Rt (min)

HPLC

purity /

%

εpetroleum ether
［14］ /

［L /(mol·cm)］

λmax /

( nm)

ρ /

(mg /L)
H1 T4 rhodovibrin 0. 59 7. 545 97. 7 152800 494 115. 55
H2 T6 3，4-didehydrorhodopin 0. 37 10. 517 98. 3 132000 b 482 475. 55
H3 T5 rhodopin 0. 44 11. 104 95. 5 165600 474 2718. 67
H4 T3 spirilloxanthin 0. 80 11. 867 97. 9 147200 a 494 168. 89
H5 T2 anhydrorhodovibrin 0. 90 13. 854 99. 5 152800 482 234. 22
H6 T1 lycopene 0. 97 17. 183 98. 0 184900 472 405. 78

Note: a，εbenzene ． b，mean molar extinction coefficient，data from literature［19］．

2. 4 HPLC 分析参数和 Car 标准 HPLC 图谱
柠檬黄和 6 种 Car 的吸收光谱见图 1-A 和图 1-

B，它们的最大吸收峰 (λmax )有较大差异，HPLC 分
析可以选定每种色素的 λmax作为检测波长，测定的
灵敏度高，DAD 检测器虽然容易实现，但由于 Car
组分较多，若选择多个检测波长，在非 DAD 检测器
的 HPLC 分析中，工作量较大且繁琐。虽然柠檬黄
和 6 种 Car λmax有较大差异，但它们在 475 nm 均有
较强的光吸收，而且文献中也常用 475 nm 进行
HPLC 分析，为了测定简便，将 HPLC 分析的波长选
定为 475 nm。在选择的条件下，HPLC 能够良好分
辨 CQV97 样品的 6 种 Car。因此，采用该 HPLC 条

件进行螺菌黄质系 Car 的定性定量分析。以制备的
6 种 Car 纯品为对照，得到了螺菌黄质系 Car 的
HPLC 定性指纹图谱，数据见表 2。
2. 5 样品测定的重复性和时间稳定性

柠檬黄 HPLC 分析图谱呈现单一色谱峰，柠檬
黄和 Car 样品的重复性和 24 h 内样品的稳定性如
表 2 所示。HPLC 重复测定各组分的保留时间(Rt)
和峰面积 ( S)的 RSD(% )均不大于 2. 1，24 h 内 6
次取样分析，其 RSD 均不大于 2. 5%。结果表明:在
24 h 内重复测定，即使是短时间光照，光强低于
300 lux，柠檬黄标准液和制备的 Car 样品稳定性较
好。

表 2． 样品色素组分测定的重复稳定性(n = 6)和时间稳定性(0 － 24h)

Table 2． Repeatability and time stability of individual carotenoid component

samples No． components
Rt (min) S

x RSD x R /% RSD

time stability

(RSDRt /RSDS )
Car H1 Rhodovibrin 7. 603 0. 02 528439 10. 68 1. 8 0. 8 /2. 1

H2 3，4-didehydrorhodopin 10. 552 0. 02 1293154 26. 13 2. 1 0. 5 /1. 7
H3 Rhodopin 11. 109 0. 02 2076102 41. 95 2. 1 0. 6 /1. 4
H4 Spirilloxanthin 11. 815 0. 2 178620 3. 61 1. 4 0. 6 /2. 4
H5 Anhydrorhodovibrin 13. 875 0. 2 460964 9. 32 1. 4 0. 4 /1. 4
H6 Lycopene 17. 192 0. 2 411166 8. 31 1. 3 0. 3 /1. 9

Tar Tartrazine 1. 814 1. 3 403212 － 1. 9 1. 6 /2. 0

Rt，retention time． S，peak area． R，relative peak area． RSD，relative standard deviation，(% ) ． x，mean．

2. 6 标准曲线制作和检出限
HPLC 分析的标准曲线见图 3，各标准品标准

曲线的拟合方程、检出限及线性范围见表 3，其中
m 和 S 分别表示各标准品进样体积中的质量和峰
面积。采用线性拟合，各标准曲线均良好地符合

线性方程 y = ax + b(R2 ＞ 0. 999)，若采用正比函数
关系拟合，仅有柠檬黄的标准曲线能够良好地符
合方程 y = ax(R2 ＞ 0. 999)，而 6 种 Car 标准曲线
拟合方程的 R2 相对较低，尤其是 H4、H5 和 H6，拟
合方程的 R2 约为 0. 9。由此可见，检测组分的含
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量与检测的峰面积之间呈良好的线性关系，但不
是近似过原点的直线，不符合替代标准品法计算

校正因子的原理［15］，因此需要深入地分析思考它
们之间的定量关系。

图 3． 6 种 Car(H1 － H6)和柠檬黄(Tar)的标准曲线
Figure 3． Standard curves of six cartenoids (H1 － H6) and tartrazine (Tar) ．

表 3． 标准曲线拟合方程、检出限和线性范围
Table 3． Fitting equtions，detection limit and linear range of standard curves

No． components
equtions

y = ax + b
R2

detection

limit

linear

range ng

equtions

y = ax
R2

H1 rhodovibrin S = 10751m － 41631. 2 0. 9992 2. 25 ng 7. 8 － 52 S = 9656. 6m 0. 9854

H2 3，4-didehydrorhodopin S = 56616. 8 m － 912477 0. 9996 1. 55 ng 32. 1 － 214 S = 50790m 0. 9855

H3 rhodopin S = 15652. 5m － 1477603 0. 9996 4. 67 ng 183 － 1223 S = 14061m 0. 986

H4 spirilloxanthin S = 5429. 4 m － 91595 0. 9994 5. 09 ng 19. 0 － 76 S = 3839. 0m 0. 8981

H5 anhydrorhodovibrin S = 7672. 9m － 174188 0. 9993 8. 12 ng 26. 3 － 105 S = 5492. 6m 0. 904

H6 lycopene S = 17083m － 619018 0. 9995 8. 86 ng 45. 6 － 182 S = 12609m 0. 9186

Tar tartrazine S = 1842. 9 m + 4394. 2 0. 9996 9. 42 ng 10. 0 － 1600 S = 1846. 8m 0. 9996

2. 7 替代标准品和待测组分的校正关系
在特定的检测波长和检测条件下，当检测信号

(峰面积)相等时，替代标准品的质量分别与 6 种待
测 Car 质量之间呈特定的函数关系。以 mTar和 mLyc

和 mi 分别表示替代标准品柠檬黄( Std 1 )、替代标准
品番茄红素(Std 2)和待测 Car 的质量，替代标准品的
标准曲线和待测 Car 标准品的标准曲线通过消元法
解联立方程，分别确定了替代标准品质量与各待测
Car 的质量之间的校正关系，如表 4 所示。样品测
定时，以替代标准品制作标准曲线，通过替代标准品

的标准曲线求得各待测 Car 组分相对于替代标准品
的量值(mTar或 mLyc )，再通过相应的校正关系求出
各待测组分的量(m i)。
2. 8 样品的加标回收率

Car 标准品法测定的 Car 样品各组分的加标回
收率如表 5 所示，CQV97 菌体样品中积累的 6 种
Car 的加标回收率在 96% － 104%之间，采用 2 种替
代标准品法计算的加标回收率与 Car 标准品法测定
的结果相一致，误差小于 0. 1%。表明样品中影响
Car 测定的干扰因素较小。
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表 4． 待测组分与替代标准品含量之间的校正关系
Table 4． Content calibration relationship between tested samples and substitute standards

No． component
calibration equations

( Std 0 and Std 1 )
R2

calibration equations

( Std 0 and Std 2 )
R2

H1 thodovibrin mi = 0. 1714 mTar + 4. 2812 1 mi = 1. 589 mLyc － 53. 71 1
H2 3，4-didehydrorhodopin mi = 0. 0326 mTar + 16. 194 1 mi = 0. 3017 mLyc + 5. 183 1
H3 rhodopin mi = 0. 1177 mTar + 94. 681 1 mi = 1. 091 mLyc + 54. 85 1
H4 spirilloxanthin mi = 0. 3394 mTar + 17. 680 1 mi = 3. 146 mLyc － 97. 14 1
H5 anhydrorhodovibrin mi = 0. 2402 mTar + 23. 274 1 mi = 2. 226 mLyc － 57. 97 1
H6 lycopene mi = 0. 1079 mTar + 36. 493 1 mi = mLyc 1

2. 9 实际样品中类胡萝卜素组分和含量的测定
供试样品 Car 组分 HPLC 分析，CQV97 菌株积

累 6 种 Car(H1-H6)，以 CQV97 为 Car 定性标准，
YL28 菌株主要积累 3 种 Car，分别为 H3、H5 和 H6。
各 Car 组分含量分析如表 6 和表 7 所示，Car 标准品
法(Std 0)测定:CQV97 积累的 Car 各组分含量(μg /
g)在 61. 75 － 281. 71 之间，其中 Rhodopin 含量最
高，占 Car 总 量 的 44. 35% ; YL28 主 要 积 累
Rhodopin，占 Car 总量的 70. 26% ;供试样品中各 Car
组分含量测定的 RSD 不大于 1. 5。2 种替代标准品
(Std1和 Std 2)法测定的供试样品中 Car 各组分含量、

相对含量和 RSD 与 Car 标准品( Std 0 )法测定的结果
良好地吻合，其相对标准误差小于 0. 1%。结果表
明:柠檬黄或番茄红素作为 Car 组分的替代标准品
准确可靠，能准确地传递待测 Car 组分之间的量值
关系。Car 标准品法与替代标准品法计算的 CQV97
菌体中积累 Car 组分的相对含量与相对峰面积法计
算的结果相比有较大差异。究其原因，峰面积并不
是含量，虽然峰面积与含量成正相关关系，但各组分
峰面积与含量之间的关系系数不尽相同，是造成测
定结果差异的重要原因。

表 5． Car 样品各组分加标回收率的测定(n = 6)

Table 5． Recovery determination of tested samples (n = 6)

No．
adding standards

ρ /(μg /mL)

peak area
x RSD /%

dilution

factor ( f)
ρ /(μg /mL) recovery /%

x RSD /% x RSD
H1 － 528430 1. 8 1 2. 6512 1. 7

96. 7 2. 42. 3111 483641 1. 7 2 4. 8858 1. 6
H2 － 1293154 2. 1 1 1. 9479 1. 2

96. 9 2. 19. 5111 11726997 1. 9 1 11. 1623 1. 7
H3 － 2075102 2. 1 1 11. 3487 1. 2

97. 4 2. 454. 3733 18647818 2. 1 1 64. 2882 1. 9
H4 － 178620 1. 4 1 2. 4884 0. 9

97. 6 2. 13. 3777 536554 1. 4 1 5. 7847 1. 2
H5 － 460964 1. 4 1 4. 1389 1. 0

100. 9 2. 24. 6844 1186155 1. 4 1 8. 8646 1. 2
H6 － 411166 1. 1 1 3. 0152 0. 5

103. 3 1. 58. 1156 3276282 1. 3 1 11. 4011 1. 1

表 6． 4 种方法分析 CQV97 菌株 Car 组分的比较(n = 6)

Table 6． Comparison of individual carotenoid from strain CQV97 by four different methods (n = 6)

No．

Std 0 Std1 Std2 relative area /%
Wi /

(μg / g)
R /% RSD /%

Wi /

(μg / g)
R /% RSD /%

Wi /

(μg / g)
R /% RSD /% x RSD

H1 65. 79 10. 36 1. 3 65. 78 10. 36 1. 3 65. 79 10. 36 1. 3 10. 68 1. 8
H2 48. 34 7. 61 1. 5 48. 38 7. 62 1. 5 48. 32 7. 61 1. 5 26. 13 2. 1
H3 281. 71 44. 35 1. 5 281. 66 44. 35 1. 5 281. 68 44. 36 1. 5 41. 96 2. 1
H4 61. 75 9. 72 1. 1 61. 75 9. 72 1. 1 61. 73 9. 72 1. 1 3. 61 1. 4
H5 102. 71 16. 17 1. 2 102. 72 16. 17 1. 2 102. 66 16. 17 1. 2 9. 32 1. 4
H6 74. 83 11. 78 1. 1 74. 83 11. 78 1. 1 74. 83 11. 79 1. 1 8. 31 1. 3
sum 635. 13 100 － 635. 12 100 － 635. 01 100 － 100 －
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表 7． 3 种方法分析 YL28 菌株 Car 组分的比较(n = 6)

Table 7． Comparison of individual carotenoid from strain YL28 by three different methods (n = 6)

No．
Std 0 Std1 Std2

Wi /(μg / g) R /% RSD /% Wi /(μg / g) R /% RSD /% Wi /(μg / g) R /% RSD /%

H3 290. 06 70. 26 1. 1 290. 012 70. 26 1. 1 289. 983 70. 26 1. 1

H5 52. 21 12. 65 1. 4 52. 211 12. 65 1. 4 52. 192 12. 65 1. 4

H6 70. 57 17. 09 1. 2 70. 569 17. 10 1. 2 70. 565 17. 10 1. 2

sum 412. 84 100 － 412. 792 100. 00 － 412. 740 100. 00 －

3 讨论

样品的稳定性是实现高准确度定量分析的关
键。APB 菌体中同时含有 Car 和 BChl 两类色素，由
于样品中含 BChl，多次测定 Car 组分的偏差较大，
其原因是 HPLC 进样等过程中很难完全避光，样品
中的 BChl 见光可产生单线态氧( 1 O2 )，导致样品中

Car 易光解［20］。因此，我们采用硅胶层析法去除了
样品中的 BChl，样品 Car 回收率高且稳定。制备的
Car 样品即使给予 300 lux 短时间光照，24 h 内
HPLC 重复测定稳定性好，样品的稳定性能够满足
HPLC 分析要求。

替代标准品法定量分析，首先要求对测定组分
进行定性分析。HPLC、UV-Vis 和 MS 数据综合分
析，是目前 APB Car 定性的主流方法，但该方法对操
作者要求高，而且质谱仪昂贵，检测成本较高。与文
献中报道的 HPLC 指纹图谱比较也是 Car 定性分析
的可行方法，但由于图谱中保留时间相近色谱峰的
缺失以及不同批次操作之间的差异，若没有标准对
照，有时则难以鉴别，例如:YL28 色素的 HPLC 图谱
中缺失 H2 和 H4 色谱峰，H3 很难辨认，若同时与
CQV97 Car 色谱图比较，则容易鉴别。鉴于 CQV97
稳定地积累螺菌黄质系 6 种 Car，而且各组分的色
谱峰清晰可辨，因此我们建议，在样品定性和定量分
析时，应同时以 CQV97 的 Car 作对照。

替代标准品的优势和校正因子法的局限性。替
代标准品法也称“一测多评法”，是解决对照品紧
缺、多组分同步测定和降低检测成本的良好策略。
通过替代标准品与多个测定组分量值之间的校正因
子(RCF)，实现了待测样品中多测定组分的同步测
定［15 － 18］。但我们在测定过程中，与相应的标准曲线
相比，采用 RCF 校正的误差较大，待测 Car 组分不

同，误差不同，其中 H4 的相对误差最大。经过仔细
分析，除了替代标准品柠檬黄的标准曲线近似地经
过原点，待测组分的标准曲线是不经过原点的直线，

尤其是 H4，若强制过原点，其标准曲线拟合的 R2 甚
至小于 0. 9。由此可见:替代标准品校正因子法，仅
适合于标准曲线过原点或近似过原点的情况，而对
于不过原点的标准曲线之间，则不能简单地套用替
代标准品的方法确定替代标准品与待测样品之间的
校正关系。鉴于这种情况，我们尝试了替代标准品
校正函数法进行了 Car 组分的定量分析，其原理是:
在给定条件下，各个待测组分的含量与检测器响应
信号呈线性关系，那么各待测组分之间的响应信号
和含量之间也应该具有固有的相关关系，换句话说，

当检测信号的值相等时，待测组分含量 (浓度或质
量)的值之间呈现特定的函数关系，当待测组分的
含量相等时，它们之间的检测信号值呈现特定的函
数关系。依据这一原理，我们以替代标准品与待测
组分的标准曲线为基础，以响应信号(峰面积)为媒
介，尝试消元法解联立方程，假定响应信号相等，建
立了待测组分和替代标准品之间量值的校正函数关
系，通过函数关系校正替代标准品与待测组分的量
值关系。鉴于此，在本文确定的 HPLC 测定条件下，
我们分别以柠檬黄和番茄红素为替代标准品，依据
其标准曲线，逐一建立了替代标准品与 6 种 Car 之
间的量值校正关系曲线。通过替代标准品校正关系
测定的各 Car 组分的含量、相对含量、RSD 和回收率
均与标准曲线法测定的结果良好地吻合，其相对标
准误差小于 0. 1%，其误差来源主要是由于校正函
数关系的有效数字取舍产生的。表明替代标准品柠
檬黄和番茄红素校正函数法准确度高，能准确地传
递待测组分之间的量值关系。为了与 RCF 相区别，
我们将之称为校正函数法，由于直线方程包括经过
原点的直线方程，校正函数法原则上适合于任何相
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关关系的校正，也适用于目前的替代标准品校正因
子，弥补了现有 RCF 的不足。

综上所述:采用 HPLC 方法，分别以柠檬黄和番
茄红素为替代标准品，分别建立了这 2 种替代标准
品与 6 种 Car 组分的定量校正函数关系，以 CQV97
的 Car 组分做定性对照，实现了光合细菌螺菌黄质
系 Car 组分的定性定量分析。与待测物标准曲线法
相比，替代标准品校正函数法同样具有准确度高、重
复性好、稳定性好的优点。与多组分标准品法相比，
替代标准品法更加简单、快速、成本低廉。本文建立
的方法为 APB 光合色素代谢的定量分析提供了思
路和方法的保障。现有替代标准品 RCF 校正法，仅
适合于标准曲线过原点或近似过原点的情况，若标
准曲线不过原点，则误差较大，不具有普适性。而校
正函数法基于测定的标准曲线，通过理论推导建立
了替代标准品与待测组分之间量的校正函数关系，
弥补了现有 RCF 的不足，使替代标准品与待测组分
之间的量值的传递更加能准确，误差更小，进一步完
善了替代标准品法的思想，提高了替代标准品法的
普适性。
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Quantification of carotenoids of spirilloxanthin series from
anoxygenic phototrophic bacteria by substitute reference
standard calibration function method
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Abstract:［Objective］ In this study，we developed a strategy for accurate，rapid and simultaneous quantification of six
carotenoids by substitute reference standard． ［Methods］We prepared six carotenoid standards of spirilloxanthin series
from Rhodopesudomonnas palustris CQV97 by spectrophotometry，thin layer chromatography and HPLC． The simultaneous
quantification method for six carotenoids was established by HPLC using tartrazine and lycopene as substitute reference
standards． ［Results］We established the HPLC fingerprinting of carotenoids of spirilloxanthin series． The quantitative
calibration function relationships between two substitute reference standards and six carotenoids were explored． Based on
the quantitative calibration function relationships，we quantitatively analyzed carotenoid contents of two samples of CQV97
and YL28 strains． The RSD and recovery of carotenoid contents determined by substitute reference standards method were
consistent with quantitative analysis of carotenoid standards method． ［Conclusion］ The substitute reference standards
were capable of accurately transmitting the quantitative relationship of tested samples． The method could realize the
simultaneous quantification of six carotenoids．
Keywords: quantification，carotenoids，spirilloxanthin series，substitute reference standard
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