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摘要：对某酒企窖泥进行分离纯化培养，得到 ８８株细菌纯培养物，通过 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列比对和系统发育树分析，其中７５株细菌被分为８个系统发育簇
（ｃｌｕｓｔｅｒⅠ—Ⅷ），其最高相似菌分别为 Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ，
Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ，Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ，Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ，Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ和 Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ．采用顶
空固相微萃取－气相色谱－质谱联用法（ＨＳＳＰＭＥＧＣＭＳ）对８个代表性梭菌
菌株的挥发性代谢物进行检测，共检测出７５种挥发性物质，其中醇类２３种、酸
类２０种、酯类１４、醛类２种、酮类２种和其他挥发性物质１４种．通过主成分分
析发现，菌株ＲＬ１（Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）和 ＥＬ７（Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）主要与乙酸和丁酸等
化合物的形成有关；ＥＬ４６（Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ）、ＲＬ２０（Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）和 ＲＬ１０（Ｃ．
ｉｎｄｏｌｉｓ）主要与己酸和己酸乙酯等化合物的形成有关；ＥＬ１２（Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ）和
ＲＬ２３（Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ）主要与硫代醋酸 Ｓ－甲酯、１－癸醇和正辛醇有关；而 ＥＬ４３
（Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ）主要与多种酯类化合物的合成有关．
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０　引言

浓香型、酱香型、清香型和米香型是我国白

酒４大基础香型，其中，浓香型白酒具有芳香浓
郁、绵柔甘洌、香味协调、入口甜、落口绵、尾净

余长等风格特征，其产销量占全国白酒总产销

量的７０％左右．浓香型白酒含有成百上千种香
气物质，包括有机酸、酯、醇、醛酮、酚、缩醛及硫

化物等［１－２］，其种类与含量影响着浓香型白酒

的整体风格和品质．在上述香气物质中，对浓香
型白酒风味影响较大的香气物质主要包括具有

酸味、奶油等香味的己酸、丁酸、３－甲基丁酸等
脂肪酸，以及具有果香和花香等香味的己酸乙

酯、丁酸乙酯、辛酸乙酯、戊酸乙酯等酯类化合

物．此外，具有甜味、烟熏味等香味的正己醇、
３－甲基丁醇、４－乙基愈创木酚和４－甲基愈创
木酚对浓香型白酒风味也有较大的贡献度［３］．

浓香型白酒中复杂香气成分的形成与其独

特的酿造工艺密不可分．浓香型白酒的生产可
以简单概括为：以粮谷为原料，泥窖为发酵容

器，采用多菌种自发发酵的固态发酵模式，经蒸

馏、贮存、勾调等环节制成的高度酒精饮料［４］．
在浓香型白酒酿造过程中，大曲和窖泥是微生

物的主要来源．大曲中的优势微生物为好氧和
兼性好氧的霉菌、酵母、乳酸菌、芽孢杆菌等，其

在发酵过程中形成多种生物酶（淀粉酶、蛋白

酶和酯化酶等），主要参与粮谷糖化及酒精发

酵过程，同时形成一些香味物质，如乙酸、乳酸、

苹果酸、亮氨酸、甘露醇及 Ｎ－乙酰谷酰胺

等［５］．窖泥中的优势微生物主要为兼性厌氧和

专性厌氧的原核微生物，如厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉ

ｃｕｔｅｓ）中的梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）和瘤胃球菌属

（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）等，拟杆菌菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）

中的普雷沃菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ），以及广古菌门

（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）中的甲烷杆菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅ

ｒｉｕｍ）等［６－７］．研究表明，梭菌Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．是

一类能合成多种脂肪酸和醇类物质的微生物类

群，如Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ和 Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ的主要代

谢产物为丁酸，同时伴有乙酸的形成［８－９］；Ｃ．

ｋｌｕｙｖｅｒｉ的主要代谢产物为己酸，同时伴有乙

酸、丁酸及辛酸的形成［４］；Ｃ．ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉｉ能发酵

糖类，产生乙醇及丁醇等［１０］．在浓香型白酒酿

造过程中，Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．所产生的脂肪酸和醇

类可以直接作为香味物质，同时其在酶促和非

酶促反应中还能形成相应的酯类化合物，如丁

酸乙酯及己酸乙酯等［１１］．此外，白酒酿造过程

中可能会存在一些梭菌属物种，如 Ｃ．ｇｈｏｎｉ和

Ｃ．ｓｏｒｄｅｌｌｉｉ，能产生吲哚和４－甲基苯酚等异嗅

物质［１２］，影响浓香型白酒的品质．鉴于此，本研
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究拟对浓香型白酒窖泥中的 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．进

行分离和初步鉴定，并采用顶空固相微萃取 －

气相色谱 －质谱联用法（ＨＳＳＰＭＥＧＣＭＳ）对

分离菌株的挥发性代谢产物进行分析，为明晰

白酒酿造过程中Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．与浓香型白酒

风味之间的联动关系，以及为通过调控白酒酿

造过程中Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．的定向生物强化及控

制手段来提升白酒品质提供一定的理论支撑．

１　材料与方法

１．１　材料和仪器
１．１．１　样品采集　窖泥样品取自某酒业正常

发酵窖池底部的窖泥，取出后迅速装入无菌采

样袋，置于冰盒内运输至实验室，４℃下保存．

１．１．２　主要试剂　琼脂糖、Ｅｚｕｐ柱式细菌基

因组 ＤＮＡ抽提试剂盒、ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）

（Ｋ０１７１）、引物２７Ｆ／１４９２Ｒ、ＤＮＡ分子量标准

ＭａｒｋｅｒＥ（２００—１５００ｂｐ）、ＳａｎＰｒｅｐ柱式ＰＣＲ产

物纯化试剂盒，均购自生工生物工程（上海）股

份有限公司；薄荷醇，购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；其

余试剂均为分析纯，购自国药集团化学试剂有

限公司．

１．１．３　主要仪器　ＤＨ－４００恒温培养箱，上

海鸿都电子科技有限公司产；ＬＸ－Ｃ５０立式自

动电热压力蒸汽灭菌锅，合肥华泰医疗设备有

限公司产；２．５Ｌ厌氧培养罐，日本三菱化学公

司产；ＴＧＬ－１６Ｇ离心机，上海安亭科学仪器厂

产；ＤＹＹ－Ⅲ－５型稳压电泳仪，北京六一仪器

设备有限公司产；Ｃ１０００ＰＣＲ仪、ＧｅｌＤｏｃ１０００

凝胶成像仪，美国ＢｉｏＲａｄ公司产；固相萃取头

（５０／３０μｍＤＶＢ／ＣＡＲ／ＰＤＭＳ）及ＳＰＭＥ手动进

样手柄，美国ＳＵＰＥＬＣＯ公司产；６８９０Ｎ／５９７３气

质联用仪，美国安捷伦公司产．

１．２　实验方法

１．２．１　培养基的制备　参照 Ｘ．Ｌ．Ｈｕ等［４］的

方法配制增强梭菌培养基，（ＲＣＭ培养基）、乙

醇醋酸钠培养基（ＥＳ培养基），ＲＣＭ和ＥＳ固体

培养基在相应的ＲＣＭ和ＥＳ液体培养基的基础

上分别添加质量分数为２％的琼脂．

１．２．２　窖泥梭菌的纯化培养　 称取１０ｇ窖泥

样品，加入盛有１００ｍＬ无菌水和１０粒玻璃珠

（φ＝３ｍｍ）的厌氧瓶中，于２５℃的摇床上以

２００ｒ／ｍｉｎ振荡２０ｍｉｎ，使之混匀．将窖泥悬浮

液放入８０℃水浴锅中热处理１０ｍｉｎ杀死营养

体细胞，以质量分数为５％的接种量分别接种

于１００ｍＬＲＣＭ和ＥＳ液体培养基，３７℃富集培

养３～５ｄ．将两种富集培养液采用１０倍梯度法

稀释，分别吸取梯度为 １０－３～１０－６的稀释液

２００μＬ，涂布于梭菌对应类型的 ＲＣＭ或 ＥＳ固

体培养基，将培养皿置于厌氧盒内３７℃培养

３ｄ，然后对各种不同特征的菌落进行平板划线

纯化，以获得单菌落．

１．２．３　纯化菌株的发酵培养　将从 ＲＣＭ和

ＥＳ固体培养基中分离到的单菌落再分别接种

于１５ｍＬ对应液体培养基中，３７℃ 恒温下厌

氧培养４８ｈ．吸取适量发酵液分别用于细菌基

因组ＤＮＡ的提取和其挥发性代谢产物的检测．

１．２．４　ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及测序　菌株

ＤＮＡ提取：吸取细菌发酵液１ｍＬ置于无菌 ＥＰ

管中，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃去上清液．使

用Ｅｚｕｐ柱式细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒，提

取菌体沉淀基因组ＤＮＡ．

ＰＣＲ扩增：以 ２７Ｆ／１４９２Ｒ为 ＰＣＲ扩增引

物，上述纯菌株的 ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增体系

及扩增条件参照张会敏等［１３］的报道．

测序：利用１％琼脂糖电泳检测扩增产物，

目的片段长度约为１５００ｂｐ．利用 ＳａｎＰｒｅｐ柱式

ＰＣＲ产物纯化试剂盒纯化ＰＣＲ扩增产物，并将

纯化后的扩增产物送至上海生工公司进行双向

测序．

１．２．５　菌株分子鉴定及系统发育树的构建　

将测得的每株单菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列在

·３·
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ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／）中进行 ＢＬＡＳＴ比对分析，并分别下载与

其同源性最高的物种的１６ＳｒＲＮＡ基因序列．将

测定菌株及与其同源性最高的物种的 １６Ｓ

ｒＲＮＡ基因序列采用 Ｍｅｇａ５．０５软件的 Ｃｌｕｓｔａｌ

Ｗ功能进行比对，然后用ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）

构建系统发育树．

１．２．６　梭菌发酵液挥发性代谢物 ＨＳＳＰＭＥ

ＧＣＭＳ分析　取１０ｍＬ菌株发酵液，于４℃，１０

０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ，吸取８ｍＬ上清液

置于干净无味的顶空瓶中，同时加入３ｇ氯化

钠、２０μＬ薄荷醇（１００ｍｇ／Ｌ内标液）和１个磁

力转子．采用顶空固相微萃取法（ＨＳＳＰＭＥ）萃

取发酵液中的挥发性物质，采用 ５０／３０μｍ

ＤＶＢ／ＣＡＲ／ＰＤＭＳ固相萃取头，于５０℃磁力搅

拌恒温水浴锅中萃取 ３０ｍｉｎ，转速４００ｒ／ｍｉｎ．

然后将萃取后的固相萃取头插入气相色谱仪进

样口热解吸附５ｍｉｎ，进样口温度２６０℃．

气相色谱及质谱分析条件：除色谱柱改为

ＤＢ－ＦＦＡＰ色谱柱（６０ｍ×２５０μｍ×０．２５μｍ）

外，其余条件均与何培新等［１４］报道的条件

相同．

２　结果与讨论

２．１　分离菌株１６ＳｒＲＮＡ基因的系统发育分析
窖泥样品悬液经ＲＣＭ和ＥＳ液体培养基富

集后，分别采用相应的分离平板进行分离纯化

培养，共获得８８株纯培养物．将上述纯培养物

的１６ＳｒＲＮＡ基因序列提交 ＮＣＢＩ数据库进行

在线ＢＬＡＳＴ比对并进行系统发育树分析，发现

其中 ７５株纯培养物分属于 ８个系统发育簇

（ｃｌｕｓｔｅｒⅠ—Ⅷ），分别与梭菌属中Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉ

ｃｕｍ，Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ，Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ，

Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ，Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ，Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ和 Ｃ．

ｋｌｕｙｖｅｒｉ聚在不同的发育簇，基于窖泥中７５株

纯培养物１６ＳｒＲＮＡ基因序列的系统发育树分

析如图１所示．

本研究从窖泥中筛选出菌株的最高相似菌

包括Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ，Ｃ．

ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ，Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ和 Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ，这些

梭菌也存在于四川和江苏等地酒企的窖泥

中［４，１５－１７］，这表明上述菌种是不同区域酒企窖

泥中共有的梭菌种属．而梭菌Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ和

Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ是第一次在窖泥中分离得到的，表

明这两种菌可能是该酒企特有的梭菌种属．本

研究进一步丰富了窖泥中梭菌的多样性．尽管

通过可培养或免培养技术检测到窖泥中的多种

梭菌种属，但关于其所产生的挥发性代谢物多

样性的报道较少．为了进一步明晰上述Ｃｌｏｓｔｒｉｄ

ｉｕｍｓｐｐ．所产挥发性代谢物对浓香型白酒风味

的贡献度，本研究在图１所示８个系统发育簇

选取每个发育簇生长性能优良的代表性菌株，

对其进行挥发性代谢物检测．每个系统发育簇

中的代表性菌株及其最高相似菌见表１．其中，

６株代表菌株（ＲＬ１，ＥＬ７，ＥＬ１２，ＲＬ２３，ＥＬ４３和

ＥＬ４６）分别与其最高相似菌的１６ＳｒＲＮＡ基因

序列的同源性均≥９９％．因此可将这些菌株初

步鉴定到种水平［１８］，分别为Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．

ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ，Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ，Ｃ．ｃａｄａ

ｖｅｒｉｓ和Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ．而菌株ＲＬ１０和ＲＬ２０与其最

高相似菌（Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ和 Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）的同

源性、与库中基因序列的同源性均＜９９％，表明

这些菌株可能属于梭菌属中新的种属［１９］，其分

类地位需要进一步确证．

２．２　菌株 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．所产挥发性代谢物

分析

　　梭菌代表性菌株发酵液中挥发性物质的

ＨＳＳＰＭＥＧＣＭＳ分析见表２．由表２可知，从上

述８株代表性梭菌菌株发酵液中共检测到７５

种挥发性物质，其中醇类和酸类化合物种类较

多，分别为２３种和２０种，而酯类、醛类、酮类和

其他挥发性物质分别为１４种、２种、２种和１４种．

·４·
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图１　基于窖泥中７５株纯培养物１６ＳｒＲＮＡ基因序列的系统发育树分析

Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ７５ｐｕｒｅｃｕｌｔｕｒｅｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｐｉｔｍｕｄｓ

表１　代表性菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析结果

Ｔａｂｌｅ１　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号 最高相似菌株 相似度 登录号

ＲＬ１ Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ ９９％ ＮＲ＿０４４７１８．２
ＥＬ７ Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ ９９％ ＮＲ＿１１３２４４．１
ＲＬ１０ Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ ９５％ ＮＲ＿０２６４９３．１
ＲＬ２０ Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ９６％ ＮＲ＿０７４５１１．１
ＥＬ１２ Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ １００％ ＮＲ＿１１３３２３．１
ＲＬ２３ Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ ９９％ ＮＲ＿１１３２４５．１
ＥＬ４３ Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ ９９％ ＮＲ＿１０４６９５．１
ＥＬ４６ Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ ９９％ ＮＲ＿０７４１６５．１

上述Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．的挥发性代谢物在浓香型

白酒中已被检出，且被确认为对浓香型白酒香

气贡献度较高的化合物为丁酸、戊酸、己酸、己

酸乙酯、３－甲基丁醇等［１－３］．这也表明Ｃｌｏｓｔｒｉｄ

ｉｕｍｓｐｐ．不仅是窖泥中一类优势微生物类

群［４，６－７，９，１７］，而且其在浓香型白酒酿造过程中

与呈香化合物的形成也密不可分．

在酿造过程中，醇类化合物主要由微生物

利用糖、果胶、氨基酸等物质代谢产生，多具有

·５·
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表２　代表性菌株发酵液中挥发性物质的ＨＳＳＰＭＥＧＣＭＳ分析

Ｔａｂｌｅ２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｖｏｌａｔｉｌｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓｕｓｉｎｇＨＳＳＰＭＥＧＣＭＳ

类别 化合物 ＲＬ１ ＥＬ７ ＲＬ１０ ＲＬ２０ ＥＬ１２ ＲＬ２３ ＥＬ４３ ＥＬ４６

酯类

己酸乙酯 （Ｖ１） ０．０１ ０．０１ ０．０１ ０．０７ — ０．０２ — —

乙酸乙酯 （Ｖ２） — — — — — — ０．０７ ０．０３
丁酸乙酯 （Ｖ３） — — — — — — ０．２３ —

乙酸丁酯 （Ｖ４） — — — — — — ０．１０ —

丁酸丁酯 （Ｖ５） — — — — — — ０．０６ —

乙酸对甲酚酯 ０．０１ — — — — — — —

丁酸苯酯 ０．０２ — — — — — — —

氯甲酸辛酯 （Ｖ６） — — — — — — ０．４９ —

３－苯丙酸乙酯 （Ｖ７） — — — — ０．０１ ０．０１ ０．０９ —

３－苯基丙基乙酸酯 （Ｖ８） — — — — — — ０．２７ —

二乙基丙二酸二乙酯 — — — — — — — 
硫代醋酸Ｓ－甲酯 （Ｖ９） — — — — — ０．１３ — —

硫代丙酸甲酯 — — — — ０．０２ ０．０１ — —

４－甲基戊酸乙酯 — — — —  — — —

醇类

１－癸醇 （Ｖ１０） — — — ０．０１ ０．０３ ０．０６ — —

３－苯丙醇 （Ｖ１１） — —   ０．０４ ０．０２ ４．３７ —

异丁醇 （Ｖ１２） — — — — — — ０．１８ —

庚醇 （Ｖ１３） — — — — — — ０．０７ —

４－苯基丁醇 （Ｖ１４） — — — — — — ０．１３ —

５－苯基－１－戊醇 （Ｖ１５） — — — — — — ０．０８ —

丙醇 — — — — ０．０２ ０．０１ — —

正辛醇 （Ｖ１６） — — ０．１０  ０．３２ ０．２３ — 
３，７－二甲基－２，６－辛二烯－１－醇 — — — — ０．０１ — — —

十一烯醇 — — ０．０２ — — ０．０２ — —

苯甲醇 — —  — —  — —

甲基乙酰甲醇 — — ０．０１ — — — — —

２，３－丁二醇 — — ０．０１ — — — — —

（２Ｒ，３Ｒ）－（－）－２，３－丁二醇 — — ０．０２ — — — — —

香叶醇 — — ０．０１ — — — — —

３－甲基丁醇 （Ｖ１７） — —  — — — ０．１８ —

４－甲基戊醇 （Ｖ１８） — — — — ０．０４ ０．０２ ０．５３ —

３－甲基己醇 （Ｖ１９） — — — — ０．０２ ０．０１ ０．４７ —

９－癸烯醇 — — — — ０．０１ — ０．０３ —

苯乙醇 ０．０１  ０．０１ ０．０１ ０．０１ ０．０１ ０．０１ —

正丁醇 （Ｖ２０）  ０．０１ — ０．０１ ０．０３ ０．０１ ３．２１ 
正戊醇 （Ｖ２１） ０．０１ — —  — — ０．６４ —

２－乙基己醇 — — —  — — — —

酸类

乙酸 （Ｖ２２） ０．３６ ０．２６ ０．０３ ０．０４ ０．０５ ０．０１ ０．０１ ０．０３
丁酸 （Ｖ２３） １０．６１ ２．１８ ０．０１ ０．５７ ０．０３ ０．０５ ０．４５ ０．０５
２－丁烯酸 ０．０３ — — — — — — —

壬酸 ０．０１ ０．０１ — ０．０１ ０．０３ ０．０１ — —

癸酸 （Ｖ２４） ０．１６ ０．０８ ０．０１ ０．０２ ０．３２ ０．０８ ０．１８ —

４－甲基戊酸 （Ｖ２５） — — ０．０１ ０．０２ １．９３ ０．９３ １．０７ ０．０２
戊酸 （Ｖ２６） — — — — — — ０．０８ —
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续表２

类别 化合物 ＲＬ１ ＥＬ７ ＲＬ１０ ＲＬ２０ ＥＬ１２ ＲＬ２３ ＥＬ４３ ＥＬ４６
十一酸 — — — — ０．０１ — — —

３－苯基丙酸 — — — — — ０．０２ — —

辛酸 （Ｖ２７） ０．７３ ０．２１ ０．０７ ０．１４ ０．０７ ０．０３ — ０．０３
异丁酸 ０．０１ ０．０１ —  — — — —

己酸 （Ｖ２８） ０．１ ０．０５ ０．０２ ０．０３ ０．０２ ０．０１ ０．０５ １．０６
反－３－癸烯酸 ０．０４ — — — — — — —

酸类 ３－甲基戊酸 ０．０４ — — — — — — —

庚酸 ０．０１ — — —  — — —

Ｌ－乳酸 — ０．０１ — — — — — —

３－甲基己酸 （Ｖ２９） — — — — ０．１７ ０．０５ ０．２１ —

２－甲基己酸 — — — — — ０．０４ — —

４－甲基－２－戊烯酸 — — — — —  — —

十二酸 — — — — — ０．０１ — 

醛类
苯甲醛 （Ｖ３０） ０．０７ ０．０３ ０．０１ ０．０２ ０．０３ — ０．０２ —

２，４，５－三甲基苯甲醛 — —  — — — — —

酮类
２－壬酮 — — — — — ０．０２ — —

１－巯基－２－丙酮 — — — — —  — —

其他类

对甲苯酚 ０．０３ ０．０１   ０．０２ ０．０２ — —

２，４－二叔丁基苯酚 （Ｖ３１） ０．１５ ０．１６ ０．１６ ０．２ ０．１４ ０．１９ — —

２，５－二叔丁基苯酚 （Ｖ３２） — — — — — — ０．１６ —

烯丙苯 — — — — — — ０．０１ —

２，３，５，６－四甲基吡嗪 ０．０１ ０．０２ — — — — — —

苯并噻唑 （Ｖ３３） — — ０．０１ ０．０８ ０．０１ ０．０１ — —

二甲基二硫 （Ｖ３４） — — — — — ０．０２ ０．０８ —

二甲基三硫 — — — — ０．０３ ０．０２ — —

吲哚 — — — — —  — —

环辛烷 — — ０．０５ — — — — —

４－乙烯基－２－甲氧基苯酚 — —  — — — — —

２－甲基吡嗪 — — —  — — — —

甲基磺酸酐 ０．０１ — — — — — — —

２－乙酰基噻唑 — — — ０．０１ — — — —

　　注：表中数字表示相应化合物的相对含量，即其与内标（薄荷醇）峰面积比值；—表示未检测出；表示该化合物的相对
含量＞０且＜０．００５；Ｖ１—Ｖ３４表示用于主成分分析的变量

甜味、花香、青草等香味，是酒体中微量香味物

质的重要组成部分．由表２可知，醇类化合物是

上述８株代表性梭菌菌株发酵液中挥发性物质

最多的一类，包括对浓香型白酒香气贡献度较

大的 ３－甲基丁醇、２－乙基己醇及正戊醇

等［１，３］，也包括在浓香型白酒中很少被报道的

醇类，如９－癸烯醇和５－苯基－１－戊醇等．不

同Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．菌株产生醇类化合物的种类

和含量存在明显差异．其中菌株 ＲＬ１０（Ｃ．

ｉｎｄｏｌｉｓ），ＥＬ１２（Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ），ＲＬ２３（Ｃ．ｓｐｏｒｏ

ｇｅｎｅｓ）和ＥＬ４３（Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ）所产醇类化合物种

类较多（≥１０种），而 ＲＬ１（Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ），

ＥＬ７（Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）和 ＥＬ４６（Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ）仅能产

生少数几种醇类化合物（≤３种）．此外，仅有

３－苯丙醇、正辛醇、苯乙醇和正丁醇４种醇类

化合物能被５种及以上梭菌代表性菌株合成，

而９种醇类化合物仅能被１种梭菌代表性菌株

合成，且 ＥＬ４３（Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ）产多种醇类化合
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物的能力均高于其他代表性菌株．这些结果能

为通过定向微生物强化来提升浓香型白酒中特

定醇类化合物含量提供借鉴．

脂肪酸是所有白酒中含量较高且较为重要

的一类化合物，其在白酒中的组成及丰度影响

白酒的香型及品质．例如，脂肪酸可以增加酒的

厚重感，削弱或掩盖白酒的邪杂味、爆辣感及苦

味等．此外，脂肪酸也是白酒中重要的呈香物

质，是酯类化合物合成的主要前体［１１］．在浓香

型白酒中，具有酸味、奶油味等香味的己酸、丁

酸、３－甲基丁酸等脂肪酸对其香气贡献度较

高．由表２可知，上述８株代表性菌株能产生不

同碳链长度（Ｃ２—Ｃ１２）的挥发性脂肪酸共２０

种．每株代表性菌株均能产生６种以上脂肪酸，

且多数脂肪酸（如丁酸、己酸、辛酸、庚酸等）在

白酒中均已被检出，这也表明梭菌可能是浓香

型白酒酿造过程中产生挥发性脂肪酸的重要来

源．在上述脂肪酸中，乙酸、丁酸和己酸作为浓

香型白酒的重要风味成分，可以由上述８株代

表性菌株产生．其中，产己酸最高的为 ＥＬ４６

（Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ），其半定量结果为１．０６．目前，梭菌

Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ是产己酸梭菌的一个代表菌种，其在

不同地域产的浓香型白酒中均已被检出［４］．产

乙酸、丁酸及辛酸能力最高的为ＲＬ１（Ｃ．ｔｙｒｏｂｕ

ｔｙｒｉｃｕｍ），该梭菌是用于工业发酵产丁酸的主要

菌种．

酯类是浓香型白酒中最重要的一类呈香化

合物，且大部分酯类化合物沸点较低，经过蒸馏

很容易进入基酒中，因此是白酒中含量和数量

最多的风味化合物［２０－２１］．由表２可知，本研究

共检测到 １４种酯类化合物，且除 ＥＬ４３（Ｃ．

ｃａｄａｖｅｒｉｓ）外，其他梭菌菌株仅形成少数几种酯

类化合物（≤４种），表明梭菌对白酒中酯类化

合物的形成可能基于间接作用，即主要由醇类

和酸类化合物经酶促和非酶促反应中的酯化作

用生成．

除上述酸类、醇类及酯类化合物外，上述菌

株还产生其他多种挥发性物质，如酚类、醛类和

酮类等．酚类是窖泥中另一类比较重要的化合

物，具有芳香气味．本研究检测到对甲苯酚、２，

４－二叔丁基苯酚、２，５－二叔丁基苯酚和４－

乙烯基－２－甲氧基苯酚４种酚类物质，其中以

ＲＬ２０（Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）所产２，４－二叔丁基苯

酚的含量最高．除此之外，还检测到苯甲醛和

２，４，５－三甲基苯甲醛 ２种醛类物质，１－巯

基－２－丙酮和２－壬酮２种酮类物质，吲哚、

２－甲基吡嗪、２，３，５，６－四甲基吡嗪、苯并噻唑

和２－乙酰基噻唑５种苯并杂环化合物，烯丙

苯和环辛烷２种烃类化合物，二甲基二硫、二甲

基三硫２种含硫类化合物．其中具有烘烤香气、

甜香气的２，３，５，６－四甲基吡嗪，有助于丰富

白酒的香气［１６］．具有异嗅味的二甲基二硫、二

甲基三硫和吲哚，在一定程度上影响白酒的口

感和品质．因此，明晰不同 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．所产

挥发性代谢物的种类及组成，有助于通过对有

益微生物的强化或对有害微生物的控制，实现

从白酒酿造源头提升白酒品质．

２．３　主成分分析
根据表２可知，８株Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．所产挥

发性代谢物的种类和含量存在明显差异．为了

进一步直观反映上述菌株与其挥发性代谢物之

间的关联性，选取相对含量大于０．０５的挥发性

代谢物共３４种化合物对这８株Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．

进行主成分分析．图２为代表性菌株散点图和

挥发性代谢物载荷图．由图２ａ）可知，主成分１

（ＰＣ１）和主成分２（ＰＣ２）共２３个变量，累计代

表上述３４个变量７６．８％的信息．从图２ｂ）可以

看出，上述８株菌株聚为４类．从主成分１可

知，只有菌株 ＥＬ４３（Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ）处于第一象

限，其主要与乙酸乙酯 （Ｖ２）、丁酸乙酯 （Ｖ３）、

乙酸丁酯 （Ｖ４）、丁酸丁酯 （Ｖ５）、氯甲酸辛酯

（Ｖ６）、３－苯丙酸乙酯 （Ｖ７）、４－甲基戊醇

·８·
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（Ｖ１８）、３－甲基己醇 （Ｖ１９）、３－甲基己酸

（Ｖ２９）和二甲基二硫 （Ｖ３４）１０个变量呈正相

关关系．而其余７株 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．与另外１１

个变量呈正相关关系，包括己酸乙酯 （Ｖ１）、硫

代醋酸Ｓ－甲酯 （Ｖ９）、１－癸醇 （Ｖ１０）、正辛醇

（Ｖ１６）、乙酸 （Ｖ２２）、丁酸 （Ｖ２３）、辛酸

（Ｖ２７）、己酸 （Ｖ２８）、苯甲醛 （Ｖ３０）、２，４－二

叔丁基苯酚 （Ｖ３１）和苯并噻唑 （Ｖ３３）１１种化

合物．从主成分２可知，菌株 ＲＬ１（Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉ

ｃｕｍ）和 ＥＬ７（Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）主要与乙酸、丁酸、

辛酸和苯甲醛相关；ＥＬ４６（Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ）、ＲＬ２０

（Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）和 ＲＬ１０（Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ）主要与

己酸、己酸乙酯、２，４－二叔丁基苯酚及苯并噻

唑相关；ＥＬ１２（Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ）ＲＬ２３（Ｃ．ｓｐｏｒｏ

ｇｅｎｅｓ）主要与硫代醋酸 Ｓ－甲酯、１－癸醇和正

辛醇相关；而ＥＬ４３（Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ）主要与乙酸乙

酯、丁酸乙酯、乙酸丁酯、丁酸丁酯、氯甲酸辛

酯、３－苯丙酸乙酯 、４－甲基戊醇、３－甲基己

醇和二甲基二硫这９种化合物有关．

综上所述，基于不同 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．与挥

发性代谢物之间的相关性，可以为选择相应的

梭菌菌株或种属对浓香型白酒酿造过程中的特

定化合物进行微生物定向、强化，提供一定的理

论依据．

３　结论

本文从某酒企的浓香型白酒窖泥中分离出

８８株厌氧细菌，其中７５株细菌分属于８个系

统发育簇（ｃｌｕｓｔｅｒⅠ—Ⅷ），且不同发育簇的最

高相似梭菌Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．分别为Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉ

ｃｕｍ，Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ，Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ，

Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ，Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ，Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ和 Ｃ．

ｋｌｕｙｖｅｒｉ．其中梭菌Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ和 Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ

第一次在窖泥中被检出，进一步丰富了窖泥中

梭菌的种类．采用ＨＳＳＰＭＥＧＣＭＳ法从上述８

株代表性梭菌菌株发酵液中共检测到７５种挥

图２　代表性菌株

散点图和挥发性代谢物载荷图

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｓｃａｔｔｅｒｄｉａｇｒａｍｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

ａｎｄｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔｏｆｖｏｌａｔｉｌｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

发性物质，包括醇类２３种、酸类２０种、酯类１４

种、醛类２种、酮类２种和其他挥发性物质１４

种，表明 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．在浓香型白酒酿造过

程中，与多种挥发性化合物的形成密不可分．通

过主成分分析发现，菌株ＲＬ１（Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）

和ＥＬ７（Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）与乙酸、丁酸、辛酸和苯甲

醛的合成相关性较大；ＥＬ４６（Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ）、ＲＬ２０

（Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）和 ＲＬ１０（Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ）主要与

己酸、己酸乙酯、２，４－二叔丁基苯酚和苯并噻

唑的形成相关；ＥＬ１２（Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ）ＲＬ２３（Ｃ．

ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ）主要与硫代醋酸 Ｓ－甲酯、１－癸醇

和正辛醇相关；而ＥＬ４３（Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ）主要与多

·９·



　２０１７年１１月 第３２卷 第６期

种酯类、４－甲基戊醇、３－甲基己醇和二甲基二
硫的合成有关．

本研究对窖泥中厌氧梭菌的分离、鉴定和

其挥发性代谢物的分析结果，为今后定向生物

强化白酒风味物质形成、呈香化合物溯源、控制

白酒异嗅物质产生，进而提升浓香型白酒品质，

提供了理论依据．
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窖泥微生物；高通量

测序；浓香型白酒；群

落多样性

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：
ｍｉｃｒｏｂｅｉｎｐｉｔｍｕｄｓ；
ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；
Ｌｕｚｈｏｕｆｌａｖｏｒｌｉｑｕｏｒ；
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

曾田１，４，胡晓龙２，马兆２，崔媛媛２，王京京２，何培新２，
李聪聪２，牛广杰３，李红１

ＺＥＮＧＴｉａｎ１，４，ＨＵＸｉａｏｌｏｎｇ２，ＭＡＺｈａｏ２，ＣＵＩＹｕａｎｙｕａｎ２，ＷＡＮＧＪｉｎｇｊｉｎｇ２，
ＨＥＰｅｉｘｉｎ２，ＬＩＣｏｎｇｃｏｎｇ２，ＮＩＵＧｕａｎｇｊｉｅ３，ＬＩＨｏｎｇ１

１．五粮液集团有限公司，四川 宜宾 ６４４０００；
２．郑州轻工业学院 食品与生物工程学院，河南 郑州 ４５０００１；
３．河南省百泉春酒业有限公司，河南 新乡 ４５３０００；
４．河南五谷春酒业股份有限公司，河南 信阳 ４６４０００
１．ＷｕｌｉａｎｇｙｅＧｒｏｕｐＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｙｉｂｉｎ６４４０００，Ｃｈｉｎａ；
２．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＬｉｇｈｔＩｎｄｕｓｔｒｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５０００１，
Ｃｈｉｎａ；
３．Ｈｅ′ｎａｎＢａｉｑｕａｎｃｈｕｎＷｉｎｅＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｘｉｎｘｉａｎｇ４５３０００，Ｃｈｉｎａ；
４．Ｈｅ′ｎａｎＷｕｇｕｃｈｕｎＷｉｎｅＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｘｉｎｙａｎｇ４６４０００，Ｃｈｉｎａ

摘要：以河南某酒企浓香型白酒窖泥样品中的微生物作为出发菌群，分别构建

产己酸菌群和降乳酸菌群．基于原核微生物１６ＳｒＲＮＡ基因 Ｖ４可变区，分别对
上述两种菌群进行高通量测序分析，结果表明，两种菌群中物种多样性均低于

窖泥出发菌群，且优势微生物组成发生了明显改变．产己酸菌群的优势菌主要
集中在厚壁菌门中的 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ属和 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ属，而降乳酸菌群的优势微
生物主要集中在厚壁菌门的 Ｂａｃｉｌｌｕｓ，Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ，Ｓｐｏｒａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒ，Ｓｏｅｈｎｇｅｎｉａ，
Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａ，Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ，Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ，Ｃａｌｄｉｃｏｐｒｏｂａｃｔｅｒ，Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ，Ｄｏｒｅａ，
Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ和Ｔｅｐｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ１２个属．本研究结果有助于明晰窖泥中与产己酸
和降乳酸有关微生物的分类学地位，并为通过定向组装高产己酸群落和有效降

乳酸群落、实现浓香型白酒酿造过程中“增己降乳”提供理论支撑．
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｎｄｌａｃｔｉｃａｃｉｄｕｔｉｌｉｚｉｎｇｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍｓｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｍｉｃｒｏｂｅ
ｉｎｐｉｔｍｕｄｓｏｆＬｕｚｈｏｕｆｌａｖｏｒｌｉｑｕｏｒｆｒｏｍｏｎｅｗｉｎｅｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎｉｎＨｅ′ｎａｎ．Ｔｈｅｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｕｓｉｎｇｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＶ４ｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ．Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｐｅｃｉｅｓｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓｉｎｂｏｔｈｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍｓｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｐｉｔｍｕｄｓ，
ｗｈｉｃｈｗａｓａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｂｙｔｈｅｏｂｖｉｏｕｓｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｄｏｍｉｎａｎｔｍｉｃｒｏｂｅ．Ｔｈｅｄｏｍｉｎａｎｔｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ
ｉｎｔｈｅｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｉｎｇｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍｓｗｅｒｅｔｈｅＦｉｒｍｉｃｕｔｅＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍａｎｄＲｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ．Ｔｈｅｄｏｍｉｎａｎｔ
ｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓｉｎｔｈｅｌａｃｔｉｃａｃｉｄｕｔｉｌｉｚｉｎｇｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍｓｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏｔｈｅＦｉｒｍｉｃｕｔｅＢａｃｉｌｌｕｓ，Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ，Ｓｐｏｒａｎａｅｒ
ｏｂａｃｔｅｒ，Ｓｏｅｈｎｇｅｎｉａ，Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａ，Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ，Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ，Ｃａｌｄｉｃｏｐｒｏｂａｃｔｅｒ，Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ，Ｄｏｒｅａ，
ＣｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓａｎｄＴｅｐｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ．Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗｉｌｌｂｅｃｏｎｄｕｃｉｖｅｔｏｃｌａｒｉｆｙｔｈｅｔａｘｏｎｏｍｉｃｓｔａｔｕｓｏｆｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄ
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｎｄｌａｃｔｉｃａｃｉｄｕｔｉｌｉｚｉｎｇｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍｓｉｎｐｉｔｍｕｄｓ，ａｎｄｐｒｏｖｉｄｅｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｓｕｐｐｏｒｔｆｏｒｒｅａｌｉｚｉｎｇ
ｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｎｄｌａｃｔｉｃａｃｉｄｕｔｉｌｉｚｉｎｇｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＬｕｚｈｏｕｆｌａｖｏｒｌｉｑｕｏｒｔｈｒｏｕｇｈｍｉｃｒｏｂｉａｌｄｉｒｅｃ
ｔｉｏｎａｌｂｉｏａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ．

０　引言

中国白酒历史悠久、工艺独特，是我国独具

民族特色的蒸馏酒，与威士忌、伏特加、白兰地、

朗姆酒和金酒并称为世界六大蒸馏酒［１］．基于

酿造工艺和风格的差异，白酒又分为４个基本

香型，即浓香型、酱香型、清香型和米香型．其中

浓香型白酒在中国白酒市场上处于主导地位，

其产销量均达７０％左右［２－３］．浓香型白酒的酿

造以泥窖为发酵容器，窖泥是浓香型白酒酿造

微生物的主要来源之一，其微生物的组成与多

样性是决定窖泥质量优劣的重要因素［４－５］．窖

泥菌群十分复杂，栖息着成百上千种微生物．根

据窖泥微生物的功能之不同，可以将其分为己

酸菌、醋酸菌、乳酸菌、丁酸菌、酵母菌、酯化菌

和硫酸盐还原菌等［６］．根据微生物分类学，窖泥

微生物包括原核微生物中的厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉ

ｃｕｔｅｓ）、广古菌门（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）、拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）等 ３３个菌门中的 ３００多个物

种［４－５］，以及真核微生物中的子囊菌门（Ａｓｃｏ

ｍｙｃｏｔａ）、接合菌门（Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ）、担子菌门

（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）、壶菌门（Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）中的

１１１个属［７］．

在上述窖泥微生物中，产己酸微生物和降

乳酸微生物一直被认为是浓香型白酒酿造过程

中重要的功能微生物类群．其中，产己酸微生物

的代谢产物己酸既是白酒中重要的香气物质，

也可以作为浓香型白酒主体香气物质己酸乙酯

合成的前体［８］．己酸乙酯含量的高低决定浓香

型白酒的品质，根据浓香型白酒国家标准规定，

优级浓香型白酒中己酸乙酯质量浓度应为

１．２～２．８ｇ／Ｌ．自１９６０年代就有白酒工作者针

对如何提升浓香型白酒中己酸和己酸乙酯的含

量（增己）开展研究，目前发现能产己酸的微生

物主要为梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ），如 Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ，

Ｃ．ｃｏｃｌｅａｔｕｍ和 Ｃ．Ｌｕｓｈｕｎ等［８］．但窖泥是一个
复杂的微生态体系，其中除了含有梭菌属外，是

否存在与其协同产己酸的其他种属尚不明晰．

此外，白酒酿造过程中会有大量乳酸形成和积

累，这主要与乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）发酵有

关［４－５］．大量乳酸积累将导致白酒中乳酸和乳

酸乙酯含量增高，使白酒中四大酸（乙酸、乳

酸、丁酸和己酸）和四大酯（乙酸乙酯、乳酸乙

酯、丁酸乙酯和己酸乙酯）的酸／酯比例失
衡［９］，白酒呈现明显的酸涩感，从而降低白酒品

质．因此，明晰窖泥中与降乳酸相关的微生物菌

群的多样性，将有助于从浓香型白酒生产源头

上降低乳酸和乳酸乙酯含量（降乳）．本研究以

浓香型白酒窖泥微生物为研究对象，构建产己

酸菌群和降乳酸菌群，采用高通量测序技术解
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析上述菌群中原核微生物群落组成和多样性，

进而明晰窖泥中与产己酸和降乳酸相关的微生

物种属信息，为通过定向微生物强化和调整窖

泥相应理化性质，进而实现浓香型白酒“增己

降乳”提供理论依据．

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　样品采集　本研究所用窖泥样品取自

河南某酒企两口正常发酵窖池中的窖底泥样

品，分别装入无菌取样袋中并标记为 ＪＮ１和

ＪＮ２，置于盛有冰袋的泡沫取样箱运至实验室，

放入冰箱于４℃下保存，用于后续窖泥基因组

提取、产己酸菌群和降乳酸菌群的构建．

１．１．２　主要试剂与仪器　酵母粉，购自英国

ＯＸＯＩＤ公司；六水合氯化钴、无水氯化钙，均为

分析纯，购自国药集团化学试剂有限公司；土壤

ＤＮＡ提取试剂盒（ＣＷ２０９１），购自北京康为世

纪生物科技有限公司；５１５Ｆ／８０６Ｒ引物合成、

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２Ｘ）（Ｋ０１７１）和其余化学试

剂，均购自生工生物工程（上海）股份有限公司．

安捷伦７８２０Ａ气相色谱仪，美国安捷伦科

技有限公司产；Ｃ１０００ＴｏｕｃｈＴＭＰＣＲ仪，美国Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司产；ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑＢｅｎｃｈｔｏｐ测序仪，美

国Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司产．

１．２　实验方法
１．２．１　培养基与溶液配制

１．２．１．１　产己酸富集培养基（ＥＳ）的配制　准

确称 取 酵 母 粉 ５．０００ ｇ，ＮａＣｌ０．９０ ｇ，

（ＮＨ４）２ＳＯ４０．９０ｇ，ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０．０８５ｇ，

ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０６６ｇ，ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ０．０２８ｇ，

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０２０ｇ，ＺｎＣｌ２０．００９ｇ，ＣｏＣｌ２·

６Ｈ２Ｏ０．００２ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．０１ｇ，Ｎａ２ＣＯ３０．０３２ｇ，

盐酸半胱胺酸盐 ０．３００ｇ加水溶解，定容至

１０００ｍＬ，１２１℃高压蒸汽灭菌 ２０ｍｉｎ，灭菌结

束冷却至室温后加入２０ｍＬ无水乙醇．

１．２．１．２　降解乳酸培养基（ＹＣＦＡＬ）的配制［１０］

　酪蛋白１．０００ｇ，酵母浸出液０．２５０ｇ，ＮａＨ

ＣＯ３０．４００ｇ，半胱氨酸 ０．１００ｇ，Ｋ２ＨＰＯ２
０．０４５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ ０．０４５ｇ，ＮａＣｌ０．０９０ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００９ｇ，ＣａＣｌ２０．００９ｇ，血红素

１ｍｇ，生物素１μｇ，钴胺素１μｇ，对氨基苯甲酸

３μｇ，叶酸５μｇ，吡哆胺１５μｇ，硫胺素０．０５μｇ，

核黄素０．０５μｇ，刃天青０．１ｍｇ，添加质量分数

为０．２５％的乳酸作为碳源．

准确称取酪蛋白，酵母浸出液，ＮａＨＣＯ３，半

胱氨酸，Ｋ２ＨＰＯ４，ＫＨ２ＰＯ４，ＮａＣｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，

ＣａＣｌ２，加水溶解，随后加入配置好的血红素和

热稳定的维生素，调整 ｐＨ＝５．８～６．１，将培养

基分装到滚管中，并用橡胶塞密封，进行气体抽

换，实现厌氧条件，１１５℃灭菌 ２０ｍｉｎ，待培养

基冷却后，用注射器加入已过滤灭菌的热不稳

定的硫胺素和核黄素．

１．２．１．３　溶液配制　质量分数为５％的醋酸

铜溶液配制：称取５０ｇ醋酸铜溶于１Ｌ去离子

水中，搅拌均匀，置于试剂瓶中待用．

质量分数为７２％的硫酸溶液配制：准确吸

取１６３ｍＬ质量分数为９８％的浓硫酸缓缓倒入

盛有８０ｍＬ去离子水的烧杯中，冷却后用容量

瓶定容至２５０ｍＬ，并置于广口试剂瓶中保存．

质量分数为１％的己酸溶液配制：准确吸

取１０７５μＬ的己酸，加入１００ｍＬ的容量瓶中，

再用体积分数２０％的乙醇溶液定容至１００ｍＬ．

１．２．２　产己酸菌群和降乳酸菌群构建

１．２．２．１　窖泥菌悬液制备　称取窖泥样品

ＪＮ１和ＪＮ２各５ｇ，分别置于盛有４５ｍＬ无菌水

并带有玻璃珠的三角瓶中，振荡均匀，以备后续

窖泥产己酸菌群和降乳酸菌群实验使用．

１．２．２．２　产己酸菌群构建　分别吸取窖泥样

品ＪＮ１和ＪＮ２的菌悬液各１０ｍＬ置于无菌试管

中，８０℃水浴１０ｍｉｎ．将热处理后来源不同的

窖泥菌悬液按体积分数５％的接种量分别接种
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至１００ｍＬ的 ＥＳ培养基中，置于培养箱中于

３７℃下培养５～８ｄ．采用醋酸铜显色法初步检

测上述发酵液中己酸含量［１１］，选取产己酸量最

高发酵液中的培养物以体积分数５％的接种量

分别接种至１００ｍＬ新ＥＳ培养基中，每５～８ｄ

将获得的产己酸培养物重新转接１次，连续转

接３—５次，以获得稳定的产己酸菌群．

１．２．２．３　降乳酸菌群构建　吸取窖泥样品

ＪＮ１和ＪＮ２的菌悬液，按体积分数５％的接种量

分别接种至１００ｍＬ的 ＹＣＦＡＬ液体培养基中，

置于３７℃培养箱中培养，每２～３ｄ将获得的

培养物按体积分数５％的接种量转接至１００ｍＬ

新ＹＣＦＡＬ液体培养基中，连续转接３—５次，以

获得降乳酸能力的稳定菌群．

１．２．３　发酵液中己酸和乳酸的测定

１．２．３．１　己酸的测定　己酸测定标准曲线制

作：分别准确吸取 １％己酸溶液 ０ｍＬ，１ｍＬ，

２ｍＬ，４ｍＬ，６ｍＬ至干净的１０ｍＬ的容量瓶中，

用ＥＳ培养基定容为不同浓度梯度的己酸标准

溶液，每个浓度梯度设３个平行．

己酸标准溶液中己酸的萃取：分别吸取

５ｍＬ上述己酸溶液至５０ｍＬ干净的离心管中，

加入２５μＬ７２％硫酸、２０μＬ２－乙基丁酸（内

标）及 １０ｍＬ乙醚．涡旋振荡 １０ｍｉｎ，静置

１０ｍｉｎ．用一次性注射器吸取乙醚层并将其经

０．２２μｍ有机滤膜过滤，气相色谱法测定．

发酵液中己酸测定：吸取产己酸菌群的发酵

液１０ｍＬ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清

液，然后用相同的方法萃取发酵液中的己酸，并

用０．２２μｍ有机滤膜过滤、气相色谱法测定．

气相色谱分析条件如下．Ｊ＆Ｗ ＤＢ－ＷＡＸ

毛细管色谱柱 （３０ｍ×２５０μｍ×０．２５μｍ），

进样口温度２００℃，检测器温度２５０℃，程序升

温条件：起始温度 １００℃，保持 １ｍｉｎ，以

１０℃／ｍｉｎ升至２２０℃，保持２ｍｉｎ．氢气流速

３５ｍＬ／ｍｉｎ，空气流速 ４００ｍＬ／ｍｉｎ，尾吹气流

速２０ｍＬ／ｍｉｎ，进样体积１μＬ，分流比２０１．

１．２．３．２　乳酸的测定　发酵液中乳酸测定采

用对羟基联苯比色法，具体实验步骤参考高庆

等［１２］报道的实验方法．

１．２．４　基因组提取、高通量测序及数据处理

基因组提取：吸取一定量的产己酸（或降

乳酸或窖泥悬浮液）菌群发酵液，离心弃上清，

超纯水洗涤沉淀１次．洗涤后的细胞基因组提

取及纯化按照土壤基因组 ＤＮＡ提取试剂盒说

明书进行提取．

ＰＣＲ扩增：采用原核微生物通用引物５１５Ｆ／

８０６Ｒ对上述基因组进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ扩增体系

及扩增条件参照Ｙ．Ｄ．Ｎａｍ等［１３］的报道．

高通量测序分析和数据处理：对上述 ＰＣＲ

扩增产物进行纯化、连接高通量测序接头、构建

ＤＮＡ文库及高通量测序（ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ），分析

及数据处理等参照 Ｘ．Ｈｕ等［５］报道的方法，其

中主成分分析（ＰＣＡ）方法参照 Ｒ．Ｚｈａｎｇ等［１４］

报道的方法．

２　结果与讨论

２．１　产己酸菌群产己酸能力及降乳酸菌群利

用乳酸的效率

　　将窖泥样品ＪＮ１和ＪＮ２中出发菌群接种至

ＥＳ培养基发酵 ６ｄ后，己酸产量分别为

０．３１ｇ／Ｌ和０．３９ｇ／Ｌ．产己酸菌群１Ａ和１Ｂ分

别是窖泥ＪＮ１和 ＪＮ２中出发菌群经 ＥＳ培养基

连续富集培养４次后的培养物，其在ＥＳ培养基

中发酵 ６ｄ后，己酸产量分别为 ４．３９ｇ／Ｌ和

４．００ｇ／Ｌ，约为出发菌群己酸产量的１０倍．窖

泥样品 ＪＮ１和 ＪＮ２中出发菌群分别接种至

ＹＣＦＡＬ培养基发酵３ｄ后，该培养基中的乳酸

含量分别下降１８．２９％和１４．４０％．降乳酸菌群

２Ａ和２Ｂ分别是窖泥样品ＪＮ１和ＪＮ２中出发菌

群经 ＹＣＦＡＬ培养基连续富集培养５次后的培

养物，其在 ＹＣＦＡＬ培养基发酵３ｄ后，培养基
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中乳酸含量分别下降６０．７０％和５８．５６％．上述

结果表明，构建的产己酸菌群和降乳酸菌群与

窖泥出发菌群相比，产己酸能力和利用乳酸能

力存在明显差异，表明窖泥出发菌群在构建上

述菌群的过程中，其群落组成可能发生了变化．

２．２　窖泥样品、产己酸菌群和降乳酸菌群中的

微生物多样性

２．２．１　微生物群落α－多样性　窖泥样品、产

己酸菌群和降乳酸菌群中微生物多样性分析如

表１所示．由表１可知，本研究供试窖泥样品微

生物群落的多样性指数Ｃｈａｏ１，Ｏｂｓｅｒｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓ

和 Ｓｈａｎｎｏｎ的平均值分别为 １９７３，１１３６和

６．０６，表明供试窖泥样品含有复杂的微生物菌

群，这与Ｃ．Ｄ．Ｗａｎｇ等［１５］研究四川某酒企窖泥

微生物群落多样性指数相似．产己酸菌群和降

乳酸菌群中原核微生物多样性指数较窖泥微生

物群落多样性指数低，尤其是 Ｃｈａｏ１和

Ｏｂｓｅｒｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓ，均值分别为５２１和３８５，５８９和

４４９，表明上述两种菌群中物种多样性远低于窖

泥微生物物种多样性．这主要是由于富集培养

基中的理化因子复杂程度远低于窖泥环境，窖

泥中除了含有丰富的碳、氮源、无机盐、生长因

子外［４，１６］，还存在成百上千种挥发性物质（如脂

肪酸、酯类、醇类、醛酮类等）［１７］，导致出发菌群

中大量微生物在富集过程中被淘汰，而某些种

属微生物被富集．

２．２．２　微生物群落β－多样性

２．２．２．１　优势微生物组成　窖泥样品、产己酸

菌群和降乳酸菌群中优势微生物门组成如图１

所示．在门水平上，供试窖泥中优势微生物（相

对含量＞０．１％）共１１个门（图１ａ）），其中以厚

壁菌门、广古菌门、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、

放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门５个门为核

心微生物门（相对含量＞１％），这与四川和江苏

等地域窖泥中的核心微生物门组成一致［４－５，１４］．

表１　窖泥样品、产己酸和

降乳酸菌群中的微生物多样性分析

Ｔａｂｌｅ１　Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｐｉｔｍｕｄｓ，

ｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

ａｎｄｌａｃｔｉｃａｃｉｄｕｔｉｌｉｚｉｎｇｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍｓ

多样性指数
Ｃｈａｏ１
丰度指数

Ｇｏｏｄｓｃｏｖｅｒａｇｅ
指数

Ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｓｐｅｃｉｅｓ指数

Ｓｈａｎｎｏｎ多
样性指数

窖泥样品
ＪＮ１ １９５８ ０．９５ １１５２ ６．２２
ＪＮ２ １９８７ ０．９５ １１２０ ５．９０

产己酸菌群
１Ａ ５３６ ０．９９ ３８６ ４．８９
１Ｂ ５０５ ０．９９ ３８４ ４．７９

降乳酸菌群
２Ａ ６６１ ０．９９ ４８５ ５．５９
２Ｂ ５１７ ０．９９ ４１２ ４．６５

产己酸菌群和降乳酸菌群主要为厚壁菌门，含量

均达９９．７％以上，这也表明厚壁菌门中某些种
属分别与产己酸和利用乳酸的代谢有关．

产己酸菌群和降乳酸菌群中优势微生物组

成如图２所示，在纲水平上（图２ａ）和ｃ）），产己
酸菌群中优势微生物主要为梭菌纲（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ），
含量达９９．７％；降乳酸菌群中优势微生物主要为
梭菌纲和芽孢杆菌纲（Ｂａｃｉｌｌｉ），含量达９９．５％．

在属水平上，产己酸菌群中优势微生物主

要为梭菌纲中的梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）及瘤胃球
菌属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ），含量达７５．７％（图２ｃ）），
表明这两类微生物与窖泥出发菌群产己酸能力

有关．目前已报道的产己酸微生物主要集中在
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ属，如Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ，Ｃ．ｓｐ．ＢＳ－１和 Ｃ．
ｃｅｌｅｒｅｃｒｅｓｃｅｎｓ等［１８－１９］，而未见瘤胃球菌属中的

物种产己酸的报道，但该属中的一些物种能利

用多种糖类或 Ｈ２／ＣＯ２产乙酸和乙醇等代谢
物，如 Ｒ．ｃｈａｍｐａｎｅｌｌｅｎｓｉｓ，Ｒ．ｆｌａｖｅｆａｃｉｅｎｓ，Ｒ．ａｌ
ｂｕｓ，Ｒ．ｃａｌｌｉｄｕｓ，Ｒ．ｈａｎｓｅｎｉｉ等［２０－２１］．其中乙酸和
乙醇为产己酸梭菌（如 Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ）合成己酸的
主要底物［２２］，同时解除 Ｈ２的环境胁迫有利于

提高己酸产量［４］．降乳酸菌群优势微生物共１２
个属，其中核心属为 Ｂａｃｉｌｌｕｓ，Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ，Ｓｐｏ
ｒａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒ，Ｓｏｅｈｎｇｅｎｉａ，Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａ和 Ｒｕｍｉｎｏ
ｃｏｃｃｕｓ，含量达７６．１５％（图２ｄ））．栗连会［２３］报
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图１　窖泥样品、产己酸和降乳酸菌群中优势微生物门组成

Ｆｉｇ．１Ｔｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｄｏｍｉｎａｎｔｍｉｃｒｏｂｅａｔｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌｉｎｐｉｔｍｕｄｓ，

ｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｎｄｌａｃｔｉｃａｃｉｄｕｔｉｌｉｚｉｎｇｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍｓ

图２　产己酸和降乳酸菌群中优势微生物组成

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｄｏｍｉｎａｎｔｍｉｃｒｏｂｅｉｎｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｎｄｌａｃｔｉｃａｃｉｄｕｔｉｌｉｚｉｎｇｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍｓ

道了浓香型白酒酿造环境中的Ｂａｃｉｌｌｕｓ和Ｃｌｏｓ

ｔｒｉｄｉｕｍ等物种具有降乳酸能力，如 Ｃ．ｃｏｃｈｌｅａｒｉ

ｕｍ，乳酸利用率高达９４．１％，而Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａ

ｃｉｅｎｓ乳酸利用率仅为２０％左右，这与本文研究

结果基本一致．但其他核心属（如Ｓｐｏｒａｎａｅｒｏｂａｃｔ

ｅｒ等）降乳酸能力的研究未见报道，其对乳酸直

接利用或协同利用乳酸情况仍需进一步研究．

２．２．２．２　主成分分析　基于窖泥样品、产己酸

菌群和降乳酸菌群中门和纲水平，对优势微生

物进行主成分分析，结果如图３所示．由图３ａ）

可知，每类菌群能较好地聚在一起，表明每类菌

群中优势微生物存在较大差异．从图３ｂ）可知，
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图３　窖泥样品、产己酸和降乳酸菌群中优势微生物的主成分分析

Ｆｉｇ．３　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ（ＰＣＡ）ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｄｏｍｉｎａｎｔｍｉｃｒｏｂｅｉｎｐｉｔｍｕｄｓ，

ｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｎｄｌａｃｔｉｃａｃｉｄｕｔｉｌｉｚｉｎｇｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍｓ

在窖泥菌群向产己酸菌群转变的过程中，厚壁

菌门中的梭菌纲明显增加，而广古菌门中的甲

烷杆菌纲和甲烷微菌纲，以及拟杆菌门中拟杆菌

纲明显减少．在窖泥菌群向降乳酸菌群转变的过

程中，厚壁菌门中的梭菌纲及芽孢杆菌纲含量明

显增加，而窖泥菌群中的其他优势门和优势纲原

核微生物明显减少．已有研究表明，上述微生物

的组成与窖泥的理化性质（ｐＨ值，ＮＨ４
＋，水溶性

有机碳，有效磷等）存在显著的相关性，如Ｃｌｏｓ

ｔｒｉｄｉａ纲细菌的含量在一定范围内与ｐＨ值呈正

相关，而与窖泥中水溶性有机碳的含量呈负相

关［４－５］．因此，通过调整窖泥的理化性质进而相

应改变窖泥菌群的组成，增强窖泥微生物菌群产

己酸或降乳酸代谢能力，进而提高窖泥质量，有

利于从微生物源头提升浓香型白酒品质．

３　结论

本研究以河南某酒企正常发酵窖池中的窖

泥微生物为出发菌群，分别构建了产己酸菌群

和降乳酸菌群，其中，产己酸菌群在 ＥＳ培养基

中己酸产量达４．２ｇ／Ｌ，降乳酸菌群对 ＹＣＦＡＬ

培养基中的乳酸利用率达５９．７％．基于原核微

生物１６ＳｒＲＮＡ基因 Ｖ４可变区的高通量测序

解析了上述菌群中微生物群落组成和多样性．
其中，产己酸菌群和降乳酸菌群较窖泥出发菌

群的微生物群落多样性降低，且优势微生物均

为厚壁菌门．产己酸菌群的优势菌主要集中在
厚壁菌门中的 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ属和 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ
属；而降乳酸菌群的优势菌主要集中在厚壁菌

门的 Ｂａｃｉｌｌｕｓ，Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ，Ｓｐｏｒａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒ，Ｓｏｅ
ｈｎｇｅｎｉａ，Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａ，Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ，Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌ
ｌｕｓ，Ｃａｌｄｉｃｏｐｒｏｂａｃｔｅｒ，Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ，Ｄｏｒｅａ，Ｃｏｐ
ｒｏｃｏｃｃｕｓ和 Ｔｅｐｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ共 １２个属，这表明
上述菌群中的优势微生物在窖泥中能直接或协

同参与产己酸或降乳酸的代谢过程．窖泥产己
酸菌群和降乳酸菌群优势微生物的明晰能为定

向组装高产己酸群落和有效降乳酸群落提供一

定的理论支撑，有助于从酿造源头上实现浓香

型白酒的“增己降乳”目标．
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摘要：运用宏基因组高通量测序技术对市售夏黑无核葡萄表皮菌群１６ＳｒＲＮＡ
基因Ｖ３－Ｖ４可变区进行测序和分析，发现该葡萄表皮的细菌群落具有高度多
样性，且优势菌群明显．从门水平上分析，群落主要为厚壁菌门和变形菌门；从
纲水平上分析，群落主要为α，β，γ变形菌纲、梭菌纲和放线菌纲；从属水平上分
析，乳酸球菌属为最优菌属．同时从葡萄表皮检出了ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａＳｈｉｇｅｌｌａ（埃希氏
菌属－志贺氏菌属）的致病菌群体．该研究成果对于果蔬采后生物防治和市售
果蔬的检验检疫工作有一定的借鉴意义．
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０　引言

随着我国食品工业的发展，食品安全问题

日益突显，由病原微生物引起的各类疾病的发

生率也随之升高［１］．采收后的果实如果存储不

当会引起表面菌群的变化，发生腐败，严重影响

其食用和商品价值［２］．柑橘、猕猴桃和龙眼等水

果食用时需要用手剥皮，如果果皮上有残存农

药等有毒有害物质，便存在安全风险［３－４］．水果

采后病害生物防治技术可以利用微生物之间的

拮抗作用，改变水果表面微生态环境，促进生防

菌的繁殖，抑制病原微生物生长，减少病害损

失［５］．尽管水果蔬菜表面自然存在的微群落中

病原菌的行为还未明确，但目前针对特定微生

物种或群的生态定位在形态学、组织结构等方

面已有部分研究成果［６］．

葡萄树是中国的重要果树之一，遍布中国

广大地区［７］．据联合国粮农组织（ＦＡＯ）统计，

２０１１年我国葡萄栽培总面积５．９７×１０９ｍ２，居

世界第 ４位；总产量 ９．０６７×１０６ｔ，居世界首

位［８］．其中，夏黑无核葡萄呈圆形，紫黑色，果肉

脆硬，是一种重要的鲜食葡萄品种．因此，对其

表皮微生物菌群进行研究不仅可以发现葡萄表

皮所含的有益菌，也可以检测其表皮是否含有

致病菌，从而为食品安全与品质控制提供有力

的技术支撑．

目前针对葡萄发酵过程微生物的研究很

多，但主要聚焦在对酵母菌群的研究上．此外，

传统的依靠酵母形态和生理生化特征的鉴定

酵母菌种的方法已逐渐被分子生物学技术所

取代，主要包括线粒体 ＤＮＡ限制性酶切分析、

ＤＮＡ限制性片段多态性分析（ＰＣＲＲＦＬＰ）、随

机扩增多态性 ＤＮＡ分析、脉冲电泳核型分析

（ＰＦＧＥ）、核糖体 ＤＮＡ序列分析、实时 ＰＣＲ技

术（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）分析等［９］．此外，还有一些

其他的分子生物学方法，如刘爱国［１０］、宋育

阳［１１］、郑东辉［１２］、徐艳文［１３］、卢军［１４］报道的

２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２和５．８ＳＩＴＳｒＤＮＡ区序列分

析，已被广泛应用于酵母菌的分类鉴定和系统

学研究．

近些年，随着高通量测序技术的迅猛发展，

宏基因组测序技术已成为研究微生物群体的重

要手段．该方法立足样品的总核酸，用分子生物

学方法通过 ＰＣＲ反应获得高覆盖度的目的基

因片段，然后经过高通量测序获得这些序列的

信息，再采用一系列的生物信息学分析手段，最

终揭示研究样品的微生物种群组成与丰度等信

息．通过该方法得到的微生物菌群信息，更加符

合样品表面微生物种群的实际组成，对正确认

识样品微生物菌群组成等具有重要意义．

鉴于此，本研究针对市售的鲜食夏黑无核

葡萄品种，于无菌条件下收集葡萄表皮样品，经

过总ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增１６ＳｒＲＮＡ基因Ｖ３－

Ｖ４可变区，以及高通量测序与分析，揭示该葡

萄品种表皮细菌菌群组成的多样性，最终为果

蔬采后生物防治提供理论依据．

·１２·
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验材料　鲜食夏黑无核葡萄品种，郑

州某水果市场，挑选个大、饱满、无腐烂且无破皮

的葡萄（５串），购买后用无菌样品袋装好密封，

放入事先准备好的冰盒内，快速带回实验室．

１．１．２　主要试剂与仪器　Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＳｏｉｌＤＮＡ

Ｋｉｔ，美国ＯｍｅｇａＢｉｏＴｅｋ公司产；Ｑｕｂｉｔ２．０ＤＮＡ

检测试剂盒，ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，Ｑｕｂｉｔ２．０荧

光计，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司产；ＳａｎＰｒｅｐ柱式 ＤＮＡ

胶回收试剂盒，上海生工公司产；ＴＧＬ－１６０型

高速台式离心机，上海安亭科学仪器厂产；

ＪＹ３００Ｃ型电泳仪和ＪＹ－ＩＹ５型转移电泳槽，北

京君意东方电泳设备有限公司产；荧光定量

ＰＣＲ仪，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产．

１．２　实验方法
１．２．１　葡萄表皮的获取　将带回的葡萄样品

放入超净工作台内，用表面经过火焰灼烧消毒

的镊子，分别从５串葡萄上随机挑选３０粒葡

萄，放入经过灭菌的培养皿内；然后用无菌的镊

子，小心剥落葡萄表皮（尽可能地不含果肉），

并将其迅速放入无菌样品袋内，密封，标记，放

入冰箱于－２０℃下暂存．

１．２．２　葡萄表皮样品总 ＤＮＡ的提取　采用

Ｏｍｅｇａ的Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＳｏｉｌＤＮＡＫｉｔ，按照试剂盒

的说明提取葡萄表皮样品中的总ＤＮＡ，再将提

取的ＤＮＡ样品经ｎａｎｏｄｒｏｐ检测纯度，合格后暂

存于－２０℃ 冰箱备用．

１．２．３　细菌菌群的宏基因组测定与分析　对

于细菌菌群，宏基因组测定选择的测序对象为

１６ＳｒＲＮＡＶ３－Ｖ４可变区．选择的正向测序引

物为 Ｎｏｂａｒ＿３４１Ｆ：５’ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧ

ＣＡＧ３’，反向测序引物为 Ｎｏｂａｒ＿８０５Ｒ：５’

ＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ３’．测序采用

Ｍｉｓｅｑ双端测序法，读长是２×３００ｂｐ．对于获得

的宏基因组测序结果从以下几方面进行分析．

１）原始数据统计．将获得的数据以标准的

ｆａｓｔｑ文件保存．以双端测序（ＰＥ：ｐａｉｒｅｄｅｎｄ）数

据为例，每一个样本有Ｒ１．ｆａｓｔｑ和Ｒ２．ｆａｓｔｑ两个

文件，分别代表５’→３’和 ３’→５’的测序结果．

Ｒ１．ｆａｓｔｑ与Ｒ２．ｆａｓｔｑ中的文件行数是一致的，且

根据ｒｅａｄｓｎａｍｅ一一对应．

２）数据优化统计．根据 ＰＥｒｅａｄｓ之间的

ｏｖｅｒｌａｐ关系，将成对的 ｒｅａｄｓ拼接成一条序列，

并进行质量控制过滤．数据过滤由以下步骤构

成：将 Ｒ１．ｆａｓｔｑ与 Ｒ２．ｆａｓｔｑ进行拼接；去除≤
５０ｂｐ的短片段序列；去除融合后的 ｒｅａｄｓ尾部

质量值在２０以下的碱基；对低复杂度的序列进

行过滤．拼接使用的软件为 ＦＬＡＳＨ（ＦＬＡＳＨ主

要参数设置为 －ｘ０．１ｈｔｔｐ：∥ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／

ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｆｌａｓｈｐａｇｅ／）；质量控制使用Ｐｒｉｎｓｅｑ（主要

参数设置为－ｌｃ＿ｍｅｔｈｏｄｄｕｓｔ－ｌｃ＿ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ４０－

ｍｉｎ＿ｌｅｎ５０ｈｔｔｐ：∥ｐｒｉｎｓｅｑ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／）．

３）去除嵌合体及靶区域外的序列．去除预

处理后序列中非扩增区域序列，再对序列进行

测序错误校正，使用的校正软件为 ｍｏｔｈｕｒ

（ｈｔｔｐ：∥ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ／）中的 Ｐｒｅ．ｃｌｕｓｔｅｒ，最后采

用Ｃｈｉｍｅｒａｓ．ｕｃｈｉｍｅ去除序列中的嵌合体．其

中，Ｐｒｅ．ｃｌｕｓｔｅｒ软件使用的算法为 ｐｓｅｕｄｏｓｉｎｇｌｅ

ｌｉｎｋａｇｅ，基本原理是丰度越高的序列越容易产

生测序错误，根据序列的丰度排序，遍历产生的

序列列表，再根据设置的一些阈值，从中寻找丰

度较低的序列．Ｃｈｉｍｅｒａｓ．ｕｃｈｉｍｅ在给定的 ｒｅｆ

ｅｒｅｎｃｅ下，去除序列中的嵌合体．

４）对得到的数据进行操作分类单元

（ＯＴＵ）分类．将多条序列按其序列间距进行聚

类，按照９７％相似性的标准，将这些序列分为

若干个ＯＴＵ．通常序列相似性阈值为０．９７时，

ＯＴＵ被认为可能属于属；序列相似性阈值为

０．９９时，ＯＴＵ被认为可能属于种．ＯＴＵ聚类采用

的软件为 ｕｃｌｕｓｔ，该软件首先筛选出序列中最长
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的 ｒｅａｄｓ作为种子序列，找出在该序列相似性阈

值范围内的所有序列，将其归为一类，以此类推，

直到所有序列均被聚类，每一类作为一个 ＯＴＵ．

５）赋予物种分类单元．对处理后的序列进

行物种分类，采用的软件为 ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ．该软

件基于 Ｂｅｒｇｅｙ′ｓｔａｘｏｎｏｍｙ，采用 ＮａｖｅＢａｙｅｓｉａｎ

ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ算法对每条序列在属水平上计算其

分配到 ｒａｎｋ中的概率值，若概率值大于 ＲＤＰ

分类阈值 ０．８，则说明此分类结果可信度高．

Ｂｅｒｇｅｙ′ｓｔａｘｏｎｏｍｙ分为６层，依次为域、门、纲、

目、科、属．同时，基于 ＯＴＵ聚类的结果，获取每

一个 ＯＴＵ聚类的代表性序列，分别是长度最长

序列（ｌｅｎｇｔｈ）和丰度最大序列（ａｂｕｎｄａｎｃｅ）．

２　结果与分析

２．１　葡萄表皮总ＤＮＡ提取与检测分析
按照试剂盒中 ＤＮＡ提取的步骤提取果表

微生物总 ＤＮＡ，然后再经过１％的琼脂糖凝胶

电泳检测，初步确认提取 ＤＮＡ的量，经 ｎａｎｏ

ｄｒｏｐ检测，葡萄表皮总 ＤＮＡ浓度均大于

８０ｎｇ／μＬ，符合测序要求．

２．２　细菌群落宏基因组测定结果分析
经过原始数据的提取和统计，得到原始

ｒｅａｄｓ条数为３３５５８条，平均长度为４５９．３个碱

基．经过对数据的进一步优化处理后，得到的

ｒｅａｄｓ条数为 ３３５３４条，平均长度为 ４１９个

碱基．

２．３　嵌合体及靶区域外序列的去除结果
经过嵌合体及靶区域外序列的去除后，共

去除嵌合体序列２７４３条，去除靶区域外序列

１９１条，最终得到的纯净序列系数为３０６００条．

２．４　ＯＴＵ的确定与聚类分析
经过对所得序列进行聚类分析，共分成了

４３１０个ＯＴＵ．通过对样品菌群分布的分类学分

析，列出门、纲和属水平的菌群丰度分布柱状

图，如图１—３所示（图中横坐标为样本，纵坐标

为丰度，不同颜色表示不同菌群；图例根据菌群

在所有样本中总体ｒｅａｄｓ从大到小进行排布；为

了显示效果更好，将丰度极低的部分合并为

ｏｔｈｅｒ显示在图上）．

从图１可以看出，Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁菌门）和

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）约占总菌群数的

８５％；未分类的序列约占总菌群数的６％；Ｂａｃ

ｔｅｒｉｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）和Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ（绿弯菌门）

约占总菌群数的５％，其余均为丰度极低的菌

群．而厚壁菌门、变形菌门也是在葡萄相关微生

物研究中占主要优势的菌门，表明所选取的葡

萄果表微生物符合基本规律．

从图２可以看出，Ｂａｃｉｌｌｉ（杆菌纲）为丰度

最大的纲，占比约为５５％；而 Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃ

ｔｅｒｉａ（γ变形菌纲）、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ（梭菌纲）和

Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（α变形菌纲）分别占比约为

７％；Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（放线菌纲）和Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃ

ｔｅｒｉａ（β变形菌纲）分别占比约为４％．其余均为

丰度较低的菌群，共占比约为１５％．

从图 ３可以看出，Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ（乳酸球菌

属）占总菌群数量的３０％以上，Ｂａｃｉｌｌｕｓ（芽孢杆

菌属）占比约为１０％．而这两个属也是葡萄酒

发酵过程中的重要菌属．芽孢杆菌属在发酵前

期其代谢作用对于糖的转化等有重要影响，而

乳酸球菌属则在发酵的整个过程中均有一定的

作用，葡萄酒发酵过程中发酵液一般都呈酸性，

这为其生存提供了很好的环境；另外，其对于葡

萄酒酸度的调节能起到至关重要的作用．其次

为Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ（明串珠菌属）、未分类的Ｒｕｍｉｎｏ

ｃｏｃｃａｃｅａｅ（瘤胃球菌科）菌群和Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ（假

单胞菌属）共占比约为１０％．其中假单胞菌属

具有保护地上部植物抵御病害的作用，所以在

果表可能会发挥防止果实腐败等作用．再次为

Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ（节细菌属），Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ，Ｓｏｌｉｂａｃｉ

ｌｕｓ，Ａｎｄｅｒｓｅｎｉｎｅｌｌａ，Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ（伯克霍尔德菌

属），Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ（链 球 菌 属），未 分 类 的
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Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｃｅａｅ（厌氧绳菌科），Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

（葡萄球菌属），Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ（乳酸菌属），Ｅｓｃｈｅ

ｒｉｃｈｉａＳｈｉｇｅｌｌａ（埃希氏菌属 －志贺氏菌属），

Ｏｌｓｅｎｅｌｌａ，Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ，Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ（棒杆菌

属）和Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ（肉杆菌属）等１４个属的

菌群共占比约为２０％．其余均为丰度较低的群

体．值得注意的是，Ａｎｄｅｒｓｅｎｉｎｅｌｌａ最先是分离自

海底的沉积物，而ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａＳｈｉｇｅｌｌａ则是一对

病原菌的组合，这一发现引发了我们对于食品

安全与品质控制问题的担忧．

３　结论

本研究对市售夏黑无核葡萄表皮菌群１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因Ｖ３－Ｖ４可变区进行了宏基因组测

序和分析，结果表明，葡萄表皮细菌群落具有高

度多样性，且菌群丰度存在明显差异．从门分类

水平上分析，菌群主要为厚壁菌门和变形菌门．

从纲分类水平上分析，菌群主要为杆菌纲、α变

形菌纲、β变形菌纲、γ变形菌纲、梭菌纲和放线

菌纲，其中，α变形菌纲、β变形菌纲、γ变形菌

纲归属于变形菌门．从属分类水平上分析，乳酸

球菌属为优势菌属，这可能与葡萄含糖量高，有

利于乳酸菌生长有关；其次是芽孢杆菌属、明串

珠菌属、假单胞菌属等，共占菌群总数的５０％

以上．

值得注意的是，果皮菌群里还发现了Ｅｓｃｈ

ｅｒｉｃｈｉａＳｈｉｇｅｌｌａ（埃希氏菌属 －志贺氏菌属）的

群体，而多数埃希氏菌属和所有志贺氏菌属的

菌群均为致病菌，能够导致人体消化道感染，引

起腹泻，甚至危及生命．该致病菌可能来源于以

注：其中灰色为ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ序列，即未分类序列

图１　菌群门水平丰度分布柱状图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅａｂｕｎｄａｎｃｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｆｌｏｒａａｔｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌ
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图２　菌群纲水平丰度分布柱状图

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅａｂｕｎｄａｎｃｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｆｌｏｒａａｔｃｌａｓｓｌｅｖｅｌ

下几种途径：１）葡萄生长过程中，土壤中的致

病菌群经过动物媒介传到了葡萄果实表面；

２）葡萄采摘和运输过程中，采摘工具、盛装葡

萄的袋子等卫生条件不合格所致；３）葡萄销售

过程中，因消费者手触而传播了病菌等．

综上所述，尽管葡萄表皮的菌群具有高度

多样性，但仍以有限的优势菌群为主．此外，葡

萄表皮致病菌群的发现提示我们，在食用葡萄

之前，一定要用清水多次冲洗葡萄表面，防止因

误食含有致病菌的葡萄而引起腹泻等消化道疾

病．该研究成果对于果蔬采后生物防治和市售

果蔬的检验检疫工作有一定的借鉴意义．
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图３　菌群属水平丰度分布柱状图
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ａｄｄｉｔｉｏｎ；ｈｙｄｒｏｇｅｌ

刘瑞雪，樊晓敏，李义梦，傅晓明，张晓静
ＬＩＵＲｕｉｘｕｅ，ＦＡＮＸｉａｏｍｉｎ，ＬＩＹｉｍｅｎｇ，ＦＵＸｉａｏｍｉｎｇ，ＺＨＡＮＧＸｉａｏｊｉｎｇ

郑州轻工业学院 材料与化学工程学院，河南 郑州 ４５０００１
ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭａｔｅｒｉａｌａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＬｉｇｈｔＩｎｄｕｓｔｒｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
４５０００１，Ｃｈｉｎａ

摘要：以ＨＥＭＡ和 ＤＭＣ为共聚单体，经自由基聚合和巯基转化反应，制备出侧
链含有羟基、巯基和铵根阳离子的水溶性共聚物巯基－聚（甲基丙烯酸－β－羟
乙酯－ｃｏ－甲基丙烯酰氧乙基三甲基氯化铵）（ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）），通过流
变测量和 ＳＥＭ研究了 ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）分别与聚乙二醇双丙烯酸酯
（ＰＥＧＤＡ）和表面带有负电荷的片状锂皂石（ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ）发生物理／化学交联
反应所形成的两种复合水凝胶的流变性能和形貌，结果表明：ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏ
ＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ复合水凝胶在固体物质质量分数为２２％的凝胶储能模量达
３４６８Ｐａ，损耗因子为０．３４，表现出明显的含物理交联点的凝胶黏弹性行为；当
固体物质质量分数相同时，ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＰＥＧＤＡ复合水凝胶的储能
模量为 １４８４Ｐａ，损耗因子为０．０１３，表现出典型的共价交联凝胶的黏弹性行为；
ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ复合水凝胶比 ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／
ＰＥＧＤＡ复合水凝胶具有更致密的孔洞结构．
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＷｉｔｈＨＥＭＡａｎｄＤＭＣａｓｃｏｍｏｎｏｍｅｒｓ，ｔｈｅｗａｔｅｒｓｏｌｕｂｌｅｃｏｐｏｌｙｍｅｒｍｅｒｃａｐｔｏｐｏｌｙ（ｍｅｔｈａｃｒｙｌｉｃ
ａｃｉｄβｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ（ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ））ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｈｙｄｒｏｘｙｌ，ｍｅｒｃａｐｔｏａｎｄａｍｍｏｎｉｕｍｃａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅ
ｓｉｄｅｃｈａｉｎｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｃｏｍｐｏｓｉｔｅｈｙｄｒｏｇｅｌｓ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｆｏｒｍｅｄｂｙＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏ
ＤＭＣ）ｒｅａｃｔｉｎｇｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｗｉｔｈｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｄｉａｃｒｙｌａｔｅ（ＰＥＧＤＡ）ａｎｄｓｕｒｆａｃｅｌｏａｄｅｄｌａｐｏｎｉｔｅ（Ｌａｐｏ
ｎｉｔｅＲＤ）ｂｙｔｈｅｐｈｙｓｉｃａｌ／ｃｈｅｍｉｃａｌｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎ，ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｒｈｅｏｍｅｔｒｙａｎｄＳＥＭ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｇｅｌｓｔｏｒａｇｅｍｏｄｕｌｕｓａｎｄｌｏｓｓｆａｃｔｏｒｏｆＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤｃｏｍｐｏｓｉｔｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｌｗｅｒｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ３４６８Ｐａａｎｄ０．３４ｗｉｔｈａｓｏｌｉｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆ２２％，ｓｈｏｗｉｎｇｏｂｖｉｏｕｓｖｉｓｃｏｅｌａｓｔｉｃｂｅｈａｖｉｏｒｏｆ
ｔｈｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｐｏｉｎｔｓ．Ａｔｔｈｅｓａｍｅｓｏｌｉｄｃｏｎｔｅｎｔ，ＨＳＰ（（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＰＥＧＤＡｃｏｍｐｏｓｉｔｅｈｙｄｒｏｇｅｌｈａｄ
ａｓｔｏｒａｇｅｍｏｄｕｌｕｓｏｆ１４８４Ｐａａｎｄａｌｏｓｓｆａｃｔｏｒｏｆ０．０１３，ｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｖｉｓｃｏｅｌａｓｔｉｃｂｅｈａｖｉｏｒｏｆａｔｙｐｉｃａｌｃｏｖａ
ｌｅｎｔｌｙｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｇｅｌ．ＨＳＰ（（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤｃｏｍｐｏｓｉｔｅｈｙｄｒｏｇｅｌｈａｄａｄｅｎｓｅｒｐｏｒｅｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅｔｈａｎＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＰＥＧＤＡｃｏｍｐｏｓｉｔｅｈｙｄｒｏｇｅｌ．

０　引言

自１９６０年 Ｎａｔｕｒｅ报道了由聚甲基丙烯

酸－β－羟乙酯制备的首例用作隐形眼镜材料

的水凝胶以来［１］，作为一种新材料，这种水凝胶

以其良好的生物相容性、多孔性及与生物组织

相似的富含水性，已经广泛应用在隐形眼镜、卫

生产品、组织工程、药物的输送与控制释放、伤

口敷料等生物医药研究和产品开发等方面［２］．

水凝胶一般经物理法或化学交联法获得．

物理水凝胶是由氢键、离子键、偶极 －偶极、静

电引力、疏水相互作用等次级作用力单独或共

同作用于水溶性高分子链而形成的［３］．该法成

型迅速，但需要足够量的键合点才能形成一定

强度的水凝胶，且水凝胶容易随环境（如温度、

离子强度和ｐＨ值）发生可逆变化［４］．通过化学

键交联而形成的水凝胶强度较高，成型后不会

发生逆转，可以通过控制交联密度调节水凝胶

的强度，但将一些功能基团（如可降解基团）引

入主链时，需要加入一些有毒的凝胶促进剂（如

小分子的引发剂、交联剂）［５］，因此限制了化学水

凝胶在生物医用领域的应用．而巯基－迈克尔加

成法［６］由于具有原料广泛、反应条件温和、无需

外加催化剂、反应迅速等特点，在可注射凝胶的

药物输送与软组织修复等方面发展迅速．

高性能的水凝胶通常需要物理法和化学法

的协同，既能满足成型迅速、又具有共价交联的

弹性和强度需求．Ｂ．Ｈ．Ｌｅｅ等［７］设计的侧链烯

基功能化修饰的 Ｐ（ＮＩＰＡｍｃｏＨＥＭＡａｃｒｙｌａｔｅ）
与侧链巯基功能化的 ＰＮＩＰＡｍ或多巯基化合
物，在 ３７℃，ｐＨ＝７．４，浓度为 ０．１ｍｏｌ／Ｌ的
ＰＢＳ溶液中形成了物理 －化学交联水凝胶，凝
胶化反应分别经历了温度诱导的ＰＮＩＰＡｍ链疏
水相互作用（物理交联）和巯基 －迈克尔加成
（化学交联），形成的水凝胶低溶胀、高弹性．巯
基－迈克尔加成反应具有产率高、定向选择性
好、可操作性强和反应速率快等优良特性，近年

来有飞速的发展．
本文拟合成一种含有羟基、巯基和铵根阳

离子的水溶性共聚物巯基 －聚（甲基丙烯酸 －

β－羟乙酯－ｃｏ－甲基丙烯酰氧乙基三甲基氯
化铵）（ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）），探索ＨＳＰ
（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）分别与聚乙二醇双丙烯酸酯
（ＰＥＧＤＡ）和表面带有负电荷的片状锂皂石
（ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ）发生物理／化学交联反应所形成
的两种类型复合水凝胶的性能，以期为生物软

组织替代材料的研究提供参考．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
主要试剂：甲基丙烯酸 －β－羟乙酯
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（ＨＥＭＡ）、甲基丙烯酰氧乙基三甲基氯化铵

（ＤＭＣ）、过硫酸铵（ＡＰＳ）、聚乙二醇二丙烯酸

酯（ＰＥＧＤＡ），均为分析纯，阿拉丁试剂上海股

份有限公司产；硫脲（分析纯），梯希爱（上海）

化成工业发展有限公司产；无水甲醇、丙酮、浓

盐酸、氢氧化钠，均为分析纯，天津市科密欧化

学试剂有限公司产；无机纳米粒子锂皂石

（ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ），科耐欧贸易（上海）有限公

司产．

主要仪器：ＤＦ－１０１Ｓ型集热式恒温加热磁

力搅拌器，巩义市予华仪器有限责任公司产；

ＤＨＧ－９１４０Ａ型电热恒温鼓风干燥箱，上海精

宏实验设备有限公司产；ＤＺＦ－６０３０型真空干

燥箱，上海新苗医疗器械制造有限公司产；

ＡＫ－１１４０型电子天平，梅特勒－托利多仪器有

限公司产；ＦＪ２００－Ｓ数显高速分散均质机，上

海索映仪器设备有限公司产；ＦＤ型加热型冷冻

干燥机，上海欣谕仪器有限公司产．

１．２　ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）的合成
共聚物的合成分两步，即先合成 ＨＥＭＡ和

ＤＭＣ的共聚物，而后用巯基取代共聚物链上的

部分羟基，得到分子链中同时含有羟基、巯基和

铵根阳离子的共聚物 ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）．

其合成路线如下．

１）Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）的制备：准确称取

ＨＥＭＡ１６．３ｇ和 ＤＭＣ５．１ｇ，溶于２３ｍＬ无水

甲醇中，以质量分数４‰的 ＡＰＳ（０．０８５６ｇ）为

引发剂，在 Ｎ２保护下于５０℃条件下的反应瓶

中反应２４ｈ，然后用无水甲醇稀释所得聚合物

溶液，用丙酮沉淀，获得白色固体粉末，即 Ｐ

（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ），真空干燥后备用．

２）ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）的制备：参照文

献［８］，电磁搅拌下，将０．５７０３ｇ硫脲慢慢加

入浓盐酸（３２ｍＬ）和水（４０ｍＬ）的混合溶液中，

待硫脲完全溶解后，再缓慢加入预先溶于水中

的Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）（１２．８７６０ｇ），５０℃下反

应２４ｈ，得到无色透明溶液．在Ｎ２保护下，冰水
浴，边搅拌边将１９．１ｍＬ２ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ水溶
液加入上述溶液中，获得乳白色沉淀物．去除上
层溶液，用无水甲醇溶解沉淀物，然后在丙酮中

沉淀，反复溶解、沉淀３次，得到白色粉状物质，
即ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ），真空干燥后在Ｎ２保
护下密封、冷藏．
１．３　多种交联模式共存的复合水凝胶的制备

１）二硫键 －离子键交联复合水凝胶的制
备．将一定量质量分数为５％的 ＨＳＰ（ＨＥＭＡ
ｃｏＤＭＣ）（或 Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ））水溶液和质
量分数为０．５％的ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ充分混合，调节
溶液ｐＨ值至８．０，将混合溶液置于６５℃水浴
中平衡２４ｈ，得二硫键 －离子键交联复合水凝
胶 ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ或 Ｐ
（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ．
２）巯基－迈克尔法制备复合水凝胶．在Ｎ２

保护下，将 ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）（或 Ｐ（ＨＥ
ＭＡｃｏＤＭＣ））配成质量分数为１５％的水溶液
后取 ５．２２２ｇ置于小玻璃瓶内，加入０．１８ｇ
ＰＥＧＤＡ（为 ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）中巯基摩尔
数的１２），０．１ｍＬ质量分数为１％的ＡＰＳ水溶
液，调节溶液ｐＨ值为７．４后，置于３７℃的水浴
锅中恒温反应 ２４ｈ，得稳定的复合水凝胶 ＨＳ
Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＰＥＧＤＡ或 Ｐ（ＨＥＭＡｃｏ
ＤＭＣ）／ＰＥＧＤＡ．
１．４　表征

采用核磁共振仪，以 Ｄ６－ＤＭＳＯ为溶剂，
对共聚物结构进行分析测试．利用元素分析仪
对共聚物进行元素分析．采用流变仪对水凝胶
进行流变测试：测试温度２５℃，应变的扫描范
围为０．１％～１０００％，频率为１Ｈｚ．使用扫描电
子显微镜对水凝胶内部结构进行表征．

２　结果与讨论

２．１　ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）的１ＨＮＭＲ分析
以ＨＥＭＡ和 ＤＭＣ为共聚单体，分别经自

·９２·
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由基聚合和巯基转化反应，制备侧链含有羟基、

巯基和铵根阳离子的共聚物 ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏ

ＤＭＣ），采用ＧＰＣ，核磁和元素分析法表征共聚

物的结构．其中所用的 Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）数均

分子量为３．６９×１０４（分子量分布系数１．６１）．

图１为巯基化前后阳离子共聚物的１ＨＮＭＲ

图，所用的溶剂为氘代二甲基亚砜（Ｄ６ＤＭ

ＳＯ）．ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）与巯基化之前的共

聚物Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）相比，分别在δ＝２．１×

１０－６，３．２×１０－６和４．０５×１０－６附近出现了新的

化学位移，分析认为４．０５×１０－６附近的三重峰

为—ＣＨ２ＣＨ２ＳＨ的亚甲基化学位移，３．２×１０
－６

附近的多重峰为—ＣＨ２ＳＨ的化学位移，—ＳＨ

基团的化学位移一般在０．５×１０－６～２．５×１０－６

区间，因此在 ２．１×１０－６附近出现的峰为—ＳＨ

的化学位移［９］．根据核磁分析结果可以初步确

定，采用硫脲巯基化反应可将ＨＥＭＡ单元上的

部分羟基转化为巯基，形成侧基上同时含有羟

基、巯基和铵根阳离子的多功能性共聚物ＨＳＰ

（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）．

２．２　ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）的元素分析
为进一步验证羟基的巯基转化，巯基化产物

提纯后对其进行元素分析，结果为Ｃ（４８．１９％），

Ｎ（１．４９９％），Ｈ（１５．１％）和Ｓ（１．２７４％）．巯基化

反应之前 Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）中 ＤＭＣ与 ＨＥＭＡ

的单元物质的量比为 ｎ（ＤＭＣ）ｎ（ＨＥＭＡ）＝

１５，元素分析实测计算结果显示，共聚物

中ｎ（ＤＭＣ）ｎ（ＨＥＭＡ）＝１４．７４，接近理

图１　巯基化前后阳离子共聚物的１ＨＮＭＲ图

Ｆｉｇ．１　１ＨＮＭＲｏｆｔｈｅｃｏｐｏｌｙｍｅｒｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｈｉｏｌａｔｉｏｎ

　　将巯基化共聚物中ＤＭＣ单元摩尔分数设为ｆ，ＨＥＭＡ单元摩尔分数为１－ｆ，因为ＨＥＭＡ与ＤＭＣ中Ｃ，Ｈ，Ｎ的组成式分
别为（Ｃ６Ｈ１０）１－ｆ和（Ｃ９Ｈ１８Ｎ）ｆ，所以共聚物中Ｃ的数目为ｎＣ＝６＋３ｆ，Ｎ的数目为ｎＮ＝ｆ，即ｎＮ／ｎＣ＝ｆ／（６＋３ｆ）．选取元素分析的

实测值计算得ｎＮ／ｎＣ＝（１．４９９／１４）／（４８．１９／１２）＝０．０２６７，根据ｎＮ／ｎＣ＝ｆ／（６＋３ｆ），求得ｆ＝０．１７４２，因此共聚物中ＤＭＣ／ＨＥ

ＭＡ的组成比为１．７４２／８．２５８，即ｎ（ＤＭＣ）ｎ（ＨＥＭＡ）＝１４．７４

·０３·
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论值，证明合成的阳离子共聚物符合预定比例．

巯基化转化反应中，理论上将ＨＥＭＡ中羟基的

１／１０转化为巯基，即 ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）中

硫元素所占比例应为１．６４８％，而实际值为

１．２７４％，稍小于理论值．这说明，采用这种巯基

转化法可以将硫元素引入到共聚物中，实际转化

率为７７％，则羟基转巯基的转化率为７．７％．

２．３　 ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ和

Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ复合水凝胶的

流变性能分析

　　ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ是一种常用的人造纳米锂皂

石黏土，其在水中分散，形成表面带有负电荷的

直径约２５ｎｍ，厚度约１ｎｍ的盘状纳米粒子，

常作为纳米粒子增强剂用于制备复合材料［１０］．

带正电的ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）水溶液和带负

电的ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ水分散体系均为透明的流动

液体，两者可以任意比相混合．在静电引力的作

用下，在一合适的比例范围内，混合体系迅速变

为非流动的固相状态，若调节体系 ｐＨ值至弱

碱性，混合物中的共聚物侧链巯基之间发生偶

合，整个体系形成二硫键／离子键协同作用的复

合水凝胶．将质量分数为５％的 ＨＳＰ（ＨＥＭＡ

ｃｏＤＭＣ）和质量分数为０．５％的ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ水

溶液相混合，调节溶液ｐＨ值至８，在６５℃下平

衡２４ｈ，获得接近透明的自支撑复合水凝胶，

这种水凝胶具有一定的机械强度，但在形成水

凝胶的过程中，有大量的水被释放出来，根据干

燥前后的质量比确定水凝胶网络中含水量为

７８％（质量分数）．仅含有铵根阳离子的

Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）在相同条件下也可以与

ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ形成水凝胶，在水凝胶形成过程中

脱除部分水分，所得水凝胶的透明度略高于

ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）形成的水凝胶．

图 ２为巯基化前后的阳离子共聚物与

ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ形成的复合水凝胶的模量和损耗

因子（ｔａｎδ）随应变变化的结果．由图２ａ）可以

看出，两种水凝胶的储能模量（Ｇ′）均大于损耗

模量（Ｇ″），且与预测结果一致，由 ＨＳＰ（ＨＥ

ＭＡｃｏＤＭＣ）形成的复合水凝胶的 Ｇ′（ＨＳＰ

（Ｇ′）＝３４６８Ｐａ）是 Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）形成的

复合水凝胶（Ｐ（Ｇ′）＝２１００Ｐａ）的１．６５倍，且在

应变＜３０％时，水凝胶模量几乎不随应变的变

化而变化，说明水凝胶内部结构均匀、稳定．通

常，凝胶的储能模量降至应变为１％的储能模

量的０．９５倍时对应的应变值，称为临界应变，

记为γ［１１］，根据γ的大小可以衡量凝胶的抗

形变能力．ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ

复合水凝胶γ ＝３８％，而 Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／

ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ复合水凝胶 γ≈１８％，由此可以

判定经二硫键／离子键协同作用形成的复合水

凝胶具有更好的抗形变能力．值得一提的是，这

种复合水凝胶在应变达到１００％以上时储能模

量和损耗模量相交，这表明水凝胶内部结构完

全被破坏，从而充分证明了ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ的片层

纳米结构的增韧性能．

代表水凝胶黏弹性的损耗因子 ｔａｎδ＝

Ｇ″／Ｇ′，该值小于１表示体系为有效交联的凝胶

网络．由图 ２ｂ）可知，与 ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏ

ＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ复合水凝胶（ｔａｎδ＝０．３４）

相比，Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ复合水

凝胶具有更好的弹性行为（ｔａｎδ≈０．１８）．这可

能是由于ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）链段中含有多

个巯基，改变体系 ｐＨ值促进巯基氧化形成二

硫键，既可能发生在分子间的巯基基团之间，也

可能发生在分子内的巯基基团之间．若发生在

分子内的巯基基团之间就会造成共聚物分子环

化，弱化共聚物分子链在ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ之间的交

联作用，使得凝胶黏性增大，表现为 ｔａｎδ值较

高．Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）则由于分子内正电荷的

静电斥力，更倾向于吸附在电荷不同的 Ｌａｐｏ

ｎｉｔｅＲＤ表面，从而形成有效的离子键交联，ｔａｎδ
值相对较小．

·１３·
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　　　　　　　　ａ）复合水凝胶模量随应变的变化　　　　　　　ｂ）复合水凝胶损耗因子（ｔａｎδ）随应变的变化

图２　巯基化前后的阳离子共聚物分别与ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ形成的

复合水凝胶的模量和损耗因子随应变量的变化图

Ｆｉｇ．２　Ｍｏｄｕｌｕｓａｎｄｌｏｓｓｆａｃｔｏｒｓｔｒａｉｎｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｅｈｙｄｒｏｇｅｌ

ｆｏｒｍｅｄｂｙｃａｔｉｏｎｉｃｃｏｐｏｌｙｍｅｒｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｈｉｏｌａｔｉｏｎａｎｄＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ

　　图 ３为巯基化前后的阳离子共聚物与

ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ形成的复合水凝胶（固体质量分数

为２２％）的压缩应力 －应变图．由图３可以看

出，两种复合水凝胶均具有典型的压缩应力 －

应变性质、一定的抗压缩形变能力，压缩形变可

达９３％，但ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ

复合水凝胶具有更高的压缩强度（２６５ｋＰａ），约

为Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ复合水凝胶

压缩强度（６９ｋＰａ）的４倍，这充分证明，将巯基

引入共聚物分子，在形成凝胶的过程中巯基之

间形成二硫键，可使凝胶的力学性能增强．因

此，多巯基的共聚物ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）与

ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ形成了力学性能更强的凝胶体系．

２．４　ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＰＥＧＤＡ复合水凝

胶的流变性能分析

　　利用巯基 －迈克尔加成反应形成水凝胶，

是凝胶化反应常用的手段［６］．ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏ

ＤＭＣ）具有良好的水溶性，与双丙烯酰氧基封

端的短链聚乙二醇（ＰＥＧＤＡ）相混合发生巯

基－迈克尔加成反应，形成透明的交联水凝胶．

用 Ｐ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）代替 ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏ

ＤＭＣ），其他反应条件相同，则只得到了乳白色

絮状黏性溶液，从而证明微量的过硫酸铵只起
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图３　巯基化前后的阳离子共聚物与

ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ形成的复合水凝胶

的压缩应力－应变图

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔｒｅｓｓｓｔｒａｉｎｄｉａｇｒａｍｏｆａ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｈｙｄｒｏｇｅｌｆｏｒｍｅｄｂｙｃａｔｉｏｎｉｃｃｏｐｏｌｙｍｅｒ

ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｈｉｏｌａｔｉｏｎａｎｄＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ

到助引发剂的作用，所得凝胶主要由 ＨＳＰ

（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）链上的巯基和 ＰＥＧＤＡ的烯

基基团之间发生巯基 －迈克尔加成，形成均相

的透明凝胶．用此方法制备的水凝胶具有一般

共价水凝胶的脆性和吸水溶胀性．以质量分数

为２２％的ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）形成的水凝胶

为例，凝胶干燥后浸泡在水中仍具有较好的吸

水性，吸水后凝胶重量约为干凝胶的５倍．

图４为 ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＰＥＧＤＡ复

·２３·
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合水凝胶的模量和损耗因子随应变量变化曲线

图．由图４ａ）可以看出，体系中 Ｇ′＞Ｇ″，即采用

巯基 －迈克尔合成法形成了稳定的 ＨＳＰ

（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＰＥＧＤＡ复合水凝胶，其储能

模量为１４８４Ｐａ．由图４ｂ）可以看出，ＨＳＰ（ＨＥ

ＭＡｃｏＤＭＣ）／ＰＥＧＤＡ复合水凝胶的损耗因子

为０．０１３，具有更好的弹性行为．这是由于巯

基－迈克尔法制备的水凝胶为共价交联，对水

凝胶的弹性行为贡献更大．

２．５　复合水凝胶的微观结构分析
图５为不同方法制备的复合水凝胶的ＳＥＭ

图．由图５ａ）可以看出，巯基－迈克尔加成法制

备的水凝胶为多孔的三维网状结构，孔径大小

约几十μｍ，但孔径分布不均匀，孔壁为厚重的

橡胶状物质，说明分子链较为柔软．与之相比，

ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ复合水凝

胶的微观结构，孔径小，多为几 μｍ，壁薄且为

坚韧的层状结构，这与ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ的片层纳米

颗粒在凝胶形成中的主导作用表现一致．

３　结论

本文经自由基聚合和巯基转化法两步合成

了侧基含有巯基、羟基和铵根阳离子的共聚物

ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）．这种聚合物与无机纳

米粒子ＬａｐｏｎｉｔｅＲＤ在二硫键／离子键协同作用

下形成具有一定机械强度的自支撑复合水凝胶，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ａ）模量　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｂ）损耗因子

图４　ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）／ＰＥＧＤＡ复合水凝胶的模量和损耗因子随应变量变化曲线图

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｍｏｄｕｌｕｓｓｔｒａｉｎａｎｄｔｈｅｌｏｓｓｆａｃｔｏｒｓｔｒａｉｎｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｅｈｙｄｒｏｇｅｌｆｏｒｍｅｄｂｙ

ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）ａｎｄＰＥＧＤＡ

图５　不同方法制备的复合水凝胶的ＳＥＭ图

Ｆｉｇ．５　ＳＥＭｏｆｈｙｄｒｏｇｅｌｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

·３３·
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固体物质质量分数为２２％的凝胶储能模量达

３４６８Ｐａ，表现出明显的含物理交联点的凝胶黏

!

性行为．ＨＳＰ（ＨＥＭＡｃｏＤＭＣ）与 ＰＥＧＤＡ经

巯基－迈克尔加成法合成共价键交联的水凝

胶，固体物质质量分数相同时其储能模量为

１４８４Ｐａ，为典型的共价交联凝胶的黏
!

性行

为．两类凝胶化反应都是在只改变体系 ｐＨ值

时就可以发生，凝胶的微观结构疏松多孔，有望

应用于生物软组织修复及医疗整形等领域．凝

胶的机械性能的调节性和生物相容性有待进一

步研究．
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摘要：以丙烯酸和琼脂为主要原料、Ｆｅ２＋／过硫酸铵为氧化／还原引发体系，制备
具有高弹性的双网络水凝胶．通过研究丙烯酸和 Ｆｅ２＋含量对水凝胶性能的影
响，得出适宜的工艺条件为琼脂溶液质量浓度１％，丙烯酸质量分数３０％，过硫
酸铵质量分数１．５％，Ｎ，Ｎ′－亚甲基双丙烯酰胺质量分数０．３％，硫酸亚铁质量
分数０．０５０％．对该条件下制备的水凝胶的力学性能进行分析测试发现，水凝胶
的断裂拉伸率可达２２５％，抗压能力可达４ＭＰａ，具有良好的拉伸和压缩性能．
利用ＳＥＭ，ＩＲ对该水凝胶进行微观形貌分析和结构表征发现，水凝胶的微观形
貌具有纤维网络结构，纤维直径约为 １００ｎｍ，琼脂与聚丙烯酸之间存在分子间
氢键作用，Ｆｅ３＋与聚丙烯酸分子中的羧酸基因发生了金属络合作用．
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０　引言

水凝胶是一种交联的具有三维网络结构的

聚集体，其交联形式可以是物理交联，也可以是

化学交联．这种聚集体能够以多种形式存在，如

纤维状、微粒状、纳米粒子状、薄膜等．基于此特

性，水凝胶被广泛应用于组织工程、再生医学、

食品、化妆品、医药、环保等领域［１－４］，目前其商

业化的产品有隐形眼镜、医用关节软骨和水凝

胶面膜等［５－７］．

水凝胶的实际应用对水凝胶的力学性能提

出很高的要求．例如，当制备隐形眼镜和面膜

时，水凝胶至少要具有可维持其物理形貌的力

学性能；当用于人工肌肉和骨骼修复时，要求水

凝胶必须具有一定的机械强度，可承受较大的

形变．然而，传统共价交联水凝胶的力学性能较

差．为了解决这一问题，科学家致力于研发具有

高弹性、高机械性能的双网络水凝胶．Ｊ．Ｐ．

Ｇｏｎｇ［８］最早成功制备出了这种双网络水凝胶，

与单一网络的水凝胶相比，双网络水凝胶材料

具有良好的拉伸性能和更高的机械强度．通常

情况下，双网络水凝胶的制备过程是将一种具

有紧密交联网络的水凝胶浸泡到第二种单体溶

液里面，然后将第二种单体在第一种网络中交

联形成一种相对松散的网络，进而形成双网络

结构．第一种高度交联的网络给水凝胶提供了

比较高的力学强度，而相对疏松的第二网络在

较大应变下能有效地使应力均匀分布而不是集

中在某一处．理论研究表明［９－１０］，双网络水凝

胶之所以具有高力学强度是因为其变形时会发

生一些特定的局部屈服和强化，当第一种网络

被损坏形成很多裂纹时，第二种网络将会分散

能量，保护整个体系不被破坏．
目前，通常利用热引发聚合来制备双网络

水凝胶，但该方法需无氧高温条件，且制备时间

较长（≥６ｈ），不利于工业化生产．鉴于此，本文
拟采用氧化还原引发体系快速制备一种高弹

性、高强度双网络水凝胶，通过研究影响水凝胶

力学性能的因素，验证该方法的可行性，为新型

高强度水凝胶的制备和应用提供理论依据．

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
主要试剂：丙烯酸、Ｎ，Ｎ′－亚甲基双丙烯

酰胺、过硫酸铵、硫酸亚铁，均为分析纯，天津市

科密欧化学试剂有限公司产；琼脂，北京奥博星

生物技术有限责任公司产．
主要仪器：ＫＱ－５０Ｂ型超声波清洗器，昆

山市超声仪器有限公司产；ＡＬ２０４型电子天平，
梅特勒－托利多仪器有限公司产；ＳＺＣＬ－４Ｂ型
智能磁力加热搅拌器，巩义市予华仪器有限责

任公司产；ＣＭＴ０１０４微机控制电子万能试验
机，深圳市新三思计量技术有限公司产．
１．２　高弹性双网络水凝胶的制备
１．２．１　琼脂溶液的制备　称取０．５ｇ琼脂粉
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置于１００ｍＬ烧杯中，然后加入５０ｇ去离子水，

在９０℃油浴中磁力搅拌使之完全溶解，然后将

其置于６５℃恒温环境下保存．

１．２．２　双网络水凝胶制备　称取２．０ｇ琼脂

溶液，加入一定量的 Ｎ，Ｎ′－亚甲基双丙烯酰

胺、硫酸亚铁和丙烯酸，超声溶解得溶液Ａ；称取

０．５ｇ去离子水，加入一定量的过硫酸铵，超声溶

解得溶液Ｂ．将溶液Ａ与溶液Ｂ快速混合、振荡，

静置一段时间后得到高弹性双网络水凝胶．

１．３　测试方法
１．３．１　拉伸性能测试　用于拉伸测试的水凝

胶先由厚度为２ｍｍ的磨具制备成膜状凝胶，

然后再用裁刀将其切割成哑铃状，拉伸速率设

置为２０ｍｍ／ｍｉｎ，拉伸夹具间距离为３０ｍｍ，宽

度为９ｍｍ．试样的拉伸应力σ（载荷）和应变ε
（拉伸率）的计算方法如下：

σ＝Ｆ／Ａ ①
式中，Ｆ为拉力／ｋＮ，Ａ为横截面积／ｍｍ２．

ε＝ΔＬ／Ｌ ②
式中，ΔＬ为试样的形变量／ｍｍ，Ｌ为试样的初

始长度／ｍｍ．

１．３．２　压缩性能测试　用于压缩测试的水凝

胶是在直径２５ｍｍ，高度１４ｍｍ的磨具中制得

的，试样形状为圆柱形．压缩速率设置为

５ｍｍ／ｍｉｎ，压缩夹具之间的距离为（１４±

０．５）ｍｍ．测试开始之前把试样放在压缩夹具

的正中心，调整上夹具使得上夹具与试样的上

表面恰好接触，然后开始进行测试．压缩应力

σ′和应变ε′的计算方法如下：

σ′＝Ｆ′／Ａ′ ③
式中，Ｆ′为压力／ｋＮ，Ａ′为横截面积／ｍｍ２．

ε′＝Δｈ／ｈ ④
式中，Δｈ为试样的形变量／ｍｍ，ｈ为试样的初

始高度／ｍｍ．

１．３．３　ＳＥＭ测试　首先把制备好的水凝胶样

品放入液氮中脆冷，然后把冷冻好的水凝胶放

置在真空冷冻干燥机中，在－５０℃条件下真空

干燥２４ｈ，再将样品切成薄片后固定在铜块上，

使用１０ｋＶ扫描电镜进行观察．

１．３．４　ＩＲ测试　取少量制备好的水凝胶碾碎

成粉末状，放置在３５℃的真空干燥箱中１２ｈ，

使得水凝胶中的水分充分干燥．在充分烘干的

凝胶粉末中加入 ＫＢｒ使两者混合均匀，最后将

混合物压缩成片材进行测试，测试波长范围为

４０００～４００ｃｍ－１．

２　结果与讨论

２．１　双网络水凝胶形成过程分析
双网络水凝胶的形成示意图如图１所示．

由图１可以看出，首先，含有丙烯酸单体的热溶

液在Ｆｅ２＋和过硫酸铵的作用下形成聚丙烯酸，

聚丙烯酸中的羧基与氧化反应生成的 Ｆｅ３＋形

成络合物，构筑第一种网络；随后将体系降温，

使琼脂溶液形成凝胶，构筑第二种网络，至此两

种互穿网络便形成了双网络水凝胶．另外，随着

Ｆｅ２＋加入量的不断增加，双网络水凝胶的形成

速度明显加快，当Ｆｅ２＋的加入量为１％（如无特

指，文中百分数均指质量分数）时，形成水凝胶

仅需５０ｓ，而通过传统热引发作用形成水凝胶

则需数小时．这是由于氧化／还原引发体系可以

在室温条件下、在很短时间内释放出大量的自

由基，进而快速引发单体进行聚合，极大地提高

水凝胶的形成速度．

２．２　丙烯酸含量对水凝胶性能的影响
丙烯酸是制备高弹性水凝胶的主要单体，

在Ｆｅ２＋／ＡＰＳ体系的引发下，丙烯酸与交联剂

Ｎ，Ｎ′－亚甲基双丙烯酰胺形成具有支链的聚

丙烯酸网络，从而形成双网络凝胶中的其中一

个网络，因此丙烯酸含量对水凝胶的性能影响

很大．为了了解丙烯酸含量对水凝胶性能的影

响，设计如下实验（见表１），其中只改变丙烯酸

的量，而其他反应物的量为定值．
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图１　双网络水凝胶的形成示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍｅｏｆｔｈｅｄｕａｌｎｅｔｗｏｒｋｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｈｙｄｒｏｇｅｌ

表１　丙烯酸含量对双网络水凝胶性能的影响

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｒｙｌｉｃａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｏｎｔｈｅｐｒｏｐｅｒｔｙｏｆｄｕａｌｎｅｔｗｏｒｋｈｙｄｒｏｇｅｌ

序号
１％
琼脂／ｇ

丙烯酸
／％

过硫酸铵
／％

Ｎ，Ｎ′－亚甲基
双丙烯酰胺／％

硫酸亚铁
／％

拉伸率
／％

压缩率
／％

１ ２ １０ １．５ ０．３ ０．０５ ５０ ５０
２ ２ ２０ １．５ ０．３ ０．０５ １００ ７４
３ ２ ３０ １．５ ０．３ ０．０５ ２１４ ８６
４ ２ ４０ １．５ ０．３ ０．０５ ２１０ ８５

　　测试单一琼脂凝胶的力学性能发现，凝胶

的强度非常弱，且几乎没有拉伸性能（见图２）；

向体系加入丙烯酸后，水凝胶的拉伸性能显著

增强，且该性能的优劣明显与丙烯酸的含量相

关：当丙烯酸的含量逐渐增加时，双网络水凝胶

的拉伸性和压缩性都能明显提高；当丙烯酸的

含量为３０％时，拉伸率、压缩率达最大；当丙烯

酸含量高于３０％时，水凝胶的黏性变大但拉伸

性和压缩性均有所降低．这可能是由于随着丙

烯酸含量的增加，聚丙烯酸分子链间作用力增

强，导致体系黏度增加，当水凝胶受到外力拉伸

或压缩时，体系中存在的双网络相互缠结，此时

水凝胶仍然有较高的拉伸率和压缩率．因此选

择丙烯酸含量为３０％来制备高弹性双网络水

凝胶．

ａ）拉伸之前的琼脂凝胶　　ｂ）拉伸之后的琼脂凝胶

图２　琼脂凝胶拉伸前后的示意图

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅａｇａｒｇｅｌｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ

２．３　Ｆｅ２＋含量对水凝胶性能的影响
Ｆｅ２＋可以降低过硫酸铵产生自由基的活化

能，使得过硫酸铵在室温条件下快速释放出大

量自由基，引发丙烯酸单体聚合，从而使体系迅

速形成水凝胶．而氧化／还原引发体系中由

·８３·
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Ｆｅ２＋转化而成的Ｆｅ３＋则会与聚丙烯酸中的羧基

基团发生金属络合作用，进而形成水凝胶的动

态交联点，这有助于增强凝胶的拉伸性能和抗

压性能．因此，硫酸亚铁的含量对水凝胶的性质

会产生显著影响．为了了解 Ｆｅ２＋对水凝胶性能

的影响，仅改变硫酸亚铁的含量，保持其他原料

的量不变进行测试，测试数据见表２．

表２　Ｆｅ２＋（即硫酸亚铁）含量对

双网络水凝胶性能的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｒｏｕｓｓｕｌｆａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｏｎｔｈｅ

ｐｒｏｐｅｒｔｙｏｆｄｕａｌｎｅｔｗｏｒｋｈｙｄｒｏｇｅｌ

序
号

硫酸亚铁
含量／％

反应时
间／ｓ

拉伸率
／％

压缩率
／％

凝胶
照片

１ ０．０２５ ３７８ ２０８ ８１

２ ０．０５０ ２８０ ２１４ ８６

３ ０．１００ １０３ １００ ８５

４ ０．５００ ８０ ６０ ７３

５ １．０００ ５０ ３３ ５９

　　注：所有双网络水凝胶样品中都包括１％琼脂２ｇ，丙烯
酸３０％，过硫酸铵１．５％，Ｎ，Ｎ′－亚甲基双丙烯酰胺０．３％

从表２可以看出，反应体系中逐渐增加硫

酸亚铁的量可以使水凝胶的形成速度不断加

快，当硫酸亚铁的含量为 ０．５００％时，可以在

８０ｓ内形成水凝胶．另外，随着硫酸亚铁含量的

增加，制备的水凝胶的强度也逐渐增大，但同时

水凝胶的颜色逐渐加深．这是由于氧化还原引

发体系（Ｆｅ２＋／ＡＰＳ）的产物Ｆｅ３＋，能够通过金属

离子空轨道与羧酸基团中的氧原子发生金属络

合作用，形成凝胶网络交联点［１１－１２］．随着硫酸

亚铁含量的增加，金属络合作用的交联程度也

逐渐增强，水凝胶的强度也随之增大．当硫酸亚

铁的加入量为０．０５０％时，水凝胶具有最大的

拉伸率和压缩率，其拉伸率为２１４％，压缩率为

８６％．但随着硫酸亚铁加入量的不断增加，水凝

胶的力学性能逐渐下降，当硫酸亚铁的加入量

为 １．０００％时，拉伸率仅为 ３３％，压缩率为

５９％，这是由于高浓度的硫酸亚铁会导致过硫

酸铵在瞬间产生大量的自由基，而高浓度自由

基会引发丙烯酸单体快速共聚，致使聚丙烯酸

的分子链变短，而较短的聚丙烯酸分子链之间

没有足够的缠结力，从而导致水凝胶的力学性能

下降［１２］．因此，选择硫酸亚铁的含量为０．０５０％．

２．４　双网络水凝胶的压缩性能和拉伸性能
为了进一步了解上述双网络水凝胶的压缩

性能和拉伸性能，选取适宜的水凝胶制备条件：

琼脂溶液质量浓度１％，丙烯酸含量３０％，过硫

酸铵含量１．５％，Ｎ，Ｎ′－亚甲基双丙烯酰胺含

量０．３％，硫酸亚铁含量０．０５０％，通过特定的

模具来制备水凝胶，进而进行压缩实验和拉伸

实验，如图３所示．由图３可以看出，压缩前水

凝胶的高度接近２ｃｍ，水凝胶可被压缩到１ｃｍ

左右，压缩量接近５０％，且水凝胶表面无明显

裂纹，因此该水凝胶具有良好的压缩性能．由图

３ｃ）可以看出，拉伸前水凝胶的长度约为

３．５ｃｍ；拉伸之后水凝胶长度约为１１ｃｍ，拉伸

率为２１４％，并且水凝胶在去掉拉力后可以迅

速恢复到初始长度和形状．

图４是双网络水凝胶的拉伸曲线和压缩曲

线．由图４可以看出，采用本文方法制备的双网

络水凝胶具有良好的抗拉强度和拉伸性，抗拉

强度能达到 ０．８ＭＰａ，断裂拉伸率可以达到

２２５％，抗压强度可以达到４ＭＰａ．

２．５　双网络水凝胶的ＳＥＭ分析
图５为双网络水凝胶的ＳＥＭ图．由图５ａ）—

ｂ）可以观察到水凝胶的微观结构呈层状分布，

凝胶层的厚度大约为１００ｎｍ．由图５ｃ）—ｄ）可

以观察到水凝胶中的微观纤维网络，其纤维直

·９３·
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图３　双网络水凝胶的压缩性能和拉伸性能
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图４　双网络水凝胶的拉伸曲线和压缩曲线

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｔｅｎｓｉｌｅｃｕｒｖｅａｎｄｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｄｕａｌｎｅｔｗｏｒｋｈｙｄｒｏｇｅｌ

径大约为１００ｎｍ．由图５可以看出，随着硫酸

亚铁加入量的增多，双网络水凝胶中的微观纤

维网络结构明显增多，这些纤维结构可以极大

地增强水凝胶的力学性能［１３－１４］．

２．６　双网络水凝胶的ＩＲ分析
采用ＩＲ对双网络水凝胶、单一琼脂水凝胶

和聚丙烯酸水凝胶进行表征，结果如图６所示．

由图６可以看出，琼脂水凝胶中—ＯＨ的伸缩

振动峰位于３６０２ｃｍ－１处，然而在双网络水凝胶

中，琼脂的—ＯＨ振动峰移动到３６２０ｃｍ－１处，

这可能是由于聚丙烯酸的—ＣＯＯＨ与琼脂

的—ＯＨ发生了分子间氢键作用．相比聚丙烯

酸水凝胶，具有金属络合作用的双网络水凝胶

在１４５９ｃｍ－１的 Ｎ—Ｈ键弯曲振动吸收峰和

１７０１ｃｍ－１处的 Ｃ Ｏ键弯曲振动吸收峰有明

显的偏移，这说明 Ｆｅ３＋与聚丙烯酸分子中

的—ＣＯＯＨ发生了金属络合作用．

３　结论

本文采用氧化／还原（Ｆｅ２＋／过硫酸铵）引

发体系制备了双网络水凝胶材料，通过考察丙

烯酸和Ｆｅ２＋含量对水凝胶性能的影响，得出适

宜的工艺条件为琼脂溶液浓度１％，丙烯酸含

量３０％，过硫酸铵含量１．５％，Ｎ，Ｎ′－亚甲基双

·０４·
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图５　双网络水凝胶的ＳＥＭ图

Ｆｉｇ．５　ＳＥＭｏｆｄｕａｌｎｅｔｗｏｒｋｈｙｄｒｏｇｅｌｓ

图６　水凝胶、单一琼脂凝胶和

聚丙烯酸水凝胶的ＩＲ图

Ｆｉｇ．６　ＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｈｙｄｒｏｇｅｌｓ，ａｇａｒｇｅｌａｎｄ

ｐｏｌｙａｃｒｙｌｉｃａｃｉｄｈｙｄｒｏｇｅｌ

丙烯酰胺含量０．３％，硫酸亚铁含量 ０．０５０％．

对该工艺条件下制备的水凝胶进行力学性能测

试，结果表明，其断裂拉伸率可达２２５％，抗压

能力可达４ＭＰａ．利用ＳＥＭ和ＩＲ对该水凝胶的

微观形貌和结构进行分析、表征，发现：水凝胶

的微观形貌具有纤维网络结构，纤维直径约为

１００ｎｍ；水凝胶中琼脂分子与聚丙烯酸分子之

间存在氢键作用，Ｆｅ３＋与聚丙烯酸分子中的羟

酸基因发生了金属络合作用．用本文方法所制

备的双网络水凝胶具有高弹性和高强度，克服

了传统热引发聚合所需时间长、高温无氧等缺

点，为开发新型的高弹性凝胶材料提供了技术

支撑和理论依据．

·１４·
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水凝胶在缓／控释肥料中应用的研究进展
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摘要：对水凝胶应用于缓／控释肥料的研究进展进行了综述，发现将水凝胶用于
缓／控释肥料制备，可以得到性能优异的保水缓／控释肥料，显著提高肥料和水
资源的利用率．但保水缓／控释肥料存在成本高、不适宜工业化生产和不能完全
实现肥料的释放周期与农作物的养分需求周期相一致等问题．探索肥料释放的
机制与规律，通过控制保水缓／控释肥料特别是水凝胶的结构与组成，调控肥料
的释放性能，制备出智能保水缓／控释肥料体系，以满足不同环境变化和不同农
作物生长的需求，将是未来研究的重点和方向．
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ｅｒｒｅｌｅａｓｅａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｈｙｄｒｏ
ｇｅｌｓ，ｔｕｎｉｎｇｉｔｓｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，ｓｍａｒｔｒｅｔｅｎｔｉｏｎａｎｄｓｌｏｗ／ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｓｙｓｔｅｍｃｏｕｌｄｂｅｆａｂｒｉｃａｔｅｄ．
Ｔｈｅｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｓｙｓｔｅｍｃａｎｓａｔｉｓｆｙｔｈｅｎｅｅｄｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇｓａｎｄｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｒｏｐｓ，ｗｈｉｃｈｗｉｌｌ
ｂｅｔｈｅｆｕｒｔｈｅｒｆｏｃｕｓａｎｄｄｉｒｅｃｔｉｏｎｏｆｒｅｓｅａｒｃｈ．

０　引言

水凝胶是通过化学或物理交联而形成的亲

水性聚合物三维网络，在水溶液中能够吸水溶

胀，但不会溶解，可吸收和保留相当多的水或生

物流体，甚至在一定压力下也较难释放［１］．由于

有着这种特殊的性质，水凝胶被广泛应用于许

多领域，比如药物控释［２］、组织工程［３］、生物传

感器［４］、重金属和染料吸附剂［５－６］等．其中，能

够吸收并保持自身重量几十倍甚至上千倍的水

凝胶称为超吸水水凝胶，也称为超吸水树脂，它

在农业生产、卫生用品等领域展示了巨大的应

用潜力．

肥料是农作物增产增收的保证，在现代农

业生产中发挥着重要作用．然而，肥料特别是氮

肥的利用率偏低，这一方面增加了农业生产的

成本，另一方面也降低了农作物的品质，同时还

会造成地下水污染、湖泊富养化等环境问题．

缓／控释肥料因能实现养分持续释放从而具有

提高肥料利用率、减少施肥频率等优点，已成为

肥料领域的研究热点．

近年来，随着水凝胶，特别是超吸水水凝胶

的发展，出现了一类新型肥料，即保水缓／控释

肥料，它将水凝胶的吸水性、保水性与缓释性结

合在一起，以水促肥，使营养物质更为有效地释

放和吸收，可明显提高肥料的利用效率；同时，

水凝胶优异的吸水、保水性可以降低灌溉水的

消耗和农作物的死亡率，改善土壤的物理性质．

然而，单独使用水凝胶会增加农民的经济负担，

而且农作物增产效果并不明显．但将水凝胶与

肥料结合使用，可以减少化肥的用量，从而大大

降低农业生产成本［７］．由于保水缓／控释肥料的

优良性能及巨大的应用前景，科学工作者对其

进行了大量研究．本文拟对近年来水凝胶应用

于保水缓／控释肥料的研究成果进行归纳总结，

对不同原料类型的水凝胶、不同形成原理的水

凝胶、以不同方式与肥料结合的水凝胶在缓／控

释肥中的应用进行综述，对该领域研究前景进

行展望，以期为制备性能优异的保水缓／控释

肥，进而提高肥料与水资源的利用率提供参考．

１　不同原料类型制备的水凝胶在缓／
控释肥料中的应用

　　制备保水缓／控释肥料中水凝胶的原料类

型很多，可以从小分子单体通过聚合反应来制

备，可以通过纤维素、淀粉、壳聚糖等天然高分

子材料的交联或接枝共聚得到，也可以在水凝

胶中加入一些无机物，得到有机／无机复合水凝

胶，以降低成本，改善肥料性能．

１．１　合成高分子型
合成高分子型是指通过单体聚合，将小分

子聚合为大分子链／网状聚合物，在其小分子聚

合过程中，通过引入营养元素来制备缓／控释肥

料．Ｎ．Ｅ．Ｒａｂａｔ等［８］通过比较分别由丙烯酸、丙

·４４·
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烯酰胺、丙烯酸 －丙烯酰胺形成的水凝胶的性

能差异，来探究适合农作物生长的合成方案．研

究发现，聚丙烯酸水凝胶具有更好的溶胀能力，

而聚丙烯酰胺水凝胶溶胀能力较差；在土壤保

水能力测试中发现，聚丙烯酰胺水凝胶拥有最

优异的保水能力，在１５ｄ和３０ｄ后，仅分别失

水３０．８４％下文如无特指，百分数均指质量分

数）和 ４４．０６％．Ｂ．Ｌ．Ｎｉ等［９］将丙烯酰胺和丙

烯酸聚合得到的水凝胶作为外涂层包覆肥料内

核，制得的保水缓／控释肥料其吸水率能达到自

身重量的７０倍．然而，合成的高分子材料往往

降解困难，在土壤中累积会成为污染源，而且成

本较高，这就促使人们不断探索，开发利用环境

友好的可降解水凝胶．

１．２　天然高分子型
天然高分子广泛存在于自然界中，具有价

格低廉、可降解、绿色环保等特点，而且天然高

分子含有羟基、羧基、氨基等活性基团，便于进

行化学修饰或化学交联．通过天然高分子的接

枝共聚，可以得到不同性能和结构的水凝胶．壳

聚糖［１０－１２］、淀粉［１３－１５］、纤维素［１６－１８］等天然高

分子被广泛用于制备保水缓／控释肥料．近年

来，研究人员将研究重点放在以小麦秸秆、玉米

秸秆等农业废弃物来制备保水缓／控释肥料方

面，以进一步降低肥料成本，且有利于农业废弃

物的综合利用．

Ｓ．Ｉｂｒａｈｉｍ等［１９］使用过氧接枝共聚技术，

通过从废弃鸡肉中提取明胶，然后接枝聚丙烯

酰胺，制备了低成本绿色水凝胶缓／控释肥料．

通过条件优化，水凝胶的溶胀率达到８００％．肥

料释放速率比较平缓，４ｈ释放率约２５％，１０ｈ

释放率约４０％．而且，接枝后共聚物的热稳定

性得到了显著提高．Ｌ．Ｈ．Ｘｉｅ等［２０］首先以 Ｎ，

Ｎ′－二羟甲基脲和磷酸二氢钾为原料制成新型

低水溶性氮磷肥料粉末，然后与羧甲基纤维素

充分混合，再加上适量尿素得到肥料内核．以小

麦秸秆、丙烯酸、２－丙烯酰氨基 －２－甲基 －

１－丙磺酸和 Ｎ－羟甲基丙烯酰胺为原料合成

超吸水水凝胶，将其涂覆在肥料内核上得到保

水缓／控释肥料，测试发现，在第１ｄ，３ｄ和３０ｄ

土壤中的氮释放率分别为 １０．８％，３５．５％和

６８．６％．当交联剂含量为３％时，降解率最大为

４７．７％．Ｙ．Ｃ．Ｙａｎｇ等［２１］研究制备了双涂层水

凝胶缓／控释肥料，第一层为由液化玉米秸秆、

异氰酸酯、二乙烯三胺合成的生物基聚氨酯，第

二层为鸡毛蛋白和丙烯酸聚合形成的水凝胶聚

合物．土壤保水能力测试发现，土壤的持水量随

双涂层缓／控释肥料用量的增加而增加，２００ｇ

土壤加入４ｇ双涂层缓／控释肥料，相比较２００ｇ

土壤来说，保水率增加了３６．８％；使用１０ｇ双

涂层缓／控释肥料时，保水率达到 ２８．１％；添加

２０ｇ双涂层缓／控释肥料时，保水率增加至

３４．５％．周昌［２２］从新疆昌吉地区废弃棉秆中提

取木质素，并将其处理为木质素磺酸钠，然后将

其与丙烯酸、丙烯酰胺接枝共聚制得水凝胶．该

水凝胶吸水量可达到２１７６ｇ／ｇ．以其为包膜材

料，包裹微晶石蜡处理过的尿素制得保水缓／控

释肥料．该肥料在１～４ｄ内尿素释放率低于

２０％，４～１２ｄ尿素释放率为６０％，１２～６８ｄ尿

素释放率为８０％．

由于天然高分子有诸多优点，人们在天然

高分子型保水缓／控释肥料方面进行了较多的

研究，但纯天然高分子的性能往往不能满足保

水缓／控释肥料的要求，需要与其他单体接枝共

聚以改善其性能．如何控制它们的组成以降低

成本、改善性能是人们研究的重要方向．

１．３　复合高分子型
复合高分子型是指将无机填料（如高岭

土、膨润土、凹凸棒、蒙脱石等）引入到聚合物

基体中，从而得到更高强度和刚度的水凝胶．同

时利用矿物质本身较大的空间体积和高比表面

积等特点，使制备的保水缓／控释肥料的释放速
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率能得到较大提升．

Ａ．Ｂｏｒｔｏｌｉｎ等［２３］研究了由聚丙烯酰胺、甲

基纤维素和蒙脱石制备的保水缓／控释肥料水

凝胶．研究发现，不含蒙脱石的缓／控释肥料在

２４～４８ｈ内释放结束，而含有蒙脱石的缓／控释

肥料释放时间则延长到７２ｈ，且释放营养量也

有所增加．Ｌ．Ｈ．Ｘｉｅ等［２４］将磷酸钙和凹凸棒石

混合后涂覆在尿素上作为肥料核，小麦秆／海藻

酸钠混合物用作内涂层，丙烯酸、Ｎ－羟甲基丙

烯酰胺、小麦秸秆制备的水凝胶作为外涂层来

制备缓／控释肥料．在１ｄ，３ｄ和３０ｄ内该肥料

中氮的释放率分别为 ３０．５％，４０．３％ 和

９８．５％，磷的释放率分别为 ６．３％，１８．７％和

４２．６％，表现出优异的缓释性能．Ａ．Ｒａｓｈｉｄｚａ

ｄｅｈ等［２５］通过海藻酸钠、丙烯酸、丙烯酰胺和斜

发沸石的自由基聚合制备了一种新型水凝胶

缓／控释肥料．该水凝胶的溶胀度随着体系 ｐＨ

值的增加而增加，ｐＨ＝１０时得到最大吸水量，

在第 １ｄ，３ｄ和 ３０ｄ，肥料释放率分别为

１３．４４％，１６．１２％和５４．２３％．

传统水凝胶较高的生产成本和较低的凝胶

强度限制了它们的广泛应用，将无机填料引入

图１　制备纳米复合水凝胶的接枝共聚机理［２６］

Ｆｉｇ．１　Ｇｒａｆｔｃｏｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｆｏｒｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅｈｙｄｒｏｇｅｌ［２６］
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聚合物基体，不仅可以降低成本，增加水凝胶的

强度和刚度，而且还可以利用矿物质本身较大

的空间体积和高比表面积等特点，进一步提升复

合材料的释放性能［２６］（见图１），使得复合型高分

子保水缓／释肥料具有广泛的应用前景．

２　不同形成原理的水凝胶在缓／控释肥
料中的应用

　　水凝胶是保水缓／控释肥料的重要组成部分，

其形成原理可分为两大类：物理交联和化学交联．

通过物理交联形成的水凝胶机械强度较低，在土

壤中使用时容易流失，影响肥料的保水与缓释性

能，这就限制了物理交联的水凝胶在肥料制备中

的应用．而通过化学交联形成的水凝胶有较大的

机械强度，在土壤中使用时性质比较稳定，因而化

学交联形成的水凝胶广泛应用于保水缓／控释肥

料的制备．常用的化学交联方法一般有以下４种．

２．１　共价交联型
共价交联是指在小分子交联剂的作用下，使

两个或多个分子通过共价键交联为大分子聚合

物，常用的交联剂有戊二醛、甲醛、柠檬酸等．

Ａ．Ｍ．Ｓｅｎｎａ等［２７］以乙酸纤维素为原料，用三

乙胺催化的乙二胺四乙酸二酐进行酯化交联，制

备了可生物降解的水凝胶，然后将该水凝胶浸泡

在氮磷钾溶液中，吸附平衡后，得到保水缓／控释

肥料．研究发现，该水凝胶在水溶液中的吸水率达

到了（９９０±１５）％，施用该保水缓／控释肥料的植

物，其平均高度生长和平均直径生长均大于不施

加保水缓／控释肥料的植物．Ｓ．Ｋ．Ｂａｊｐａｉ等［２８］制备

了环氧氯丙烷交联的纤维素水凝胶，并研究其对

尿素的控释性能，结果表明，随着交联剂含量增

加，水凝胶溶胀度减小，尿素释放速率减小．Ｓ．Ｍｏ

ｈａｍｍａｄｉＫｈｏｏ等［２９］以溴乙酰化纤维素为原料，以

尿素作交联剂，制备了基于纤维素的水凝胶，然后

通过溶胀吸附法制备了载有尿素的保水／缓控释

肥料，并研究了其在土壤中的保水性及对尿素的

控释性能：１５ｄ内，０．５％，１％和２％的样品保水率

分别为１６．８５％，１９．９８％和 ３２．７５％；２１ｄ内，

０．５％，１％和２％的样品仍含有１．８５％，１５．４７％和

２２．３９％的水．在１ｄ，３ｄ，６ｄ，１０ｄ和２１ｄ后，尿素

的累积释放率分别为２２．９％，４９．５％，７５．６％，９１．

３％和９５．７１％．

通过交联剂的作用，将原料分子以共价键的

形式交联起来，得到三维的网络结构，制备的水凝

胶机械强度往往较高，但有些交联剂具有较大毒

性，其使用会对环境造成一定的影响．

２．２　离子交联型
离子交联一般是指含有羧基的高分子，通过

与金属离子（Ｃａ２＋，Ａｌ３＋，Ｆｅ３＋等）形成金属键产生

交联形成水凝胶．

姜安龙等［３０］以尿素为肥料，将其与海藻酸钠

溶液混合后滴入氯化钙溶液中，制得海藻酸钠包

裹的凝胶尿素小球．研究发现，相比于尿素颗粒，

该实验制备的缓释肥料其尿素释放速率降低了约

３００倍．Ｄ．Ｗ．Ｄａｖｉｄｓｏｎ等［３１］将羧甲基纤维素水溶

液和肥料混合，并使用铁盐和钙盐进行交联得到

水凝胶保水缓／控释肥料．研究发现，５０ｄ后，施用

该保水缓／控释肥料的植物的高度明显高于未施

肥的植物，且产量是未施肥植物的２倍．Ｓ．Ｐ．Ｊｉｎ

等［３２］首先利用尿素、磷酸和氧化铁合成了一种不

溶于水的肥料，随后将其与羧甲基壳聚糖混合后

加入氯化钙溶液中，通过离子交联形成肥料颗粒，

最后，将羧甲基壳聚糖肥料颗粒放入部分中和的

丙烯酸、丙烯酰胺、Ｎ，Ｎ－亚甲基双丙烯酰胺和活

性炭混合液中，加入环己烷和Ｓｐａｎ－８０，搅拌升

温，制备出具有水凝胶包膜的保水缓／控释肥料．

研究发现，该保水缓／控释肥料在第２ｄ，第５ｄ和

第３１ｄ磷酸盐的释放率分别为９％，１４％和４０％．

Ｙ．Ｚｈａｎｇ等［３３］以桑树树枝为原料，经预处理后与

丙烯酸、丙烯酰胺自由基接枝共聚制备出超吸水

水凝胶，然后将该水凝胶与尿素、海藻酸钠混合搅

拌，滴加到氯化钙溶液中，制备出尿素保水缓／控

·７４·
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释肥料（见图２）．研究表明，１０ｄ后，不含保水缓／

控释肥料的土壤的保水率约为２．０％，而对于每

１００ｇ土壤施加０．１ｇ，０．３ｇ和０．５ｇ保水缓／控释

肥料的样品，保水率在１０ｄ后分别为２２．４％，

６７．１％ 和７９．０％，在１５ｄ后分别为０．３％，４０．５％

和５９．７％．２５ｄ后，每１００ｇ土壤中施加０．５ｇ保水

缓／控释肥料的样品的保水率仍为７．２％．

离子交联型水凝胶形成速度较快，而且这种

交联是可逆的，在一定条件下凝胶能够重新变成

溶液．通过离子交联可以制备出具有良好保水缓

释性能的肥料，人们之所以对该方法格外关注，一

方面是由于其具有反应速度快和反应可逆的特

点，另一方面是由于交联剂所含有的金属离子往

往也是农作物生长所需的营养元素．

２．３　辐射交联型
辐射交联是指共价键吸收高能辐射线产生活

性中心，并以此引发单体聚合形成交联的过程．

Ｎ．Ａ．Ｍａｚｉａｄ等［３４］使用 γ－辐射技术合成
羧甲基纤维素／聚丙烯酰胺／二氧化硅的水凝
胶，并通过溶胀吸附硝酸钾制备出保水缓／控释
肥料．研究发现，溶胀比随着水凝胶中羧甲基纤
维素含量的增加而增加，而二氧化硅的加入也

极大地影响了水凝胶的溶胀比，其中含有５％
的二氧化硅水凝胶具有最好的溶胀能力．
Ｐ．Ｗｅｎ等［３５］将含有尿素、部分中和的丙烯酸、

膨润土、交联剂、引发剂的溶液与含有棉茎粉

末、聚乙烯吡咯烷酮的溶液混合后加入微波反

应器中，通过微波辐射引发聚合，制备了半互穿

网络保水缓／控释肥料（见图３）．研究发现，在
１ｄ，３ｄ和３０ｄ内该肥料中尿素释放率分别为
１１．８％，２６．９％和 ６０．８％的肥料，这表明该肥
料具有优异的缓释性能．不含保水缓／控释肥料
的土壤在１２ｄ后失去所有吸收的水，而当施用
２．０ｇ保水缓／控释肥料时，失水时间延长至２７ｄ．

图２　以桑树树枝为原料制备尿素保水缓／控释肥料的过程［３３］

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆｔｈｅｗａｔｅｒｒｅｔｅｎｔｉｏｎａｎｄｓｌｏｗ／ｃｏｎｔｒｏｌｕｒｅａｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｂａｓｅｄ

ｏｎｍｕｌｂｅｒｒｙｂｒａｎｃｈｅｓ［３３］

·８４·
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图３　微波辐射合成半互穿网络水凝胶过程［３５］

Ｆｉｇ．３　ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｓｅｍｉＩＰＮｈｙｄｒｏｇｅｌｂｙｍｉｃｒｏｗａｖｅｒａｄｉａｔｉｏｎ［３５］

　　辐射交联可在低温条件下进行，具有反应

不受温度影响、制得的产品较纯净等优点，作为

一种绿色的凝胶合成方法而受到广泛关注．

２．４　自由基聚合交联型
自由基聚合交联是指在引发剂作用下，以

自由基为活性中心引发单体聚合形成交联．

Ｘ．Ｄ．Ｌｉ等［３６］以过硫酸铵、硝酸铈铵为引

发剂，Ｎ，Ｎ－亚甲基双丙烯酰胺为交联剂，小麦

秸秆纤维素、部分中和的丙烯酸、聚乙烯醇、尿

素、磷酸二氢钾为原料，通过溶液自由基聚合制

得具有半互穿网络结构的氮磷保水缓／控释肥

料，并研究了其在不同盐溶液中的溶胀和控释

行为，结果表明，该肥料在氯化钠溶液中溶胀能

力最强，其次是氯化钾和硫酸钠溶液，在氯化钙

溶液中溶胀能力最差．肥料中的磷在氯化钙溶

液中释放速率最慢，在氯化钠溶液中释放最快，

其次是氯化钾和氯化钙溶液；肥料中的氮在氯

化钠和氯化钾中释放速率较为接近，且在氯化

钾中释放量更多．Ｓ．Ｇｈａｚａｌｉ等［３７］以丙烯酸和丙

烯酰胺为单体，Ｎ，Ｎ－亚甲基双丙烯酰胺为交

联剂，过硫酸铵为引发剂，加入热解后的碳颗

粒，通过溶液聚合合成水凝胶，包覆肥料后制得

保水缓／控释肥料．研究表明，添加碳颗粒后的

肥料提高了其吸水值，但是与不含碳颗粒的肥

料相比，它需要更长的溶胀时间才能得到最大

吸水值．Ｓ．Ｙ．Ｌｕ等［３８］以过硫酸铵为引发剂，基

于Ｌ－天冬氨酸的化合物为新型交联剂，魔芋
葡甘露聚糖为原料制备了水凝胶，并将其涂覆

在肥料上制备出保水缓／控释肥料．研究发现，
在１ｄ，１５ｄ和３０ｄ内，土壤中氮的释放率分别
为９．３２％，６１．８％和７９．８％，３０ｄ后磷的释放
率为６４．４％．Ａ．Ｒａｓｈｉｄｚａｄｅｈ等［３９］以过硫酸铵

为引发剂，Ｎ，Ｎ－亚甲基双丙烯酰胺为交联剂，
海藻酸钠、丙烯酸、丙烯酰胺和蒙脱石为原料，

通过自由基聚合制备了保水缓／控释肥料．研究
表明，在水溶液中，该保水缓／控释肥料在第
１ｄ，７ｄ和 ３０ｄ的释放率分别为 １４．６６％，
２８．５４％和５７．６６％；在土壤中，该保水缓／控释
肥料在第 １ｄ，７ｄ和 ３０ｄ的释放率分别为
１３．７％，３９．４２％，６０．６９％．在第１５ｄ和第３０ｄ，
含有该保水缓／控释肥料的土壤的保水率分别
为９０．４４％和７８．０９％．

自由基交联具有适用单体广、操作简单等

优点，而且肥料、无机物的存在往往对聚合反应

的发生没有明显影响，可用于肥料的原位包覆

和复合凝胶的制备，是目前缓／控释肥料制备中
应用最广泛的方法．

３　与化肥结合方式不同的水凝胶在
缓／控释肥料中的应用

　　氮、磷、钾是农作物生长所必需的主要营养

·９４·
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元素，除此之外，农作物的正常生长还需多种微

量元素，比如硫、铁、硼、锰、锌、钼等．为了制备

保水缓／控释肥料，人们尝试通过不同的方法将

这些营养元素负载在水凝胶中，常用的方法大

致可分为以下４种．

３．１　直接混合法
直接混合法是直接将水凝胶与缓／控释肥

料混合在一起使用，通过控制水凝胶与肥料的

比例，制备出具有一定保水缓／控释性能的肥

料．Ａ．Ｇｕｎｅｓ等［４０］将高度交联的聚丙烯酰胺和

磷肥混合施用来研究水凝胶对磷肥使用效率的

影响规律．研究发现，该保水缓／控释肥料的加

入使土壤含水量明显增高，农作物灌溉间隔也

由６ｄ增加至１１ｄ．同时，添加水凝胶后磷肥的

利用率增加，农作物产量也有所提高．

直接混合法简单易行，但水凝胶与肥料不

容易混合均匀，且二者协同作用较小，因此，该

法研究和应用较少．

３．２　溶胀吸附法
溶胀吸附法是将制备好的干胶浸泡在含肥

料的溶液中，通过水凝胶的溶胀，将肥料吸附进

三维网络中，待溶胀平衡后，将生成物干燥、粉

碎得到保水缓／控释肥料．Ａ．Ｐｏｕｒｊａｖａｄｉ等［４１］在

Ｓａｌｅｐ淀粉磷酸盐水溶液中加入丙烯酸、Ｎ，Ｎ－

亚甲基双丙烯酰胺和过硫酸铵，经过自由基聚

合得到水凝胶，干燥后在硝酸钾水溶液中溶胀，

制得保水缓／控释肥料，并对其溶胀性能和缓释

行为进行了研究．溶胀吸附法能够减少肥料对

水凝胶合成过程的影响，得到的水凝胶性能较

好，但肥料在水凝胶中的装载量相对于其他方

法来说较少，而且制备所需时间较长．

３．３　原位包埋法
原位包埋法是将肥料与水凝胶原料直接混

合在一起，在形成水凝胶的同时得到保水缓／控

释肥料．Ａ．Ｏｌａｄ等［４２］以稻壳灰、藻酸钠、丙烯

酸、丙烯酰胺和尿素、磷酸二氢钾、磷酸二氢铵

等为原料，通过原位自由基接枝共聚制备保水

缓／控释肥料．研究表明，当交联剂含量为

０．４５％时，溶胀比可达８３０ｇ／ｇ；当体系中稻壳

灰含量为１５％时，溶胀比可达１０７０ｇ／ｇ．在水溶

液中，第１ｄ，７ｄ，３０ｄ内肥料的释放率分别为

１４．８５％，２９．３６％和７０．４％；在土壤中，第１ｄ，

７ｄ，３０ｄ内肥料释放率分别为 １４．９８％，

３１．８６％和７１．２６％．Ｐ．Ｗｅｎ等［４３］以处理过的玉

米芯、丙烯酸、膨润土、聚乙烯吡咯烷酮、尿素为

原料，通过自由基聚合制备出保水缓／控释肥

料．研究发现，在１ｄ，３ｄ，３０ｄ内，氮肥释放率

分别为１０．４％，２３．８％和５６．６％．同时在盆栽

实验中也发现，施用该缓／控释肥料的棉花发芽

率高达（８６．６７±５．７７）％，棉花苗的株高、根

长、鲜重和干重分别提高了３７．７６％，３３．４８％，

４４．０７％和６４．２９％．

相对于溶胀吸附法，原位包埋法能将更多

的肥料负载在水凝胶中，增加了保水缓／控释肥

料的载肥量，而且制备所用时间较短．不过，肥

料的存在有时会对水凝胶的形成反应和水凝胶

的性质产生不利影响．

３．４　涂层包膜法
涂层包膜法是以肥料作为内核，水凝胶作

为外壳制成的核壳结构保水缓／控释肥料．肥料

内核可以是单一的尿素，可以是氮磷钾复合肥，

也可以加入一些聚合物、无机物调节其性能．外

壳可以是一层吸水保水凝胶，可以是二层或多

层，也可以加入一层疏水聚合物以延缓肥料的

释放．一般是将肥料内核包裹在具有吸水、保水

能力的水凝胶中，使其达到水分缓释的作用．

赵利［４４］以磷酸酯双淀粉为原料，加入部分

中和的丙烯酸、交联剂、引发剂，通过紫外光聚

合制备复合保水剂，然后以聚乙烯醇为粘合剂，

将其包裹尿素颗粒制备出保水缓／控释肥料．杨

鸿嘉［４５］以玉米芯为原料，与部分中和的丙烯

酸、聚乙二醇二丙烯酸酯共聚合成了水凝胶，并
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以聚乙烯醇为粘合剂，将其包裹尿素制备出保

水缓／控释肥料．当聚乙二醇二丙烯酸酯相对分
子质量为 １０００时，水凝胶的最大吸水量达
３６４８ｇ／ｇ，在盐溶液中可达 ５４５．８ｇ／ｇ．Ｙ．Ｚ．
Ｓｈｅｎ等［４６］合成了用有机硅氧烷和氮丙啶交联

剂改性的水性丙烯酸乳液，然后将其与甲基硅

油混合包覆ＮＰＫ肥料颗粒制得保水缓／控释肥

料．该肥料显示了优异的释放性能，３０ｄ的累积

营养释放率为１６％，预计营养释放持续时间超

过１９０ｄ．Ａ．Ｒａｓｈｉｄｚａｄｅｈ等［４７］以商业氮磷钾肥

料为内核，将通过藻酸钠、丙烯酸、丙烯酰胺和

斜发沸石的自由基聚合制备的复合水凝胶涂覆

在肥料内核上，制备出新型保水缓／控释肥料．

结果表明，在１ｄ，３ｄ，３０ｄ，保水缓／控释肥料在

水中的释放率分别为 １６．５８％，１８．９４％和

７６．０８％，该肥料在土壤中的释放率分别为

１３．８５％，１７．５３％ 和 ５６．４２％．Ｓ．Ｎｏｐｐａｋｕｎ

ｄｉｌｏｇｒａｔ等［４８］将肥料颗粒浸入质量浓度为７％

的聚乙烯醇溶液中，移出后在空气中干燥得到

聚乙烯醇层，然后再将其浸入壳聚糖的乙酸水

溶液中，通过戊二醛交联形成壳聚糖层，最后通

过丙烯酰胺、丙烯酸、过硫酸铵、Ｎ，Ｎ－亚甲基

双丙烯酰胺的反相悬浮聚合对肥料进行第３次

包覆，制备了三涂层包覆的保水缓／控释肥料

（见图４）．该肥料在水中浸泡 １ｄ后，释放的

氮，磷和钾营养物质的质量浓度分别为（２６．２±

１３）ｍｇ／Ｌ，（５３．５±１１）ｍｇ／Ｌ和（１８．９±

８）ｍｇ／Ｌ；在水中浸泡３０ｄ后，释放的氮，磷和

钾营养物质的质量浓度分别为（１０３．９±２２）

ｍｇ／Ｌ，（１８２±３０）ｍｇ／Ｌ和（９２．７±３２）ｍｇ／Ｌ，

以３０ｄ后的总释放百分比来看，营养释放顺序

为氮（（８３．９±１８）％）＞磷（（６２．３±１２）％）＞

钾（（３６．２±１５）％）．Ｂ．Ｌ．Ｎｉ等［４９］以尿素、磷酸

二氢钾和凹凸棒石混合制备肥料内核，瓜尔胶

作为肥料内涂层，瓜尔胶、衣康酸、腐植酸和丙

烯酰胺为原料制备的水凝胶用作外涂层制备双
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图４　三层包膜的ＮＰＫ肥料颗粒的

光学显微图片［４８］

Ｆｉｇ．４　Ｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｏｆｔｒｉｌａｙｅｒｃｏａｔｅｄ

ＮＰＫｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｇｒａｎｕｌｅ［４８］

涂层保水缓／控释肥料．研究发现，土壤中的氮

在２０ｄ内达到释放平衡，而钾和磷在１个月后

分别释放（８８．２±２．３）％和（９２．４±２．６）％．同

时，制备的水凝胶也可作为土壤调节剂将土壤

的ｐＨ值调整至中性．Ｓ．Ｙ．Ｌｕ等［５０］将尿素和凹

凸棒石混合后作为内核，淀粉乙酸酯为内涂层，

羧甲基淀粉交联黄原胶为原料制备的水凝胶为

外涂层制备了保水缓／控释肥料．研究发现，未

涂覆的肥料第１ｄ氮的释放率为７９．７％，而制

备的保水缓／控释肥料在１０ｄ达到释放平衡，

证明涂层改善了肥料的释放能力．同时，在土壤

中施加保水缓／控释肥料有助于提高土壤的保

水能力．Ｘ．Ｇ．Ｗａｎｇ等［５１］以磷酸铵锌和尿素作

为肥料内核，乙酸丁酸纤维素作为内涂层，羧甲

基壳聚糖、丙烯酸、凹凸棒聚合制备的复合水凝

胶作为外涂层，制备了双涂层保水缓／控释肥

料．研究发现，该保水缓／控释肥料含量越多的

土壤保水量越高．该保水缓／控释肥料在３ｄ，

１５ｄ和３０ｄ，氮肥释放率分别为９．２％，５３．１％

和８１．４％．Ｄ．Ｌ．Ｑｉａｏ等［５２］使用丙烯酰胺和 ３

种植物来源（玉米，马铃薯和木薯）的淀粉，通

过自由基聚合合成淀粉水凝胶，然后以尿素颗

粒作为肥料核心，使用乙基纤维素作为内涂层，
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淀粉基水凝胶聚合物作为外涂层，制备了保水

缓／控释肥料．研究发现，马铃薯淀粉制备的水

凝胶具有最好的吸水能力，玉米淀粉和木薯淀

粉制备的水凝胶的吸水性相对较小．２４ｈ后，涂

有乙基纤维素颗粒的营养物释放量明显减少

（约６０％）．与仅具有乙基纤维素涂层的肥料相

比，进一步涂覆水凝胶的肥料在一定程度上延

缓了营养释放．

涂层包膜法虽然过程复杂，产品成本较高，

但它能够综合各方面的因素，通过不同类型的

涂层涂覆，使制备的保水缓／控释肥料具有优良

的性能，从而满足对保水与缓／控释两方面的要

求，因此受到研究者的广泛关注，成为研究的重

要方向．

４　结语

本文综述了近年来保水缓／控释肥料的研

究进展，归纳总结了不同类型保水缓／控释肥料

的特点及应用，得出将水凝胶用于缓／控释肥料

的制备，可以得到具有优异性能的保水缓／控释

肥料，从而显著提高肥料和水资源的利用率．

近年来，随着世界人口的增长和人们环境

意识、安全意识的增强，许多国家加大了在保水

缓／控释肥料研究方面的投入，取得了许多研究

成果，但还有一些问题需进一步解决．一是成本

问题，保水缓／控释肥料的原料制备过程往往比

较复杂，导致其价格较高，只能应用于一些高附

加值的农作物生产或园艺种植，不能在农作物

生产中广泛推广使用．目前，研究人员逐渐将研

究重心转移到以可降解的天然高分子及农业废

弃物为主要原料的保水缓／控释肥料的制备中，

而且在制备过程中尽量减少有机溶剂的使用，

对解决成本高、环境污染等问题有望起到积极

的作用．二是目前大多数的研究尚处于实验室

阶段，如何将性能更好的保水缓／控释肥料投入

到工业生产中，依旧是研究人员所面临的重大

难题．三是目前许多肥料只具有缓释作用，并不

能完全控制肥料的释放，不能完全实现肥料的

释放周期与农作物的养分需求周期相一致．这

就需要探索肥料释放的机制与规律，控制保水

缓／控释肥料的结构与组成，特别是通过控制水

凝胶的结构与组成，调控肥料的释放性能，制备

出智能保水缓／控释肥料体系，以满足不同环境

变化和不同农作物生长的需求，这将是以后研

究的重点及方向．
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ｔｈｅｆｉｅｌｄ．Ｔｈｅｔｏｂａｃｃｏｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｕｓｉｎｇｔｒｙｐｓｉｎ，ｐａｐａｉｎｏｒｐｒｏｔａｍｅｘ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｌｅａｆｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅａｎｄｔｈｅＤＰＰＨｃｌｅａｒａｎｃｅｒａｔｅｏｆｔｏｂａｃｃｏｌｅａｆ
ｐｒｏｔｅｉｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎ
ｐｅｐｔｉｄｅｗｅｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔＤＰＰＨｃｌｅａｒａｎｃｅｒａｔｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ．Ｕｓｉｎｇｐａｐａｉｎａｓａｎ
ｅｘａｍｐｌｅ，ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｔｏｂａｃｃｏｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｗｅｒｅｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
５０℃，ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅ０．５ｈ，ｅｎｚｙｍｅａｍｏｕｎｔ３％，ｐＨ＝８．ＴｈｅｏｐｔｉｍａｌｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒＤＰＰＨ
ｃｌｅａｒａｎｃｅｒａｔｅｗｅｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ４０℃，ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅ２ｈ，ｅｎｚｙｍｅａｍｏｕｎｔ３％，ｐＨ＝７．Ｔｈｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｔｈａｔｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｗａｓｎｏｔｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｉｔｓａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ．
ＰｒｏｔｅｉｎｐｅｐｔｉｄｅｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓｓｕｂｓｔｒａｔｅｆｏｒＭａｉｌｌａｒｄｒｅａｃｔｉｏｎｏｒａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ，ａｎｄｉｔｍａｙｂｅｃｈｏｓｅｎｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ
ｉｎｇｏｐｔｉｍａｌｅｎｚｙｍａｔｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｕｒｐｏｓｅｓ．

０　引言

我国烟叶产量大，但工业使用中对农业生

产的烟叶要求较高．烟叶生产中打顶会产生部

分废弃上部叶［１］，由于其成熟度不够、使用率较

低，有时甚至废弃不用，大量废弃烟叶通常制成

肥料或作焚烧处理［２］．事实上，烟叶中蛋白质含

量非常丰富，有很高的营养价值和药用价值［３］，

提取烟叶蛋白并合理利用，不仅能够减轻环境

负担，还能创造一定的经济价值．将烟叶蛋白进

行控制酶解，得到分子大小适宜且包含特定氨

基酸序列的具有较高生物活性的多肽［４］，可进

一步提高烟叶蛋白的使用价值．具有生物活性

的多肽也有很高的使用价值，可以满足人体的

营养需求，对人体的生理功能进行调节［５］．董二

慧等［６］研究低次烟叶中蛋白质的提取工艺，优

化了提取缓冲溶液的浓度、液料比和 ｐＨ值，得

出烟叶中蛋白质的最高提取率为１０．９６ｍｇ／ｇ．

饶国华等［７］以低次烟叶为材料，采用 Ｌ９（３
４）正

交试验设计研究了烟叶蛋白最佳提取工艺，结

果表明，磨浆工艺的最佳方案为：固液比（ｍ（烟

叶）ｍ（水））１１７；提取温度６０℃；提取液

ｐＨ＝８．０；磨浆２次．林晓婕等［８］采用不同的方

法获得烟草色素蛋白复合物 ＴＰＰ（ｔｏｂａｃｃｏｐｉｇ

ｍｅｎｔｓｐｒｏｔｅｉｎ），并研究其抗紫外性能和机理，得

出ｐＨ＝４．５沉降的ＴＰＰ的酚类物质含量最高，

抗紫外活性也最强．但目前的研究结合酶解技

术研究烟叶蛋白抗氧化性的成果很少．本文拟

通过碱溶酸沉法从大田废弃上部烟叶中提取蛋

白质，研究不同酶解条件对烟叶蛋白水解度和

烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清除率的影响，以期为

烟叶蛋白复合物的利用和生物活性的进一步研

究提供理论依据．

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
材料：上部废弃鲜烟叶（豫烟十号，采摘自

许昌市襄城县）．

试剂：Ｎａ２ＨＰＯ４，ＮａＨ２ＰＯ４，Ｈ３ＰＯ４，ＮａＯＨ，

茚三酮，ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ＝８），均为分析纯，天

津科密欧化学试剂有限公司产；ＤＰＰＨ，梯希爱

（上海）化成工业发展有限公司产；胰蛋白酶

（２５０Ｕ／ｍｇ），宝生物科技有限公司产；考马斯

亮蓝Ｇ－２５０，牛血清白蛋白，西安国安生物科

技有限公司产．

仪器：ＴＤＺ５－ＷＳ低速多管架自动平衡离

心机，湘仪离心机仪器有限公司产；ＳＪＩＡ－１０Ｎ

冷冻干燥机，宁波市双嘉仪器有限公司产；

ＵＶ－１７００１Ｃ紫外分光光度计，上海凤凰光学

科仪有限公司产．

１．２　方法
１．２．１　原料的预处理　将从大田新采摘的上

·７５·
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部废弃鲜烟叶摊开放入烘箱中，１０５℃烘烤

１５ｍｉｎ进行杀青处理［９］，４０℃烘干２４ｈ，打粉，

备用．

１．２．２　烟叶蛋白的提取（碱溶酸沉法）　称取

５０ｇ烟叶粉末，加入 ｐＨ＝８的 Ｎａ２ＨＰＯ４

ＮａＨ２ＰＯ４缓冲液（５００ｍＬ）中；用机械搅拌器搅

拌２４ｈ，１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ；取上清

液，重复上述步骤１次，合并上清液，往上清液

中逐滴加入体积分数为８５％的Ｈ３ＰＯ４，搅拌，将

ｐＨ值调至３．０，放置８ｈ；以１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃

离心１０ｍｉｎ，取沉淀部分，冷冻干燥，得到烟叶

蛋白，为后续实验备用［１０］．

１．２．３　蛋白质含量测定　用牛血清白蛋白绘

制标准曲线．准确称取烟叶蛋白０．２ｇ，加水溶

解，定容到 １０００ｍＬ，取 １ｍＬ用考马斯亮蓝

法［１１］测定吸光度．同法，通过标准曲线和稀释

倍数计算蛋白质含量，计算公式为

蛋白质含量＝（蛋白质浓度×稀释倍数／

１０００ｍＬ）／２００ｍｇ

１．２．４　不同酶解条件对蛋白质水解度的影响

　蛋白质的酶解实验分为３组，分别为胰蛋白

酶组、木瓜蛋白酶组、复合蛋白酶组，每组分别

进行酶解单因素实验．

１）温度对蛋白质水解度的影响实验．取

６０ｍｇ烟叶蛋白，加入３ｍＬ水溶解，调 ｐＨ到每

组不同酶的最适值（胰蛋白酶ｐＨ＝１０，木瓜蛋白

酶ｐＨ＝７，复合蛋白酶ｐＨ＝７），预热５ｍｉｎ；对应

加入质量分数 ３％的不同的酶，温度分别为

３０℃，４０℃，５０℃，６０℃进行反应，酶解时间２ｈ．

２）时间对蛋白质水解度的影响实验．将酶

解温度设置为５０℃，酶解时间分别为０．５ｈ，

１ｈ，２ｈ，３ｈ，４ｈ，其他条件与上述相同．

３）加酶量对蛋白质水解度的影响实验．将

酶解温度设置为５０℃，酶解时间２ｈ，加酶量

（质量分数）分别调至为 ２％，３％，４％，５％，

６％，其他条件与上述相同．

４）ｐＨ值对蛋白质水解度的影响实验．将酶

解温度设置为 ５０℃，酶解时间 ２ｈ，加酶量

３％．胰蛋白酶组ｐＨ值分别调至７，８，９，１０，１１，

１２；木瓜蛋白酶组 ｐＨ值分别调至５，６，７，８，９；

复合蛋白酶组ｐＨ值分别调至４，５，６，７，８，９．其

他实验条件与上述相同．

１．２．５　完全水解的蛋白水解液的制备与水解

度［１２］的测定　１）完全水解的蛋白水解液的制

备．取烟叶蛋白１００ｍｇ，放入４０ｍＬ耐压瓶中，

加入５ｍＬ的６ｍｏｌ／Ｌ盐酸，拧紧瓶盖，１１０℃油

浴中水解２４ｈ；冷却，过滤，滤液旋转蒸发至蒸

干，加蒸馏水 ５０ｍＬ左右，用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ中

和至ｐＨ＝６，定容至１００ｍＬ．

２）水解度的测定．实验组：茚三酮法测氨

基酸浓度，取烟叶完全水解蛋白液 ０．２ｍＬ，

０．４ｍＬ，０．６ｍＬ，０．８ｍＬ，１．０ｍＬ于试管中，蒸

馏水补至４．０ｍＬ，加ｐＨ＝８缓冲溶液 １．０ｍＬ，

茚三酮溶液１．０ｍＬ，混匀，沸水浴加热 １５ｍｉｎ，

冷却，用蒸馏水稀释至１０ｍＬ，５７０ｎｍ处测定吸

光度（水作参比）．对照组：另取１００ｍｇ蛋白质，

加水１００ｍＬ，振荡均匀后过滤，取相应体积的

滤液，按上述方法测定吸光度．

取灭酶的水解液１ｍＬ，稀释至５０ｍＬ，过

滤，取滤液１ｍＬ，加水至４ｍＬ，按上述茚三酮法

反应，５７０ｎｍ处测定吸光度（水作参比）．另取

同种未水解烟叶蛋白溶液 １ｍＬ，按上述方法

（茚三酮法）测定吸光度，并计算二者吸光度的

差值．以相同体积样品的吸光度之差与烟叶蛋

白的含量作工作曲线，取线性部分作标准曲线．

然后根据烟叶蛋白水解液中蛋白质浓度与吸光

度标准曲线计算得到蛋白质含量，按下式计算

水解度：

ＤＨ＝ Ａ
１０００×Ｗ×Ｖ１×５０×１００％

式中，Ａ为计算得到蛋白质的含量／（ｍｇ·ｇ－１），

Ｗ为称样重／ｇ，Ｖ１为水解液的总体积／ｍＬ．

·８５·
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１．２．６　不同酶解条件下酶解产物 ＤＰＰＨ清除

率［１３］的计算　对不同条件下的烟叶蛋白水解

液稀释５０倍，测定其 ＤＰＰＨ清除能力．取３组

试管，分别为实验组、对照组和空白组．实验组

加１ｍＬ烟叶蛋白水解液，３ｍＬＤＰＰＨ溶液，漩

涡振荡器混匀，避光放置 ３０ｍｉｎ，以５０％乙醇

溶液调紫外分光光度计为零，于５１７ｎｍ处测定

其吸光度，记为 Ａｉ；对照组加入１ｍＬ蒸馏水，

３ｍＬＤＰＰＨ溶液，方法同上，测得吸光度记为

Ａ０；空白组加１ｍＬ烟叶蛋白水解液，３ｍＬ５０％

乙醇，方法同上，测得吸光度记为 Ａｊ．以不同条

件下的烟叶蛋白水解液为研究材料，设置一组

实验，每组实验重复３次．烟叶蛋白水解液对

ＤＰＰＨ清除率／％的计算公式如下：

ＤＰＰＨ清除率＝［１－（Ａｉ－Ａｊ）／Ａ０］×１００％

２　结果与分析

２．１　废弃烟叶蛋白提取结果
按照实验１．２．２的方法从５０ｇ烟叶粉末

中提取出４ｇ蛋白质，烟叶蛋白质得率为８％．

由牛血清白蛋白标准液得到的标准曲线为 ｙ＝

０．００７５ｘ＋０．９４５３，Ｒ２＝０．９９３２．

取烟叶蛋白水解液中蛋白质含量与吸光度

值作图即得图 １，标准曲线为 ｙ＝０．７３１３ｘ－

０．０４２４，Ｒ２＝０．９９５２．稀释后的样品平均吸光

度为 １．４３０１，计 算 得 到 蛋 白 质 浓 度 为

６４．６４μｇ／ｍＬ，烟叶蛋白含量为０．３２３２ｍｇ／ｇ．

２．２　不同酶解条件对烟叶蛋白水解度的影响
图２反映３种酶在不同实验条件下对烟叶

蛋白水解度的影响．图２ａ）中，胰蛋白酶对烟叶

蛋白的水解度随酶解温度的升高先增加后减

少，在５０℃左右达到最高值３４．４０％；木瓜蛋

白酶在５０℃左右达到最高值４１．７２％；复合蛋

白酶在４０～６０℃ 范围内对烟叶蛋白的水解变

化不明显，从节约能源考虑，取４０℃为最适温

度．图２ｂ）中，随酶解时间的延长，３种酶对烟叶
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图１　烟叶蛋白水解液中蛋白质浓度

与吸光度标准曲线

Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄ

ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｉｎｔｏｂａｃｃｏｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ

蛋白质的水解度的影响都有所增大：胰蛋白酶

组中烟叶蛋白的水解度在２ｈ以后几乎不变，

故最适酶解时间为 ２ｈ；木瓜蛋白酶组在酶解

时间为０．５ｈ时，烟叶蛋白水解度已经达到较

高的水平（３９．６５％）；复合蛋白酶组烟叶蛋白

的水解度在 ３ｈ后相对稳定在较高水平

（４３．９９％），需要的反应时间比较长．从图２ｃ）水

解度趋势可以看出，最适加酶量分别为：胰蛋白

酶为底物质量的５％，木瓜蛋白酶为底物质量的

３％，复合蛋白酶为底物质量的５％．从图２ｄ）可

以看出，胰蛋白酶的最适ｐＨ值为１０，木瓜蛋白酶

的最适ｐＨ值为８，复合蛋白酶的最适ｐＨ值为７．

综上，在单因素实验的基础上进行测试，结

果如下：胰蛋白酶，在酶解温度５０℃，酶解时间

２ｈ，加酶量为底物质量的５％，ｐＨ＝１０的条件

下，烟叶蛋白水解度最高为３４．９８％；木瓜蛋白

酶，在酶解温度５０℃，酶解时间０．５ｈ，加酶量为

底物质量的３％，ｐＨ＝８的条件下，烟叶蛋白水

解度最高为４３．４３％；复合蛋白酶，在酶解温度

４０℃，酶解时间３ｈ，加酶量为底物质量的５％，

ｐＨ＝７的条件下，烟叶蛋白水解度最高为

４１．１５％．

２．３　不同酶解条件下烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ

清除能力的影响

　　图３为３种酶在不同实验条件下获得的烟
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图２　不同酶解条件对烟叶蛋白水解度的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆｔｏｂａｃｃｏｌｅａｆｐｒｏｔｅｉｎ

叶蛋白多肽对ＤＰＰＨ清除能力的影响．由图３ａ）

可知，胰蛋白酶组烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ的清

除能力很低；木瓜蛋白酶组烟叶蛋白多肽对

ＤＰＰＨ的清除率在 ４０℃ 时达到 最 高 值

４３．５１％，也就是说，其他条件不变时，温度为

４０℃时木瓜蛋白酶对烟叶蛋白质的水解产物

抗氧化性最佳；复合蛋白酶组在 ５０℃ 时达到

最高值２８．５５％．从图３ｂ）中可以看出，随着酶

解时间的增加：胰蛋白酶组多肽对 ＤＰＰＨ清除

率差异仍不显著，且抗氧化性很低；木瓜蛋白酶

组在２ｈ左右烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清除率最

高，为４３．０２％；复合蛋白酶组随时间增加抗氧

化性先增加后减少，在酶解时间为１ｈ时，烟叶

蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清除率最高为 ３６．７１％．从

图３ｃ）中可以看出，胰蛋白酶组的烟叶蛋白多

肽对ＤＰＰＨ清除率很低；木瓜蛋白酶组和复合

蛋白酶组在加酶量 ＞３％时烟叶蛋白多肽对

ＤＰＰＨ清除率变化趋势相似，清除率分别为

４３．３０％和２７．７０％；从图３ｄ）中可以看出，胰蛋

白酶组的烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清除率很低，

ｐＨ值的变化对其影响不大；木瓜蛋白酶组在

ｐＨ＝７时，清除率达到最高值为 ４４．８７％；复合

蛋白酶组在 ｐＨ为 ６～８时，清除率变化不显

著，ｐＨ＝８时，清除率为２９．３３％．虽然木瓜蛋

白酶和复合蛋白酶的酶活力不同，但是在高于

３％的加酶量后对ＤＰＰＨ清除率变化不明显，说

明在３％的加酶量下，酶活力不是影响烟叶蛋

白多肽对ＤＰＰＨ清除率的主要因素［１４］．

综上，在单因素实验基础上进行测试，结果

如下：胰蛋白酶在酶解温度 ３０℃，酶解时间

４ｈ，加酶量为底物质量的２％，ｐＨ＝１１时，烟叶

蛋白多肽对ＤＰＰＨ清除率为３．５６％；木瓜蛋白

·０６·
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图３　不同酶解条件下获得的烟叶蛋白多肽对ＤＰＰＨ清除能力的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｏｂａｃｃｏｐｒｏｔｅｉｎｐｅｐｔｉｄｅｓｔｏ

ＤＰＰＨｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

酶在酶解温度４０℃，酶解时间２ｈ，加酶量为底
物质量的 ３％，ｐＨ＝７时，烟叶蛋白多肽对
ＤＰＰＨ清除率最高，为４５．２２％；复合蛋白酶在
酶解温度５０℃，酶解时间１ｈ，加酶量为底物质
量的３％，ｐＨ＝８时，烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清
除率为３９．４４％．

３　结论

本文采用碱溶酸沉法从大田废弃上部新鲜

烟叶中提取蛋白质，分别使用胰蛋白酶、木瓜蛋

白酶、复合蛋白酶对烟叶蛋白进行酶解，研究不

同酶解条件对烟叶蛋白水解度和不同条件下获

得的烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清除率的影响，得
出以下结果：

１）胰蛋白酶，在酶解温度５０℃，酶解时间

２ｈ，加酶量为底物质量的５％，ｐＨ＝１０时，烟
叶蛋白水解度最高为３４．９８％；木瓜蛋白酶，酶
解温度５０℃，酶解时间０．５ｈ，加酶量为底物质
量的３％，ｐＨ＝８时，烟叶蛋白水解度最高为
４３．４３％；复合蛋白酶，酶解温度４０℃，酶解时
间３ｈ，加酶量为底物质量的５％，ｐＨ＝７时，烟
叶蛋白水解度最高为４１．１５％．
２）胰蛋白酶，在酶解温度３０℃，酶解时间

４ｈ，加酶量为底物质量的２％，ｐＨ＝１１时，烟叶
蛋白多肽对ＤＰＰＨ清除率为３．５６％；木瓜蛋白
酶，在酶解温度４０℃，酶解时间２ｈ，加酶量为
底物质量的 ３％，ｐＨ＝７时，烟叶蛋白多肽对
ＤＰＰＨ清除率最高，为４５．２２％；复合蛋白酶，在
酶解温度５０℃，酶解时间１ｈ，加酶量为底物质
量的３％，ｐＨ＝８时，烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清
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除率为３９．４４％．

这表明，蛋白多肽水解度最优的酶解条件

与蛋白多肽对ＤＰＰＨ清除率最高的酶解条件不

同，进而说明蛋白多肽的水解度高低与其抗氧

化性并非正相关．蛋白多肽既可以作为美拉德

反应的底物，也可以作为抗氧化剂，在具体实验

中可以针对不同的应用目的，选择相应的最优

酶解条件．该结果为烟叶蛋白的利用和烟叶蛋

白多肽生物活性的进一步研究提供了理论依

据．下一步的研究重点将是多肽的化学组成和

抗氧化活性的机理．

参考文献：

［１］　ＰＡＰＥＮＦＵＳＨＤ．运用打顶和控制腋芽技术调

节烟叶可用性［Ｊ］．烟草科技，１９９７（１）：３７．

［２］　李殿殿，李志能，林娟．利用废弃烟叶栽培糙

皮侧耳初探［Ｊ］．食用菌学报，２０１１，１８（４）：９．

［３］　田少君，张磊．烟叶叶蛋白的提取研究［Ｊ］．食

品科技，２００５（５）：１５．

［４］　饶国华．利用低次烟叶蛋白制备生物活性肽

及烟用香精的研究［Ｄ］．广州：华南理工大

学，２００６．

［５］　李建杰，叶磊，荣瑞芬．生物活性肽的酶法制

备及分离鉴定研究进展［Ｊ］．食品研究与开

发，２０１２，３３（２）：１９５．

［６］　董二慧，谭红，何锦林，等．响应曲面法优化低

次烟叶可溶性蛋白提取工艺［Ｊ］．江苏农业

科学，２０１３（２）：２３５．

［７］　饶国华，赵谋明，林伟锋，等．低次烟叶蛋白质

提取工艺研究［Ｊ］．西北农林科技大学学报

（自然科学版），２００５（１１）：６７．

［８］　林晓婕，傅红，杨琳，等．烟草色素蛋白复合物

中多酚类物质对其抗紫外性能的影响［Ｊ］．中

国烟草科学，２０１１（２）：５７．

［９］　李跃平，徐兴阳，高福宏，等．烤烟成熟鲜烟叶

１０种化学成分受海拔与叶位的影响研究

［Ｊ］．西南农业学报，２０１２，２５（５）：１６２０．

［１０］刘颖，付薇，宋丹丹，等．限制性酶解米糠蛋白

功能性质研究［Ｊ］．食品工业，２０１６，３７（３）：１４１．

［１１］ＢＲＡＤＦＯＲＤＭＭ．Ａｒａｐｉｄａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄ

ｆｏｒｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｇｒａｍｑｕａｎｔｉｔｉｅｓｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎｕｔｉｌｉｚｉｎｇｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｄｙｅ

ｂｉｎｄｉｎｇ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍ，１９７６，７２：２４８．

［１２］郭兴凤．蛋白质水解度的测定［Ｊ］．中国油脂，

２０００，２５（６）：１７６．

［１３］勾明癑，刘梁，张春枝．采用 ＤＰＰＨ法测定２６

种植物的抗氧化活性［Ｊ］．食品与发酵工业，

２０１０，３６（３）：１４８．

［１４］赵谋明，董红竹，郑淋，等．不同蛋白酶水解高

温花生粕和低温花生粕及其水解产物抗氧化

活性的对比研究［Ｊ］．现代食品科技，２０１６，３２

（４）：１．

·２６·



　２０１７年１１月 第３２卷 第６期　　　　　　　
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＬＩＧＨＴＩＮＤＵＳＴＲＹ　Ｖｏｌ．３２Ｎｏ．６Ｎｏｖ．２０１７

　　收稿日期：２０１７－０４－０９

基金项目：烟草行业烟草工业生物技术重点实验室专项基金资助项目（中烟办［２０１４］３３４号）

作者简介：贾春晓（１９６５—），女，河南省南阳市人，郑州轻工业学院教授，主要研究方向为应用化学和烟草化学．

通信作者：毛多斌（１９６２—），男，河南省南阳市人，郑州轻工业学院教授，博士，主要研究方向为烟草化学与烟用香精

香料．

引用格式：贾春晓，张月丽，陈芝飞，等．卷烟烟气中性香味成分的半制备 ＨＰＬＣ分离与
ＧＣＭＳ测定［Ｊ］．轻工学报，２０１７，３２（６）：６３－７２．

中图分类号：ＴＳ４１＋１　　文献标识码：Ａ　　
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９６－１５５３．２０１７．６．００８
文章编号：２０９６－１５５３（２０１７）０６－００６３－１０

卷烟烟气中性香味成分的
半制备 ＨＰＬＣ分离与 ＧＣＭＳ测定
Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｎｅｕｔｒａｌａｒｏｍａｔｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｆｒｏｍｃｉｇａｒｅｔｔｅ
ｍａｉｎｓｔｒｅａｍｓｍｏｋｅｂｙｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｓｅｍｉｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅＨＰＬＣａｎｄＧＣＭＳ

关键词：

半制备高效液相色谱

分离；气相色谱 －质
谱联用；卷烟烟气；中

性香味成分

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：
ｓｅｍｉｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅＨＰＬＣ
（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ；ＧＣＭＳ；
ｃｉｇａｒｅｔｔｅｍａｉｎｓｔｒｅａｍ
ｓｍｏｋｅ；ｎｅｕｔｒａｌａｒｏｍａｔｉｃ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

贾春晓１，张月丽２，陈芝飞３，蔡莉莉３，孙志涛３，马宇平３，

毛多斌２

ＪＩＡＣｈｕｎｘｉａｏ１，ＺＨＡＮＧＹｕｅｌｉ２，ＣＨＥＮＺｈｉｆｅｉ３，ＣＡＩＬｉｌｉ３，ＳＵＮＺｈｉｔａｏ３，
ＭＡＹｕｐｉｎｇ３，ＭＡＯＤｕｏｂｉｎ２

１．郑州轻工业学院 材料与化学工程学院，河南 郑州 ４５０００１；
２．郑州轻工业学院 烟草科学与工程学院，河南 郑州 ４５０００１；
３．河南中烟工业有限责任公司 技术中心，河南 郑州 ４５００００
１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭａｔｅｒｉａｌａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＬｉｇｈｔＩｎｄｕｓｔｒｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
４５０００１，Ｃｈｉｎａ；
２．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＴｏｂａｃｃｏＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＬｉｇｈｔＩｎｄｕｓｔｒｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
４５０００１，Ｃｈｉｎａ；
３．ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｅｎｔｅｒ，ＣｈｉｎａＴｏｂａｃｃｏＨｅ′ｎａｎＩｎｄｕｓｔｒｉａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００００，Ｃｈｉｎａ

摘要：将半制备 ＨＰＬＣ分离与 ＧＣＭＳ测定相结合，对某卷烟样品烟气中性香味
成分进行分析：先将半制备ＨＰＬＣ分离条件中的馏分收集时间优化为３个时间
段，以保证待测化合物在各馏分中不存在交叉．选择离子流色谱图显示，３个馏
分中各待测化合物可完全分离，满足定量分析要求．通过建立 ＧＣＭＳ内标标准
曲线进行定量分析，结果表明，各组分线性方程相关系数均大于０．９９９０，检出
限为０．５５～１３．０６μｇ／ｋｇ，定量限为１．８５～４３．５５μｇ／ｋｇ，说明该方法灵敏度较
高．样品测定与回收率实验结果显示，卷烟样品烟气中性香味成分测定平均回
收率为６４．３９％～９３．５７％，相对标准偏差均小于１０％，说明该方法能满足痕量
成分定量分析要求，重现性较好．

·３６·
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｎｅｕｔｒａｌａｒｏｍａｔｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｆｒｏｍｃｉｇａｒｅｔｔｅｍａｉｎｓｔｒｅａｍ
ｓｍｏｋｅｂｙｓｅｍｉｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ｓｅｍｉｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅＨＰＬＣ）ｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈ
ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＧＣＭＳ）ｗａｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄ：ｔｈｅｆｒａｃｔｉｏｎｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｔｏｔｈｒｅｅｔｉｍｅｐｅｒｉｏｄｓｂｙｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｓｅｍｉｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅＨＰＬＣｉｎｏｒｄｅｒｔｏｅｎｓｕｒｅｔｈａｔｔｈｅｃｏｍ
ｐｏｕｎｄｓｔｏｂｅｍｅａｓｕｒｅｄｄｏｎ＇ｔｃｒｏｓｓｉｎｔｈｅｆｒａｃｔｉｏｎｓ．Ｔｈｅｓｅｌｅｃｔｅｄｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｌｌｔａｒｇｅｔｃｏｍ
ｐｏｕｎｄｓｃｏｕｌｄｂｅｓｅｐａｒａｔｅｄｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｉｎｔｈｒｅｅｆｒａｃｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｍｅｔｈｏｄｃｏｕｌｄｓａｔｉｓｆｙｔｈｅｄｅｍａｎｄｓｏｆｑｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ．ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇａＧＣＭＳｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ．Ｔｈｅａｎａｌｙ
ｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｗｅｒｅｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎ０．９９９０，ｔｈｅｌｉｍｉｔｓｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ＬＯＤ）
ｗｅｒｅ０．５５～１３．０６μｇ／ｋｇａｎｄｔｈｅｌｉｍｉｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ（ＬＯＱ）ｗｅｒｅ１．８５～４３．５５μｇ／ｋｇ．Ｉｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄｈａｓｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｖｅｒ
ａｇｅａｄｄｅｄｓｔａｎｄａｒｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｔｈｅｎｅｕｔｒａｌａｒｏｍａｔｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｆｒｏｍｃｉｇａｒｅｔｔｅｍａｉｎｓｔｒｅａｍｓｍｏｋｅｗａｓｉｎｔｈｅ
ｒａｎｇｅｏｆ６４．３９％ ～９３．５７％ ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ１０％．Ｉｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄｃｏｕｌｄｓａｔｉｓｆｙｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｃｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，ｗｉｔｈｇｏｏｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ．

０　引言

在卷烟降焦减害过程中，烟气中的香气会

相应减少，损失的香气需要通过加香加料来弥

补［１］，而补香的重要前提是对烟气中香味成分

的含量有充分的了解，同时结合感官评吸结果

和各香味成分代表的香韵得出成品烟的风格特

征，以此作为补香和加香的依据即技术支撑［２］．
在烟气的诸多香味成分中，中性香味成分对卷

烟的香气和吃味有着重要影响，因此，分析和测

定烟气中的中性香味成分的含量具有十分重要

的意义．
目前，对卷烟主流烟气化学成分分析和含

量测定的方法主要有：超声萃取、固相萃取或串

联冷阱捕集结合 ＧＣＭＳ法［３－５］；水蒸气蒸馏或

同时蒸馏萃取结合 ＧＣＭＳ法［６－８］；蒸馏萃取、

溶剂萃取或顶空固相萃取结合全二维气相色

谱－飞行时间质谱（ＧＣ×ＧＣＴＯＦＭＳ）法［９－１２］．
其中ＧＣ×ＧＣＴＯＦＭＳ法虽然分离能力强，但
存在定量分析结果欠准确、操作繁琐等问

题［１３］，所以主要用于分离和定性分析．卷烟烟
气成分复杂，大部分成分含量较低，且中性香味

成分各成分间没有很好的分离度，直接采用ＧＣ
法或ＧＣＭＳ法许多痕量成分无法进行定性分
析和定量测定．相比而言，半制备型ＨＰＬＣ法可

以将复杂成分按极性强弱进行分离制备，所得

馏分组成相对简单并且各成分含量较高，有利

于结合ＧＣＭＳ法对各馏分中的痕量香味成分
进行分离与分析，且ＧＣＭＳ法对混合物中各成

分的分离效率和定量分析的灵敏度均较高［１４］，

两种方法相结合测定烟气中性香味成分含量的

研究尚未见文献报道．本文拟在前期研究［１５］基

础上，建立基于半制备ＨＰＬＣ分离的 ＧＣＭＳ内

标标准曲线，定量分析卷烟样品烟气中性香味

成分，以期为复杂体系的成分分析测定、卷烟烟

气中香味成分的准确定量分析提供参考．

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
材料：某品牌成品卷烟 （烟支长度为

８４ｍｍ），由河南中烟工业有限责任公司提供；
进口剑桥滤片（Φ＝９２ｍｍ）．

试剂：二氯甲烷，天津市凯通公司产；正己

烷，山东禹王公司产；异丙醚，东京化成株式会

社产；异丙醇，德国默克公司产．以上试剂均为
色谱纯．

标准品和内标：苯甲醛（１＃）、乙酸糠酯

（２＃）、Ｄ－柠檬烯（３＃）、４－甲基苯甲醛（４＃）、苯
甲酸甲酯（５＃）、异戊酸异戊酯（６＃）、乙酸 －２－

乙基己基酯（７＃）、乙酸对甲基苯基酯（８＃）、４－
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乙基苯甲醛（９＃）、β－环化柠檬醛（１０＃）、枯茗

醛（１１＃）、苯乙酸乙酯（１２＃）、紫苏醛（１３＃）、百

草香酚（１４＃）、２，４－二甲基苯乙酮（１５＃）、二氢

大马酮（１６＃）、２－十三烷酮（１７＃）、苯甲酸苄酯

（１８＃）、黄葵内酯（１９＃）、糠酸甲酯（２０＃）、６－甲

基－５－庚烯－２－酮（２１＃）、苯乙醛（２２＃）、苯乙

酮（２３＃）、２－壬酮（２４＃）、二氢肉桂醛（２５＃）、苯

乙酸甲酯（２６＃）、４－甲基苯乙酮（２７＃）、桂醛

（２８＃）、２－十一酮（２９＃）、香叶基丙酮（３０＃）、

β－紫罗兰酮（３１＃）、金合欢基丙酮（３２＃）、５－

甲基糠醛（３３＃）、２－乙基己基醇（３４＃）、苯甲醇

（３５＃）、苯乙醇（３６＃）、异佛尔酮（３７＃）、氧代异

佛尔酮（３８＃）、薄荷醇（３９＃）、香茅醇（４０＃）、香

叶醇（４１＃）、二氢紫罗兰酮（４２＃）、二氢猕猴桃

内酯（４３＃）、６－甲基香豆素（４４＃）、金合欢基醇

（４５＃），内标２，６－二氯甲苯，纯度均大于９７％．

以上均为百灵威科技有限公司产．

仪器：ＲＭ２０Ｈ转盘式自动吸烟机，德国

Ｂｏｒｇｗａｌｄｔｋｃ公司产；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水仪，美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产；Ｗａｔｅｒｓ６００半制备型高效液

相色谱仪，Ｗａｔｅｒｓ科技上海公司产；ＧＣ７８９０－

ＭＳ５９７７Ｂ型气相色谱 －质谱联用仪，美国

Ａｇｉｌｅｎｔ公司产；电子天平（感量０．００００１ｇ），瑞

士梅特勒－托利多公司产．

１．２　实验方法
１．２．１　标准溶液的配制　混标溶液Ⅰ：分别准确

称取１．１中１＃—１９＃的标准品化合物 ２９．８８ｍｇ，

２８．４９ｍｇ，２１．５７ｍｇ，２５．４６ｍｇ，２９．０１ｍｇ，２１．４９ｍｇ，

２１．５４ｍｇ，２５．８９ｍｇ，２４．７０ｍｇ，３０．３２ｍｇ，２６．１７ｍｇ，

２５．６９ｍｇ，２４．７８ｍｇ，３２．５４ｍｇ，２８．２７ｍｇ，２３．１１ｍｇ，

２７．５５ｍｇ，３０．１１ｍｇ和２５．４３ｍｇ，用二氯甲烷稀释

并定容至１００ｍＬ．

混标溶液Ⅱ：分别准确称取１．１中 ２０＃—

３２＃的标准品化合物 ２８．４３ｍｇ，２１．２６ｍｇ，

２２．７９ｍｇ，２２．２４ｍｇ，２２．７９ｍｇ，２４．４９ｍｇ，

２０．１４ｍｇ，２４．１８ｍｇ，２５．５２ｍｇ，２５．１４ｍｇ，

２１．２２ｍｇ，２９．１４ｍｇ和２４．１３ｍｇ，用二氯甲烷

稀释并定容至１００ｍＬ．

混标溶液Ⅲ：分别准确称取１．１中 ３３＃—

４５＃的标准品化合物 ２９．７０ｍｇ，２９．６６ｍｇ，

２６．３９ｍｇ，２５．４０ｍｇ，２６．５４ｍｇ，４１．０７ｍｇ，

２５．９３ｍｇ，２９．３７ｍｇ，２４．６６ｍｇ，２５．７８ｍｇ，

２７．８２ｍｇ，２４．２６ｍｇ和２０．０４ｍｇ，用二氯甲烷

稀释并定容至１００ｍＬ．

内标溶液：准确称取７５．２１ｍｇ内标物２，

６－二氯甲苯，用二氯甲烷溶解并定容至

１００ｍＬ，内标物 ２，６－二氯甲苯浓度为

０．７５２１ｍｇ／ｍＬ．

混标标准系列Ⅰ—Ⅲ：分别用移液管准确

量取混标溶液Ⅰ—Ⅲ ０．０１ｍＬ，０．０５ｍＬ，

０．１０ｍＬ，０．５０ ｍＬ，１．００ ｍＬ，３．００ ｍＬ，

５．００ｍＬ，７．００ｍＬ和９．００ｍＬ于９个１０ｍＬ容

量瓶中，再各加入１．００ｍＬ内标溶液，用二氯甲

烷定容至１０ｍＬ，得到３个混标标准溶液系列．

１．２．２　样品前处理　按照国标ＧＢ／Ｔ１９６０９—

２００４条件，使用ＲＭ２０Ｈ盘式自动吸烟机，用剑

桥滤片捕集某品牌成品卷烟主流烟气总粒相物

（ＴＰＭ），每个滤片捕集２０支卷烟的 ＴＰＭ．然后

按文献［１５］方法萃取并分离，得到中性成分萃

取液．

１．２．３　半制备ＨＰＬＣ分离操作　半制备ＨＰＬＣ

分离条件与文献［１５］相同，馏分收集条件为：

将中性成分浓缩液进样０．２ｍＬ，收集０～１６０

ｍｉｎ的馏分．鉴于定量分析时某些香味成分同

时存在于多个馏分中，计算含量需将其加和，可

能有较大误差，因此，本研究对收集馏分的时间

段进行选择．在各时间段收集的馏分中分别加

入内标溶液０．０５ｍＬ，然后浓缩至 ０．５ｍＬ，得

到待测液，其中内标物浓度与混标标准系列中

内标物浓度相同，然后进行ＧＣＭＳ分析．

１．２．４　ＧＣＭＳ分析条件确定　色谱条件如

下．ＡｇｉｌｅｎｔＨＰ－５ＭＳ色 谱 柱 （３０ ｍ ×
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２５０μｍ ×０．２５μｍ）；进样口温度２８０℃；载气

为高纯氦气（９９．９９９％），流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；馏

分Ⅰ待测液升温程序：初始温度为５０℃，保持

４ｍｉｎ，以 ２℃／ｍｉｎ升至 ９８℃保持 ２ｍｉｎ，以

３℃／ｍｉｎ升至１７０℃保持１０ｍｉｎ，以 ４℃／ｍｉｎ

升至 ２４０℃；馏分Ⅱ和Ⅲ待测液升温程序：初

始温度为５０℃，保持４ｍｉｎ，以３℃／ｍｉｎ升至

７０℃保持５ｍｉｎ，以２℃／ｍｉｎ升至１００℃保持

１０ｍｉｎ，以２℃／ｍｉｎ升至 １４０℃，以 ３℃／ｍｉｎ

升至１７０℃，再以４℃／ｍｉｎ升至２４０℃，结束；３

个待测液均为不分流进样，进样量为１．０μＬ．

质谱条件如下：传输线温度２８０℃，离子源

温度２８０℃，四极杆温度１５０℃；电子倍增器电

压２．２８ｋＶ；电离方式为电子轰击（ＥＩ），电子能

量７０ｅＶ；溶剂延迟８ｍｉｎ；扫描质量范围（ｍ／ｚ）

３５～５００，定量分析时采用选择离子监测（ＳＩＭ）

工作方式．

２　结果与讨论

２．１　收集馏分时间段的选择
按１．２．３方法共收集到 １２个馏分，馏分

５—馏分９的总离子流色谱图（ＴＩＣ）的局部图

如图１所示，其中峰号（化合物编号）与１．１节

中编号相同．从图１可以看出，在选定的４５种

香味成分中，苯甲醛（１＃）、苯乙醛（２２＃）和香叶

基丙酮（３０＃）等存在交叉现象：苯甲醛（保留时

间为１０．７１ｍｉｎ）存在于馏分５中，馏分６中未

检出；苯乙醛（保留时间为１５．４５ｍｉｎ）从馏分６

开始流出，直到馏分８，馏分９中未检出；香叶

基丙酮（保留时间为５０．９５ｍｉｎ）从馏分６开始

流出，直到馏分７，馏分８中未检出．由此可知，

如果把馏分６—馏分８合并则苯乙醛和香叶基

丙酮将不再交叉，根据同样的分析方法可得，馏

分１—馏分５和馏分９—馏分１２合并后其他有

交叉的待测成分也将分开，这就意味着，把收集

图１　馏分５—馏分９的局部总离子流色谱图

Ｆｉｇ．１　ＰａｒｔｉａｌＴＩＣｏｆｔｈｅｆｒａｃｔｉｏｎ５—９

馏分时间调整为３个时间段，分别收集３个馏

分，将不存在交叉现象．因此，经过多次实验最

终确定了收集馏分时间段：收集０～５５ｍｉｎ的

馏分为馏分Ⅰ；收集５５～６４ｍｉｎ的馏分为馏分

Ⅱ；收集６４～１６０ｍｉｎ的馏分为馏分Ⅲ．在此条

·６６·
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件下接收的３个馏分的待测液按１．２．４节的

ＧＣＭＳ分析条件进行分析．

２．２　ＧＣＭＳ分析模式
按１．２．４节的 ＧＣＭＳ分析条件对３个馏

分进行ＧＣＭＳ分析．由各自的总离子流色谱图

可知，待测定的４５种化合物在３个馏分中不存

在交叉现象，可采用与标准品质谱图和保留时

间对照并参考库检索的方法对各成分进行定性

鉴定．

由定性分析结果确定各馏分中待测香味成

分，再由３个馏分中各自含有的待测成分分别

配制３个混标溶液（方法同１．２．１节所述），在

与馏分相同的ＧＣＭＳ分析条件下，混标溶液Ⅰ
和馏分Ⅰ待测液的 ＴＩＣ如图２所示（馏分Ⅱ和

馏分Ⅲ的 ＴＩＣ分析同馏分Ⅰ，故未给出），其中

化合物编号与１．１节中编号相同．

由图 ２ｂ）可知，馏分Ⅰ中确定了苯甲醛

（１＃）等１９种待测成分．其中苯甲醛（１＃）、苯乙

酸乙酯（１２＃）和苯甲酸苄酯（１８＃）等是由烟叶

自身所含的香气成分转移而来，它们分别具有

图２　混标溶液Ｉ和馏分Ｉ中香味成分的总离子流色谱图

Ｆｉｇ．２　ＴＩＣｏｆｔｈｅａｒｏｍａｔｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎＩａｎｄｆｒａｃｔｉｏｎＩ

·７６·
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杏仁香、甜香和膏香；二氢大马酮（１６＃）和 β－

环化柠檬醛（１０＃）等香味成分可能是由烟叶中

的类胡萝卜素降解产生，具有典型的清甜香气，

这些化合物都是烟气中的关键致香成分［１６］．

由图２还可以看出，由于馏分Ⅰ中所含中

性香味成分较多，尽管对ＧＣＭＳ分析条件进行

了优化，待测定的１９种化合物仍然不能完全达

到基线分离（另外两个馏分也存在该现象），

所以定量分析时采用 ＳＩＭ模式．ＳＩＭ模式通过

适当选择离子，跳跃式扫描所选离子质量，可

消除其他成分对待测成分的干扰，提高待测成

分的分离度［１７］．选择离子列于表１，所得馏分

Ⅰ中香味成分的选择离子流色谱图如图 ３

所示．

由图３可知，待测定的化合物完全分离，可

满足定量分析的要求．馏分Ⅱ和馏分Ⅲ的选择

离子流色谱图分析同馏分Ⅰ，故未给出，馏分Ⅱ
和馏分Ⅲ中各待测成分均能达到基线分离．

图３　馏分Ⅰ中香味成分的选择离子流色谱图

Ｆｉｇ．３　ＳｅｌｅｃｔｅｄｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅａｒｏｍａｔｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｆｒａｃｔｉｏｎⅠ

表１　各组分的线性方程、相关系数、检出限、定量限、线性范围和选择离子

Ｔａｂｌｅ１　Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ，ｌｉｍｉｔｓｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，

ｌｉｍｉｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅａｎｄｔｈｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

化合物
编号

线性方程
相关
系数

检出限

／（μｇ·ｋｇ－１）
定量限

／（μｇ·ｋｇ－１）
线性范围

／（μｇ·ｍＬ－１）
选择离子
（ｍ／ｚ）

１＃ Ｙ＝２０．１７Ｘ－１．０７１×１０－２ ０．９９９７ ３．５０ １１．６６ ０．２９８８～２６８．９ ７７，１０６

２＃ Ｙ＝１０．９１Ｘ－１．１３８×１０－２ ０．９９９５ ２．２３ ７．４２ ０．２８４９～２５６．４ ８１，９８

３＃ Ｙ＝１２．３３Ｘ－３．００３×１０－４ ０．９９９９ １．２３ ４．１１ ０．２１５７～１９４．１ ６８，１３６

４＃ Ｙ＝１７．８８Ｘ－１．９１７×１０－２ ０．９９９６ ２．４０ ７．９８ ０．２５４６～２３０．０ ９１，１１９

５＃ Ｙ＝３０．６４Ｘ－３．７９５×１０－３ ０．９９９９ １．９６ ６．５５ ０．２９０１～２６１．１ ７７，１０５

６＃ Ｙ＝１０．６２Ｘ＋１．６４０×１０－３ ０．９９９９ ２．１９ ７．３１ ０．２１４９～１９３．４ ７０，１１９

７＃ Ｙ＝１０．５３Ｘ＋１．３５０×１０－２ ０．９９９５ ３．５９ １１．９７ ０．２１５４～１９３．９ ７０，１１２

８＃ Ｙ＝３１．３８Ｘ－２．０８１×１０－２ ０．９９９８ １．１８ ３．９４ ０．２５８９～２３３．０ １０８，１５０

９＃ Ｙ＝１４．２３Ｘ－１．７３５×１０－２ ０．９９９６ ７．３７ ２４．５８ ０．２４７０～２２２．３ １０５，１３３

·８６·
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续表１
化合物
编号

线性方程
相关
系数

检出限

／（μｇ·ｋｇ－１）
定量限

／（μｇ·ｋｇ－１）
线性范围

／（μｇ·ｍＬ－１）
选择离子
（ｍ／ｚ）

１０＃ Ｙ＝１１．２１Ｘ－５．８７８×１０－３ ０．９９９９ ２．２２ ７．４０ ０．３０３２～２７２．９ １０９，１３７

１１＃ Ｙ＝１８．３７Ｘ－８．９１４×１０－３ ０．９９９９ ３．６２ １２．０５ ０．２６１７～２３５．５ １０５，１３３

１２＃ Ｙ＝３３．４５Ｘ＋５．５３０×１０－２ ０．９９９６ ６．５８ ２１．９３ ０．２５６９～２３１．２ ９１，１６４

１３＃ Ｙ＝６．２９９Ｘ－４．０８３×１０－３ ０．９９９９ ７．２８ ２４．２７ ０．２４７８～２２３．０ ６８，１５０

１４＃ Ｙ＝４９．８９Ｘ＋７．１６７×１０－３ ０．９９９７ ２．４０ ８．００ ０．３２５４～２９２．９ ９１，１３５

１５＃ Ｙ＝３０．２２Ｘ－８．２８３×１０－３ ０．９９９９ ３．４８ １１．６０ ０．２８２７～２５４．４ １０５，１３３

１６＃ Ｙ＝１１．３１Ｘ－７．０４５×１０－３ ０．９９９８ ５．０５ １６．８３ ０．２３１１～２０８．０ １７７，１９２

１７＃ Ｙ＝２１．７５Ｘ＋３．０４７×１０－３ ０．９９９７ ４．６９ １５．６４ ０．２７５５～２４８．０ ５８，１９８

１８＃ Ｙ＝２７．０７Ｘ－４．３３８×１０－２ ０．９９９６ ７．００ ２３．３２ ０．３０１１～２７１．０ １０５，２１２

１９＃ Ｙ＝１０．８７Ｘ＋２．６７０×１０－３ ０．９９９７ １．２６ ４．１８ ０．２５４３～２２８．９ ６７，８２

２０＃ Ｙ＝３０．５３Ｘ＋４．５１５×１０－３ ０．９９９９ ０．６６ ２．２０ ０．２８４３～２５５．９ ９５，１２６

２１＃ Ｙ＝８．３６Ｘ＋９．９１２×１０－３ ０．９９９５ ２．８８ ９．６０ ０．２１１６～１９０．４ １０８，１２６

２２＃ Ｙ＝３２．４Ｘ＋１．３３３×１０－２ ０．９９９９ ０．６６ ２．２１ ０．２２７９～２０５．１ ９１，１２０

２３＃ Ｙ＝２２．６２Ｘ＋１．００２×１０－２ ０．９９９９ １．８５ ６．１６ ０．２２２４～２００．２ １０５，１２０

２４＃ Ｙ＝１７．５８Ｘ＋１．６４３×１０－２ ０．９９９５ ０．９１ ３．０３ ０．２２７９～２０５．１ ５８，１４２

２５＃ Ｙ＝１４．５２Ｘ＋２．５５３×１０－３ ０．９９９９ ３．４２ １１．４１ ０．２４４９～２２０．４ ９１，１３４

２６＃ Ｙ＝１１．２５Ｘ＋３．５９０×１０－３ ０．９９９８ ４．７１ １５．９２ ０．２０１４～１８１．３ １０５，１３４

２７＃ Ｙ＝２７．８Ｘ＋３．３８８×１０－３ ０．９９９９ ３．５７ １１．８９ ０．２４１８～２１７．６ ９１，１５０

２８＃ Ｙ＝１３．５５Ｘ－２．６２９×１０－２ ０．９９９８ １３．０６ ４３．５５ ０．２５５２～２２９．７ １１９，１３４

２９＃ Ｙ＝２１．５１Ｘ＋８．６４５×１０－３ ０．９９９８ １．４２ ４．７４ ０．２５１４～２２６．３ ５８，７１

３０＃ Ｙ＝９．６５８Ｘ－１．４６９×１０－３ ０．９９９７ ４．９１ １６．３７ ０．２１２２～１９１．０ ６９，１５１

３１＃ Ｙ＝３１．１１Ｘ＋９．９５２×１０－３ ０．９９９６ ９．２０ ３０．６７ ０．２９１４～２６２．３ １７７，１９２

３２＃ Ｙ＝６．９７４Ｘ－１．０８９×１０－３ ０．９９９６ ４．５７ １５．２４ ０．２４１３～２１７．２ ６９，２６２

３３＃ Ｙ＝１８．９Ｘ－１．６５８×１０－２ ０．９９９６ ４．００ １３．３４ ０．２９７０～２６７．３ ５３，１１０

３４＃ Ｙ＝２３．２１Ｘ＋２．６３５×１０－４ ０．９９９９ １．４３ ４．７５ ０．２９６６～２６６．９ ５７，１１２

３５＃ Ｙ＝１４．５５Ｘ－９．５０８×１０－３ ０．９９９８ １．６４ ５．４６ ０．２６３９～２３７．５ ７９，１０８

３６＃ Ｙ＝３３．３５Ｘ－２．５６５×１０－２ ０．９９９８ １．２１ ４．０３ ０．２５４０～２２８．６ ９１，１２２

３７＃ Ｙ＝３８．７３Ｘ－２．６６７×１０－３ ０．９９９９ ０．５５ １．８５ ０．２６５４～２３８．９ ８２，１３８

３８＃ Ｙ＝２７．１６Ｘ＋４．１６６×１０－３ ０．９９９９ １．２８ ４．２８ ０．４１０７～３６９．６ ９５，１５２

３９＃ Ｙ＝１１．５５Ｘ－３．４６９×１０－３ ０．９９９９ ２．１８ ７．２７ ０．２５９３～２３３．４ ７１，１３８

４０＃ Ｙ＝２７．１９Ｘ－８．９６３×１０－３ ０．９９９９ ４．６０ １５．３４ ０．２９３７～２６４．３ ６９，１５６

４１＃ Ｙ＝１９．５７Ｘ－２．２６５×１０－２ ０．９９９８ ４．７５ １５．８３ ０．２４６６～２２１．９ ６９，１５４

４２＃ Ｙ＝１３．２３Ｘ－１．３２４×１０－３ ０．９９９９ １．５０ ４．９９ ０．２５７８～２３２．０ １２１，１９４

４３＃ Ｙ＝２２．２４Ｘ＋１．３３１×１０－３ ０．９９９９ １．４１ ４．７２ ０．２７８２～２５０．４ １１１，１８０

４４＃ Ｙ＝１５．７４Ｘ－２．２７２×１０－２ ０．９９９７ １．７７ ５．９０ ０．２４２６～２１８．３ １３２，１５９

４５＃ Ｙ＝７．７８２Ｘ－１．７４６×１０－２ ０．９９９６ １．２９ ４．３２ ０．２００４～１８０．４ ６９，１３６

２．３　线性方程、检出限和定量限分析
按照１．２．４节的条件对混标标准系列Ⅰ—

Ⅲ进行分析，分别以相应化合物色谱峰面积与

内标的色谱峰面积之比（Ｙ）为纵坐标，以浓度

（Ｘ）为横坐标拟合标准曲线，再分别按３倍信

噪比（Ｓ／Ｎ）和１０倍信噪比计算各成分的检出

限和定量限．各组分的线性方程、相关系数、检

出限、定量限、线性范围和选择离子见表１，化

合物编号同１．１节．

由表１可知，各组分线性方程的相关系数

·９６·



　２０１７年１１月 第３２卷 第６期

均大于０．９９９０，这４５种化合物的测定线性关

系良好且线性范围较宽．从线性方程式中常数

项可以看出，该方法系统误差小、准确度较高．

该方法的检出限为０．５５～１３．０６μｇ／ｋｇ，定量限

为１．８５～４３．５５μｇ／ｋｇ，检出限和定量限远远低

于各成分的含量（见表２），说明该方法的灵敏

度较高．

２．４　样品测定和回收率实验结果
２．４．１　样品测定结果　按照１．２．２节的方法

处理卷烟样品，并按１．２．３节的半制备 ＨＰＬＣ

分离条件得到３个馏分的萃取液，再按１．２．４

节中的ＧＣＭＳ分析条件对３个馏分进行分析．

测定样品中４５种关键香味成分的含量，平行测

定５次，通过内标标准曲线法计算样品中各目

标化合物的平均含量和相对标准偏差ＲＳＤ１，结
果见表２，化合物编号同１．１节．
２．４．２　回收率实验结果　在实际样品中添加
一定量的标样来测定回收率．在截留主流烟气
总粒相物的剑桥滤片上加入待测成分的标准

品，加入量见表２，按１．２．２节的方法处理，然
后再按１．２．３和１．２．４节条件进行分析．重复５
次，根据样品中各目标化合物的平均含量、加标

量和加标后平均含量计算平均回收率和ＲＳＤ２，
结果见表２．

由表２可以看出，在所测定的某品牌成品
卷烟烟气中，含量较高的成分分别是 Ｄ－柠檬
烯（３＃）（果香）、苯乙酮（２３＃）（橙花香）、５－甲
基糠醛（３３＃）（烤甜香）、苯甲醇（３５＃）（花香）

表２　样品测定、回收率与精密度实验结果（ｎ＝５）

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎｔｅｓｔ（ｎ＝５）

化合
物编
号

化合物
平均含量

／（μｇ·支 －１）

加标量

／（μｇ·支 －１）

加标后平
均含量

／（μｇ·支 －１）

平均
回收
率／％

ＲＳＤ１
／％

ＲＳＤ２
／％

化合
物编
号

化合物
平均含量

／（μｇ·支 －１）

加标量

／（μｇ·支 －１）

加标后
平均含量

／（μｇ·支 －１）

平均
回收
率／％

ＲＳＤ１
／％

ＲＳＤ２
／％

１＃ ０．０９４ ０．１４９ ０．２０７ ７５．３３ ３．０９ １．７２ ２４＃ ０．０３６ ０．１１４ ０．１３７ ８８．６０ ３．４４１．４７
２＃ ０．０５５ ０．１４２ ０．１５３ ６８．６０ ５．０９ ２．７８ ２５＃ ０．１０３ ０．１２２ ０．１８８ ６９．６０ １．６７２．８０
３＃ ３．１１０ ０．１０８ ３．２１１ ９３．５７ １．３９ ０．９８ ２６＃ ０．０２７ ０．１０１ ０．１０８ ８０．１９ １．２８１．８１
４＃ ０．０４９ ０．１２７ ０．１５５ ８３．６２ ４．９５ １．７５ ２７＃ ０．３６４ ０．１２１ ０．４６０ ７９．５３ ０．２１２．８６
５＃ ０．０１５ ０．１４５ ０．１１３ ６７．８９ ５．３６ ３．１４ ２８＃ ０．０７２ ０．１２８ ０．１８２ ８６．１２ ０．３０１．０９
６＃ ０．１９３ ０．１０７ ０．２８２ ８２．５９ ２．５５ １．１９ ２９＃ ０．０２２ ０．１２６ ０．１１１ ７０．９０ ５．５６１．３５
７＃ ０．０１４ ０．１０８ ０．０９５ ７５．６１ ２．５４ ６．５７ ３０＃ ０．９８０ ０．１０６ １．０５１ ６７．３９ ５．５９８．２６
８＃ ０．０９８ ０．１２９ ０．２１０ ８６．７７ ５．５９ ４．９０ ３１＃ ０．０４８ ０．１４６ ０．１５１ ７０．７７ ０．８６３．７８
９＃ ０．０２５ ０．１２４ ０．１１３ ７１．３２ ５．０９ １．４０ ３２＃ ０．３３０ ０．１２１ ０．４１８ ７２．７８ ０．７９０．６２
１０＃ ０．０１５ ０．１５２ ０．１１５ ６５．７１ ２．４９ ０．８８ ３３＃ １．８７３ ０．１４９ １．９９７ ８３．７７ １．５９０．３５
１１＃ ０．０１３ ０．１３１ ０．０９７ ６４．３９ １．４３ ２．０１ ３４＃ ０．２３０ ０．１４８ ０．３６５ ９０．８７ ０．６４１．１０
１２＃ ０．１８３ ０．１２８ ０．２７９ ７４．９０ ２．５９ ０．４７ ３５＃ ０．４０６ ０．１３２ ０．５１４ ８１．９８ １．１４１．２９
１３＃ ０．０３０ ０．１２４ ０．１３５ ８５．１１ １．１５ ２．０７ ３６＃ ０．５５０ ０．１２７ ０．６６０ ８６．３１ ０．８４０．７４
１４＃ ０．０５１ ０．１６３ ０．１８０ ７９．５１ ６．１８ ３．１１ ３７＃ ０．１７０ ０．１３３ ０．２７２ ７６．５０ ３．６８０．５４
１５＃ ０．０１３ ０．１４１ ０．１０６ ６５．５０ ２．８４ ２．４７ ３８＃ ０．１０８ ０．２０５ ０．２４０ ６４．４０ １．９７１．８０
１６＃ ０．０５３ ０．１１６ ０．１５２ ８５．６０ １．５８ １．０１ ３９＃ ０．１９８ ０．１３０ ０．３０３ ８０．９０ ０．１３１．１５
１７＃ ０．０６３ ０．１３８ ０．１６６ ７４．５９ ８．３３ ３．７７ ４０＃ ０．０５７ ０．１４７ ０．１６８ ７５．６０ ５．２４１．３０
１８＃ ０．２２５ ０．１５１ ０．３２６ ６６．９０ ４．０７ ２．８０ ４１＃ ０．０３９ ０．１２３ ０．１５０ ９０．２９ ６．１９３．６０
１９＃ ０．０２７ ０．１２７ ０．１４３ ９１．０１ ８．３１ ２．１０ ４２＃ ０．０６９ ０．１２９ ０．１６１ ７１．１０ ０．４８１．３９
２０＃ ０．０１６ ０．１４２ ０．１３６ ８４．３９ ２．８４ ４．４４ ４３＃ ０．４８０ ０．１３９ ０．５８０ ７１．７８ ０．５８１．４７
２１＃ ０．０１７ ０．１０６ ０．０８６ ６５．４９ １．２３ ３．２５ ４４＃ ０．３６０ ０．１２１ ０．４６３ ８４．７３ ７．６５４．０２
２２＃ ０．４５０ ０．１１４ ０．５３０ ７０．０３ １．１５ １．７３ ４５＃ ０．０９５ ０．１００ ０．１７２ ７７．０４ ０．９００．６８
２３＃ １．６２０ ０．１１１ １．７１１ ８１．６４ ６．３０ ０．５０
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和苯乙醇（３６＃）（花香）［１６］，这些香气成分对该

品牌卷烟烟气的风格特征有重要贡献．所测卷

烟烟气中，各目标化合物的平均回收率在

６４．３９％～９３．５７％之间，相对标准偏差均小于

１０％，说明该方法是一种痕量分析方法（即样

品中待测组分含量低于百万分之一的分析方

法），重现性好．由于烟气中各致香成分含量低

且干扰成分较多，在分离除杂过程中含量有所

损失，故某些成分的回收率较低，但是都在

６４．３９％ 以上，能满足痕量成分定量分析要求．

与烟气中性香味成分定量分析文献［７－８］方

法相比，本文方法在测定的中性香味成分数量

（采用内标标准曲线法）与方法的灵敏度和准

确度等方面均有较大提高．

３　结论

本文对卷烟样品主流烟气中性香味成分的

半制备 ＨＰＬＣ与ＧＣＭＳ分析进行了研究．通过

对半制备ＨＰＬＣ分离馏分收集条件的优化，根

据馏分收集时间段的选择，制备出３个馏分．各

馏分中的目标化合物能得到很好的分离，且待

测４５种化合物在３个馏分中不存在交叉现象．

馏分中各香味成分含量相对较高且各待测物只

存在于１个馏分中，有利于分离与含量测定，待

测目标化合物完全分离，可满足定量分析要求．

ＧＣＭＳ内标标准曲线分析结果表明，各组分线

性方程相关系数均大于０．９９９０；该方法的检出

限为０．５５～１３．０６μｇ／ｋｇ，定量限为 １．８５～

４３．５５μｇ／ｋｇ，远低于各成分含量，说明该方法

灵敏度较高．所测定的某品牌成品卷烟烟气中，

各目标化合物的平均回收率为 ６４．３９％ ～

９３．５７％，相对标准偏差均小于１０％，说明该方

法能满足痕量成分定量分析要求，重现性较好．
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ｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＧＣ×ＧＣＴＯＦＭＳ［Ｊ］．
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味物质分析研究进展［Ｊ］．科技与企业，２０１５

（１６）：２３０．

［１４］李国政，邱建华，张峻松，等．气质联用法测定
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烟叶中西柏三烯 －４，６－二醇降解产香菌的
分离与鉴定
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｃｅｍｂｒａｔｒｉｅｎｅ４，６ｄｉｏｌｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎａｎｄａｒｏｍａ
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎｆｒｏｍｔｏｂａｃｃｏｌｅａｆ

关键词：

西柏三烯 －４，６－二
醇；分离鉴定；降解

率；金合欢醛；新鞘氨

醇杆菌

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：
ｃｅｍｂｒａｔｒｉｅｎｅ４，６ｄｉｏｌ；
ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ；ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅ；
ｆａｒｎｅｓｏｌ；Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉ
ｕｍｐａｎｉｐａｔｅｎｓｅ

黄申１，夏１，３，魏涛１，贾春晓２，钱玉梅１，毛多斌１

ＨＵＡＮＧＳｈｅｎ１，ＸＩＡＦａｎ１，３，ＷＥＩＴａｏ１，ＪＩＡＣｈｕｎｘｉａｏ２，ＱＩＡＮＹｕｍｅｉ１，ＭＡＯＤｕｏｂｉｎ１

１．郑州轻工业学院 食品与生物工程学院，河南 郑州 ４５０００１；
２．郑州轻工业学院 材料与化学工程学院，河南 郑州 ４５０００１；
３．湖北中烟有限责任公司 武汉卷烟厂，湖北 武汉 ４３００５１
１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＬｉｇｈｔＩｎｄｕｓｔｒｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５０００１，
Ｃｈｉｎａ；
２．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭａｔｅｒｉａｌａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＬｉｇｈｔＩｎｄｕｓｔｒｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
４５０００１，Ｃｈｉｎａ；
３．ＷｕｈａｎＣｉｇａｒｅｔｔｅＦａｃｔｏｒｙ，ＣｈｉｎａＴｏｂａｃｃｏＨｕＢｅｉＩｎｄｕｓｔｒｉａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｗｕｈａｎ４３００５１，Ｃｈｉｎａ

摘要：采取稀释涂布平板法和平板划线法，从调制陈化后的烟叶中分离得到一

株高效降解西柏三烯－４，６－二醇的菌株ＹＩ１－３．以西柏三烯－４，６－二醇为唯
一碳源，该菌株降解产物主要为金合欢醛（８．５７％）．根据形态特征和１６ＳｒＤＮＡ
系统进化树分析，初步鉴定菌株ＹＩ１－３为新鞘氨醇杆菌（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍｐａｎｉ
ｐａｔｅｎｓｅ）．该菌株在含有西柏三烯 －４，６－二醇发酵培养基中培养６６ｈ后，底物
降解率达到７５．５８％．
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａｈｉｇｈｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃｅｍｂｒａｔｒｉｅｎｅ４，６ｄｉｏｌｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎＹＩ１３ｗａｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｏｂａｃｃｏｌｅａｆｗｉｔｈ
ｓｐｒｅａｄｐｌａｔｅａｎｄｓｔｒｅａｋｐｌａｔｅｍｅｔｈｏｄｓ．Ｔｈｅｃｅｍｂｒａｔｒｉｅｎｅ４，６ｄｉｏｌｗａｓｔｈｅｏｎｌｙｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅ，ａｎｄｔｈｅｍａｊｏｒ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｆａｒｎｅｓａｌ（８．５７％）．ＴｈｉｓｓｔｒａｉｎＹＩ１３ｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙａｓＮｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉ
ｕｍｐａｎｉｐａｔｅｎｓｅｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｌａｓｓｉｃａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅ．Ｔｈｅ
ｓｔｒａｉｎｗａｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｔｈｅｆｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｅｍｂｒａｔｒｉｅｎｅ４，６ｄｉｏｌ，ｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｓｕｂ
ｓｔｒａｔｅｓｒｅａｃｈｅｄ７４．５８％ ａｆｔｅｒ６６ｈ．

０　引言

西柏烯类化合物是烟草中的一类大环双萜类

物质，主要存在于烟叶表面腺毛分泌物中，也存在

于烟草种子和烟草花中［１］，总量占烟叶鲜叶重的

２％～１０％．其中以西柏三烯－４，６－二醇的含量最

为丰富，约占烟叶鲜叶重的０．７％［２－３］．

西柏烯类化合物也是烟草中一类重要的香

味前体物质［４］，在烟草生长过程中，其含量逐渐

增加，但在调制、陈化过程中会发生一系列降解

反应且陈化前期降解速度较陈化后期更快［５］．

降解反应生成了重要的中性香味成分，例如茄

酮、茄尼呋喃，以及茄酮的降解产物如降茄二

酮［６］、茄醇、茄酸和酯类等，它们对卷烟的香味、

香气品质起着关键的作用．

西柏三烯－４，６－二醇类化合物的降解方

式一般有两种：一种是在氧化剂或光作用下进

行；另一种是在生物催化作用下进行．经过一系

列的转化，西柏三烯－４，６－二醇类物质可以转

化为Ｃ８—Ｃ１８碳原子数不同的香味成分．利用

ＣｒＯ３在硫酸水溶液和丙酮水溶液中氧化西柏

三烯－４，６－二醇，得到包括降茄二酮在内的８

种主要产物［７－９］．光催化降解西柏三烯－４，６－

二醇后，１１，１２号位双键易环氧化．利用雷公藤

（Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｗｉｌｆｏｒｄｉｉ）的植物细胞催化降解西

柏三烯－４，６－二醇后发现，１１，１２号位双键易

环氧化，同时发现１０，１２和１３号位键易羟基

化．利用美花烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ）的植物细

胞、细胞均质体、无细胞提取物和细胞小球分别

作为催化剂降解西柏三烯－４，６－二醇后，其降

解产物与雷公藤催化降解的产物相似［１０－１３］．

目前，鲜见西柏三烯－４，６－二醇生物降解

为香味物质的研究．本文拟利用微生物学方法

从烟叶中筛选西柏三烯－４，６－二醇降解菌株，

并对其进行鉴定和降解能力研究，以期为西柏

三烯－４，６－二醇生物降解和降解途径的研究

提供参考．

１　材料与方法

１．１　材料和仪器
样品的采集：用于筛选西柏三烯－４，６－二

醇降解菌的样品主要采集于河南、云南、重庆、

四川、广西、湖南、贵州等地的调制后烟叶，其产

地与品种见表１，烟叶等级均为Ｃ３Ｆ．

表１　调制烟叶样品产地与品种

Ｔａｂｌｅ１　Ｓａｍｐｌｅｓｏｆｍｏｄｕｌａｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｌｅａｆ

ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎａｎｄｖａｒｉｅｔｙ

分类 产地 烟叶品种

一

吉林 晒红烟（雪茄）

许昌 Ｋ３２６
曲靖 Ｃｃ２７
重庆 云烟８５
什邡 古巴４号
许昌 中烟１００

二
陕县 秦烟９６
四川 ＮＣ２９７
贵州 贵烟６号
四川 亚布力晒烟

衡阳 ＮＣ８９
三 襄县 Ｙ０５６

洛阳 云烟８７
陕县 云烟９７
三明 Ｙ０７７
广西 ＮＣ１０２

四 湖南 ＬＹ３０６０５
许昌 ＱＦ２３２
永州 Ｙ８１２３
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　　试剂和仪器：西柏三烯 －４，６－二醇标样，

纯度≥９８％，郑州轻工业学院相关实验室制；

Ａｇｉｌｅｎｔ６８９０ａ／５９７５ｃＧＣＭＳ色谱联用仪，Ａｇｉｌｅｎｔ

公司产；Ｊ６－ＭＩ冷冻离心机，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公

司产；２６００ＵＣ／ＶＩＳ紫外可见分光光度计，美国

ＵＮＩＣ公司产；ＮＩＥ８０２显微镜，日本尼康公

司产．

富集培养基：Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．５ｇ／Ｌ，ＫＣｌ０．５ｇ／Ｌ，ＮａＮＯ３３ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ／Ｌ，蔗糖３０ｇ／Ｌ．

发酵培养基：Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．５ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ０．５ｇ／Ｌ，

ＫＨ２ＰＯ４０．６５ｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４０．００１ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２·

ＳＯ４０．５ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．１ｇ／Ｌ，Ｎａ２ＭｏＯ４·

２Ｈ２Ｏ０．００５ｇ／Ｌ．在此基础上加 ３００ｍｇ／Ｌ西柏

三烯－４，６－二醇（纯度≥９８％，原料来自三门峡

市陕县河南中烟烟叶种植基地，品种为豫烟

１００，采集部位为成熟上部叶片）［１４］．

固体培养基：在发酵培养基的基础上添加

２％的琼脂粉．

１．２　方法
１．２．１　菌种的筛选

１．２．１．１　菌源的富集　按表１分类分别称取

新鲜烟叶、调制后的烟叶各１０ｇ，在超净工作

台，用剪刀剪碎烟叶，分别放入２５０ｍＬ三角瓶

中，依次加入１００ｍＬ无菌水，浸泡过夜；分别用

灭菌枪头移取２００μＬ到２０ｍＬ的察式培养基

和ＬＢ培养基内，３０℃转速１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培

养２ｄ，得到菌源．

１．２．１．２　初筛　所有接种工作都在超净工作

台上进行．移取１ｍＬ经富集培养得到的菌源至

１００ｍＬ发酵培养基中，以不加菌源的发酵培养

基和不加西柏三烯－４，６－二醇作为对照，培养

２ｄ，通过观察摇瓶的变化，并用 ＧＣＭＳ检测，

与对照的ＧＣＭＳ检测图进行对比，挑选出能降

解西柏三烯 －４，６－二醇的样品，分别移取

１ｍＬ样品到灭菌完成的发酵培养基中，然后依

次进行梯度稀释，分别选择１０－２和１０－４这两个

浓度梯度，在固体培养基上用稀释涂布平板法

进行平板涂布，每个浓度梯度平行涂布３个平

板，同时对不含有底物西柏三烯－４，６－二醇的

平板进行涂布并将其作为对照组．将涂布好的

平板于３０℃培养箱中培养２～３ｄ，挑选出形态

较好的单菌落，用平板划线法反复进行划线分

离纯化，直到平板上无杂菌落出现，即可确认为

纯培养菌．

１．２．１．３　复筛　将筛选到的单菌落经过活化

培养后，接种到 １００ｍＬ发酵培养基内，在

３０℃，转速１５０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培养２ｄ．通

过观察摇瓶的变化，并用 ＧＣＭＳ检测降解产

物，进一步筛选能降解西柏三烯－４，６－二醇的

菌株［１５］．

１．２．２　溶液制备

１．２．２．１　西柏三烯－４，６－二醇标准储备液的

配制　准确称取西柏三烯 －４，６－二醇标准品

６５．９３ｍｇ，用色谱级 ＣＨ２Ｃｌ２溶解，并定容到

５０ｍＬ容量瓶中，得到一定浓度的标准储备液，

置于４℃ 冰箱中贮存，备用．

１．２．２．２　不同浓度梯度的西柏三烯－４，６－二

醇标准溶液的配制　准确量取西柏三烯 －４，

６－二醇标准储备液０．１ｍＬ，０．３ｍＬ，０．５ｍＬ，

１．０ｍＬ，３．０ｍＬ，５．０ｍＬ，７ｍＬ，１０ｍＬ，用色谱

级ＣＨ２Ｃｌ２定容到１０ｍＬ容量瓶中，摇匀，即得

到含有不同浓度梯度的西柏三烯 －４，６－二醇

标准溶液．

１．２．３　降解产物的分析检测

１．２．３．１　降解产物的萃取　取１００ｍＬ发酵

液，在１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心３０ｍｉｎ，取上清

液与等体积的ＣＨ２Ｃｌ２在分液漏斗中进行萃取，

缓缓摇晃，使两相混合均匀；静置１０ｍｉｎ后，收

集下层有机相；重复以上步骤５次，合并有机

相，加入无水硫酸钠干燥，静置过夜；过滤，旋转
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蒸发除去ＣＨ２Ｃｌ２后，加入１ｍＬ色谱级 ＣＨ２Ｃｌ２
溶解，过 ０．４５μｍ有机系滤膜后即可进行

ＧＣＭＳ分析检测．以上操作均在避光环境中

进行．

１．２．３．２　分析检测条件的确定　色谱条件：

ＨＰ－５ＭＳ５％ ＰｈｅｎｙｌＭｅｔｈｙｌＳｉｌｏｘ（３０ｍ ×

０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）；进样口温度２８０℃；以高

纯氦气作载气，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ；升温程序为

初始温度５０℃，以５℃／ｍｉｎ的升温速度升至

２００℃，以３℃／ｍｉｎ的升温速度升至２６０℃结

束；分流比３１；进样量为１μＬ；ＧＣＭＳ采用全

扫描模式．

质谱条件：传输线温度２８０℃；离子源温度

２８０℃，四极杆温度１５０℃；电离方式为电子轰

击（ＥＩ），电子能量为 ７０ｅＶ；溶剂延迟时间为

８ｍｉｎ；扫描质量范围（ｍ／ｚ）为３５—５５０．

１．２．３．３　降解率的测定　以接种的发酵培养

基作为实验组，未接种的发酵培养基作为对照

组，每次取样１０ｍＬ，１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心

３０ｍｉｎ；取上清液进行萃取、分液，旋转蒸发除

去ＣＨ２Ｃｌ２后，加入１ｍＬ色谱级 ＣＨ２Ｃｌ２溶解，

过０．４５μｍ有机系滤膜后，进行ＧＣＭＳ分析检

测，其降解率按下列公式计算：

降解率＝西柏三烯－４，６－二醇的减少量
原西柏三烯－４，６－二醇含量 ×１００％

１．２．４　菌株鉴定

１．２．４．１　形态观察和革兰氏染色　菌株形态

在显微镜下观察，菌株的革兰氏染色方法参照

文献［１５］．

１．２．４．２　１６ＳｒＤＮＡ序列扩增、测序和系统发

育分析　用细菌基因组ＤＮＡ快速抽提试剂盒，

提取目标菌株基因组 ＤＮＡ．ＰＣＲ反应引物为真

菌 １６ＳｒＤＮＡ序列通用引物 ５’ＣＡＧＡＧＴＴＴ

ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ３’（上游引物）和 ５’ＡＧＧＡＧ

ＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ３’（下游引物），引物由生

工生物工程（上海）股份有限公司合成．ＰＣＲ反

应体系：Ｔａｑ酶 （５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，上游引物１

（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，下游引物２（１０μｍｏｌ／Ｌ）

０．５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ，ＤＮＡ

模板（５０ｎｇ／μＬ）０．５μＬ，ｄＮＴＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ），

ｄｄＨ２Ｏ（灭菌蒸馏水）１９．８μＬ．测序由生工生物

工程（上海）股份有限公司完成．系统发育分析

根据其１６ＳｒＤＮＡ基因序列用Ｍｅｇａ５．１软件构

建系统进化树，使用 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ法进行

１０００次步长计算．

１．２．５　菌株生长曲线和降解曲线的测定绘制

微生物的生长周期包括延迟期、对数期、稳

定期和衰亡期４个阶段．在适当条件下，根据菌

株在发酵培养时随时间增加表现出的群体生长

趋势，可以得到菌株的生长曲线

１）将菌株接入富集培养基内，在３０℃，转

速１５０ｒ／ｍｉｎ条件下发酵２４ｈ．

２）配制 ２８份 ２０ｍＬ发酵培养基，置于

２８个 ５０ｍＬ锥形瓶中，其中 １４瓶每瓶接种

２００μＬ富集菌液，作为实验组１，用来测定绘制

降解曲线；另外１４瓶每瓶接种２００μＬ富集菌

液，作为实验组２，用于测定绘制生长曲线．以

空白富集培养基作为对照．以上锥形瓶均在

３０℃，转速１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养．

３）无菌条件下操作，分别在接种后 ６ｈ，

１２ｈ，１８ｈ，２４ｈ，３０ｈ，３６ｈ，４２ｈ，４８ｈ，５４ｈ，

６０ｈ，６６ｈ，７２ｈ，将实验组１样品离心取出上

清，用ＧＣＭＳ检测其降解率．另由实验组２取

出５ｍＬ菌液，测其ＯＤ６００值．

横坐标为培养时间，纵坐标分别为西柏三

烯－４，６－二醇的含量和 ＯＤ６００值，绘制菌株

的生长曲线和降解曲线．

２　结果与讨论

２．１　西柏三烯－４，６－二醇标准曲线
根据西柏三烯 －４，６－二醇标准溶液

ＧＣＭＳ检测所得数据制作标准曲线，见图１．
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图１　西柏三烯－４，６－二醇的标准曲线

Ｆｉｇ．１　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｓｔａｎｄａｒｄ

ｓａｍｐｌｅｏｆｃｅｍｂｒａｔｒｉｅｎｅ４，６ｄｉｏｌ

由标准曲线得到西柏三烯 －４，６－二醇线

性方程为ｙ＝２．７６×１０６ｘ－６．８５×１０７，其中，

ｙ为响应值，ｘ为西柏三烯 －４，６－二醇溶液浓

度／（μｇ·ｍＬ－１）．所得标准曲线的相对标准偏

差为０．９９９５，说明该标准曲线准确可靠，可以

应用于后续实验．

２．２　西柏三烯－４，６－二醇降解菌的筛选结果
从新鲜烟叶、调制烟叶中共筛选出１１种降

解西柏三烯－４，６－二醇混菌株，分别接种于含

有西柏三烯－４，６－二醇底物的发酵培养基中

进行发酵培养，采用 ＧＣＭＳ法测定其降解能

力．这１１株混菌株降解率的比较如图２所示．

由图 ２可知，混菌株 ＹＩ１，ＹＩ３，ＹＩ６的西柏三

烯－４，６－二醇降解能力较高，降解率分别为

７９．３６％，７１．７７％，７９．１９％．

对这３株混菌进行平板涂布，依次进行梯

度稀释，共得到５株单菌落．经过活化培养，接

种到发酵培养基内，在３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ条件下

培养４８ｈ，采用 ＧＣＭＳ法测定其降解能力．在

ＹＩ１混菌中筛选到３株单菌落，其中３号菌降

解西柏三烯－４，６－二醇能力较高，其降解率为

７５．５８％，所以将该菌株编号为 ＹＩ１－３．经

ＧＣＭＳ分析检测出主要生成物为金合欢醛

（８．５７％）（见图３）．金合欢醛为一种香味物质，

在化妆品和卷烟中有应用．
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图２　１１株西柏三烯－４，６－二醇降解

混菌株降解率的比较

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒａｓｏｎｏｆｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ１１

ｃｅｍｂｒａｔｒｉｅｎｅ４，６ｄｉｏｌｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎｓ

图３　菌株ＹＩ１－３的ＧＣＭＳ图

Ｆｉｇ．３　ＧＣＭＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆＹＩ１３ｓｔｒａｉｎ

２．３　菌株鉴定
２．３．１　生理特性　将菌株ＹＩ１－３接种于固体

培养基中，培养２４ｈ后长出菌落，４８ｈ后观察

（见图４ａ））：菌落呈黄色，表面光亮，边缘整齐，

不透明，中央隆起，容易挑取；图４ｂ）为１００倍

显微镜下观察到的显微形态，可以看出该菌体

大小为（１．０～１．５）μｍ×（２．０～２．５）μｍ．

２．３．２　遗传学分析　菌株 ＹＩ１－３的 ＰＣＲ扩

增电泳图见图 ５，由图 ５可以看到在 １０００—

１５００ｂｐ有一明显条带．回收该条带送至生工

·７７·
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图４　菌株ＹＩ１－３菌落和细胞形态

Ｆｉｇ．４　ＣｏｌｏｎｙａｎｄｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＹＩ１３ｓｔｒａｉｎ

图５　菌株ＹＩ１－３的ＰＣＲ扩增电泳图

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｆｉｇｕｒｅｏｆｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＹＩ１３ｓｔｒａｉｎ

生物工程（上海）股份有限公司武汉分公司进

行测序，测序结果表明该条带大小为１３２２ｂｐ．
２．３．３　系统进化树分析　将扩增并测序得到
的序列提交至ＧｅｎｅＢａｎｋ（ＩＤ：ＫＹ２８３９５４）．通
过在ＮＣＢＩＧｅｎｅｂａｎｋ数据库中进行 ｂｌａｓｔ同源
性分析发现，菌株 ＹＩ１－３与新鞘氨醇杆菌属
（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ ｐａｎｉｐａｔｅｎｓｅ）的 同 源 性 在
９０％以上．系统进化树分析结果（见图 ６）表
明，菌株ＹＩ１－３与新鞘氨醇杆菌聚为一类．基
于形态学特征和系统发育分析，菌株 ＹＩ１－３
被初步鉴定为新鞘氨醇杆菌．

２．４　菌株的生长曲线和降解曲线
菌株ＹＩ１－３的生长曲线和降解曲线如图

７所示．从图７生长曲线可以看出，菌株 ＹＩ１－

３培养１８ｈ后快速增长，进入对数期，随着时

间的延续，菌株在培养基里吸收营养物质（西

柏三烯－４，６－二醇作为碳源被利用）不断繁

殖生长后导致菌株数量不断增加，到第 ４８ｈ

开始进入稳定期，一直到６６ｈ，并无明显增加

的现象．从图７降解曲线可以看出，在６ｈ前，

西柏三烯－４，６－二醇降解变化并不明显，６ｈ

后西柏三烯 －４，６－二醇的降解速度开始加
快，到３６ｈ，西柏三烯－４，６－二醇的降解率达

到６５％，３６ｈ后底物降解趋于平衡，继续培养

至６６ｈ后，西柏三烯－４，６－二醇降解率达到

７５．５８％．

３　结论

本文从调制陈化后的烟叶中筛选到一株

高效降解西柏三烯 －４，６－二醇的菌株 ＹＩ１－

３，对其进行西柏三烯－４，６－二醇降解能力分

析与分离鉴定，得到如下结论．

１）以西柏三烯 －４，６－二醇的丰度为响

应值，利用 ＧＣＭＳ检测计算出标准曲线 ｙ＝

２．７６×１０６ｘ－６．８５×１０７，标准偏差为０．９９９５，

·８７·
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图６　菌株ＹＩ１－３１６ＳｒＤＮＡ区域序列的系统进化树分析结果（图中Ｎｏｖｅｌ１６Ｓ为ＹＩ１－３）

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｆｒｏｍ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｓｔｒａｉｎＹＩ１３

图７　菌株ＹＩ１－３的生长曲线和降解曲线

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅａｎｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＹＩ１３

标准曲线准确可靠．

２）以西柏三烯－４，６－二醇为唯一碳源，菌

株ＹＩ１－３能高效降解西柏三烯－４，６－二醇生

成金合欢醛（８．５７％）．

３）根据形态特征和１６ＳｒＤＮＡ系统进化树

分析，初步鉴定菌株 ＹＩ１－３为新鞘氨醇杆菌

（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍｐａｎｉｐａｔｅｎｓｅ）．

４）新鞘氨醇杆菌培养１８ｈ后快速增长，进

入对数期，到 ４８ｈ开始进入稳定期；在培养

·９７·
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６６ｈ后，西柏三烯 －４，６－二醇降解率达到

７５．５８％．

参考文献：

［１］　ＥＮＺＥＬＬＣＲ，ＷＡＨＬＢＥＲＧＩ，ＡＡＳＥＮＡＪ．Ｉｓｏ

ｐｒｅｎｏｉｄｓａｎｄ ａｌｋａｌｏｉｄｓｏｆｔｏｂａｃｃｏ［Ｍ］∥

ＦｏｒｔｓｃｈｒｉｔｔｅｄｅｒＣｈｅｍｉｅＯｒｇａｎｉｓｃｈｅＤＮＡｔｕｒｓｔｏｆ

ｆｅ／ＰｒｏｇｒｅｓｓｉｎｔｈｅＣｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆＯｒｇａｎｉｃＮａｔｕｒａｌ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓ．Ｖｉｅｎｎａ：Ｓｐｒｉｎｇｅｒ，１９７７：１－７９．

［２］　ＳＥＶＥＲＳＯＮＲＦ，ＪＯＨＮＳＯＮＡＷ，ＪＡＣＫＳＯＮＤ

Ｍ．Ｃｕｔｉｃｕｌａｒｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｏｆｔｏｂａｃｃｏ：ｆａｃｔｏｒｓ

ａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅｉｒｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｉｒｒｏｌｅｉｎｉｎｓｅｃｔ

ａｎｄｄｉｓｅａｓｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｓｍｏｋｅｑｕａｌｉｔｙ［Ｊ］．

ＲｅｖＡｄｖＴｏｂＳｃｉ，１９８５，１１：１０５．

［３］　闫克玉．烟草化学［Ｍ］．郑州：郑州大学出版

社，２００２：１－１０．

［４］　ＥＮＺＥＬＬＣＲ，ＷＡＨＬＢＥＲＧＩ．Ｔｏｂａｃｃｏｉｓｏｐｒｅ

ｎｏｉｄｓｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓｏｆｉｍｐｏｒｔａｎｔａｒｏｍａｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

［Ｊ］．ＰｕｒｅａｎｄＡｐｐｌＣｈｅｍ，１９９０，６２（７）：１３５３．

［５］　彭玉富，王根发，刘茂林，等．不同陈化条件对

烤烟烟叶香气成分变化的影响［Ｊ］．河南农业

大学学报，２００９，４３（４）：３４９．

［６］　毛多斌，张槐岭，贾春晓．卷烟香味化学［Ｍ］．

郑州：河南科学技术出版社，１９９４：３４３－３４５．

［７］　ＲＡＬＤＵＧＩＮＶＡ，ＦＥＤＯＲＯＶＶＫ，ＰＥＮＴＥＧＯ

ＶＡＶＡ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｏｆｃｅｍｂｒａｎｅｄ

ｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓＩ—Ｏｘｉｄａｔｉｏｎｏｆｃｅｍｂｒｅｎｅｗｉｔｈｃｈｒｏ

ｍｉｕｍｔｒｉｏｘｉｄｅ［Ｊ］．ＣｈｅｍＮａｔＣｏｍｐｄ，１９７６，１２

（３）：２７８．

［８］　ＲＡＬＤＵＧＩＮＶＡ，ＲＥＺＶＵＫＨＩＮＡＩ，ＫＯＲＯＴ

ＫＩＫＨＬＹ，ｅｔａｌ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｏｆ

ｃｅｍｂｒａｎｅｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓⅡ—Ｃｅｍｂｒａ２，７，１１

ｔｒｉｅｎｅ４，５ｄｉｏｌｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍＮａｔＣｏｍｐｄ，１９７７，

１３（１）：４６．

［９］　ＲＡＬＤＵＧＩＮＶＡ，ＲＥＺＶＵＫＨＩＮＡＩ，ＫＯＲＯＴＫＩＫＨ

ＬＹ，ｅｔａｌ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｏｆｃｅｍｂｒａｎｅ

ｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓⅢ—Ｅｐｏｘｙｃｅｍｂｒｅｎｅｓ［Ｊ］．Ｃｈｅｍ

ＮａｔＣｏｍｐｄ，１９７７，１３（４）：４３９．

［１０］ＲＡＬＤＵＧＩＮＶＡ，ＳＡＬＥＮＫＯＶＬ，ＹＡＲＯＳＨＥＮ

ＫＯＮＩ，ｅｔａｌ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｏｆｃｅｍ

ｂｒａｎｅｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓⅣ—Ｐｈｏｔｏｏｘｉｄａｔｉｏｎｏｆｃｅｍ

ｂｒｅｎｅ［Ｊ］．ＣｈｅｍＮａｔＣｏｍｐｄ，１９８１，１７（１）：５４．

［１１］ＡＤＮＡＲＰＪ，ＣＨＵＷＬＡ，ＥＮＺＥＬＬＣＲ，ｅｔａｌ．

Ｃｈｅｍｉｎｆｏｒｍ ａｂｓｔｒａｃｔ：ｔｏｂａｃｃｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｐａｒｔ

７６．Ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｏｆｔｏｂａｃｃｏｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄｓ

ｕｓｉｎｇｐｌａｎｔｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆＴｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｗｉｌｆｏｒ

ｄｉｉ［Ｊ］．ＡｃｔａＣｈｅｍＳｃａｎｄ，１９９３，２４（４２）：６８３．

［１２］ＡＤＮＡＲＰＪ，ＣＨＵＷＬＡ，ＥＮＺＥＬＬＣＲ，ｅｔａｌ．

Ｃｈｅｍｉｎｆｏｒｍ ａｂｓｔｒａｃｔ：ｔｏｂａｃｃｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．ｐａｒｔ

７７：ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｏｆａｍａｊｏｒｔｏｂａｃｃｏｃｅｍ

ｂｒａｔｒｉｅｎｅｄｉｏｌｕｓｉｎｇｐｌａｎｔｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆｎｉｃｏｔｉ

ａｎａｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＣｈｅｍＳｃａｎｄ，１９９３，２４

（４２）：６８９．

［１３］ＡＤＮＡＲＰＪ，ＣＨＵＷＬＡ，ＥＮＺＥＬＬＣＲ，ｅｔａｌ．

Ｃｈｅｍｉｎｆｏｒｍ ａｂｓｔｒａｃｔ：ｔｏｂａｃｃｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｐａｒｔ

７８．ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｏｆｔｏｂａｃｃｏｃｅｍｂｒａｎｏｉｄｓ

ｕｓｉｎｇｐｌａｎｔｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆｎｉｃｏｔｉａｎｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ

［Ｊ］．ＡｃｔａＣｈｅｍＳｃａｎｄ，１９９３，４７：７９３．

［１４］何峰．烟草中α（β）－２，７，１１－西柏三烯 －４，

６－二醇的分离纯化与分析及热裂解研究

［Ｄ］．郑州：郑州轻工业学院，２０１５．

［１５］贾蓓蕾，魏涛，黄申，等．α－胡萝卜素降解产

香菌株的分离、鉴定及发酵条件优化［Ｊ］．食

品与发酵工业，２０１５，４１（１）：３４．

·０８·



　２０１７年１１月 第３２卷 第６期　　　　　　　
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＬＩＧＨＴＩＮＤＵＳＴＲＹ　Ｖｏｌ．３２Ｎｏ．６Ｎｏｖ．２０１７

　　收稿日期：２０１７－０３－２８

基金项目：国家自然科学基金联合基金项目（Ｕ１６０４１７６）；广西中烟工业有限责任公司项目（２０１７４５００００３４０１９）

作者简介：刘绍华（１９６２—），男，广西壮族自治区桂林市人，广西中烟工业有限责任公司研究员，博士，主要研究方向为卷

烟增香保润．

通信作者：许春平（１９７７—），男，河南省焦作市人，郑州轻工业学院教授，博士，主要研究方向为烟草香精香料．

引用格式：刘绍华，白家峰，杨龙彦，等．天然烟用添加剂的开发与应用研究进展［Ｊ］．轻工学
报，２０１７，３２（６）：８１－８７．
中图分类号：ＴＳ４２６　　文献标识码：Ａ　　
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９６－１５５３．２０１７．６．０１０
文章编号：２０９６－１５５３（２０１７）０６－００８１－０７

天然烟用添加剂的开发与应用研究进展
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摘要：对天然烟用添加剂中具有增香功能、保润功能、降低刺激型功能和减少杂

气功能烟用添加剂的开发与应用研究现状进行了综述，指出相较于天然烟用添

加剂丰富的研究成果，其应用方面的研究有待加强．未来需要围绕开发和优化
卷烟配方中烟用添加剂的调配工艺并研究其理论机制、优化添加剂的配方并阐

明其理论机制、提高烟用添加剂有效成分的纯度、利用微生物发酵技术开发新

型烟用添加剂等方面深入开展研究，从而进一步提高卷烟感官品质，形成卷烟

风格特色，以满足消费者对卷烟吸味的要求．
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ｍｉｃｒｏｂｉａｌｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．Ａｌｌｔｈｅｓｅａｉｍｓｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｓｅｎｓｏｒｙｑｕａｌｉｔｙｏｆｃｉｇａｒｅｔｔｅ，ｆｏｒｍｃｉｇａｒｅｔｔｅ
ｓｔｙｌｅｉｎｏｒｄｅｒｔｏｍｅｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｏｆｃｏｎｓｕｍｅｒｔａｓｔｅ．

０　引言

天然烟用添加剂是从天然植物或动物中以

现代分离技术（分子蒸馏、超临界ＣＯ２萃取、旋

转锥浓缩）进行精制、加工，保留具有增香保

润、降低刺激性、减少杂气、提高卷烟吸食口感

等作用的有效部分，剔除对卷烟抽吸具有负面

影响的无效部分，获得可彰显卷烟品牌风格特

征的重要香原料．天然烟用添加剂的功能主要

是增香、保润、降低刺激和减少杂气等，对改善

卷烟的吸食品质具有较好的应用效果．本文拟

对天然烟用添加剂的开发研究进展进行综述，

以期为卷烟增香和提高卷烟感官品质，满足消

费者的吸味要求提供依据．

１　具有增香保润功能烟用添加剂

“卷烟增香保润”是烟草行业研究的“八大

重点、九大专项”中重点开展的研究项目之一，

对构筑卷烟发展核心技术、形成卷烟产品风格

特色起着重要的作用．近年来，中国烟草行业面

临着严峻的国际市场竞争，但通过中国烟草科

技工作者的艰苦努力，已取得了可喜的成绩，目

前与国际知名卷烟品牌相比，中国卷烟产品在

香气量、感官舒适度等方面有了突破性进展．

１．１　具有增香功能烟用添加剂
随着人们对“吸烟与健康”的关注不断提

高，低危害指数卷烟已成为行业发展的必然趋

势．危害性指数与卷烟的焦油含量呈正相关，降

低卷烟危害性指数即指降低卷烟焦油含量．但

焦油含量低的卷烟香气量也低，可能使消费者

抽吸满足感欠缺．增香烟用添加剂的开发与应
用，为卷烟降焦后的增香和彰显卷烟风格特色

奠定了良好的基础．
２００７年，刘绍华等［１］从罗汉果中提取的甜

味成分对提升卷烟抽吸的香韵、衬托自然烟香、

降低烟气在口腔和喉部的干燥感、增加生津感、

提高卷烟抽吸舒适度均具有明显的效果．
２０１２年，刘绍华等［２－３］研究发现菠萝蜜烟

用香料中香气成分对卷烟增香和保润具有较好

的效果，具有重要的应用价值，这与菠萝蜜中主

要香气成分（乙酸酯类、丁酸酯类、己酸酯类和

高级脂肪酸酯类化合物）对卷烟香气的贡献有

关．这些香气成分中有的具有苹果香气特征，如
２－甲基－丁酸乙酯；有的具有香蕉香气特征，
如乙酸乙酯；有的具有天然水果香气特征，如己

酸乙酯、２－甲基－丁酸丁酯、３－甲基－丁酸丙
酯和丁酸乙酯等．同年，吴丹等［４－５］采用ＧＣＭＳ
法对烟用桂花香精中的挥发性成分进行分析研

究发现，二氢－β－紫罗兰酮具有紫罗兰香气，
在卷烟中燃烧后产生的香气能增加卷烟的甜

香、花香和木香，这与β－紫罗兰酮燃烧后产生
的香气具有增加烟的甜香、花香和木香效果

相关．
２０１３年，王晓敏等［６］报道茴香精油对提升

卷烟烟气浓度、降低刺激性、丰富烟香、掩盖烟

气、提调卷烟的吸食口感具有较好的应用效果．
同年，张艳等［７］报道了山苍子油对增加烟气浓

度、提调卷烟的吸食口感效果明显，对彰显卷烟
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风格特色具有很好的应用前景．

２０１４年，刘绍华等［８］采用 ＧＣＭＳ分析了

罗汉果浸膏中的挥发性成分，发现糠醛、（角）

鲨烯等香气成分是罗汉果具有的重要香味物

质，添加到卷烟中对提高卷烟吸食品质具有很

好的效果．同年，许春平等［９］以白肋烟花蕾为原

料，通过美拉德反应法制备烟用香料，经

ＧＣＭＳ分析发现，从不同反应类型的美拉德反

应法制备的烟用香料中检出的挥发性香气成分

中，含有酯类２种、萜烯类５种、醇类１０种、醛

类２种、酸类１种、酮类８种、酚类１种、氮杂环

化合物５种．感官评吸结果表明，这些香味物质

具有改善卷烟香气质、增加抽吸舒适度、增加卷

烟抽吸甜润感和细腻感等作用．２０１４年，罗彩

霞等［１０］开发百里香添加剂并适量地添加到烟

丝中，丰富了卷烟烟香，除此之外还具有减少杂

气、降低刺激性、提高卷烟吸食口感的作用．同

年，黄梅桂等［１１］发现薰衣草精油对彰显卷烟风

格特色、提高卷烟口感的舒适度具有较好的应

用效果．

２０１５年，刘绍华等［１２］通过 ＧＣＭＳ对藏红

花精油中的挥发性成分进行了全面分析，鉴定

出２６种化合物成分，即藏红花醛、２－羟基－３，

５，５－三甲基 －２－环己烯 －１，４－二酮、２，２，

６－三甲基－１，４－环己二酮、２，４，４－三甲基－

３－甲醛－５－羟基 －２，５－环己二烯 －１－酮、

二氢－β－紫罗兰酮和异佛尔酮等．实验结果表

明，藏红花精油按一定的比例添加到不同产地

的烟丝上，能产生不同的加香效果，如广西百

色、广西桂林、湖南邵阳、贵州遵义、云南昆明、

四川宜宾，湖北孝感７个不同产地的上部烟叶

（Ｂ３Ｆ）、中部烟叶（Ｃ３Ｆ）、下部烟叶（Ｘ３Ｆ）烟丝

中的加香结果为：在上部烟叶和中部烟叶中，添

加量与烟丝比例为（３～４）×１０－５１，在下部烟

叶中添加量与烟丝比例为（７～８）×１０－５１

时，对提高卷烟的香气质、香气量，减少杂气、降

低刺激性、谐调烟香，降低烟气粗糙感、改善口

感等，均具有较好效果．此外，研究还发现，藏红

花精油在卷烟烟丝中燃烧后产生的香气成分与

卷烟烟丝燃烧后产生的香气成分较接近，这对

提高卷烟香气质、改善口感、降低刺激性等具有

较好的应用效果［１３－１４］．同年，刘绍华等［１５］研究

发现枣添加剂也具有增加卷烟烟气浓度、增加

甜润口感、柔和并丰富烟香、彰显卷烟风格特色

的矫味作用．

２０１６年，杨晓云等［１６］从烟叶中提取了一种

潜香物质植醇，该物质具有显著增进卷烟吸味

和提高卷烟香气的效果．同年，梁雯华等［１７］制

备的桉树添加剂是一种重要的烟草香原料，具

有很强的透发性，对丰富烟香、掩盖烟气，增加

卷烟烟气凉感，彰显卷烟风格特色具有较好的

应用效果．２０１６年，郭文龙［１８］制备了柏木添加

剂，发现其含有多种重要的致香成分，适量添加

能有效提高卷烟的香气量，增加卷烟烟气浓度，

使烟香丰满、烟气细腻柔和，可作为一种新型烟

用香料应用到卷烟生产中．同年，吴晓菊等［１９］

制备了薄荷添加剂并在卷烟中进行应用，发现

其具有丰富烟香、改善口感、降低刺激性，增加

卷烟清凉感的作用．２０１７年，刘绍华等［２０］研究

发现八角添加剂添加在卷烟中，可赋予卷烟特

有的辛香韵味，谐调烟香，柔和吸味，还具特有

的烘烤香、花香效果．

１．２　具有保润功能烟用添加剂
卷烟保润是确保卷烟感官品质的一项重要

技术内容．如果卷烟烟丝太润，则抽吸时燃烧不

完全，烟气刺辣感很强，烟气量不足；如果卷烟

烟丝太干燥，则抽吸时烟丝燃烧快，烟气刺激性

大，余味不舒适．因此，保润对卷烟的生产和提

高感官品质起着重要的作用．目前，我国烟草行

业的常规保润剂主要有丙二醇、丙三醇、山梨醇

等，这些保润剂对保持卷烟烟丝含水率的稳定、

提高卷烟生产过程中烟丝的耐加工性、提升卷
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烟感官舒适性具有较好的效果．通过现代分离

技术、纯化技术开发天然烟草保润剂，再结合使

用常规的保润剂，对提高卷烟的保润性能具有

更好的效果．

１９９９年，黄强等［２１］以苹果皮渣为原料，先

将苹果皮渣进行酶解，再经过提取浓缩、酶催化

脱脂、活性碳脱色、减压浓缩、喷雾干燥等工艺，

研制出一种果胶类低酯化度的Ｄ－吡喃半乳糖

醛酸天然烟用保润剂．该保润剂具有较好的物

理保润和感官保润的效果，还具有一定的降低

烟气中 ＣＯ的效果．２００６年，阮晓明等［２２］以玉

米为原料，提取其中的吡咯烷酮羧酸，采用先进

的工艺技术，研制出含有多种天然保湿因子的

新型保润剂 ＰＤＳ，该保润剂比常规保润剂丙二

醇、丙三醇的保润效果更好．ＰＤＳ在卷烟中燃烧

后的香气成分与卷烟香气成分匹配，具有增加

香气量、改善吸食口感、降低烟气对口腔和喉部

的刺激、减少杂气等效果．

２０１０年，刘洋等［２３］以仙人掌为原料，通过

回流提取法研制出一种仙人掌多糖烟用添加

剂．该添加剂在烟丝中具有较好的保润效果，在

干燥条件下可降低烟丝失水率，在卷烟抽吸中

具有增加烟气香气量，使烟气细腻柔和绵长、增

强回甜感、减轻杂气等作用．同年，郭国宁等［２４］

以魔芋为原料，提取其中的主要有效成分魔芋

葡甘聚糖，将其改性后研制出一种新型保润剂

ＫＳＡＰ－Ｔ，添加到烟丝中，烟丝含水率最高为

７．５１％，水分活度最低为０．３９２，水分散失速率

明显降低，对卷烟感官品质无负面影响．

２０１１年，崔海滨等［２５］以橄榄果为原料，研

制出一种天然烟用保润剂 ＳＬＴ，将该保润剂添

加到卷烟烟丝中，具有显著降低卷烟烟气干燥

感、减少烟气在口腔和喉部的刺激性等作用．同

年，黄艳等［２６］以沙参、麦冬和桔梗为原料，经回

流提取、酶解、大孔树脂分离，研制出一种多糖

烟用保润剂．该保润剂具有降低烟气干燥感、增

加甜润度的效果．

２０１３年，迟建国等［２７］以芦荟、仙人掌等为

原料，通过提取、浓缩等工艺技术，研制出一种

具有较好保润性能的天然保润剂ＣＮＹ－Ｊ．该添

加剂具有烟丝保润和防潮的双重效果，在卷烟

抽吸过程中，达到使烟气细腻柔和、刺激性降

低、杂气减少的效果．同年，杨君等［２８］以铜藻为

原料，利用超声波辅助提取铜藻后并进行浓缩，

研制出一种铜藻烟用保润剂．该保润剂具有双

重保润效果，既能在干燥的环境中缓解烟丝中

水分的流失，又能在潮湿条件下有效地减缓烟

丝对水分过量的吸收，保润和防潮效果均令人

满意．

２０１４年，陈芝飞等［２９］以鸡蛋花为原料，通

过索氏提取器进行提取，得到鸡蛋花烟用添加

剂．将该添加剂添加于卷烟烟丝中具有较好的

物理保润和感官保润的效果，能够降低烟气对

口腔和喉部产生的刺激性、提高卷烟抽吸的舒

适性．同年，豆康宁等［３０］以甘草为原料，提取其

中的甘草流浸膏添加于卷烟烟丝，有较好的保

润效果，具有柔和烟气、增加甜润、降低刺激性、

减少杂气等作用．２０１４年，蔡君龙等［３１］等发现，

无花果添加剂除具有增加果香和甜润感的作用

外，还具有减少杂气、矫正吸味、减少木质气、降

低烟气对口腔和喉部产生的刺激性的效果．同

年，李明明等［３２］报道小茴香添加剂对提升卷烟

烟气浓度、增加烟气在口腔和喉部的甜润感、降

低烟气对口腔和喉部产生的刺激性、掩盖烟气、

改善吸食口感等具有较好的效果．同年，郭玉华

等［３３］报道了依兰香添加剂具有浓厚的花香韵，

对降低烟气对口腔和喉部产生的刺激性、提高

卷烟甜润口感具有较好的应用效果．

２０１６年，魏长宾等［３４］认为菠萝添加剂是烟

草行业常用的一种天然烟用添加剂，对丰富烟

香、降低刺激性、减少杂气、增加烟气甜润感、彰

显卷烟风格特色具有显著的效果．同年，薛晓敏
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等［３５］将制备的杏添加剂添加到卷烟烟丝中，发

现其具有丰富烟香、柔和烟气、降低刺激性、改

善口感和掩盖杂气的效果．

２０１７年，刘绍华等［３６］以天然蜂胶为原料，

通过溶液萃取、超临界 ＣＯ２萃取与超声萃取

后，得到一种蜂胶类新型烟草保润剂，其保润效

果较丙二醇、丙三醇和山梨醇等传统保润剂效

果更好．特别地，该保润剂可有效降低卷烟烟气

中的自由基含量．同年，刘绍华等［３７－３８］充分利

用广西特有的，具有止咳、祛痰、润肺功能的高

甜度罗汉果制成天然烟用添加剂，将其添加在

烟丝上，具有降低烟气干燥感，增强喉部生津

感，提高卷烟抽吸舒适度等效果．

２　具有降低刺激功能烟用添加剂

卷烟在抽吸过程中具有一定的刺激性，刺

激性的大小是评价卷烟感官品质的一项重要指

标，如何降低卷烟烟气对口腔和喉部产生的刺

激是烟草科技工作者的重点研究工作．决定卷

烟刺激性大小的因素有卷烟叶组配方、三纸一

棒和烟用添加剂等，烟用添加剂在降低卷烟刺

激性方面起着重要的作用．具有降低刺激功能

的烟用添加剂可明显增加卷烟抽吸中的甜润

感，降低烟气对口腔和喉部产生的刺辣感，进而

提高卷烟的吸食品质．

２００９年，刘绍华等［３９］以罗汉果为主要原

料，研制出一种新型丙纶嘴棒添加剂，该添加剂

添加到丙纶嘴棒中，能降低丙纶嘴棒卷烟烟气

对口腔和喉部产生的灼热感和刺辣感，且能减

少杂气，丰富烟香．２０１４年，柴玲等［４０］报道了互

叶白千层添加剂对丰富烟香、改善口感、降低刺

激性、减少杂气具有较好的效果，另外，对提调

卷烟香气也具有特别的效果．同年，常培培

等［４１］报道了紫色番茄添加剂具有提调烟香、降

低刺激性、提高吸食口感的效果．２０１７年，刘绍

华等［４２］充分利用广西特有的丰富的天然植物

资源优势，从具有特别功效的天然植物（如罗

汉果、杜仲等）原料中提取有效成分，经科学调

配与精制，研制出可减小卷烟刺激性的添加剂．

将其添加在烟丝上，既能保持卷烟本身的香吃

味，又能显著地减少烟气中的杂气和烟气对口

腔、喉部的刺激，提调烟香，使卷烟的烟气细腻，

余味舒适、柔和、安全．

３　具有减少杂气功能烟用添加剂

卷烟烟气中的杂气是指与卷烟香气不谐调

的气息，如土腥气息、药草气息、木质气息、焦枯

气息、花粉气息和青杂气息等，往烟丝中添加一

些具有减少杂气功能烟用添加剂将有效地掩盖

这些气息，得到口感舒适、烟气细腻柔和、烟气

丰富、口感甜润的吸食效果，充分满足消费者的

需求．具有减少杂气功能烟用添加剂在掩盖杂

气、提升卷烟香气质、改善吸食口感方面具有较

好的应用前景．

２０１２年，苏东赢［４３］报道了枫槭添加剂具有

强烈的焦甜香气息，可增加卷烟的焦甜香香气，

香气质好，细腻柔和，刺激性小，余味舒适，回甜

感好［４３］．２０１５年，牟玉兰［４４］发现含羞草添加剂

具有丰富烟香、飘逸烟气的效果，可明显提升卷

烟香气质，掩盖杂气，降低刺激性，改善余

味［４４］．２０１７年，万宇俊等［４５］研究表明胡萝卜添

加剂用于卷烟加香，具有掩盖杂气、提高卷烟香

气质、增加卷烟香气量、减少烟气刺激性、使烟

气细腻柔和等效果［４５］．

４　结语

本文对天然烟用添加剂中具有增香功能、

保润功能、降低刺激功能和减少杂气功能烟用

添加剂的开发与应用研究现状进行了综述，发

现天然烟用添加剂的开发研究虽然已取得了丰

富的成果，但是在其应用方面还有待进一步

提高．

·５８·



　２０１７年１１月 第３２卷 第６期

目前，具有增香功能烟用添加剂研究和开

发的主要难点和今后的研究方向是如何调配与

烟草本香相谐调的添加剂，从而更好地满足消

费者的吸味需求；具有保润功能烟用添加剂的

研究和应用，今后的方向是添加剂的添加对烟

气物理性状和化学成分的影响，以及优化烟用

添加剂的调配工艺和确定合适的卷烟配方；具

有降低刺激功能烟用添加剂研究和应用，今后

的方向是对卷烟烟气和该添加剂中刺激性化学

成分的分析、其形成机制的研究和新型添加剂

的开发；具有减少杂气功能烟用添加剂，今后的

研究方向是围绕开发新型添加剂并提供其理论

依据而展开．总之，烟用添加剂今后的研究方向
主要集中在优化卷烟配方中烟用添加剂的调配

工艺并研究其应用的理论依据；利用感官评价

和化学分析的方法，优化添加剂的配方，并从化

学分析角度阐明其理论机制；通过卷烟表香调

香技术、料香调香技术、梗丝加香技术和薄片加

香技术等，提高烟用添加剂有效成分的纯度，研

究出具有创新性的、适合卷烟风格特色的天然

烟用香料；充分利用微生物发酵技术按设计的

反应进程，对选定的烟用香原料进行有效降解，

获得需要的烟用添加剂，从而完全降解对卷烟

抽吸有负面效果的物质，彰显卷烟产品的风格

特色．
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摘要：为进行永磁同步电机（ＰＭＳＭ）失磁故障性能分析，在建立ＰＭＳＭ数学模型
的基础上，搭建了基于 Ｍａｔｌａｂ／Ｓｉｍｕｌｉｎｋ平台的 ＰＭＳＭ仿真模型．该模型以
ＰＭＳＭ磁链为输入参数，通过改变此参数来模拟永磁体失磁故障，设置运行工况
进行仿真，得到了ＰＭＳＭ正常工作和发生不同程度失磁故障时的转矩、转速和
定子电流等参数特性．仿真结果表明：随着失磁程度的增加，ＰＭＳＭ输出转矩越
来越小、波动增大，转速波动增大，电机起动时间延长，定子电流逐渐减小，系统

收敛性能越来越差；当失磁程度达到５０％以上，电机已无法进入稳定运行状态．
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ｔｈｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓ，ａｎｄｓｅｔｕｐｔｈｅｏｐｅｒａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｔｏｓｉｍｕｌａｔｅ．Ｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅｔｏｒｑｕｅ，ｒｏｔａｔｉｏｎａｌ
ｓｐｅｅｄａｎｄｓｔａｔｏｒｃｕｒｒｅｎｔｏｆｔｈｅＰＭＳＭｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｔｈｅｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｗｉｔｈ
ｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｄｅｍａｇｎｅｔｉｚａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅ，ｔｈｅｏｕｔｐｕｔｔｏｒｑｕｅｗｅｒｅｓｍａｌｌｅｒ，ｔｈｅｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎｏｆｏｕｔｐｕｔｔｏｒｑｕｅａｎｄ
ｒｏｔａｔｉｏｎａｌｓｐｅｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｍｏｔｏｒｓｔａｒｔｉｎｇｔｉｍｅｗａｓｅｘｔｅｎｄｅｄ，ｔｈｅｓｔａｔｏｒｃｕｒｒｅｎｔｇｒａｄｕａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄ
ｔｈｅｓｙｓｔｅｍｃｏｎｖｅｒｇｅｎｃｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｂｅｃａｍｅｗｏｒｓｅ．Ｗｈｅｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｄｅｍａｇｎｅｔｉｚａｔｉｏｎｒｅａｃｈｅｄｍｏｒｅｔｈａｎ
５０％，ｔｈｅｍｏｔｏｒｃｏｕｌｄｎｏｔｅｎｔｅｒｔｈｅｓｔａｂｌｅｏｐｅｒａｔｉｏｎｓｔａｔｅ．

０　引言

永磁同步电机 ＰＭＳＭ（ｐｅｒｍａｎｅｎｔｍａｇｎｅｔ

ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｍｏｔｏｒ）用永磁体代替了励磁绕组，

避免励磁绕组的损耗，提高了其运行效率，同时

改变了转子结构，使得转子的体积变小，与其他

电机相比，具有效率高、功率密度高、转子结构

灵活多样、体积小、重量轻、噪音低、起动转矩大

等优点．因此，ＰＭＳＭ被广泛应用于电动汽车行

业、军工行业和航天航空行业等［１－２］．ＰＭＳＭ在

恶劣环境和复杂工况下容易发生故障，其类型

大致分为两类：一类是电磁类故障，包括定子匝

间短路故障和转子失磁故障；另一类是机械类

故障，包括转子偏心故障和轴承损坏故障．

ＰＭＳＭ在运行中受到电磁干扰、热量辐射

等复杂环境的影响，永磁体容易发生不可逆失

磁故障，导致ＰＭＳＭ性能指标下降、发热，严重

时ＰＭＳＭ可能失控和报废［３－７］．目前针对永磁

体发生失磁故障的研究，多是根据永磁材料的

退磁曲线［８－１１］建立 ＰＭＳＭ失磁故障有限元磁

模型，提取其仿真结果参数，研究对电机运行性

能的影响及其故障诊断方法；而对基于 Ｍａｔｌａｂ

建立的失磁故障模型的研究较少．文献［１２］提

出了 ＰＭＳＭ在 ａｂｃ坐标系下的建模及故障仿

真，并对定子绕组匝间短路和定子绕组匝间开

路进行了研究；文献［１３］将ＰＭＳＭ电机本体数

学模型在 Ｍａｔｌａｂ中进行仿真，验证了 ＰＭＳＭ

ｄ／ｑ模型的正确性．基于此，本文拟建立以反映

永磁体性能强弱的链参数为输入参数的 Ｍａｔ

ｌａｂ／ＳｉｍｕｌｉｎｋＰＭＳＭ仿真模型，通过改变输入参

数，模拟不同失磁故障状态下 ＰＭＳＭ的运行状

况，得到正常运行和发生不同程度失磁时的输

出转矩、转速和定子电流，以期了解永磁体失磁

对ＰＭＳＭ性能的影响，为失磁故障的诊断提供

依据．

１　ＰＭＳＭ的ｄｑ轴数学模型

设转子按照逆时针方向旋转，取永磁体磁

场轴线方向为ｄ轴，ｑ轴沿着旋转方向超前于ｄ

轴９０°电角度，ｄｑ坐标系的旋转速度为转子速

度［１］．不考虑零轴分量时，按惯例列写电机瞬态

方程电压方程为

ｕｄ＝Ｒ１ｉｄ－ωｒΨｑ＋
ｄΨｄ
ｄｔ

ｕｑ＝Ｒ１ｉｑ＋ωｒΨｄ＋
ｄΨｑ
ｄｔ

ｕ２ｄ＝０＝Ｒ２ｄｉ２ｄ＋
ｄΨ２ｄ
ｄｔ

ｕ２ｑ＝０＝Ｒ２ｑｉ２ｑ＋
ｄΨ２ｑ
ｄ



















ｔ

式中：ｕｄ为定子直轴电压，Ｒ１为定子绕组的相

电阻，ｉｄ为定子直轴绕组电流，ωｒ为转子电角

速度，Ψｄ和Ψｑ分别为定子直轴、交轴的磁链，

ｕｑ为定子交轴电压，ｉｑ为定子交轴绕组电流，

ｕ２ｄ为转子直轴电压，Ｒ２ｄ为转子直轴的电阻，ｉ２ｄ
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为定子直轴绕组电流，Ψ２ｄ为转子直轴的磁链，

ｕ２ｑ为转子交轴电压，Ｒ２ｑ为转子交轴的电阻，ｉ２ｑ
为定子交轴绕组电流，Ψ２ｑ为转子交轴的磁链．

磁链方程为

Ψｄ＝Ｌｄｉｄ＋Ｌａｄｉ２ｄ＋Ψ０
Ψｑ＝Ｌｑｉｑ＋Ｌａｑｉ２ｑ
Ψ２ｄ＝Ｌ２ｄｉ２ｄ＋Ｌａｄｉｄ＋Ψ０
Ψ２ｑ＝Ｌ２ｑｉ２ｑ＋Ｌａｄｉ













ｑ

式中，Ｌｄ为定子直轴同步电感，Ｌａｄ为直轴电枢

反应电感绕组的电感，Ψｆ为永磁体磁链幅值，

Ｌｑ为定子交轴同步电感，Ｌａｑ为交轴电枢反应电

感绕组的电感，Ｌａｄ和 Ｌ２ｑ分别为转子直轴、交轴

绕组的电感．

通过虚位移法和 ｐａｒｋ变换后求得的电磁

转矩方程为

Ｔｅｍ＝ｐ（ωｄｉｑ－ωｑｉｄ）

忽略铁耗和杂散损耗，转子机械运动方

程为

Ｊ
ｄωｒ
ｄｔ＝ｐ（Ｔｅｍ－ＴＬ）

式中，ＴＬ为负载转矩，Ｊ为电机的总转动惯量．

２　ＰＭＳＭ仿真模型搭建

本文所研究的 ＰＭＳＭ可用于纯电动汽车，

其额定转速为３０００ｒ／ｍｉｎ，额定功率为４２ｋＷ，

额定电压为３７５Ｖ，额定转矩为１００Ｎ·ｍ，磁极

对数为４，永磁体为内置Ｖ型结构，定子槽数为

４８，双层绕组结构．

在 Ｍａｔｌａｂ２０１４ａ的 Ｓｉｍｕｌｉｎｋ环境下，利用

ＳｉｍＰｏｗｅｒＳｙｓｔｅｍ丰富的模块库，在分析 ＰＭＳＭ

数学模型和坐标变换的基础上，建立了 ＰＭＳＭ

仿真模型，框图如图１所示，其内部模块的连接

方式如图２所示．

３　仿真结果分析

ＰＭＳＭ仿真参数设置为电机极对数 ｐ＝４，

图１　ＰＭＳＭ仿真模型框图

Ｆｉｇ．１　ＢｌｏｃｋｄｉａｇｒａｍｏｆｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｏｆｔｈｅＰＭＳＭ

图２　ＰＭＳＭ各模块的连接框图

Ｆｉｇ．２　ＢｌｏｃｋｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅＰＭＳＭ

Ψｆ＝０．１７５Ｗｂ，Ｊ＝０．０００８ｋｇ·ｍ
２，定子电阻

Ｒｓ＝２．８７５Ω，Ｌ＝０．００８５Ｈ．磁链参数的大小

表示永磁体运行状态，通过改变 ＰＭＳＭ仿真模

型中磁链的大小可以实现ＰＭＳＭ不同失磁状况

的模拟，从而得到失磁程度对 ＰＭＳＭ性能的影

响．在额定负载运行状态，改变磁链参数的大

小，使其分别为 Ψｆ，０．７５Ψｆ，０．５Ψｆ，０．２５Ψｆ，以

模拟 ＰＭＳＭ正常工作、２５％失磁、５０％失磁、

７５％失磁４种不同状况，对 ＰＭＳＭ正常及不同

程度失磁故障时的输出转矩、转速和定子电流

进行分析．

３．１　输出转矩与失磁故障之间的关系
输出转矩，简单地说就是输出转动的力量

大小，是ＰＭＳＭ的主要指数之一，它反映在电动

汽车的加速度、爬坡能力和悬挂等性能上．电动

汽车运行过程中的输出转矩发生变化，会对电

动汽车造成很大影响．
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对ＰＭＳＭ施加三相正弦电压激励，按额定

状态设置空载反电动势和转速参数，仿真

ＰＭＳＭ正常运行状态；改变额定空载反电动势

的大小，使其磁链按２５％，５０％和７５％发生改

变，用以模拟不同程度的失磁故障．ＰＭＳＭ正常

工作及不同程度失磁故障工况下的输出转矩如

图３所示．

从图３可以看出，随着失磁程度的增加，

ＰＭＳＭ进入稳态的时间越来越长，进入稳态前

的波动越来越大；０．５ｓ时刻的转矩数据表明，

随着失磁程度的增加，输出转矩随之变小；但当

失磁程度达到５０％和７５％时，明显可以看出输

出转矩很难稳定下来，表明 ＰＭＳＭ发生５０％失

磁故障时，电机已失去了运行的稳定性．

３．２　转速与失磁故障之间的关系
电机的起动性能是电动汽车正常运行应具

备的重要性能之一．电动汽车在起步、中途临时

停车后重新起步时，都需起动电机．如果电机的

起动性能不佳，就会直接影响电动汽车的使用．

电机起动需要足够的电动转速，ＰＭＳＭ运

行在正常状态、２５％失磁、５０％失磁和７５％失磁

故障状态时，其输出转速随时间变化如图４所示．

从图４可以看出，随着失磁程度的增加，电

机从起动到稳定在（额定转速 ±１）ｒ／ｍｉｎ范围

内的时间越来越长，转速波动也随着失磁程度

的增大而增加，失磁程度达到５０％以上时，电

机转速已不再稳定．

３．３　定子电流与失磁故障的之间的关系
对于交流电机而言，定子、转子磁链都是中

间量，真正决定其性能的是在空间产生的磁势

（电流），现在 ＰＭＳＭ故障诊断中，多以定子电

流为研究对象．ＰＭＳＭ运行在正常状态、２５％失

磁、５０％失磁和７５％失磁故障时，其定子 Ａ相

电流随时间变化如图５所示．

从图５可以看出，随着失磁程度的增加，Ａ

相电流进入稳态前的波动越来越大，稳态运行

时的畸变率也越来越大，基波电流越来越小；当

永磁体失磁程度达到５０％以上时，输出的定子

电流不再是幅值恒定的正弦波．Ｂ相和 Ｃ相电

流变化趋势与Ａ相电流一致，故不再赘述．

４　结论

本文基于Ｍａｔｌａｂ／Ｓｉｍｕｌｉｎｋ软件平台，通过

改变磁链参数模拟不同的失磁状态，对ＰＭＳＭ

图３　ＰＭＳＭ不同运行状况的输出转矩仿真结果

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＭＳＭｒｏｔａｔｉｏｎａｌｏｕｔｐｕｔｔｏｒｑｕｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｐｅｒａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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图４　ＰＭＳＭ不同运行状况的转速仿真结果
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图５　ＰＭＳＭ不同运行状况的定子电流仿真结果

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＭＳＭｓｔａｔｏｒｃｕｒｒｅｎｔｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｐｅｒａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

失磁故障性能进行研究．选取不同运行状态时

的转矩、转速和定子电流作为分析参数，对

ＰＭＳＭ正常及不同失磁故障状态的仿真结果进

行对比分析，结果表明：随着失磁程度的增加，

ＰＭＳＭ进入稳定时间延长，输出转矩变小，波动

增大；转速波动增大，电机起动时间延长；定子

电流随着失磁程度增加逐渐减小，进入稳态运

行时间变长，稳态运行畸变率增大．当ＰＭＳＭ失

磁程度达到５０％以上时，电机已不能进入稳定

运行状态．
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采用 Ｍａｔｌａｂ／Ｓｉｍｕｌｉｎｋ的 ＰＭＳＭ失磁故障

仿真方法，是以数学方程为基础的一种基于路

模型的分析方法，虽然其运算速度快，且能定性

得到失磁故障对 ＰＭＳＭ性能参数的影响，但并

不能明确区分模拟的是均匀失磁故障还是局部

失磁故障，以及失磁故障的部位所在，仅能从总

体反映出失磁故障对 ＰＭＳＭ性能的影响，这将

是今后研究工作中需要解决的问题．
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基于路段划分的
车辆协同感知自组织交通系统构建
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郑州轻工业学院 机电工程学院，河南 郑州 ４５０００２
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摘要：为了降低交通信息传播过程中的延迟，实现在不同交通密度条件下交通

信息的大范围高效传播，提出了一种车联网环境下基于路段划分的车辆协同感

知方法．该方法将道路划分为多个等长路段并将一定数目的路段设定为一个路
段集群，利用路段集群的协同感知来提高数据传输效率．用此方法构建分布式
自组织交通系统框架，通过数组形式在数据库中收集交通信息，可改善传统的

交通信息传输系统．仿真结果表明，本方法能够实现交通信息大范围的传输，即
使在车辆密度较低的环境中也能够保证信息传播的延迟是在合理范围之内．
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ｔｒａｆｆｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅａｒｒａｙｆｏｒｍｉｎｔｈｅｄａｔａｂａｓｅｔｏｃｏｌｌｅｃｔｔｒａｆｆｉｃｄａｔａ．Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ
ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｃｏｕｌｄｒｅａｌｉｚｅａｗｉｄｅｒａｎｇｅｏｆｔｒａｆｆｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ，ｅｖｅｎｉｎｔｈｅｖｅｈｉ
ｃｌｅｄｅｎｓｉｔｙｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｃｏｕｌｄｇｕａｒａｎｔｅｅｔｈｅｄｅｌａｙｏｆｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎａｒｅａｓｏｎａｂｌｅｒａｎｇｅ．

０　引言

目前，交通信息主要依靠车载广播和 ＧＰＳ

数据进行传播，然而这些传统的信息传播方法

具有一定的局限性，例如，ＧＰＳ系统容易受外界

因素影响并且延迟较高．车联网是以车、路、道

路的基本设施为节点组成的网络，用于实现车、

人、路三者之间的信息共享［１］．将先进的信息技

术、通信技术、传感器技术、计算机技术等有效

地综合运用于交通运输系统，加强车辆、道路、

用户三者之间的联系，有利于数据的大范围传

播［２］．如何利用车联网实现交通信息的高效传

输是业界关注的热点．Ｔ．Ｋｏｓｃｈ等［３］讨论了用

于车辆环境的 ＡＯＤＶ路由的修改方法，即通过

修改动态网络拓扑无线路由协议来实现车辆的

定位和信息的传播；梁建武等［４］提出了一种用

于ＡｄＨｏｃ网络的ＡＯＤＶ路由协议的优化方法，

可提高ＡＯＤＶ路由协议对现有网络动态变化

的适应能力．以上方法的共同点是以路由为基

础进行数据传播，然而数据传播的范围受到多

跳范围的限制，因此在车辆密度低的环境中，传

播范围有限．Ｈ．Ｈａｒｔｅｎｓｔｅｉｎ等［５－７］针对城市交

通拥堵问题，设计了自动收集、整合和传播拥堵

信息的系统；刘尊民等［８］提出了一种基于ＴＣＰ／

ＨＴＴＰ的交通拥堵信息分享系统．然而他们都

没有考虑在城市环境中数据传播延迟的问题．

针对目前交通信息大范围传输过程中效率

低、延迟高等问题，本文拟研究一种基于路段划

分的数据抽象与传播方法，并依据该方法提出

基于协同感知的分布式自组织交通系统，以期实

现在车辆密度较低的情况下，交通信息数据大范

围、低延迟的传播，改善传统交通信息共享系统．

１　基于路段划分的数据传播方法

１．１　基于地图的数据抽象方法
假设每辆车和路侧单元都配备了数字地

图，根据地图中道路的类型将道路划分为等长

的路段，每一个或几个路段由一个路侧单元负

责该段信息的收集与散布，在此基础上将每 Ｉ

个路段划分为一个集群Ｃｉ，其中，Ｉ为集群内路

段数目，ｉ为路段集群编号，集群中包含 ｎ个路

侧单元Ｒｎ，集群内的路侧单元通过有线的方式

相互连接来实现数据互通，车辆进入一个集群

的通信范围，通过与路侧单元信息交互，获取该

路侧集群内所有路段的交通信息．图１为一个

基于地图的道路分割数据抽象的实例，其中，道

路路段长度为１００ｍ，路段集群Ｃ１包含１８
＃—２３＃

图１　基于地图的道路分割数据抽象的实例

Ｆｉｇ．１　Ａｎｅｘａｍｐｌｅｏｆｒｏａｄｄｉｖｉｓｉｏｎａｎｄ

ｄａｔａａｂｓｔｒａｃｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｍａｐｓ

·５９·



　２０１７年１１月 第３２卷 第６期

共６个路段，一个路侧单元 Ｒ负责两个路段信

息的采集．

一个路段集群所涉及的路段长度均相等，

此外，根据不同的道路类型来划分道路段长，如

乡村公路选择２００ｍ的段长；段长的减少虽然

可提高可用信息的详细程度，但要求较高的数

据速率，段长增加则会导致相反的效果．根据数

字地图和一个标准化的片段大小的选择，可以

为每个路段定义一个标识符（段号）来识别该

路段，例如，道路编号、集群号、路侧单元编号和

路段数的组合．每个路侧单元负责传输范围内

所有路段信息的散布与接收，这些信息通过自

身检测或者对过往车辆进行观察得到．在数据

抽象过程中，应用了数据聚合函数：如果在集群

Ｃｉ中路段Ｃ
ｊ
ｉ的 ｍ个信息 ｄ１，ｄ２，…，ｄｍ已经在

路侧单元Ｃｎｉ处接收到，新信息ＳＣｎｉ，Ｃｊｉ定义如下：

ＳＣｎｉ，Ｃｊｉ＝ａ（ｄ１，ｄ２，…，ｄｍ）

其中，ｉ，ｊ，ｎ，ｍ∈Ｎ．此外，设置一个时间戳Ｔｓ作

为当前的全球时间（通过全球定位系统），那

么，数组（ＳＣｎｉ，Ｃｊｉ，Ｔｓ）完全可以描述一个路侧单元

在一个路段所接收到的可用信息，当检测到一

个事件（ＳＣｎｉ，Ｃｊｉ，Ｔｓ）时，通过检测其标识符和时间

戳可以迅速判断出该事件的具体位置和信息是

否过期．

１．２　基于道路分割的数据传播方法
信息传播的第二部分就是通过无线通信网

络将信息以路段为单位向周边传播．为了提高

数据的传达率和传输效率，无线通信基于以下

两个原则：

１）本地广播．所有的数据包以本地广播的

形式传输（单跳），节点没有直接寻址并且没有

传统（即在网络层上）的数据包和路由．

２）应用层存储和转发．所有的数据都是以

单跳广播的形式发送的，应用程序负责转发每

个段的信息．在一个节点处接收到的信息总是

被分析并与当前可用的信息进行比较．只有当

它仍然是相关的，并且比以前已知的信息更加

准确，那么这条信息将会被存储在车载单元中．
如果消息Ｓ和Ｋ包含为集群Ｃｉ在路段ｊ处通过

传感器Ｃｎｉ接收到的信息，则数组（ＳＣｎｉ，Ｃｊｉ，ＴＳ）是
基于时间戳更新的，信息更新方法定义如下：

ＳＣｎｉ，Ｃｊｉ←
ＫＣｎｉ，Ｃｊｉ　　ｔＫ ＞ｔＳ

ＳＣｎｉ，Ｃｊｉ
{ 　　ｏｔｈｅｒｗｉｓｅ

ＴＳ←ｍａｘ（ｔＫ，ｔＳ）
其中，ＳＣｎｉ，Ｃｊｉ和ＫＣｎｉ，Ｃｊｉ是集群内同路段同节点

的消息，（ｔＫ，ｔＳ）是相应的时间戳．
具体传播过程如下．
１）信息感知．当车辆进入新集群路段时，

车载单元开始检索当前路段中路侧单元所存储

的和其他车辆发送的信息，通过与该集群中的

一个路侧单元交互即可获取当前集群中的信

息，设置集群内传感器互通可减少所有传感器

互通时带来的大量数据冗余，同时也可避免路

侧传感没有数据互通时车辆与所有传感器交互

所带来的延迟．
２）信息接收．车载单元通过感知路段中其

他车辆和路侧单元后，开始接收周围设备所传

播的信息．
３）信息检测．车载单元根据所接收信息的

时间戳和路段标识符来匹配本地数据库，若与

本地数据库中的信息重复或信息时间戳已过期

则忽略该信息；反之则将该信息存储在本地数

据库中为应用层提供数据支持．
４）信息传播．车辆将本地数据库中信息传

播到集群路段内其他的目标车辆，如果目标车

辆第一次接收到该信息，即信息时间戳和标识

符均没有重复，则车辆在所分配的时隙 Ｔ以概
率１重播广播事件．给定车辆Ａ和Ｂ之间的相对
距离ＤＡ，Ｂ，平均传输范围 Ｌ和预定时隙 Ｎ，Ｔ的
计算如下：

Ｔ＝Ｓ′·τ

Ｓ＝Ｎ１－ ｍｉｎ（ＤＡ，Ｂ，Ｌ[ ]( ){
Ｌ
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其中，τ是估计的单跳延迟，包括媒体接入

延迟和传播延迟；Ｓ′是分配的时隙数．这种传播

模式的效果如图２所示．
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图２　基于路段划分的信息传播模式

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｉｏｎ

ｍｏｄｅｌｂａｓｅｄｏｎｒｏａｄｄｉｖｉｓｉｏｎ

在图２ａ）中，车辆Ｂ和车辆Ｃ向同一个方

向行驶，且车辆Ｃ属于逆行，车辆Ａ与车辆Ｂ，Ｃ

方向相反，正常行驶，Ａ，Ｂ，Ｃ车辆均装有无线通

信模块，但由于Ａ与Ｂ两车之间距离比传输范

围ＤＴＸ大得多，它们不能直接通信；在图２ｂ）中

车辆Ｂ在车辆Ｃ的通信范围内，它接收并存储

广播每段数据；在图２ｃ）中，车辆行驶了一段时

间，车辆Ａ，Ｂ，Ｃ之间的距离均大于通信范围，

车辆Ｂ驶入新的路段集群，与传感器Ｒ３进行通

信，由于路段集群内的传感器可以交互信息，因

此车辆Ａ通过与传感器Ｒ２通信即可接收车辆Ｃ

的信息．

２　 基于协同感知的分布式自组织交
通信息系统

　　目前，比较常用的交通信息系统一般是基

于车载广播的集中式信息广播系统，通过车载

广播系统收集、散布交通信息，遇到交通拥堵等

状况时，车辆向信息中心反馈拥堵信息、告知拥

堵路段，信息中心通过无线电广播或蜂窝移动

网络向其他车辆发布拥堵信息，听到广播的车

辆根据广播内容来调整行驶路线．

这种方式有着非常明显的局限性，即只有

当车辆遇到交通状况时才会向信息中心反馈交

通信息，这就造成了信息的高延迟；这种广播模

式非常被动，驾驶员只有打开当地的交通广播

才能接收到当前的交通信息；在一定的宽带条

件限制下，交通信息平台需要覆盖较大的区域．

针对这些问题，本文在基于路段划分的信息传

播方法基础之上，拟提出一种分布式自组织交

通信息系统，将其运用于交通信息系统当中，以

提高目前交通系统的数据传播效率．

２．１　交通信息采集
根据上述交通信息传播方法，设计了一种

结合无线数字地图、定位系统（如 ＧＰＳ）、光载

无线交换机和车辆间无线 ＡｄＨｏｃ通信的分散

自组织交通信息系统．在这种分散的信息传播

系统中，车辆通过自组网相互通报各个路段交

通状况．车辆和路段集群独立地分析当地交通

状况．对于每个路段中行驶的车辆，路侧单元记

录车辆行驶的平均速度，定义如下：

ＶＣｎｉ，Ｃｊｉ ＝ａ（ｄ１，ｄ２，…，ｄＫ）＝
１
Ｋ∑

Ｋ

ｋ＝１
ｄＫ　　Ｋ∈Ｎ

其中，ＶＣｎｉ，Ｃｊｉ表示路段集群Ｃｉ中Ｋ辆车的平均速

度；ｄ１，ｄ２，…，ｄＫ分别表示 Ｋ辆车的车速；设置

数据聚合的时间戳为 ＴＣｎｉ，Ｃｊｉ．结合当前道路类

型，数组（ＶＣｎｉ，Ｃｊｉ，ＴＳ）充分表明了道路在该路段

某个时间点车辆的平均速度，根据不同时间点

的车辆平均速度变化来预测交通状况．

２．２　分布式自组织交通信息系统结构
图３为分布式自组织交通信息系统框架示

意图．它描述了基于协同感知的自组织交通系

统的功能结构：通过数组的形式在数据库中收

·７９·
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图３　分布式自组织交通信息系统框架

Ｆｉｇ．３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｓｅｌｆｏｒｇａｎｉｚｅｄｔｒａｆｆｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

集交通信息，这些信息包含一定区域内所有路

段的交通信息．如果信息时间戳已经过时或已
经达到数据库容量，则将信息丢弃．通过接收数
据库中的信息，每个车辆都进行交通分析计算，

以确定哪些信息可以用于下一组的广播数据．

３　仿真结果与分析

为了评估所提出交通信息系统的性能，本

文利用Ｍａｔｌａｂ进行了仿真试验．道路长度设置
为２５０ｋｍ，车道数为２，交通密度分别为低密度
（７．５辆／（车道·ｋｍ）－１）、正常密度（１０辆／
（车道·ｋｍ）－１）、高密度（１５辆／（车道·
ｋｍ）－１）３种路况，每种路况中均设定配有无线
通信网络的车辆，比例分别为２％，５％和１０％．
不同交通密度情况下信息延迟结果见图４．

由图４ａ）可知，在交通密度较低的情况下，
当有２％和５％的车辆配备无线通信设备时，交
通信息传播的延迟增幅明显．这是由于当车辆
密度较低时，两辆装有无线通信设备的车辆在

彼此通信范围内的概率会降低，因此，信息不能

通过车车通信来直接传输．由图４ｃ）可知，在交
通密度较高时，延迟增加的情况与低交通密度

时较为类似，但其原因是由于车辆密度大时车

辆间彼此通信概率增加，信息重复传播而导致

车辆通信有一定的延迟．由图４ｂ）可知，道路内

某路段的交通信息向外传播时，平均延迟会随

着传播距离的增加而线性增长．当有１０％的车
辆配备无线通信设备时，信息延迟非常小（约

为３．５ｓ／ｋｍ）．即使只有２％的车辆配备无线通
信设备，信息也同样发布成功，但这种情况下延

迟约增加到２７．３ｓ／ｋｍ．考虑到交通状况改变
的时间尺度较大，这种程度的延迟也是可以接

受的．图４ｄ）对低交通密度、１０％的车辆配备无
线通信设备的情况下进行了对比仿真，结果表

明，本文所提出的方法较传统基于路由的数据

传输方法数据传输效果更好．
上述仿真结果表明，本文方法能够将交通

信息向周边传播，即使在装备无线通信设备的

车辆密度较低时仍然能够将交通信息成功送达

并且保持相对较低的延迟，相比传统的交通信

息广播方法，本文方法可以实现交通信息大范

围、低延迟的传播．

４　结语

交通信息大范围高效的传播，有利于人们

掌控交通状况、优化出行路线并最终缓解交通

拥堵等问题．本文提出了一种用于车载自组织
网络的基于路段划分的数据抽象与传播方法，

用于实现在低密度、大范围的交通环境中交通

信息的低延迟传播；并由此构建了基于协同感知

·８９·
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图４　不同交通密度情况下信息延迟结果

Ｆｉｇ．４　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｅｌａｙｒｅｓｕｌｔｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒａｆｆｉｃｄｅｎｓｉｔｙ

的分布式自组织交通信息系统．仿真实验结果
验证了本方法的有效性．下一步，我们将构建硬
件实验平台，用于完善本文所提出的分布式交

通信息传播系统，并模拟真实环境对所提出的

方法进行改进．
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灶具防干烧系统红外测温自适应算法研究
Ｓｔｕｄｙｏｎａｄａｐｔｉｖｅａｌｇｏｒｉｔｈｍ ｏｆｉｎｆｒａｒｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｆｏｒｃｏｏｋｅｒ
ａｎｔｉｏｖｅｒｈｅａｔｉｎｇｓｙｓｔｅｍ
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灶具；防干烧；红外测

温；自适应算法

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：
ｃｏｏｋｅｒ； ａｎｔｉｏｖｅｒｈｅａ
ｔｉｎｇ；ｉｎｆｒａｒｅｄｔｅｍｐｅｒａ
ｔｕｒｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ；
ａｄａｐｔｉｖｅａｌｇｏｒｉｔｈｍ

毛晓波，李毅丰，杨怡航，朱枫
ＭＡＯＸｉａｏｂｏ，ＬＩＹｉｆｅｎｇ，ＹＡＮＧＹｉｈａｎｇ，ＺＨＵＦｅｎｇ

郑州大学 电气工程学院，河南 郑州 ４５０００１
ＳｃｈｏｏｌｏｆＥｌｅｃｔｒｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５０００１，Ｃｈｉｎａ

摘要：针对灶具防干烧系统红外测温由于火焰不稳定等因素造成的锅底温度测

量值波动问题，提出一种红外传感器测温的自适应算法．该算法对历史温度样
本加权平均，并选取合适的温度采样频率和自适应系统参数，有效地滤除单次

温度检测样本中的随机温度漂移，解决了温度波动造成的干烧信号判断区间增

大问题，从而提高了干烧信号检测的灵敏度．实验结果表明，本算法能在５ｓ内
稳定检测到干烧信号，且算法复杂度降至Ｏ（１）．
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ｒｅｄｕｃｅｄｔｏＯ（１）．

０　引言

随着燃气进入千家万户，在方便人们生活

的同时也带来了诸多安全问题．燃气泄漏作为

一个重要的安全隐患，学者们对其进行了多方

位的研究；而对威胁厨房安全的另一个严重问

题———灶具干烧，却鲜有报道．灶具干烧是指灶

具上的锅具在被加热过程中由于液体完全蒸发

造成超出正常温度使用范围而导致的危险状

态．灶具干烧轻则烧坏锅具，重则引发火灾，因

此，为灶具增加防干烧的功能十分必要．以电作

热源烧热水的电器上多有防止干烧的装置，如

电热水壶往往有两套独立的温度检测装置，一

套用于检测水的沸点温度，另一套是一次性的

高温断路电阻．检测水的沸点过去常用双金属

开关，现在则多用居里点为１０５℃的磁性材料．

对于灶具中使用的锅具，由于锅内不同食材的

沸点不同，其干烧温度无法像水的沸点那样稳

定，必须采用其他方法进行检测．在对现有文

献［１－４］进行研究的基础上，本文拟提出一种红

外传感器测温的自适应滤波算法，以期可靠地

检测出干烧信号，从而为非接触式红外测温灶

具防干烧系统提供燃气气路断开和干烧报警的

判据．

１　灶具防干烧检测原理

灶具防干烧检测主要有接触式和非接触式

两种形式：接触式通过检测专用燃气灶头上的

防干烧探头测量锅具温度，以海尔厨电为代

表［１］；非接触式通过压电式无源无线温度传感

器测量锅具温度，以方太厨具为代表［２］．结合燃

气供气控制，这两种方式都可以实现防干烧的

功能，但需要定制灶具或锅具，限制了通用性．

笔者设计了非接触式红外测温灶具防干烧系

统［３］，并取得了相关专利［４］．该系统只需在现有

灶具面板上开设小孔，使内置的红外温度检测

传感器能实时监测锅底温度，具有安装方便、非

接触等优点．

由于锅底红外辐射信号要通过火焰区域才

能到达红外温度传感器，火焰的变化会直接影

响温度传感器的读数，造成锅底温度测量值的

偏差，实测温度是反映锅底实际温度的一条波

动的曲线见图１［３］．

锅具防干烧的核心问题是测出干烧发生的

时刻，即图１中温度由阶段Ｂ到阶段Ｃ转变的

区间Δｔ．这个过程中由于锅具内液体被加热蒸

发干净，对于热容相对较小的金属锅具来说，温

度会急剧上升．但实测温度波动的存在会导致
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图１　锅底实测温度与实际温度关系图

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｄ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｔｈｅｒｅａｌｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｐｏｔｂｏｔｔｏｍ
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在阶段Ｂ甚至阶段Ａ产生干烧误判．要解决以

上问题，需要对火焰变化造成的红外温度传感

器实测温度的波动值进行过滤．考虑到火焰变

化规律无法预知，故红外传感器的测温采用自

适应滤波算法．

２　红外传感器测温自适应算法

２．１　算法设计
自适应控制是指在对问题进行分析、建模

的过程中，依据问题的本征自动选取算法的各

类参数，使处理过程与问题域对象数据的统计

分布特性相吻合，从而取得最佳处理效果的目

标逼近过程．自适应算法作为自适应控制的核

心，目前常用的算法有迫零算法［５］、最陡下降算

法［６］、ＬＭＳ算法［７］、ＲＬＳ算法［８］和盲均衡算

法［９］等．灶具干烧检测的目标非常明确，即在加

热过程中根据锅底温度变化找出阶段 Ｂ到阶

段Ｃ的转折点，设计方案中选用低功耗的单片

机来实现．自适应检测算法步骤如下．

步骤１　读红外温度传感器当前温度数据

Ｔｉ（ｉ＝１，２，３，…，ｎ）；

步骤 ２　 求前 δ次温度数据均值 ＴＷδ
＝

１
δ∑

δ

ｉ＝１
Ｔｉ；

步骤３　从δ＋１次温度数据开始，ＤＣＤｉ ＝

Ｔｉ－ＴＷｉ－１
，ＴＷｉ

＝ＴＷｉ－１
＋１
δ
×ＤＣＤｉ，其中ｉ＝δ＋１，

δ＋２，…，ｎ；

步骤４　从第δ＋Ｍ次开始，计算前Ｍ次的

ＴＷ值的算法平均值ＴＡｉ ＝
１
Ｍ∑

Ｍ

ｋ＝ｉ－δ
ＴＷｋ
（ｉ＝δ＋Ｍ，

δ＋Ｍ＋１，…，ｎ）；

步骤５　从第δ＋Ｍ＋１次开始，判断ＴＡｉ和

ＴＡｉ－１的值的大小，得Ｌｉ＝
１ ＴＡｉ ＞ＴＡｉ－１
－１ ＴＡｉ≤ＴＡｉ－

{
１

（ｉ＝

δ＋Ｍ＋１，δ＋Ｍ＋２，…，ｎ）；

步骤６　从第δ＋Ｍ＋Ｎ＋１次开始，计算

前Ｎ次的Ｌ的和Ｓｉ＝∑
Ｎ

ｋ＝ｉ－Ｎ
Ｌｉ（ｉ＝δ＋Ｍ＋Ｎ＋１，

δ＋Ｍ＋Ｎ＋２，…，ｎ）；

步骤７　从第δ＋Ｍ＋Ｎ＋Ｋ＋１次开始，设

Ｑｉ＝∑
Ｋ

ｋ＝ｉ－Ｋ
Ｓｋ（ｉ＝δ＋Ｍ＋Ｎ＋Ｋ＋１，δ＋Ｍ＋Ｎ＋

Ｋ＋２，…，ｎ），则

Ｂｉ＝
０ Ｑｉ＞Ｗ

１ Ｑｉ≤
{ Ｗ

其中，Ｂｉ为Ｂ段信号，在加热升温Ａ段时Ｂｉ为

０，在Ｂ段时Ｂｉ为１，当Ｂｉ再次为０时即进入Ｃ

段，可作为干烧发生的判断信号．

１．２　参数选择
考虑到算法的运行平台为嵌入式单片机，在

设计算法时需要尽量减少计算量，以上算法各步

骤的参数选择和实现要点如下．

１）步骤３中，ＤＣＤ为本次测量温度值与上次

温度的加权均值，对第δ＋１次温度数据来说，

这个加权均值为前 δ次温度值的平均值．考虑

到用处理器向右移位进行除法运算速度最快，δ
值取２的整数幂，可取δ＝１６，即２４，运算时只需

将ＤＣＤ右移４位即可计算出
１
δ
×ＤＣＤｉ的值．

２）系统所选用的红外温度传感器的温度读

取周期［１０］为１．０２４ｍｓ，根据这一限制，按每秒

采样９５０次计算．经验参数表明，一般的锅具干

烧１０ｓ以内不会对锅具和锅具内的食材产生破

坏，为安全起见，控制算法在５ｓ内完成干烧信

号的确定，即干烧信号应该在４７５０个采样周期

内产生．由此选定Ｍ＝１２８，Ｎ＝１２８，Ｋ＝５１２，

则 δ＋Ｍ＋Ｎ＋Ｋ＋１＝１６＋１２８＋１２８＋５１２＋

１＝７８５，折合时间为７８５／９５０ｓ≈０．８２６ｓ．

３）步骤４，６，７中都有求和运算，按以上参

数选择，求和项分别达１２８，１２８，５１２．在一次采

样中，这样的运算量对于单片机来说是个负担，

因此在每次计算时可以保存第１项的值与当前

值的累加和，在下一次计算时减去上次的第１项
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值并加上当前最后项即可，这样的算法需要用存

储空间来换计算时间，空间需求量即 Ｍ＋Ｎ＋

Ｋ＝１２８＋１２８＋５１２＝７６８个存储单元．

通过以上分析，该算法的复杂度为Ｏ（１）．

３　算法验证

３．１　实测温度数据
取文献［３］中双层底不锈钢锅作为测试对

象，用该锅烧水时，锅底加热面干烧临界温度为

２２８．８℃．为了便于观察，在６０ｓ时段内测到用

燃气灶大火加热时锅底温度变化的 Ａ，Ｂ，Ｃ阶

段，通过不断调整锅内水量，反复多次实验后，

取阶段Ｂ为２８ｓ左右的一组数据．实验中温度

采样频率为９５０Ｈｚ，共得到５７０００个温度测量

值．为便于呈现，以温度折线图形式表示见

图２．
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图２　双层底不锈钢锅锅底实测温度

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｂｏｔｔｏｍｍｅａｓｕｒｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆ

ｔｈｅｄｏｕｂｌｅｂｏｔｔｏｍｓｔａｉｎｌｅｓｓｓｔｅｅｌｐｏｔ

３．２　算法验算
１）在５７０００项实测温度数据中，按算法规

则，第１６次才能计算平均温度，这里令前１５次
平均温度直接等于实测温度值，为对比原始温

度采样值和平均温度值的不同变化率，列出前

２０次温度测量值如表１所示．由表１可以看出，
从第１７次开始，相对于实测温度，平均温度值
波动明显减小．
２）自适应算法中参数的选择会直接影响算

法的结果，为比较选取不同参数的效果，取

δ＝１６和δ＝１２８两种情况，计算得到的ＴＷｉ
值，

如图３所示．选定Ｍ＝１２８，Ｎ＝１２８，Ｋ＝５１２，

分别计算δ＝１６和δ＝１２８时Ｂｉ的值见图４．

由图３可以看出，取δ＝１２８比δ＝１６时的

自适应温度曲线更光滑，但ＡＢ和ＢＣ段的拐点

更为滞后，这是因为δ＝１２８时的运算量是δ＝

１６时的８倍．

表１　前２０次锅底加热实测温度和平均温度

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄａｖｅｒａｇｅ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｐｏｔｂｏｔｔｏｍｏｆ

ｔｈｅｆｉｒｓｔ２０ｔｉｍｅｓ ℃

序号 锅底实测温度 平均温度

１ ９５．７２ ９５．７２
２ ９８．１０ ９８．１０
３ １０６．８９ １０６．８９
４ １００．３１ １００．３１
５ １１４．０４ １１４．０４
６ １１５．７３ １１５．７３
７ １１１．１０ １１１．１０
８ ９２．９５ ９２．９５
９ ９６．６４ ９６．６４
１０ ９３．１６ ９３．１６
１１ ９９．１４ ９９．１４
１２ ９６．４３ ９６．４３
１３ ９２．６７ ９２．６７
１４ ９１．７４ ９１．７４
１５ ８７．８６ ８７．８６
１６ １１０．３３ １００．１８
１７ １１３．０２ １０１．２６
１８ ９９．４９ １０１．３４
１９ １０５．２４ １０１．２４
２０ ８５．４３ １００．３１
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图３　δ＝１６，δ＝１２８时ＴＷｉ值

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｖａｌｕｅｏｆＴＷｉｗｉｔｈδ＝１６ａｎｄδ＝１２８
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图４　δ＝１６，δ＝１２８时Ｂ段信号

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｓｉｇｎａｌｏｆＢｓｅｇｍｅｎｔｗｉｔｈ

δ＝１６ａｎｄδ＝１２８

由图４可以看出，当δ＝１６时，稳定输出Ｂ段信

号，其中Δｔ１＝４．６３ｓ，Δｔ２ ＝３．０７ｓ分别是自适

应算法测出锅底温度进入 Ｂ段和 Ｃ段时的时

滞，显然Δｔ２＜Δｔ１，说明算法对从Ｂ段到Ｃ段的

干烧信号更为敏感，且Δｔ２ ＝３．０７ｓ＜５ｓ，实现

了设计目标；当δ＝１２８时，Ｂ段信号不能稳定

产生，要想稳定产生Ｂ段信号，必须增大Ｍ，Ｎ，

Ｋ的值，这样Δｔ２的值也会相应增加，不能实现

在５ｓ内检测到干烧信号的目标．

４　结语

本文设计了灶具防干烧系统红外测温自适

应算法，通过对历史温度样本加权平均，并选取

合适的温度采样频率和自适应系统参数，能在

５ｓ内稳定检测到干烧信号．选取算法参数时考

虑选择单片机的运算能力，用２的整数幂来构

成参数，变除法运算为移位运算，从而将算法复

杂度降至Ｏ（１）．

通过观察加热锅底的实测温度可以发现，

温度实测值在下界区域时比在上界区域时更加

稳定．本算法是针对所有被测温度值进行运算

来计算干烧信号的，如果改用下界轮廓值来计

算干烧信号，干烧信号的测出时滞 Δｔ２应该会

更小，更能提前发现干烧．因此，对锅底实测温

度的下界区域进行误差分析和从下界区域进行

干烧信号判定将是下一步的研究方向．
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反中心自共轭矩阵的一些性质
Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｎｃｅｎｔｒｏｓｋｅｗｓｅｌｆｃｏｎｊｕｇａｔｅｍａｔｒｉｘ

关键词：

反中心自共轭矩阵；

翻转矩阵；伴随矩阵；

逆矩阵

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：
ｃｅｎｔｒｏｓｋｅｗｓｅｌｆ
ｃｏｎｊｕｇａｔｅｍａｔｒｉｘ；
ｆｌｉｐｍａｔｒｉｘ；
ａｄｊｏｉｎｔｍａｔｒｉｘ；
ｉｎｖｅｒｓｅｍａｔｒｉｘ

段淑娟，秦建国
ＤＵＡＮＳｈｕｊｕａｎ，ＱＩＮＪｉａｎｇｕｏ

郑州轻工业学院 数学与信息科学学院，河南 郑州 ４５０００２
ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭａｔｈｅｍａｔｉｃｓａｎｄＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＳｃｉｅｎｃｅ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＬｉｇｈｔＩｎｄｕｓｔｒｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
４５０００２，Ｃｈｉｎａ

摘要：引入反中心自共轭矩阵的定义和相关矩阵理论，证明了如下命题：１）反
中心自共轭矩阵 Ａ的转置矩阵 ＡＴ，逆矩阵 Ａ－１（Ａ≠０）仍为反中心自共轭矩
阵；２）任意两个反中心自共轭矩阵的直积为反中心自共轭矩阵；３）反中心自共
轭矩阵Ａ的伴随矩阵Ａ（当Ａ的阶数为偶数时）和Ａｍ（当ｍ为奇数时）仍为反
中心自共轭矩阵；４）反中心自共轭矩阵 Ａ与 －珚Ａ有相同的特征值，且当０≠
Ｘ０＝（ａ１，ａ２，…，ａｎ）

Ｔ∈Ｃｎ是属于反中心自共轭矩阵Ａ∈Ｃｎ×ｎ的特征值λ０的任
一特征向量时，ＶＸ０＝（ａｎ，ａｎ－１，…，ａ１）

Ｔ是属于－珚Ａ的特征值λ０的特征向量．
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ｏｆｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｖａｌｕｅλ０ｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏａｃｅｎｔｒｏｓｋｅｗｓｅｌｆｃｏｎｊｕｇａｔｅｍａｔｒｉｘＡ∈Ｃ
ｎ×ｎ，ＶＸ０＝（ａｎ，ａｎ－１，…，

ａ１）
Ｔｗａｓａｌｓｏａｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｖｅｃｔｏｒｏｆｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｖａｌｕｅλ０ｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏ－珚Ａ．

０　引言

矩阵的各种对称（共轭对称）是矩阵论的

重要内容，在数学研究和应用中至关重要．实对

称矩阵和 Ｈｅｒｍｉｔｅ矩阵的用途为人们所熟悉，

但对于矩阵关于次对角线对称（共轭对称）和

中心对称（共轭对称）的用途却有所忽略．而后

者在信息论、经济数学、组合矩阵论、辛几何、控

制论、物理学等众多学科中同样重要［１］，例如中

心对称矩阵和反中心对称矩阵可以是一个矩阵

方程（组）的解［２］．目前，已有学者对对称矩阵、

次线对称矩阵和中心对称矩阵的性质，以及反

中心对称矩阵的性质作了一些研究，取得了良

好的结果［３－４］．鉴于此，本文拟在对有关对称矩

阵研究的基础上，引入反中心自共轭矩阵的定

义并对其进行研究，以期丰富矩阵对称的理论，

并为其应用提供参考．

１　主要命题证明

本文约定用 Ｃｎ×ｎ，Ｖｎ＝（δｉ，ｎ－ｊ＋１）
ｎ
ｉ，ｊ＝１，Ｅ和

Ａ分别表示复数域上全体ｎ×ｎ矩阵的集合，ｎ

阶翻转矩阵，ｎ阶单位矩阵和 ｎ阶方阵 Ａ的伴

随矩阵．

定义１　设矩阵 Ａ＝（ａｉｊ）∈Ｃ
ｎ×ｎ，记 Ａ＃＝

ＶｎＡＶｎ，若

Ａ＃＝（－珚Ａ）珚Ａ

则称Ａ为反中心自共轭矩阵（或中心自共轭矩

阵）．其中Ｖｎ是ｎ阶翻转矩阵，即

Ｖｎ＝

０ ０ … １

０ … １ ０

   

１ ０ …













０

显然，对于矩阵Ａ＝（ａｉｊ）∈Ｃ
ｎ×ｎ，当且仅当

ａｉｊ＝－珔ａｎ－ｉ＋１，ｎ－ｊ＋１　　ｉ，ｊ＝１，２，…ｎ ②
时，Ａ为反中心自共轭矩阵．

定义 ２［５］　设 Ａ＝（ａｉｊ）ｍ×ｎ∈Ｃ
ｍ×ｎ，Ｂ＝

（ｂｉｊ）ｐ×ｑ∈Ｃ
ｐ×ｑ，则称分块矩阵

ＡＢ＝

ａ１，１Ｂ ａ１，２Ｂ … ａ１，ｎＢ

ａ２，１Ｂ ａ２，２Ｂ … ａ２，ｎＢ

… … … …

ａｍ，１Ｂ ａｍ，２Ｂ … ａｍ，ｎ















Ｂ

∈Ｃｍｐ×ｎｑ

为矩阵Ａ与Ｂ的张量积．

定理１　设 Ａ＝（ａｉｊ），Ｂ＝（ｂｉｊ）∈Ｃ
ｎ×ｎ，Ａ

和Ｂ都是反中心自共轭矩阵，则Ａ±Ｂ，ＡＴ也是

反中心自共轭矩阵．

定理２　设Ａ＝（ａｉｊ）∈Ｃ
ｎ×ｎ，且 Ａ＃＝－珚Ａ，

则当ｎ是奇数时，Ａ是中心自共轭矩阵；当 ｎ

是偶数时，Ａ是反中心自共轭矩阵．

证明　ｉ）对于ｎ阶方阵 Ａ，Ｂ，有（ＡＢ） ＝

ＢＡ．

ｉｉ）由翻转矩阵 Ｖ＝（δｉ，ｎ－ｊ＋１）
ｎ
ｉ，ｊ＝１满足

ＶＶ＝Ｅ可知，Ｖ是可逆矩阵，其逆矩阵是它自

身，其伴随矩阵Ｖ ＝ ＶＶ－１＝（－１）
（ｎ＋２）（ｎ＋１）

２ －１Ｖ，

则由反中心自共轭矩阵的定义和证明ｉ）可得

（－珚Ａ）＝（ＶＡＶ） ＝ＶＡＶ ＝

·６０１·
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（－１）
（ｎ＋２）（ｎ＋１）

２ －１ＶＡ（－１）
（ｎ＋２）（ｎ＋１）

２ －１Ｖ＝ＶＡＶ③
即ＶＡＶ＝（－珚Ａ）．

ｉｉｉ）（－珚Ａ）中的（ｉ，ｊ）元是
（－１）ｉ＋ｊ·

珔ａ１，１ … 珔ａ１，ｉ－１ 珔ａ１，ｉ＋１ … 珔ａ１，ｎ
… … … … … …

珔ａｊ－１，１ … 珔ａｊ－１，ｉ－１ 珔ａｊ－１，ｉ＋１ … 珔ａｊ－１，ｎ
珔ａｊ＋１，１ … 珔ａｊ＋１，ｉ－１ 珔ａｊ＋１，ｉ＋１ … 珔ａｊ＋１，ｎ
… … … … … …

珔ａｎ，１ … 珔ａｎ，ｉ－１ 珔ａｎ，ｉ＋１ … 珔ａｎ，ｎ

·

（－１）ｎ－１＝（－１）ｉ＋ｊ珡Ｍｊ，ｉ（－１）
ｎ－１＝

（－１）ｎ－１珚Ａｊ，ｉ
其中，珡Ｍｊ，ｉ是 珚Ａ中的（ｊ，ｉ）元 珔ａｊ，ｉ的余子式，珚Ａｊ，ｉ

是（Ａ）的（ｉ，ｊ）元．故由③可得

ＶＡＶ＝（－珚Ａ） ＝（－１）ｎ－１Ａ ④
于是，当ｎ是奇数时，Ａ是中心自共轭矩

阵；当ｎ是偶数时，Ａ是反中心自共轭矩阵．
定理３　设 Ａ＝（ａｉｊ），Ｂ＝（ｂｉｊ）∈Ｃ

ｎ×ｎ，且

Ａ＃＝－珚Ａ，Ｂ＃＝－珚Ｂ，则有

（ＡＢ）＃＝ＡＢ
证明　由 ＶＶ＝Ｅ，ＶＡＶ＝Ａ＃ ＝－珚Ａ及

ＶＢＶ＝Ｂ＃＝－珚Ｂ知
Ｖ（ＡＢ）Ｖ＝Ｖ（ＡＶＶＢ）Ｖ＝（ＶＡＶ）（ＶＢＶ）＝

（－珚Ａ）（－珚Ｂ）＝珚Ａ珚Ｂ＝ＡＢ

所以（ＡＢ）＃＝ＡＢ成立．
特殊地，对于任意正整数 ｍ，ＶＡｍＶ＝

（－１）ｍＡｍ．当ｍ是偶数时，Ａｍ是中心自共轭矩
阵；当ｍ是奇数时，Ａｍ是反中心自共轭矩阵．

定理４　设Ａ＝（ａｉｊ）∈Ｃ
ｎ×ｎ，且 Ａ＃＝－珚Ａ，

Ａ≠０，则Ａ－１是反中心自共轭矩阵．
证明　因为 Ａ＃ ＝ －珚Ａ，所以有 珚Ａ ＝

（－１）ｎ ＶＡＶ ＝（－１）ｎ Ａ．再由 ④ 式和
（ＶＡＶ）－１＝（－珚Ａ）－１，有

（Ａ－１）＃＝ＶＡ－１Ｖ＝Ｖ １
ＡＡ

Ｖ＝ １ＡＶＡ
Ｖ＝

１
Ａ（－１）

ｎ－１Ａ ＝（－１）ｎ－１ １珚ＡＡ
 ＝

（－１）ｎ－１ １
珚ＡＡ( ) ＝

（－１）ｎ－１（－１）ｎ １
ＶＡＶＡ( ) ＝

－ １
Ｖ Ａ ＶＡ( ) ＝－ １

珚ＡＡ( ) ＝－Ａ－１

所以，Ａ－１是反中心自共轭矩阵．
定理５　设 Ａ和 Ｂ（Ｂ∈Ｃｎ×ｎ）均为反中心

自共轭矩阵，则ＡＢ是反中心自共轭矩阵．
证明　记

Ｖｎ２＝

０ ０ … ０ Ｖｎ
０ ０ … Ｖｎ ０

… … … … …

０ Ｖｎ … ０ ０

Ｖｎ ０ …



















０ ０

∈Ｃｎ
２×ｎ２

其中，Ｖｎ如①式所定义．利用反中心自共轭矩
阵的定义和②式，可得

Ｖｎ２（ＡＢ）Ｖｎ２＝

Ｖｎ２

ａ１，１Ｂ ａ１，２Ｂ … ａ１，ｎＢ

ａ２，１Ｂ ａ２，２Ｂ … ａ２，ｎＢ

… … … …

ａｎ，１Ｂ ａｎ，２Ｂ … ａｎ，ｎ















Ｂ

Ｖｎ２＝

ａｎ，１ＶｎＢ ａｎ，２ＶｎＢ … ａｎ，ｎＶｎＢ

ａｎ－１，１ＶｎＢ ａｎ－１，２ＶｎＢ … ａｎ－１，ｎＶｎＢ

… … … …

ａ１，１ＶｎＢ ａ１，２ＶｎＢ … ａ１，ｎＶｎ















Ｂ

Ｖｎ２＝

ａｎ，ｎＶｎＢＶｎ ａｎ，ｎ－１ＶｎＢＶｎ … ａｎ，１ＶｎＢＶｎ

ａｎ－１，ｎＶｎＢＶｎ ａｎ－１，ｎ－１ＶｎＢＶｎ … ａｎ－１，１ＶｎＢＶｎ

… … … …

ａ１，ｎＶｎＢＶｎ ａ１，ｎ－１ＶｎＢＶｎ … ａ１，１ＶｎＢＶ













ｎ

＝

－

ａｎ，ｎ ａｎ，ｎ－１ … ａｎ，１
ａｎ－１，ｎ ａｎ－１，ｎ－１ … ａｎ－１，１
… … … …

ａ１，ｎ ａ１，ｎ－１ … ａ１，















１

珚Ｂ＝
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－

－珔ａ１，１ －珔ａ１，２ … －珔ａ１，ｎ
－珔ａ２，１ －珔ａ２，２ … －珔ａ２，ｎ
… … … …

－珔ａｎ，１ －珔ａｎ，ｎ－１ … －珔ａｎ，















ｎ

珚Ｂ＝

珚Ａ珚Ｂ＝ＡＢ［３］

因此，ＡＢ是反中心自共轭矩阵．

定理６　设０≠Ｘ０＝（ａ１，ａ２，…，ａｎ）
Ｔ∈Ｃｎ

是属于反中心自共轭矩阵 Ａ∈Ｃｎ×ｎ的特征值

λ０的任一特征向量，则λ０∈σ（－珚Ａ），且

ＶＸ０＝（ａｎ，ａｎ－１，…，ａ１）
Ｔ

是属于－珚Ａ的特征值λ０的特征向量．

证明　由上述条件可知，ＡＸ０＝λ０Ｘ０，在

等式两边同时左乘以Ｖ得

ＶＡＸ０＝Ｖλ０Ｘ０＝λ０ＶＸ０
但

ＶＡＸ０＝ＶＡ（ＶＶ）Ｘ０＝（ＶＡＶ）ＶＸ０＝－珚Ａ（ＶＸ０）

所以

－珚Ａ（ＶＸ０）＝λ０（ＶＸ０） ⑤

⑤式表明 λ０∈σ（－珚Ａ），并由 Ｖ可逆、

Ｘ０≠０可得，ＶＸ０≠０，从而ＶＸ０＝（ａｎ，ａｎ－１，…，

ａ１）
Ｔ是属于－珚Ａ的特征值 λ０∈σ（－珚Ａ）的特征

向量．

定理７　若Ａ为Ｈｅｒｍｉｔｅ的反中心自共轭

矩阵，则有

Ｉｎ（Ａ）＝Ｉｎ（－珚Ａ）

其中，Ｉｎ（Ａ）表示Ａ的惯性．

证明　由 －珚Ａ＝ＶＡＶ＝珚ＶＴＡＶ和 Ｖ≠０

可知，Ａ与 －珚Ａ是相合的．而相合的矩阵具有

相同的惯性［６］，于是

Ｉｎ（Ａ）＝Ｉｎ（－珚Ａ）

２　结论

本文引用反中心自共轭矩阵的定义和相

关矩阵的理论，证明了如下命题：１）反中心自

共轭矩阵 Ａ的转置矩阵、逆矩阵仍为反中心

自共轭矩阵；２）任意两个反中心自共轭矩阵

的直积为反中心自共轭矩阵；３）Ａ的伴随矩

阵Ａ（当Ａ的阶数为偶数）和 Ａｍ（当 ｍ为奇

数时）仍为反中心自共轭矩阵；４）反中心自共

轭矩阵Ａ与－珚Ａ有相同的特征值，且当０≠Ｘ０
＝（ａ１，ａ２，…，ａｎ）

Ｔ∈Ｃｎ是属于反中心自共轭

矩阵 Ａ∈Ｃｎ×ｎ的特征值 λ０的任一特征向量

时，ＶＸ０＝（ａｎ，ａｎ－１，…，ａ１）
Ｔ是属于 －珚Ａ的特

征值 λ０的特征向量．本文研究结果丰富了矩

阵对称的理论，可为其应用提供参考．
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