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摘  要:【背景和目的】烟草木质素对烟草品质和安全性有重要影响，为了提高烟草制品的质量，需要探究烟草木质素的化学结构

及含量。【方法】利用二维异核单量子相干核磁共振技术（2D HSQC NMR）建立表征烟草木质素的方法，实现烟草木质素的结构

表征及半定量分析。【结果】（1）烟草样品木质素中共发现 10 种主要的木质素基本单元及单元间连接键结构，27 种相关结构的信

号。（2）烟草样品木质素是 SGH 型木质素，愈创木基（G）是最主要的基本单元，含量在 50.72%～73.50%范围内，紫丁香基（S）

的含量在 15.62%～26.51%范围内，对羟基苯基（H）的含量在 5.66%～28.90%范围内；β-芳基醚单元 β-O-4（A）是最主要的单元

间连接键，含量在 72.93%～92.97%范围内，树脂醇单元 β-β（C）次之，含量在 3.88%～15.81%范围内。（3）烤烟烟叶部位自上

而下，紫丁香基（S）单元的含量逐渐减少，愈创木基（G）和对羟基苯基（H）单元的含量逐渐增加。梗丝和烟草薄片与烟叶相

比，愈创木基（G）单元的含量较高，对羟基苯基（H）单元的含量较低，β-芳基醚单元 β-O-4（A）的含量较低，树脂醇单元 β-β

（C）的含量较高。【结论】本研究实现了不同烟草木质素的基本单元及单元间连接键结构的定性表征和半定量分析，提出烟草木

质素分子的结构示意图，为烟草木质素大分子研究提供一定的理论和技术基础。 
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木质素是由紫丁香基（S）、愈创木基（G）和对

羟基苯基（H）等基本单元组合成的一种复杂的，高

度交联的网状多酚类聚合物[1-2]，与纤维素、半纤维素

等成分共同构成次生植物细胞壁。烟草中木质素不仅

有增强烟株抗倒伏性和抵御微生物侵害等生物学功

能，还对卷烟的品质有重要影响[3]。在烟叶调制和醇

化阶段，烟草木质素降解产生苯甲醇、苯乙醛等一系

列芳香族小分子致香成分，对烟草的吸食品质起到积

极作用[4]；在卷烟燃吸过程中，烟草木质素热裂解生

成酚类、醛类、稠环芳烃类等有害物质，引起涩口，

对烟草的吸食品质有负面作用，此外这些物质还具有

促癌或致癌活性，影响烟草制品的吸食安全性[5-6]。深

入研究烟草木质素的化学结构及含量，可为提高烟草

制品的吸食品质和安全性提供理论和技术指导。 

目前，表征木质素结构的方法包括湿化学法和仪

器分析法。湿化学法是通过硫代酸解（TA）、硝基苯

氧化（NBO）或衍生化后还原裂解（DFRC）等手段

将木质素降解为低分子量化合物，然后经过酯化、乙

酰化处理后采用色谱技术进行定性或定量分析[7-9]，通

过解释降解过程的数据实现了对木质素大分子组成和

结构的初步了解，但其得出的降解过程数据仅占总聚

合物的一部分。仪器分析法包括紫外光谱法、红外光

谱法、核磁共振波谱法等，其中紫外光谱法、红外光

谱法提供的结构信息有限，核磁共振技术包括 1H 

NMR、13C NMR、二维核磁共振波谱等，然而常规的

一维 1H NMR 信号重叠，13C NMR 灵敏度低，无法对

各个信号进行详细的归属和定量，限制了其应用[10-12]。

随着核磁共振技术的发展，二维核磁共振波谱提高了
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图谱分辨率，减少了信号之间的重叠，可获得更详细

的信号归属，包括同核位移相关谱（Correlation 

Spectroscopy）、异核位移相关谱（Heteronuclear Multiple 

Quantum Coherence 、 Heteronuclear Multiple-Bond 

Correlation、Heteronuclear Single Quantum Coherence）

和NOE 类相关谱（Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy、

Rotating Frame Overhauser Effect Spectroscopy），其中

二维异核单量子相干谱（Two-dimentional Heteronuclear 

Single Quantum Coherence，2D HSQC）多用于木质素

样品的分析检测。 2D HSQC NMR 是将官能团上直接

相连的碳核和氢核的峰组关联起来，通过获取氢核数

据从而大大提高波谱的分辨率，其灵敏度比传统的 13C 

NMR 提高了 30 多倍[13]。近年来，以球磨植物细胞壁

直接溶胀在核磁共振溶剂中的溶液态 2D HSQC NMR

成为研究木本类木质素原始结构的主要方法。Ralph

等使用 2D HSQC NMR 先后分析乙酰化木质素及高度

球磨后松树、杨树的全植物细胞壁，得到了这些物质

的具有较高分辨率的二维核磁共振谱图[14-17]。Ragauskas

等改进了溶剂体系，以 DMSO-d6/HMPA-d18（4:1 v/v）

为溶剂用于杨树等植物细胞壁溶胀，在一定程度上提

高了生物质样品的溶胀度和迁移率，增强了核磁共振

的信号[18]。溶液态 2D HSQC NMR 具有分辨率高、样

品处理简单和不破坏植物的原始结构的特点，它除了

在定性表征方面有绝对的优势，还可进行定量分析
[13,19]。最常用的是 2D HSQC NMR 的半定量分析法，

通过分别对波谱的不同区域进行体积积分估算其所占

比例[20]。2D HSQC NMR 已广泛应用于松树、杨树和

多年生芒草等生物质的结构表征[21]，但由于行业核磁

共振仪器尚不普及，导致烟草木质素结构的二维核磁

共振研究鲜有报道。 

本文通过优化溶剂种类和样品前处理技术，建立了

表征烟草木质素的 2D HSQC NMR 方法，实现对烟草

木质素基本单元及单元间连接键信号的定性归属和定

量分析，提出烟叶木质素分子的结构示意图。为提高

烟草制品的吸食品质和安全性提供重要的基础支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂和仪器 

实验样品为烤烟（B2F、C2F、X2F，湖北恩施，

2019 年）、白肋烟（C2F，湖北恩施，2019 年）、香料

烟（B2，云南保山，2016 年）、梗丝、烟草薄片（由

江西中烟工业有限责任公司提供）。烟叶样品均除去茎

脉，全部实验样品在 50℃下烘干 2 h 后进行机械粉碎，

过 40 目筛，密封储存以备用。 

松柏醇（标准品，>98%，上海阿拉丁生化科技股

份有限公司）；脱碱木质素（95%，北京沃凯生物科技

有限公司，CAS 号 9005-53-2）；氘代吡啶 （Pyridine-d5，

D，99.5%）、氘代二甲基亚砜（DMSO-d6，D，99.9%）、

氘代六甲基磷酰三胺（HMPA-d18，D，99.6%）（上海

麦克林生化科技有限公司）；纤维素分解酶 Cellic® 

Ctec2（100 FPU/mL，Sigma-Aldrich 公司）；甲苯、乙

醇、冰醋酸、醋酸钠、盐酸、氢氧化钠（AR，国药集

团化学试剂有限公司）；实验用水为二次蒸馏水。 

Bruker Avance Ⅲ 600 MHz 超导核磁共振谱仪配

备 5 mm 带 Z 梯度场线圈 1H/13C/15N 三共振反式超低

温探头（德国 Bruker 公司）、DECO-PBM-V-0.4L 球磨

机配备 4 个 100 mL 玛瑙球磨罐（长沙市德科仪器设

备有限公司）、XW-80A 漩涡振荡器（上海晖创化学仪

器有限公司）、FD-2D-80 真空冷冻干燥机（上海舜制

仪器制造有限公司）、DF-101S 恒温加热磁力搅拌器

（巩义市予华仪器有限责任公司）、S7500 超声仪（上

海必能信超声有限公司）、TDL-5-A 离心机（上海安

亭科学仪器厂）、THZ-92B 数显气浴恒温振荡器（常

州市金坛科兴仪器厂）、JA2003 电子天平（感量 0.001 

g，上海舜宇恒平科学仪器有限公司）。 

1.2  方法 

1.2.1  全植物细胞壁样品的制备 
取 10 g 烟草样品，用甲苯-乙醇混合溶液（2:1 v/v）

索氏提取预粉碎的样品 8 h，风干然后置于 60℃的烘

箱内烘干，得到去脂样品。取去脂样品 1 g，置于 100 

mL 球磨罐中球磨 6 h，球磨机工作环境为室温，转速

设置为 600 r/min，为防止球磨过程中植物粉末温度过

度升高，球磨机每工作 20 min 后休息 10 min，得到全

植物细胞壁样品（WCW），密封保存，以备分析。 

1.2.2  木质素的提取及纯化 
1.2.2.1  酸洗-酶解法提取 

采用烟草行业标准 YC/T 347—2010[22]中酸性洗

涤方案对 10 g 烟草样品进行预处理，以去除半纤维素

等成分。将获得的酸性洗涤纤维置于 250 mL 锥形瓶

中，加入 pH 4.8 的醋酸-醋酸钠缓冲溶液和纤维素分解

酶。50℃下，在空气浴摇床中孵育 48 h 后，离心除去

上清液，用乙酸缓冲液和二次蒸馏水洗涤 3 次，冷冻

干燥后得到酸洗-酶解木质素（AEL），密封保存以备

分析。 

1.2.2.2  碱溶法提取 

参考文献[23-24]的方法对烟草样品进行碱溶法提

取。取 10 g 去脂烟草样品，置于 500 mL 烧瓶中，加

入 200 mL 0.5 mol/L 的 NaOH 溶液，将烧瓶置于恒温
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水浴锅在 100℃下反应 4 h，离心，过滤，用双蒸水洗

涤，收集滤液，用 6 mol/L HCl 调节溶液 pH 5.5～6.0，

然后用旋转蒸发仪浓缩至约 50 mL，将滤液滴入 3 倍

体积的 95%的乙醇溶液中进行纯化，离心收集上清液，

再次减压浓缩，将浓缩液滴入 10 倍体积 pH 2 的盐酸

溶液中，析出碱提木质素沉淀（AL），冷冻干燥后保

存，以备分析。 

1.2.3  核磁共振样品的制备 
称取一定量的实验样品，转移到 5 mm 核磁共振

管中，样品尽可能从试管底部和侧面向上分布。加入

0.5 mL 核磁共振溶剂，旋涡振荡 5～15 min，超声 1～

3 h（取决于样品），使样品溶解或溶胀在溶剂体系中。 
1.2.4  核磁共振分析 

核磁共振谱是在 600 MHz Bruker Avance Ⅲ超导

核磁共振谱仪上获得的，仪器配备超低温探头，在 298 

K 下，采用标准布鲁克脉冲序列（invietgssi）实现。

具体参数如下：F2（1H）维度的谱宽为 11 ppm，采样

点为 1024 （TD1）；F1（13C）维度的谱宽为 170 ppm，

采样点为 256（TD2）；扫描次数（NS）为 64；扫描

延迟（D1）1 s。使用 DMSO-d6 溶剂中心峰（δC/δH= 

39.52/2.50 ppm ） 进 行 化 学 位 移 校 准 ， 并 使 用

MestReNova 6.1 软件对 HSQC 谱中的特征峰进行数据

处理。 

2  结果与讨论 

2.1  烟草木质素 2D HSQC NMR 定性分析 

2.1.1  2D HSQC NMR 溶剂体系的优化 

2D HSQC NMR 的溶剂应具备对待测样品有良好

溶解度且不破坏样品的天然结构和连接的特点，并且

得到的样品溶液应具有较小的粘度，以获得较长的 T2

弛豫时间。同时，为了进行较为准确的半定量研究，

应基于在波谱区域中获得较高的信号强度和信号分散

来选择溶剂。目前，用于木质素 2D HSQC NMR 分析

的溶剂体系有 DMSO-d6、DMSO-d6/Pyridine-d5（4:1 

v/v）、DMSO-d6/HMPA-d18 （4:1 v/v）、DMSO/四丁基

氟化铵（TBAF）、DMSO/氮甲基咪唑（NMI）[14-16,18]。

但是，DMSO/TBAF、DMSO/NMI 溶剂体系需要对样

品进行乙酰化实验，从而导致部分信息丢失[15]。因此，

我们选择 DMSO-d6、DMSO-d6/Pyridine-d5（4:1 v/v）、

DMSO-d6/HMPA-d18（4:1 v/v）3 种溶剂体系，来探讨

溶剂对木质素二维核磁共振谱图的影响。将 50 mg 脱

碱木质素分别溶解在 0.5 mL以上 3种溶剂体系中进行

2D HSQC NMR 分析。脱碱木质素在以上 3 种溶剂中

的溶解和流动性状况如图 1 所示，脱碱木质素在以上

3 种溶剂体系中均可完全溶解，且呈棕褐色溶液。与

DMSO-d6 和 DMSO-d6/Pyridine-d5 相比，脱碱木质素在

DMSO-d6/HMPA-d18 溶液流动性更好，粘度更低，有

利于提高信号分辨率，获得更高质量的二维 HSQC 

NMR 谱图。这是因为 HMPA 的 P=O 键高度极化，氧

原子带强负电荷，作为一种强极性非质子溶剂，

HMPA-d18 的加入可能会产生溶剂化效应，增加样品溶

液的流动性[18]。 

 

注：(a)DMSO-d6, (b)DMSO-d6/Pyridine-d5, (c)DMSO-d6/HMPA-d18。 

Note: (a)DMSO-d6, (b)DMSO-d6/Pyridine-d5, (c)DMSO-d6/HMPA-d18. 
 

图 1 脱碱木质素在不同溶剂中的溶解状态 

Fig.1 Solubility of dealkaline lignin in different solvents 

 

脱碱木质素在 DMSO-d6、DMSO-d6/Pyridine-d5

（4:1 v/v）和 DMSO-d6/HMPA-d18 （4:1 v/v）中的 2D 

HSQC NMR 谱图如图 2 所示，木质素的二维谱图可分

为 2 个区域：木质素边链区（δH 2.5-6.0 ppm, δC 50-90 

ppm）和芳香区（δH 6.0-8.0 ppm, δC 100-150 ppm）。图

3 是木质素边链区和芳香区的局部放大图，由图 3 可

知，木质素边链区由不同类型的木质素连接键组成，

包括 β-芳基醚单元 β-O-4（A），苯基香豆素单元 β-5

（B），树脂醇单元 β-β（C）；芳香区有紫丁香基单元

（S）、愈创木基单元（G）、对羟基苯基单元（H）、阿

魏酸盐（FA）和肉桂醇端基（XI）信号出现，这些基

本单元及单元间连接键的信号依据文献报道的化学位

移[16,18]进行归属，定性表征结果见表 1。由表 1 可知，

在 DMSO-d6 溶剂中 A-Sβ、Bβ、Cβ等信号均不能被检

测到，在 DMSO-d6/Pyridine-d5 溶剂中 Bβ、Cβ等信号

不能被检测到，而在 DMSO-d6/HMPA-d18（4:1 v/v）

混合溶剂中脱碱木质素主要的特征峰信号均可被检测
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到。与其它 2 种溶剂相比，在 DMSO-d6/HMPA-d18溶

剂中木质素芳香区中 S'2/6、G6、FA6 相关的峰较为分

散，对羟基苯基 H2,6 的信号峰强度较高。综上，

DMSO-d6/HMPA-d18 溶剂中得到的木质素的相关信号

最丰富并且分散，所以本研究优选 DMSO-d6/HMPA- 

d18 作为木质素的最佳 NMR 分析溶剂。 

       

注：(a)DMSO-d6, (b)DMSO-d6/Pyridine-d5, (c)DMSO-d6/HMPA-d18。 

Note: (a)DMSO-d6, (b)DMSO-d6/Pyridine-d5, (c)DMSO-d6/HMPA-d18. 
 

图 2 脱碱木质素在不同溶剂中的 2D HSQC NMR 谱图 

Fig.2 2D HSQC NMR spectra of dealkaline lignin in different solvents 

       

       

注：(a)DMSO-d6, (b)DMSO-d6/Pyridine-d5, (c)DMSO-d6/HMPA-d18。 

Note: (a)DMSO-d6, (b)DMSO-d6/Pyridine-d5, (c)DMSO-d6/HMPA-d18. 
 

图 3 脱碱木质素在不同溶剂中边链区和芳香区的 2D HSQC NMR 谱图 

Fig.3 2D HSQC NMR spectra of side-chain and aromatic region of dealkaline lignin in different solvents 
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表 1 不同溶剂中木质素样品主要单元的 2D HSQC NMR 谱图信号归属 

Tab.1 Assignments of main cross-peaks in 2D HSQC NMR spectra of lignin in different solvents 

木质素单元 
（Lignin unit） 

脱碱木质素 碱提烟叶木质素

信号归属 DMSO-d6 
DMSO-d6/ 
Pyridine-d5 

DMSO-d6/
HMPA-d18

DMSO-d6/ 
HMPA-d18 

[δC/δH ppm] [δC/δH ppm] [δC/δH ppm] [δC/δH ppm] 

OMe 55.50/3.82 55.38/3.82 55.37/3.82 55.40/3.73 苯环上甲氧基结构 

Aα 71.18/4.79 71.18/4.92 70.99/4.83 72.76/4.76 β-O-4（A）结构中的 Cα-Hα 

A -H/Gβ 84.02/4.35 84.53/4.56 84.00/4.36 83.74/4.27 连接 H/G 单元的 β-O-4（A）结构中的 Cβ-Hβ 

A -Sβ ND 86.75/4.38 86.60/4.29 85.87/4.09 连接 S 单元的 β-O-4（A）结构中的 Cβ-Hβ 

Aγ 59.96/3.59 60.21/3.69 59.92/3.58 60.14/3.58 β-O-4（A）结构中的 Cγ-Hγ 

A'γ 63.47/4.03 63.26/4.05 63.48/4.03 63.34/3.96 乙酰化的 β-O-4（A）结构中的 Cγ-Hγ 

Bα 86.63/5.47 86.70/5.59 86.59/5.47 86.58/5.48 苯基香豆素 β-5（B）结构中的 Cα-Hα 

Bβ ND ND 53.14/3.82 53.14/3.82 苯基香豆素 β-5（B）结构中的 Cβ-Hβ 

Bγ 62.71/3.58 62.56/3.67 62.75/3.57 62.74/3.71 苯基香豆素 β-5 （B）结构中的 Cγ-Hγ 

Cα 84.97/4.59 84.95/4.64 84.92/4.59 84.77/4.65 树脂醇 β-β（C）结构中的 Cα-Hα 

Cβ ND ND 53.96/3.04 53.50/3.04 树脂醇 β-β（C）结构中的 Cβ-Hβ 

Cγ 
71.03/4.08 
70.86/3.69 

71.09/4.14 
70.75/3.84 

71.00/4.08
70.59/3.69

70.85/4.17 
70.78/3.83 树脂醇 β-β（C）结构中的 Cγ-Hγ 

Dα ND ND ND 83.45/5.01 二苯并二噁英 5-5/β-O-4（D）结构中的 Cα-Hα 

Dβ ND ND ND 86.78/3.96 二苯并二噁英 5-5/β-O-4（D）结构中的 Cβ-Hβ 

XIα 129.91/6.40 130.04/6.65 129.83/6.42 127.84/6.38 对羟基肉桂醇（XI）单元中的 Cα-Hα 

XIγ 61.46/4.13 61.96/4.17 61.17/4.10 61.33/4.08 对羟基肉桂醇（XI）单元中的 Cγ-Hγ 

S2/6 103.32/6.60 103.48/6.68 103.35/6.60 103.21/6.64 紫丁香基（S）单元中的 C2,6-H2,6 

S'2/6 106.95/7.22 107.12/7.26 106.83/7.22 107.66/7.27 氧化的紫丁香基（S）单元中的 C2,6-H2,6 

G2 110.13/6.89 110.35/6.96 110.21/6.87 110.98/6.99 愈创木基（G）单元中的 C2-H2 

G'2 112.43/7.43 112.52/7.52 112.42/7.43 111.17/7.48 氧化的愈创木基（G）单元中的 C2-H2 

G5 115.21/6.96 115.23/7.04 114.91/7.00 115.04/6.88 愈创木基（G）单元中的 C5-H5 

G6 118.56/6.73 118.65/6.80 118.36/6.73 117.59/6.93 愈创木基（G）单元中的 C6-H6 

G'6 123.11/7.50 123.28/7.56 122.88/7.49 122.52/7.48 氧化的愈创木基（G）单元中的 C6-H6 

H2/6 127.35/7.13 128.31/7.25 127.01/7.13 127.70/7.20 对羟基苯基（H）单元中的 C2,6-H2,6 

FA2 110.49/7.38 110.43/7.43 110.37/7.38 110.85/7.29 阿魏酸酯（FA）单元中的 C2-H2 

FA6 123.79/7.14 123.52/7.12 123.57/7.13 123.30/7.14 阿魏酸酯（FA）单元中的 C6-H6 

PB2/6 131.55/7.77 131.84/7.77 131.49/7.75 131.28/7.69 对羟基苯甲酸酯（PB）单元中的 C2,6-H2,6 

Phe2,6 ND ND ND 128.80/7.23 苯丙氨酸单元 （Phe）中的 C2,6-H2,6 

Tyr2,6 ND ND ND 129.11/6.98 酪氨酸单元 （Tyr）中的 C2,6-H2,6 

 

2.1.2  烟草木质素的 2D HSQC NMR 结构表征 

在 DMSO-d6/HMPA-d18 溶剂中，对烤烟中部烟叶

的碱提木质素（AL）进行 2D HSQC NMR 分析，共检

测出 27 种木质素基本单元及单元间连接键结构的信

号，见图 4，对图 4 中特征峰信号进行归属得到表 1

定性表征结果。如图 4 所示，烟草木质素二维谱图的

边链区同脱碱木质素边链区类似，有 β-芳基醚单元

β-O-4（A），苯基香豆素单元 β-5（B），树脂醇单元 β-β

（C），二苯并二噁英单元 5-5/β-O-4（D）和甲氧基信

号的出现。木质素单元间连接键中最突出的信号对应

于 β-O-4（A）连接的芳基之间的醚键和树脂醇单元 β-β

（C）连接的芳基之间的 C-C 键。在这几种木质素单

元间连接键中，首先，β-O-4（A）的 13Cα-
1Hα相关性

显示两个重叠的信号，这可以解释为在烟叶木质素的

β-O-4（A）结构包含至少 2 个不同的变体。变体可能

包括在 Aα（G/H），Aα（S）的 γ-C 上有一个游离羟基

的 β-O-4'（A′）；在 γ-C 为酯化形成对羟基苯甲酸酯结

构的 β-O-4''（A''）。特别是，在 δC/δH 63.34/3.96 ppm
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处可明显观察到 γ-乙酰化的 β-O-4 的信号。其次，应

位于 δC/δH 53.14/3.82 ppm 处的苯基香豆素单元 β-5

（B）的 Cβ-Hβ与甲氧基基团的信号重叠，而树脂醇单

元 β-β（C）的 Cβ-Hβ信号与甲氧基基团的信号则能够

良好分离，位于 53.50/3.04 ppm 处。最后，在 δC/δH 

83.45/5.01 ppm 处出现痕量的二苯并二噁英单元

5-5/β-O-4（Dα）信号峰，并且与 β-O-4（A），β-5（B），

β-β（C）等木质素间连接键的 α位 13C-1H 相关信号峰

分离，有利于进行较为准确的定量分析。 

在烟草木质素芳香区（图 4b）中，可清晰检测到

紫丁香基（S）、愈创木基（G）和对羟基苯基（H）芳

香环的结构信号。S 型单元的 C2,6-Ｈ2,6 相关峰主要在

δC/δH 103.21/6.64 ppm，而 Cα被氧化的结构 S′在 δC/δH 

107.66/7.27 ppm 位置显示一个相对较弱的信号。G 型

单元的 C5-H5和 C6-H6 相关峰分别在 δC/δH 115.04/6.88 

ppm 和 117.59/6.93 ppm 位置被观察到，而 G 型单元被

氧化成 α-酮的 C2-H2 和 C6-H6 相关峰分别位于 δC/δH 

111.17/7.48 ppm 和 122.52/7.48 ppm 。 在 δC/δH 

127.70/7.20 ppm处H单元的C2,6-H2,6相关峰与在 δC/δH 

128. 80/7.23 ppm 苯丙氨酸的相关峰有重叠，这会导致

H 单元的含量被高估，这与 Wang 等相关研究一致[25]。

此外，在 δC/δH 110.85/7.29 ppm 和 123.30/7.14 ppm 处

清楚地检测到阿魏酸酯 FA 的 C2-H2和 C6-H6 相关峰，

表明该单元存在于烟叶木质素中。据报道，阿魏酸酯

在草本植物中通过酯键和醚键与半纤维素形成木质素

-碳水化合物复合物（LCC）[26]。通过以上对烟草木质

素的定性分析可知，2D HSQC NMR 分辨率良好，适

合烟草木质素的表征。 

     

OMe

O
R

6 2

5

Syringyl
紫丁香基结构

S
MeO

S

c

 

OMe

O
R

6 2

O α

S'
5

S'
Syringyl（oxidized α-ketone)

氧化紫丁香基结构

MeO

 

OMe

O
R

6 2

G

G
Guaiacyl

愈创木基结构  

OMe

O
R

6 2

O α

G'

G'
Guaiacyl（oxidized α-ketone)

氧化愈创木基结构  

O
R

6 2

5

p-Hydroxyphenyl
对羟苯基结构

H

H

3

 

O O

O
R

5

6 2

3

α

PB
p-Hydroxybenzoate

对羟基苯甲酸酯结构

PB

 

O
R

6 2

5

FA

FA

7

O O

8

9

OMe

Ferulate
阿魏酸酯结构  

OH

1

α
β

γ

XI
Cinnamyl alcohol
对羟基肉桂醇脂

HO
O

HO

OMe1

α
β

γ

4

A
β-aryl ether (β-O-4)
β-芳基醚结构

O

HO

B
Phenylcoumaran(β-5)
苯基香豆素结构

1

α

β

γ

4

5

O

O

α

β

γ

1

C
Resinol(β-β)
树脂醇结构

α

β

γ

1

O O

OH1

4

5

4'

5'

MeO OMe
α

β

γ

D
Dibenzodioxocin(5-5/β-O-4)

二苯并二噁英结构  

注：（a）边链区，（b）芳香区，（c）木质素组分的分子结构。 
Note:(a) Side-chain region, (b) Aromatic region, (c) Molecular structures of lignin components. 
 

图 4 DMSO-d6/HMPA-d18溶剂中烤烟中部烟叶碱提木质素的 2D HSQC NMR 谱图 

Fig.4 2D HSQC NMR spectra of alkali-lignin from middle leafs of flue-cured tobacco in DMSO-d6/HMPA-d18 
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2.1.3  松柏醇的 2D HSQC NMR 分析 

松柏醇是愈创木基（G）型木质素的单体，其化

学结构如图 5a 所示，松柏醇的二维核磁谱图特征峰数

量少，峰形简单，易于分辨，因此本文选择松柏醇对

2D HSQC NMR 方法进行验证。将 50 mg 松柏醇样品

分别溶于 DMSO-d6 和 DMSO-d6/HMPA-d18 中，通过涡

旋振荡、超声等手段，使样品溶解在溶剂中后进行 2D 

HSQC NMR 分析。 

松柏醇在两种溶剂中的二维核磁共振谱图见图

5，相关峰的化学位移归属见表 2。由表 2 知，在

DMSO-d6 中松柏醇的化学位移与文献[18]相比高度一

致；在 DMSO-d6 和 DMSO-d6/HMPA-d18两种溶剂体系

中，松柏醇特征峰的化学位移差值均小于 0.2 ppm，因

此 DMSO-d6/HMPA-d18 作为核磁共振溶剂对木质素组

分的化学位移没有影响。此外，HMPA-d18 溶剂峰的信

号位于 35.53/2.47 ppm 处，不干扰木质素组分共振峰

的定性定量分析。为了确定日间精密度，在同一参数

下连续 3 d 对溶于 DMSO-d6/HMPA-d18溶剂中的松柏

醇进行 2D HSQC NMR 检测，通过比较同一样品的多

次波谱采集结果确定精密度。结果表明，松柏醇特征

峰的化学位移偏差均小于 0.1 ppm，特征峰化学位移

δC/δH 的相对标准偏差（RSD）均小于 0.2%。说明在

DMSO-d6/HMPA-d18 溶剂体系内进行 2D HSQC NMR

实验的精密度较好，可以实现样品的准确定性表征。 

         

注：(a)DMSO-d6, (b)DMSO-d6/HMPA-d18。 

Note：(a)DMSO-d6, (b)DMSO-d6/HMPA-d18. 
 

图 5 松柏醇在不同溶剂中的 2D HSQC NMR 谱图 

Fig.5 2D HSQC NMR spectra of coniferyl alcohol in different solvents 

表 2 松柏醇在不同溶剂中的 2D HSQC NMR 谱图信号归属 

Tab.2 Assignments of main cross-peaks in 2D HSQC NMR spectra of coniferyl alcohol in different solvents 

样品（samples） 松柏醇（coniferyl alcohol） RSD（%, n=3） 

特征峰 
DMSO-d6 DMSO-d6/ HMPA-d18 DMSO-d6/HMPA-d18 DMSO-d6/HMPA-d18 DMSO-d6/HMPA-d18

[δC/δH ppm] [δC/δH ppm] [δC/δH ppm] [δC/δH ppm] [δC/δH] 

OMe 55.27/3.78 55.23/3.76 55.22/3.76 55.23/3.76 0.10/0 

γ 61.51/4.09 61.55/4.08 61.53/4.08 61.54/4.08 0.02/0 

2 109.41/7.00 109.51/6.97 109.48/6.97 109.47/6.97 0.02/0 

5 115.20/6.73 115.14/6.74 115.13/6.75 115.13/6.75 0.01/0.09 

6 119.14/6.81 119.06/6.77 119.06/6.78 119.05/6.77 0.01/0.09 

α 127.24/6.19 127.20/6.17 127.16/6.17 127.14/6.17 0.02/0 

β 128.68/6.43 128.70/6.44 128.67/6.43 128.67/6.43 0.01/0.09 

OH

OH

OCH3

26

5

α
β

γ
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2.2  烟草木质素 2D HSQC NMR 定量分析 

2.2.1  不同含量脱碱木质素的 2D HSQC NMR 定量

分析 

通过 2D HSQC NMR 对木质素的主要基本单元和

单元间连接键进行定量分析，可以更好地了解木质素

片段的基本化学结构。然而，2D HSQC NMR 由于
1H-13C 耦合常数的偏差、非共振效应、1H T1 弛豫效

应、1H 和 13C T2 弛豫效应以及 1H 同核耦合效应[1]，

难以实现准确定量，目前主要以半定量分析为主。2D 

HSQC NMR 的半定量分析是在同一水平下比较木质

素基本单元和单元间连接键的体积积分来实现相对定

量。Cheng 等用木质素基本单元的相对体积积分之和

表示样品中木质素的相对含量，具体计算如公式 1 所

示[21]。木质素基本单元的相对含量是每种木质素基本

单元的体积积分占总木质素基本单元体积积分之和的

比例，如公式 2 所示。单元间连接键的相对含量则是

每种单元间连接键的体积积分占总单元连接键体积积

分的比例，如公式 3 所示[13,21]。 

2/6 2/6 2 6 2/6 2 6 2/6( ' ) ( ) ( ) ( ) ( )Lignin I S S I G G I H I FA FA I PB            （1） 

2/6 2/6 2 2/6

% 100%
0.5 ( ' ) ( ) 0.5 ( )x

Ix
I

I S S I G I H
 

  
        （2） 

% 100%Y
Y

I
I

IA IB IC ID
 

  
            （3） 

其中，I（S2/6 +S'2/6），I（G2+G6），I（H2/6），I

（FA2+FA6），I（PB2/6）分别代表 S 和 S'，G，H，FA，

PB 在 2、6 位的体积积分之和；IA，IB，IC，ID 分别

代表 β-O-4，β-5，β-β，5-5/β-O-4 在 α位的体积积分；

IX，IY 分别代表待测木质素基本单元和单元间连接键

的体积积分；令木质素基本单元 S、G、H 的相对含量

之 和 为 100% ， 即 I[0.5 (S2/6+S'2/6)]%+I (G2)%+I 

[0.5(H2/6)]%=100%；木质素基本单元间连接键 A、B、

C、D 的相对含量之和为 100%，即 IA%+IB%+IC%+ 

ID%=100%。 

为了获得高分辨、高灵敏度的二维核磁共振谱图，

不仅需提高核磁共振仪器的分辨率，还要求核磁共振

样品中木质素含量足够高。为探讨木质素核磁共振样

品中木质素的量对 2D HSQC NMR 分析结果的影响，

实验设置了 2.5 mg、5 mg、10 mg、15 mg 四种不同含

量的脱碱木质素溶液（0.5 mL DMSO-d6/HMPA-d18，

v/v 4:1）进行 2D HSQC NMR 分析，谱图如图 6 所示，

对图 6 中信号归属结果见表 3。由图 6 可知，随着木

质素含量的增大，谱图中信号越来越丰富。以溶剂

DMSO-d6 中甲基的 C-H 相关峰（δC/δH 39.52/2.50 ppm）

作为参考，把其体积积分设为 100，即设 I（DMSO-d6）

=100，将木质素基本单元的体积积分与之比较，得到

各个脱碱木质素基本单元的相对体积积分，再代入公

式 1 计算，得到不同含量脱碱木质素的相对体积积分，

结果如图 7 所示，随着脱碱木质素含量增大，可检出

的脱碱木质素芳香区的相对体积积分也随之增大。结

合表 3，对不同含量脱碱木质素 2D HSQC NMR 谱图

信号归属，可知当木质素含量在 2.5 mg 时，可检测到

11 种木质素特征峰信号；木质素含量在 5 mg 时，可

检测到 19 种木质素特征峰信号；木质素含量在 10 mg

以上时，可检测到所有主要的特征峰信号。研究表明，

只有核磁共振样品中木质素含量在 10 mg 以上，即计

算所得木质素的相对含量在 21.83 以上时，才能够得

到清晰分辨的高灵敏二维核磁共振谱图。 

       

注：(a)2.5 mg, (b) 5 mg, (c)10 mg, (d)15 mg。   

Note：(a)2.5 mg, (b) 5 mg, (c)10 mg, (d)15 mg. 
 

图 6 不同含量脱碱木质素在 DMSO-d6/HMPA-d18 溶剂中的 2D HSQC 谱图 

Fig.6 2D HSQC spectra of different contents of dealkaline lignin in DMSO-d6/HMPA-d18 
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表 3 不同含量脱碱木质素在 DMSO-d6/HMPA-d18溶剂中的 2D HSQC NMR 信号归属 

Tab.3 Assignments of 2D HSQC NMR spectra of different contents of dealkaline lignin in DMSO-d6/HMPA-d18 

木质素单元 
（Lignin unit） 

2.5 mg 5 mg 10 mg 15 mg 

[δC/δH ppm] [δC/δH ppm] [δC/δH ppm] [δC/δH ppm] 

OMe 55.25/3.81 55.24/3.81 55.21/3.81 55.22/3.81 

Aα ND ND 70.85/4.80 71.10/4.80 

A -H/Gβ ND 83.92/4.40 83.71/4.36 84.02/4.36 

A -Sβ ND ND 86.88/4.31 86.62/4.30 

Aγ 59.72/3.59 59.79/3.58 60.04/3.57 60.11/3.57 

A'γ 
ND 
ND 

63.40/4.02 
62.57/4.38 

63.42/4.01 
62.36/4.38 

63.30/4.01 
62.66/4.38 

Bα ND ND 86.38/5.54 86.29/5.45 

Bβ ND ND 53.10/3.81 53.15/3.81 

Bγ 62.52/3.57 62.43/3.57 62.42/3.58 62.52/3.57 

Cα 84.94/4.58 85.01/4.60 84.90/4.59 84.84/4.58 

Cβ 53.69/3.04 53.73/3.07 53.72/3.07 53.69/3.03 

Cγ 
71.03/4.08 

ND 
71.02/3.98 
70.66/3.68 

71.00/4.04 
70.62/3.68 

71.08/4.05 
70.55/3.67 

XIα ND ND 129.72/6.35 129.75/6.43 

S2/6 ND 102.98/6.59 103.18/6.58 103.15/6.58 

S'2/6 ND 106.75/7.21 106.77/7.21 106.73/7.19 

G2 109.96/6.88 110.23/6.87 110.20/6.87 110.21/6.86 

G'2 ND 110.88/7.43 110.70/7.42 110.80/7.42 

G5 114.82/6.99 114.84/7.00 114.82/7.01 114.81/6.99 

G6 118.24/6.73 118.12/6.74 118.14/6.71 118.07/6.71 

G'6 122.97/7.48 122.87/7.48 122.77/7.43 122.73/7.48 

H2/6 ND ND 126.63/7.10 126.56/7.10 

FA2 110.31/7.36 110.36/7.37 110.35/7.37 110.40/7.37 

FA6 ND 123.70/7.14 123.70/7.14 123.59/7.14 

PB2/6 ND ND 131.55/7.74 131.43/7.76 

 

 

图 7 不同含量脱碱木质素的相对体积积分 

Fig.7 Relative volume integral of different contents of dealkaline 
lignin  

 

2.2.2  烟草木质素的 2D HSQC NMR 定量分析 
王婉婉等[27]对杨树、松树等木本类作物的全植物

细胞壁溶液态二维核磁共振进行研究，得到了分辨率

良好的二维谱图。但杨树、松树的木质素含量约在

25%～30%，而烟叶中木质素含量约在 3.5%～7.5%之

间[28]，因此，要得到清晰烟草木质素的二维核磁共振

谱图，需要对烟草样品进行预处理，以提高烟草核磁

共振样品木质素的相对含量。通常，植物样品中木质

素分离的预处理方法分为 4 类，有机溶剂提取法、酶

解法、酸析法和碱溶法[24,29-30]。有机溶剂提取法是通过

降解半纤维素和木质素间交联的酯键，使木质素溶解，

再重结晶于酸性水溶液中来分离木质素。但由于有机

溶剂提取法具有提取率低、成本高等特点而不适合烟

草木质素的提取。酶解法则是通过特定的蛋白酶降解

纤维素和半纤维素等物质，木质素留在固体中，该方

法具有特异性高、生物友好等特点，但是过程速度慢、

耗时长，且可能会引入蛋白质杂质。酸析法是在酸性
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条件下使纤维素和半纤维素等干扰成分发生水解，木

质素留在固体中。但是，浓酸条件下木质素芳基醚键

发生了严重的断裂。通常也可采用酸性洗涤剂法[22]与

酶解法结合来分离木质素，但是实验过程繁琐，需要

多次洗涤，可能会产生操作误差。碱溶法是通过降解

木质素与碳水化合物之间的键，使木质素溶出，该方

法具有提取率高，成本低，实验易操作等特点。 

因此，本研究选择仅进行去脂后的烟叶全植物细胞

壁（WCW），酸洗-酶解木质素（AEL）以及使用碱溶

法提取的碱提木质素（AL）这 3 种不同处理程度的样

品各 50 mg 进行二维核磁共振实验，并对实验所得的谱

图比较分析。通过公式 1 计算，得到不同预处理方式提

取的烤烟中部烟叶木质素的相对含量，如图 8 所示，全 

 

图 8 不同预处理方式对烤烟中部烟叶木质素相对体积积分的

影响 

Fig.8 Relative volume integral of lignin from middle leaf of 
flue-cured tobacco under different pretreatments 

植物细胞壁（WCW）木质素的相对含量为 2.79，酸洗

-酶解木质素（AEL）为 5.95，与全植物细胞壁（WCW）

相比，其木质素的相对含量稍有增加，但仍远小于

21.83，得不到清晰可观的二维谱图，而碱提木质素

（AL）的相对含量为 37.51，所有相关的特征峰结构

均可清晰展现。研究表明，使用碱溶法提取烟草木质

素的预处理方式，对烟草木质素进行结构表征和半定

量分析，可以获得更加全面且丰富的定性定量信息。 

通过碱溶法提取烤烟中部烟叶获得了烟叶碱提木

质素的二维核磁共振谱图，结合公式 2、公式 3 计算

木质素基本单元结构和木质素连接键的相对含量，结

果如表4所示，烤烟中部烟叶木质素是SGH型木质素，

且 G 型木质素单元含量最高（54.25%），S 型木质素

单元含量最低（17.96%），木质素化学稳定性重要指

标 S/G 值[31]为 0.33。与其它植物相比（杨树 S/G 值为

1.5、玉米芯 S/G 值为 1.0）[18,32]，烟叶木质素的 S/G 值

较低，这也与植物样品中木质素含量越低，其 S 型木

质素单元含量越少，S/G 值越小的规律是一致的[31]。

此外，烤烟烟叶 H 型木质素单元含量比其它植物类型

要高，这符合草本植物 H 型木质素单元含量较高的规

律，如玉米芯（15.1%）、柳枝稷（13.4%）[18,32]。烤烟

中部烟叶木质素的边链区，β-芳基醚单元 β-O-4（A）

是最主要的单元间的连接键，占木质素单元间连接键

的 91.36%，树脂醇单元 β-β（C）是次丰富的，占木

质素单元间连接键的 5.65%。此外，烤烟中部烟叶木

质素还含有丰富的阿魏酸酯 FA（25.82%）和少量的对

羟基苯甲酸酯 PB（0.5%）。 
 

表 4 不同烟草木质素样品基本单元及单元间连接键的相对含量及 S/G 的比值 

Tab.4 Relative content of lignin subunits and linkages and S/G ratio in different tobacco lignin samples 

烟草样品（Tobacco samples） S G H S/Ge FA PB Aa Bb Cc Dd 

烤烟烟叶 B2F 26.51 52.88 20.62 0.50 15.75 0.45 84.02 4.91 10.73 0.35 

烤烟烟叶 C2F 17.96 54.25 27.80 0.33 25.82 0.50 91.36 2.72 5.65 0.27 

烤烟烟叶 X2F 15.62 55.58 28.81 0.28 14.77 0.77 85.79 5.15 8.08 0.98 

白肋烟 19.33 58.40 22.27 0.33 20.79 1.22 80.53 6.17 12.56 0.75 

香料烟 20.38 50.72 28.90 0.40 20.99 2.01 92.97 2.62 3.88 0.52 

梗丝 22.85 71.26 5.89 0.32 9.05 0.02 73.27 8.94 15.62 2.17 

烟草薄片 20.83 73.50 5.66 0.28 12.50 0.05 72.93 8.22 15.81 3.05 

注：a. A:β-O-4; b.B:β-5;c.C:β-β; d.D:5-5/β-O-4; e.S/G=0.5I(S2/6+S'2/6)/I(G2+G'2)[33];木质素芳香区基本单元相对百分比（S+G+H=100%）;木质素边

链区结构单元相对百分比（A+B+C+D=100%）;FA,PB 占 S+G+H 的百分比。 

Note:a.A:β-O-4;b.B:β-5;c.C:β-β; d.D:5-5/β-O-4; e.S/G=0.5I(S2/6+S'2/6)/I(G2+G'2)[33]; Lignin-Aromatic molar percentages (S+G+H=100%);Lignin-Aliphatic 
molar percentages(A+B+C+D=100%); FA,PB as percentages of (S+G+H). 



高淼等  烟草木质素结构的二维核磁共振波谱表征  

 

11

2.3  不同样品中烟草木质素的 2D HSQC NMR 分析 

通过优化溶剂和预处理手段，利用 2D HSQC 

NMR 方法对烤烟上中下部位烟叶、白肋烟叶、香料烟

叶、梗丝和烟草薄片等实验样品中的木质素进行二维

核磁共振波谱表征，分析发现木质素代表性的基团均

在以上样品中出现，主要木质素结构单元及单元间连

接键的定量分析结果如表 4 所示，所有实验样品均为

SGH 型木质素，愈创木基（G）是最主要的基本单元，

且在这些样品中，β-芳基醚单元 β-O-4（A）始终是最

主要的木质素间连接键，其次是树脂醇单元 β-β（C）。

烤烟烟叶部位自上而下，S 型木质素单元含量不断减

少（26.51%～15.62%），G 型和 H 型木质素单元含量

不断增加（G:52.88%～55.58%；H:20.62%～28.81%），

S/G 比值不断减少（0.50～0.28），且 G 型木质素单元

含量最高，这反映烟叶的生长发育过程中，G 型木质

素单元最先沉积[34]。不同品种的烟叶木质素单元之间

的比例也不相同，中部烤烟、白肋烟和香料烟烟叶木

质素中，S 型木质素单元含量从低到高为烤烟<白肋烟

<香料烟，G 型木质素单元含量从低到高为香料烟<烤

烟<白肋烟，且香料烟 S/G 比值最高（0.4）。梗丝与烟

草薄片跟烟叶相比，其 G 型木质素单元含量偏高，均

在 70%左右，而 H 型木质素单元含量偏低，约在 5%

左右。在热解过程中 β-芳基醚单元 β-O-4（A）单元更

容易断裂，而缩合的树脂醇单元 β-β（C）不容易断裂，

即 β-O-4（A）单元含量越低、β-β（C）单元含量越高，

样品的热稳定性越好[31]。梗丝和烟草薄片中 β-O-4（A）

单元在 70%左右，显著低于烟叶中的含量，β-β（C）

单元含量则明显增加到 15%左右，揭示梗丝与烟草薄

片样品比烟叶样品的热稳定性高。 

通常，苯基香豆素单元 β-5（B）只能通过木质素

单体与愈创木基（G）或对羟基苯基（H）单元偶联制

得，PB 通过酰化连接到 γ位置，同时 FA 通过醚键与

木质素连接[16]。依据表 4 中木质素样品基本单元及单

元间连接键的含量，参照文献[21,25]的方法，构建出

烟叶木质素的网状结构。以烤烟中部烟叶为例，本研

究首次描绘出烟叶木质素大分子的结构示意图（图

9）。研究结果为研究烟草大分子结构与热解性能的关

系提供坚实的理论基础。 
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图 9 烤烟中部烟叶木质素结构示意图 

Fig.9 Structure diagram of lignin from middle leaf of flue-cured tobacco 
  

3  结论 

本研究通过优化溶剂与预处理手段，建立了一种

烟草木质素二维核磁共振波谱分析新方法，实现了烟

草中木质素结构表征和半定量分析，通过对二维谱图

中木质素单元信号峰归属，结合木质素单元及其连接

键的相对含量，成功获得了烟叶木质素分子的结构示

意图。将本方法应用于烟叶、梗丝和烟草薄片等实验

样品的分析，结果表明：烟草木质素为 SGH 型木质素，

β-芳基醚单元 A（β-O-4）始终是最主要的木质素间连

接键，其次是树脂醇单元 C（β-β）。与其它植物样品

相比，烟叶中的紫丁香基（S）单元的含量较低，对羟

基苯基（H）单元的含量较高，S/G 值较小。烤烟烟叶

部位自上而下，紫丁香基（S）单元的含量逐渐减少，

愈创木基（G）和对羟基苯基（H）单元的含量逐渐增

加。梗丝和烟草薄片与烟叶相比，愈创木基（G）单

元的含量较高，对羟基苯基（H）单元的含量较低，

同时 β-芳基醚单元 A（β-O-4）的含量较低，树脂醇单
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元 C（β-β）的含量较高，表现为较高的热稳定性。因

此，本研究可为烟草制品吸食品质与安全性和其内在

生物大分子的关系研究提供一定的理论基础。 
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Structure characterization of tobacco lignin by Two-dimensional Nuclear Magnetic Resonance 
spectroscopy 

GAO Miao1, CAI Jibao2, XU Zhenyu2, TIAN Dayu1, SU Jiakun2, ZHANG Yi2, YANG Jun1* 

1 Tobacco and Health Research Center, University of Science and Technology of China, Hefei 230051, China; 
2 Technology Center, China Tobacco Jiangxi Industrial Co., LTD., Nanchang 330096, China 

Abstract: [Background and Objective] Lignin has an important effect on tobacco quality and safety. In order to improve the quality of 
tobacco products, it is necessary to study the chemical structure and content of tobacco lignin. [Methods] In this study, tobacco lignin was 
characterized by two-dimensional heteronuclear single quantum coherence nuclear magnetic resonance(2D HSQC NMR), and the structure 
characterization and semi-quantitative analysis of tobacco lignin were studied. [Results] Test data show: 1) There were 10 kinds of lignin 
subunits and linkages and 27 signals of related structures were found in tobacco lignin; 2) Tobacco sample lignin is a SGH type lignin. 
Guaiacyl (G) is the most important lignin subunit, of which the content ranges from 50.72 to 73.50 percent; the content of syringyl (S) is 
between 15.62 and 26.51 percent, and the content of p-hydroxyphenyl (H) is between 5.66 and 28.90 percent. β-aryl ether units β-O-4 (A) 
are the most important lignin linkages, whose content ranges from 72.93 to 92.97 percent of the whole linkages of lignin, followed by 
resinol units β-β (C) in the range of 3.88-15.81 percent; 3) From the top to the bottom of flue-cured tobacco leaves, the content of syringyl 
(S) units gradually decreases, while the content of guaiacyl (G) and p-hydroxyphenyl (H) units gradually increases. Compared with tobacco 
leaves, the content of guaiacyl (G) units is higher in cut stem and tobacco sheet, but the content of p-hydroxyphenyl (H) units is lower. 
However , the content of β-aryl ether units β-O-4 (A) is lower, and the content of resinol units β-β (C) is higher. [Conclusion] In this paper, 
qualitative and semi-quantitative analysis of lignin subunits and linkages of different tobacco samples were realized by using 2D HSQC 
NMR method, and the model of tobacco lignin molecular structure was proposed. These results provide a theoretical and technical basis for 
the study of tobacco lignin macromolecules. 
Keyword: 2D NMR; HSQC; tobacco; lignin; structural characterization; quantitative analysis 
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