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摘要　为探究雪茄烟叶自然晾制过程中青色斑点(简称“青斑”)形成的生理机制及代谢差异,提高茄衣烟叶

外观品质,改进晾制技术,以雪茄烟‘楚雪１０号’品种为试验材料,利用高压液相色谱串联质谱(HPLCＧMS/MS)

非靶向代谢组学技术,分析烟叶“青斑”和正常两组织部位的代谢差异.研究结果表明:“青斑”部位叶绿素和绿

原酸含量显著高于正常部位,大量未分解的叶绿素和绿原酸在晾制末期沉积是“青斑”形成的生理基础;“青斑”

和正常两组织部位间,酪氨酸代谢、苯丙氨酸代谢和类黄酮生物合成途径具有显著差异;绿原酸和二氢玉米素可

作为“青斑”形成过程的化学标记物,晾制过程中可检测其含量高低来监测是否会出现“青斑”;烟叶变黄期晾房

湿度骤降且波动过大,可能是形成“青斑”的外部环境因素,建议采用湿度可控晾房晾制并适当提高变黄期湿度.
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　　晾制过程是雪茄烟生产的关键步骤,新鲜烟叶

在晾制过程中外观颜色会发生显著变化,这种外观

变化与叶绿素、类胡萝卜素等质体色素关系密切.
新鲜烟叶由于叶绿素含量较高而呈绿色[１],在晾制

过程中叶绿素被不断降解,而类胡萝卜素降解速度

远低于叶绿素,导致类胡萝卜素与叶绿素的比值不

断升高,使烟叶颜色逐渐转为黄色[２],质体色素含量

高低影响晾制后烟叶的外观质量.茄衣烟叶作为雪

茄产品可被消费者直观评价,对其在晾制过程中所

形成的外观颜色要求较高[３],因此,茄衣的外观质量

直接决定了雪茄烟的品质与档次[４].
茄衣烟叶在自然晾制过程中易出现青色斑点

(简称“青斑”),影响烟叶外观质量和内在品质,代谢

组学技术被广泛应用于研究植物外观颜色变化[５Ｇ６],
但基于代谢组学技术探究雪茄烟晾制过程外观颜色

变化尚未见报道.本研究以茄衣烟叶‘楚雪１０号’
品种 为 试 验 材 料,利 用 高 压 液 相 色 谱 串 联 质 谱

(HPLCＧMS/MS)非靶向代谢组学技术,探究晾制

期间烟叶“青斑”和正常组织部位代谢差异及“青斑”
形成的可能原因,以期为晾制期间避免叶片产生“青
斑”、提高烟叶外观质量提供理论参考.

1　材料与方法

1.1　试验概况

试验于２０２０年在湖北省恩施州崔坝晾晒烟基

地(３０°２７′N,１０９°４７′E;海拔８６０m)开展.供试材

料为雪茄烟品种‘楚雪１０号’(CXＧ０１０).田间试验

小区长８．０m、宽４．０m,共四行区,每行２０株.供

试土壤基本理化性质:碱解氮６６．０５mg/kg、有机质

２１．１７g/kg、有效磷５２．６３ mg/kg、速效钾１２８．３０
mg/kg、pH 值 ７．２６. 栽 培 中 基 施 有 机 肥 １００
kg/６６７m２,氮 磷 钾 化 肥 按 N∶P２O５ ∶ K２O＝
１∶１．５∶３配比施用,管理按照当地雪茄烟叶生产技

术规 范 统 一 进 行.成 熟 后 采 收 中 部 烟 叶,挂 入

４m×７m 晾房,随外界气温进行自然晾制.晾制

期间每隔１h记录１次温湿度,晾房温湿度曲线如
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图１所示,平均温度为２３．０１℃,平均湿度为８３．７％.
晾制期间叶片出现了不同程度的青色斑点(图２),
图２所示烟叶为取自晾制末期的样品,右上角为“青
斑”和正常部位放大图.晾制结束后在晾房随机取

烟叶样品并迅速置于干冰中,随后转移至 －８０℃超

低温冰箱中保存.样品分析前从超低温冰箱中取出

烟叶,用打孔器和刀片快速挖出烟叶“青斑”部位,设
为样品处理G(Greenspot),同时取无“青斑”的正常

部位设为样品处理 N(Normal).

图１　晾房温湿度曲线图

Fig．１　Temperatureandhumiditycurveofdryingroom

图２　晾制期间产生的“青斑”现象

Fig．２　“Greenspot”phenotypeduringairＧcuringperiod

1.2　叶绿素含量测定

叶绿素含量的测定采用９５％乙醇浸提,分光光

度法测定[７].

1.3　代谢物提取

“青斑”(G)和正常 (N)２组处理各设置６个

重复,记为 G１~G６,N１~N６.取经液氮研磨过的

“青斑”样品和正常样品各１００mg于EP管中,加入

５００μL的８０％甲醇(纯度:LCＧMSgrade)水溶液.
涡旋震荡后于冰浴中静置５ min,然后于１３０００
r/min、４℃离心２０min.取一定量的上清液加入质

谱级水稀释至甲醇含量为５３％.再次放入１３０００
r/min、４℃离心２０min并收集上清液.从每个试验

样本中取等体积样本混匀作为质控(qualitycontrol,

QC)样本.用５３％甲醇水溶液代替试验样本作为空

白(Blank)样本,前处理过程与试验样本相同.
1.4　代谢产物测定方法

色谱柱为 HypesilGoldcolumn(C１８),色谱分

离条件设置为:流速０．２mL/min、柱温４０℃;正离

子模式流动相 A为０．１％甲酸,流动相 B为甲醇;负
离子模式流动相 A 为 ５ mmol/L 醋酸铵(pH＝
９．０),流动相 B为甲醇,流动相梯度洗脱程序见表

１.质谱参数如下:喷雾电压３．２kV,鞘层气体流速

４０mL/min,辅助气体流速１０mL/min,毛细管温

度３２０℃,扫描范围:m/z１００~１５００.
表１　流动相梯度

Table１　Thegradientofmobilephase

时间/min
Time

流动速度/
(mL/min)
Flowrate

流动相 A/％
Mobile

phaseA

流动相B/％
Mobile
phaseB

０ ０．２ ９８ ２
１．５ ０．２ ９８ ２
１２ ０．２ ０ １００
１４ ０．２ ０ １００
１７ ０．２ ９８ ２

1.5　数据处理

质谱检测原始文件导入 CompoundDiscoverer
３．１软件进行谱图处理及数据库检索,用Blank样本

去除 背 景 离 子 并 对 定 量 结 果 进 行 归 一 化,使 用

MetaX软件对数据进行对数转换及标准化处理.
差异代谢物筛选主要参考 VIP(variableimportance
intheprojection)、FC(foldchange)和P 值参数.

VIP是指 PLSＧDA 模型第一主成分的变量投影重

要度[８],数值越大表示该差异物质对样品组间分类

判别的影响强度和解释能力越强;FC指差异倍数,
本研究中FC为“青斑”(G)/正常(N);P 值表示差

异显著性水平.使用 MicrosoftExcel２０１０进行数

据整理计算,软件 GraphPadPrism９绘图和方差

分析.

2　结果与分析

2.1　“青斑”部位与正常部位叶绿素的含量

青斑”部位与正常部位的叶绿素含量如图３所

示,“青斑”部位叶绿素a、b含量都显著高于正常部

位.正常 部 位 烟 叶 叶 绿 素 a 含 量 平 均 为 ０．１６５
mg/g,“青斑”部位烟叶叶绿素 a平均含量达到

０．５４３mg/g,是正常部位的３．２９倍.正常部位叶绿

素b平均含量为０．０６６mg/g,“青斑”部位叶绿素b
平均含量达到０．２８１mg/g,是正常部位的４．２６倍.

３５１
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这表明青色斑点中叶绿素含量高是呈现“青斑”的主

要原因.

　∗ ∗ 和 ∗ ∗ ∗ 分 别 表 示 在 ０．０１ 和 ０．００１ 水 平 上 显 著 相 关.

∗∗and∗∗∗indicatesignificantcorrelationatthelevelof０．０１

and０．００１,respectively．

图３　“青斑”部位与正常部位的叶绿素含量对比

Fig．３　Comparisonofchlorophyllcontentbetween

greenspotpartandnormalpart

2.2　主成分分析

所有试验样本和 QC样本的主成分分析(prinＧ
cipalcomponentanalysis,PCA)如图４所示.从总

样本PCA图(图４A)可以看出,QC样本点的分布

较为聚集且位于中心区域,说明 QC样本差异较小,
分析方法的稳定性好、数据质量高.从 G、N两组样

本PCA图(图４B)可以看出,第１成分(PC１)对样本

的贡献率为６４．９４％,第２成分(PC２)对样本的贡献

率为６．２１％.每个处理内部的样本点分布集中,说
明组内样本重复性较好,代谢物高度一致;不同处理

间样本点分布明显分离,说明“青斑”部位和正常部

位之间代谢物存在显著差异.
2.3　偏最小二乘法判别分析

“青斑”部位(G)与正常部位(N)之间的 PLSＧ
DA模型如图５所示.由得分散点图(图５A)可以

看出,G、N两组样本显著分离,结果与PCA 分析一

致.R２
Y＝１．００,Q２

Y ＝０．９９,R２＝０．９４,表明PLSＧDA
模 型建立良好,预测能力较好.从排序验证图(图５B)

图４　总样本PCA图(A)和G、N两组样本PCA图(B)

Fig．４　PCAdiagramoftotalsample(A)andPCAdiagrambetweengroupGandN(B)

图５　PLSＧDA得分散点图(A)和排序验证图(B)

Fig．５　ScatterplotofPLSＧDAscore(A)andsortverificationdiagram(B)

４５１
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中可以看出,R２回归线位于Q２回归线上方,Q２回归

线与Y 轴截距为－０．６９,小于０,表明模型未“过拟

合”,可以较好地描述样本并作为寻找生物标记物的

前提.
2.4　差异代谢物筛选

本研究设定阈值 VIP＞１．０、FC＞４．０ 或 FC＜
０．２５、P＜０．０１[９Ｇ１０]对所有代谢物进行筛选.两组织部

位共检测到代谢物总数１４３０个,其中“青斑”部位与

正常部位间存在显著差异的代谢物１０９个,包括２５
个显著上调代谢物和８４个显著下调代谢物.

对鉴定到的代谢物进行功能和分类注释,１０９
个显著差异代谢物在 Human MetabolomeDataＧ
base(HMDB)数据库中成功分类注释到６１个,包括

５０个下调代谢物和１１个上调代谢物(表２).由表

２可见,两组织部位显著差异代谢物中氨基酸、肽及

其类似物最多,共２５个,占成功分类注释代谢物总

数的４１．０％.“青斑”部位仅有色氨酸１种氨基酸含

量显著高于正常部位,而正常部位LＧ苯丙氨酸、酪
氨酸等２４种氨基酸、肽及其类似物显著高于“青斑”
部位.

表２　两组织部位中显著差异物注释结果

Table２　Annotationresultsofimportantforeignbodiesintwotissueparts

类别

Category
下调代谢物

Downregulatedmetabolites
上调代谢物

Upregulatedmetabolites

氨基酸、肽及其类似物

Aminoacids,peptides,
andanalogues

LＧ天门冬氨酸LＧAsparticacid,NＧ乙酰甘氨酸 NＧAcetylＧglycine,LＧ
高胱 氨 酸 LＧHomocystine,NＧαＧ乙 酰ＧLＧ赖 氨 酸 NＧαＧAcetylＧLＧlyＧ
sine,丙酰脯氨酸 Valylproline,精氨琥珀酸 Argininosuccinicacid,酪
氨酸 Tyrosine,４Ｇ胍基丁酸４ＧGuanidinobutyricacid,LＧ苯丙氨酸LＧ
Phenylalanine,LＧ环丝氨酸LＧCycloserine,谷氨酰胺 Glutamine,LＧ
谷氨酰ＧLＧ谷氨酸LＧGlutamylＧLＧglutamicacid,γＧ谷氨酰胺基亮氨

酸γＧGlutamylleucine,NＧ乙酰苯丙氨酸 NＧAcetylＧphenylalanine,LＧ
OＧ磷酸丝氨酸 OＧPhosphoＧLＧserine,NＧ乙酰Ｇ天冬氨酸Ｇ谷氨酸 NＧAＧ
cetylＧAspＧGlu,苯乙酰甘氨酸PhenylacetylＧglycine,吲哚乙酸谷氨酸

IAAＧGlu,NＧαＧ乙酰ＧLＧ精氨酸 NＧαＧAcetylＧLＧarginine,天冬氨酸谷氨

酸 AspＧGlu,丙氨酸Ｇ异亮氨酸 AlaＧIle,１Ｇ氨基环丙烷羧酸１ＧAminoＧ
cyclopropanecarboxylicacid,泛硫乙胺 Pantetheine,γＧ氨基丁酸γＧ
Aminobutyricacid

色氨酸 Tryptanthrin

类黄酮 Flavonoid
山奈酚 Kaempferol,儿茶素 Catechin,表没食子儿茶素 EpigallocatＧ
echin,山奈酚Ｇ３ＧOＧ半乳糖苷 KaempferolＧ３ＧOＧgalactoside

生物碱 Alkaloid
蒜藜芦碱Jervine,１０Ｇ羟基喜树碱１０ＧHydroxycamptothecin,乌头碱

Songorine,羽扇豆碱 Lupinine,文多灵碱 Vindoline,千里光碱 SeneＧ
cionine,紫堇醇灵碱 Corynoline

商陆皂苷 Phytolaccagenin,麦冬

皂 苷 Ophiopogonin,岩 白 菜 素

Bergenin,青藤碱 Sinomenine,紫
草素 Shikonin

有机酸 Organicacid 丙二酸 Malonicacid,苯甲酸 Benzoicacid,LＧ苹果酸LＧMalicacid
有机氮化合物

Organicnitrogencompounds
组胺 Histamine

有机杂环化合物

Organoheterocycliccompounds

５Ｇ羟基色氨酸 ５ＧHydroxytryptophan,DLＧ色氨酸 DLＧTryptophan,
二氢玉米素 Dihydrozeatin,吲哚Indole,卡巴多 Carbadox,咖啡豆醇

Kahweol
苯环型化合物

Benzenoids
４Ｇ羟基 苯 乙 酸 ４ＧHydroxyphenylaceticacid,３Ｇ甲 氧 基 酪 胺 ３ＧMeＧ
thoxytyramine,马尿酸 Hippuricacid

大黄酸 Rhein

脂肪酰基 Fattyacyls
脱硫生物素 Desthiobiotin,十三烷二酸 １,１１ＧUndecanedicarboxylic
acid

十七烷酸 Heptadecanoicacid

有机氧化物

Organooxygencompounds
DＧ木酮糖DＧXylulose,泛酸 Pantothenicacid 绿原酸 Chlorogenicacid

2.5　潜在化学标记物筛选

为寻找雪茄烟叶“青斑”与正常组织部位的潜在

化学标记物,对显著上调差异物按 VIP值排序,发
现绿原酸VIP值最高,为１．７０;按FC值排序发现绿

原酸排名第二,差异倍数为１３．４２.由此可见,其在

上调代谢物中具有重要意义,可作为“青斑”形成的

关键化学标记物.在显著下调差异物中,筛选发现

二氢玉米素FC值最大,高达２９．１２,远高于其他下

调差异物.最终筛选出绿原酸和二氢玉米素作为

“青斑”形成过程的化学标记物,使用箱形图比较其

在两组织部位间的含量丰度差异(图６).
2.6　KEGG 通路富集分析

将两 组 织 部 位 间 显 著 差 异 代 谢 物 注 释 到

KEGG数据库,通过Pathway分析确定代谢物参与

５５１
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的最主要的生化代谢途径是氨基酸代谢,富集到差

异代谢物５６个,占差异代谢物总数的５１．４％.进一

步借助超几何检验方法得到通路富集的P 值,本研

究设定P≤０．０５的通路为显著富集通路,共筛选出

３条显著性差异代谢通路,每条通路富集到的代谢

物如表３所示.

图６　绿原酸(A)和二氢玉米素(B)的相对含量丰度

Fig．６　Relativecontentabundanceofchlorogenicacid(A)anddihydrozeatin(B)

表３　显著差异通路及其富集代谢物

Table３　Significantdifferencepathwayanditsmetaboliteenrichment

通路ID
MapID

代谢途径

Metabolicpathway
P 值

Pvalue
富集的代谢物名称

Thenameofenrichedmetabolite

Map００３５０
酪氨酸代谢

Tyrosinemetabolism
０．０４６４

红景天苷 Salidroside,对香豆酸pＧCoumaricacid,酪醇 Tyrosol,３Ｇ甲氧酪胺

３ＧMethoxytyramine,４Ｇ羟基苯乙酸４ＧHydroxyphenylaceticacid

Map００３６０
苯丙氨酸代谢

Phenylalaninemetabolism
０．０４７１

苯乙酰甘氨酸 PhenylacetylＧglycine,对香豆酸pＧCoumaricacid,苯乙酰谷氨

酰胺 Phenylacetylglutamine,马尿酸 Hippuricacid,LＧ苯丙氨酸LＧPhenylalaＧ
nine,苯甲酸 Benzoicacid

Map００９４１
类黄酮生物合成

Flavonoidbiosynthesis
０．０４９３

绿原酸 Chlorogenicacid,儿茶素 Catechin,表没食子儿茶素 EpigallocateＧ
chin,山奈酚 Kaempferol,５ＧOＧ咖啡酰莽草酸５ＧOＧCaffeoylshikimicacid

　　由表３可以看出,“青斑”(G)和正常(N)２组处

理间酪氨酸代谢、苯丙氨酸代谢和类黄酮生物合成

途径具有显著差异,其中类黄酮生物合成途径富集

到了化学标记物———绿原酸.基于 KEGG PathＧ
way代谢通路数据库,绘制了晾制烟叶中绿原酸生

物合成及类黄酮生物合成途径(图７).
本研究发现雪茄烟叶中绿原酸生物合成途径有

２条,第１条途径为对香豆酸 CoA 经对香豆酰奎宁

酸合成绿原酸,第２条途径为对香豆酸CoA经对香

豆酰莽草酸、咖啡酰莽草酸最终合成绿原酸.由图

７可见,在类黄酮生物合成途径中,山奈酚参与雪茄

烟叶黄酮醇的生物合成,二氢山奈酚、二氢杨梅素和

二氢槲皮素则共同参与调控烟叶花青素的代谢.

3　讨　论

3.1　雪茄烟叶晾制期间“青斑”产生的生理机制

在植物体中,叶绿素主要与蛋白质、脂类相结合

以复合体的形式存在于叶绿体中.鲜烟叶中与叶绿

素结合的蛋白质约占蛋白质总量的５０％,当蛋白质

充分降解时,绝大部分叶绿素也被降解[１１].烟叶蛋

白质在晾制过程中会降解成氨基酸或多肽,对鉴定

到的代谢物进行分类注释时发现“青斑”和正常部位

之间的显著差异代谢物主要是氨基酸、多肽类物质,
正常部位氨基酸、多肽和类似物有２４个显著增多,
占下调代谢物总数的２８．６％,而“青斑”部位仅有１
种氨基酸上调,占上调代谢物总数的４．０％.通过

Pathway分析可以确定代谢物参与的最主要的生化

代谢途径是氨基酸代谢,富集到差异代谢物５６个,
占差异代谢物总数的５１．４％.上述差异说明正常部

位烟叶蛋白质分解较充分,而“青斑”部位烟叶仅有

少量蛋白质降解.烟叶叶绿素在晾制过程会降解形

成新植二烯、植物呋喃和吡咯衍生物等产物[１２],在
分析“青斑”和正常组织的显著差异代谢物中,笔者

发现３种呋喃类物质和３种吡咯衍生物下调,而其

他新植二烯、植物呋喃和吡咯衍生物等代谢产物未

发现下调.此外,“青斑”部位叶绿素含量是正常部

位的３．５７倍.因此,结合２组处理的代谢组学差异

及叶绿素含量等方面的对比分析结果,推测雪茄烟

叶片在晾制期间,叶绿素分解不完全是“青斑”产生

的主要原因.
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图７　雪茄烟叶中类黄酮生物合成通路

Fig．７　Pathwaymapofflavonoidbiosynthesisincigartobacco

　　本研究发现“青斑”与正常部位类黄酮生物合成

途径为差异途径且该途径富集到了化学标记物———
绿原酸(表３),绿原酸是烟草中主要的酚类化合物,
占总多酚的７５％~９０％[１３],在晾制过程中会通过酶

促棕色化反应形成醌类等棕色色素使烟叶颜色转

深[１４],基于代谢组学分析发现“青斑”部位绿原酸含

量显著高于正常部位,“青斑”部位大量绿原酸未发

生酶促棕色化反应,未被氧化成棕色色素,这可能也

是“青斑”形成的原因之一.其余４种代谢物儿茶

素、表没食子儿茶素、５ＧOＧ咖啡酰莽草酸和山奈酚均

为下调代谢物,参与调控烟叶黄酮醇合成和花青素

代谢(图７),有研究表明,类黄酮中的山奈酚及其糖

苷和花青素可以调控黄色形成[１５Ｇ１６],这些代谢物在

正常部位含量显著高于“青斑”部位,可能与正常部

位烟叶变黄有关.
3.2　雪茄烟叶晾制期间“青斑”产生的环境因素

湿度是影响雪茄烟叶叶绿素降解的一个关键因

素,同时水分又是许多代谢过程的重要原料.结合

温湿度记录图(图１)可以看出,在晾制第４天至第

１４天期间晾房湿度较低、波动较大,该时段对应雪

茄烟叶晾制的变色期,是烟叶色素降解的关键时期,
有８０％以上的叶绿素被降解[１].戴培刚等[１７]研究

表明,烟叶失水过快容易形成青烟.本研究中,变黄

期湿度仅有７０％左右,远低于正常湿度(８０％ ~
８５％),导致细胞快速失水死亡、大量叶绿素无法降

解.残留的叶绿素在晾制过程中沉积,可能是“青
斑”产生的环境因素,建议采用湿度可控晾房晾制,
适当提高变黄期湿度.
3.3　关于“青斑”形成过程的化学标记物

在雪茄烟叶晾制过程中绿原酸含量在变黄初期

较高,随晾制时间延长而不断降低[１８].本研究发现

晾制末期“青斑”部位绿原酸含量仍较高,说明在变

黄期时“青斑”部位叶片细胞代谢缓慢或已死亡,导
致大量绿原酸无法分解,最终在“青斑”部位显著富

集.卢绍浩等[１９]研究表明,绿原酸含量高低与色素

含量存在一定正相关性.内源性化学标记物是差异

研究中用来区分彼此的特征物质,经大量研究目前

已形成了系统的代谢组学策略来寻找植物中的内源

性化学标记物,并成功应用于甘蓝[２０]、青花椒[２１]等

作物的差异研究.本研究应用上述方法筛选化学标

记物,发现绿原酸在上调代谢物中 VIP值及FC值

排名分别是第一和第二.因此,绿原酸可以作为“青
斑”形成过程的标记物质.

二氢玉米素是两组织部位差异倍数最大的物

质,差异倍数为２９．１２,其化学结构和生理活性与玉

米素相似,二者都是植物体内主要的游离细胞分裂
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素,具有促进细胞分裂和代谢、保持细胞活力的作

用[２２].正常部位二氢玉米素含量高,细胞代谢旺

盛,有利于叶绿素分解,“青斑”部位二氢玉米素含量

较低,细胞代谢活动较弱,叶绿素降解缓慢,二氢玉

米素可作为区别“青斑”与正常部位的标记物质.结

合绿原酸的分析,在雪茄烟叶晾制变色期监测绿原

酸和二氢玉米素的含量变化,可作为预判叶片是否

会产生“青斑”的有效手段,对茄衣烟叶而言具有重

要的理论价值和生产意义.
综上,雪茄烟叶在晾制过程中叶绿素降解不完

全,大量的绿原酸未被氧化成深色色素,因此,推测

残留的叶绿素和绿原酸在晾制末期沉积是晾制烟叶

“青斑”产生的生理机制.在雪茄烟叶晾制变色期监

测绿原酸和二氢玉米素的含量变化,可作为预判叶

片是否会产生“青斑”的有效手段之一.
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Metabolomicanalysisofmetabolicdifferencesandcausesofgreen
spottissueofcigartobaccoduringairＧcuring

YULianying１,YANGJinpeng２,YUJun２,LINanfen１,YANGRongzhou１,
WANGSheliang１,DINGGuangda１,YANGChunlei２,XUFangsen１

１．NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/MicroelementResearchCenter,
HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

２．AcademyofTobaccoScienceofHubeiProvince,Wuhan４３００３０,China

Abstract　Inordertoexplorethephysiologicalmechanismandmetabolicdifferencesofthegreen
spots(＂GrS＂)formedduringthenaturalairＧcuringprocessofcigartobacco,toimprovetheappearance
qualityofwrappertobaccoleaves,andtoimprovetheairＧcuringtechnology,thecigartobacco‘Chuxue
１０’wasusedasanexperimentmaterials,usinghighＧpressureliquidchromatographyＧtandem massspecＧ
trometry(HPLCＧMS/MS)nonＧtargetedmetabolomicstechnologytoanalyzethemetabolicdifferences
betweentheGrSandnormaltissuesoftobaccoleaves．Theresultsofthestudyshowedthatthecontents
ofchlorophyllandchlorogenicacidinGrSweresignificantlyhigherthanthoseinnormalparts,anda
largeamountofundecomposedchlorophyllandchlorogenicaciddepositedattheendofthedryingperiod
wasthephysiologicalbasisfortheformationofGrS．ThereweresignificantdifferencesintyrosinemeＧ
tabolism,phenylalaninemetabolismandflavonoidbiosynthesisbetweenGrSandnormaltissues．ChloroＧ
genicacidanddihydrozeatincanbeusedaschemicalmarkersintheformationprocessofGrS,andtheir
contentcanbedetectedtomonitorwhethertherewillbeGrSintheprocessofairdrying．Duringthe
yellowingperiodoftobaccoleaves,thehumidityinthedryingroomdropssuddenlyandtheextreme
differenceistoolarge,whichmaybetheexternalenvironmentalfactorfortheformationofGrS．ItisrecＧ
ommendedtousethehumiditycontrolleddryingroomandappropriatelyincreasethehumidityinthe
yellowingperiod．

Keywords　cigartobacco;wrapper;greenspots;chlorophyll;nonＧtargetedmetabonomics;tobacco
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