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摘 　要 :植物组织中是否有花色苷及其类型 ,可通过植物组织的颜色、抽提液的颜色、抽提液在 pH梯度中的颜色

等作大致的推断 ,但对植物组织中的花色苷进行较精确的定性还需做进一步分离、纯化和鉴定. 定量分析要依据材

料不同而选择不同的方法 ,本文对花色普定性定量研究方法进行了综述.

关键词 :花色苷 ;提取 ;纯化 ;定性分析 ;定量分析

中图分类号 : S718 - 43　　　文献标识码 : A

花色苷是一种黄酮类色素 ,存在于大部分的花和果实中 ,一些植物的茎和叶中也存在花色苷. 花色苷作

为一种天然食用色素 ,安全、无毒、且具有一定的营养和药理作用 ,在一些功能性食品和化妆品中已有应用 ,

因此越来越受到人们的重视 [ 1, 2 ]
. 花色苷是由花色素和糖结合形成的配糖体 ,常见的花色素主要有 6种 ,分

别是天葵色素 (花葵素 )、矢车菊素、飞燕草色素 (翠雀素 )、芍药色素、牵牛花色素和锦葵色素 (二甲花翠

素 ) [ 3 ]
. 花色苷的种类决定于花色素的种类、糖基的种类以及花色素与糖基的结合部位. 本文对花色苷定性

定量的方法进行了概述 ,以方便对植物的花色苷进行较为广泛和深入的研究 ,从而为进一步研究花色苷的性

质奠定基础.

1　花色苷的简单定性

可根据植物体的颜色判断. 当植物组织呈现有蓝色或紫色时 ,其肯定含有花色素 ;呈红色时 ,则可能含有

花色素也可能含有类胡萝卜素 ,这时可根据水溶性来区别 ,花色素类较易溶于水而类胡萝卜素不易溶于

水 [ 2 ]
. 若将含有花色素的植物体的切片暴露于醋酸蒸汽中会变成红色 ,而暴露于氨蒸汽中时 ,会依紫—蓝 —

绿的顺序发生颜色变化 [ 2 ] . 花色苷的颜色会随溶液 pH的变化而变化 ,花色苷在强酸性溶液中呈稳定的红

色 ,弱酸性至中性溶液中呈红紫色 ,碱性溶液中呈蓝色. 主要含有天竺葵色素、矢车菊素的糖苷提取物会呈现

橙到红色 ,含有甲基花青素糖苷的为深红 ,含有飞燕草素、矮牵牛苷配基和锦葵色素糖苷的则会显出红色 ,而

糖苷基团的酰化可能会有一种蓝化效果 [ 3 ]
. 花色苷的酰基化会影响花色苷的稳定性. 非酰化和单酰化的花

色苷在 pH值很低时 ,其溶液呈现最强的红色. 随着 pH值的增大 ,花色苷的颜色将褪至无色 ,最后在高 pH值

时变成紫色或蓝色. 但是具有两个或两个以上酰基的花色苷在整个 pH值范围内都表现出相当好的颜色稳

定性 [ 4 ]
. 将植物组织用石油醚提取 ,若无色则说明提取物不含类胡萝卜素和叶绿素 ;向提取物中加入 10%

HCl若呈现各种红色且加入 25%氨溶液后呈现各种黄绿 (花色苷的蓝色与类黄酮的黄色产生 )则说明含有

花色苷和类黄酮 (除去橙酮 ) [ 5, 6 ] .

2　花色苷的提取

花色苷提取方法的选择取决于提取的目的和花色苷的种类. 多用盐酸甲醇溶液或蚁酸甲醇液提取 [ 7 ] .

定量提取需在低温下保持一夜 ,若浑浊还需过滤或离心分离 ;若只用于层析的样品 ,则提取 10 - 15 m in即

可 [ 8 ]
. 当提取的花色苷要用于食品着色时 ,考虑到甲醇的毒性 ,应选择盐酸乙醇溶液 [ 1 ]

.
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提取花色苷时用盐酸酸化可以保持低 pH值 ,阻止无酰基的花色苷的降解 ,但随着盐酸甲醇液或蚁酸甲醇

液的蒸发盐酸被浓缩其结果会导致花色苷的降解. Revilla等对红葡萄中色素进行提取的研究表明提取液中盐

酸的浓度大于 0. 12 mol/L就会引起含酰基的花色苷的部分水解 [ 9 ]
.因此为了获得更接近于天然状态的花色苷 ,

可采用中性溶剂或弱有机酸做初步提取. 如果既要考虑色素的产量 ,又要尽量保持色素的原始状态 ,可以选择

有机酸和甲醇提取花色苷 ,其中 ,柠檬酸是最好的 ,其次是酒石酸、甲酸、乙酸和丙酸. 一些学者采用丙酮作提取

剂 ,其效果比酸化的甲醇液要好 ,且操作可在相对较低的温度下进行 [ 7 ]
. 初步提取的花色苷提取物通常很稀 ,一

般用旋转蒸发器浓缩.因花色素类不耐高温 ,所以浓缩时温度不要超过 40℃,时间也不宜太久.

3　花色苷的分离纯化

3. 1　纸层析

是分离天然色素的一种较为传统的方法 ,具有快速、设备简便等优点 ,但此法分离到的花色苷的量很有

限. 常用新华 NO. 3或 W hatmanNO. 3层析纸 ,多以 BAW (正丁醇 - 醋酸 - 水 = 4∶1∶2 v/v)、MAW (正丁醇 -

醋酸 -水 = 4∶1∶5v/v)为展液. 大规模分离 (1 - 100mg)时常用 BH (正丁醇 - 2mol/L盐酸 = 1∶1上层 v/v)和

15%的乙酸为展液. 展开后 ,用酸性甲醇或乙醇洗涤 ,乙醚反复沉淀、浓缩 ,即可得到样品 [ 2, 8 ] .

3. 2　薄层层析

可用硅胶作吸附剂 , Harbon的研究表明以乙酸乙酯 - 甲酸 - 2mol/L盐酸 ( 86∶5∶9)为展液尤适用于分

离用纸层析很难分离的锦葵色素和芍药色素 [ 8, 10 ]
. 也可用纤维素作吸附剂. 具有速度快、分辨力好的优点 ,但

同纸层析法一样 ,此法分离到的花色苷的量也很有限.

3. 3　柱层析

是日前普遍采用的纯化花色苷的方法 ,对于不挥发的花色苷的分离是理想的 ;多以吸附树脂、凝胶为吸

附剂. 在游离花色素的情况下 ,洗脱速度取决于游离酚羟基对氢键的利用程度 ,依次为 :锦葵素 >芍药素 >天

竺葵素 >碧冬茄素 >矢车菊素 >飞燕草素 [ 8, 10 ] .

3. 4　HPLC (高效液相色谱 )

可用制备型 HPLC (p reparative HPLC)来纯化花色苷. Fiorini用 Sphefisorb ODS - 2柱对草莓、接骨木、茄

子、萝卜等的花色苷进行了提取 ,结果表明 HPLC是分离单糖基或酰化的二糖基和三糖基花色苷的一种有效

的方法 [ 11 ] . 近来 ,科学工作者多用高效快速、样品用量极少、溶剂消耗极少的毛细管电泳 ( CE) , 1997年

B ridle用毛细管区带电泳 (CZE)使得混有草莓和接骨木浆果花色苷获得了分离. 1998年 W atanabe用胶束电

动毛细管色谱法 (MEKC /MECC)分析了糖果、果汁、果冻等食品中的接骨木色素 ,不到 10 m in所有的花色苷

都得到分离 [ 12 ] .

4　花色苷的定性分析

4. 1　纸层析与薄层层析

常用的展开剂有 BAW (正丁醇 -乙酸 -水 = 4∶1∶5v/v /v)、BH (正丁醇 - 2mol/L盐酸 = 1∶1)、1%盐酸
(浓盐酸 -水 = 3∶97)等. 可通过各种花色苷在纸层析与薄层层析中的 Rf值来推断花色苷的种类. 各种花色

苷的 Rf值可参考文献 [ 2, 6, 13 ]等得到. 纸层析与薄层层析用于花色苷的定性分析很有限且缺乏精确性.

4. 2　紫外 -可见光谱法

通常用 0. 01%的盐酸甲醇液作为溶剂测定其紫外吸收值 (也可用 0. 01%的盐酸乙醇 ). 花色苷及其色

素元在可见光 465 - 550 nm ,紫外光 275 nm处有吸收峰 ,不过通常提取物要在 200 - 700 nm范围扫描 ,与酰

基化有关 [ 3 ] . 在 0. 01%的盐酸乙醇测定的λmax要比在 0. 01%的盐酸甲醇中的λmax长 10 nm,在 0. 01%的

盐酸甲醇中的λmax比在水中的λmax长 15 nm.

用紫外 -可见光谱法测定花色苷其要点如下 :

①B环有邻位羟基的确定 　将花色苷及其色素元在 200 - 700 nm波长范围内进行扫描. 再加入 A lCl3 ,

若出现红移说明 B环有邻位羟基 ,则可区分矢车菊素、牵牛色素、飞燕草素 (有邻位羟基 )与天竺葵素、芍药

色素、锦葵色素 (无邻位羟基 ) [ 1 - 3, 10 ]
.
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②糖基位置的确定 　糖基化会导致可见光区紫移 , 3 - 羟基位的糖基化会导致最大紫移 (约 10 - 15

nm) , 5 -糖基化会紫移约 7 nm. 3, 5 - 糖基化的花色苷与只 3 - 羟基位糖基化的同花色素的花色苷不易区

分 ,但 5 -羟基的糖基化与酰基化会在 400 - 570 nm处产生不同的吸收值. 5 - 羟基的没有糖基化 ,只是 3 -

羟基位的糖基化有一个肩峰 , 5 -羟基的糖基化会在这个区域产生一个平台. 糖基位置最好的确定方法就是

测定 E440 nm /Emax[ 13 ] .

③酰基是否存在的确定 　测定在 300 - 330 nm范围内有无吸收峰 ,若有则说明有酰基. pH > 0. 4时 ,复

合酰化的花色苷在 560 - 600 nm或 600 - 640 nm还显示一个额外的吸收最大峰 [ 3 ]
.

④甲基化与羟基化 　花色苷 3’和 5’位置的羟基的甲基化会导致微量的紫移 ,但 7 -羟基的甲基化会导

致 8—10 nm的紫移 (伴随颜色变红 ). 分子内羟基数目增多会导致红移 (颜色变紫 ).

⑤其它 　添加甲醇钠 (NaOMe)若可见光区的最大吸收波长红移 ,且吸光度值不随时间下降 ,则说明花

色苷 4’位有羟基 ,且 3位羟基上形成糖苷 [ 10 ] . 若花色苷在紫外光下有荧光则说明 5位有取代基 [ 10 ] . 当黄烊

阳离子在 4位上有苯基或甲氧基时 ,通入二氧化硫后不会褪色 [ 10 ]
.

4. 3　HPLC (高效液相色谱 )

HPLC可用于花色苷的定性和定量测定 ,但由于商业上可提供的花色苷标准物有限 ,所以限制了 HPLC

在花色苷定性方面的应用 [ 11 ] . 再加上高效液相色谱仪本身存在的缺点 ,所以通常采用高效液相色谱仪与质

谱、核磁共振仪等连用的方法.

4. 4　花色苷的水解

将花色苷水解后 ,分别测定它的色素元、糖基和酰基再结合花色苷测定的结果 ,同样可推测花色苷的种

类. 常用的方法为 :在色素的甲醇溶液中按 1∶1加入加入 2mol/L盐酸 ,水浴回流 ,再用戊醇提取色素元 ,以

N -甲基双辛胺的氯仿溶液除去酸 ,浓缩干燥可得酰化剂样品 ;除去色素元和酰化剂的溶液以氯仿除去多余

的胺 ,浓缩经过微孔过滤器 ,可用于分析 [ 10 ]
.

5　花色苷的定量测定

5. 1　应用朗伯 —比尔定律测定花色苷

应用朗伯 —比尔定律得出的公式 :

C =
100EVM
ε0

(
mg
mL

).

C为色素的浓度 ; E为所测得的消光值 ; V为稀释倍数 ; M 为标准色素的相对分子量 ;ε0 为标准色素的分

子消光系数 [ 2 ]
.

该方法测定花色苷总量需要在一个恒定的 pH介质中进行. 首先要在定性的基础上确定花色苷的种类 ,

然后测定单个花色苷的最大吸收波长下的摩尔消光系数ε或比消光度 E. 但单个花色苷的差别很小 ,而且单

个花色苷组成的比率未知 ,所以一般用平均比消光度 av E来测定花色苷总量 ,误差小于 0. 2%. 单个花色苷

的比消光度 E是很难得到的 ,可以利用参考文献提供的数据. Fuleki和 Francis利用该方法对红莓子中花色

苷总量进行了测定 [ 1 ] . 陈炳华、陈前火等用改进的 Fuleki法测定了果实中花色苷的含量 [ 15 ] .

5. 2　经过加工或储藏的材料中花色苷总量测定的两种方法

经过加工或储藏的材料会产生褐色降解物 ,这些降解物和花色苷具有相同的能量吸收范围. 这类花色苷

总量的测定 ,通常有两种方法.

5. 2. 1　pH示差法

依据花色苷发色团的结构随 pH而转换 ,而超干扰作用的褐色降解物的特性不随 pH而变化 ,通过实验确

定两个对花色苷吸光度差别最大 ,但对花色苷稳定的 pH值 ,根据 Fuleki的公式可以计算出花色苷总量 [ 1 ]
.

5. 2. 2　差减法

先测定样品在可见光区最大吸光度 ,经二氧化硫或亚硫酸盐漂白或过氧化氢氧化后 ,再测定一次吸光

度 ,二者的差值就是花色苷的吸光度. 参考用标准花色苷绘制的工作曲线 ,将吸光度换算成浓度. 差减法使用

漂白剂因而能降低某些干扰组分的吸光度而使总花色苷浓度偏高 [ 1 ]
.
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5. 3　单个花色苷的定量分析

对于单个花色苷的定量分析 ,其分离纯化是关键. 早期单个花色苷纯化的方法有乙酸铅法、聚酰胺法、聚

乙烯吡咯烷酮法和离子交换树脂法等 ,其中以离子交换树脂法最佳. Amberlite CG - 50离子交换树脂比较常

用. 日前 , HPLC方法广泛地应用于总花色苷和单个花色苷的定量分析.

6　结束语

近年来 ,随着人们对人工合成色素毒性及花色苷抗氧化性和生理功能的认识 ,对天然色素的需求量将会

越来越大 ,因此找到一种花色苷含量较多且其稳定性较好的植物、进一步改进花色苷分离提纯的方法使其应

用于生产实践将是花色苷研究的重要方向.
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M ethods for Isolation and Identif ication of Anthocyan ins from Plants

ZHANG Xiu2li1 , L I J in2tao1 , YANG Jun1, 2

(College of L ife Sciences, China W est Normal University, Nanchong 637002, China;

Institute of Rare Animals and Plants, China W est Normal University, Nanchong 637002, China)

Abstract: The p resence and the types of anthocyanin in p lant tissue can be deduced via obervation on color in p lant

tissue, in extracts from p lant or the extract in low pH solutions. But the p recise characterization of anthocyanin

needs further work such as seperation, purification, and identification of anthocyanin from p lantmaterials. D ifferent

methods of quantification should be adap ted according to the p lant tissue used for experiment.
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