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高效液相色谱-串联质谱法分离鉴定

黑莓花色苷

王卫东 1,2，李 超 1，许时婴 2,*
(1.徐州工程学院食品工程学院，江苏 徐州      221008；2.江南大学食品学院，江苏 无锡      214122)

摘   要：利用高效液相色谱与二极管阵列检测器 / 电喷雾质谱联用技术研究了黑莓中的花色苷类化合物，分离鉴定

出四种花色苷，均为矢车菊素花色苷。除了一种花色苷是由阿拉伯糖和矢车菊合成苷外，其他花色苷的糖基均为

葡萄糖，并且有两种花色苷和脂肪酸发生酰化。矢车菊 3-O- 葡萄糖苷是黑莓中的主要花色苷，占全部色素含量

的 76.92%，矢车菊 3-O- 阿拉伯糖苷、矢车菊 3-O- 丙二酸酰葡萄糖苷和矢车菊 3-O- 草酸酐酰葡萄糖苷含量依次为

5.57%、2.76% 和 14.75%。
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花色苷属于类黄酮化合物，具有黄烊盐离子的基本

结构，是果蔬及其产品呈现从红色到蓝色的物质基础，

具有抑制血小板凝固，预防血栓、心脏病，抗癌，延

缓衰老等作用[1-3]。黑莓(blackberry)富含花色苷和其他多

酚类物质，其提取物在体外具有很强的抗氧化活性[4]，据

报道，每100g黑莓果实中的花色苷含量为67.4～230mg[5]，

主要属于矢车菊类花色苷，其中含量最多的矢车菊 -3-O-

葡萄糖苷的含量占到花色苷总量的 80% 以上[6-8]。此外，

Dugo 等[9]在黑莓中发现了天竺葵和锦葵色素的花色苷。

由于黑莓品种繁多，且野生及人工改良的种类、成熟

度、气候以及种植条件都将导致花色苷含量和种类的极

大差异，加之花色苷类物质标准品少，因而，对它进

行检测分析很困难。本实验拟通过高效液相色谱连接光

电二极管阵列检测器和电喷雾质谱检测器联用技术(即液

质联用，HPLC-DAD-ESI-MS)得到花色苷类物质的紫外

光谱信息、分子量和分子结构的碎片信息，以期测定

黑莓中花色苷的成分及含量，为今后黑莓花色苷的研究

提供了一种准确且简便易行的方法。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

黑莓单冻(individually quick frozen，IQF)，品种为

赫尔(Hull)    南京新得力食品有限公司。

甲醇(色谱纯)    国药集团化学试剂有限公司；L- 鼠
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李糖、L- 阿拉伯糖、D- 木糖、D- 甘露糖、D- 葡萄糖

和 D- 半乳糖标准品    Sigma 公司；其余化学试剂均为分

析 纯 。

Waters 2690高效液相色谱 -质谱联用仪、Waters 996

DAD 检测器    美国 Waters 公司；Agilent 6890 型气相

色谱仪    美国安捷伦公司；14A 型 ShimadzuGC-2010 气

相色谱仪(配以氢火焰离子化检测器)    日本岛津公司。

1.2 方法

1.2.1 花色苷提取

花色苷为水溶性色素，在中性或者碱性溶液中不稳

定，因此常用含有 0.1%～1%(V/V)的盐酸甲醇或乙醇溶

液提取，其中酸有利于提高花色苷的稳定性，防止非

酰基化的花色苷的降解。然而在提取液浓缩除去甲醇或

乙醇的过程中，由于盐酸浓度的提高可能导致花色苷的

降解。用丙酮提取花色苷的效率更高，重复性更好，

而且在真空浓缩时使用的温度更低，因此本实验采用丙

酮提取黑莓中的花色苷，提取液用 Sep-Pak C18 小柱纯化

后进行 HPLC-DAD-ESI-MS 分析。

黑莓花色苷和多酚的提取参考 Trappey 等[10]的方法

进行。分别称取 1 0g 黑莓果肉、黑莓种子或者黑莓浆

(将冷冻黑莓在 4℃解冻后打浆)，加入 20ml 丙酮，超声

10min(超声波功率 350W)。布氏漏斗抽滤后，残渣用

70%(V/V)丙酮重复提取，直到提取液清澈无色。合并

提取液，与氯仿以 1:2(V/V)混合，上层水相在 30℃下真

空浓缩除去丙酮，用水定容到 25ml。

1.2.2 花色苷纯化

将 Sep-Pak-C18 固相微萃取小柱依次用含有 0.01% 盐

酸的甲醇、乙酸乙酯和 0.01% 盐酸的水各 5ml 活化，取

2ml 花色苷提取液吸附在小柱上，用氮气吹 3min 后，先

用 0.01% 盐酸的水 10ml 洗去柱子上吸附的糖、蛋白等水

溶性物质，再用 5m l 乙酸乙酯洗脱非花色苷多酚类物

质，花色苷用 0.01% 盐酸的甲醇洗脱收集。将甲醇洗脱

液在 40℃下浓缩至干，溶解于 1ml 含有 0.01% 盐酸的甲

醇中，以备液相色谱和质谱的测定。

1.2.3 花色苷水解

将3ml 1.2.1节中所得的提取液用C18小柱纯化后，浓

缩至干，加入 6mol/L 的盐酸溶液 3ml，充入氮气并加

塞，在 100℃的水浴中加热水解 45min 后立即用冰水冷

却。将水解液吸附在 Sep-Pak-C 18 小柱上，糖基部分用

0.01% 的盐酸水溶液洗脱收集，花色素部分用 0.01% 的

盐酸甲醇溶液回收。

1.2.4 花色苷糖基部分的鉴定

水解回收的含糖基部分冷冻干燥，将干燥后的糖

基加入试管中，再加入 10mg 的盐酸羟胺和 0.5ml 的吡

啶，摇匀后于 90℃加热 30min，冷却，再加入 0.5ml 的

乙酸酐摇匀，在 90℃加热 30min，冷却后用于气相色

谱分析。

色谱分析采用气相色谱仪(配以氢火焰离子化检

测器 )；色谱柱为石英毛细管柱( D B - 1 7 0 1，3 0 m ×

0.53mm)，汽化室温度 250℃，检测器温度 260℃；空

气流量 400ml/min，H2 流量 47ml/min，氮气压力64.9kPa，

流量 10ml/min；分流比为 30:1，进样量 0.5μl；程序升

温：起始温度 120℃，停留 2min，以 10℃/min 升温至

190℃，停留 2min，以3℃/min 升温至240℃，停留5min。

1.2.5 液相色谱和质谱条件

液相色谱条件：色谱柱：Lichrospher C18 柱(2.0 ×

250mm，5μm)；流动相：A 液为甲醇，B 液为 0.4%

的甲酸。线性梯度洗脱：0～30min，A 液从 5 % 升至

4 0%；3 0～4 0 mi n，A 液从 4 0% 升至 8 0 %。流速：

0.3ml/min。柱温 35℃，进样量 10μl。DAD 检测器，

200～700nm 全扫描。

质谱条件：正离子扫描(ESI+，m/z 200～1200)，毛

细管电压：3.99kV；锥孔电压：25V；光电倍增器电压：

650V；离子源温度：100℃；脱溶剂气温度：250℃。

2 结果与分析

2.1 黑莓花色苷提取液的液相色谱和紫外光谱

100

50

0

1

相
对

丰
度

(%
)

时间(min)

5 10 15 20 25 30

23

4

图1   黑莓花色苷提取物的高效液相色谱图(检测波长520nm)

Fig.1   HPLC chromatogram of blackberry anthocyanin extract

(detected at 520 nm)

图 1 为黑莓花色苷提取物以 520nm 为检测波长时的

高效液相色谱图，检测到 4 个主要的色谱峰，各个色谱

峰的保留时间、光谱信息和相对含量见表 1。由表 1 可

峰 保留时间 λVis-max* A440/Aλ 相对含量

号 (min) (nm) (×100) (%)

1 15.5 516 33.81 76.92

2 18.0 519 32.57 5.57

3 18.7 519 33.31 2.76

4 19.2 519 31.86 14.75

表1   黑莓花色苷提取物的液相色谱和光谱特性

Table 1   Liquid chromatographic and spectral characteristics of

anthocyanins from blackberry

注：* . 可见光区最大吸收波长。

Vis-max
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图2   色谱峰1、2、3、4 的紫外- 可见吸收图谱

Fig.2   UV-Vis spectra of peaks 1, 2, 3 and 4 (see Fig.1)
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图3   花色苷水解后花色素的HPLC(检测波长520nm)和 ESI+-MS图

Fig.3   HPLC chromatogram and ESI+-MS spectrum of cyanidin in

blackberry anthocyanins (detected at 520 nm)
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图4   花色苷经酸水解后糖基的气相色谱图

Fig.4   Gas chromatogram of sugar moiety in blackberry anthocyanins

合 物 。

花色苷的紫外吸收光谱还可提供花色苷元、糖基取

代模式的信息。花色苷分子中 C3 羟基总是以糖基化形

式存在，进一步的糖基化可以发生在 C5 上的羟基，也

可能发生于 C7、C3'、C5' 上的羟基。根据 Harborne[11]

的研究，花色苷的 A440 与 AλVis-max 的比值与糖基的取代位

置有关，C3，C5 取代双糖花色苷的 A440/AλVis-max 值是 C3

取代单糖花色苷的一半，因此根据 AλVis-max 与 A440 的比值，

结合查阅相关文献就可以判断糖基的位置。由表 1 可

见，四种花色苷的 A 440/AλVis -max 值都在 30% 以上，根据

Hong 等[12]的研究，双糖花色苷的 A440/AλVis-max 值小于 20%，

因此这些较高的值表明糖取代基处在花色苷的 C3 或 C7

上的羟基。四个色谱峰在 300～330nm 处都没有明显的

吸收峰存在，说明花色苷分子中的糖没有和羟基苯乙烯

酸发生酰化，有可能存在脂肪酸酰化(如果有酰化基团

存在) [11 ,13]。

2.2 花色苷酸水解后的糖基和配基

花色苷在盐酸的作用下，糖基被水解，糖苷配基

(水解产物的非糖部分，即花色素)的液相色谱图见图 3。

从图 3 可以看出，黑莓中花色苷的糖苷配基只有一种。

由于花色素分子中不再含有糖基，极性减弱，所以保

留时间延长到 20.45min。从质谱图中可以看出，此花色

素的分子离子[M]+ 为 m/z287.3，对应于矢车菊花色素的

分子量。黑莓中只有矢车菊类花色苷存在，使得在鉴

别黑莓产品的真伪上更为方便，因为在其中掺入葡萄或

草莓的成分，都会出现更多种类的花色苷。

见，峰 1(保留时间 15.5min)占了总峰面积的 76.92%， 峰

2、3、4 分别占总峰面积的 5.57%、2.76% 和 14.75%。

紫外 - 可见光谱很早就被人们应用于花色苷的结构

鉴定。花色苷是类黄酮化合物，在 280nm 和 520nm 左

右的两个波长处有特征吸收峰，而干扰花色苷分析的其

他类黄酮化合物(如黄酮、黄烷酮、黄酮醇、黄烷醇等)

在紫外区 300～350nm 和 240～285nm 有特征吸收峰，因

此通过测定多酚类物质的最大吸收波长即可判断其是否

为花色苷类多酚。图 1 中四个色谱峰的紫外 - 可见光谱

图见图 2。由图 2 可知，这四个色谱峰在 510～520nm

处都有最大吸收，因此可以确定它们都是花色苷类化
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图5   黑莓花色苷(峰1和峰2)ESI+-MS图及结构

Fig.5   ESI+-MS spectra and structure of blackberry anthocyanins
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图6   黑莓花色苷(峰3和峰4)ESI+-MS图及结构

Fig.6   ESI+-MS spectra and structure of blackberry anthocyanins

(peaks 3 and 4)
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图7   黑莓花色苷(峰4)ESI--MS图

Fig.7   ESI-MS spectrum of blackberry anthocyanin (peak 4)

花色苷水解后的糖基部分用气相色谱检测，结果

如图 4 所示，图 4 中两个色谱峰的保留时间为 11.563min

和 16.230min。根据标准糖样的保留时间，确定糖基是

阿拉伯糖和葡萄糖。对峰面积进行归一化定量，其含

量分别占总糖基的 8.25% 和 91.75%。

2.3 花色苷的质谱分析

图 1 中峰 1 的质谱图见图 5，其分子离子[M+H]+ 为

m/z 449.2，碎片离子为 m/z 287.2，是由分子离子失去

了一个质量数为 162 的中性碎片(脱水六碳糖基)而得。对

应于矢车菊葡萄糖苷或者其他六碳糖苷。由于花色苷用

盐酸水解后的糖中六碳糖只有葡萄糖，因此峰 1 所代表

的花色苷是葡萄糖和矢车菊形成的苷。花色素分子中的

游离 3- 羟基可破坏发色团的稳定性，因此它总是以糖基

化形式存在。综上所述，确定峰 1 为矢车菊 3-O - 葡萄

糖苷。到目前为止，矢车菊 3-O- 葡萄糖苷被认为是黑

莓中最常见和含量最高的花色苷[8]。

峰 2 的分子离子[M+H]+ 为 m/z 419.2(图 5)，碎片离

子为 m/z 287，是由 m/z 419.2 失去一个质量数为 132 的

中性碎片而形成。132 正是五碳糖和花色素成苷时失去

一分子水时的质量数。结合花色苷水解物的气相色谱

图，可知此五碳糖为阿拉伯糖。和峰 1 的花色苷一样，

只有一个糖时，成苷位置在 3 位，因此峰 2 为矢车菊 3-

O- 阿拉伯糖苷。Dugo 等[9]和 Wada 等[14]也认为黑莓中与

矢车菊成苷的五碳糖是阿拉伯糖，但 Sapers 等[15]则认为

五碳糖是木糖。

峰 3 的分子离子[M+H]+ 为 m/z 535.3(图 6)，碎片离

子为 m/z 287，由 m/z 535 失去一个质量数为 248 的中性

碎片而形得。由于黑莓花色苷水解后的糖基只有葡萄糖

和阿拉伯糖，所以这个中性碎片中的糖基可能是葡萄糖

或者阿拉伯糖。如果是葡萄糖，则这个中性碎片可能

为葡萄糖(质量数 162)和丙二酸(质量数 86)酰化形成的；

如果 248 的中性碎片由阿拉伯糖形成，则它可能与苹果

酸(质量数 116)发生酰化。迄今为止，关于黑莓中的酰

化花色苷尚未有苹果酸酰化的报道，因此推断峰 3 为矢

车菊 3-O- 丙二酸酰葡萄糖花色苷，与 Fang-Chiang[16]的

报道一致。

峰 4 的分子离子[M+H]+ 为 m/z 593.4(图 6)，碎片离

子为 m/z 287，由 m/z 593 失去一个质量数为 306 的中性

碎片而得。由于花色苷正离子质谱图中碎片信息很少，

所以对峰 4 的分析又参照了其负离子质谱图(图 7)。从负
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离子质谱图可以看出，峰 4 的[M-H]－ m/z 为 591.3，碎

片离子 m/z 285 是矢车菊素的负离子，m/z 447 是矢车菊

素 - 脱水葡萄糖的负离子，由分子离子失去质量数为 144

的碎片形成，因此推断峰 4 为矢车菊 3-O- 草酸酐酰葡萄

糖花色苷。

3 结  论

采用高效液相色谱 - 电喷雾质谱联用技术可有效地

分离分析黑莓中花色苷类物质。实验结果表明，黑莓

中存在的花色苷为矢车菊 3-O- 葡萄糖苷、矢车菊 3-O-阿

拉伯糖苷、矢车菊 3-O- 丙二酸酰葡萄糖花色苷和矢车菊

3-O- 草酸酰葡萄糖花色苷。矢车菊 3-O- 葡萄糖苷为主要

的花色苷，其含量约占黑莓花色苷总量的 80%。
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