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勿忘我花色素的分离与鉴定
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� � 摘 � 要: 采用超声波强化溶剂法提取了蓝紫色勿忘我花色素, 提取溶剂为 55% ~ 60%的酸性乙醇溶液。

色素平均得率 15% , 色价 ( 540nm ) 为 36� 55。色素经纸色谱 ( PC) 分离主要含有黄色和红色两种物质, 特

别地对纸色谱分离出的这两种物质进行了显色反应、紫外可见光谱 ( UV )、红外光谱 ( IR ) 的测定分析, 认

为黄色物质为黄酮类化合物, 红色物质为花青素。色素经液相色谱 ( HPLC) 分离, 主要含有 7个组分, 相对

含量分别为 63�45%、 25�45%、 0� 59%、 0�64%、 4� 27%、 5�44%、0�21%。色素经液相色谱 -质谱 ( LC -

M S) 联用仪的分离测定和结构分析, 结果表明蓝紫色勿忘我花色素中含有矢车菊及其葡萄糖苷、黄酮及其衍

生物, 可能含有少量的飞燕草素和芍药定及其苷。
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Abstrac t: In this study, the pigm ents from v io le t- b lue Forge t- m e- not flower ( L imon ium sinuatum ) w as obta ined

by ultrasonic enhanc ing so lvent extraction. Ex traction so lvent w as 55% ~ 60% acid e thano .l The average yie ld rate o f

the p igm ent w as 15% and co lor sca le ( 540nm ) w as 36� 55. The p igm ent conta ined ye llow and red two substances

through Paper Chroma tog raphy ( PC) separa tion. Co lor reaction, UV - v isib le spectroscopy ( UV ) and Infrared spec�

troscopy ( IR ) m easur ing and ana lysis were executed upon those tw o substances particu lar ly. Th is ind icated that the

ye llow substance was flavono ids and red substance w as anthocyan in. Seven m a in components we re obta ined from the

p igment v ia H igh Perform ance L iquid Chrom atography ( HPLC ) sepa ration. The ir re lative conten t ratios were

63�45% , 25� 45% , 0�59% , 0� 64% , 4�27% , 5� 44% , 0� 21% . The p igm ent was separated and struc tura lly ana�

lyzed by L iqu id Chrom atog raphy- M ass Spectrom etry ( LC- M S). The resu lts showed tha t the p igm ent o f vio le t- b lue

Fo rget- m e- no t ( L im onium sinua tum ) conta ined cyan id in and its g lucos ide, flavone and its der ivatives; itm ay con�

ta in de lph in id in, peon id in and its g lycosides.

K ey words: forget- m e- not flow er; p igm ent; separation; identification

勿忘我 (L imon ium sinuatum ) 花属于蓝雪科,

补血草属, 为多年生草本植物, 花小而密集, 花

色丰富, 且花期长, 久不褪色不凋落
[ 1]
。勿忘我

花中最艳丽的是蓝紫色花, 花可泡茶, 具有清热
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去火、平肝明目、消炎止痛的作用
[ 2]
。勿忘我花

色素是从蓝紫色勿忘我花中提取得到的紫红色固

体色素, 为花青素类色素
[ 3- 4]
。花青素在自然界

中常和糖结合, 形成花色苷。花色苷作为一种天

然食用色素, 具有安全、无毒、资源丰富的特

点, 并有一定的保健作用, 能够起到抑制血小板

凝固、预防血栓、心脏病、抗癌、延缓衰老等作

用
[ 5- 6]

, 因此花色苷在食品、化妆品、医药领域

的应用有着巨大潜力
[ 7- 10 ]

。

勿忘我花色素的分离与分析鉴定, 对天然色

素的开发和利用意义重大。为了充分有效地利用

勿忘我花色素这一优质的天然资源, 对提取的勿

忘我花色素进行了初步的分离和结构鉴定, 相关

内容国内尚未见文献报道。本文首次从勿忘我花

色素中分离鉴定出矢车菊素及其葡萄糖、黄酮及

其衍生物, 可能含有少量的飞燕草素和芍药色素

及其葡萄糖苷, 这为更好地对蓝紫色勿忘我花色

素进行提取、开发和应用, 提供了一定的表征条

件和理论依据。

1� 材料与方法
1�1� 材料与仪器
蓝紫色勿忘我花 (市售, 自然风干后, 剪下

花瓣备用 ); 所用试剂 (提取试剂均为分析纯 )。

FW - 100型高速万能粉碎机 (天津市泰斯特

仪器有限公司 ); AR2140电子天平 (奥豪斯国际贸

易 (上海 )有限公司 ) ; UV - 4802型紫外可见分光

光度计 (龙尼柯 (上海 )仪器有限公司 ) ; KQ - 500B

型超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司 ) ; 旋

转薄膜蒸发仪 (上海 ); FD - 1B - 55冷冻干燥机

(北京博医康实验仪器有限公司 ); AVATAR330FT

- IR傅立叶红外光谱仪 (美国安捷伦公司 ) ; w aters

1525液相色谱仪 (美国 ) ; LTQ型液相色谱 - 质谱

联用仪 (美国 Thermo Fisher)。

1�2� 实验方法
1�2�1� 色素的提取
由实验得知勿忘我花色素溶液在酸性条件下

稳定, 颜色为桃红色, 而在中性和碱性条件下不

稳定, 红色变淡并变为黄绿色至黄色
[ 3]
。选择

55% - 60%的酸性乙醇溶液为提取剂, 按下述工

艺提取得到花色素: 干花瓣粉碎 �加入酸性乙醇

水溶液�超声提取�过滤�减压浓缩滤液�石油醚

洗涤滤液 �冷冻干燥滤液�紫红色固体色素。花色
素平均得率 15%, 色价 ( 540nm ) 为 36�55[ 4]。
1�2�2� 色素的纸色谱 ( PC)分离

将色素用提取溶剂溶解, 进行薄层色谱和纸

色谱分离, 发现色素在硅胶板上由红色变为黄绿

色。用纸色谱分离色素, 颜色不变。展开剂为正

丁醇 �醋酸 �水 = 4 �1 �5。

1�2�3� 色素的显色反应
做了大量纸色谱, 将分离出的斑点剪下, 分

别用提取溶剂浸泡、分离, 对色素溶液进行还原

显色反应和金属盐类试剂以及碱性试剂的显色反

应。

1�2�4� 色素的紫外可见光谱 (UV )测定

将纸色谱分离出的斑点剪下, 分别用提取溶

剂浸泡、分离。并将斑点的溶液分别做紫外可见

光谱扫描。

1�2�5� 色素的红外光谱 ( IR )测定

将纸色谱分离出的斑点剪下, 分别用提取溶

剂浸泡、分离, 用冷风将溶剂吹干, 样品用 KBr

压片, 测定红外光谱。

1�2�6� 色素的液相色谱 (HPLC )测定

将干花瓣粉碎后加入酸性乙醇水溶液, 在室

温下超声提取, 经过滤、浓缩、石油醚洗涤后,

色素溶液做液相色谱和液相色谱 -质谱测定并分

析。

液相色谱条件: 色谱柱为 Symmetry C18

( 75mm � 4�6mm � 3�5�m); 流动相 A: 为乙腈 -

甲醇 ( 130 �90 ) 含 0�1% 甲酸; 流动相 B为:

0�1%的甲酸水溶液, 流速各为 0�15mL /m in; 检

测波长为 340nm。

1�2�7� 液相色谱 -质谱 ( LC- M S) 测定

液相色谱 -质谱联用仪 ( LTQ型 ) 配备电喷

雾电离源 ( ESI) , 实验采用正、负离子检测模

式, 检测质量范围为 50 ~ 1000u; 色谱柱为

TCC18 ( 4�6mm � 250mm, 5�m, Ag ilent Tech�
n ique), 以甲醇 -醋酸 -水 ( 60 �10 �30) 为流
动相

[ 11]
, 流速 1000�L /m in。

2� 结果与讨论
2�1� 色素的纸色谱 ( PC)分析

花色素用纸色谱展开后主要有两个斑点, 一
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个为黄色斑点, 比移值 R f = 0�68, 另一个为红色
斑点, R f= 0�33。可得出色素主要由黄色物质和
红色物质组成。将红色斑点和黄色斑点分别剪

下, 用提取色素的溶剂浸泡, 分离后用做其他分

析测定。

2�2� 色素的显色反应 [ 12 ]

盐酸镁粉反应: 将黄色斑点溶液加入少量镁

粉, 滴加浓盐酸, 产生大量气泡, 溶液由浅黄色

变为橙红色, 为黄酮类正反应。红色斑点溶液同

上述反应后, 溶液颜色由桃红变为淡红, 为花青

素类正反应。

金属盐类试剂反应: 向黄色斑点溶液中滴加

1%三氯化铝乙醇液, 溶液颜色不变, 说明该物

质分子中没有 5-羟基、 4-羰基, 或 3-羟基、4

-羰基, 或邻二酚羟基的黄酮类化合物。向黄色

斑点溶液中加入等量的 2% 硼氢化钠甲醇溶液,

1m in后, 滴加浓盐酸, 溶液颜色不发生变化, 所

以该物质不是二氢黄酮类物质。

碱性试剂反应: 向黄色斑点溶液滴加 10%氢

氧化钠溶液, 立即由浅黄色变为深黄色, 为黄酮

类正反应。红色斑点溶液滴加碱溶液后, 立即由

红色变为黄绿色, 为花青素类反应。

2�3� 色素的紫外可见光谱 (UV)测定

将黄色和红色斑点的溶液分别做紫外可见光

谱, 测定结果见图 1。红色斑点组分 a在 274、

353、544nm处有吸收峰, 和花青素苷的紫外吸收

光谱最大吸收峰位置
[ 13]
相一致, 黄色斑点组分 b

在 275、358nm处有吸收峰, 与黄酮的吸收峰位

置一致
[ 12]
。

图 1� 花色素中红色斑点 a和黄色斑点 b的紫外吸收光谱图

F ig� 1� UV absorp tion spectrum of the red

( a) and yellow( b ) spot of p igm en ts

2�4� 色素的红外光谱 ( IR )测定

红外光谱测定结果: 黄色斑点物质的红外吸

收光谱中 1624cm
- 1
处有强吸收峰, 为杂环中 C=

O基, 1402cm
- 1
的峰为 = C - H, C - H 键产生,

1266cm
- 1
的峰为 C- O- C键产生, 1075cm

- 1
为 O

- C和 O- H基产生的峰, 体现了黄酮类结构中

存在的相关基团特征
[ 13, 14]

。

红色斑点物质的红外吸收光谱中在 3404cm
- 1

有强吸收峰, 是缔合 O - H 产生, 1752cm
- 1

(弱 ) ,

为 C= O, 1683cm
- 1
、1623cm

- 1
, 为 C= C, 1402cm

- 1

为 = C- H或 O - H, 1306cm
- 1
为 C- H 或 C- O,

1188cm
- 1
和 1143cm

- 1
为 C - O 或 C - O - C,

917cm
- 1
为 C- H, 755cm

- 1
为 C- H (芳烃 ), 体现

了花青素类结构中存在的相关基团特征
[ 13- 14]

。

2�5� 色素的液相色谱 (HPLC)测定

花色素的液相色谱测定结果见图 2, 共含有 7

个组分, 按照保留时间由小到大的顺序。

图 2� 花色素高效液相色谱图

Fig�2� HPLC chrom atogram of p igm ents
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各组 分 的 相 对 含 量 分 别 为: 63�45%、
25�45%、 0�59%、 0�64%、 4�27%、 5�44%、
0�21%。由于没有标准样, 不能给每个组分定性,

所以又采用液相色谱 -质谱测定分析色素样品。

2�6� 色素的液相色谱 -质谱 (LC-M S) 测定

花色素样品经过液相色谱 -质谱联用仪分离

后, 同时进行正离子和负离子检测。正离子和负

离子检测的总离子流色谱图示于图 3。其中, 在

正离子检测模式下共检测到 5种主要组分, 根据

质谱信号特征认为其中 3种为花青素类组分, 其

质谱图示于图 4、图 5、图 6。

图 3� 花色素正、负总离子流色谱图

F ig� 3� posit ive and negative total ion chromatogram of p igm en ts

图 4� 保留时间 2� 15~ 2�40m in的正离子扫描质谱图图

F ig�4� positive ion scan m ass spec trum of the retent ion time at 2� 15- 2�40m in
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图 5� 保留时间 3�59~ 3� 71m in的正离子扫描质谱图

F ig 5: positive ion scan m ass spectrum of the reten tion

图 4为保留时间 2�15~ 2�40m in附近的组分,

丰度较大的质谱信号为 m /z 250�9( 100% )、207�1
( 70% )、222�9 ( 50% )、235�0 ( 48% ), 278�9
( 30% ), 304�9( 40% );结合显色反应结论,考虑到

花色苷为黄酮类化合物, 分子离子峰 m / z( 222�4)
为黄酮 ( a) , 亦称为 2 - 苯基色原酮, 分子离子峰

m /z( 207�25)为 ( a)在盐酸溶液中形成的佯盐
[ 10]

( b)。 , 分子离子峰

m /z 250�9为 ( m /z= 251�3) ,

其他碎片可能为: m /z 223�25; 其

苯环上的两个 H 被 - CH 3取代

m /z 235�31; m / z279�36;

飞燕草素 (翠雀灵 ) m /z

303�25。
从质谱图 4分析可见, 保留时间为 2�15 ~

2�40m in附近的组分为混合物, 包含 2-苯基色原

酮及其衍生物, 以及飞燕草素 (翠雀灵 )。

图 5为保留时间 3�59~ 3�71m in附近的组分,

丰度较大的质谱信号为 m /z 449�2 ( 100% )、

595�2 ( 12% )、 189�3 ( 12% ); 其分子离子 [M

+ H ]
+
为 m /z 449�2, 可以推测为矢车菊素 (花

青定 ) 和葡萄 (鼠李 ) 糖形成的苷, m / z 449�4。

其主要骨架为 。

图 6为保留时间 5�69m in附近的组分, 丰度

较大的质谱信号为 m /z 287�3 ( 100% ), 因为矢

车菊素的分子离子峰 [M + H ]
+
为 m /z 287�3, 可

以推 测 该 组 分 为 矢 车 菊 素 (花 青 定 )

。

在负离子检测模式下共检测到 4种主要组分,

根据质谱信号特征认为其中 3种为花青素类组分,
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其质谱图示于图 7、图 8、图 9。

图 6� 保留时间 5� 69m in的正离子扫描质谱图

Fig�6� positive ion scan m ass spectrum of the reten tion tim e at tim e at 3�59- 3� 71m in 5�69m in

图 7� 保留时间 3�38~ 3� 57m in附近的负离子扫描质谱图

F ig� 7� negative ion scan m ass spectrum of the reten tion t im e at 3�38~ 3� 57m in
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图 8� 保留时间 4�70~ 4� 83m in的负离子扫描质谱图

F ig� 8� negative ion scan m ass spectrum of the reten tion tim e at 4�70- 4� 83m in

图 9� 保留时间 5� 69m in附近的负离子扫描质谱图

F ig�9� negative ion scanm ass spectrum of the reten tion tim e at 5�69m in
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图 7为保留时间 3�38~ 3�57m in附近的组分,

丰度较大的质谱信号为 m /z 169�2 ( 100% )、

447�3 ( 50% )。矢车菊素 (花青定 ) 的分子离子

峰 [M - H ]
-
为 m /z 286�3, 结合正离子检测模式

下的结果 (图 5) , 完全可以推断 m /z 447�3为矢
车菊 素 (花青 定 ) 和 葡萄 糖 结 合成 的 苷

。

图 8为保留时间 4�70~ 4�83m in附近的组分,

丰度较大的质谱信号为 m /z 301�2 ( 100% ), 芍

药定的分子离子峰 [M ]
+
为 m /z 301�3, 所以可

以推测为芍药定 。

图 9为保留时间 5�69m in附近的组分, 丰度

较大的质谱信号为 m /z 285�4 ( 100% )、 571�0
( 60% ), 可以推测为矢车菊素。结合正离子检测

模式下的结果 (图 6) 保留时间 5�69m in附近的

组分, 确定为矢车菊素。

根据 LC- M S分析结果, 花色素样品中主要

含有黄酮及其衍生物、矢车菊素及其葡萄糖苷,

可能含有少量的飞燕草素和芍药定及其苷。矢车

菊、飞燕草素、芍药定均属于花青素。

3� 结论
3�1� 由 1�2�1的提取方法得到的蓝紫色勿忘我花
色素为紫红色固体, 色素平均得率 15% , 色价

( 540nm ) 为 36�55。色素经纸色谱分离主要含有
黄色和红色两种物质, 由这两种物质的显色反

应、紫外可见光谱、红外光谱的测定分析, 认为

黄色物质为黄酮及其衍生物, 红色物质为花青

素。

3�2� 色素经液相色谱分离, 主要含有 7个组分,

相对含量分别为 63�45%、 25�45%、 0�59%、
0�64%、 4�27%、5�44%、 0�21%。
3�3� 色素经液相色谱 - 质谱联用仪的分离鉴定,

色素主要含有矢车菊及其葡萄糖苷, 黄酮及其衍

生物, 可能还有少量的飞燕草素、芍药定。

因此勿忘我花色素主要含有花青素及其花色

苷和黄酮及其衍生物, 花青素属于黄酮类物质,

黄酮类物质是药用植物中的主要活性成分之一,

具有多种生物活性且毒性低, 成为研究和开发利

用的热点。因此勿忘我花色素具有安全、无毒,

气味清香、具有保健功效的特点, 花色素提取方

法简单, 得率高, 且抗氧化性强易保存, 适合在

酸性条件下使用, 是值得研究开发的食品、化妆

品、药品的色素添加剂。
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