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［摘　要］　 花青素类化合物是自然界分布最广泛的水溶性色素，存在于大部分植物的花和果实中。因种类繁

多、资源丰富、颜色鲜艳、安全无毒和具有多种保健功能，花青素类化合物的研究和开发利用日益受到国内外科研人

员的广泛关注。为进一步明确花青素类化合物分析方法的应用范围和功能，对各种分析方法的原理、技术优缺点、适

用范围以及技术联用情况进行了综述，并对其优缺点进行了分析，最后提出了完善花青素类化合物分析方法的研究

方向。
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　　花青素（Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ）一词源于 Ｍａｒｇｕａｒｔ在

１８５３年对矢车菊花朵中蓝色提取物的命名，是一类
物质的总称［１］。花青素类物质为重要的水溶性植物
色素，属于酚类化合物中的类黄酮，广泛存在于植物
的根、茎、叶、花和果实中，为多羟基－２－苯基苯并吡
喃烊盐及其糖苷［２］。目前，已发现并得到研究的花
青素有天竺葵色素（Ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ）、矢车菊素（Ｃｙａ－

ｎｉｄｉｎ）、芍药色素（Ｐｅｏｎｉｄｉｎ）、飞燕草色素（Ｄｅｌｐｈｉｎｉ－
ｄｉｎ）、牵牛花色素（Ｐｅｔｕｎｉｄｉｎ）和锦葵色素（Ｍａｌｖｉ－
ｄｉｎ）等６类［３］。花青素除可与单糖（如葡萄糖、半乳
糖、鼠李糖和阿拉伯糖）相连形成花色苷外，也可与
芳香酸或脂肪酸通过酰化而相连。
花青素类物质易溶于水、甲醇、乙醇、稀碱或稀

酸等极性溶剂，其颜色随ｐＨ值而变化［４］，是重要的



食品色素；此外，花青素类物质具有多种生物学活
性，如抗肿瘤、抗炎、抗衰老、抑制脂质过氧化和血小
板凝集、预防糖尿病和保护视力等。但是从植物中
分离出的花青素极不稳定，易受酸碱度、温度、自身
浓度、光、氧、酶、辅因子、微生物和金属离子等的影
响而降解［５］，从而使其应用受到一定程度的限制。
因此，鉴定分析花青素的结构和组成是对其进行结
构改性以增强其稳定性的前提条件，并且可通过认
识其结构、理化性质和生理功能，进而指导新资源的
开发及生产。
目前已发现的花青素类物质有５００多种［６］，其

多样性赋予花青素广泛的生物活性，但同时也增加
了其分析鉴定的难度。目前，常用于花青素类物质
分析的方法主要有紫外－可见光谱法（ＵＶ－Ｖｉｓ　ｓｐｅｃ－
ｔｒｕｍ）、高效液相色谱法（Ｈｉｇｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）、质谱技术 （Ｍａｓｓ　ｓｐｅｃ－
ｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＳ）、核磁共振波谱法（Ｎｕｃｌｅａｒ　ｍａｇｎｅｔｉｃ

ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＮＭＲ）、纸层析法（Ｐａｐｅｒ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ－
ｐｈｙ，ＰＣ）、薄层层析法（Ｔｈｉｎ　ｌａｙｅｒ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，

ＴＬＣ）、毛细管区带电泳法（Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｅ－
ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＣＥ）、红外吸收光谱法（Ｉｎｆｒａｒｅｄ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＩＲ）和近红外吸收光谱法（Ｎｅａｒ　ｉｎｆｒａ－
ｒｅｄ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ，ＮＩＲ）等，这些方法均有各自的优势和
局限性。本文对花青素类化合物主要分析方法的应
用现状进行了评述，以期进一步明确各种分析方法
的应用范围和功能，为今后开展花青素类化合物的
分析研究提供支持。

１　紫外－可见光谱法

１．１　紫外－可见光谱法表征花青素类物质的结构
自从１９５８年 Ｈａｒｂｏｒｎｅ［７］将紫外－可见光谱法

应用于花青素类物质结构的鉴定以来，至今已形成
一系列确定花青素类化合物结构官能团的紫外－可
见光谱法（表１［８］）。

表１　紫外－可见光谱法在花青素类物质结构鉴定中的应用

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　ｗｉｔｈ　ＵＶ－Ｖｉｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
序号
Ｎｏ．

依据或现象
Ｂａｓｉｓ　ｏｒ　ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ

花青素类化合物判断
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ

１
花青素在５００～５４０ｎｍ和２７５ｎｍ附近的２个最大吸收峰
Ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｍａｘｉｍｕｍ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓ　ａｔ　５００－５４０ａｎｄ　２７５ｎｍ

判断被检测物质是否含花青素类色素
Ｔｏ　ｃｏｎｆｉｒｍ　ｗｈｅｔｈｅｒ　ｔｈｅ　ｅｘａｍｉｎｅｄ　ｍａｔｔｅｒ
ｃｏｎｔａｉｎｓ　ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　ｏｒ　ｎｏｔ

２

向花青素的体积分数０．０１％盐酸甲醇溶液中加入３～５滴ＡｌＣｌ３甲醇或乙醇溶
液，若出现λｍａｘ蓝移
Ｗｈｅｎ　３－５ｄｒｏｐｓ　ｍｅｔｈａｎｏｌ　ｏｒ　ａｌｃｏｈｏｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＡｌＣｌ３ａｒｅ　ａｄｄｅｄ　ｉｎｔｏ　０．０１％
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃ　ａｃｉｄ　ｍｅｔｈａｎｏｌ　ｗｉｔｈ　ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ，λｍａｘｉｓ　ｂｌｕｅ　ｓｈｉｆｔｅｄ

说明Ｂ－环有邻位酚羟基
Ｔｏ　ａｓｓｕｒｅ　ｔｈａｔ　ｏｒｔｈｏ　ｐｈｅｎｏｌｉｃ　ｈｙｄｒｏｘｙｌ　ｉｓ
ｐｒｅｓｅｎｔ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｂ－ｃｙｃｌｅ

３

Ｂ环有邻位羟基确定后，再加入３～５滴甲醇钠，若λｍａｘ红移且吸光度不随时间
减小
Ｗｈｅｎ　３－５ｄｒｏｐｓ　ｓｏｄｉｕｍ　ｍｅｔｈｙｌａｔｅ　ａｒｅ　ａｄｄｅｄ　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　ｍｉｘｔｕｒｅ　ａｂｏｖｅ，λｍａｘｉｓ　ｒｅｄ
ｓｈｉｆｔｅｄ　ａｎｄ　ｋｅｅｐｉｎｇ　ｓｔａｂｌｅ　ｗｉｔｈ　ｔｉｍｅ

表明Ｃ４位上有羟基，且Ｃ３位羟基形成糖苷
Ｔｏ　ｃｏｎｃｌｕｄｅ　ｔｈａｔ　Ｈｙｄｒｏｘｙｌ　ｉｓ　ｐｒｅｓｅｎｔ　ａｔ　Ｃ４，
ａｎｄ　ｈｙｄｒｏｘｙｌ　ａｔ　Ｃ３ｈａｓ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ　ｔｏ　ｇｌｕ－
ｃｏｓｉｄｅ

４
根据４４０ｎｍ与可见光最大吸收波长λｍａｘ处的吸光度比值（Ａ４４０／Ａｍａｘ）
Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　Ａ４４０ｔｏ　Ａｍａｘ，ｗｈｅｒｅ　Ａｍａｘｉｓ　ｔｈｅ　ｍａｘｉｍｕｍ　ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ　ａｔ
ｖｉｓｉｂｌｅ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ

判断分子内酰基的个数和糖苷的位置
Ｔｏ　ｄｅｃｉｄｅ　ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｉｎｔｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｃｙｌ
ａｎｄ　ｔｈｅ　ｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ

５
根据花青素在３００～３３０ｎｍ有无吸收峰
Ｉｆ　ａｎ　ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｐｅａｋ　ｏｃｃｕｒｓ　ｗｉｔｈｉｎ　３００－３３０ｎｍ

若有吸收峰，表明有酰基存在
Ｔｏ　ｓｈｏｗ　ｔｈａｔ　Ａｃｙｌ　ｏｃｃｕｒｓ

６
根据花青素在４４０ｎｍ处是否有肩峰
Ｉｆ　ｓｈｏｕｌｄｅｒ　ｐｅａｋ　ｏｃｃｕｒｓ　ａｔ　４４０ｎｍ

若有肩峰，说明Ｃ５号位的羟基未被取代
Ｔｏ　ｍｅａｎ　ｔｈａｔ　ｈｙｄｒｏｘｙｌ　ａｔ　Ｃ５ｓｉｔｅ　ｉｓ　ｎｏｔ　ｓｕｂ－
ｓｔｉｔｕｔｅｄ

７
通入ＳＯ２是否褪色
Ｉｆ　ｃｏｌｏｒ　ｆａｄｅｓ　ｏｎ　ＳＯ２

若不褪色，表明在Ｃ４位上有苯基或甲氧基
Ｔｏ　ｓａｙ　ｔｈａｔ　ｐｈｅｎｙｌ　ｏｒ　ｍｅｔｈｏｘｙｌ　ｏｃｃｕｒｓ　ａｔ　Ｃ４
ｓｉｔｅ

８
根据花青素在紫外光下是否有荧光
Ｉｆ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｏｃｃｕｒｓ　ｕｎｄｅｒ　ＵＶ－ｌｉｇｈｔ

若有荧光则表明在Ｃ５号位有取代基
Ｔｏ　ｓｕｇｇｅｓｔ　ｔｈａｔ　ｓｕｂｓｔｉｔｕｅｎｔ　ｇｒｏｕｐ　ｉｓ　ｐｒｅｓｅｎｔ
ａｔ　Ｃ５ｓｉｔｅ

　　花青素类物质结构鉴定最初主要依靠紫外－可
见光谱法，但该方法局限性很大。首先，不同的溶剂
体系，其紫外－可见光谱也有所不同，无法建立一种
普遍适用的方法；其次，该方法对纯物质鉴定效果较
好，而花青素的粗提物往往有较多的杂质，很难准确
鉴定其结构，常出现误判情况。质谱、核磁共振以及
联用技术的发展使得各种复杂花青素的结构鉴定有

了更加可靠和准确的方法。

１．２　紫外－可见光谱法测定花青素类化合物的总量

１９７６年 Ｗｒｏｌｓｔａｄ建立了紫外－可见光谱测定花
青素总量的方法［９］，该法包括单一ｐＨ法［１０］、ｐＨ示

差法［１１］和差减法［１２］，其方法操作简单、成本低，现今
仍然被广泛应用。

１．２．１　单一ｐＨ 法　在新鲜的植物提取物中很少
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含有与花青素类物质有相同最大吸收光波区的干扰

物，因此其总量可基于朗伯－比尔定律选取适当波长
来测定，其测定过程需要在一定ｐＨ 值的介质中进
行，并确定样品中最具有代表性的花青素类物质在
所选吸收波长处的摩尔消光系数ε或比消光度Ｅ。
我国学者利用该方法测定了玫瑰花［１３］、黑豆皮［１４］、

茶树芽叶［１５］、葡萄酒［１６］、紫色马铃薯［１７］等的花青素
类物质含量。但综合分析可知，该方法仅适用于干
扰物含量低的体系。

１．２．２　ｐＨ 示差法　ｐＨ 示差法是２００５年美国官
方分析化学家协会（ＡＯＡＣ）指定的花青素总含量测
定方法，是目前国内外应用最为普遍的方法［１８］。该
方法的依据是ｐＨ值的改变可影响花青素的色调和
色度，而不影响干扰物质的特征光谱；根据朗伯－比
尔定律，试样溶液在２个不同ｐＨ 值下的吸光度差
值与花青素的总含量成正比［１９］。该方法可以较好
地减小干扰物质的影响，但由于辅色素转化不完全，
因此实测含量一般低于理论含量［２０］。Ｇｒｉｓｅｂａｃｈ［２１］

选择１．０和４．５共２个ｐＨ值对花青素进行了定量
分析，当溶液ｐＨ值为１．０时，花青素在５１０ｎｍ处
有最大吸收；而当溶液ｐＨ值为４．５时，花青素转变
为无色查尔酮，在５１０ｎｍ处无吸收，因而可用示差
法计算溶液中的花青素总含量，其计算公式为：

Ｃ＝ＡｐＨ１．０－ＡｐＨ４．５ε ×Ｍ×１００。

式中：Ｃ为花青素的含量（ｇ／Ｌ）；ＡｐＨ１．０、ＡｐＨ４．５分别为
溶液在ｐＨ为１．０和４．５时的吸光度；Ｍ 为矢车菊－
３－葡萄糖苷的相对分子质量，其值为４４９；ε为矢车
菊－３－葡萄糖苷的消光系数，其值为２９　６００。

ｐＨ示差法可降低非花青素类物质的干扰，在
缺乏标准物质时，可直接利用公式计算。

１．２．３　差减法　差减法是基于花青素经二氧化硫
或亚硫酸盐漂白后，其可见光的光谱特征消失，而干
扰物质的吸光度则几乎不受影响的原理建立的方

法。毛建霏等［２２］采用改进的差减法测定了紫甘薯
的花青素含量。由于漂白剂能降低某些干扰组分的
吸光度，因此该方法的实测含量高于理论含量；另
外，由于漂白剂选择性差，辅色剂、金属离子等对花
青素紫外可见光吸收有影响，以及游离花青素在弱
酸条件下不稳定等因素，导致该方法的应用受到局
限，目前已很少使用。
在测定花青素总含量时，若仅在同种材料之间

比较，可选用操作简便的单一ｐＨ法；若要求得到同
种材料的准确含量，多采用ｐＨ 示差法。而测定花

青素单组分成分或不同种材料的花青素含量，紫外－
可见光谱法不适宜。

２　纸层析法与薄层层析法

　　纸层析法和薄层层析法始于２０世纪４０年代，
是花青素类物质分析早期所采用的经典方法，该法
根据花青素类物质在不同溶剂中的迁移值（Ｒｆ）和
颜色对其进行定性。该方法的优点是成本低、分析
迅速、设备简单，而且直观性和可比性均较好，可在
同一色谱板上根据组分性质选择不同显色剂或检测

方法进行定性或定量；即使无标准样品对照，也可通
过同一样品在多种不同展开剂中的Ｒｆ 值，对花青
素类物质进行粗略定性。王本晓等［２３］用薄层层析
法分析发现，玫瑰花中主要的花青素为矢车菊素－３，

５－二葡萄糖苷。王娜等［２４］用纸层析等方法对樟树
果的花青素组成进行了初步鉴定。
纸层析和薄层层析是基于与标准物质的对照，

从而分离和识别混合物体系，当样品中的化合物较
复杂时，该方法很难对其进行准确的分析与鉴定，特
别是对于同分异构体，其分辨率低、重现性差的弊端
更为明显。随着薄层色谱仪自动化程度的提高，定
量测试结果的重现性和准确性也有所改善。

３　高效液相色谱法

　　高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）以经典的色谱法为基
础，引入了气相色谱法的理论和实验方法，流动相改
为高压输送，采用高效固定相及在线检测手段发展
而成的一种高效快速分离分析技术。从２０世纪７０
年代初，研究者开始利用 ＨＰＬＣ对花青素类化合物
进行单组分成分的定性及定量研究。ＨＰＬＣ可以在

３０ｍｉｎ内检测出１５种花色苷的单组分成分，分辨
能力与速度远远超过纸层析和薄层层析；基于花色
苷的含量与色谱图中的花色苷的峰面积成正比，

ＨＰＬＣ还可用于定量分析。ＨＰＬＣ法分析时间短、
分辨率高、热降解少，现已成为应用最广泛的花青素
类物质分析方法之一［２５］。Ｋｈｋｎｅｎ 等［２６］采用

ＨＰＬＣ法对越橘、黑醋栗、牛莓总花青素含量分别进
行了测定。Ｓéｖｅｒｉｎｅ等［２７］利用 ＨＰＬＣ检测出欧越
橘中含有１５种花青素组分。岳喜庆等［２８］将 ＨＰＬＣ
与分子质量校正系数（ＭＷＣＦ）计算方法相结合，采
用双标样（Ｃ３Ｇ和Ｐ３Ｇ）分别对样品中具有对应母
环的花青素进行了定量计算，避免了样品分子质量
和花青素母环与标样不同而产生的影响，从而获得
了更准确的鉴定结果。ＨＰＬＣ定量法是将混合状态
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的成分分离以后，再行定量，因此适用于花青素单组
分成分或不同种材料花青素含量的定量。
超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）与 ＨＰＬＣ技术具有相

同的分离原理。ＵＰＬＣ基于 ＨＰＬＣ原理并结合使
用了新型耐压小颗粒填料、全新筛板及色谱柱硬件，
其色谱柱的性能较 ＨＰＬＣ柱有质的飞跃，与 ＨＰＬＣ
相比，分析的通量、灵敏度及色谱峰容量大幅度增
加，并且可在保证较高分离度的同时实现快速的分
离。

ＨＰＬＣ和ＵＰＬＣ常常与各种光谱、质谱、核磁
共振等技术联用，克服了缺少标准品、对复杂基质有
局限性等缺陷，提高了鉴定的能力与准确性。

４　质谱分析法

　　质谱是２０世纪初发展起来的物理分析方法。
质谱是将高纯样品离子化，并依据质荷比（ｍ／ｚ）不
同的离子在电场或磁场中运动行为不同而对其进行

分离，并获得样品的离子质量谱图。质谱分析可得
到花色素苷的分子离子峰及其相应的糖苷配基碎片

峰和糖碎片峰，通过与标准样品质谱的对照或按各
类分子的离子化规律解析质谱，判断试样中花青素
类物质的结构，其优点是灵敏度高、线形范围宽和稳
定性好。因为质谱分析法仅可分析高纯样品，所以
其常与其他分离技术联合使用。
最新发展起来的电喷雾离子化（ＥＳＩ）质谱分析

法采用软电离，能直接测定热不稳定的极性化合物，
并可控制离子的断裂，从而建立复杂提取物的“多酚
指纹”［２９］；基质辅助激光解析电离飞行时间质谱
（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）技术适于精确测定高分子量的
分子，已成功应用于原花青素低聚物的研究，在反射
模式下可分析到七聚物，在线性模式下可分析至九
聚物［３０］；氙气快原子轰击质谱可获得样品离子化后
的分子离子峰等相关数据，该方法适用于极性大分
子量化合物；电子轰击质谱（ＬＣ－ＥＩ－ＭＳ）和激光解
吸／电离质谱（ＭＡＬＤＩ－ＭＳ）适用于分析极性大、热
稳定性差和难挥发的花青素类物质；飞行时间串联
质谱（ＴＯＦ－ＭＳ／ＭＳ）可在宽质量范围内实现高分
辨，对复杂体系或混合物中化合物的鉴别非常有效。

５　核磁共振光谱法

　　核磁共振法是２０世纪９０年代迅速发展起来的
新技术，是鉴别花青素类化合物中未知结构的有利
工具。常用的１　Ｈ－ＮＭＲ和１３　Ｃ－ＮＭＲ谱法可鉴定液
态或溶液态的花青素类化合物结构，确定和区分物

质的几何构象、光学异构体，对花青素类物质的同分
异构体及其糖苷和酰基化位点的分析较质谱分析法

更具优势。ＮＭＲ技术具有分析快速、准确、分辨率
高等优点，可用来研究化合物的三维结构，是鉴别未
知物的有利工具。Ｃａｒｉｄｉ等［３１］使用氘化的二甲基亚
砜（ＤＭＳＯ－ｄ６）作为溶剂获得了洋葱的 ＮＭＲ光谱
（１　Ｈ和２　Ｄ光谱），通过其与氘化溶液中残余的１　Ｈ信
号对比而分类和定量了所含的槲皮素糖苷。Ｚｈａｎｇ
等［３２］以氘化的二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ－ｄ６）或甲醇
（ＣＤ３ＯＤ）作为溶剂获得了核桃仁１　Ｈ和１３　Ｃ的ＮＭＲ
光谱，鉴定了其所含的抗氧化物质。
由于核磁共振法所用设备昂贵、比高效液相色

谱法检测灵敏度低［６］、所需纯样品量大（ｍｇ级）、数
据获取时间较长，因此应用受到很大限制。

６　毛细管区带电泳法

　　２０世纪８０年代Ｊｏｒｇｅｎｓｏｎ［３３］及Ｓｈｉｇｅｒｕ等［３４］

创立了现代毛细管区带电泳法。毛细管区带电泳是
以毛细管为分离通道、高压直流电场为驱动力的新
型液相分离技术，该方法基于毛细管两端加上一定
的电压后，荷电溶质便朝着与其电荷极性相反的电
极方向移动的原理。由于样品组分的淌度不同，其
迁移速度也不同，各组分依次到达检测器被检出，最
终获得按时间分布的电泳谱图。毛细管区带电泳主
要适用于定性和定量高度水溶性的花青素类物质。
其优点是灵敏度强、分辨率高、样品消耗少和溶剂需
要量少等。Ｓáｅｎｚ－Ｌóｐｅｚ等［３５］采用毛细管区带电泳
分析了酒龄在１～１４年的红葡萄酒中的花青素种
类。
毛细管区带电泳虽然易分离聚合色素，具有比

ＨＰＬＣ更短的保留时间、更少的溶剂消耗和更低的
成本，但由于毛细管检测池光程过短，且进入毛细管
的待测样品体积过小，其灵敏度、分离能力和范围及
结果重现性都较 ＨＰＬＣ差［５］。另外，花青素类物质
可能会由于毛细管区带电泳的外加电压或离子之间

的相互作用而发生降解。

７　红外、近红外光谱法

　　早在２０世纪５０年代，国外的科学家就开始应
用红外光谱研究花色苷，红外光谱法是根据分子内
部原子间的相对振动和分子转动等信息来鉴定化合

物并确定其分子结构的分析方法，其优点是特征性
高、分析时间短、样品需要量少等。花色苷的红外光
谱有苯环、含氧杂环、甲氧基、糖和羟基４个主要部
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分。曾哲灵等［３６］采用红外光谱法对玫瑰茄红色素
的结构进行初步鉴定，推断玫瑰茄红色素为矢车－葡
萄糖苷类或飞燕草－葡萄糖苷类色素。红外光谱法
鉴定花青素类物质通常采用比较法，即将样品光谱
图与标准图谱进行对比分析，因此需要大量的标准
图谱作对照，这是该方法的主要限制因素。
近红外光谱是近年来逐渐发展起来的快速检测

方法，该方法利用被测物的含量与近红外区内多个
不同波长吸收峰面积的线性关系，可对待测样品进
行快速、原位和无损的定性和定量检测。王姗姗［３７］

建立了近红外光谱数学模型，测定了不同品种蓝莓
的花青素含量；王晓琴等［３８］建立了石榴中花色苷定

标模型，分析了我国５个主要石榴产区的石榴中花
色苷的含量。国外最近报道，采用近红外光谱法并
结合多变量校正可较好地分析水果中的花青素［３９］。
近红外光谱分析的不足之处是测定灵敏度较低，相
对误差较大，并且要求被测组分的含量应大于

０．１％，建模难度大。

８　多种分析技术的联用

表２总结了目前常用花青素分析方法的功能和
目的，并对其优缺点和应用范围等进行了比较。由
表２可见，仅采用一种方法很难准确表征花青素的
结构，因此多种分析技术联用得到迅速发展。

表２　花青素类化合物主要分析表征方法及优缺点对比

Ｔａｂｌｅ　２　Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ　ａｎｄ　ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

序号
Ｎｏ．

方法
Ｍｅｔｈｏｄ

主要功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

主要优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅ

主要缺点
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅ

应用范围
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

１
紫外可见光谱
ＵＶ－Ｖｉｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

定性识别和总量测定
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ
ａｎｄ　ｔｏｔａｌ　ａｍｏｕｎｔ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

方法简单、成本低廉
Ｔｅｃｈｎｉｃａｌｌｙ　ｓｉｍｐｌｅ　ａｎｄ
ｌｏｗ　ｃｏｓｔ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

不能区分花青素类型
Ｔｙｐｅｓ　ｏｆ　ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ
ｃａｎ　ｎｏｔ　ｂｅ　ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ－
ｅｄ

简单的混合物体系
Ｓｉｍｐｌｅ　ｍｉｘｔｕｒｅ

２

纸层析和薄层层析
Ｐａｐｅｒ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ａｎｄ　ｔｈｉｎ　ｌａｙｅｒ　ｃｈｒｏｍａ－
ｔｏｇｒａｐｈｙ

定性识别
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ

快速，设备简单，成本
低
Ｒａｐｉｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ，ｓｉｍｐｌｅ
ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ　 ａｎｄ　ｌｏｗ
ｃｏｓｔ

分辨率和重现性较差，
分析范围有限，且缺乏
精确性
Ｌｏｗ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｐｒｅｃｉ－
ｓｉｏｎ，ａｎｄ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉ－
ｔｙ

简单的混合物体系
Ｓｉｍｐｌｅ　ｍｉｘｔｕｒｅ

３
高效液相色谱
Ｈｉｇｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉｑ－
ｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

定性识别和单个量测
定
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ
ｓｉｎｇｌｅ　ｔｙｐｅ　ｏｆ　ａｎｔｈｏｃｙ－
ａｎｉｎ

速度快，分辨率高，灵
敏度高，热降解少
Ｒａｐｉｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ，ｈｉｇｈ
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｈｉｇｈ　ｓｅｎｓｉ－
ｔｉｖｉｔｙ，ａｎｄ　ｌｅｓｓ　ｔｈｅｒｍａｌ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

需标样，纯化过程易造
成组分损失或降解，对
复杂基质有局限性
Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓａｍｐｌｅ　ｎｅｅ－
ｄｅｄ，ｌｏｓｓ　ｏｒ　ｄｅｇｒａｄａ－
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

水溶性、非挥发性和热
不稳定的花色素苷
Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ　ｗｉｔｈ　ｗａ－
ｔｅｒ－ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ，ｎｏｎ－ｖｏｌ－
ａｔｉｌｉｔｙ，ａｎｄ　ｔｈｅｒｍａｌ　ｉｎ－
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

４
超高效液相色谱
Ｕｌｔｒａ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉｑ－
ｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

定性识别和单个量测
定
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ
ｓｉｎｇｌｅ　ｔｙｐｅ　ｏｆ　ａｎｔｈｏｃｙ－
ａｎｉｎ

速度、灵敏度、分离度
分别是 ＨＰＬＣ的９，６，
２倍
Ｓｐｅｅｄ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ａｎｄ
ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ　ｄｅｇｒｅｅ　ａｒｅ
９，６，ａｎｄ　２ｔｉｍｅｓ　ｏｆ
ｔｈｏｓｅ　ｏｆ　ＨＰＬＣ，ｒｅ－
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

需标样，纯化过程易造
成组分损失或降解
Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓａｍｐｌｅ　ｎｅｅ－
ｄｅｄ，ｌｏｓｓ　ｏｒ　ｄｅｇｒａｄａ－
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

水溶性、非挥发性和热
不稳定的花色素苷
Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ　ｗｉｔｈ　ｗａ－
ｔｅｒ－ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ，ｎｏｎｖｏｌａ－
ｔｉｌｉｔｙ，ａｎｄ　ｔｈｅｒｍａｌ　ｉｎ－
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

５
质谱
Ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

定性识别
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ

灵敏度高，线形范围
宽，稳定性好
Ｈｉｇｈ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｗｉｄｅ
ｌｉｎｅａｒ　ｒａｎｇｅ，ａｎｄ　ｈｉｇｈ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

不能确定未知化合物
及同分异构体结构
Ｕｎｋｎｏｗｎ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ａｎｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｉｓｏ－
ｍｅｒｓ　ｃａｎ　ｎｏｔ　ｂｅ　ｄｅｔｅｒ－
ｍｉｎｅｄ

高极性、热稳定性差、
难挥发的高纯度样品
Ｈｉｇｈ　ｐｕｒｉｔｙ　ｓａｍｐｌｅ
ｗｉｔｈ　ｈｉｇｈ　ｐｏｌａｒｉｔｙ，ｌｏｗ
ｔｈｅｒｍｏ－ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ
ｖｏｌａｔｉｌｉｔｙ

６
核磁共振光谱
Ｎｕｃｌｅａｒ　ｍａｇｎｅｔｉｃ　ｒｅｓｏ－
ｎａｎｃｅ

定性识别未知物
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｆｏｒ
ｕｎｋｎｏｗｎ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

程序简单，仪器的稳定
性好，光谱易解译
Ｓｉｍｐｌｅ　ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ，ｇｏｏｄ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄ　ｅａｓｙ　ｉｎ－
ｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ

数据获取时间长，灵敏
度相对较低
Ｌｏｎｇ　ｄａｔａ　ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ　ａｎｄ　ｌｏｗ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｉ－
ｔｙ

天然产物中未知花青
素，同分异构体及复杂
的酰化花青素
Ｕｎｋｎｏｗｎ　ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ，
ｉｓｏｍｅｒｓ，ａｎｄ　ａｎｔｈｏｃｙａ－
ｎｉｎ　ｗｉｔｈ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ａｃｙ－
ｌａｔｉｏｎ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

７
红外光谱
Ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ

定性识别
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ

特征性高，快速，操作
简单，不破坏样品，不
需样品前处理
Ｈｉｇｈ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｒａｐｉｄ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ｓｉｍｐｌｅ　ｏｐｅｒａ－
ｔｉｏｎ，ｎｏｎｄｅｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ａｎｄ　ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｆｒｅｅ

需标准图谱，灵敏度较
低，相对误差较大，对
被测组分的含量要求
大于０．１％
Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ
ｎｅｅｄｅｄ，ｌｏｗ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｉ－
ｔｙ，ｌａｒｇｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｒｒｏｒ，
ａｎｄ　ｈｉｇｈ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｒｅ－
ｑｕｉｒｅｄ

含苯环、含氧杂环、糖、
羟基和甲氧基的花青
素
Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
ｗｉｔｈ　ｂｅｎｚｅｎｅ，ｏｘｙｇｅｎ
ｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌｉｃ，ｓｕｇａｒ，ｈｙ－
ｄｒｏｘｙｌ，ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｘｙ

４８１ 西北农林科技大学学报（自然科学版） 第４２卷



续表２　Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ　ｔａｂｌｅ　２

序号
Ｎｏ

方法
Ｍｅｔｈｏｄ

主要功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

主要优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅ

主要缺点
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅ

应用范围
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

８
近红外光谱
Ｎｅａｒ　ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ

定性识别和总量测定
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ
ａｎｄ　ｔｏｔａｌ　ａｍｏｕｎｔ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

快速，不破坏样品，不
需预处理，重现性好，
适合于任何环境
Ｒａｐｉｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ，ｄｏｅｓ
ｎｏｔ　ｄｅｓｔｒｏｙ　ｔｈｅ　ｓａｍ－
ｐｌｅ，ｗｉｔｈｏｕｔ　ｐｒｅｔｒｅａｔ－
ｍｅｎｔ，ｇｏｏｄ　ｒｅｐｒｏｄｕｃ－
ｉｂｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　ｉｓ　ｓｕｉｔａｂｌｅ
ｆｏｒ　ａｎｙ　ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

需建立定标模型，相对
误差较大，对被测组分
的含量要求大于０．１％
Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ
ｎｅｅｄｅｄ，ｌｏｗ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，
ｌａｒｇｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｒｒｏｒ，
ａｎｄ　ｈｉｇｈ　ｃｏｎｔｅｎｔ
ｒｅｑｕｉｒｅｄ

较复杂的花青素类混
合物
Ｍｏｒｅ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ａｎｔｈｏ－
ｃｙａｎｉｎ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

９
毛细管区带电泳
Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

定性识别
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ

分辨率高，样品消耗
少，溶剂需要量少
Ｈｉｇｈ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｌｅｓｓ
ｓａｍｐｌｅ　ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ，
ａｎｄ　ｓｏｌｖｅｎｔ

溶质浓度测定灵敏度
低，重现性较差
Ｌｏｗ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ

高度水溶性的花青素
Ｈｉｇｈ　ｗａｔｅｒ－ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ
ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

８．１　双技术联用
在花青素类物质分析的双技术联用中，常用的

有高效液相色谱－质谱（ＨＰＬＣ－ＭＳ）、高效液相色谱－
紫外可见光谱（ＨＰＬＣ－ＵＶＶｉｓ）、毛细管电泳－质谱
（ＣＥ－ＭＳ）、薄层层析－紫外可见光谱（ＴＬＣ－ＵＶＶｉｓ）
等，其中 ＨＰＬＣ－ＭＳ结合了高效液相色谱的强分离
能力与质谱的强鉴定能力，具有分析结果准确、检出
限低的特点，克服了花色苷标准品缺少问题，适用于
低含量花青素的定性和定量检测，广泛用于结构复
杂的花青素，如原矢车菊素、原花青素、原花翠素和
单宁等结构的鉴定与分析［４０］。Ｙａｎｇ等［４１］利用

ＨＰＬＣ－ＭＳ发现，紫玉米中主要存在６种花青素，分
别为矢车菊色素－３－葡萄糖苷、天竺葵色素－３－葡萄糖
苷、芍药色素－３－葡萄糖苷及与这３种花青素相应的
丙二酸盐衍生物。不过，由于花青素仅在低ｐＨ 条
件下（ｐＨ≤３）比较稳定，而低ｐＨ 值将抑制电喷雾
质谱的离子化，这影响了质谱分析的效果，导致该联
用技术的应用受到限制。此外，毛细管电泳－质谱联
用具有高分离效能、强结构分析能力和高灵敏度等
优点，弥补了毛细管区带电泳进样量小导致检测灵
敏度较低的缺点，已广泛用于食品花青素的检测［６］。
石秀花等［４２］利用纸层析和紫外－可见光谱联用

鉴定出野玫瑰中的花青素，表明其花青素分别为芍
药色素－３－葡萄糖苷和飞燕草花色素－３－葡萄糖鼠李
糖苷。毛建霏等［４３］利用高效液相色谱－紫外光谱联
用确定了紫甘薯中花青素的总含量。

８．２　多技术联用
联合应用高效液相色谱、红外吸收光谱、质谱、

毛细管区带电泳、核磁共振波谱等多种方法和技术
能够显著增强花青素类物质的分析能力。Ａｃｅｖｅｄｏ
等［４４］联用高效液相色谱、质谱和核磁共振波谱等鉴
定了４种野葡萄品种（Ｖｉｔｉｓ　ｖｉｎｉｆｅｒａ，Ｖｉｔｉｓ　ａｍｕｒｅｎ－
ｓｉｓ，Ｖｉｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ 和Ｖｉｔｉｓ　Ｘ　ｃｈａｍｐｉｎｉｉ）中的３３种

花青素类物质，并首先发现了ｐ－香豆酸顺式异构体
的衍生物（矮牵牛配基－，芍药素－和锦葵色素－３－（６－ｐ－
香豆酰）５－二糖苷）。Ｌｅｅ等［４５］联用高效液相色谱－
二极管阵列检测－电喷雾质谱和核磁共振（１　ＨＮＭＲ
和１３ＣＮＭＲ）技术，检测出刺五加果实中的花青素主
要为矢车菊－３－Ｏ－（２″－Ｏ－木糖）－葡萄糖苷。李颖畅
等［４６］联用紫外－可见光谱、红外光谱、质谱、薄层色
谱和核磁共振（１　ＨＮＭＲ和１３　ＣＮＭＲ）技术，鉴定出
自圣云蓝莓果中提取出的单体化合物为锦葵色素－
３－半乳糖苷。孔令瑶等［４７］利用液质联用技术（ＬＣ－
ＭＳ）与毛细管电泳电化学检测（ＣＥ－ＥＤ）技术发现，
黑米色素主要含有矢车菊素－３－葡萄糖苷和芍药素－
３－葡萄糖苷２种花色苷。
高效液相色谱－二极管阵列检测－电喷雾质谱

（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ－ＥＳＩＭＳ）可直接对花青素类物质的提
取液进行定性和定量，根据二级（或多级）质谱既可
鉴定花青素苷元的类型，也可推测其糖苷化、酰基化
和甲氧基化等结构。如 Ｇａｒｚóｎ等［４８］利用 ＨＰＬＣ－
ＤＡＤ－ＥＳＩＭＳ测定了哥伦比亚野生越橘中的花青素
和酚类组成；我国学者利用该技术已鉴定出黑树
莓［４９］、紫洋葱［５０］、紫山药［５１］、野生桑葚［５２］、多叶羽扇
豆［５３］等多种植物中花青素的结构。
另外，串级分析也可提高分析能力。如 ＨＰＬＣ－

ＭＳ／ＭＳ、ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ可对复杂样品进行实时分
析，若 ＨＰＬＣ无法充分分离其组成成分，则可通过

ＭＳ１及 ＭＳ２对目标化合物进行中性碎片扫描，以
显著提高信噪比，从而对其进行鉴定。Ｇｏｕｐｙ等［５４］

和 Ｗｉｃｚｋｏｗｓｋｉ等［５５］采用 ＵＰＬＣ－ＤＡＤ－ＥＳＩ－ＭＳ／ＭＳ
确定了番红花和紫甘蓝花青素的主要成分；李伟
等［５６］采用 ＵＰＬＣ－ＥＳＩ－ＭＳ／ＭＳ技术从黑粒小麦麸
皮中分离并鉴定了９种花青素类物质。同为质谱技
术，飞行时间串联质谱（ＴＯＦ－ＭＳ／ＭＳ）具有分辨率
高、质量范围宽、扫描快和灵敏度高等优点，已成为
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重要的发展方向［５７］。Ｂａｒｎｅｓ等［５８］联用 ＨＰＬＣ－ＥＳＩ－
ＩＴ－ＴＯＦ－ＭＳ／ＭＳ技术，从蓝莓中鉴别出了２５种花
青素。常虹等［５９］用 ＨＰＬＣ－ＤＡＤ－ＩＴ－ＴＯＦ－ＭＳ／ＭＳ
联用技术推断了欧李花青素的主要组成。

９　结论与展望

花青素类物质鉴定技术已由纸层析、薄层层析
等传统技术向超高效液相色谱、质谱、近红外光谱、
核磁共振等多手段联用发展，使花青素类物质的定
量以及结构复杂或含量较低的花青素类物质的结构

鉴定更加准确、可靠和快速，为花青素资源的进一步
开发利用奠定了基础。但由于这些先进技术的试验
成本较高，普通实验条件下的应用受到限制，故应在
以下方面进行深入研究。

（１）探寻低成本、高效率、简便可行的花青素类
物质的提取、分离纯化技术，以便对其进行准确鉴
定。

（２）进一步探索花青素类物质的结构，寻找新的
结构特性及表征花青素类物质结构的相应方法。

（３）研究与花青素类物质共存的有机物种类及
其光谱特性，建立消除光谱干扰的新方法。

（４）总结不同花青素单体的生物活性，寻求新的
高选择性分析花青素的特性指标。
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