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植物花青苷液质联用方法的分析鉴定 
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儋州  571737; 3. 中国科学院植物研究所北京植物园, 北京  100093) 

摘  要: 花青苷(anthocyanins)是植物中广泛存在的水溶性色素, 在食品加工业中具有重要的地位。花青苷与人体

健康密切相关, 具有较强的抗氧化、抗炎症、抗微生物、抑制血小板凝聚和抗肿瘤等功效, 已作为重要的功能因

子而受到广泛的关注。花青苷成分的分析鉴定是花青苷生物活性研究的基础。然而, 花青苷种类繁多, 结构修饰

多样, 同时易受环境条件的影响, 难以分离鉴定。高压液相色谱-二极管阵列检测-质谱联用技术(HPLC-DAD-MS)

是花青苷分析最常规的手段。本文综述了如何利用 HPLC-DAD-MS 快速有效分离花青苷以及结构解析的一般规

律及经验, 以期为高附加值资源筛选以及花青苷构效关系的进一步揭示提供重要的化学基础。 
关键词: 花青苷; 高压液相色谱-二极管阵列检测-质谱分析; 鉴定 

Golden rules of separation and characterization of plant anthocyanins by high 
pressure liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Anthocyanins are important water-soluble pigments, which have significant influence in food 
processing industry. Anthocyanins have anti-oxidant, anti-inflammatory, anti-antimicrobial, inhibition of platelet 
aggregation and anticancer activity, and have been the focus as important functional ingredients. Separation and 
identification of anthocyanins are the base for studying their bioactive effects. However, the complexity and va-
riety of anthocyanins make it difficult to characterize the composition of anthocyanins. High pressure liquid 
chromatography (HPLC) coupled with mass spectrometry has become the standard and most powerful method for 
routine anthocyanin analysis. This paper reviewed the golden rules for separation and identification of anthocya-
nins by high pressure liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-DAD-MS), which might provide 
the chemical evidence for clarification of structure-activity relationship and screening for high value-added re-
sources. 
KEY WORDS: anthocyanins; high pressure liquid chromatography-tandem mass spectrometry; identification 
 
 

 
 

随着人们对食品安全问题的关注, 天然食用色
素越来越受到人们的重视。天然食用色素是指从植

物、微生物、动物材料中提纯而得到的天然着色物质。

与化学合成色素相比, 它具有安全性高、毒副作用低
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的优势。近十几年来国内外研究表明, 许多天然色素
除具有基本的着色效应外, 还具有一定的生理活性
功能, 如提高机体免疫力、抗炎、抑癌、抗心血管疾
病等[1,2], 天然色素已成为一类重要的功能因子而受
到广泛关注。 

花青苷(anthocyanins)是植物中一类重要的水溶
性色素, 普遍存在于果实、蔬菜以及花瓣中, 赋予自
然界从粉、红、紫到蓝色色调。被子植物如按科划分, 

大约 88%的花色由花青苷参与形成[3]。花青苷属于类

黄酮化合物, 苷元花青素(anthocyanidins)以 3, 5, 7-三
羟基-2-苯基苯(并)吡喃钅羊   盐为母核, 随着B环上甲基
和羟基数目及位置的变化形成不同类型(表 1)。自然
条件下游离花青素极少见, 常与一个或多个糖通过
糖苷键形成花青苷, 或进一步与芳香酸或脂肪酸形
成酰化结构(表 2)。羟基化、甲基化、糖苷化以及酰
基化修饰形成结构复杂、类型多样的花青苷。 

表 1  自然界常见 6 种花青素结构 
Table 1  Structures of common anthocyanidins 

结构 类型 R1 R2 Mw 

 

天竺葵素 (Pg) H H 271 

矢车菊素 (Cy) OH H 287 

飞燕草素 (Dp) OH OH 303 

芍药花素 (Pn) OCH3 H 301 

矮牵牛素 (Pt) OCH3 OH 317 

锦葵素 (Mv) OCH3 OCH3 331 

表 2  常见花青苷中糖及酸的组成及分子量 
Table 2  Compositions and molecular weight of common sugars and acylated groups of anthocyanins 

化合物 分子量 分子量－H2O 

单糖 
葡萄糖 180 162 
半乳糖 180 162 
阿拉伯糖 150 132 
木糖 150 132 
鼠李糖 164 146 

双糖 
芸香糖 326 308 
槐糖 342 324 
新橙皮糖 326 308 
龙胆双糖 342 324 
昆布双糖 342 324 

脂肪族有机酸 
乙酸 60 42 
丙二酸 104 86 
琥珀酸 118 100 
苹果酸 134 116 

芳香族有机酸 
咖啡酸 180 162 
p-肉桂酸 138 120 
p-香豆酸 164 146 
阿魏酸 194 162 
桂皮酸 148 130 
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花青苷是植物形态建成过程中或响应多种逆境

信号而产生的一类重要的次生代谢物质, 可保护植
物细胞及组织避免强光过氧化, 吸引动物授粉和种
子传播, 对植物的生长繁衍具有重要意义[4]。同时, 
花青苷具有极强的抗氧化活性, 表现出抗炎症、抗微
生物、抑制血小板凝聚和抗肿瘤等作用[1, 5-8]。研究证

明花青素 B 环上邻二羟基结构 (ortho-dihydroxy- 
phenyl)是抑制肿瘤细胞转录的关键[1]。 

花青苷分析及其结构解析是其生物活性研究的

基础, 然而, 花青苷种类繁多, 结构修饰多样, 易受
环境 pH值、光照、温度等条件的影响而发生降解[9], 
此化学特性限制了花青苷标准品的获得。因此, 花青
苷的分析鉴定并不容易。高压液相色谱-质谱联用
(HPLC-MS)技术已成为天然产物分析鉴定的重要手
段。特别是与二极管阵列检测(DAD)技术的结合, 在
一定程度上解决了天然产物缺乏标准品难以定性的

问题。HPLC-DAD-MS是花青苷分析最常规的技术手
段, 已广泛应用于多种蔬菜, 花瓣以及果实中花青苷
的分析鉴定。本文就如何优化 HPLC色谱条件, 以及
如何利用色谱、光谱以及质谱数据解析花青苷结构的

规律及相关经验进行综述, 以期为花青苷功能研究
和高附加值资源筛选提供方法借鉴。 

1  样品制备 

花青苷具有热不稳定性, 因此, 新鲜样品采集
后应迅速放在−20 ℃冰箱中保存, 待用。新鲜花瓣液
氮速冻后再储存在冰箱中。如果较长时间储存, 可
考虑更低温度。花青苷在酸性水溶液中(pH<3)以稳
定的带正电荷的钅羊  盐离子存在。随着溶液 pH值的增
加, 结构发生转变。因此, 花青苷提取及分离过程中
都需要加入一定比例的酸维持结构的稳定性[9]。含

酸的水溶液可以提高花青苷的抽提效率。尽管针对

不同样品材料, 很难一概而论地说花青苷提取溶剂
哪种最适用, 但典型的花青苷提取溶剂体系选用甲
醇/水/甲酸体系, 如甲醇/水/甲酸(85:15:0.5, v/v/v)及
(60:37:3, v/v/v)适用于多种食品特别是浆果中的花
青苷成分的提取[10,11]。此外, 甲醇:水:甲酸:三氟醋酸
(TFA)(70:27:2:1, v/v/v)和甲醇 :水 :乙酸 (85:15:0.5, 
v/v/v)也应用于果实、蔬菜以及植物花瓣中花青苷的
提取[12-14]。然而, 需要注意的是, 盐酸水溶液有水解
酰化花青苷的可能, 所以通常不建议使用。 

2  高压液相色谱分离 

不同结构修饰的花青苷极性差异较大, 色谱条
件的选择直接决定化合物的分离效果。影响高压液相

色谱分离的因素有流动相组成、洗脱形式、温度以及

流速。其中流动相的选择是花青苷分离的关键。色谱

条件的筛选遵循“同类优先, 相似借鉴”的原则，即相
同分类地位的植物具有相似的代谢途径。因此, 参考
待测植物同种、同属、甚至同科植物已报道的花青苷

或类黄酮化合物的分离条件, 或者选择结构相似的
花青苷的色谱条件, 在此基础上逐步调整, 多种参数
共同优化以达到花青苷快速有效分离的目的。 

2.1  流动相组成 

花青苷极性较大, 通常选用反相 C18柱分离。花

青苷分离的流动相由有机相(甲醇或乙腈)及水相(含
酸的水溶液)两相组成。花青苷结构不同, 流动相的
组成及比例也会发生变化, 需要根据结构特征, 如苷
元类型, 单糖、多糖糖苷化, 是否酰化等来选择流动
相。图 1列举出三种典型的花青苷分离流动相及其色
谱图。需要注意的是, 花青苷的流动相组成不仅仅局
限于此, 溶剂的比例及洗脱方式都需要根据具体的
分离成分调整。 

SI 体系由甲酸, 水, 乙腈和甲醇构成, 其中有机
相可用 100%的甲醇或乙腈替代。相同色谱条件下, 相
同比例的甲醇比乙腈产生的柱压要高, 但乙腈成本高, 
洗脱出的色谱峰峰型较好, 一定比例的甲醇和乙腈结
合可达到较为理想的分离效果。Yang等[15]采用 HPLC
分析花青苷, 发现甲酸的分离效果优于三氟醋酸(TFA)
和乙酸的分离, 并且在随后的质谱分析中可促进电
离。SI应用于多种花青素的单糖、多糖或简单酰化结
构的有效分离[16,17]。磷酸对于流动相 pH 值的调节具
有重要作用, SII对同一苷元不同糖苷化以及高度酰化
的花青苷均能达到满意分离[18-20]。但磷酸缓冲盐容易

造成色谱柱的堵塞, 不适于质谱分析, 因此, 常用于
标准品定性或单独的定量分析体系[21]。 

有机相中水的组成对于花青苷的分离具有重要

作用。通过提高有机相中水的比例, 降低有机相洗脱
能力, 紫花地丁(V. yedoensis)中花青苷分离效果得到
显著提高(图 2), SIII可同时分离多种花青素结构修饰
衍生物, 其中包括 p-香豆酸酰化引起的 cis-及 trans-
同分异构体[12,16]。 
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编号 流动相(v/v) 梯度(B%) 色谱图 

SI 

A, 甲酸:水(10:90) 0 min, 5%; 26 min, 10%; 

A[24] B, 乙腈:甲醇(85:15) 35 min, 28%; 45 min, 5% 

A, 磷酸:水(1.5:98.5) 0 min, 40%; 

SII 
B, 磷酸:甲酸:乙腈:TFA 40 min, 85%; 

B[20] 
(1.5:20.0:25.0:53.5) 50 min, 40%; 

SIII 
A, 甲酸:水(10:90); 0 min, 20%; 10 min, 30%; 

C[12] 
B, 甲酸:乙腈:水(10:40:50) 35 min, 45%; 40 min, 20%; 

图 1  贴梗海棠(A), 圆叶牵牛(B), 紫花地丁和早开堇菜(C)花青苷分离色谱图 
Fig. 1  HPLC chromatograms of anthocyanins from Chaenomeles speciosa (A) , Ipomoea purpurea (B), 

Viola yedoensis and V. prionantha (C) 

 
2.2  洗脱方式 

高压液相色谱有等度洗脱和梯度洗脱两种洗

脱方式。当待分离组分较为简单时可选用等度洗脱

方式 ,  即有机相和水相比例在分离时间内保持不
变。然而, 由于植物材料中的花青苷类型较多, 极
性差异小, 难以分开, 故多选用梯度洗脱。梯度洗

脱可显著提高样品的分离度, 缩短分析周期, 同时
改善色谱峰峰型。梯度洗脱程序中, 有机相的比例
由低到高逐渐升高, 在一定的时间内达到最高。花
青苷成分是否完全洗脱取决于有机相的最高比例。

有机相升高的幅度以及分离时间则取决于具体花

青苷成分的复杂性。梯度洗脱的调整对于花青苷分 
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图 2  紫花地丁中花青苷成分的 HPLC优化[12] 
Fig. 2  HPLC chromatograms of anthocyanins from V. yedoensis[12] 

溶剂体系 A, E-I; B, E-II, C, E-III, D, E-IV 
E-I: A, 0.1% TFA水溶液; B, 乙腈; 

G-I: 0 min, 10% B; 50 min, 16% B; 80 min, 18% B; 90 min, 10% B。 
E-II: A, 5% 甲酸水溶液, B, 乙腈; 

G-II: 0 min, 7% B; 60 min, 20% B; 80 min, 50% B; 85 min, 7% B。 
E-III: A, 10% 甲酸水溶液, B, 甲酸: 乙腈: 水(10:45:45, v/v/v); 

G-III: 0 min, 15% B; 60 min, 40% B; 65 min, 45% B; 70 min, 15% B。 
E-IV: A, 10% 甲酸水溶液; B, 甲酸: 乙腈: 水(10:40:50, v/v/v); 

G-IV: 0 min, 20% B; 10 min, 30% B; 35 min, 45 %; 40 min, 20% B。 
 
离体系的优化具有重要意义, 通过多样的梯度调整, 
同一种流动相体系可应用于多种样品中花青苷的

分离[13,14]。然而, 由于梯度洗脱容易引起基线漂移, 
样品与样品之间分析通常需要设置一定的时间使

有机相的比例恢复到初始比例, 以达到平衡再检测
的目的。 

2.3  温度和流速 

温度和流速也是影响花青苷分离的重要因素。花

青苷分析温度以 25~35 ℃较为常见。随着温度升高, 
柱压降低。不同温度对不同结构的花青苷影响不同, 
没有固定的规律, 可通过设置不同参数比较分离效

果来确定[12,15]。流速越大, 出峰越快, 分离时间会越
短, 但同时也会以分离度降低为代价。设置不同流速
如 0.6、0.8、1.0 mL/min, 最终选择较短的分离时间
内得到理想的分离度的分析条件。多种色谱参数共同

优化以快速有效分离花青苷。需要注意的是, 以上优
化条件都需要结合色谱柱参数的耐受范围设计, 如
柱压、pH值、温度等。 

3  结构鉴定 

质谱是物质结构鉴定的重要方法, 快速、高灵敏
度, 可同时提供样品的分子量、分子式和同位素等重
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要信息。质谱、色谱信息结合紫外-可见吸收光谱特
征多方面数据为花青苷的结构鉴定提供了重要依据。 

3.1  苷元确定 

花青苷通常在正离子模式下进行质谱电离[13,14]。

特征质荷比可快速进行花青苷类型的判断(表 3)。碎
片离子峰 m/z 303、317、287、331、301和 271分别
对应飞燕草素(Dp)、矮牵牛素(Pt)、矢车菊素(Cy)、锦
葵素(Mv)、芍药花素(Pn)和天竺葵色素(Pg)的衍生物。 

紫外-可见吸收光谱特征提供辅助证据。花青苷
具有两个明显的吸收峰, 位于波长较长一侧称为带

, Ⅰ 较短一侧称为带Ⅱ。带Ⅰ反映了 B 环的取代情
况。随着 B环上羟基及甲基化数目的增加, 带Ⅰ有向

短波长方向移动的趋势[22]。因此, 可通过紫外-可见
吸收光谱, 初步掌握苷元组成的大体类型。 

3.2  框架确定 

自然条件下游离的花青素常以花青苷形式存在。

一般情况下, 单糖优先结合花青素 3位羟基。两个以
上的糖可同时结合 3位或分别结合 3位和 5位羟基。
因此, 应优先判断花青苷 5 位是否发生取代。花青
苷 440 nm 波长下吸收值与可见光最大吸收波长下
吸收值的比值(A440/Avis-max)反映 5 位是否被糖苷化
[23]。从表 3中可以看出当 A440/Avis-max＞30%时, 其花
青苷为 3-O-糖苷类型 , 5 位未被糖苷化 , 而当
A440/Avis-max＜20%时, 5位被糖苷化。然而, 需要注意
的是A440/Avis-max数值并不是固定不变的, 在同一分析
条件下, A440/Avis-max 数值差别较大的花青苷成分, 可
进行 5位糖苷化的判断[12,24]。 

花青苷还可被有机酸酰化。化合物在 290~340 nm
波长下肩峰的出现可推定化合物被芳香酸酰化[25]。圆

叶牵牛中 Pg3C5G 和 Cy3C5G 的紫外-可见吸收光谱
如图 3所示。紫花地丁中酰化花青苷的肩峰紫外波长
范围为 309~315 nm。 

3.3  结构解析 

根据质谱常见的裂解特征质荷比及丰度信息,初
步判断花青苷基本组成。以早开堇菜中色谱峰 1(表
3)为例, 其质谱数据包括分子离子峰 m/z 773, 碎片
离子峰 m/z 611, m/z 303和 m/z 465(图 4)。特征碎片
离子峰 m/z 303 对应花青素苷元 Dp, 则此化合物为
Dp衍生物。通过计算 A440 / Avis-max为 16.2, 则推定为
Dp-3, 5-O-双糖苷。根据碎片离子峰 m/z 611是分子
离子峰 m/z 773丢掉 162 u所得, 对应一分子己糖基。
碎片离子峰m/z 465为丢掉 308 u(146 + 162)所得。146 
u通常为一分子的 p-香豆酸酰基或鼠李糖基。由于紫
外-可见吸收光谱在 290∼340 nm未见特征吸收, 则可
确定为鼠李糖基。因此, 初步判定此化合物为Dp-3,5-
双糖苷, 两分子己糖和一分子的鼠李糖参与此花青
苷形成[12]。 

3.4  佐  证 

根据以上规律, 从花青苷的质谱、光谱和色谱数
据可初步判断简单花青苷的结构组成[26]。然而, 多糖
及不同酰基化修饰的花青苷, 因糖的连接顺序, 有机
酸酰化的位置不同呈现多样性, 因此, 需借助其他的
证据确定。 

 

图 3  Pg3C5G和 Cy3C5G的紫外-可见吸收光谱 
Fig. 3  UV-vis spectra of Pg3C5G and Cy3C5G 
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表 3  植物中天然花青苷成分鉴定 
Table 3  Chromatographic and spectral data of anthocyanins detected in petals 

色谱峰 a tR (min) λmax、 (nm) A440 / Avis-max 分子离子 (m/z) 碎片离子 (m/z) 化合物结构 

贴梗海棠(Chaenomeles speciosa)[24] 

1 16.6 516 32 611 287 Cy3 (Ga-G) 

2 20.0 516 32 449 287 Cy3Ga 

3 21.5 501 43 595 271 Pg3 (Ga-G) 

4 23.8 514 n. a. 449 287 Cy3G 

5 25.3 501 43 433 271 Pg3Ga 

6 26.8 513 32 519 287 Cy3SucAra 

圆叶牵牛(Ipomoea purpurea)[20] 

1 16.4 284/323/509 15.8 1243 271/433/919/1081 Pg2C4G 

2 18.6 286/316/515 18.0 1081 271/433/919 Pg2C3G 

3 21.8 287/317/512 20.8 1568 271/433/919/1081/1243/1405 Pg3C5G 

4 24.9 288/324/511 24.1 1405 271/433/919/1081/1243 Pg3C4G 

早开堇菜(V. prionantha)及紫花地丁(V. yedoensis)[12] 

1 4.5 523 16.2 773 611, 465, 303 Dp3Ru5G 

2 5.9 515 17.7 757 595, 449, 287 Cy3Ru5G 

3 7.1 527 13.2 787 625, 479, 317 Pt3Ru5G 

4 8.4 526 14.9 815 653, 465, 303 Dp3acRu5G 

5 11.3 517 16.4 799 637, 449, 287 Cy3acRu5G 

6 12.4 528 13.6 829 667, 479, 317 Pt3acRu5G 

7 18.9 529, 312sh 14.2 919 757, 465, 303 Dp3cispCRu5G 

8 20.8 529, 313sh 14.8 919 757, 465, 303 Dp3transpCRu5G 

9 24.7 528, 310sh 13.6 933 771, 479, 317 Pt3cispCRu5G 

10 25.5 520, 315sh 16.1 903 741, 449, 287 Cy3pCRu5G 

11 26.7 531, 309sh 13.3 933 771, 479, 317 Pt3transpCRu5G 

12 30.8 535, 311sh 12.1 947 785, 493, 331 Mv3cispCRu5G 

13 31.9 520, 311sh 15.3 917 755, 463, 301 Pn3pCRu5G 

14 33.2 533, 312sh 12.6 947 785, 493, 331 Mv3transpCRu5G 

a色谱峰见图 1 
注: Cy: 矢车菊素; G: 葡萄糖苷; Ca: 半乳糖苷; Pg: 天竺葵素; Ara: 阿拉伯糖苷; Suc: 琥珀酰; C: 咖啡酰; Dp: 飞燕草素; Ru: 芸香糖酰; 
Pt: 矮牵牛素; Mv: 锦葵素; Pn: 芍药花素; ac: 乙酰; pC: 香豆酰; 
a Chromatographic peaks in Fig. 1 
Note: Cy: cyanidin; G: glucoside; Ca: galactose; Pg: pelargonidin; Ara: arabinoside; Suc: succinyl; C: caffeyl; Dp: delphinidin; Ru: rutinoside; Pt: 
Petunidin; Mv: malvidin; Pn: peonidin; ac: acetyl; pC: p-coumaroyl 
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图 4  早开堇菜中 Dp3Ru5G化学结构及质谱图[12] 
Fig. 4  MS spectra and chemical structure of Dp3Ru5G from 

V. prionantha[12] 
 

3.4.1  洗脱顺序 
化合物的极性决定 HPLC 出峰时间。化合物洗

脱顺序可作为结构解析验证的依据。花青苷经反相

C18色谱柱分离, 其极性越大, 出峰时间越早。常见 6
种花青素出峰顺序依次是 Dp、Cy、Pt、Pg、Pn 和
Mv[13]。糖苷化修饰会使花青苷极性增加, 洗脱顺序
提前, 保留时间减少; 芳香酸酰化会使花青苷的极性
降低, 洗脱顺序推后, 保留时间增加(表 3)。 

不同的碎片离子可得到相同质荷比, 且花青苷
光谱特征相似。常见的需要甄别的有两种: 1)葡萄糖
和半乳糖是花青苷常见己糖组分, 其裂解质荷比均
为 m/z 162; 2)花青苷有机酸的酰化可形成 trans-及
cis-的同分异构体。花青苷色谱特征为以上两种情况
的鉴别提供依据。研究表明, 花青素-3-O-半乳糖苷的
洗脱时间小于花青素-3-O-葡萄糖苷[27], cis-花青苷在
反相色谱中优先于 trans-花青苷被洗脱[28]。根据此规

律, 贴梗海棠中 Cy3Ga 和 Cy3G 以及紫花地丁中 
Dp3cispCRu5G, Dp3transpCRu5G, Pt3cispCRu5G, 
Pt3transpCRu5G 和 Mv3cispCRu5G 和 
Mv3transpCRu5G被辨别[12, 24]。 
3.4.2  可信对照品共洗脱实验 

花青苷结构复杂, 且不稳定, 市场上可以购买
的花青苷标准品极为有限。一些已经查明花青苷组成

的植物材料可作为对照品而应用。根据相同化合物

HPLC分离后只出现一个色谱峰的共洗脱特性, 将对

照品材料与待测样品混合, 如果在待测组分保留时
间上出现唯一的色谱峰, 同时峰高或峰面积随着对
照品的加入而极大的增加, 并且紫外-可见吸收光谱
一致, 可推定为一种成分[24]。同时, 由于大量样品的
HPLC 分析可能出现同一种化合物在不同时间和不
同批次分析时保留时间发生漂移难以定性的情况 , 
也可通过共洗脱实验判断。 
3.4.3  相似或相同的化学背景 

同种、同属或同科植物具有相似的代谢途径, 参
照其已经鉴定出的花青苷或其他类黄酮化合物结构

特点, 对于待测样品的结构确定提供依据[24]。如早开

堇菜色谱峰 1 初步判断为己糖和鼠李糖形成的
Dp-3,5-双糖苷。根据同属植物三色堇 (Viola × wit-
trockiana Gams), Dp-3-O-rhamnosylglucoside(Dp3Ru)
和 Dp-3-O-(p-coumaroyl)-rhamnosylglucoside-5-O- 
glucoside(Dp3pCRu5G)已被鉴定 [12, 29], 则结合多方
面证据推定色谱峰 1为 Dp3Ru5G(图 4)。  

4  结  论 

本文综述了如何利用液质联用方法对植物花青

苷分离以及结构鉴定的一般规律及经验。需要注意的

是花青苷的分离鉴定是基于质谱、紫外-可见吸收光
谱以及色谱信息, 结合待测样品的化学背景等多种
数据相互佐证共同判断的。然而, 对于新化合物只能
通过传统的色谱技术纯化分离结合核磁共振及光谱

数据进行确定。 
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