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黑米色素的组成与结构分析

孔令瑶， 汪云”， 曹孤华， 龚文君， 曹蕊， 李楠
(江南大学化学姆材料X-程学院，江苏无锡214122)

摘要：采臻液质联或技术(毛GMS)奄毛细管电泳电化学橙溯(CE-ED)时黑采包索透行定挂分

橱。结果表瞬，黑恭色常主要含有两种花青苷色素，分则是失毒楚素一3一葡萄糖苷和芍药素一3一葡萄

糖苷。 ．
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Analysis of Components and Structures of Black Rice Pigment

KONG Ling—yao， WANG Yun。， CAO Yu—hua， GONG Wen-jun，CAO Rui，LI Nan

(School of Chemical and Material Engineering，Jiangnan University，Wuxi 214122，China)

Abstract：Liquid chromatography-mass spectrometry(LC—MS)and capillary electrophore8is with

electrochemical detection(CD-ED)were applied to determine the components and structures of

black rice pigment。The result showed that there were two major anthocyanins in black rice

pigment：cyanidin-3一glucoside and peonidin-3一glucoside．

Key words：black rice pigment；anthocyanin；liquid chromatography-mass spectrometry；capillary

electrophoresis

黑米在我国有着悠久的种植史，它不仅含有丰

富鹣蛋自爱、人体必需的多耪氨基酸以及镀、锌、铁

及其它微量元素(1]，丽滕在米糠中还禽有大量的黑

米色素。研究表明，黑米色素属花青苷类色素，是

类黄酮纯会物，有较强嬲清除自受基秘抗氧化的能

力￡2q]，是一种具有药用价值的天然食用色素资源。

目前对乎黑米色索提取方法的研究较多爵一]，

覆对色素缓成及结构分耩翡擐遂较少，主要是巍手

黑米色素成分复杂、不稳定等特攘及穗应标准撵是

的缺乏，给研究工作带来了一定的困难。黑米色素

分孑结梅分糖．生簧包括鼹方面：一是藐青菅分予结

构的确定，二是与花青素成替的糖的种类的确定。

对藏者的分糖采黑的方法目前主要有蹇效滚摆包

谱法嘲、分光光度法黯3及核磁共振法‘引。对后者的

分析采用的方法主要有薄层层析法嘲、气相色谱

法黯]巍蹇效液裰法n引，但爱耨法的误差较大，蒸气

棚色谱法嚣对样品进行衍生化，水解后还需将糖与

其他物质分离，处理较复杂。作者采用液质联用技

术(LC-MS)瓣色素酶缀戚纛惫素分子的续孝鼋框架

进行了分据，并首次运照毛缨管咆泳一电化学检测技

术对其糖苷的糖进行了确定。
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l材料与方法

1．1材料

黑米：江苏常熟产；石油醚、乙酸乙燎、半乳糖、

麓萄糖：均为分析纯；乙腈；色谱纯。

WATERS Platform ZMD4000液质联用仪：

Wasters；毛细管电泳一电化学检测系统(CDED)：

宣行组装；BAS LC-3D安培检测器；Bioanalytieal

Systems公司产品；HW一2000色谱软件；上海千谱

软件有限公司产晶；熔融石荚毛细管(长65cm，内

径25Urn)：河北永年光导纤维厂产品；RE-52AA型

旋转蒸发仪：无锡星海王生化设备有限公司产品；

Tv-190l双光束紫外可见分光光度仪：=l艺京普折遽

餍仪器有限责任公词产晶；碾米机：无锡秦良商贸

有限公司产品。

1．2方法

1．2．1 黑米色素的脱脂 用碾米机将黑米皮层碾

剥下来，加入石油醚(30～60℃)用超声提取法提

取，脱去黑米糠中的膳肪，然瓣尾乙酸乙蘸超声摄

取，除去黑米糠中的弱极性杂质(胡萝卜索、时绿素

等)。

l。2。2黑米色素戆提取及纯化称取处理矗的黑

米糠2 g于锥形瓶中，加入100 mL含体积分数

0。25％的盐酸体积分数为80％的乙醇溶液，超声提

取30 min，旋转蒸发除去乙醇。将浓缭瑟酶色素黧

到已处理的弱酸性阳离子交换树脂柱中，先用去离

子水洗涤，将米糠中的杂质除去，再用体积分数

80％乙醇将色素浚脱下来，蕊转蒸发除去乙醇，德

到色素浓缩液。

1．2．3黑米色素的紫外可见光谱分析用移液管

吸取黑米色素浓缩渡0．2 mL，移天i0．00 mL容嫠

瓶中，用乙醇稀释至刻度，进行紫外一可见吸收光谱

扫描。

1。2。4黑米色素酌液质联髑分析 色谱分新条

件；分析柱：purospher STAR C-18 4．6 mm×250

mm；检测器：二极管阵列；流动相；乙腈溶渡(含体

积分数l％懿荦酸)，梯度洗脱；柱温35℃；俸积漉

量0．3 mL／min；进样量5“L。

质谱分析条件：离子源温度120℃；脱溶剂溆

度300℃；锥孔电藤30 V；MS耪对分子质量范围

200一1 000；光电倍增器700 V；气体体积流量：

4．2 L／h；离子方式EIS-，亳细管电压3．88 kV；

EIS手，毫维管电蓬3。87 V。

I．2．5 花青苷中糖毛细管电泳一电化学检测 标

准溶液：蘩萄糖、半乳糖储备液：1．0 mg／mL，用去

离子水配制，辩用运行缓冲液稀释至所需质量浓

度。祥晶溶滚：在浓缩液孛加入少璧乙醇将色素溶

解，取0．3 mL色素溶液加入5 mL 2 mol／L HCI溶

液在105℃烘箱中水解3 h，得到水解液待用。所

有溶液使矮蓠均耀0．25 p．m聚丙烯滤膜过滤。

毛细管电泳；使用自组装CE—ED装置，电化学

检测为三电极体系(直径为140弘m的铜圆盘电极

为检测电掇、镳丝为辅助电极、饱糕曹汞电极为参

比电极)。铜电极通过三维定位调节器，使之与毛

细管出口在一蠢直线上，并尽可能靠近毛细管的来

溃。采用电动遴样，检测洮为醴极电泳槽，运行滚

为50 mmol／L的氢氧化钠溶液。

2结果与讨论

2．1花青苷的化学结构

黑米色素溪予黄醒麓毒瞢类纯合物。花青瞢

是由花青素和糖成苷而成。花青素的基本结构是

2一苯蒸苯并吡哺，即花色綦元(图1)，具有C。一C。一C。

的分子结构。筏毒素是麓色基元的羟基取代袋生

物，通常在3一，5一，7一碳位t有取代羟基，由于B环各

碳位的取代基(羟基或甲氧基)不同，形成了多种的

花青謇，理已知麴有20种。在自然状态下，游离酶

花脊素极少见，大多以糖管的形式存在，成替的糖

已知有5种，根据其在各种花青苷中的丰富耩度，

捧列燕下：蔫萄糖>鼠李糖>半巍糖>本耱>阿拉

伯糖，除单糖外还有可能是由这5种单糖结合形成

的二糖。如果怒单糖苷，成苷位置邋常在3一碳位。
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酯的脱脂处理，除去糠中的油脂及弱极性物质，用

体积分数80％的乙醇溶液提取黑米色素，最后将色

素通过弱酸性阳离子树脂纯化。将纯化前后的黑

米色素分别进行高效液相色谱法分析对比，可以发

现在提纯后样品的色谱图中，出峰数量减少，几乎

没有杂质峰，说明提纯后黑米色素中杂质显著减

少。图2为纯化后色素样品的高效液相色谱图，从

图中可以看出黑米色素中主要含有两个组分，其中

9．8 min出峰的组分为主要组分，质量分数为

90．63％；12．8 min出蜂的组分为少量组分，质量分

数达6．36％。
9 75

2．5 5．0 7．5 10．0 12．5 15．O 17．5 20．O 22．5

时间／min

图2黑米色素的色谱图

Fig．2 The liquid chromatographic of black rice pigment

2．4黑米色素的质谱图分析

由于花青苷的对照品不易获得，所以仅采用高

效液相色谱法无法对两种色素组分进行定性分析。

lOO

莲
憾

篓50
罂

0

质谱法具有灵敏度高，定性能力强等特点，与液相

色谱法结合，既发挥了色谱法的高分离能力，又发

挥了质谱法的高鉴别能力，最适用于做多组分混合

物中未知组分的定性鉴定。图3是9．8 min出峰组

分的质谱图，从图中可知，9．8 min出峰的色素的相

对分子质量为448。由于已知色素分子为花青苷，

所以可推知其分子式为C。，H。。On，该色素的结构

是矢车菊花青苷，其中相对分子质量为449和287

的分子离子峰(M+1)相差162，正好是一个六碳糖

去掉一个H。O之后的相对分子质量，与花青素成

苷的糖的5种糖中，只有葡萄糖和半乳糖是六碳

糖，所以成苷的糖只可能是葡萄糖或半乳糖。

图4是12．8 rain出峰组分的质谱图，从谱图中

可知，12．8 min出峰的色素的相对分子质量为462，

可推知其分子式为C。。H。。0⋯该色素的结构框架

是芍药花青苷，其中相对分子质量为463和301的

分子离子峰(M+1)相差162，也正好是一个六碳糖

去掉一个H：0之后的相对分子质量，所以取代基

也可能是葡萄糖或半乳糖。矢车菊花青苷和芍药

花青苷的结构如图5。要确定两种色素中六碳糖的

种类，首先要将糖从糖苷上水解下来，然后再分析。

作者采用酸法完全水解法，用这种方法，可以将糖

苷上的糖完全水解下来，成为单糖，无需分离，直接

采用毛细管电泳电化学检测方法，作进一步分析。

。
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图3 9．8 min出峰组分的MS图

Fig．3 The m麟chromatographic of the component at 9．8 rain
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图4 12．8 min出峰组分的MS图

Fig．4 The mass chromatographic of the component at 12．8 rain

OH

OH

H

糖基

图5两种花青苷结构图

Fig．5 The chemical structures of two anthocysnins

2．5电泳条件的选择

2．5．1半乳糖、葡萄糖的流体伏安图 图6为半

乳糖和葡萄糖的流体动力学伏安图，由图可知，半

乳糖和葡萄糖两种被分析物，从0．45 V开始，随检

测电位的变大，峰电流迅速变大。但是对于该检测

系统，随检测电位的增大，基体电流也迅速增加，当

检测电位高于0．65 V时基线极其不稳定，信噪比

变小。综合灵敏度和稳定性的因素，选择检测电位

为0．65 V。

《
口

≈

VN
．

图6葡萄糖和半乳糖的流体动力学伏安图

Fig．6 Hydrodynamic voltammogram(HDV)of galac-

tose and glucose

2．5．2 运行缓冲液浓度的影响运行缓冲液的种

类和浓度影响分析时间及样品的分离度。由于被

分离物质半乳糖、葡萄糖结构上的多羟基特性，在

碱性条件下易发生氧化还原反应。因此，实验采用

氢氧化钠为电介质溶液。实验研究了不同氢氧化

钠浓度对迁移时间的影响，结果如图7示。随氢氧

化钠浓度的增加，相应样品的分离度略有增大，迁

移时间也增加，当氢氧化钠浓度较大时，由电泳电

流增加而引起的电泳峰展宽较为严重，最终选择浓

度为50 mmol／L的NaOH溶液作为运行缓冲液。
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图7氨氧化钠浓度对迁移时间的影响

Fig．7 Effect on migration time with different concert-

tration of NaOH

2．5．3分离电压与进样时间的选择分离电压是

影响电渗流速度和迁移时间的重要因素。分别考

察了分离电压为10、12、14、16 kV时对迁移时间的

影响。结果表明，加大分离电压能缩短分离时间，

但电压过大，由于焦耳热等问题，基线噪音增大，并

且两个峰有重叠，所以选择14 kV为分离电压。

在分离电压14 kV时，研究进样时间为4、5、6、
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负面影响，因此选用6 8为进样时间，此时峰形较
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