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度、时间及巯基棉的用量有关；巯基棉富集分离 ＧＦＡＡＳ测定
硒形态具有定量选择性、灵敏度好等优点，适合生物样品体系

中硒形态的分析，为５龄六排海刺参的金属组学的基础研究
提供了借鉴。
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猬实花瓣色素成分及含量的初步分析
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　　摘要：以猬实为材料，通过特征显色反应和紫外－可见光谱对其花瓣中的色素成分进行初步分析，并对其总类胡
萝卜素、总黄酮和总花色苷的含量进行测定。结果表明：猬实花瓣的色素主要由类胡萝卜素、类黄酮和花青素组成。

其中，类黄酮含有黄酮和黄酮醇类化合物，不含二氢黄酮类化合物、查耳酮、噢?、儿茶素，色素分子中含有３，４－二
羟基。白色花的类胡萝卜素和黄酮的含量比红色花高，而花色苷含量比红色花的低。
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　　猬实（ＫｏｌｋｗｉｔｚｉａａｍａｂｉｌｉｓＧｒａｅｂｎ）是中国特有的单种属植
物，属忍冬科（Ｃａｐｒｉｆｏｌｉａｃｅａｅ）猬实属（Ｋｏｌｋｗｉｔｚｉａ），因果实密被
刺刚毛，状如刺猬而得名，属国家三级稀有保护植物，主要分

布于我国中部及西北部的河南、甘肃、山西、陕西、湖北、安徽

等省海拔３５０～１５００ｍ的山坡、路边和灌丛中。猬实作为驰
名中外的珍贵观赏植物，长期以来颇受青睐，被誉为“美丽的

灌木（ｂｅａｕｔｙｂｕｓｈ）”，欧美国家２０世纪初就从中国引种栽培
猬实 ［１］。当前的研究主要集中在如何提高猬实的繁殖率和

扩大猬实的生长区域，很少关注猬实花色的变化以及猬实花

色素的构成。本研究初步分析了猬实２种不同花色花瓣的色
素成分及含量，有助于探索猬实花色形成的生化机理，为猬实

色素化合物的分离和结构鉴定提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
２０１３年５月４日，采集河南省郑州市郑东新区的绿化公

园里事先选取的优株上的花朵，花色分粉白和粉红２种，摘取
健康、完全开放的花朵，去蕊放进密封袋装好，一部分放在

－２０℃ 的冰箱里保存，剩下的放入５５℃烘箱２４ｈ，取出烘干
的花朵，研磨成粉，密封保存，备用。

１．２　猬实花色素的特征显色反应
１．２．１　石油醚、盐酸和氨水测试　分别取鲜花瓣 ０．１ｇ研
磨，放入带有皮塞的干燥试管，分别加石油醚、１０％盐酸、３０％
氨水５ｍＬ，振荡，过滤观察颜色，并记录［２］。

１．２．２　 类黄酮显色反应　取不同花色的花瓣粉末０．１ｇ，分
别用盐酸化甲醇［Ｖ（ＨＣｌ）∶Ｖ（ＭｅＯＨ）＝１∶９９，下同］提取
１５ｈ，过滤，定容至２５ｍＬ，分别进行下列显色反应［３－４］。

（１）浓盐酸 －镁粉反应：在 ２ｍＬ提取液中加入少量镁
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粉，随后加入浓盐酸５滴，摇匀静置１ｈ。
（２）醋酸铅反应：在 ２ｍＬ提取液中加入 １．０％

Ｐｂ（ＣＨ３ＣＯＯ）２·３Ｈ２Ｏ溶液２ｍＬ，混匀后静置 ２ｈ，观察颜色
变化。

（３）三氯化铝反应：在２ｍＬ提取液中加入１％ ＡｌＣｌ３·
６Ｈ２Ｏ甲醇溶液１ｍＬ，混匀后，观察颜色变化。

（４）浓硫酸反应：在２ｍＬ提取液中加１．５ｍＬ浓硫酸，摇
匀，再沸水浴５ｍｉｎ。

（５）Ｎａ２ＣＯ３反应：在２ｍＬ提取液中加５％ Ｎａ２ＣＯ３３ｍＬ，
摇匀，密闭静置３０ｍｉｎ，通空气１０ｍｉｎ。

（６）氨性氯化锶反应：取甲醇 １０ｍＬ，加氨水定容至
２５ｍＬ，成为被氨水饱和的甲醇溶液；向 ２ｍＬ样品液中加
０．０１ｍｏｌ／ＬＳｒＣｌ２·６Ｈ２Ｏ甲醇液１０滴，再加被氨水饱和的甲
醇液１０滴，摇匀，静置１ｈ。

（７）硼酸反应：向 ２ｍＬ提取液中加 １．０％ Ｈ２Ｏ４Ｃ２·
２Ｈ２Ｏ１０滴，再加２．０％ Ｈ３ＢＯ３溶液３ｍＬ。

（８）四氢硼钠反应：向２ｍＬ提取液中加８ｍｇＮａＢＨ４，再
加１．０％盐酸２ｍＬ，摇匀，静置２ｈ。
１．３　紫外－可见光谱分析及含量测定
１．３．１　总类胡萝卜素含量的测定　取干燥花瓣粉末０．１ｇ
放入具橡皮塞的试管中，加入提取剂丙酮 －石油醚混合液
（体积比为１∶４）１０ｍＬ浸提４８ｈ，过滤定容至合适的浓度
后，用澳大利亚生产的Ｃｉｎｔｒａ－４０４双光束紫外－可见分光光
度计在 ４００～５００ｎｍ处扫描，扫描间隔为２ｎｍ，石英杯直径
为 １．０ｃｍ［４］。记录各品种最大吸收峰处的光密度，根据总类
胡萝卜素的消光系数，按照下式进行含量计算，并对所得数据

取平均值［５］：

Ｄ＝Ｅ１％１ｃｍ×Ｃ×ｄ。
式中：Ｄ为最大吸收峰的光密度；Ｃ为类胡萝卜素浓度，单位
为ｇ／ｍＬ；ｄ为光通过类胡萝卜素溶液的距离，即比色杯的内
径，单位为ｃｍ；Ｅ１％１ｃｍ为类胡萝卜素的消光系数，通常使其平均
值为２５００。
１．３．２　总黄酮含量的测定　取干燥花瓣粉末０．１ｇ放入具
塞试管中，加入提取剂甲醇１０ｍＬ浸提２４ｈ，过滤，将浸提液
定容至１０ｍＬ，准确称取２０．３ｍｇ标样芸香苷，用少量甲醇溶
解，用盐酸化甲醇溶液定容至２５ｍＬ，配成０．８１２ｍｇ／ｍＬ标准
溶液。分别取０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍＬ标准溶液加盐酸
化甲醇溶液至４ｍＬ，随后分别加入１％ ＡｌＣｌ３·６Ｈ２Ｏ甲醇溶
液６ｍＬ，平衡１０ｍｉｎ。在２００～７００ｎｍ处慢速扫描，采样间隔
１ｎｍ，发现在２７０、４０５ｎｍ处各有一吸收峰，其中以２７０ｎｍ处
准确度最佳，所以以 ２７０ｎｍ处吸光度（Ｄ２７０ｎｍ）绘制标准曲
线，求出线性回归方程［４］。取２ｍＬ提取液，加入３ｍＬ１％
ＡｌＣｌ３·６Ｈ２Ｏ甲醇溶液，平衡１０ｍｉｎ，测定 Ｄ２７０ｎｍ，利用标准
曲线线性回归方程计算样品液浓度，得出样品的总黄酮

含量。

１．３．３　色素中花色苷含量的检测　取干燥的花瓣粉末
０．３ｇ，用含 １．０％浓盐酸的甲醇溶液［Ｖ（浓盐酸）∶Ｖ（甲
醇）＝１∶９９］提取１２ｈ，定容至５０ｍＬ，设置紫外 －可见分光
光度计电压在２００Ｖ，在波长５３５ｎｍ处扫描［６］。采用改进的

Ｆｕｌｅｋｉ等的方法［７］计算花色苷的含量，公式为：

花色苷含量（μｇ／ｇ）＝（Ｄ５３５ｎｍ×Ｖ×ｎ×１０）／９８．２×ｍ。

式中：Ｄ５３５ｎｍ为色素在５３５ｎｍ波长处的吸光度；Ｖ为一定质量
的果实提取色素时的定容体积（ｍＬ）；ｎ为比色时稀释的倍
数；９８．２为花色苷色素在５３５ｎｍ波长处的平均消光系数；ｍ
为猬实花瓣的质量（ｇ）。

２　结果与分析

２．１　色素特征显色反应
猬实的２种花色的色素定性、定量反应的结果十分相似，

只是颜色深浅有些差异。由表１可知，猬实的白色花和红色
花在石油醚试验中表现不同程度的淡黄色，说明它们都含有

类胡萝卜素。在盐酸试验中，红花和白花均表现淡粉色，说明

均含有花色苷，但含量较少。在氨水测试中，２种花色均显示
有较深的铁锈色，表明都含有黄酮醇类化合物或可能含有查

耳酮。

表１　不同猬实花色的色素类型测试的颜色反应

花色 石油醚试验 １０％盐酸试验 １０％氨水试验
白色 草黄色 极淡粉色 铁锈色

红色 淡黄色 淡粉色 铁锈色

２．２　类黄酮的显色反应
（１）浓盐酸－镁粉反应。所选２种花色猬实均呈粉红色

（表２），说明猬实花瓣花色素中不含查耳酮、噢?、儿茶素，而
可能含有黄酮醇、二氢黄酮醇（即黄烷酮醇）、二氢黄酮（即黄

烷酮）、花色苷及其苷元（即花色素），可能也含异黄酮。

（２）醋酸铅反应。２种花色均出现白色沉淀（表２），表明
含有黄酮类化合物，且具有邻二酚羟基或兼有 ４－酮基、
３－ＯＨ或４－酮基、５－ＯＨ结构。

（３）三氯化铝反应。２种花色均表现淡橙色（表２），表明
色素中含有黄酮或可能含有查耳酮类和橙酮类。

（４）浓硫酸反应。２种花色均呈棕黄色，在沸水中５ｍｉｎ
不变色（表２），说明猬实花瓣色素中含有花色苷，且可能不含
二氢黄酮。

（５）碳酸钠反应。反应均呈现黄色，且通气后颜色没有
变化（表２），说明猬实花瓣花色素中含有黄酮类化合物且不
含二氢黄酮、查耳酮、噢?。

（６）氨性氯化锶反应。２种花色均出现淡黄色沉淀（表
２），说明其色素分子中含有３′，４′－二羟基。

（７）硼酸反应。２种花色均表现无色（表２），表明其色素
中不含有５－羟基黄酮和２′－羟基查耳酮类化合物。

（８）四氢硼钠反应。２种花色均呈现无色（表２），该反应
是二氢黄酮类化合物的专属反应，无色则说明花色素中不含

二氢黄酮和二氢黄酮醇，可能含有查耳酮、黄酮、黄酮醇和异

黄酮等。

２．３　不同花色素的含量分析
试验中类胡萝卜素在４４８ｎｍ出现了最大吸收峰，根据公

式分别得出 ２种花色色素的总类胡萝卜素含量，白花为
２３．８ｍｇ／ｇ，红花为８．８ｍｇ／ｇ（表３），从而可知白色花和红色
花间的类胡萝卜素含量差异较明显。

根据２种花色在２７０ｎｍ的吸收值和由芸香苷而得到的
标准曲线方程Ｃ＝２．４９８８Ｄ２７０ｎｍ－０．２１１９［ｒ

２＝０．９９６７，式中
Ｃ为芸香苷浓度（ｍｇ／ｍＬ），Ｄ２７０ｎｍ为吸光度］，得出了２种花色
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表２　猬实不同花色的类黄酮的显色反应

花色
浓盐酸－
镁粉反应

醋酸铅反应 三氯化铝反应 浓硫酸反应 碳酸钠反应 氨性氯化锶反应 四氢硼钠反应 硼酸反应

白色 粉红色 白色沉淀 淡橙色 棕黄色 淡黄色 黄色沉淀 无色 无色

红色 粉红色 白色沉淀 淡橙色 棕褐色 淡黄色 黄色沉淀 无色 无色

色素的总黄酮含量，白花为２２．５ｍｇ／ｇ，红花为１６．５ｍｇ／ｇ（表
３），红花的总黄酮含量略低于白花。

根据Ｆｕｌｅｋｉ等的方法［７］计算得出２种不同花色的猬实中
花色苷含量分别为１４４（白花）、１６３（红花）μｇ／ｇ（表３），说明
红花的花色苷含量大于白花，但两者差异不大。

　　综上所述，白花总类胡萝卜素、总黄酮的含量比红花高，
而花色苷含量低于红花，其结果与前面的显色反应结果基本

一致。

表３　猬实的不同花色的各类色素的含量（干重）

花色
总类胡萝卜素

（ｍｇ／ｇ）
总黄酮

（ｍｇ／ｇ）
花色苷

（μｇ／ｇ）

白色 ２３．８ ２２．５ １４４
红色 ８．８ １６．５ １６３

３　结论与讨论

安田齐根据颜色将植物的花色素分为类胡萝卜素、类黄

酮和花青素，类黄酮主要包括黄酮、黄酮醇、查耳酮［８］，而花

青素应是花色素及其与糖相结合的苷（花色苷）［９］。类胡萝

卜素主要以结晶或沉淀存在于细胞的质粒中，多为 β－胡萝
卜素和堇菜黄质，难溶于水，可以产生红色、橙色和黄色色素，

是黄色的主要来源；类黄酮和花色苷可以产生从深红到红紫

的全部颜色范围，易溶于水，主要存在于植物细胞的液

泡中［１０］。

植物花色是多种因子协同作用的结果，但在根本上是花

瓣细胞中存在色素的不同种类及其含量的时空组合最终决定

花色，但花色与花瓣所含色素的颜色并不完全相同［１１］。本试

验选取２种花色的猬实优株花瓣，特征显色反应结果表明：猬
实花瓣的花色素主要含有类胡萝卜素、类黄酮和花色苷，其中

类黄酮化合物含有黄酮和黄酮醇，不含二氢黄酮类化合物、查

耳酮、噢?、儿茶素，色素分子中含３′，４′－二羟基。随后，用
紫外－可见光谱分析初步测定了２种花色花瓣中主要的色素
含量，结果表明，２种花色花瓣中总黄酮含量都较高，白色花
中总类胡萝卜素含量和总黄酮含量十分接近，表明猬实的白

花花色主要是由类胡萝卜素和黄酮类化合物共同作用产生。

红色花中总类胡萝卜素含量、总黄酮含量比白色花的低，但花

色苷含量比白花的高，表明花色苷是红色的主要呈色色素。

本试验中白色花和红色花之间花色苷含量略有差异，可

能是由２株猬实生长在相对独立的环境造成的。花色苷含量
与生长环境有一定关系，花色苷是花青素与糖合成的，而花青

素又是糖代谢的产物［１２］，因此阳光充足的生长环境有利于花

色苷的合成和积累，更有利于猬实红色花色的显示。

本试验中猬实花瓣色素的特征显色反应和紫外－可见光
谱分析出现了相近的结果，特征反应更加便捷，在较短的时间

内给人直观的结果，使人对试验有初步的轮廓和构想，而用紫

外－可见光谱分析法在显色反应的基础上加以验证，能同时
较为准确地计算出各色素的含量，便于进一步的分析。猬实

花色素成分十分复杂，进行进一步分析需要借助更加精密的

仪器，如核磁共振仪、高效液相色谱仪和质谱仪等。
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