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摘摇 要: 建立了 HPLC鄄双波长法测定高粱红色素中槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷和芹菜素含量的方法。 样品

经前处理提取溶解后通过高效液相色谱分析,以色谱峰保留时间和紫外可见光谱进行定性。 采用

C18反相色谱柱,以甲醇为流动相 A,1% 乙酸溶液为流动相 B,梯度洗脱,流速为 1郾 0 mL / min,进样

量 20 滋L,选择 486 nm(槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷)和 333 nm(芹菜素)两处波长同时检测,峰面积外标法

定量。 结果表明,两种化合物质量浓度在 10郾 2 ~ 408郾 0 滋g / mL 内线性关系良好,相关系数均大于

0郾 999,检出限为 2 滋g / mL,平均加标回收率为 97郾 3 % ~ 102郾 8 % ,RSD 为 1郾 6% ~ 3郾 9% (n = 6)。
该方法操作简单,重复性和稳定性好,能满足高粱红色素中槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷和芹菜素同时测定

的要求。
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摇 摇 高粱红色素( sorghum pigment)又称高粱红、高
粱色素等[1],是从高粱粒和高粱壳中提取的一种天

然色素[2 - 3],主要成分为芹菜素(apigenin;5,7,4忆鄄三
羟基黄酮)和槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷(quercetin鄄7鄄gluco鄄
side;3,5,3忆,4忆鄄四羟基黄酮鄄7鄄葡萄糖苷) [4]。 食品

安全国家标准(GB 2760—2014)规定,高粱红色素

可在熟肉制品、果冻、饮料、糕点等各类食品中按生

产需要适量使用[5]。
高粱红色素作为一种广泛应用在食品生产行

业中的添加剂,目前对高粱红色素的品质性能评

价主要依据 GB 1886郾 32—2015《食品安全国家标

准 食品添加剂 高粱红中的具体质量指标》 [4] 。 该

质量指标中“色价冶在评价高粱红色素方面更主要

是反映产品着色能力的强弱,不能反映该色素本

身的主成分含量水平及原料本身的真伪,所以,应
引入主成分含量水平的评价。 现有文献主要集中

在高粱红色素的提取工艺、理化性质等方面的研

究[6 - 14] ,未见对高粱红色素组成成分含量测定的

报道。 本研究建立了一种 HPLC鄄双波长法测定高

粱红色素中槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷和芹菜素两种成分

含量的方法,希望为高粱红色素主成分的检测提

供科学参考依据,改进高粱红色素的评价方法。

1摇 实验部分

1郾 1摇 材料与试剂

槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷标准品 ( 含量 98% , 20
mg /支)、芹菜素标准品(含量 98% ,25 mg /支),南京

景竹 生 物 科 技 有 限 公 司; 高 粱 红 色 素 ( 批 号:
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20150718、20151021、20151023、20151024),长治学

院化学系自制[15];甲醇(色谱纯),德国 Meker 公司;
无水乙醇(分析纯)、冰乙酸(分析纯),天津市永大

化学试剂有限公司;盐酸(优级纯),洛阳市化学试

剂厂;超纯水,自制。
1郾 2摇 仪器与设备

Waters e2695 型高效液相色谱仪(配有 Waters
2998 二极管阵列检测器(PDA)和 Empower 色谱工

作站),美国 Waters 公司。
1郾 3摇 色谱条件

色谱柱 Shim鄄pack VP鄄ODS C18 (250 mm 伊 4郾 6
mm,5 um) 柱温 30 益;进样体积 20 滋L;流速 1
mL / min;检测波长:芹菜素(333 nm)、槲皮素鄄7鄄葡萄

糖苷(486 nm)。 流动相 A 为甲醇,B 为 1% 乙酸溶

液。 梯度洗脱程序 0 ~ 7 min,60% A;7 ~ 9 min,60%
~80% A;9 ~ 15 min,80% A;15 ~ 16 min,80% ~
60%A;16 ~ 26 min,60%A。
1郾 4摇 槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷标样溶液和高粱红色素供

试溶液的制备

1郾 4郾 1摇 标准溶液的制备

准确称取槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷和芹菜素标准品

各 10郾 20 mg 至 10 mL 容量瓶中,加乙醇-盐酸溶液

(pH 值 3郾 0)溶解、定容摇匀备用;槲皮素鄄7鄄葡萄糖

苷和芹菜素的质量浓度均为 1郾 02 mg / mL。 分别量

取标准储备液 0郾 1,0郾 2,0郾 5,1郾 0,2郾 0,4郾 0 mL 至

10郾 0 mL 容量瓶中,用乙醇-盐酸溶液( pH 值 3郾 0)
稀释至刻度,摇匀,得芹菜素和槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷

混合 系 列 标 准 溶 液,质 量 浓 度 为: 10郾 2, 20郾 4,
51郾 0,102郾 0,204郾 0,408郾 0 滋g / mL,按 1郾 3 方法进

行检测。
1郾 4郾 2摇 高粱红色素样品的制备

称取 0郾 5 g 高粱红色素于三角瓶中,用 100 mL
乙醇鄄盐酸溶液(pH 值 3郾 0)于 30 益超声 10 min 后

真空抽滤,滤液转移到 250 mL 的容量瓶中定容,取
1 mL 过 0郾 45 滋m 的滤膜于试剂瓶中待 HPLC 检测。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 色谱条件优化

2郾 1郾 1摇 检测波长的选择

基于 1郾 3 中的色谱条件,采用 Waters 2998 二极

管阵列检测器(PDA)对槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷和芹菜

素标准溶液进行 200 ~ 800 nm 全波长扫描,提取两

种物质的紫外吸收光谱(见图 1)。 图 1 显示,芹菜

素在 267 nm 和 333 nm 处有吸收峰存在,考虑到 333
nm 处峰形较宽且规则,有利于芹菜素液相条件下的

检测,所以拟选择 333 nm 作为芹菜素的检测波

长[15];槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷在 486 nm 处有最大吸收

峰,拟选择 486 nm 作为槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷的检测

波长。

图 1摇 芹菜素和槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷的紫外吸收光谱

Fig. 1摇 Spectrogram of UV absorption of apigenin and
quercetin鄄7鄄glucoside

2郾 1郾 2摇 流动相的选择

为选择较佳检测条件,本实验分别考察了甲醇

与水、甲醇与 0郾 1% 乙酸水溶液、甲醇与 1% 乙酸水

溶液、乙腈与 1% 乙酸水溶液等流动相体系对槲皮

素鄄7鄄葡萄糖苷和芹菜素在 C18 柱上保留行为的影

响。 结果发现,甲醇与 1% 乙酸水溶液为流动相时

峰形好,响应高;通过 1郾 3 梯度洗脱条件,使样品中

指标成分获得了良好的分离度,干扰少,保留时间相

对适中。 槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷的保留时间为 7郾 3
min,芹菜素的保留时间为 13郾 1 min,液相色谱见图

2、图 3。

图 2摇 槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷 HPLC
Fig. 2摇 HPLC chromatograms of quercetin鄄7鄄glucoside

2郾 2摇 线性范围、检出限及定量限的确定

将 1郾 4郾 1 中系列质量浓度的混标溶液按 1郾 3 中

色谱条件进样分析,以质量浓度为横坐标(X,滋g / mL),
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图 3摇 芹菜素 HPLC
Fig. 3摇 HPLC chromatograms of Apigenin

峰面积为纵坐标(Y),进行回归分析;将标准溶液逐

步稀释至其响应值为噪音的 3 倍(S / N = 3颐 1),所对

应的溶液质量浓度为检出限;同时将加标样品经

1郾 4郾 2 中方法前处理,测得响应值为噪音的 10 倍

(即 S / N = 10颐 1),所对应的溶液质量浓度为方法定

量限。 回归方程、线性范围、相关系数(R2)、检出限

和定量限结果见表 1。 由表 1 可知,该方法线性良

好,线性范围、相关系数、检出限和定量限符合国家

标准食品理化检测要求[16]。
2郾 3摇 回收率和精密度分析

采用加标回收实验,在高粱红色素样品(批号:
20150718)中分别加入芹菜素和槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷

摇 摇
表 1摇 槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷和芹菜素回归方程、检测限和定量限

Tab. 1摇 Regression equations, detection limit, and quantitation limit for quercetin鄄7鄄glucoside and apigenin

化合物 回归方程 R2 线性范围 / (滋g·mL - 1) 检出限 / (滋g·mL - 1) 定量限 / (滋g·mL - 1)

槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷 Y = 953郾 4X - 493郾 7 0郾 999 6 10郾 2 ~ 408郾 0 2郾 0 6郾 0

芹菜素 Y = 1 237郾 6X - 671郾 8 0郾 999 5 10郾 2 ~ 408郾 0 2郾 0 6郾 0

各 5郾 00,10郾 00,100郾 00 mg / g,按1郾 4郾 2 进行样品处理,每
个浓度水平做 6 个平行实验,按 1郾 3 进行 HPLC 检测,
测定其回收率,结果如表 2。 表 2 中在 3 个不同的水

平,槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷的平均回收率为 97郾 3% ~
101郾 5% ,其相对标准偏差 RSD(n = 6)为 2郾 1% ~
3郾 1% ;芹菜素的平均回收率为 101郾 1% ~ 102郾 8% ,
其相对标准偏差 RSD(n = 6)为 1郾 6% ~ 3郾 9% ,回收

率良好,完全满足国家标准食品理化检测要求[16]。
2郾 4摇 重复性实验结果

取高粱红色素同一样品(批号:20151021)6 份,
按 1郾 4郾 2 制备高粱红色素供试样品溶液,按 1郾 3 色

谱条件测定,记录峰面积,计算芹菜素和槲皮素鄄7鄄
葡萄糖苷 RSD,结果见表 3。 表 3 中,芹菜素和槲皮

素鄄7鄄葡萄 糖 苷 RSD ( n = 6 ) 分 别 为 0郾 87% 和

0郾 94% ,表明该实验方法的重复性良好。
2郾 5摇 稳定性实验结果

称量高粱红色素适量粉末(批号:20151023)一
份,按 1郾 4郾 2 的样品处理方法制得供试样品溶液,放
置 0,2,4,6,8,10 h,按 1郾 3 色谱条件分别进行测定,
记录峰面积,结果见表 4。 由表 4 可知,芹菜素和槲

皮素鄄7鄄葡萄糖苷 RSD ( n = 6) 分别为 0郾 62% 和

0郾 94% ,表明该方法处理的样品溶液在室温条件下

放置 10 h 内稳定。
2郾 6摇 实际样品测定结果

采用本方法对长治市周边所采集的 3 份高粱自

制的高粱红色素进行处理和测定,结果见表 5。 由

结果可知,3 个批次的高粱红色素样品中槲皮素鄄7鄄
葡萄糖苷和芹菜素的含量趋于稳定,可推测长治地

区生长的高粱制得的高粱红色素所含两成分分别在

16郾 4 mg / g 和 12郾 7 mg / g 左右。

3摇 结摇 论

建立了一种用 HPLC 测定高粱红色素中槲皮

素鄄7鄄葡萄糖苷和芹菜素两种主成分含量的方法。
采用 Shim鄄pack VP鄄ODS C18色谱柱,以甲醇鄄1%乙酸

水溶液为流动相进行梯度洗脱,流速为 1郾 0 mL / min,进
样量 20 滋L,柱温为 30 益,槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷和芹

菜素检测波长分别为 486 nm 和 333 nm。 结果表明,
槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷和芹菜素在 14 min 内出峰,与其

他杂质组分能实现很好的分离,在质量浓度为 10郾 2 ~
408郾 0 滋g / mL 时,相关系数均大于 0郾 999,平均回收

率为 97郾 3% ~ 102郾 8% ,RSD 为 1郾 6% ~ 3郾 9% (n =
6),方法检测限为 2郾 0 滋g / mL。
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表 2摇 加样回收率和精密度测定结果

Tab. 2摇 Results of adding standard recovery rate and precision experiments

化合物 样本含量 / (mg·g - 1) 添加水平 / (mg·g - 1) 测得值 / (mg·g - 1) 回收率 / % 平均回收率 / % RSD / %

槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷 8郾 449 7

5郾 00

13郾 318 2 97郾 37

97郾 3 2郾 1

13郾 371 7 98郾 44

13郾 205 2 95郾 11

13郾 327 3 97郾 55

13郾 461 4 100郾 23

13郾 194 2 94郾 89

10郾 00

18郾 351 6 99郾 02

101郾 3 3郾 1

18郾 987 5 105郾 38

18郾 743 7 102郾 94

18郾 106 4 96郾 57

18郾 596 7 101郾 47

18郾 694 9 102郾 45

100郾 00

111郾 869 2 103郾 42

101郾 5 2郾 2

111郾 281 3 102郾 83

106郾 775 4 98郾 33

109郾 919 7 101郾 47

107郾 759 9 99郾 31

112郾 073 8 103郾 62

芹菜素 6郾 251 6

5郾 00

11郾 495 6 104郾 88

102郾 8 3郾 9

11郾 617 3 107郾 31

11郾 373 8 102郾 44

11郾 185 2 98郾 67

11郾 129 2 97郾 55

11郾 562 1 106郾 21

10郾 00

16郾 202 6 99郾 51

101郾 1 1郾 8

16郾 495 9 102郾 44

16郾 349 3 100郾 98

16郾 594 7 103郾 43

16郾 447 6 101郾 96

16郾 108 9 98郾 57

107郾 331 2 101郾 08

109郾 491 7 103郾 24

100郾 00
108郾 012 4 101郾 76

101郾 6 1郾 6
106郾 643 1 100郾 39

109郾 782 5 103郾 53

105郾 564 2 99郾 31

摇 摇 n = 6

表 3摇 重复性实验结果

Tab. 3摇 Results of repeatability experiments

化合物
测得值 / (mg·g - 1)

第 1 组 第 2 组 第 3 组 第 4 组 第 5 组 第 6 组

平均值 /

(mg·g - 1)
RSD / %

槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷 16郾 75 16郾 89 16郾 98 17郾 18 17郾 01 16郾 86 16郾 90 0郾 87

芹菜素 21郾 12 20郾 84 21郾 38 21郾 08 20郾 95 21郾 27 21郾 10 0郾 94

摇 摇 n = 6
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表 4摇 稳定性实验结果

Tab. 4摇 Results of stability experiments

化合物
峰面积

0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h

峰面积

平均值
RSD / %

槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷 31 683 31 218 31 355 31 394 31 497 31 720 31 477郾 8 0郾 57

芹菜素 50 762 50 095 51 207 50 971 50 685 51 478 50 866郾 3 0郾 86

摇 摇 n = 6

表 5摇 3 个批次的高粱红色素两成分含量

Tab. 5摇 Contents of two components in three
batches of sorghum pigment

化合物
各批次样品测得量 / (mg·g - 1)

20151021 20151023 20151024

平均值 /

(mg·g - 1)

槲皮素鄄7鄄葡萄糖苷 16郾 89 16郾 42 15郾 78 16郾 4`

芹菜素 12郾 47 13郾 13 12郾 38 12郾 7
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Simultaneous Determination of Two Components in
Sorghum Pigment by HPLC

SHEN Kemin 1,2,摇 HU Xiaoqin3,摇 HAN Chun3,*

(1郾 Department of Public Health and Preventive Medicine, Changzhi Medical College,
Changzhi 046000, China;

2郾 Changzhi Institute for Food and Drug Control , Changzhi 046000, China;
3郾 Department of Chemistry, Changzhi University, Changzhi 046011, China)

Abstract: To determine flavonoid compounds of quercetin鄄7鄄glucoside and apigenin in sorghum pigment,
the method of HPLC鄄double wavelength was established郾 Two components were extracted and disolved
after pretreatment and determined by the retention time and UV absorption spectra郾 Then they were ana鄄
lyzed by HPLC on a C18 column and detected at the wavelength of 486 nm and 333 nm for quercetin鄄7鄄
glucoside and apigenin respectively, with a mobile phase of methanol and 1% acetic acid for gradient
elution郾 The velocity of flow was 1郾 0 mL / min and the injection volume was 20 滋L. The components were
quantitatively determined by calculating the peak areas. The results showed that the calibration curve was
liner in the range of 10郾 2 - 408郾 0 滋g / mL with the correlation coefficients of more than 0郾 999. The
detection limit was 2 滋g / mg. The average recoveries ranged from 97郾 3% to 102郾 8% , and the relative
standard deviations ( RSD) were 1郾 6% - 3郾 9% ( n = 6). The method showed good repeatability,
accuracy, and stability and could be applied in the accurate quantification of two flavonoid components in
sorghum pigment.

Keywords: quercetin鄄7鄄glucoside; apigenin; sorghum pigment; HPLC
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