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高速逆流色谱法分离玫瑰茄中的花色苷 
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摘要：实验以玫瑰茄花萼为原料，建立高速逆流色谱法制备分离玫瑰茄花色苷的方法。玫瑰茄花萼经40%乙醇浸提，通过D101

大孔吸附树脂吸附初步纯化，然后水-正丁醇-甲基叔丁基醚-乙腈-三氟乙酸（6:3:1:1：0.001，V/V）为两相溶剂系统进行HSCCC分离

纯化，上相为固定相，下相为流动相,流速2.0 mL/min，上样量120 mg，经一次分离得到花色苷1粉末21.8 mg，HPLC面积归一法计算

纯度为97.8%，回收率为95.3%；花色苷2纯度为84.5%，经相同溶剂体系二次分离，得到5.3 mg纯度为96.2%的花色苷2，回收率为92.3%。

通过质谱、核磁等技术鉴定所分离得到的两个花色苷类化合物分别为飞燕草素-3-O-桑布双糖苷以及矢车菊素-3-O-桑布双糖苷。该方

法操作简便，重现性好，适于玫瑰茄中高纯度花色苷大量制备，为花色苷进一步药理研究及质量控制提供物质基础。 
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Abstract: The calyx of Hibiscus sabdariffa was extracted with 40% ethanol at room temperature, and poured through D101 resin. A 

solvent system of water-n-butanol-methyl tert- acetonitrile-trifluoroacetic acid (6:3:1:1:0.001, V/V) was used for isolation and purification by 

high speed counter-current chromatography (HSCCC) using upper phase as stationary phase and lower phase as mobile phase ,with the flow rate 

of 2 mL/min and injection volume of 120 mg. 21.8 mg anthocyanin 1 power was obtained with the purity and the recovery rate being of 97.8% 

and 95.3%, respectively. Anthocyanin 2 was isolated twice with purity of 96.2% (5.3 mg) and recovery rate of 92.3%. The chemical structures of 

the two anthocyanins were identified as delphindin-3-O-sambubioside for anthocyanin 1 and cyanidin-3-O-sambubioside for anthocyanin 2 by 

ESI-MS and NMR. The method is simple, reproducible, which is suitable for preparation of anthocyanins from Hibiscus sabdariffa, and also 

provides basis for further pharmacological studies and quality control of anthocyanins 
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玫瑰茄（Hibiscus sabdariffa.L）又被称为卡凯蒂、

洛神花、洛神葵、山茄等，是锦葵科木槿属一年生木

质状草本植物，在非洲中南部、亚洲东南部及其他地

方都有广泛的种植，在我国的福建、云南、广东、广

西等地也有大面积的栽培。玫瑰茄花萼为紫红色，其

中含有的大量花色苷、黄酮类及有机酸等天然活性成

分，具有抗氧化[1~2]、抗肿瘤[3]、保肝[4~5]、降血压[6~7]

等多种生理活性和药理作用，此外，玫瑰茄提取物对 
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用 

猪胰α-淀粉酶抑制作用[8]等活性也被进一步证实。 

近年来，植物花色苷所表现出的多种生物活性引

起了人们的广泛关注，特别是随着合成色素暴露出越

来越多的问题，天然色素资源的探寻和开发已经逐渐

成为了国内外研究者的热点关注，现代流行病学调查

研究和体内体外试验研究表明，花色苷具有抗氧化、

抗炎、调节血脂、改善胰岛素抵抗、抗突变及抗肿瘤

等一系列促进人体健康和预防疾病的作用[9]。然而，

已有的研究结果还存在着不确定性，因为大部分的研

究数据来自花色苷的粗提取物，而从单体成分获得的

研究数据甚少，因此进一步明确花色苷单体成分的药

理药效、药代动力学、毒性和致畸等作用是非常必要
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的。同时，由于植物花色苷的不稳定性及含量相对较

低，传统分离花色苷多为硅胶柱色谱、凝胶色谱、纸

色谱、C18 反相色谱等方法，存在制备量小、重现性差

等缺点，难以获得大量高纯度花色苷，成为进一步研

究的瓶颈。近年来，高速逆流色谱（HSCCC）因具有

高效、稳定、制备量大的特点，被广泛用于天然活性

成分的制备分离，也成功用于越橘、紫甘薯等植物中

的花色苷分离和制备[10~11]。玫瑰茄花萼中花色苷含量

约为 2%，主要为飞燕草素糖苷和矢车菊素糖苷两大

类[12]，是极其重要的天然色素资源，目前玫瑰茄色素

已被广泛应用于国内外食品、保健品等领域。本研究

建立了的高速逆流色谱制备玫瑰茄花萼中两种主要花

色苷的方法，为花色苷进一步的研究及质量控制奠定

物质基础。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

玫瑰茄花萼（Hibiscus sabdariffa.），2012年12月采

自中国云南省元谋县。 

色谱甲醇（美国天地公司），正丁醇、甲醇（分析

纯，天津市恒兴化学试剂公司）；甲基叔丁基醚（天

津市光复精细化工研究所）。 

1.2  主要仪器设备 

LC-20A高效液相色谱仪，日本岛津公司：配有SPD

检测器，色谱WondasilTM C18（5 μm，4.6×250 mm）；

TBE-300A高速逆流色谱仪，中国上海同田生化技术有

限公司：配有TBE-2000紫外检测器（聚四氟乙烯柱，

内 径 1.6 mm ，柱 容积 280 mL ）， TBP-50 泵 ；

MODULYOD-230冷冻干燥机，美国Thermo Fisher 

Scientific；真空旋转蒸发浓缩仪，郑州长城科工贸有限

公司；Agilent 1100 Series LC/MSD质谱仪，美国Agilent；

核磁共振仪，美国瓦里安公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  HPLC 分析条件 

Science WondasilTM C18 柱（4.6×250 mm，5 μm）；

流动相 A：0.1%磷酸水，B：甲醇，二元梯度洗脱：

0~20 min：14→40% B；20~40 min：40% B，流速 1 

mL/min，柱温 30 ℃。 

1.3.2  玫瑰茄花色苷的提取 

取干燥的玫瑰茄花萼 1.5 kg，粉碎，用15 L的 40%

乙醇常温避光浸提 48 h，适时搅拌,过滤，滤渣再次在

同等条件下浸提二次，合并滤液，40℃减压浓缩至无

醇味，得玫瑰茄花萼粗提液2000 mL。 

1.3.3  大孔吸附树脂初步纯化玫瑰茄花色苷 

量取500 mL D101大孔吸附树脂装柱（2×40 cm），

将 2.2 制备的提取液以 2 BV/h 流速通过层析柱，上样

完毕后静置 30 min，分别以水（500 mL），10%乙醇

（1000 mL），20%乙醇（1000 mL）依次洗脱，流速 3 

BV/h。收集 20%乙醇洗脱液，减压浓缩后冷冻干燥，

得玫瑰茄花萼纯化提取物 150 g。 

1.3.4  HSCCC 溶剂系统选择 

将不同溶剂按比例配制，震摇后静置分层。取 3 

mL下相，加入少量 2.3 制备的样品，超声溶解后取样，

然后再加入等体积上相进行萃取，用 HPLC 分别测定

萃取前及萃后样品中目标组分在下相溶液中的面积 S

萃前、S 萃后，按下式计算各组分的分配系数。根据

K 值选择适合的溶剂体系作为 HSCCC 的固定相与流

动相。 

K=（S 萃前-S 萃后）/S 萃后 

1.3.5  HSCCC 分离制备 

按水:正丁醇:甲基叔丁基醚:乙腈:三氟乙酸（V/V，

6:3:1:1:0.001）配制溶剂体系，静置过夜后两相分离，

超声脱气 30 min。上相作固定相，下相作流动相。将

固定相以 20 mL/min 的流速泵满管路，再以 850 

rpm·min-1正转，流速 2 mL/min 的条件泵入流动相，

温度 25 ℃，检测波长 280 nm。有下相流出时体系平

衡，取 2.3 制备的干粉 120 mg 用 15 mL下相溶解、进

样。根据色谱流出图对组分出峰部位进行分步收集、

检测，获得高纯度的花色苷 1，纯度不高的花色苷 2

流出液浓缩，在相同色谱条件下进行第二次分离。 

1.3.6  纯度测定及结构鉴定 

化合物经 HPLC 测定，根据 254 nm 处的色谱图

采用面积归一法计算纯度。 

采用 MS、1H NMR 和 13C NMR 对两个化合物进

行结构鉴定。质谱采用电喷雾电离源（ESI），正离子

模式，由湖南农业大学分析测试中心完成；核磁共振

测定样品用 CD3OD 溶解，频率为 300 MHz，由湖南

大学化工院分析测试中心完成。 

2  结果与讨论 

2.1  玫瑰茄提取液的HPLC分析 

花色苷类物质具有独特的吸光特征，在可见光区

和紫外区的最大吸收波长分别为500~540 nm和280 nm

附近[13]，通过光谱特征可对花色苷进行简单定性。通

过对流动相的考查发现，有机相分别为甲醇和乙腈时，

色谱峰的分离效果相同，水相为冰乙酸水溶液时峰形
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矮小宽大，磷酸水峰形高而尖，因此选定甲醇-0.1%磷

酸水为流动相，在2.1色谱条件下各组分能得完全分离，

见图1，由图可见，玫瑰茄花萼40%乙醇提取液中主要

含有两种花色苷，保留时间分别为19.401 min（花色苷

1）和21.922 min（花色苷2），分别占花色苷总量的

78.1%、21.8%。 

 
图 1 玫瑰茄花萼 40%乙醇提取液 HPLC 图 

Fig.1 HPLC chromatogram of the extract of Hibiscus sabdariffa 

2.2  提取条件的确定 

植物花色苷稳定性差，保持花色苷原有形态是在

提取分离纯化花色苷类物质时首先要考虑。研究表明，

高温、光照、过高的pH均能导致花色苷一定程度的降

解[14~16]，因此实验采用常温避光提取条件。同时，根

据花色苷易溶于水、乙醇、甲醇的性质，考查了水、

20%乙醇、40%乙醇、60%乙醇和甲醇对玫瑰茄花色苷

提取效果的影响，通过对花色苷组分的峰面积比较发

现，40%乙醇、60%乙醇及甲醇的提取效果相差不大，

因此选择40%乙醇在常温下对玫瑰茄花萼避光冷浸提

取，三次浸提后原料颜色明显变浅，表明提取效果较

好。 

2.3  大孔树脂纯化 

玫瑰茄花萼40%乙醇提取液中还含有蛋白质、多糖

及其他一些化合物，在高速逆流色谱分离前除去部分

水溶性杂质可以提高后续分离的效率及效果，文献表

明大孔吸附树脂对花色苷类物质具有较好的纯化效果
[17]。实验采用D101大孔吸附树脂对玫瑰茄花色苷进行

富集，通过梯度洗脱发现，目标组分主要集中在20%乙

醇洗脱液中，经低温浓缩干燥作为后续HSCCC分离的

原料。 

2.4  HSCCC两相溶剂体系的选择及分离效果 

高速逆流色谱中分离花色苷的经典溶剂体系主要

由水、正丁醇、甲基叔丁基醚、乙腈及少量三氟乙酸

组成。实验对多个不同比例的溶剂体系进行选择，其K

值见表1。由表可见，溶剂体系1、3、4中两个花色苷

的测定的分离度较大，经HSCCC上机分离发现，两个

组分的分离效果较差，可能是因为在这些溶剂体系中

两个组分的K值均偏小，在固定相中保留时间短而难以

分离。溶剂体系2、5中两个花色苷的K值均有较大提高，

测定的分离度>1.5，经上机分离发现，两种溶剂体系对

目标组分分离效果相差不大，能够获得高纯度的花色

苷1，但花色苷2纯度较低，干扰组分为花色苷1，因此，

考虑采用相同溶剂体系进行第二次分离提高花色苷2

的纯度。 

表 1 不同溶剂体系的 K值 

Table 1 The K-values and resolutions of the compounds in 

different two-phase solvent systems 

编号 
水:正丁醇:甲基叔丁基醚: 

乙腈:三氟乙酸(V/V) 

K 值 分离度 

(K2/K1) 花色苷 1 花色苷 2 

1 6:3:2:1:0.001 0.35 0.88 2.54 

2 6:3:1:1:0.001 0.77 1.22 1.58 

3 6:3:2:2:0.001 0.46 0.72 1.55 

4 5:4:1:1:0.001 0.35 0.94 2.65 

5 4:4:1:1:0.001 0.91 1.70 1.86 

由于溶剂体系2较体系5的有机溶剂的用量少，实

验最终确定选择溶剂体系2进行玫瑰茄花色苷的

HSCCC分离。考察了流动相流速、转速及上样量对分

离效果的影响，最后选择流速2 mL/min、转速850 r/min，

柱温箱25 ℃，在该条件下固定相的保留率为40%，上

样量120 mg。收集124~134 min流出液，冷冻干燥，经

HPLC检测，按面积归一法计算得纯度为97.8%；而

136~145 min的流出液为纯度84.5%花色苷2，该部分浓

缩后经二分离，收集139~148 min流出液，冷冻干燥，

经HPLC纯度达到95.2%（HSCCC图谱见图2）。在该分

离条件下，一次制备可得到花色苷1干粉21.8 mg，花色

苷2干粉5.3 mg。 

2.5  回收率 

  

图 2 HSCCC 分离图（280nm） 

Fig.2 HSCCC chromatogram of the separation and purification 

of anthocyanins from Hibiscus sabdariffa 

通过该方法，从玫瑰茄花萼原料分离制备高纯度

的的花色苷类化合物具有较高的回收率，其中花色苷1

回收率为95.3%，而花色苷2经过了二次纯化，回收率
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相对较低，但也达到了92.3%。 

 

 

图 3 分离组分的 HPLC 图 

Fig.3 HPLC chromatogram of anthocyanin 1 and anthocyanin 2 

2.6  结构鉴定 

 
图 4 玫瑰茄花色苷的结构式 

Fig.4 The chemical structures of dephindin-3-O-sambubioside(1) 

and cyaniding-3-O-sambubioside(2) 

花色苷1：紫红色粉末，紫外图谱显示该化合物在

280 nm和520 nm有特征吸收，推测该化合物为花色苷

类化合物；LC-MS（ESI，positive）离子峰m/z为

597.1414，质谱中可见其他离子碎片，可分别为m/z 

303.0496，[M-295+H]+，是分子离子峰失去3-O位上结

合的二糖基所得的碎片，推测为飞燕草素母核；m/z 

465.1011，[M-133+H]+推测是分子离子峰失去一个糖基

所得的碎片，1H NMR及1C NMR数据见表2。MS、1H 

NMR及13C NMR与文献[10,17]相符，确证为飞燕草素 

 

-3-O-桑布双糖苷，结构式见图4。 

表 2 化合物 1 和化合物 2的碳谱及氢谱数据 

Table 2 1C-NMR and 1H-NMR Spectra data for the anthocyanin 

1 and 2 

Carbon  

number 

Anthocyanin 1 Anthocyanin 2 
1C-NMR 1H-NMR 1C-NMR 1H-NMR 

2 167.323  167.239  

3 145.550  145.330  

4 133.764 8.50(s) 133.028 8.78(s) 

5 157.474  158.013  

6 101.212 6.61(d,J=2.1) 101.968 6.67(d,J=6.3) 

7 172.396  172.388  

8 94.025 6.76(d,J=2.1) 94.140 6.99(d,J=1.5) 

9 155.506  158.032  

10 111.534  112.012  

1' 117.949  119.123  

2' 111.204 7.69(s) 115.638 7.97(d,J=1.8) 

3' 146.771  146.890  

4' 144.101  158.413  

5' 146.771  117.234 6.99(d,J=1.3) 

6' 111.204 7.69(s) 126.254 8.29(dd,J=2.1,9.1) 

3-O-ß-D-glucoside    

1'' 100.739 5.63(d,J=8.4) 100.968 5.60(d,J=5.4) 

2'' 82.521 4.47(dd,J=2.9,2.6) 82.056 4.01 (dd,J=8.1, 9.1) 

3'' 76.617 3.85(t,J=9.0) 77.082 3.80(t,J=9.0) 

4'' 69.537 3.56(t,J=9.0) 69.568 3.55(dd,J=7.8,10.2) 

5'' 74.755 3.65(m) 74.885 3.61(m) 

6'' 60.779 4.12(dd,J=5.4,12.0) 60.138 4.00(dd,J=2.1,10.32) 

  3.82(d,J=10.3)  3.82(dd,J=4.2,1.2) 

2''-O-xylo   

1''' 105.423 4.88(d,J=7.3) 105.234 4.65(d,J=2.7) 

2''' 73.954 3.29(dd,J=6.3,9.0) 74.885 3.26(dd,J=7.2,6.9) 

3''' 77.898 3.31(t,J=9.0) 77.891 3.40(m) 

4''' 69.537 3.45(m) 69.536 3.48(m) 

5''' 65.845 3.65(dd,J=6.3,10.5) 65.550 3.72(dd,J=4.8,3.9) 

  3.04(dd,J=10.3,11.5)  3.16(dd,J=10.5,11.5) 

花色苷2：所得为紫红色粉末，紫外图谱显示该化

合物在280 nm和520 nm有特征吸收，推测该化合物为

花色苷类化合物；LC-MS（ESI，positive）离子峰m/z

为581.1468。质谱中可见其他离子碎片，可分别归属为 

m/z 287.0547，[M-295+H]+，是分子离子峰失去3-O位

上结合的二糖基所得的碎片，推测为矢车菊素母核。1H 

NMR及13C NMR数据见表2。MS、1H-NMR及13C-NMR

与文献[10,17]相符，确证为矢车菊素-3-O-桑布双糖苷， 
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结构见图4。 

3  结论 

3.1  从玫瑰茄花萼提取液的HPLC图谱可以看出玫瑰

茄中花色苷主要有两个，它们在结构上很相似，仅是

花色苷1比花色苷2在B环上多一个-OH，极性相差不是

很大，因此在HSCCC上要达到完全分离比较困难。本

文建立的HSCCC方法第一次分离能得到高纯度的含量

相对高的花色苷1，而花色苷2由于极性接近和含量较

低，在HSCCC上形成一个近似花色苷1峰的拖尾峰，

HPLC检测显示花色苷1的含量约为13%，花色苷2为

84.5%。该部分第二次分离，两个化合物分离度显著提

高，得到高纯度花色苷2。本工艺建立了高纯度的玫瑰

茄花色苷简单、重现性好、适合大量制备的方法，同

时也为花色苷的进一步药理研究及质量控制提供了重

要的物质基础。 

3.2  同时从HPLC图谱可以看出，玫瑰茄花萼中除了花

色苷外，还有3个含量相对较高的物质，它们的UV光

谱在显示可能为多酚或黄酮类化合物，它们也是玫瑰

茄提取物中重要的生物活性物质，有待进一步分离研

究。 
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