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摘要! 紫叶李
6$#%#3 7+$&3-(+$&

是常见的园林绿化观叶树种! 其叶片在整个生长季节均为紫红色% 以紫叶李叶片为

试验材料! 利用高效液相色谱仪
!

二极管阵列检测器& 紫外
!

可见分光光度计& 薄层色谱分析法对紫叶李叶片的色素

种类及含量进行了定性和定量分析% 结果表明$ 紫叶李叶片内含有类胡萝卜素& 叶绿素"叶绿素
/

为主'& 矢车菊

素& 矮牵牛素& 矢车菊素半乳糖苷& 天竺葵素及其他单体酚"槲皮素& 芦丁& 二氢杨梅酮等'% 其中! 矢车菊素半乳

糖苷& 矢车菊素和叶绿素的共存互作是其叶片呈现紫红色的主要原因! 类胡萝卜素& 槲皮素& 芦丁等辅助色素也

起到了辅助成色的作用% 图
8

表
!

参
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紫叶李
9$#%#3 7+$&"-(+$&

为蔷薇科
b3A/9G/G

李属
9$#%#3

落叶小乔木' 其叶片色彩独特) 树姿婀娜'

较其他红色叶树种具长势迅速) 树型优良) 观赏期长等特点' 通常被应用于园林绿地及观赏树种' 效果

甚佳( 近年来' 随着经济的不断发展' 人们对园林绿化的重视程度不断提高' 国内外出现越来越多关于

观赏树种花) 叶等器官的成色机制与环境影响因素相关性的研究成果(

aG/1

*

+

+的研究表明红叶鸡爪槭
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会因昼夜温差变大而出现叶色褪失的现象! 彩叶秋海棠
+#,-./& %*$%*$#-0-'/&

和紫叶矮樱

1$*.*2 !/2)#.&

"

'())*+,((

#会在较强光照下呈现深紫色$ 若光照减弱$ 叶片中花青苷合成量减少$ 导致叶

色偏绿影响最佳观赏效果%

!

&

! 万寿菊
3&,#)#2 #$#")&

叶片中花青苷的合成与低温' 高辐射和高光强等诸多

环境因素有关%

-

&

! 紫叶李' 金叶接骨木
4&(5*"*2 $&"#(-2&

的日照时间超过
.! /

时$ 叶片颜色会更加鲜

艳%

$

&

( 到目前为止$ 对紫叶李叶色的研究多集中于内外环境与花青苷的相关性分析%

0!%

&

$ 对其叶片各类色

素的提取与成分的定性' 定量分析未有报道) 本研究从紫叶李叶片中提取相关色素$ 并运用紫外
"

可见

分光光度计' 薄层层析色谱法和高效液相色谱仪对提取的色素进行定性与定量分析$ 确定了其叶片成色

的主要色素成分$ 以期为紫叶李品种改良' 利用基因工程等手段调控叶片成色机制研究奠定理论基础)

.

材料与方法

!"!

试验材料

采集生长于西北农林科技大学南校区内的紫叶李向阳面紫红色叶片为试材$ 采集时间为
!&.!

年
%

月) 将采集的叶片表面用流水冲洗干净$ 轻柔吸干表面水珠后置于
!1& #

冰箱内保存待用)

!"#

试剂与主要仪器

试剂中色谱级甲醇' 乙腈购自
23456+78

公司! 类黄酮标准样品根皮素' 对香豆酸和芦丁购自天津

一方科技有限公司! 表儿茶素' 槲皮素和儿茶素购自天津金测分析技术有限公司! 其余标品均购自

2(98*

公司) 仪器为高效液相色谱
"

二极管阵列检测仪*日立
:"!"""

+, 紫外
"

可见分光光度计*岛津
"!$0"

+)

!"$

试验方法

.;-;#

材料的预处理 取保存于
!1& #

冰箱中的紫叶李叶片$ 真空冷冻干燥
<! /

后研磨成粉待用)

#;-;!

色素萃取 叶绿素与类胡萝卜素萃取参考高俊凤%

<

&的方法并改进) 在叶绿素萃取方法中$ 先称取

&;0& 9

粉末$ 再用体积分数为
=&>

丙酮溶液%

6

*丙酮+

$6

*乙醇+

%=$#

&萃取并定容至
!&;& 8:

$ 然后放置于

$ #

冰箱冷藏室萃取
$1 /

) 类胡萝卜素萃取$ 称取
&;0& 9

粉末$ 用
6

*丙酮+

$6

*石油醚+

%#$#

提取$ 定容

至
!&;& 8:

$ 提取条件同叶绿素萃取) 花青苷的萃取参照
:(

%

1

&的方法$ 称取
#;&& 9

粉末$ 用体积分数为

#>

的甲醇盐酸*

=<;& 8:

甲醇
? -;& 8:

体积分数为
-%>

的盐酸+萃取$ 定容至
!0;& 8:

$ 完全遮光后放置

在
$ #

冰箱冷藏室中萃取
!$ /

$ 将上清转入新的容器中
$ #

遮光保存$ 再向残渣中加入
!0;& 8:

甲醇盐

酸$ 相同条件下萃取
.! /

$ 重复该操作
!

次$ 将
-

次萃取液的上清合并$ 旋转蒸发仪浓缩后用甲醇盐酸

定容至
!0;& 8:

) 花青苷萃取液的水解参照辛转霞%

=

&的方法并加以改进$ 吸取
%&&;& !:

甲醇盐酸萃取液

与
<0&;& !:

的
!;& 8@A

-

:

!.盐酸混匀$ 恒温*

=0 #

+加热
$0 8(B

) 加热后迅速冰上冷却$ 加入
-<&;& !:

异

戊醇剧烈震荡混匀$

$ #

下
% &&& + 8(B

!.离心
0 8(B

$ 待混合液分层后$ 将上相移至新的离心管中用于

检测) 其他类黄酮的萃取参照
:(

%

1

&的方法$ 称取
.;&& 9

粉末$ 用
!0;& 8:

甲醇溶液超声提取
-

次$ 合并

萃取液$ 旋转蒸发浓缩后并定容至
!0;& 8:

)

.;-;-

紫外分光光度计检测 用紫外可见分光光度计分别检测上述萃取液的吸收峰及吸光度$ 波长范围

为
!&&&<&& B8

) 叶绿素和类胡萝卜素的含量测定以文献%

$

&中的方法作为参考! 总黄酮的含量测定采用中

国药典%

.&

&所记载的方法. 用芦丁*

+76(B

+为样品$ 制备梯度标准液$

0.& B8

波长下测定吸光度值$ 得到

质量浓度*

"

+与吸光度
7

*

!

+的标准曲线$ 然后以紫叶李甲醇萃取液为样相同条件重复测定
-

次) 紫叶李

叶片总黄酮质量分数*

89

-

9

!.

+测定的公式为
8%.&'"(6

.

C

*

((&;!

+)

"

为上述方法求得的总黄酮质量浓度

*

9

-

:

!#

+!

(

为样品干质量*

,

+!

6

#

为样品定容体积*

8:

+!

&;!

为待测萃取液的所用量*

8:

+!

#&

为测定液

终定容体积*

8:

+

%

##

&

) 花青苷水解液的检测$ 还需向萃取液中加入
!&&;& !:

体积分数为
0>

氯化铝甲醇

溶液后再次检测吸收峰%

#!

&

)

#;-;$

薄层层析色谱法!

D:E

"鉴定色素色素分离 用玻璃毛细管虹吸待测萃取液和色素标样$ 点滴到纤

维素层析板上$ 放入层析槽用不同的流动相进行色谱分离) 该试验所用流动相为以下
0

种.

F@+4)6*A

溶

液%

6

*浓盐酸+

$6

*冰乙酸+

$6

*水+

%-$-&$.&

&!

GHI

溶液%

6

*正丁醇+

$ 6

*冰乙酸+

$6

*水+

%%$.$!

&!

-&>

J@H5

溶液%

6

*冰乙酸+

$6

*水+

%-$<

&!

F@+8(5

溶液%

6

*浓盐酸+

$6

*甲酸+

$6

*水+

%!$0$-

&!

G7JE:

溶液%

6

*正

丁醇+

$6

*

! 8@A

-

:

K.盐酸+

%.$.

&) 萃取液各成分分离后$ 测定显色色斑在色谱上的
9

L

值$ 即色斑中心距原

点的距离与溶剂展开前沿距原点距离的比值%

.-!.$

&

) 色素鉴定. 多种类黄酮呈无色或淡黄色$ 很难用肉眼

$1!



第
!"

卷第
!

期

观察到! 在本试验中" 首先在正常光照条件下" 测量显色色斑的
!

#

值" 通过与标样对照确定化合物种

类" 然后将层析后的纤维素板用紫外光照射" 观察类黄酮的颜色变化" 通过对比标样并参考李玲等#

"$

$的

方法进行鉴定! 将检测到的显色斑点用刀片轻轻刮下" 用
"%& '(

体积分数为
")

的甲醇盐酸溶液萃取"

静置
* +

后于
", &&& -

%

'./

!"下离心
" './

" 将上清液用
&%00 !'

的滤膜过滤" 置于
, "

冰箱保存待用#

1

$

!

"%!%$

高效液相色谱
#

二极管阵列检测法!

23(4#565

"检测 本研究所用高效液相色谱仪&

(#0&&&

'选用
(#

0,$$

型二极管阵列检测器进行检测! 仪器参数(

4"1

柱" 柱温
,& "

" 进样量
"&%& !(

" 流速
&%$& '(

%

'./

!"

" 检测波长为
01& /'

"

$0& /'

"

$!$ /'

"

$,& /'

! 流动相参数(

6

为体积分数为
&%&$)

的甲酸水

溶液"

7

为色谱级乙腈! 梯度洗脱程序为(

&$,& './

"

6 8$)$&

"

7 $)$"&&)

)

,&9*& './

"

6 &

"

7

"&&)

#

8

$

! 检测结束后绘制标准曲线" 并计算叶片中各单体酚的质量分数&

':

%

;:

!"

'!

!"#"$ %&

值测定 参照并改进周文彬等#

"*

$的方法对紫叶李叶片细胞液的
<2

值进行测定" 重复
!

次!

0

结果与分析

!"#

紫外可见分光光度计检测

类胡萝卜素的吸收峰位于
,&&$$&& /'

#

1

$

! 紫外分光光度计检测结果表明" 紫叶李叶片的类胡萝卜素

萃取液在这个区间内有
0

个吸收峰&图
"6

" 峰
"

和峰
0

'" 表明叶片中含有类胡萝卜素&图
"6

" 峰
0

'"

根据类胡萝卜素定量方法计算得到类胡萝卜为
&%=* ':

%

:

!"

! 叶绿素的吸收峰区间为
*&&$=&& /'

#

=

$

! 紫叶

图
"

紫叶李叶片类黄酮萃取液紫外图谱

>.:?-@ " AB C<@DE-?' F# E+@ <.:'@/E @GE-HDEC F# "#$%$& '(#)&*+(#) I@HJ@C

高 艳等( 紫叶李叶片色素成分分析 ,1!
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图
!

不同流动相中花青苷萃取液薄层层析色谱图

3>?.56 ! @A>B 9'C65 2A54='84?5'= >B 8A6 D>E6 :>DD656B8 =4->967 FA'76

李叶片的叶绿素萃取液在
%%! B=

处检测到吸收峰!图
#)

" 峰
;

#" 这与叶绿素
'

的特征吸收峰!

%%; B=

$

相符" 表明紫叶李叶片中有叶绿素的存在" 且叶绿素
'

较多% 根据叶绿素定量方法计算得到叶绿素
'

为

#G%H =?

&

?

!I

" 叶绿素
-

为
IJ&% =?

&

?

!#

" 叶绿素总为
!JK$ =?

&

?

!#

% 花青苷萃取液的紫外分光光度计检测结

果表明' 在
!L; B=

!图
#M

" 峰
K

$和
N;; B=

!图
IM

" 峰
L

$处有
!

个特征吸收峰" 这
!

个峰均位于类黄酮

化合物的特征吸收峰区间内!

!L" B=

附近和
N"""NN" B=

$" 说明紫叶李叶片内含有黄酮类化合物(

IK

)

% 将

紫叶李叶片水解液也进行紫外分光光度计检测% 结果显示' 紫叶李叶片水解液在
!L; B=

*图
IO

"峰
H

$和

N;% B=

*图
IO

" 峰
I"

$处有吸收高峰" 说明可能存在花青素类的矢车菊素和飞燕草素(

IL

)

% 向上述水解液

中加入体积分数为
NP

氯化铝后" 可见光区的最大吸收峰波长由
N;; B=

移动到
N;N B=

" 说明紫叶李叶

片中所含花青苷可能是矢车菊素+ 矮牵牛素和飞燕草素中的一种或多种(

#!

)

% 类黄酮化合物除了花青苷
Q

素之外" 还包括黄酮+ 黄酮醇+ 二氢黄酮醇等(

IH

)

% 对甲醇萃取液在
!&&R%&& B=

范围内进行紫外光谱扫

描" 结果显示' 在
!K& B=

!图
I0

" 峰
$

$"

!H& B=

!图
I0

" 峰
N

$和
;%H B=

!图
I0

" 峰
%

$处有吸收峰" 说

明紫叶李叶片中可能含有二氢黄酮醇+ 黄酮醇和黄烷酮类物质(

!&

)

% 根据总黄酮测定方法" 得到标准品芦

丁的吸光度
!

!

!

$与标准液质量浓度!

"

$的标准曲

线方程'

" #&JN;K L !

!

!

$

!&J&&L

"

#

!

S&JHHH H

" 计

算得到紫叶李叶片甲醇萃取液中总黄酮的质量分

数为
;LJ%L =?

&

?

!I

% 据此初步推测" 紫叶李叶片

呈现红色的主要原因可能是花青素大量积累的结

果" 同时也伴有其他黄酮类化合物的存在%

!"!

薄层层析色谱检测

将紫叶李水解萃取液在
N

种流动相中展开"

观察到薄层板上均有
I

个红色斑点!图
!

$" 其对

应
$

D

值如表
I

所示% 与矢车菊素和矢车菊素半

乳糖苷标准品的
$

D

值对比发现" 紫叶李叶片中

主要的花青素种类可能为矢车菊素半乳糖苷及其

他矢车菊素衍生物%

表
#

紫叶李叶片花青苷萃取液在
!

种流动相中的
$

$

值

@'-96 I $

D

E'9.67 4D 'B8A42C'B>B 6T85'287 4D %&'(') "*&+),-*&+ 96'E67 >B D>E6 =4->96 FA'76

流动相 体积比
$

D

值

花青素萃取液 矢车菊素半乳糖苷 矢车菊素

;&< /4*2 .

!冰乙酸$

$.

!水$

#;$K &J%$ &JNK &J;L

345=>2 .

!浓盐酸$

$.

!甲酸$

$.

!水$

#!$N$; &J%; &JNK &J!!

345678'9 .

!浓盐酸$

$.

!冰乙酸$

$.

!水$

#;$;&$I& &JK; &J% &J$$

)*+ .

!正丁醇$

$.

!冰乙酸$

$.

!水$

S%$I$! &J$$ &J;$ &JLL

)./01 .

!正丁醇$

$.

!

! =49

&

1

!I盐酸$

#I$I &J!K &J!L &JLN

!%&

高效液相色谱检测

将经薄层层析分析后刮板并重复萃取的紫叶李叶片花青苷水解液用
/U10%M*M

进行检测" 在

!!J&H

"

!$J;L

"

!NJ&N =>B

处检测到
;

个吸收峰" 这与标准品矢车菊素+ 矮牵牛素+ 天竺葵素的出峰时间

基本一致" 推断萃取液中有矢车菊素+ 矮牵牛素和天竺葵素!图
;

"峰
IR;

$的存在% 确定母体色素后" 进

而检测其自然状态下花青苷的组成" 在
ILJN&

"

IHJ;&

"

IHJK! =>B

处检测到吸收峰" 与标准品矢车菊素半

乳糖苷+ 芸香苷+ 阿拉伯糖苷的出峰时间基本一致" 推断为矢车菊素半乳糖苷+ 芸香苷+ 阿拉伯糖苷

!图
$

" 峰
$R%

$" 其中大部分是矢车菊素的衍生物" 还有少量糖苷和矮牵牛素及天竺葵素结合成花青苷%

除花青苷外" 还有其他类黄酮化合物在紫叶李叶片成色过程中起辅助作用" 甲醇萃取液检测到
I&

种我

们已鉴定出的类黄酮!图
N

" 峰
KRI%

$" 其保留时间依次为
!%JLH

"

;&JH&

"

;IJ%!

"

;!J&I

"

;;JN;

"

;$J$$

"

;LJ&!

"

;HJ;!

"

$$JHK

"

$%JNN =>B

" 与标准品表儿茶素+ 二氢杨梅酮+ 芦丁+ 对香豆酸+ 香豆酸+

$L$
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二氢槲皮素! 根皮苷! 杨梅素! 槲皮素! 芹菜素的保留时间是相同的" 推断萃取液中存在这
"#

种化合

物# 根据所得标准曲线方程对这些化合物进行定量分析" 结果如表
$

所示$ 图
%

中出现的
&"

和
&$

等
$

个吸收峰尚未鉴定出其对应的化合物种类" 还需后续试验进行进一步的鉴定分析$ 单体酚标准样品液相

图谱见图
'

$

图
!

紫叶李叶片水解萃取液液相图谱

()*+,- ! ./01 23,45674*,65 48 !"#$#% &'"(%)*'"+

9-6:-& 3;<,49;&)& -=7,627&

图
>

紫叶李叶片薄层层析萃取液液相图谱

()*+,- > ./01 23,45674*,65 48 ?01 6@4+7 ,"#-#% ./"+%)*/"+

9-6:-& 6A7342;6A)A -=7,627&

图
'

单体酚标准样品液相图谱

()*+,- ' ./01 23,45674*,65 48 54A45-,)2 B3-A49&

&76A<6,< &65B9-&

图
%

紫叶李甲醇萃取液液相图谱

()*+,- % ./01 23,45674*,65 48 ,"#-#% ./"+%)*/"+

9-6:-& 896:4A4)<& -=7,627&

!

结论与讨论

紫叶李初春芽为红色" 展叶后颜色逐渐加深" 盛夏满株娇艳紫红" 是园林绿化树种中红色叶保持时

间最为持久的树种之一$ 植物叶片所含主要成色色素有叶绿素% 类胡萝卜素! 类黄酮和甜菜碱色素等&

$"

'

$

到目前为止" 甜菜碱色素只在少数几种植物中分离得到" 并且尚未发现其与花青苷同时存在于同一植物

细胞组织中$ 在对紫叶李叶片的不同萃取液进行分析时" 均未检测到甜菜碱色素的特征吸收峰" 据此推

断" 紫叶李叶片中不存在有甜菜碱类色素$ 通过高效液相色谱仪
!

二极管阵列检测器对紫叶李叶片的甲

醇盐酸萃取液及水解液进行分析" 检测到矢车菊素与矢车菊素半乳糖苷同时存在于萃取液中" 数据显

示" 矢车菊素半乳糖苷的质量分数(

> '##C## " ""C%# 5*

)

D*

#"

*远远高于矢车菊素质量分数(

"'EC## " #C!>

5*

)

D*

$"

*" 而薄层层析分析中只观察到
"

个斑点(矢车菊素半乳糖苷*" 可能是因为紫叶李中花青苷多以

矢车菊素衍生物的形式存在" 而矢车菊素太少导致无法在层析板上观察到$ 此外" 除含有矢车菊素半乳

糖苷和矢车菊素外" 紫叶李叶片中还含有少量的矮牵牛素和天竺葵素$ 花青苷类色素是红色叶植物成色

的主要色素" 但其他黄色或无色色素也起着重要作用" 在它们的辅助下" 植物叶片才呈现出饱满的色彩&

$$

'

$

在植物中" 花青苷和叶绿素的质量分数比会影响其所在器官颜色的呈现&

$!

'

" 因此" 紫叶李中两者的存在

及相对含量对其叶片颜色的加深有很大影响$ 经检测" 紫叶李叶片细胞液的
B. %C$#

" 通常来说" 偏酸

高 艳等+ 紫叶李叶片色素成分分析 >E%
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编号 中文名称 英文名称 保留时间
! '()*

标准曲线方程 质量分数
'

!

(+

"

,+

!#

#

#

矢车菊素
-./*)0)* !!1&2 ""34#"5#$"1""6 !

$

$

!

"&1222 7 6%51&& % &17$

!

矮牵牛素
89:;*)0)* !$175 ""74#&3%$&1&&< !

$

$

!

"&1222 7 6<%1&& % &1!7

7

天竺葵素
89=/>+?*)0)* !<1&< ""74#&5%$&1&&& 7

$

$

!

"&1222 % %31%< % &173

$

矢车菊素半乳糖苷
-./*)0)*#+/=/-:?@)09 #51<& ""34#&5%$&1&&& 2

$

$

!

"&1222 5 $ %&&1&& % ##1<&

<

矢车菊素云香苷
-./*)0)*#>;:)* #217& ""34#&5%$&1&&& 2

$

$

!

"&1222 5 #&&1!< % &1#2

%

阿拉伯糖苷
/>/A)*?8.>/*?@)09 #213! ""34#&5%$&1&&& 2

$

$

!

"&1222 & #%<1<& % &17$

3

表儿茶素
98)-/9:-B)* !%152 ""!4#&3%!&1&#$ #

$

$

!

"&1222 2 ! !2$1&& % 215&

5

二氢杨梅酮
0)B.0>?(.>)-9:)* 7&127 ""74#&5%!&1&&& 7

$

$

!

"&1222 % %<&17& % #1!&

2

芦丁
>;:)* 7#1%! ""54#&3%!&1&7! %

$

$

!

"&1222 ! % <&&1&& % #71<<

#&

香豆酸
-?;(/=)- /-)0 7!1&# ""#4#&3%!&1&&# <

$

$

!

"&1222 2 $%&1&& % &1%%

##

对香豆酸
!#-?;(/>)- /-)0 771<7 ""#4#&3%!&1&&# 5

$

$

!

"&1222 3 ! 77%1&& % #&1<%

#!

二氢槲皮素
0)B.0>?C;9>-9:)* 7$1$$ ""%4#&5%$&1&&7 7

$

$

!

"&1222 7 <$&1&& % &123

#7

根皮苷
8B=?>)D)* 751&! ""!4#&5%$&1&&! %

$

$

!

"&1222 ! $53175 % !1&&

#$

杨梅素
(.>)-9:)* 7217! ""%4#&5%$&1&&& 2

$

$

!

"&1222 < 7%21&& % &1%<

#<

槲皮素
?;9-9:)* $$123 ""!4#&5%$&1&&& $

$

$

!

"&1222 3 < 3&&1&& % #<1#3

#%

芹菜素
/8)+9*)* $%1<< ""!4#&5%$&1&&7 <

$

$

!

"&1222 % $521%& % &1%2

表
!

紫叶李叶片内各单体酚质量分数

E/A=9 ! EB9 (?*?(9>)- 8B9*?= -?*:9*:@ )* &'()(* +,'-*./,'- =9/F9@

性!

8G <1""H<1<"

#环境下矢车菊素半乳糖苷的颜色为亮红色%

!$

&

$ 而紫叶李成熟叶片的颜色为紫红色$ 导

致这种现象的原因可能是叶绿素!

! 3$$1"" (+

"

,+

!6

#与矢车菊素半乳糖苷!

$ %""1"" (+

"

,+

!6

#的共同存在与

相互作用' 紫叶李叶片中还含有槲皮素( 杨梅素( 芦丁( 芹菜素( 二氢杨梅素( 二氢槲皮素( 表儿茶

素( 根皮苷( 类胡萝卜素等物质$ 它们作为辅助色素对紫叶李叶色的形成也起着一定的作用'
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