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不同波长下高效液相色谱检测胭脂红酸的比较研究

郭元亨，马李一，郑华，张弘，甘瑾，张忠和
(中国林业科学研究院资源昆虫研究所，国家林业局资源昆虫培育与利用重点实验室，云南昆明650224)

摘要：为建立高效液相色谱测定胭脂红酸的方法．通过比较不同配比的流动相，不同流速和温度对出峰效果的影响，发现流

动相为甲醇一乙腈一磷酸(O．0l％)的混合液(体积比为10：15：75)，流速为0．8 mUmin．柱温为20℃时，出峰效果最好。纯度为100％

的朋脂红酸作为标准样品，绘制标准曲线，280 nm和494 nm的检测波长下分别得回归方程Y=60．7360X，R2：o．9999；，，=8．6048X，

R_2=0．9990，两者线性关系均良好。以280 nm和494啪为检测波长．使用纯度为100％的胭脂红酸验证仪器的精密度，自制朋脂虫
红色素验证稳定性和加标同收率．测得精密度相对标准偏差分别为0．42％和0．54％．稳定性相对标准偏差分别为0．16％和0．32％，

加标同收率分别为96．8％和94．3％。两种检测波长均可用于胭脂红酸的定量分析。
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Study on high performance liquid chromatography determining

carminic acid at two wavelength
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(Research Institute ofResource Insects，Chinese Academy ofForestry．／Key Laboratory ofCultivation and

Um迁m面n ofResource Insects．State ForestryAdministration．Kunmin9650224，China)

Abstract：This study aimed to establish the method on hiigh performance liquid chromatography determining earminie acid．

Comparing the different kinds of mobile phase．different flow rate and temperature of llle column．The result showed that when mobile

phase was consist of acetonitrile。methanol and phosphoric acid(O．Ol％)(volume ratio lO：15：75)，flow rate was 0．8 mUmin，colamn

temperature at 20℃．pe止shape WSg the best．This toothed used for determined earminie acid both at 280 nm and 494 nm．Carminic acid

(purity：100％)Was utilized嬲standard sample，mltde standard curve，obtained regression equation Y=8．604蹦，R2=0．9990，and Y=

60．7360X。R2--0．9999。respectively．Both equation’s linear relationship Were fine．When determining cochineal red pigment，the result

showed that by this method，sample had good stability(determined at 280 nm，RSD=0．16％；at 494 nm，RSD=0．32％)，equipment had

hish precision(determined at 280砌，RSD=O．42％；at 494 nm,RSD--O．54％)and sample had hiSh recovery rate(determined at 280 mn，

recovery rate Was 96．8％，at 494 nm was 94．3％)．Hish performance liquid chromatography Was an ideal method for carrainic acid

determination，especially chose the detect wavelength at 280 am．

Key words：carminic acid；hish-performance liquid chromatography；determination method

胭脂虫(Dactylopius COCCUS Costa)是寄生在仙人掌上

的资源昆虫。原产于拉丁美洲。我国本无自然分布。21世

纪初．中国林业科学研究院资源昆虫研究所成功引进了胭

脂虫及其优良寄主印榕仙人掌并在云南省繁育成功[z-3]。

雌性胭脂虫成虫体内含有葸醌类色素——胭脂红酸(也称

洋红酸)，其含量约占雌性成虫干体质量的22．96％t4-hJ，是

一种用途广泛的天然色素。是FDA允许既可用于食品又

可用于药品和化妆品的染色剂悯。研究表明，胭脂虫红色

素除染色功能外．对因致癌物导致的DNA损伤有明显的

修复作用，并可用于病毒性疾病(如水疱性口炎、疱疹性口

炎等)、癌症和艾滋病的防治17-81。我国引进胭脂虫后，对胭

脂虫红色素提取、精制加工进行了较为系统的研 究阻
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l习。由于商品胭脂虫红色素成分复杂，需寻找一种精准、可

靠性强的检测方法，以便有效地检测胭脂虫红色素中胭脂

红酸的含量、评估色素质量。

目前。国内外普遍使用分光光度法测定胭脂红酸．其

检测波长选择在可见光区494 nmll6q81。由于部分在494 nm

下有吸收的杂质组分的叠加效应．分光光度法检测样品时

易受干扰。随着科学技术的发展，高效液相色谱(HPLC)逐

渐被广泛应用于天然产物的测定，相对于分光光度法。

HPLC在检测前由于色谱柱的分离作用，能使测定结果更

为精准。由于胭脂红酸在紫外光区和可见光区均有明显的

吸收峰，本研究拟同时在两个光区的胭脂红酸最大吸收波

长下进行HPLC检测，优选HPLC测定胭脂红酸的最佳操

作条件。并在此条件下。验证仪器精密度、样品和仪器稳定

性．进行加标回收率试验．对两种波长下的检测结果作比

较分析。为胭脂红酸测定提供更精准的方法。

1材料与方法

1．1试验材料
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试验原料：胭脂虫雌成虫干体引自南美洲。由中国林

业科学研究院资源昆虫研究所滇中高原试验站提供；胭

脂红酸高纯样品(纯度100％)为13本=三荣源株式会社产

品。

主要试剂：甲醇、乙腈，Promptar公司产品，均为色谱

纯；磷酸(分析纯)，重庆川江化学试剂厂产品；石油醚

(60—90℃，分析纯)，天津市致远化学试剂有限公司产品；

无水乙醇(分析纯)，上海化学试剂总厂生产；纯水(电阻率

18．2 MQ)，实验室自制。

主要仪器：Aglient 1200LC系统。美国Aglient公司

产品：SD一1000喷雾干燥机，日本东京理化株式会社产

品；PHS一3C精密pH计，上海精密科学仪器有限公司

产品：AB204一S精密型电子天平。Mettler Toledo中国

有限公司产品；超滤膜，美国Millipore公司产品：DU

800紫外一可见分光光度计。美国Beckman Coulter公

司产品。

1．2试验方法

1．2．1检测波长选择使用紫外可见分光光度计在200．

800 nnl的范围内对胭脂红酸吸收光谱扫描，依据扫描结

果分别在紫外区和可见光区选择最大吸收波长。

1．2．2操作条件选择 (1)流动相选择：通过分析比较不

同的流动相条件下。HPLC检测胭脂虫红色素中胭脂红酸

的出峰效果和分离情况，确定最佳流动相。

(2)流速选择：在最佳流动相条件下。分别比较流速

0．5、0．6、0．7、0．8、0．9、1．0 mL／min条件下胭脂红酸的出峰

效果，确定最佳流速。

(3)柱温选择：在最佳流动相和流速下，比较15、20、

25、30、35cc的柱温下，胭脂红酸的出峰效果。确定最佳柱

温。

1．2．3 色谱条件 色谱柱使用C18反相柱(4．6 mmx

150 mmx5 p．m)，二极管阵列检测器(DAD检测器)。检

测波长依据紫外可见分光光度计扫描结果，分别选择紫

外区和可见光区最大吸收波长。流动相、进样量和柱温

依据1．2．2的结果确定。所有样品进样前均过O．45¨m

的针筒式滤膜过滤，Aglient化学工作站进行数据采集和

处理。

12A标准曲线的绘制配制浓度依次为10．06、20．12、

30．18、40．24、50．30、60．36、7042、80．48、90．54、100．60 p．g／mL

的胭脂红酸水溶液。并参考卢艳民等陋t目的方法制备胭脂

虫红色素。在最佳色谱条件下．测定胭脂红酸标准溶液的

峰面积，每个样测3次，取3次测定的平均值。以胭脂红酸

标准溶液的浓度为横坐标．在两种检测波长下HPLC测得

的峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，求回归方程。
1．2．5 精密度试验取1．2．4中配制的浓度为50．30

p,g／mL的高纯度朋脂红酸水溶液。按照1．2．3项的色谱条

件连续测定7次眇221，计算两种检测波长下测得的峰面积

所对应浓度，以及7次实测值之间的RSD。

1．2．6稳定性试验 配制浓度为56 Izg／mL的自制胭
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脂虫红色素水溶液。按1．2．3项的色谱条件，在两种检测

波长下12 h内每隔2 h测定一次峰面积。计算自制色

素样品中胭脂红酸的含量，以及7次实测数值之间的

RSD。

1．2．7加标回收率试验 配制浓度为35、4l、45、50、56

I出g／mL胭脂虫红色素水溶液，依次移取10 mL于5个

25 mL的容量瓶中，同时在每个容量瓶中各加入5 mL

的50．30 p,g／mL标准溶液，纯水定容．摇匀。按1．2．3的

色谱条件测定加标样品的峰面积，计算加标样品的回收

率。

2结果与分析

2．1检测波长的确定

在200～800 nm范同内对胭脂红酸的吸收光谱扫描。

结果见图l。胭脂红酸在紫外光区最大吸收波长在280

nm处，可见光区最大吸收波长在494 nnl处。为对两个波

长的检测效果进行比较。本研究检测波长同时选择280

11113和494 mn。
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图1 胭脂红酸的紫外一可见吸收谱图

2．2操作条件的确定

2．2．1 流动相选择流动相是HPI￡检测样品中操作条

件的关键因素．本研究通过比较甲醇、不同配比的甲醇一

水(考虑到仪器负荷。水的比例不超过75％)混合液、甲

醇一乙腈混合液、甲醇一乙腈一水混合液以及甲醇一乙腈一磷

酸(0．01％)混合液(体积比为10：15：75)作为流动相，分析

HPLC检测胭脂红酸的出峰效果。对比发现，以甲醇一乙

腈一磷酸的混合液作为流动相时，两个检测波长下的出峰

效果最理想．且能够实现色素中胭脂红酸组分与非胭脂红

酸组分的分离。

2．2．2流速选择在2．2．1确定的流动相条件下，比较不

同流速对HPLC出峰及分离效果的影响。流速大于O．8

mL／min，出峰时间提前，峰宽变窄，但柱压过大，对色谱柱

不益：流速小于O．8 mI_／min。出峰时间延长，且峰形对称性

降低；流速为0．8 mL／min，出峰时间和峰宽适中，柱压合

理。

2．2．3柱温选择根据反相色谱柱保留时间与温度之间

的关系，温度的升高会增加色谱柱柱效，本研究比较柱温

对出峰效果和分离效果的影响。发现柱温对两者影响不
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大。从温度对出峰效果和色谱柱的影响综合考虑，本研究

选择柱温为20℃。

2．2．4最佳条件确定 HPLC测定胭脂红酸的操作条件：

流动相为甲醇一乙腈一磷酸(O．0l％)混合液(体积比为10：

15：75)，流速为0．8 mL／min，柱温为20℃。此操作条件下，

两种检测波长下胭脂红酸的出峰效果好．峰形对称因子

高．能够实现色素中胭脂红酸和非胭脂红酸组分的基线

分离，详见图2、图3。通过与高纯度胭脂红酸对比，结果

显示胭脂红酸的出峰时间均为11．396 min。
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图2 280hm波长下自制胭脂虫红色素色谱图
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图3 494nm波长下自制胭脂虫红色素色谱图

2．3标准曲线的绘制

根据1．2．4的方法绘制标准曲线。在280 nm的检测

波长下，得线性回归方程Y=60．7360X，R2=O．9999；在494

nm的检测波长下．得线性回归方程y=8．6048X，R2=

0．9990。两者均具有良好的线性关系，表明胭脂红酸浓度

在lO．06一100．60“g／mL的范围内，两个回归方程均可用

于对其进行定量分析。

2．4精密度试验

连续测定7次胭脂红酸标准样品(50．30 Ixg／mL)。比

较每次测定数据之间的差异，并计算7次测定值之间的

相对标准偏差，评估仪器的精密度，结果见表l。从表l可

以看出．以280 nm为检测波长。样品浓度的实测值为

49．69 p．∥mL，7次测定数据RSD为0．42％：以494 nm为

检测波长，样品浓度的实测值为48．68 lae,／mL。7次测定数

襄1胭脂红酸仪器精密度试验结果

280 nm 494 nm次数酉丽丽预蔽爵耳丽丽酉葫疋颞藤万耳碗丽
!堡垒堕2 l世越里生2 1些碰些2 1丝2 1堡垒型2 1些g鲤垦2 1些西些2 1丝2

1 3018．2 4969 418．7 4866

2 30206 49．73 4199 48．80

3 30lQ3 4956 417．1 48．47

4 2999．7 4939 4969 0．42 416．1 4836 4868 O．54

5 3010．1 49．56 417．2 48．48

6 3031．2 49．9l 421,8 49．02

7 3035．8 4998 4216 49．00

据RSD为0．54％。两种检测波长下的实测值与理论值之

间的差异以及测得的数值之间相对标准偏差均在可信范

围内，表明在本研究确定的最佳条件下，仪器精密度可以

满足胭脂红酸样品测定要求。

2j稳定性试验

为了评估胭脂虫红色素样品及高效液相色谱仪能否

在较长的测定时间内保持良好的稳定性．在12 h内每隔

2 h测定一次样品，计算两种检测波长下。7次测定值之间

的相对标准偏差．结果见表2。从表2可以看出，以280

llm为检测波长。7次测定值之间相对标准偏差RSD为

0．16％；以494 nnl为检测波长，7次测定值之间相对标准

偏差尺．sD为O．32％。两种波长下实测值的尺舳均在可性
范围内，表明在12 h之内。胭脂虫红色素样品溶液的稳定

性和HPLC仪的稳定性均很好。可以满足在12 h以内胭

脂虫红色素样品的测定要求。

衷2胭脂红酸测定稳定性试验结果

次数碡丽牙雨丽诵28丽0耳nm砑丽嚼丽丌蕲孬4丽94百nm彳骊丽
(mAU)红酸含量(％)(％)(％)(mAU)红酸含域(％)(％)(％)

2．6加标回收率试验

对1．2．7项中的5份加标样品进行回收率试验。样

品及标样加入量、加标样品溶液的HPLC实测数据详

见表3。由表3可以看出，5份样品中，280 nnl的检测

波长下，加标回收率极大值为101．8％，极小值为

表3胭脂红酸加标回收率试验结果

编号
样品加入量 标样加入量 280nm————494 nm

(嵋) (眦) 峰面积 实测量 回收率 平均回收率 峰面积 实测量 回收率 平均网收率

．．
(mAU) (P,g) (％) (％) (mAU) (IJ,g) (％) (％)

1 81．9 251．5 722．4 297．4 89．2 99．4 288．8 86．6

2 95．9 251．5 796．9 328．0 94．4 109．6 318．4 91．6

3 105．3 251．5 851．5 350．5 98．2 96．8 1 17．5 341．4 95．7 94．3
4 117．o 251．5 911．7 375．3 101．8 125．8 365．5 99．2

j—— 131．0 251．5 932．8 384．0 100．4 129．3 375．7 98．2
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89．2％，平均值为96．8％；494 am的检测波长下，加标

回收率极大值为86．6％，极小值为99．2％，平均值为

94．3％。两种不同的检测波长下。样品的加标回收率均

在可信范围内。

3结语

本试验结果表明，高效液相色谱检测胭脂红酸的

最佳条件为：流动相为甲醇一乙腈一磷酸(0．Ol％)的混合

液(体积比为10：15：75)，流速为0．8 mL／min，柱温为

20℃。

在280 am检测波长下，精密度试验结果表明7次测

定数据相对标准偏差为0．42％．稳定性试验结果表明12

h内7次测定数据相对标准偏差为0．16％，加标回收率为

96．8％。以494 nm为检测波长，精密度试验结果表明7次

测定数据相对标准偏差为O．54％，稳定性试验结果表明

12 h内7次测定数据相对标准偏差为0．32％．加标回收率

为94．3％。

精密度、稳定性及回收率试验结果表明。两种检测波

长测得数据均在可信范围内。该操作条件可以用于对胭

脂红酸的定量分析。
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沈阳农业大学2010年柞蚕功能基因组研究取得丰硕成果

沈阳农业大学生物科学技术学院刘彦群副教授及其研究团队

在柞蚕功能基因组研究领域取得丰硕成果。2010年共克隆了7个柞

蚕功能基阂，发表了6篇SCI论文。这些研究成果的取得，表明沈阳

农业大学在昆虫功能基因组研究领域已与国内外同类研究处于同

一水平，并且在柞蚕功能基因组研究上形成了自己的研究特色。

2009年，研究组成功构建了国内第一个柞蚕全长eDNA文库，

并借助基因表达序列标签(EsT)技术完成了3个功能基因的克隆。

20lO年，在研究团队各位成员的共同努力下，又完成了7个重要功

能基因的克隆与表达模式分析．包括烯醇化酶I和烯醇化酶II基因

(Acta Biochimica el Biophysica Siniea；42．816—826)、溶血磷脂酶基

因(Annals of the Entomological Society of America；103，647—653)、

肌动蛋白基因(African Journal of A。面cultural Research；5，1095—

1100)、异常翅节蛋白基因(Africab Journal of Biotechnology；9。7372—

7378)肌球蟹白轻链2基因(Biochemical systematies and Ecology；

doi：10．1016／!．bse．2010．09．006)、长寿基因 (Molecular Biology

Reports：doi：10．1007／s11033—010—0495—2)。其中，烯醇化酶II基阂

是该研究组首次从生物体中鉴定并命名的，该基因可能与鳞翅目昆

虫的生殖有关。
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