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液质联用法测定不同地域种植的“华墨香5号”
黑米中花青苷和酚酸类化合物含量
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摘要 为研究不同种植地域对“华墨香 5号”黑米中花青苷和酚酸类化合物含量的影响，在武汉、西安、陵

水、宁波等 14个地区种植了该黑米品种，通过高压液相色谱串联质谱（HPLC-MS/MS）测定不同种植地域来源

的“华墨香 5号”样品中靶向代谢物，以外标法进行定量分析。结果显示，不同地域种植的“华墨香 5号”黑米中花

青苷和酚酸类化合物含量存在显著性差异，其中来自西安地区样品检出量最高，含矢车菊素-3-O-葡萄糖苷

2.855 mg/g、芍药色素-3-O-葡萄糖苷 0.491 mg/g、原儿茶酸 0.088 mg/g；黄石地区样品检出量最低，分别为

0.865、0.162、0.048 mg/g。表明黑米中花青苷和酚酸类化合物积累显著受到种植环境影响，为生产高营养价值

黑米，需针对特定品种筛选合适的种植地域。
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随着生活水平的提升，人们对于主粮健康的作

用愈加关注。黑米是一种重要的有色稻米，“黑米主

食化”不仅会大大提高人类的营养健康水平，还将减

轻对粮食需求的压力，保障粮食安全；同时还能有效

减轻粮食生产对资源和环境的不良影响，促进农业

绿色发展［1］。。近些年，我国科学家逐步培育出多种口

感食味俱佳的黑米品种。黑米籽粒的成熟过程中，

花青苷在果皮大量积累，故呈现紫黑色。黑米中最

主要的花青苷是矢车菊素-3-O-葡萄糖苷和芍药色

素-3-O-葡萄糖苷。果蝇喂饲试验证明，黑米具有延

长寿命的功效［2］。除了肉眼看得见的“健康”成分外，

黑米还有许多看不见的“健康”成分，如酚酸类化合

物，其和花青苷一样都具有显著的健康效益［3-4］。在

黑米中含量最高的酚酸类化合物是原儿茶酸（proto‐
catechuic acid），具有抗氧化、抗菌、抗糖尿病、抗癌、抗

炎等的多种生理功能［5-7］。因此，酚酸类化合物含量的

高低也是影响黑米健康效应的重要因素。

现已有较多对黑米的农艺性状、食味品质、营养

物质的研究报道［8-9］。通常特定黑米品种仅在 2~3

邻近地理位置种植，而难以在不同地域广泛种植，因

此，对于特定黑米品种在不同地理环境下的营养物

质的定量比较分析较少见。“华墨香 5号”是华中农业

大学自主选育的黑米新品系，其稻米食味感官评价

优良，直接蒸煮的黑米饭香润、软、弹、滑、甜，具有特

殊香气。本研究在国内不同地域种植黑米品种“华

墨香 5号”，对不同地域“华墨香 5号”的花青苷含量

和酚酸类化合物进行比较，探究地域差异对“华墨香

5号”花青苷和酚酸含量的影响，以期为其适宜的产

业化种植提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试品种为黑米品种“华墨香 5号”。试验于

2021年夏季在湖北省武汉市（华中农业大学）、潜江

市、襄阳市南漳县、襄阳市高新区、荆门市东宝区、石

首市高基庙镇、监利市红城乡、咸宁市赤壁市、黄冈

市罗田县、黄石市阳新县，浙江省宁波市慈溪市，陕

西省西安市、汉中市，海南省陵水县 14个地区进行大
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田种植，开花30 d后取成熟穗，保存于-20 ℃。

1.2 样品前处理方法

1）黑米粉的制备。将黑米穗脱粒后置于冷冻干

燥机中充分冻干，砻谷机去壳后得到黑糙米，取 10 g
黑糙米置于全自动组织研磨仪中研磨（60 Hz，
2 min），将得到的黑糙米米粉过孔径 0.425 mm筛，密

封后放于-20 ℃备用。

2）游离酚酸和花青苷的提取。参照文献［10-11］
进行，略有改动。称取 50 mg左右米粉样品于离心

管A中，加入 1 mL纯 100%甲醇超声抽提 30 min，
以 8 000 r/min离心后吸取上清液置于 2 mL离心管

B，再次加入 1 mL 70%甲醇（pH=1）于离心管A，重

复上述抽提步骤 1次，上清液于离心管B中合并，再

用OASIS HLB SPE小柱与真空萃取装置中对样品

进行净化，将净化后的样品置于棕色进样瓶中，放

于-80 ℃保存备用。汲取每份黑米待测物 20 μL，混
合后作为质控样品；以抽提液为空白对照。

1.3 仪器设备与试剂

1）仪 器 设 备 。 高 压 液 相 色 谱 串 联 质 谱 仪

（HPLC，Shim-pack UFLC SHIMADZU CBM20A
system；MS，AB SCIEX Triple Quad 5500）、UVF超

声波清洗机（小美超声仪器昆山有限公司）、全自动

组织研磨仪（上海净信实业发展有限公司）、真空萃

取装置（Sigma-Aldrich上海贸易有限公司）。

2）试剂。乙腈、乙酸（色谱纯，Sigma-Aldrich）。

OASIS HLB SPE小柱（沃特世科技上海有限公司）。

香草酸、原儿茶酸、龙胆酸、阿魏酸、异阿魏酸、对香

豆酸、丁香酸、咖啡酸、间苯三酚、芥子酸、水杨酸、

绿原酸、没食子酸、对羟基苯乙酸、2，4-二羟基苯甲

酸、矢车菊素-3-O-葡萄糖苷（C3G）和芍药色素-3-O-
葡萄糖苷（P3G）标准品（TRC，艾美捷科技有限

公司）。

1.4 LC-MS/MS测定靶向代谢物

色谱柱为 Shim-pack GIST 3.0 μm C18-AQ 2.1
mm× 250 mm（HSS），使用VP-ODS C18 2.1 mm×
150 mm和 Poroshell 120 EC-C18 2.1 mm× 150 mm
进行对比。

色谱条件设定。流速 0.25 mL/min，柱温 40 ℃。

流动相 A 为水（0.25% 乙酸），流动相 B 为乙腈

（0.25%乙酸）。洗脱程序如表 1所示。质谱元件参

数如下：正离子模式离子喷雾电压为5 500 V，负离子

模式离子喷雾电压为-4 500 V。气帘气为 0.24
MPa，雾化气为 0.38 MPa，干燥气为 0.41 MPa。源温

度为 550 ℃。质谱运行模式：多反应监测模式（multi-
reaction monitoring，MRM）。使用Analyst 1.6.2软件

处理数据。

2 结果与分析

2.1 高效液相色谱分析方法的优化

由于几种重要的酚酸类化合物存在同分异构

体，对色谱分离有更高的要求。酚酸类化合物的色

谱流动相通常为甲醇-水和乙腈-水。本研究测试了

不同的流动相体系和添加剂，发现添加有 0.04%乙

酸的乙腈-水体系分离效果良好。对 Poroshell 120
EC-C18、GIST C18-AQ和 VP-ODS C18色谱柱进

行比较，发现使用GIST C18-AQ色谱柱酚酸类化合

物的分离效果和峰型更好。本研究在色谱柱选用相

同填料的基础上使用 250 mm的长柱，发现长柱分析

时间加长但分离效果更佳（图 1），阿魏酸与异阿魏酸

得到了较好的分离。

2.2 质谱方法的优化

通过液质联用技术中的多反映监测模式，在正/
负离子模式下利用标准品逐个对 2种花青苷和 15种
酚酸化合物进行扫描，确定Q1和Q3，并优化各项电

离参数（表2），最终建立MRM检测方法。

2.3 花青苷和酚酸类代谢物提取条件的优化

为比较不同地域黑米花青苷和酚酸类代谢物的

差异，采用酸水解法提取了可溶性糖苷型代谢物。

由于没有使用碱水解法，淀粉以沉淀形式存在，未发

生糊化，非常适合使用固相萃取小柱进行纯化。固

相萃取法（HLB）纯化后的样品基质中的杂质大幅度

减少，有利于提高样品的信号强度。另外，黑米样品

所富含的矢车菊素-3-O-葡萄糖苷和芍药素-3-O-葡
萄糖苷也会受到抽提过程的影响，其 C6-C3-C6结
构部分发生断裂生成酚酸类化合物，本研究选择在

pH=1的酸水解条件下提取30 min。

表1 流动相梯度

Table 1 The gradient of mobile phase
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时间/min
Time

0
2
24
27
30

流动相 A/%
Mobile phase A

95
95
0
0
95

流动相 B/%
Mobile phase B

5
5
100
100
5

267
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2.4 不同种植地域黑米中花青苷和酚酸类化合物

含量比较

使用Analyst 1.6.2对质谱数据进行分析，使用

GraphPad Prism 8软件进行作图和统计分析，获得了

矢车菊素-3-O-葡萄糖苷、芍药素-3-O-葡萄糖苷和

14种酚酸类化合物的定量结果（图 2），其中，绿原酸

阿魏酸保留时间为 14.77 min，异阿魏酸保留时间为 14.57 min。The retention time of ferulic acid and isoferulic acid was at 14.77 min and
at 14.57 min，respectively.

图1 在193.10>178.00离子对的色谱图

Fig.1 XIC in 193.10>178.00 ion pair
表2 靶向代谢物MRM参数

Table 2 MRM parameters for target compounds

靶向代谢物 Targeted metabolite

矢车菊素-3-O-葡萄糖苷Cyanidin 3-O-glucoside

芍药色素-3-O-葡萄糖苷Peonidin 3-O-glucoside

香草酸 Vanillic acid

原儿茶酸 Protocatechuic

龙胆酸 Gentisic acid acid

阿魏酸 Ferulic acid

异阿魏酸 Isoferulic acid

对香豆酸 p-Coumaric acid

丁香酸 Syringic acid

咖啡酸 Caffeic acid

芥子酸 Sinapic acid

没食子酸 Gallic acid

绿原酸 Chlorogenic acid

水杨酸 Salicylic acid

2,4-二羟基苯甲酸 2，4-Dihydroxybenzoic acid

对羟基苯乙酸 4-Hydroxyphenyl acetic acid

电离方式

Ionization
mode

ESI+

ESI+

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

去簇电压/V
Debunching
voltage

100

70

-100

-140

-70

-100

-110

-100

-100

-110

-100

-70

-100

-80

-90

-60

入口电压/V
Entrance
voltage

10

10

-6

-6

-10

-7

-8

-10

-10

-10

-6

-7

-10

-8

-6

-8

碰撞电压/V
Collision
voltage

47

15

-15

-17

-25

-21

-20

-19

-16

-20

-10

-18

-22

-24

-23

-22

母离子 Q1
Parent ion
Q1

449.3

463.3

167.1

153.0

153.1

193.1

193.1

163.2

197.1

179.1

223.0

169.0

353.2

137.1

153.0

151.1

子离子 Q3
Daughter ion

Q3

287.3

301.2

123.1

109.0

108.1

134.1

133.8

119.2

153.1

135.1

121.1

125.0

191.2

93.1

107.0

107.1

268
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采用 One-way ANOVA分析进行多重比较，柱状图中标注不同字母的组存在显著性差异（P<0.05）。1：武汉Wuhan；2：陵水

Lingshui；3：襄阳南漳Nanzhang，Xiangyang；4：襄阳市高新区 High-Tech Zone of Xiangyang City；5：荆门 Jingmen；6：咸宁Xianning；7：黄
石Huangshi；8：潜江Qianjiang；9：黄冈Huanggang；10：宁波Ningbo；11：监利 Jianli；12：石首 Shishou；13：荆州 Jingzhou；14：西安 Xi’an；
Mean values followed by different letters are significantly different（P< 0.05）as determined by One-way ANOVA multiple comparisons.

图2 不同种植地域黑米中花青苷和酚酸类化合物含量

Fig.2 The content of anthocyanins and phenolic acids in different locations
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含量较低未能检出。含量从高到低的前 6种次生代

谢物为矢车菊素-3-O-葡萄糖苷>芍药素-3-O-葡萄

糖苷>原儿茶酸>香草酸>龙胆酸>阿魏酸。在不

同地域种植的黑糙米中C3G含量为 865.2~2 855.7
μg/g，P3G为 218.6~490.7 μg/g，原儿茶酸为 47.5~
88.4 μg/g，香草酸为 37.1~52.0 μg/g，龙胆酸为 6.6~
18.4 μg/g，阿魏酸为 6.5~14.1 μg/g，异阿魏酸为

0.3~0.6 μg/g，对香豆酸为 0.8~2.1 μg/g，丁香酸为

0.2~0.5 μg/g，咖啡酸为 0.6~1.7 μg/g，间苯三酚为

2.8~4.7 μg/g，芥子酸为 0.2~0.4 μg/g，没食子酸为

0.3~0.7 μg/g，2，4-二羟基苯甲酸为 1.8~2.8 μg/g，
水杨酸为，1.6~2.4 μg/g，对羟基苯乙酸为 1.8~ 4.6
μg/g。其中西安地区样品含 C3G 2.855 mg/g，P3G
0.491 mg/g，原儿茶酸 0.088 mg/g，在所有样品中是

最高的；而黄石地区样品检出量最低，含C3G 0.865
mg/g，P3G 0.162 mg/g，原儿茶酸 0.048 mg/g。

矢车菊素-3-O-葡萄糖苷和部分酚酸的相关性分

析结果显示，C3G与原儿茶酸相关性较高，回归方程

R2为 0.639 5（图 3）。这也间接证明C3G在黑米中发

生分解，得到较多酚酸类化合物（原儿茶酸是其降

解产物之一）。因此，在鉴别黑米营养品质时，把同

样具备丰富生物活性的原儿茶酸纳入考查因素具

有一定意义，可综合两者含量来进行黑米品质

评价。

在不同地域种植的“华墨香 5号”黑米中所含的

一些花青苷和酚酸类化合物差异较大，如西安种植

的黑米中C3G、P3G、香草酸、原儿茶酸含量均最高。

在襄阳市南漳县、高新区种植的黑米样品中无显著

性差异，但是在荆州、监利、石首种植的 3份样品间

C3G存在显著性差异，含量变化较大。西安、武汉

和陵水 3地的花青苷和酚酸类化合物都存在显著性

差异，但差异程度与纬度不相关。在西安和襄阳等

海拔较高的地区，花青苷和酚酸类化合物相对

较高。

3 讨 论

黑米中花青苷含量丰富，作为水稻重要的次生

代谢产物，其在应对环境胁迫方面起到重要作用，如

紫外、低温、干旱等都能诱导花青苷的合成。水稻花

青苷的合成机制目前已基本被解析，普遍认为花青

苷的合成受到 MYB类转录因子或 MYB-bHLH-
WD40转录因子复合体调控［12］。因此，花青苷的积

累受到多种生物和非生物因素的影响。在本研究

图3 矢车菊素-3-O-葡萄糖苷和部分酚酸的相关性分析

Fig. 3 Correlation of cyanidin-3-O-glucoside and phenolic acids
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中，西安地区种植的黑米中C3G等含量最高，我们推

测这是高纬度带来的低平均气温造成的；而黄石地

区样品C3G等含量最低的原因则可能是土地肥力因

素或田间管理等导致。

黑米中各种酚酸类化合物的生物合成途径较为

相似，都来自莽草酸、苯丙素和类黄酮合成途径。这

些酚类物质在结构上被分为两大类，一类具有羟基

苯甲酸骨架，包括原儿茶酸、龙胆酸、没食子酸、香草

酸和丁香酸等；另一类具有羟基肉桂酸骨架，包括咖

啡酸、芥子酸、对香豆酸、阿魏酸等［13］。本研究通过

对不同地域种植的黑米酚酸类化合物含量进行对比

分析，发现在西安种植的黑米样品中羟基苯甲酸类

酚酸的含量最高，但羟基肉桂酸酚酸含量并不是最

高的。结合对羟基苯甲酸和羟基肉桂酸类酚酸的合

成通路与花青苷断裂模式分析发现，羟基苯甲酸的

含量与花青苷含量相关。而羟基肉桂酸类酚酸则与

木质素合成通路等重叠较多，其含量受到多种通路

的影响，积累规律也较为复杂。此外，黑米成熟后具

有C6-C3-C6结构的花青苷会自发缓慢降解，生成具

有C6-C1或C6-C3骨架的化合物，这种现象也使得

酚酸类化合物被间接积累［14］。因此，在生产高营养

价值黑米时，需针对特定品种选择合适的种植

地域。

由于不同黑米品种间不可溶酚酸类差异较大，

并且不可溶酚酸类多以衍生物形式存在，积累规律

复杂，可能受到多种通路影响，因此，本研究对不可

溶性酚酸类未做提取和分析，使操作方法更加便捷，

不需要多次水解，极大地保护了提取出来的代谢物，

防止其在提取过程中发生降解和氧化。前人研究发

现，羟基肉桂酸类酚酸在酸水解条件下并不稳定，如

阿魏酸、咖啡酸、对香豆酸等会发生降解［15］；本研究

关注的是黑米中容易释放、易被人体吸收的游离态

和可溶性糖苷型化合物［16］，这部分化合物在人体内

利用率高，对营养健康贡献更大。这种研究策略的

优点是可快捷、直观地比较不同地域的酚酸类化合

物差异，缺点是忽略了潜在的酚酸类衍生物差异。

其中，本研究未能检测到绿原酸，这可能与绿原酸的

性质和含量有关。绿原酸是咖啡酸和奎宁酸的衍生

物，在结构上存在热不稳定性，电离时容易发生源内

裂解；此外，绿原酸的含量极低，且化学性质不稳定，

易水解成咖啡酸和奎宁酸，这也可能是未被检测到

的原因［17］。
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Determing contents of anthocyanin and phenolic acid
compounds in black rice variety‘Huamoxiang 5’grown

in different locations with HPLC-MS

YANG Zenan1,2,ZHANG Qinglu2,LI Kaikai1,CHEN Hao2

1.Key Laboratory of Environment Correlative Dietology，Ministry of Education，
Huazhong Agricultural University，Wuhan 430070，China；

2.National Key Laboratory of Crop Genetic Improvement，Huazhong Agricultural University，
Wuhan 430070，China

Abstract ‘Huamoxiang 5’is an excellent black rice variety developed by Huazhong Agricultural
University. We planted‘Huamoxiang 5’in 14 locations including Wuhan，Xi’an，Lingshui，and Ningbo etc
to study the effects of planting locations on the contents of anthocyanins and phenolic acid compounds. The
rice flour samples of‘Huamoxiang 5’were extracted and analyzed by High Pressure Liquid Chromatogra‐
phy - tandem Mass Spectrometry（HPLC-MS），and the data were quantitatively determined with the exter‐
nal standard method. The results showed that the contents of anthocyanins and phenolic acid compounds in

‘Huamoxiang 5’varied significantly among samples collected from different planting locations. Among
them，the contents of anthocyanins and phenolic acid compounds in the sample planted in Xi’an was the
highest，with the content of cyanidin-3-O-glucoside，peonidin-3-O-glucoside and protocatechuic acid up to
2.855 mg/g，0.491 mg/g and 0.088 mg/g，respectively. The contents of anthocyanins and phenolic acid
compounds in the sample in Huangshi was the lowest，with the content of cyanidin-3-O-glucoside，peonidin-
3-O-glucoside and protocatechuic acid of 0.865 mg/g，0.162 mg/g，and 0.048 mg/g，respectively. It is indi‐
cated that the contents of anthocyanins and phenolic acid compounds in black rice are significantly affected
by the planting environment. Thus，selecting suitable planting locations for specific black rice varieties is im‐
portant to produce the black rice with high nutritional value.

Keywords black rice variety‘Huamoxiang 5’；anthocyanins；phenolic acid compounds；regional dif‐
ference；plant environment
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