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杜仲叶总黄酮含量测定方法研究
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　　[摘　要 ]　为了解决硝酸铝比色法在测定杜仲总黄酮时含量偏高的问题,用外标法和纸层析法对干扰测定的

因素和测定方法进行了研究。结果表明, 绿原酸是硝酸铝比色法测定杜仲黄酮的主要干扰因素, 干扰程度大于

50% ; 将纸色谱与硝酸铝比色法结合进行测定, 可消除干扰, 准确度提高, 标准差为 10. 6 m gög, 测定回收率为

99. 75%。
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　　杜仲为杜仲科杜仲属植物,其皮是我国特有的

名贵滋补药材,叶是制备保健品的重要原料。黄酮类

化合物是杜仲的主要有效成分之一,具有多种生物

活性。杜仲中黄酮类化合物含量的高低,是判断杜仲

生药及其相关产品的重要指标[1～ 3 ]。

目前,国内对黄酮含量的测定多采用硝酸铝比

色法和高效液相色谱法[4～ 7 ],后者测定精度高,但仪

器价格昂贵,而且要有合适的标样。前者虽专一性

差,测定结果受杂质干扰大,但它适合测定样品中的

总黄酮,且不需价格昂贵的仪器,一般实验室均可完

成。作者在用硝酸铝比色法测定杜仲叶及其提取物

中的总黄酮时,发现结果往往偏高,为了消除干扰因

素,寻求较为准确的测定方法,本研究对影响结果的

干扰因素及杜仲叶中黄酮的测定方法进行了研究。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

　　杜仲叶采自西北农林科技大学校园内; 杜仲纯

粉 (杜仲叶水提取液浓缩干燥所得) ; 杜仲黄酮粗品

(杜仲叶乙醇提取液浓缩后经大孔树脂吸附,用质量

分数为 85%乙醇洗脱, 收集洗脱液后, 回收溶剂浓

缩干燥所得) ;试剂均为分析纯。

1. 2　仪　器

754 型紫外2可见分光光度计 (上海第三分析仪

器厂) ; 365 nm 紫外分析仪 (上海科艺光学仪器厂) ;

H 6605超声清洗机 (无锡超声电子设备厂)。

1. 3　测定波长的选择和工作曲线的绘制[8 ]

精密称取芦丁 20 m g (120℃烘至恒重)置 100

mL 容量瓶中,加质量分数为 60%的乙醇定容至刻

度,摇匀, 取 25 mL 用蒸馏水稀释至 50 mL (0. 1

m gömL ) ,准确吸取 0, 1. 0, 2. 0, 3. 0, 4. 0, 5. 0 mL 分

别置于 10 mL 具塞试管中,先加质量分数为 5%的

亚硝酸钠溶液 0. 3 mL ,摇匀,放置 6 m in,再加入质

量分数为 10%的硝酸铝溶液 0. 3 mL ,摇匀,放置 6

m in;再加入 1 mo löL N aOH 溶液 4. 0 mL ,分别用质

量分数为 30%的乙醇稀释至刻度, 摇匀, 放置 15

m in,在 480～ 540 nm 的波长范围内进行扫描,选择

最佳吸收峰波长,并在此波长下作工作曲线。

1. 4　供试液的制备

1. 4. 1　杜仲叶样品液制备　精密称取 5 g 杜仲叶

粉, 用质量分数为 70%的乙醇提取 3 次, 每次 1. 5

h, 合并滤液, 浓缩定容至 50 mL , 吸取 2 mL 于 50

mL 容量瓶中, 用质量分数为 30%的乙醇定容, 备

用。

1. 4. 2　杜仲纯粉样品液制备　精密称取杜仲纯粉

0. 1 g,用质量分数为 60%的乙醇定容在 100 mL 容

量瓶中,然后吸取 25 mL 于 50 mL 容量瓶中用水稀

释定容至刻度,备用。
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1. 4. 3　杜仲黄酮粗品供试液制备　精密称取杜仲

黄酮 0. 1 g,用水溶解在 100 mL 容量瓶中,备用。

2　结果与分析

2. 1　测定波长与标准曲线的确定

　　以芦丁为标样,硝酸铝为显色剂,测得的最大吸

收波长为 510 nm。回归方程为:

A = 0. 007 3 + 10. 588 6c, r = 0. 999 2。

2. 2　绿原酸对测定杜仲叶总黄酮含量的影响

作者在用水提铅沉法对杜仲叶总黄酮用硝酸铝

比色法进行测定时,含量竟高达 92. 11% ,此结果与

其他现象不符。鉴于绿原酸是杜仲叶中的主要有效

成分[9 ] ,初步判断可能是绿原酸对测定结果具有正

性影响。将测试液经纸层析后,在 365 nm 荧光灯下

检测, 果然发现在与绿原酸R f 值相同处存在强烈

荧光,为进一步验证干扰物质为绿原酸,用绿原酸进

行了检验。

2. 2. 1　定性检验　称取绿原酸标准品 0. 01 g,用质

量分数为 30%的乙醇定容至 100 mL ,加入显色剂,

在 510 nm 处测定吸收光度。结果表明,当绿原酸质

量浓度为 0. 03, 0. 05和 0. 07 göL 时,其吸光度分别

为 0. 338, 0. 564, 0. 789, 说明绿原酸加入黄酮显色

剂后,在 510 nm 处确有吸收,吸光度随绿原酸加入

量的增加而增大,且呈线形关系。因此可以认为,绿

原酸对测定杜仲叶中总黄酮有干扰。

2. 2. 2　定量检验　为了确定绿原酸对硝酸铝比色

法测定黄酮的影响程度,本研究采用了外标法,即硝

酸铝比色法测定样品中总黄酮含量 (样品为杜仲纯

粉) ,同时测定样品中的绿原酸含量[2 ]。然后在样品

中加入等量绿原酸,再用硝酸铝比色法测定加入绿

原酸后的样品的总黄酮含量。

表 1　绿原酸对总黄酮含量测定的影响

T able 1　T he influence of ch lo rogen ic acid on the m easurem ent of to ta l flavono ids m gög

样品中绿原酸含量
Conten t of ch lo rogen ic acid in samp le

未加绿原酸时总黄酮含量
Conten t of flavono ids
w ithou t adding ch lo2

rogen ic acid

加入绿原酸后总黄酮含量
Conten t of flavono ids after

adding ch lo rogen ic acid

150. 0 248. 7 547. 5

　　测定结果 (表 1)显示, 在样品中加入等量绿原

酸后,用硝酸铝比色法测得的总黄酮含量比未加入

绿原酸的高出 1倍多,因此可以认为,用该法测定杜

仲叶中总黄酮含量时,绿原酸的干扰大于 50% , 故

绿原酸的影响不容忽视。因此,直接用硝酸铝比色法

测定杜仲叶中总黄酮含量时,必须设法消除绿原酸

的干扰。

2. 2. 3　绿原酸的干扰原因探讨　以杜仲纯粉为对

照,处理 1和处理 2 分别加入等量邻苯二酚和对苯

二酚,测定酚类化合物对杜仲总黄酮含量的影响。结

果 (表 2)表明,加入邻苯二酚后,在 510 nm 处吸光

值大增,而对苯二酚却没有影响。因此,可以确定与

A l3+ 配合显色。绿原酸为 32咖啡酰奎尼酸,分子中

的咖啡酰基上含有邻二酚羟基,故可以与A l3+ 配合

显色,从而对硝酸铝法测定杜仲中的总黄酮产生干

扰。
表 2　酚类化合物对硝酸铝比色法测定杜仲总黄酮的影响

T able 2　 Influence of pheno ls on

the m easurem ent of flavono ids

处理
T reatm en t CK 处理 1

T reatm en t 1
处理 2

T treatm en t 2

吸光度
A bso rbency

0. 563 2. 72 0. 536

2. 3　纸层析2硝酸铝比色法测定杜仲叶总黄酮含量
为了消除绿原酸的干扰,本研究首先采用纸层

析法将样品中的黄酮与绿原酸分离,对分离出的黄

酮用硝酸铝比色法进行测定。

2. 3. 1　标准曲线的绘制　精密称取于 120℃干燥

至恒重的芦丁 20 m g,用甲醇在 10 mL 容量瓶中定

容, 用 10 ΛL 微量进样器点样, 点样量分别为 10,

20, 30, 40, 50 ΛL ,然后用BAW 溶剂系统 (正丁醇∶

冰醋酸∶水= 4∶1∶2 (体积比) )分别在层析缸中展

开,挥干溶剂后在 365 nm 紫外分析仪下观察,将褐

色带状部分剪成细条, 分别装在 10 mL 具塞试管

中,各加入 5 mL 甲醇,超声波震荡 20 m in,取出加

入硝酸铝显色剂,在 510 nm 下测定吸光度,绘制出

标准曲线, 回归方程为 A = 0. 002 + 6. 1c, r =

0. 999 2。其中,A 为吸光度; c为浓度 (m gög) ; r为回

归系数。

2. 3. 2　测定步骤　将杜仲叶的乙醇提取物 (或各种

杜仲制品的溶液)定量点样于层析纸上,用BAW 溶

剂系统展开,在 365 nm 紫外分析仪下,杜仲中所含

的各种黄酮为棕褐色的谱带 (自然光下为淡黄色) ,

021 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 29卷



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

绿原酸为强烈的蓝色荧光带。将代表黄酮的谱带用

铅笔标记后剪下,处理方法同 2. 3. 1,测定吸光度并

根据标准曲线计算总黄酮含量。若需要,可将发荧光

的绿原酸谱带剪下,并进行含量测定。

2. 3. 3　精密度试验　以杜仲粗黄酮为样品,平行称

取 5份,用上述方法进行测定,结果如表 3所示。从

表 3可以看出,用纸层析2硝酸铝比色法测定杜仲中

的总黄酮, 标准差为 10. 6 m gög, 说明该法重现性

好。

表 3　纸层析2硝酸铝比色法测定黄酮的精密度试验
T able 3　P recision test of PC2alum inum nitra te co lo rim etry m ethod m gög

编号
Serial N o.

总黄酮含量
Conten t of flavono ids

编号
Serial N o.

总黄酮含量
Conten t of flavono ids

1 257. 7 4 268. 0

2 243. 4 5 243. 3

3 257. 7

　　注:标准差为 10. 6。

N o te: Standard deviation is 10. 6.

2. 3. 4　回收率试验　以杜仲黄酮粗品为供试样,加

入芦丁标准品,进行回收率试验,结果如表 4 所示。

由表 4 可以看出, 该方法测定的平均回收率为

99. 75%。

表 4　纸层析2硝酸铝比色法测定黄酮的回收率试验
T able 3　R eclaim test of PC2alum inum nitra te co lo rim etry m ethod

样品编号
Serial
N o.

黄酮含量öm g
Conten t of
flavono ids

加入芦丁量öm g
Amount of
ru tin added

理论值öm g
T heo retic

value

测定值öm g
M easuring

value

回收率ö%
Reclaim

rate

1 0. 140 3 0. 01 0. 150 3 0. 146 9 97. 74
2 0. 140 3 0. 02 0. 160 3 0. 163 2 101. 8
3 0. 140 3 0. 03 0. 170 3 0. 169 8 99. 71

2. 3. 5　杜仲叶总黄酮含量的测定　用纸层析2硝酸
铝比色法对杜仲叶中的总黄酮进行了测定 (表 5)。

由表 5可见,总黄酮平均含量为 13. 6 m gög。这一结

果,与实际情况较为相符。

表 5　纸层析2硝酸铝比色法测定的杜仲叶中的总黄酮的含量 m gög

T able 5　Conten t of flavono ids in the leaves of E ucomm ia u lm oid es by PC2alum inum nitra te co lo rim etry m ethod

编号
Serial
N o.

总黄酮含量
Conten t of flavono ids

编号
Serial
N o.

总黄酮含量
Conten t of flavono ids

1 13. 4 3 15. 0

2 12. 5 平均 13. 6

3　结论与讨论

据文献报道[10 ] ,硝酸铝比色法测定黄酮的主要

依据是铝离子A l3+ 与黄酮母核中的 3 位 (或 5 位)

上的羟基和 4 位羰基配合形成稳定结构 (图 1) , 从

而可用比色法对黄酮含量进行测定。

图 1　A l3+ 与黄酮母核中 3位 (或 5位)羟基和 4位羰基形成的稳定结构

F ig. 1　Coo rdinate structu re betw een A l3+ and hydroxyl

and carbonyl group s in flavono ids

　　杜仲中的黄酮类化合物目前发现有以下几 种[11 ] (图 2)。从图 2可以看出,杜仲中所含的黄酮类
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化合物,均在 3位 (或 5位)含有羟基,因此可用硝酸 铝进行比色,从而对杜仲中的总黄酮进行测定。

图 2　杜仲中的黄酮类化合物
(1)山柰酚; (2)紫云英甙; (3)山柰酚 32O 26″2乙酰葡萄糖甙; (4)山柰酚 32O 2芸香糖甙;

(5)槲皮素; (6)陆地锦甙; (7)槲皮素 32O 木糖 (1→2)葡萄糖甙; (8)芦丁

F ig. 2　F lavono ids con tained in E ucomm ia u lm oid es

(1) Kaempfero l; (2)A stragarin; (3) Kaempfero l 32O 26″2acetyl2gluso side; (4) Kaempfero l 32O 2ru tino side;

(5)Q uercetin; (6) Isoquercitrin; (7)Q uercetin 32O 2sam busb io side; (8). Ru tin

　　另一方面,本研究结果表明,邻二酚类化合物也

可与A l3+ 形成稳定结构 (图 3) ,从而干扰测定。

图 3　邻二酚类化合物与A l3+ 形成的稳定结构

F ig. 3　Coo rdinate structu re fo rm ed betw een

A l3+ and o rtho2dipheno lic compounds

杜仲中的邻二酚类化合物主要为绿原酸,该化

合物中的咖啡酰基具有邻二酚类结构,因此,直接用

硝酸铝比色法测定杜仲中的黄酮含量时,绿原酸会

对测定结果产生正性干扰,且干扰程度大于 50%。

本研究将纸层析法与硝酸铝比色法结合测定杜仲中

的总黄酮含量, 可排除绿原酸的干扰, 测定结果准

确,方法简便易行。同时,还可对杜仲中的绿原酸进

行测定。

据报道[12 ] , 酚性物质在植物中的存在较为普

遍,倘若分子中存在邻二酚结构 (如绿原酸、咖啡酸

等) ,直接用硝酸铝比色法测定总黄酮含量时,就会

使含量偏高。因此,测定植物中总黄酮含量时,首先

要确定样品中是否存在会对测定产生干扰的邻二酚

性物质。如果不存在,可用硝酸铝比色法直接进行测

定。如果存在,则应考虑用纸层析- 硝酸铝比色法进

行测定。
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A study on the m easu rem en t of flavono ids in the leaves of E ucom m ia u lm oid es

W E I Qin 1,W ANG D ong-m e i1,M A X i-han 2, ZHANG Kang- j ian 1

(1 Colleg e of F orestry ; 2 Colleg e of L if e S ciences, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: It w as found that w hen alum inum n itra te w as u sed as a ch romogen ic agen t in the

co lo rim etric m easu rem en t of to ta l f lavono ids in the leaves of E ucom m ia u lm oid es, the resu lt w as deep ly

in terfered by ch lo rogen ic acid, a m ain chem ical con ta ined in the leaves, w h ich po ssessed a structu re of o2
pheno lic d i2hydroxyls. Sat isfacto ry resu lt w ill be ob ta ined if the paper ch rom atography is in tegra ted w ith

co lo rim etric m easu rem en t.

Key words: E ucom m ia u lm oid es leaf; m easu rem en t of f lavono ids; ch lo rogen ic acid
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