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摘　要　综述了黄酮类化合物含量的色谱测定方法,包括薄层扫描法、高效液相色谱、超临界流体色

谱等,旨在为黄酮类化合物的研究、开发、应用提供参考。
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1　前言
黄酮类化合物 (F lavono ids)是在植物中分布非常广泛的一类天然产物,其在植物体内大部分与

糖结合成苷类,有一部分是以游离态 (苷元)形式存在的。绝大多数的植物体内都含有黄酮类化合

物,其对植物的生长、发育、开花、结果及防菌防病等方面起着重要的作用。同时,黄酮类化合物生理

活性多种多样,如槲皮素 (Q uercetin)、芦丁 (R utin)、葛根素 (Puerarin)等具有扩冠作用, 水飞蓟宾

(Siybin)具有保肝作用等,因此引起了人们的广泛研究。而近十年来,黄酮类化合物的研究以倾向

于其药用价值的开发,涉及到提取、分离、纯化的研究,黄酮含量测定在中药材的品质鉴定、制剂工

艺的评价及中药制剂的质量控制等方面有非常重要的意义。目前黄酮类成分的含量测定方法主要

有:光谱分析法、色谱分析法、电化学分析法等, 下面就色谱分析法做一综述,旨在为黄酮类化合物

的研究、开发及应用提供一定的参考。

2　薄层扫描法
薄层扫描法 (TL C2Scann ing m ethod)亦称薄层光密度法 (TL C2D ensitom etry) ,是薄层色谱技术

与光密度计和微型电子计算机结合起来的一种新型仪器分析方法。薄层扫描法是将样品先经薄层

分离后,然后用一束长宽可以调节的一定波长、一定强度的光照射到薄层斑点上进行整个斑点的扫

描,用仪器测量通过斑点或被斑点反射的光束强度的变化达到定量的目的。应用薄层扫描仪可同时

对各种复杂的样品进行分离和测定,简便快速、灵敏准确、专属性好。因此,在医药学领域得到广泛

应用,尤其在中草药复杂成分的分析中,几乎是首选方法,现已被国内外药典普遍采用[1, 2 ]。我国中

草药的资源和品种非常丰富,近年来利用薄层扫描法定量测定中草药各种组分的研究很多[3 ] ,薄层

扫描法定量测定植物提取液的黄酮成分的研究也很多。银杏叶提取物的主要有效成分是黄酮类和

萜内酯,李俊等[4 ]用薄层扫描法对银杏叶 5种黄酮成分的含量进行了同时测定。他们用 70%乙醇
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提取干银杏叶后加热浓缩提取液,浓缩液过聚酰胺柱,收集 60%乙醇洗脱液部分并浓缩,干燥得到

结晶,用甲醇溶解后点样在高效硅胶薄层板上,以展开剂 I: 石油醚 (bp. 60—90℃) 2乙醚2甲酸2乙酸
乙酯 (60∶30∶6∶4)的上层分离槲皮素、山奈素和异鼠李素,以展开剂Ê 氯仿2甲醇2水 (6∶4∶2)

的下层2乙酸 (15∶1)分离槲皮苷、异鼠李苷。薄层板在层析缸内用展开剂饱和 5m in 后,取出薄层

板,挥干溶剂,在 K = 370nm 处用直线扫描测定槲皮素、山奈素和异鼠李素的含量。然后用展开剂

对同一薄层板进行展开,相同扫描条件下测定了槲皮苷、异鼠李苷的含量。李吉来等[5 ]将银杏黄酮

醇甙类水解而获得的甙元,用薄层扫描进行定量测定。测定波长 370nm ,参比波长 650nm ,回收率

为 96. 0%—99. 6% , R SD 为 1. 03%—2. 08%。王凌云等[6 ]采用双波长薄层扫描仪测定了长瓣金莲

花的牡荆甙和荭草甙的含量。该方法灵敏度高,准确可靠,回收率为 96. 99%。王朝周等[7 ]、景仁志

等[8 ]和李伟等[9 ]分别用薄层扫描法测定了槐米、苦荞叶和新疆雪莲中芦丁含量。王跃生等[10 ]用薄层

扫描法测定了青皮、枳壳和枳实中黄酮苷的含量。田振坤等[11 ]用双波长薄层扫描法测定了黄芪茎

叶中黄酮苷的含量。胡梅等[12 ]用高效薄层扫描法测定了 166种杜鹃中 6种黄酮类成分的含量。总

之,薄层扫描仪可以扫描测定样品中微量或痕量黄酮组分的含量,方法样品用量少,灵敏度高,分析

速度快,结果准确, R SD 可达到 1%—2%甚至更小的误差[13 ]。

3　高效液相色谱
随着对黄酮类化合物的深入研究和不断开发利用,其分析方法近年来也得到了迅速的发展。利

用先进的分离分析技术和仪器,建立快速、准确、适用的分析方法定性、定量分析天然药用植物中的

黄酮类化合物就成了非常有意义的工作。由于黄酮类化合物的特点:不易挥发,对热不稳定、有紫外

吸收和荧光、分子离子峰稳定,游离苷元一般难溶或不溶于水,易溶于甲醇、乙醇、乙酸乙酯、乙醚等

有机溶剂及稀碱液中,黄酮苷一般易溶于水、甲醇、乙醇等强极性溶剂,难溶或不溶于苯、氯仿等有

机溶剂。由于黄酮苷极性大,难气化,不稳定,因此高效液相色谱就成了重要的方法而被广泛用于黄

酮类化合物的分离和含量测定。

图 1　黄酮类化合物的基本碳架

黄酮类化合物的结构特点在于三碳链形成毗喃酮结构 (图 1 所示) , 其紫外吸收光谱有带É
(300—400nm )和带Ê (220—280nm )两个主要吸收峰。M erken 等[14 ]用高效液相色谱法检测了食品
(包括龙井茶)中的芹菜素和藤黄菌素,采用以CH 3OH 2H 2O 2CH 3CN 为流动相在XDB 2C18柱上进行

梯度洗脱。Justesen 等[15 ]用高效液相色谱2质谱 (H PL C2M S)对 15种新鲜药材中的黄酮类化合物进
行了分离分析,采用以A : CH 3OH 2H 2O 2HCOOH (30∶70∶1)和B : CH 3OH 为流动相在R P2C18柱上
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进行梯度洗脱,发现欧芹中芹菜素含量最大,达到 510—630m gö100g。Chen 等[16 ]研究了漆树黄酮

在小鼠体内的代谢,用高效液相色谱法分离了漆树黄酮及其代谢产物,并用质谱和核磁共振谱确定

了代谢物的结构。N uutila [17 ]在 80℃下用含 1. 2molöL HC l的 50%甲醇水溶液对黄酮苷进行了水

解,分离分析了洋葱和菠菜中的芹菜素和藤黄菌素。吴惠勤等[18 ]用高效液相色谱法测定了银杏叶

中的槲皮素、山奈酚和异鼠李素,并讨论了采摘时间对黄酮类化合物的影响。陈辉强等[19 ]测定了苦

丁茶中芦丁的含量。M arkham 等[20, 21 ]对新西兰产的地钱中黄酮类化合物进行了高效液相色谱分离

分析,在M erck L ich rospher 100R P2C18柱上,以A (1. 5% H 3PO 4)和B (HOA c2CH 3CN 2H 3PO 42H 2O =

20∶24∶1. 5∶54. 5)混合溶液为流动相进行梯度洗脱: 开始以 80% A 为流动相,在 30m in 内A 在

混合溶液中的含量降为 33% ,在 33m in 内A 在混合溶液中的含量降为 10% ,在 39. 3m in 内A 在混

合溶液中的含量降为 0% ,测定波长为 352nm。在此色谱条件下,分离分析了 9种黄酮类化合物。

张玉潜等[22 ]用反相高效液相色谱法对依普黄酮及其代谢产物进行了药代动力学研究,最低检

测量分别为 0. 04ng和 0. 05ng。邹耀洪[23 ]在 80℃水浴中用 95%的乙醇提取杨梅叶,用反相高效液

相色谱定量地测定了杨梅素和 4种黄酮醇苷。张廷之等[24 ]用反相高效液相色谱法, R P2C8 柱为固

定相,甲醇2水2冰乙酸 (40∶60∶2)为流动相,以芦丁为参照物外标法定量,辅以二极管阵列检测技

术,测定了毛竹叶中总黄酮的含量。易醒等[25 ]用反相高效液相色谱法,对我国特有保健食品资源青

钱柳中的异槲皮甙、槲皮素和山奈酚的含量进行了测定。色谱条件为A lltim a C18柱 (5Λm , 150mm×

4. 6mm ) ,流动相A 为H 2O∶HOA c= 98∶2 (V öV ) ,流动相B 为CH 3CN。洗脱程序为: 8%B→30m in

→50%B→5m in→50%B→5m in→8%B。检测波长为 360nm ,流速为 0. 6mL öm in。方法的平均回收

率和R SD 为 98. 6%和 1. 57%。测得: 青钱柳甲醇提取物中黄酮含量为异槲皮甙 0. 543% ,槲皮素

0. 0615% ,山奈酚 0. 0387% ;水提取物中异槲皮甙 0. 464% ,槲皮素 0. 0603% ,山奈酚 0. 0337%。肖

建波等[26 ]采用反相高效液相色谱,在R P2C18柱上以乙酸2甲醇2乙腈2磷酸2水为多元流动相,等度洗

脱,在 30m in 内对地钱的黄酮提取物进行分离与测定,检测波长 350nm ,流速 0. 60mL öm in,采用校

准曲线法对实际样品中的芹菜素、槲皮素和木犀草素进行定量分析。结果表明: 平均加标回收率

96. 79%—101. 13% ,相对标准偏差 0. 66%—1. 52%。

微柱高效液相色谱是在高效液相色谱法的基础上,随着新材料的出现和微加工技术的不断进

步于 20世纪末期新开发出来的一种色谱微分离技术。高效液相色谱法出现于 20世纪 70年代初,

80年代趋于成熟。由于其具有分离分析效能高、速度快、检测灵敏度高等特点而被广泛应用在化学

化工、商品检验、食品卫生、环境检测、药品分析等诸多领域。但该方法也存在一些不足,如流动相消

耗量大,所用溶剂大多有毒且价格昂贵等。特别是对于一些较复杂样品的分析,用单相分离分析方

法往往很难完成,虽然可以采取高效液相色谱与质谱等检测器联用的技术来解决,但由于流速匹配

的问题使其推广、应用受到一定限制。微柱高效液相色谱以其较低的最佳流量、易与其他仪器线联

用、分析样品少、消耗溶剂少、环境污染小等优点而引起人们的极大兴趣。高翠芬等[27 ]研究了用微

柱高效液相色谱法测定贯叶连翘中芸香苷。样品中的芸香苷用 80%甲醇加热回流提取,以W ater2
sX terraTM R P18 (1. 0×30mm , 2. 5Λm )色谱微柱为固定相, 1%的醋酸和甲醇 (40∶60, V öV )为流动

相,流速为 0. 2mL öm in;检测波长为 356nm ,进样体积 2. 0ΛL。该色谱条件下,样品芸香苷在1. 0m in

内可达到基线分离,用紫外二极管矩阵检测器检测,检测波长为 356nm。分别配制浓度为 100、20、

4. 0、0. 8ΛgömL 的标准溶液,进样后根据不同浓度的峰面积计算出回归方程: A = 2. 12×105C +

158, r= 0. 9999。根据信噪比S öN = 3,测得最低检测浓度为 22ΛgömL。李维莉等[28 ]研究了用微柱高

效液相色谱法测定苦荞中芦丁和槲皮素的方法。苦荞中的芦丁和槲皮素用 90%甲醇加热

回流提取,以W atersX terraTM R P18 (1. 0mm×50mm , 2. 5Λm )色谱柱为固定相, 1%的乙酸和甲醇
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为流动相,在该色谱条件下,苦荞中芦丁和槲皮素在 2. 0m in 内可达到基线分离,用紫外二极管矩阵

检测器检测,方法用于 4种苦荞试样中芦丁和槲皮素的测定,分析结果的R SD 在 0. 51%—1. 20%

之间,回收率在 98%—102%间。杨亚玲等[29 ]研究了用微柱高效液相色谱法测定葛根中的 4种黄酮

类成分。样品中的黄酮用甲醇超声振荡提取,然后用W atersX tera TM R P18 (50×1. 0mm , 3. 5Λm )微

柱吸附, 以 A , 甲醇和 B , 1%乙酸溶液为流动相, 按 0 m in (A 30% + B 70% ) , 2. 5m in (A 50% +

B 50% ) , 4. 0m in (A 80% + B 20% ) , 5m in (A 30% + B 70% )的线性梯度条件洗脱分离, 平衡 5m in 后

进下一个样, 流速为 0. 15mL öm in, 进样体积 2ΛL , 用紫外二极管阵列检测器检测, 检测波长为

250nm。在上述色谱条件下, 4′, 72二葡萄糖基大豆甙元、葛根素、大豆甙元和大豆甙的保留时间分
别为: 1. 412、2. 024、2. 725和 3. 853m in。

4　超临界流体色谱法
超临界流体色谱 (Supercritical F luid Ch rom atography,简称 SFC)法是近年来出现的一种新方

法,在分析领域得到应用。刘志敏等[30 ]采用超临界流体色谱法分离测定了银杏叶提取物水解后的

三个苷元——槲皮素、山奈酚、异鼠李素的含量。以苯基柱 (尺寸为 200×4. 6mm ,内填粒径为 5Λm

的苯基固定相)为固定相, 二氧化碳2乙醇2磷酸 (90∶9. 98∶0. 02V öV )为流动相, 流动相流速为

1. 00mL öm in; 三个黄酮苷元获得良好的分离,利用各苷元的转换因子计算了黄酮化合物的总黄酮

的含量。方法定量结果准确,重现性好。王学军等[31 ]建立了超临界流体色谱法同时测定银杏叶提取

物中槲皮素和芦丁的含量。采用C18色谱柱, 流动相为超临界CO 220. 05%三氟乙酸的乙醇溶液

(10∶1) , 检测波长 360nm。槲皮素和芦丁的平均回收率分别为 99. 2%和 101. 3% , R SD 分别为

2. 3%和 2. 8%。

5　结语
色谱分析法是黄酮的定量分析方法之一。薄层扫描法是将点在薄层板上的样品用溶剂展开,使

黄酮与非黄酮成分甚至黄酮单体分开后,用一束长宽可以调节的一定波长、一定强度的光照射到薄

层斑点上进行整个斑点的扫描,用仪器测量通过斑点或被斑点反射的光束强度的变化达到定量的

目的。高效液相色谱法需用流动相将注入色谱柱中的黄酮单体分开后用光学或其他检测方法来测

定黄酮单体的含量,适用范围更广。而超临界流体色谱法是近年来出现的一种新方法,该法用超临

界流体或添加了改性剂的超临界流体做流动相使黄酮单体分离后测定,目前该法测定黄酮含量的

报道不多。相信随着科学技术的进步, 色谱分析法会出现更加方便、快捷的分析黄酮化合物的新技

术及新方法。
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Abstract　T he ch rom atography m ethods fo r determ ination of flavon iods w ere review ed in th is

paper by consulting, summ arizing references in o rder to offer reference to the research, developm en t

and app lication. It includes TL C2scann ing m ethod, h igh perfo rm ance liquid ch rom atography, supercrit2

ical fluid ch rom atography.

Key words　F lavon iods Con ten t, TL C2scann ing M ethod, H ighperfo rm ance L iquid Ch rom atogra2

phy, Supercritical F luid Ch rom atography.
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