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等度高效液相色谱测定大豆异黄酮中大豆甙元和

金雀异黄酮

林 � 疆 � 杨兰钦 � 唐根源

(福州福龙生物制品有限公司,福建 � 福州 � 350015)

摘 � 要: 本文介绍了等度高效液相色谱 ( HPLC)测定大豆异黄酮中二种主要成份: 大豆甙元 ( Daidzein )和金雀异黄

酮 ( G en iste in)的方法。采用 A tlantis C18色谱柱和 EasyGuard C18, 保护柱;以甲醇: 0�1%醋酸 ( pH 3�11) = 51�5: 48� 5

( v /v)为流动相;检测波长 �= 254nm; 流速 1mL / m in。在测定范围内 ( 10 - 200ng )峰面积与质量浓度线性关系良

好。大豆甙元和金雀异黄酮的相关系数分别为 0�9984, 0� 9997�两组份回收率为 97�0� 102�92% �
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D eterm ination of the Daidzein and the Genistein in the Soy Bean Isoflanoves by

Isocratic E lution H igh Perform ance L iquid Chromatography
Lin Jiang Yang Lanq in TangGenyuan

( Fuzhou Fu long B io log ical Products Co�, LTD�Fuzhou�Fu jian, 350015, Ch ina)

A bstrac t: An ana lytica l approach has been deve loped for iso cra tic elution h igh perform ance liquid chrom a tog raph ic de term i�

nation of Da idze in and Gen iste in in the soy bean isoflanoves�They we re m easured using A tlan tis C18 fo r ana ly tica l co lum n

and E asyGuard co lum n C18 for guard co lumn, and UV detector( a t 254nm )�Them obile phase w asm e thano l: 0�1% acetic

ac id( pH 3� 11) = 51�5: 48� 5( v / v)� the rew as a good linear re lationship be tw een the content o f Da idzein, Gen iste in and its

peak area, w ith the co rre lation coe fficients of 0�9984 and 0� 9997 respec tive ly, Ave rage recover ies w ere 97�0% - 103�0% �
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� � 大豆异黄酮对心脑血管具有保护作用, 可降低

胆固醇,防止骨质疏松
[ 1- 3]

,同时大豆异黄酮具有极

强的抗氧化能力
[ 4]
, 有保护皮肤, 美容养颜之功

效
[ 5]
,市场上有的化妆品中就添加了大豆异黄酮。

我们利用高效液相色谱对两种进口的大豆异黄酮

(法国 CRODAROM公司,日本 ICHUMULU公司 )中

的二种主要成份大豆甙元和金雀异黄酮进行定量测

定,为监控进口大豆异黄酮的质量提供了有力保障。

大豆异黄酮的测定以高效液相色谱为主
[ 6 - 8 ]

,

分光光度法只能测定异黄酮总量
[ 9]
, 大豆异黄酮组

份结构极其相似。, 再加上杂质的干扰, 增加了测定

难度。因而在高效液相色谱方法中, 一般需要梯度

洗脱方式。我们建立了等度反相高效液相色谱方

法,能达到定量分析要求, 又简化了分析方法,缩短

了分析时间。

1� 实验部分

1�1� 主要仪器和试剂
Waters 650E高效液相色谱仪 ( 486可调波长检

测器, 746数据处理机, U 6K进样阀 ), 510泵 ( W a�
ters) , M illi- Q50水纯化系统 ( M illipore) , 酸度计

(上海雷磁 ) �
大豆甙元 (含量≧ 99% (HPLC ) ) ( sigma) ,金雀

异黄酮 (含量≧ 99% ( HPLC ) ) ( sigma) , 水 (M illi-

Q50), 大豆异黄酮 (固体 ) (法国 CRODAROM 公

司 ), 大豆异黄酮 (液体 ) (日本 ICHUMULU公司 ) �
甲醇 ( A�R ), 醋酸 ( A�R ) �
1�2� 标准样品溶液配制
分别准确称取大豆甙元和金雀异黄酮各

12�5mg,用少量流动相溶解后移入同一 25mL容量

瓶中,用流动相定容,摇匀,静止片刻后取 1mL混合
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标样溶液置于 100mL容量瓶中,用流动相定容。混

合标样浓度:大豆甙元和金雀异黄酮都为 5�g /mL。

作为 HPLC标准溶液,用前经 0�45�m滤膜过滤。
1�3� 色谱分离条件
色谱柱: A t lantis C18, 5�m, 4�6  150mm (W a�

ters), 保护柱: E asyGuard C18, 5�, 8  4mm ( D ikma) ;

流动相: 甲醇: 0�1%醋酸 ( pH 3�11) = 51�5: 48�5
( v /v) ; 检测波长: �= 254nm ( 6) ; 流速: 1�0mL /分;

室温 �
1�4� 样品制备
1�4�1� 法国 CRODAROM公司样品 (固体 ) , 简称 F

- iFNV。

精确称取 F- iFNV样品 26�6mg用流动相溶液

溶解后置 100mL容量瓶中, 用流动相定容, 则浓度

为 0�266mg /mL。用前经 0�45�m滤膜过滤。
1�4�2� 日本 ICHUMULU公司样品 (液体 ) , 简称 J

- iFNV。

在 25mL 容量瓶中精桷称取 J - iFNV 样品

1�7378克,用流动相定容, 则浓度为 69�512mg /mL,

用前经 0�45�m滤过。

2� 结果和讨论

2�1� 样品分析
2�1�1� 用绝对保留时间法和样品加标样重叠法定
性, F- iFNV和 J- iFNV样品谱图如图 1、2。

� � �

图 1� F- iFNV色谱图

a� 10� 41� 大豆甙元

b�16�90� 金雀异黄酮

　　　　　　　

图 2� J- iFNV色谱图

a� 10� 45� 大豆甙元

b� 16� 97� 金雀异黄酮

2�1�2� 定量分析
用峰面积外标法定量,标样和样品采用等体积

进样,结果如下表 (表 1)

表 1� 样品测定结果

测定内容 大豆甙元 金雀异黄酮

样品名称 平均 ( n= 5) 标准偏差 ( S) 变异系数 ( RSD% ) 平均 ( n= 5) 标准偏差 ( S) 变异系数 ( RSD% )

F� iFNV 3� 73% 0�06062 1� 62 1�50% 0� 05244 3�50
J� iFNV 2�25m g /100g 0�04301 1� 91 0�68mg /100g 0� 02598 3�82

2�2� 回收率
取 F- iFNV, J- iFNV样品各一份, 1份进行含

量测定 (作为本底 ) ,另一份加入精确称重的大豆甙

元、金雀异黄酮标样,经同样方法处理后进行加标回

收率的测定 (表 2)

表 2� 方法回收率

样品 大豆甙元 金雀异黄酮

名称 本 � 底 (�g )加入量 (�g) 测定值 (�g) 回收率 (% ) 本底 ( �g ) 加入量 (�g)测定值 ( �g )回收率 ( % )

F� iFNV 101�71 25� 0 127�02 101�12 41�65 25�0 66� 58 99�72

J� iFNV 17� 31 25� 0 43�04 102�92 8�65 25�0 32� 90 97�00

(下转第 20页 )
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受污染的可能性小,自动化程度高的特点,在多目标

样品 54个分析项目中,它可承担大约 25个分析项

目的检测。

数万个样品的测试证明, F值的主要影响因素

是:基体、标准物质的数量、标准物质的含量。样品

的基体、待测元素的含量愈接近参与回归曲线的标

准物质,分析的精确度就愈高。如果参与回归曲线

的标准物质的数量不够多,测定的准确度就会降低;

如果参与的标准物质数量足够多, 但其含量无法涵

盖样品的含量,分析的准确度将受到影响,势必也影

响到 F检验值。

2�5� 测试质量警告限的系数不是 1 / 2, 而是对数

偏差 0�05
多目标生态地球化学样品成图的等值线的差值

为对数的 0�10, 根据此类样品分析的特性, 地矿部

门实施多年的规范第 2页述及的有关要求, 即测试

质量警告限 为分析误差 允许值的 1 / 2 (即

0�7071), 适应性不强, 而应采用对数偏差允许值

0�10的一半, 即对数偏差 0�05作为警告限。其理
论依据:一是系统误差的 + 0�05与 - 0�05的绝对值

是 0�10, 0�10不仅是地质成图的等值线的差值, 又

是样品测定值大于 3倍检出限的对数偏差允许值。

3� 结语
外部标准控制样代表了全部检测样的分析质量

状况。因此说以上论述的方法, 不仅控制了外部的

标准控制样分析质量,而且控制了按 !暂行规定 ∀要

求内部密码插入 8%国家一级标准物质监控样、5%

的内检样,直至全部检测样品的分析质量。

以上论述的方法不仅可应用于多目标地球化学

样品测试中,而且可适用于不同实验室间的样品比

对,或能力验证中。尤其当前准备与国际间互相认

可的实验室,以上论述的各质量监控法,可做借鉴。
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2� 3� 线性回归和相关系数

取大豆甙元、金雀异黄酮的混合溶液 (浓度都

为 5�g /mL ) , 取 2�5�L、5�L、10�L、15�L、20�L、

25�L分析,结果以峰面积 Y为纵坐标, 待测物大豆

甙元、金雀异黄酮质量浓度 X( �g /mL)为横坐标,进

行回归计算;大豆甙元和金雀异黄酮的回归方程和

相关系数分别为 Y = 3�26+ 1�36X,  = 0�9984和 Y

= 7�08X- 0�06,  = 0�9997�
2�4� 我们用 20�L /mL的溶液进样 20�L,大豆甙元

的峰形既宽又不对称, 但样品中的大豆甙元的峰形

正常, 我们一度怀疑标样纯度不够。我们改用 5�g /

mL的标准溶液分析,大豆甙元的峰形正常, 说明我

们使用的色谱柱 A tlantis柱容量不大,原来的峰形不

好是柱子过载所致。

2�5� 大豆异黄酮成份复杂, 一般采用浓度梯度洗

脱,我们根据自已工作条件和具体分析对象,建立了

等度洗脱方法,完全能满足定量要求。

2�6� 从谱图分析,大豆异黄酮中的几个主要成份分

离良好,因受标样限制, 我们只对二个主要成份 (大

豆甙元、金雀异黄酮 )定量,我们的体会是在定量分

析中尽量避免梯度洗脱,以免带来不必要的麻烦。

2�7� F- iFNV和 J- iFNV, 一个是固体样品, 另一

个是液体样品,二个样品的优劣很难比较,单从大豆

甙元和金雀异黄酮二个主要组份,尤其是金雀异黄

酮, F- iFNV优于 J- iFNV, 即法国 CRODAROM 公

司产品优于日本 ICHUMULU公司产品。
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