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摘　要　综述了植物中黄酮含量的光学测定方法, 包括紫外分光光度法、荧光光度法等, 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, 下面就光谱分析法做一综述, 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　紫外分光光度法
紫外分光光度法被一些药典所采用, 但不专属, 可大约估计总黄酮含量, 不可能细致的定量测

定单个黄酮类成分, 但操作简单方便, 是一种简易可行的测定方法, 也可用于企业生产环节中初步

的质量控制。

李会军等[1 ]以 Sp inosin 为对照品, 以甲醇溶解并以甲醇为空白对照, 在日本岛津公司UV 22501

型可见2紫外分光光度计上于 335nm 波长处测定吸光度, 用最小二乘法以浓度 (m g·mL - 1) (x ) 对

吸光度 (y ) 进行线性回归, 回归方程为 y = 0. 4046x + 0. 0137, r = 0. 9997, 线性范围 0. 005—

0. 025m g·mL - 1。对供试品溶液连续测定 5 次, R SD 值为 1. 1% , 表明仪器精密度良好; 加标回收率

97. 5% , R SD 为2. 7% , 表明方法的重现性良好。巫军等[2 ]以槲皮素为对照品, 在 368nm 波长处对银

杏叶提取物中的主要成分黄酮类化合物的含量进行测定。结果, 槲皮素的线性范围为 3. 728—



26. 096Λg·mL - 1, 回归方程为 y = 0. 0234x + 0. 0394, 相关系数 r= 0. 9999。加样回收率试验R SD =

0. 23% , 精密度试验R SD = 0. 26%。赵春香等[3 ]应用大孔树脂D 2101 分离骨质增生止痛液中淫羊

藿苷, 在UV 2265 紫外分光光度计上 270nm 波长处测定淫羊藿含量, 取得满意效果。陈芳群[4 ]将射

干、川射干、白射干样品提取液经聚酰胺柱层析后, 用紫外分光光度法于 266±2nm 波长处测定吸

光度, 以射干苷为对照计算总黄酮含量。李星海等[5 ]用聚酰胺薄层2紫外分光光度法分别测定了秦

岭地区三种金丝桃属植物药中金丝桃苷的含量。

3　络合分光光度法
黄酮类化合物的络合分光光度法含量测定多采用硝酸铝显色法。其基本原理: 黄酮类化合物在

NO -
2 存在条件下与A l(NO 3) 3 络合显色, 以芦丁为标准溶液, 在 510nm 波长处测定显色液的吸光

度来确定黄酮类化合物的含量。邓桂春等[6 ]利用该法测定了银杏叶中黄酮的含量, 许钢等[7 ]利用该

法测定了竹叶提取物中黄酮的含量。但硝酸铝比色法专一性较差, 测定受处理过程颜色变化的影

响。为了提高硝酸铝比色法的准确度, 人们对该法进行了多项改进。曾凡骏等[8 ]采用过滤法 (即显色

后过滤, 测定滤液的吸光度) 对银杏黄酮紫外分光光度检测方法进行改进; 刘江雏等[9 ]也通过将过

滤法应用于竹叶黄酮测定中来对竹叶提取物总黄酮含量测定方法进行改进, 结果能大大提高测量

稳定性且准确度较高、重现性良好。尉芹等[10 ]发现硝酸铝比色法在测定杜仲总黄酮时的主要干扰

因素是绿原酸, 他们采用纸层析法将样品中的黄酮与绿原酸分离后, 再用硝酸铝比色法测定黄酮含

量, 从而提高了测定的准确度。

黄酮类化合物的测定也用三氯化铝显色法。李玉琪等[11 ]用此法测定赤土茯苓中总黄酮含量。

方法是以芦丁为对照品, 用三氯化铝醋酸钾显色, 在 420nm 测定吸光度绘制校准曲线, 得回归方

程。以 8 倍量 60% 乙醇回流提取 1h, 提取 4 次, 测得总黄酮含量为 0. 4%。方法简便、快速, 可用于

赤土茯苓生药及其制剂总黄酮含量测定及质量控制。陈丛瑾等[12 ]也建立了A lC l3 显色分光光度法

测定香椿叶提取液中总黄酮含量的测定方法。在弱酸性条件下, 香椿叶提取液中总黄酮与A lC l3 形

成稳定的黄色配合物, 在 415 nm 处测定显色液的吸光度确定总黄酮的含量。以芦丁为标样, 黄酮

含量在 2. 4064～ 30. 0800 m göL 范围内, 服从比耳定律, 回归方程A = 0. 0318C+ 0. 0285, 相关系数

R 2= 0. 9994, 方法的回收率为 96. 39%～ 103. 39% , 相对标准偏差 (R SD ) 为 0. 84% % ; 方法简便、

快速。赵大洲等[13 ]以淫羊藿苷为对照品, 用 1% 三氯化铝甲醇溶液显色, 在 413nm 测定吸光度绘

制校准曲线, 得回归方程 y = 0. 0144x - 0. 0009 相关系数: r= 0. 9999, 结果淫羊藿苷对照品在 10.

04—80. 32ΛgömL 线性关系良好。对同一供试品溶液连续测定 5 次, R SD = 0. 37% , 结果表明该方

法精密度良好。进行加标回收实验计算得平均回收率为 99. 94% , R SD = 1. 42%。取同一批淫羊藿

样品 5 份测定R SD = 1. 74%。

孙立立等[14 ]以金丝桃苷为对照品, 以亚硝酸钠2硝酸铝2氢氧化钠为显色剂, 在 500nm 的波长

处测定吸收度, 以吸光度为纵坐标, 浓度为横坐标, 绘制校准曲线。其回归方程为C = 60. 97A +

0. 1420, r= 0. 9993。对全国十个地区的山里红和山楂中的总黄酮进行了测定, 结果各地样品中总黄

酮含量在 0. 84% —3. 62% , 与H PL C 法测定的金丝桃苷含量基本正相关。刘佳佳等[15 ]用硼酸2柠檬

酸比色法测定了银杏叶不同季节黄酮的含量。彭科怀等[16 ]利用黄酮类化合物的铝盐络合物本身具

有的黄色进行比色, 检测花粉中总黄酮含量。王宗花等[17 ]发现在阳离子表面活性剂 (CTM AB ) 存

在下,M o6+ 与黄酮类化合物形成胶束配合物体系, 使测定的灵敏度有了较大的提高; 他们以芦丁为

对照品, 在 410nm 波长处测定黄酮类化合物的总含量。覃洁萍等[18 ]以双氢杨梅树皮素为指标, 采用

差示分光光度法, 测定波长为 (318±1) nm , 结果对照品浓度在 4. 576—22. 88ΛgömL 范围内, 吸光
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度与浓度呈良好的线性关系 ( r = 0. 9998) , 回归方程为 A = 29. 56C + 0. 0055, 平均回收率为

100. 8% , R SD 为 1. 9% (n= 5)。

4　双波长、三波长分光光度法
单波长吸光光度法, 用于植物试样测定时, 由于受大量原花色素、叶绿素存在的底液干扰, 方法

的准确度较低, 测定结果偏高, 且重现性较差[19 ]。为此, 研究者提出了双波长、三波长吸光光度法测

定植物体内黄酮含量的新方法。

程亚倩等[20 ]研究了双波长吸光光度法测定芹菜叶、银杏叶植物中黄酮含量的方法。他们以芦

丁为标样, 选择 505 和 610nm 为测定芹菜叶中黄酮含量组合波长, 选择 505 和 595nm 为测定银杏

叶中黄酮含量的组合波长; 在 505 和 610nm 波长下, 倍率系数 K = 1. 308, 得到芹菜叶中黄酮含量

测定的回归方程: C (m gö25mL ) = 2. 942A + 0. 0363, r= 0. 99974。在 505 和 595nm 波长下, 倍率系

数 K = 1. 250, 得到银杏叶中黄酮含量测定的回归方程为: C (m gö25mL ) = 3. 323A + 0. 0415, r=

0. 99969。测定结果与原比色法相比, 具有较高的准确度和可靠性。王淑杰等[21 ]研究采用甘草苷和

甘草查尔酮为双对照品, 利用甘草黄酮类化合物在 220—280nm、340—390nm 两段波长均出现吸

收峰, 采用双波长法双对照品测定甘草总黄酮的含量。结果, 甘草苷线性回归方程为A = 0. 2805+

35062275C , 相关系数为 0. 99884; 查尔酮线性回归方程为 A = 0. 0082 + 63. 28C , 相关系数为

0. 99986。吸光度值A 与浓度C 之间呈良好的线性关系, 可按校准曲线进行定量分析。平均回收率

为 96. 3% —98. 6% , R SD 小于 1%。张兰杰等[22 ]以芦丁为标样, 采用N aNO 2öA l(NO 3) 3öN aOH 显色

体系进行显色, 在测定波长 510nm , 参比波长 584nm 下测定黑玉米花粉中的总黄酮含量, 平均回收

率 98. 14% , R SD = 1. 24% (n= 5) , 结果表明, 黑玉米花粉中总黄酮平均含量为 3. 53% , 该方法稳定

可靠, 重现性好。张兰杰等[23 ]还用双波长分光光度法测定了软枣猕猴中总黄酮的含量。

董怀海等[24 ]利用三波长比色测定方法测定大豆胚芽中大豆异黄酮的含量, 发现利用该法可以

最大限度地消除大豆异黄酮提取液中其他杂质对大豆异黄酮测定的干扰。陈寒青等[25 ]为解决常用

的单波长紫外分光光度法测定红车轴草乙醇提取液异黄酮含量时, 色素和醇溶性蛋白等杂质干扰

严重问题建立了三波长紫外分光光度法, 能有效扣除色素和醇溶性蛋白等杂质的干扰, 精密度实验

的相对标准偏差为 0. 85% , 平均加样回收率为 103. 95% , 加样回收率的相对标准偏差为 1. 82% ,

方法具有简便、快速、准确等特点。回瑞华等[26 ]采用三波长2光谱法测定沙棘果汁中黄酮的含量, 有

效地消除了随浓度不同产生的本底漂移及吸收峰不对称给定量分析造成的影响, 并校正了基于干

扰组分的吸收光谱具有线性吸收产生的基线倾斜, 实验结果, 回归方程为: ∃A = - 0. 00703+

0. 00048C , 相关系数 r = 0. 9991, 黄酮的浓度在 0—800Λg·mL - 1 范围内, 分别在波长为 Κ1 =

495nm , Κ2= 415nm , Κ3= 368nm 处测吸光度时, 则 ∃A 与浓度 C 之间呈良好的线性关系, 可按校准

曲线法进行定量分析。本法的回收率为 97. 0% —101. 0% , R SD 小于 0. 058% (n= 9)。肖坤福[27, 28 ]

采用三波长分光光度法测定芹菜叶中黄酮的含量和多穗柯叶中黄酮的含量。侯冬岩等[29 ]采用三波

长2分光光度法测定苦丁茶中有效化学成分黄酮的含量, 有效地消除了吸收峰不对称给定量分析能

造成的影响, 并校正了基于干扰组分 (饮料中添加剂等) 的吸收光谱具有可能是散射造成的背景线

性吸收产生的基线倾斜。回归方程为: ∃A = - 3. 702×10- 3+ 3. 7023C , 相关系数 r= 0. 9994, 黄酮

的浓度在 600—1600m göL 范围内, 分别在波长为 Κ1= 470nm , Κ2 = 420nm , Κ3 = 370nm 处测吸光度

时, 则 ∃A 与浓度 C 之间呈良好的线性关系, 可按校准曲线法进行定量分析。方法的回收率为

98% —112% , 相对标准偏差小于 1. 14%。方法的准确度与精密度均令人满意, 而且操作简便易行。

5　导数光谱法
导数光谱又称微分光谱, 是解决光谱干扰、背景吸收, 提高分辨率的一种技术, 灵敏度高, 稳定

625 光谱实验室 第 24 卷



性好。用分光光度计测定被测成分标准品及阴性对照液 (干扰组分)的导数光谱, 从中找出被测成分

有最大吸收而干扰成分的导数为零时的吸收波长, 在此波长处经测定标准溶液的导数与浓度的回

归方程, 由此测定样品中被测成分的含量。朱品业等[30 ]将抗骨增生片用水提取, 用石油醚脱脂后,

用水饱和的正丁醇提取液蒸干的残渣用热水溶解后, 滤过。滤液通过C18反相小柱, 用 50% 乙醇冼

脱, 可把淫羊霍苷和 Ep inedoside A 洗脱下来, 用一阶导数光谱可消除其他共存成分的干扰吸收, 以

淫羊霍苷计算测定抗骨增生片中淫羊霍苷和 Ep inedoside A 之和的总黄酮含量。回收率在

100. 0% —102. 8% 之间, 相对变异系数< 2%。方法简便、易掌握, 重现性好。张茹珍等[31 ]用一阶导

数法测定了葛根素片中葛根素的含量。娄红祥等[32 ]用二阶导数光谱法测定蓝芩口服液中黄芩苷的

含量。王静竹等[33 ]用四阶导数法测定了儿童清肺口服液中黄芩苷的含量。

6　系数倍率法
在双波长等吸收点法基础上发展起来的一种多波长分光光度法, 用示差法求出干扰组分各波

长处吸收值。回瑞华等[34 ]利用系数倍率2光谱法对绞股蓝主要化学成分黄酮类化合物和总皂苷进

行了分析测定。这两种化合物在香草醛2高氯酸作用显色后加入冰醋酸, 分别在 451 和 547nm 处有

良好的吸收, 但吸收曲线相互重叠, 难以同时测定。采用系数倍率2光谱法以芦丁和人参皂苷R b1

为对照品, 对绞股蓝中的总黄酮和总皂苷进行分析, 以达到同时测定的目的。所得回归方程分别为:

∃A 黄= 0. 0133+ 4. 4170C黄, 相关系数 r黄= 0. 9994, 黄酮的浓度 0—0. 16Λg·mL - 1范围内, ∃A 黄 与

浓度C黄 之间呈良好的线性关系; ∃A 皂= 2. 7755C皂- 0. 8881×10- 2, 相关系数 r皂= 0. 9991, 在总皂

苷的浓度 0—0. 30Λg·mL - 1范围内, ∃A 皂 与浓度C皂之间呈良好的线性关系。它们可按校准曲线法

进行定量分析。该法的回收率分别为 104. 0% —113. 0% , 86. 8% —94. 6. 0% , 相对标准偏差分别小

于 0. 58% (n= 9) , 0. 35% (n= 9)。方法简便, 快速, 准确而且操作简便易行。栾士香等[35 ]用系数倍率

法测定了双黄连注射液中黄芩苷的含量。林黎明等[36 ]用此法测定了槐米中芦丁的含量。

7　正交函数分光光度法
正交函数分光光度法是一种通过适当的数学处理以消除分光光度法定量中的不相关吸收 (Ir2

relevan t A bsorp tion) 的方法, 即通过适当的数字处理, 当对测试波长区间、测试点数目、测试波长间

隔以及正交多项式次数做了合理选择, 求得正交多项式系数后, 即可将某一待测组分的特征性贡献

从混合吸收度中分离出来, 从而求得该组分的含量。用这种方法可以不经物理或化学分离直接测定

混合药剂中待测组分的含量, 方法简便、结果可靠, 用作药物制剂的常规分析颇有实用意义[37, 38 ]。

杨士伟等[39 ]用正交函数分光光度法, 在干扰成分存在的条件下, 直接测定槐角丸中芦丁和黄岑苷

的含量。经计算机筛选测定条件, 在波长范围 254—260nm , 间隔 1nm 测定吸光度, 求 7 点二次正交

多项式的系数, 可求得芦丁含量, 其平均回收率为 100. 06% , R SD = 0. 59%。在波长范围 283—

297nm , 间隔 2nm 测定吸收度, 求 8 点二次正交多项式的系数, 可求得黄岑苷的含量, 其平均回收

率为 98. 82% , R SD = 1. 11%。方法简便、准确。杨士伟等[40, 41 ]还用此法测定了枳术丸中橙皮苷的含

量, 小建中合剂中芍药苷的含量。

8　薄层扫描法
样品经薄层层析分离后, 直接在CS2910、CS2930 等薄层扫描仪上, 在选定 ΚR 和 ΚS 范围内扫描

(或单波长法) , 得薄层斑点的面积积分值, 由回归方程计算含量。此法不受其他成分干扰, 方法简

便、准确。章崇仪等[42 ]用聚酰胺薄膜为固定相, 乙醇236% 醋酸 (1∶3)为展开剂层析后, 双波长反射

法锯齿扫描测定了黄芩中黄芩苷的含量。丁晨光等[43 ]在高效硅胶H 板上, 以异戊醇2正丁醇2乙酸2
水 (1. 5∶0. 5∶1∶1) 为展开剂, 单波长扫描测定了淫羊藿苷的含量。丁晨光等[44 ]还用柱分配层析
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法2薄层色谱法2紫外分光度法分离其中淫羊藿苷并测定了它的含量。尚晓虹等[45 ]选择激发波长

330nm 激发荧光, 用薄层扫描法测定中草药葛根中的葛根素平均含量为 1. 387% (n= 6)。平均回收

率为 100. 5% (n= 6)。郭建平等[46 ]在高效硅胶薄层板上以氯仿2甲醇2水 (7∶2. 5∶0. 5) 为展开剂,

上行展开挥干溶剂后在 255nm 处紫外扫描测定, 以斑点面积值对每点浓度回归, 结果方程为 y =

9859. 8x + 59635, r= 0. 9938; 方法的回收率为 99. 32% (n= 5) , 可作为葛根提取物及制剂, 生产中

间体检查的质量控制方法。胡梅等[47 ]在高效硅胶薄层板上以石油醚 (bp 60—90℃) 2乙醚2甲酸 (62

∶31∶7) 的上层 (展开剂É ) 分离杜鹃素、山奈素和懈皮素, 扫描测定后再次展开, 以氯仿2甲醇2水
(7∶3∶1)的下层2甲酸 (7∶0. 5) (展开剂Ê ) 分离蓼属苷、槲皮苷和金丝桃苷; 用瑞士Cam ag 76510

型单波长薄层扫描仪进行直线扫描, 测定波长 366nm , 用美国H ew lett Packard 3390 A 型积分仪测

出峰面积, 测定了 166 种杜鹃叶中上述 6 种黄酮类成分的含量。何桂霞等[48 ]采用薄层扫描法测定

藤茶中二氢杨梅素的含量; 景仁志等[49 ]采用薄层扫描法测定苦荞叶中芦丁的含量。

9　荧光光度法
利用黄酮类化合物与某些金属离子的络合物在紫外线照射下可产生荧光, 在一定条件下, 荧光

强度与该物质的浓度成正比的性质可建立黄酮类化合物的荧光光度法。廖声华等[50 ]利用在 T ris2
HC l 缓冲液中, 桑色素和A l3+ 形成二元荧光络合物, 在激发波长和发射波长分别为 365nm 和

499nm 时测定该二元络合物的发射荧光强度。发射荧光强度和桑色素的浓度在 4. 0×10- 8—4. 0×

10- 7mol·L - 1的范围内呈线性关系。线性方程 y = 4. 56589+ 4. 81919×107
x (mol·L - 1) , 相关系数

r= 0. 9994。其检出限达到 1. 60×10- 9mol·L - 1, 并且成功的运用于测定银杏叶中总黄酮的含量,

回收率为 108. 24% 和 108. 77%。张敏等[51, 52 ]根据黄酮类化合物能与A l3+ 形成稳定的荧光络合物,

以芦丁为标样, 建立了一种测定银杏叶总黄酮的荧光分光光度法。激发波长 Κex= 436nm , 发射波长

Κem = 483nm , 方法检出限为 1. 27×10- 9mol·L - 1, 线性范围在 1. 64×10- 9—3. 63×10- 5mol·L - 1

之间, 线性回归方程: y = 1. 9313x + 0. 2705, 相关系数 r = 0. 9989。平均回收率为 99. 8% —

104. 2% , 相对标准差 (R SD )为 1. 94%。朱炯波等[53 ]以芦丁为标样, 采用荧光光度法测定显齿蛇葡

萄中总黄酮的含量, 系统研究了溶剂、pH 值、表面活性剂及放置时间对荧光强度的影响。结果表

明: 在 95% 的乙醇中加入 pH = 2 的缓冲液芦丁荧光强度最大, 方法的检出限为 2. 07×10 - 9

mol·L - 1, 线性回归方程 y = 1. 775x - 0. 5372, 相关系数 ( r) 0. 9971, 荧光强度与浓度的线性范围在

1. 64×10- 9—4. 95×10- 5mol·L - 1, 相对标准偏差为 1. 62%。邓淑华等[54 ]利用在 pH 11. 0 的氢氧

化钠介质中, 有溴化十六烷基三甲基铵存在下, 桑色素与铍和酒石酸形成 1∶1∶2 的胶束混配荧光

络合物, 其激发波长和发射波长分别为 452nm 和 540nm。桑色素的检出限为 8. 75×10- 8mol·L - 1。

此法用于山楂和牡荆子中黄酮类化合物的测定, 结果与用芦丁作标准的分光光度法一致, 相对标准

偏差分别为 1. 07% 和 1. 27%。荧光光度法还测定了杜仲叶[55 ]和榕树叶[56 ]总黄酮含量。
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Key words　F lavon iods Con ten t,U ltravio let Spectropho tom etry, F luo ropho tom etry.

廉价光谱分析资料讯息

11《光电光谱分析》, 周开亿主编, 4 册, 16 开, 1236 页,《光谱实验室》编辑部增刊, 每套 110 元。买 2 送 1。

21《光谱实验室》2004 年 1—6 期, 16 开, 1248 页, 每套 75 元。

31《数理统计在化学、光谱分析中的应用》, 纳利莫夫著, 余生等译,《光谱实验室》编辑部编, 16 开, 396 页, 每册

10 元。

41《邮票上的光谱学和化学史》, 周开亿等编,《科学出版社》出版, 16 开, 158 页, 每册 10 元。

51《空心阴极放电及其应用》, 周开亿主编,《真空科学与技术》杂志社出版, 32 开, 798 页, 上下册, 每套 10 元。

6.《邮票上的化学、光学和光谱学史》, 周开亿主编,《光谱实验室》2006 年第 1 期彩色抽印本 (收藏本) , 16 开,

64 页, 每册 30 元。买 3 送 1。

7.《邮票上的科学家——佼佼者之路》, 周开亿主编,《光谱实验室》2007 年第 1 期彩色抽印本 (收藏本) , 16 开,

196 页, 每册 70 元。买 3 送 1。

以上各书售价中均含普通印刷品邮费。

联系地址: 北京市 81 信箱 66 分箱《光谱实验室》编辑部联络处 刘建林, 邮编: 100095
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