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摘 要： 比较了测定保健酒中总黄酮含量的两种方法。方法一以芦丁为对照品, 硝酸铝-亚硝酸钠为显色剂, 在波

长 500 nm 处测定，方法二以 360 nm 处直接测定保健酒中黄酮的含量，不需用硝酸铝显色。结果表明，方法二的

RSD 为 2.61 %，略优于方法一的 RSD （2.79 %）；方法二灵敏度高, 操作简便, 结果可靠。
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Abstract: The two determination methods of total flavonoids content in healthcare wine were compared. Method one used rutin as the contrast
sample and the revealing agent was Al (NO3)3 and the detection was operated at 500 nm wavelength. Method two could be used to measure total
flavonoids content directly at 360 nm wavelength without the use of Al (NO3)3. The measurement results showed that RSD of method two (2.61
%) was better than RSD of method one (2.79 %) and method two had the advantages including high sensitivity, simple operation and reliable
measurement results.
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总黄酮具有氧自由基清除作用等多种生理活性，黄

酮类化合物可能具有防治慢性退行性疾病的作用，大量

细胞培养研究和动物实验结果均表明，一些类黄酮物质

具有较强的抗氧化作用、抗微生物、螯合金属离子、保护

DNA；抑制低密度脂蛋白（LDL）氧化和肿瘤细胞生长等

作用。 因此，食物类黄酮物质生物学作用及其机制的研

究已成为当今营养与食品科学研究领域内热点之一。 研

究保健酒中总黄酮的含量，对甘肃省中药材资源合理利

用大有裨益。 本文采用国家食品药品监督管理局先后公

布的保健食品中总黄酮测定的两种方法进行比对，从而

选定其中一种方法作为我公司保健酒中总黄酮含量的

测定方法。

1 材料与方法

1.1 仪器

722S 分光光度计：上海精密科学仪器有限公司；真

空干燥箱：北京科伟永兴仪器有限公司；电热恒温水浴

锅：北京科伟永兴仪器有限公司真空泵：上海豫康科教

仪器设备有限公司 DT-100A 分析天平： 北京医用天平

厂。
1.2 试剂

芦丁标准品：AC， 南京替斯艾么中药技术研究所；
甲醇：AC，天津市科密欧化学试剂有限公司；亚硝酸钠：
AC，西安化学试剂厂；硝酸铝：AC，天津市科密欧化学

试剂有限公司；氢氧化钠：AC，烟台市双双化工有限公

司；苯：AC，天津市科密欧化学试剂有限公司；聚酰胺：
30～60 目，上海中泰化学试剂有限公司；敦煌牌力酒：
敦煌酒业有限责任公司。
1.3 实验方法

1.3.1 方法一

绝大部分的黄酮分子中均含有邻二酚羟基，这类分

子在 NaNO2 作用下， 产生邻二醌结构， 再在碱性条件

下，与 Al3+ 形成红色络合物，在一定波长下有最大吸收

峰的特点时，进行比色分析，测定其含量。
1.3.1.1 标准曲线的制作

精密称取在 120℃减压干燥至恒重的芦丁对照品

21 mg 于小烧杯中，取适量甲醇溶解，转移至 100 mL 量

瓶中，定容至 100 mL 摇匀，即得（每 1 mL 中含无水芦
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丁 0.21 mg）芦丁溶液。
分别精确量取标准芦丁溶液 0 mL、1.0 mL、2.0 mL、

3.0 mL、4.0 mL、5.0 mL 和 6.0 mL，分别置于 25 mL 比色

管中，各加水至 6 mL，添加 0.7 mL/L 的亚硝酸钠溶液

1.0 mL，混 匀，放 置 6 min，加 0.5 mL/L 的 硝 酸 铝 溶 液

1.0 mL，摇匀，放置 6 min，加 1 mol/L 的 氢 氧 化 钠 试 液

10.0 mL，再加水至刻度，摇匀，放置 15 min，用 1 cm 比

色皿， 在分光光度计的 500 nm 波长处测定吸光度，以

吸光度为纵坐标，浓度为横坐标，得出标准曲线的回归

方程。 线性回归方程为 y = 0.458x - 0.0048，相关系数

r=0.9997。 标准曲线见图 1。

1.3.1.2 样品的制备

精密量取 5 mL 敦煌牌力酒，置于水浴上蒸干，以甲

醇溶解，过滤，滤液至 100 mL 容量瓶中，并定容至刻度，
摇匀即得。
1.3.1.3 样品含量的测定

吸 取 待 测 样 液 2 mL 及 2 mL 蒸 馏 水 作 为 空 白 对

照 ，分 别 置 于 25 mL 比 色 管 中 ，加 水 至 6 mL，及 加

0.7 mL/L 的亚硝酸钠溶液 1.0 mL，混匀，放置 6 min，加

0.5 mL/L 的 硝 酸 铝 溶 液 1.0 mL，摇 匀 ，放 置 6 min，
加 1 mol/L 的 氢 氧 化 钠 试 液 10.0 mL， 再 加 水 至 刻

度 ，摇 匀 ，放 置 15 min，用 1 cm 比 色 皿 ，在 分 光 光 度

计 的 500 nm 波长处测定吸收度，对比标准曲线，计算总

黄酮含量。
1.3.1.4 重复性实验

吸取一定量的样品，测定吸光度，重复测定 6 次，得

出敦煌牌力酒中总黄酮含量，RSD=2.79 %。
1.3.1.5 标准回收率实验

对已测定含量的样品敦煌牌力酒，添加一定标准品

芦丁，测定回收率。 结果见表 1。
由表 1 可计算出，其平均回收率为 101.13 %，标准

差为 2.82，RSD 为 2.79 %。
1.3.2 方法二

许多黄酮分子在 360 nm 波长处有最大的吸收值。

1.3.2.1 标准曲线的制作

称取 4.2 mg 芦丁，加甲醇溶解并定容至 100 mL，即

得 42 mg/mL。 分别吸取芦丁标准溶液：0 mL、1.0 mL、
2.0 mL、3.0 mL、4.0 mL 和 5.0 mL， 于 10 mL 比色管中，
加甲醇至刻度，摇匀，于波长 360 nm 比色。 测定标准曲

线，求出回归方程为 y = 0.0233x + 0.0098，r=0.9992。 标

准曲线见图 2。

1.3.2.2 样品的制备

吸取样液敦煌牌力酒 1.0 mL， 于蒸发皿中， 加 1 g
聚酰胺粉吸附，于水浴上蒸发掉乙醇，然后转入层析柱。
先用 20 mL 苯洗，苯液弃去，然后用甲醇洗脱黄酮，定容

至 25 mL，样液待测。
1.3.2.3 样品的测定

以甲醇为空白，将待测样液于 1 cm 比色皿中，于波

长 360 nm 测定吸光度值。 依据回归方程，计算试样中总

黄酮含量。
1.3.2.4 重复性实验

吸取一定量的样品，测定吸光度，重复测定 6 次，得

图 1 芦丁标准曲线
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图 2 芦丁在 360 nm 处的标准吸收曲线
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出敦煌牌力酒中总黄酮含量，RSD=2.61 %。
1.3.2.5 回收率实验

对已测定含量的样品敦煌牌力酒，添加一定标准品

芦丁，测定回收率。 结果见表 2。

由表 2 可计算出，表 2 中的平均回收率为 99.37 %，
标准差为 2.60，RSD 为 2.61 %。

2 结果与分析

由于保健酒中黄酮分子结构及含量的多重性，其在

不同波长下的吸光度也有很大的差异，本实验采用两种

不同的检测方法对保健酒中总黄酮的含量进行测定分

析，并进行了回收率的试验，根据实验结果，两种测定方

法各有利弊。
2.1 方法一的优缺点

方法一测定的数据有较好的稳定性， 但是存在不

足。 表现在：①在对样液进行处理的过程中，用甲醇对经

过水浴蒸干的样品进行甲醇溶解过程中，如果没有用甲

醇进行浸泡、研磨、多次浸溶，测定出来的数据重复性较

差；②在进行吸光度的测定过程中，黄酮分子在碱性条

件下，与 Al3+ 形成的红色络合物性质不稳定，随着时间

的推移会发生褪色， 吸光度的测定必须在 10 min 内完

成；③有 3 种以上的试剂参与试验，同时，加入试剂后，
要保证一定的反应时间，某些黄酮分子与试剂的化学反

应不显色，或者显色后不稳定，很快褪色，均会影响测定

的结果；④空白对照采用的是 2.0 mL 蒸馏水，而样品的

溶解均为甲醇，包括标准曲线的制作都是用甲醇进行溶

解， 经过测试， 空白对照用 2.0 mL 的甲醇比用 2.0 mL
的蒸馏水的数据略高。
2.2 方法二的优缺点

方法二测定黄酮，采用黄酮经甲醇溶解后，直接测

定其吸光度，测定的数据有较好的重复性。
但也存在不足： ①本方法采用吸取样液 1.0 mL 于

蒸发皿，然后加入 1 g 聚酰胺粉进行吸收，但是，有部分

的样液没有被聚酰胺粉吸附， 而是附着在蒸发皿的表

面，对数据有影响；②将吸附了样液的聚酰胺粉转入层

析柱时， 有部分聚酰胺粉颗粒散落在层析柱的外面，影

响分析的结果； ③该方法没有提供聚酰胺粉颗粒的粗

细，即目数的范围；用苯洗脱时和用甲醇洗脱时的流速。
④本方法没有说明用甲醇洗脱的终点应为无色为止，经

过试验发现，该方法对于黄酮含量较低的样品测试的数

据较准确，重现性也很好，但是，对于黄酮含量较高的样

品测试的数据偏低，经过分析和反复的试验，如果样品

的黄酮含量较高时，25 mL 的甲醇根本没有把聚酰胺粉

中吸附的黄酮分子洗脱完， 必须增加洗脱甲醇的用量，
等到洗脱下来的甲醇呈无色时，再定容，否则，数据的误

差较大。

3 结论

方法一以芦丁为对照品, 硝酸铝-亚硝酸钠为显色

剂, 在波长 500 nm 处测定保健酒中的总黄酮含量，与方

法二在波长 360 nm 处直接测定保健酒中黄酮的含量，
不需用硝酸铝显色， 实验结果比较， 方法二的 RSD 为

2.61 %略优于方法一的 RSD 2.79 %， 方法二灵敏度高,
操作简便, 结果可靠。
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洋河酒厂跨入行业第一方阵
本刊讯：2008 年，江苏洋河酒厂实现销售收入 37.4 亿元，同比增长 52 %；入库税收 9.13 亿，同比增长 48 %。主营业务收入进入

全国白酒行业第四位，以稳健的脚步跨入行业第一方阵。
2006 年，洋河酒厂销售收入达到 14 亿元；2007 年，销售收入突破 24 亿元；2008 年，销售收入突破 37 亿元。3 年间，洋河酒厂实

现了快速可持续发展，实现了发展“三级跳”。
与此同时，江苏洋河酒厂的单品牌蓝色经典的销售收入也突破 24.25 亿元，同比增长 68.5 %，雄踞江苏中高端白酒市场第一，并

被国家工商总局认定为行业最年轻的“中国驰名商标”，获得了代表中国营销领域最高成就的“中国企业营销创新奖”。（小小）
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