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含银杏叶提取物胶囊中黄酮类化合物检测方法改进
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摘要!黄酮类化合物是银杏叶提取物中最重要的成分之一#

采用亚硝酸钠(硝酸铝(氢氧化钠显色法测定保健食品中

总黄酮含量存在一定缺陷$通过研究
8

种银杏叶提取物中

主要的黄酮类组分对总黄酮含量的贡献值#结果表明槲皮苷

是该方法下对总黄酮含量贡献最大的组分$进一步研究了

该方法测定
_W

胶囊!某公司生产的银杏叶提取物胶囊"中

总黄酮含量过程中取样量%洗脱液乙醇浓度和超声时间对测

定结果的影响#结果表明洗脱液乙醇浓度和超声时间对
_W

胶囊中总黄酮含量具有重要影响$改进方法后#

_W

胶囊中

总黄酮含量在
!28T

$

!2T:

1

*

!77

1

#平均含量为
!2$!

$

!2$$

1

*

!77

1

#相对标准偏差为
!2:8S

$

;27TS

#芦丁回收

率为
";27#S

$

!772;;S

#重复性%精密度和加标回收率结果

表明改进后的方法符合
_W

胶囊生产过程用于质量控制的

检测方法要求$

关键词!胶囊&银杏叶提取物&黄酮含量&测定方法改进
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银杏叶提取物%
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'是以银

杏叶为原料#利用溶剂分离纯化制得的一类产品#主要含有

黄酮类和萜内酯类两类活性成分*

!

+

$目前其标准物是按德

国
[5+J(M3

专利工艺生产的
%BM$8!

#其成分包括黄酮

6;S

#萜内酯
8S

#白果酸
#

72777#S

#原花青素类
$27S

#羧

酸类成分
!:27S

#儿茶素类
627S

#非黄酮苷类
67S

#高分子

化合物
;27S

#无机物
#27S

#水分
:27S

#其它
:27S

*

69:

+

$

黄酮类化合物是银杏叶提取物中的主要药效成分#其中槲皮

素,山奈素,异鼠李素,槲皮苷,山奈苷,水仙苷等是其主要的

黄酮组分*

;

+

#该类化合物具有广泛的生物活性#主要有抗氧

化,抗肿瘤,提高人体免疫力等作用*

;

+

$

含有银杏叶提取物的保健食品#其总黄酮含量是主要的

质量控制指标#测定方法主要有色谱法和光谱法等#一般来

说#光谱法大多用于测定总黄酮含量#而色谱法多用于黄酮

各组分的定量定性分析*

#98

+

$光谱法中主要采用紫外分光

光度法%

h<

法'测定#最常用的方法是亚硝酸钠&硝酸铝&

氢氧化钠*

$9"

+

$

h<

法由于具有测定方法相对简单,快捷,价

格低廉等优点#常用于快速测定银杏叶提取物中总黄酮含

量#在其相应产品的生产中#也多用该方法进行产品质量及

稳定性等指标的生产控制$该方法的原理为先用亚硝酸钠

还原黄酮#再加
>*

:i络合#最后加
=(X_

使黄酮
Q

环在碱性

TT



条件下开裂生成查耳酮结构而显红橙色#在
#77

$

#!70'

处

用比色法进行含量测定*

!7

+

$但是它的显色发生在黄酮
A

环

:C

#

;C&

邻二酚羟基部位#不具备邻二酚羟基结构的黄酮是不

显色的#此外#各黄酮组分在该方法下的响应值也存在差异$

因此#存在一些不法企业对银杏提取物进行掺假#人为加入

某些在该方法下具有响应值的物质或者响应值高的黄酮组

分$

Z3')@3,3@

等*

:

+针对不同厂家生产的银杏叶提取物的化

学成分进行分析测定#结果发现不同厂家的产品化学成分存

在一定差异$

目前#银杏叶提取物中总黄酮测定方法已有大量文献报

道#但关于含有银杏叶提取物的保健品#尤其是胶囊类产品

中总黄酮含量的测定方法研究较少#且主要集中在检测波

长,线性范围,精密度等方面*

!!9!6

+

#未对样品前处理,取样量

及各黄酮组分对总黄酮含量的影响等进行研究$本研究拟

首先研究
h<

法下银杏叶提取物中
8

种典型黄酮类化合物

对总黄酮含量的影响#再对含有银杏叶提取物的胶囊产品的

总黄酮测定方法进行优化#以期为相关保健食品的生产过程

监控提供方法指导$

!

!

材料与方法
!2!

!

原料及试剂

芦丁标准品,槲皮素,山奈素,异鼠李素,槲皮苷,山奈

苷,水仙苷(中国药品生物制品检定所-

亚硝酸钠,硝酸铝,无水乙醇,氢氧化钠,甲醇(分析纯#

国药集团上海化学试剂公司-

聚酰胺树脂%

T7

$

!77

目'(浙江台州路桥四甲生化塑

料厂-

试验用水经过纯水仪纯化$

!26

!

主要仪器与设备

紫外分光光度计(

h<6!77

型#尤尼柯%上海'有限公司-

高功率超声波清洗器(

dg&T77dZ%

型#昆山市超声波仪

器有限公司-

电子天平(

>R67;

型#瑞士梅特勒&托利多公司$

!2:

!

试验方法

!2:2!

!

聚酰胺树脂处理
!

取聚酰胺树脂粉末
8

1

#用
"#S

的

沸乙醇回流
6+

#放冷#取出#离心%

6777]

1

#

!7')0

'#换上新

鲜的乙醇重新回流
6+

#离心%

6777]

1

#

!7')0

'#以水饱和#

湿法装柱$装量约为
6

1

$

!2:26

!

标准品溶液制备及处理

%

!

'标准品溶液制备(分别称取一定量槲皮素,山奈素,

异鼠李素,槲皮苷,山奈苷,水仙苷标准品配置#浓度分别为

;TT

#

;;;

#

66T

#

6#6

#

6#8

#

:6T

&

1

)

'R

标准品溶液#即得$

%

6

'标品处理(取过滤后的标品溶液
#277'R

上聚酰胺

树脂#待测定液充分吸附后#用
$7S

的乙醇洗脱#至流出液

基本无色#以洗脱液定容至
6#'R

容量瓶中#待用$

%

:

'未过柱标品处理(取标准品溶液
#277'R

定容至

6#'R

容量瓶中#待用$

!2:2:

!

标准曲线制作
!

以芦丁标准品溶液#采用亚硝酸

钠&硝酸铝&氢氧化钠显色法#

#7;0'

处测定吸光值#绘制

芦丁浓度%

&

1

)

'R

'与吸光值的标准曲线$标准曲线方程为

#k!8"2!09!2T:T

%

Tk72""$

'#其中
#

为芦丁浓度

%

&

1

)

'R

'#

0

为吸光值$

!2:2;

!

总黄酮含量测定
!

分别精密量取定容后的样品液

#277'R

于
!7'R

比色管中#采用亚硝酸钠&硝酸铝&氢氧

化钠显色法#测定
#7;0'

处吸光值#以零管或洗脱液做空

白#计算样品中的总黄酮含量以芦丁计$

!2:2#

!

h<

法测定
_W

胶囊中总黄酮含量的优化

%

!

'取样量的影响(分别取
_W

胶囊粉
72!

#

72:

#

72#

#

72$

1

#

$7S

的乙醇定容至
6#'R

#超声
87')0

#摇匀#过滤#

取续滤液
#277'R

上聚酰胺树脂#待测定液充分吸附后#用

$7S

的乙醇洗脱#至流出液基本无色#以洗脱液定容至

6#'R

量瓶中#待用$以总黄酮含量为考察值$黄酮化合物

测定方法同
!2:2:

$

%

6

'洗脱液的影响(洗脱液浓度分别为
#7S

#

$7S

#

"#S

的乙醇#其余操作同
!2:2:

$

%

:

'超声时间的影响(超声时间分别为
:7

#

87

#

!67')0

#

其余操作同
!2:2:

$

%

;

'重复性,精密度和回收率(以优化方法进行重复性,

精密度和回收率%加入一定量芦丁标准品'试验$

!2;

!

数据统计与分析

采用
[Y[[!$27

对数据进行分析处理$

6

!

结果与讨论
62!

!

各黄酮组分对总黄酮含量的贡献

亚硝酸钠&硝酸铝&氢氧化钠测定总黄酮含量时要求

黄酮醇类成分邻位无取代的邻二酚羟基部位#不具有邻位无

取代邻二酚羟基的黄酮醇类成分在该体系下不显色*

!7

+

$因

此#该方法具有一定的特异性#即使具备上述结构#不同黄酮

类化合物与铝盐生成螯合物的吸光值也存在一定差异#进而

在计算含量时%以芦丁计'造成差异$由表
!

可知#在亚硝酸

钠&硝酸铝&氢氧化钠显色法测定总黄酮含量时#各黄酮组

分标准品对总黄酮含量的贡献值具有较大差异$在聚酰胺

树脂洗脱前#槲皮苷对总黄酮含量的贡献值最大#达到

!:82!!S

#其次是槲皮素#达到
#$2""S

#其余
;

种黄酮标准

品对总黄酮含量的贡献均较小#均不超过
67S

#其中山奈苷

仅为
!2"#S

$

!!

以银杏提取物为原料生产的保健食品#在测定总黄酮含

量时#需要进行前处理#即使用聚酰胺树脂进行吸附洗脱#利

用黄酮类化合物富含酚羟基的特点#通过分子中的酚羟基与

聚酰胺分子中的酰胺基形成氢键缔合产生吸附*

!:

+

$聚酰胺

树脂对产品中的黄酮进行吸附#然后洗脱进行测定$因此#

洗脱过程可能会造成黄酮一定量的损失$由表
!

可知#各黄

酮组分在洗脱后对总黄酮含量的贡献值降低#损失率较大的

是山奈苷,水仙苷和异鼠李素#损失率均超过
;7S

$经洗脱

后#槲皮苷对总黄酮含量的贡献率仍为
!7#2!#S

$

表
6

是不同黄酮组分的
h<

响应值#以已知的标准品作

为待测样品#按照保健食品中总黄酮规定的检测方法进行样

品处理$由表
6

可知#只有槲皮苷的响应值与芦丁)样品分

子量比值基本一致#故此测定的
8

种黄酮组分中槲皮苷对总

黄酮含量贡献值最大$

"T

安全与检测
!

67!8

年第
;
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表
!

!

各黄酮组分对总黄酮含量贡献率

O(M*3!

!

O+35-0F@)M.F)-0@(F3-I4)II3@30FI*(K-0-)4G5-'

?

-030FG-0F-F(*I*(K-0-)4G5-0F30F

标准品名称

洗脱前

吸光值
相当于芦丁浓度)

%

&

1

.

'R

9!

'

真实浓度)

%

&

1

.

'R

9!

'

贡献率)
S

洗脱后

吸光值
相当于芦丁浓度)

%

&

1

.

'R

9!

'

损失率)
S

贡献率)
S

槲皮素
!

72:;8 6T: ;TT #$2"" 72:!" 68! $2$$ #:2;T

山奈素
!

72!7$ T! ;;; !T26; 72!7! $8 82!$ !$2!6

异鼠李素
727;8 :7 66T !:2!8 727:! !$ ;:2:: $2;8

槲皮苷
!

72;!8 :;: 6#6 !:82!! 72:6; 68# 662$; !7#2!#

山奈苷
!

727!$ # 6#8 !2"# 72776 9$ 6;7277 962$:

水仙苷
!

7276: !7 :6T :27# 727!; : $7277 72"!

表
6

!

不同黄酮组分的
h<

响应值

O(M*36

!

h<@3G

?

-0G3K(*.3-I4)II3@30FI*(K-0-)4G5-'

?

-030FG

样品 槲皮素 山奈酚 异鼠李素 槲皮苷 山奈苷 水仙苷 检测机构

响应值
7286 727$ 72!6 !278 727; 727$

实验室

响应值
72#T 72!T 72!: !2:8 7276 727:

第三方

分子量
:7626: 6T826: :!8268 ;;T2:T #$T2#$ 8:T2!T

&

芦丁)样品

分子量比值
6276 62!: !2": !2:8 !278 72"8

&

626

!

h<

法检测
_W

胶囊总黄酮含量的优化

针对以银杏叶提取物为原料的保健食品总黄酮的测定

方法存在一定问题#对其成品取样量,超声时间,洗脱液乙醇

浓度进行研究#该批
_W

胶囊经第三方检测#总黄酮含量约

为
!2$#

1

)

!77

1

$

6262!

!

取样量的影响
!

表
:

是
_W

胶囊成品取样量对总黄

酮含量的影响$由表
:

可知#随着取样量的增加#黄酮含量

增加#取样量达在
72:

$

72#

1

时总黄酮含量较为稳定#为了

称取的准确性选取样品取样量为
72#

1

$

表
:

!

成品取样量对
_W

胶囊总黄酮含量的影响

O(M*3:

!

%II35F-I

?

@-4.5FG('

?

*3

e

.(0F)F

H

-0F-F(*

I*(K-0-)4G5-0F30F-I_W5(

?

G.*3G

取样量)
1

吸光值 黄酮含量)%

!7

96

1

.

1

9!

'

72! 727$; !2::

72: 726#T !2$;

72# 72;6# !2$#

72$ 728:: !2TT

62626

!

洗脱液的影响
!

表
;

是洗脱液乙醇浓度对
_W

胶囊

总黄酮含量的影响$由表
;

可知#随着洗脱液乙醇浓度升

高#黄酮含量呈现先增加后下降的趋势#洗脱液乙醇浓度在

$7S

时含量较为符合
_W

胶囊中总黄酮的实际含量#因此选

取洗脱液乙醇浓度为
$7S

$

表
;

!

洗脱液对
_W

胶囊总黄酮含量的影响

O(M*3;

!

%II35F-I3*.30F-0F-F(*I*(K-0-)4G5-0F30F

-I_W5(

?

G.*3G

洗脱液乙醇浓度)
S

吸光值 黄酮含量)%

!7

96

1

.

1

9!

'

#7 72;7! !28#

$7 72;6! !2$:

"# 726#! !276

6262:

!

超声时间的影响
!

由表
#

可知#随着超声时间的延

长#黄酮含量呈现增加趋势#超声时间在
87')0

时含量较为

符合
_W

胶囊中总实际含量#因此选取超声时间为
87')0

$

6262;

!

重复性和精密度
!

对上述优化的
:

个试验参数进行

重复性和精密度试验#结果%表
8

'表明
_W

胶囊中总黄酮含

表
#

!

超声时间对
_W

胶囊总黄酮含量的影响

O(M*3#

!

%II35F-I.*F@(G-0)5F)'3G-0F-F(*I*(K-0-)4G

5-0F30F-I_W5(

?

G.*3G

超声时间)
')0

吸光值 黄酮含量)%

!7

96

1

.

1

9!

'

:7 72:#; !2;#

87 72;68 !2$#

!67 72;86 !2T"

表
8

!

重复性试验

O(M*38

!

O+3@3

?

3F)F)K3F3GF(04

?

@35G))-0F3GF

"

&k!6

#

样品序号 吸光值
黄酮含量)

%

!7

96

1

.

1

9!

'

黄酮含量平均值)

%

!7

96

1

.

1

9!

'

N[Z

)

S

! 72;!! !2$!

6 72;6! !2$# !2$6 !2:8

: 72;!8 !2$!

; 72;:7 !2$$

# 72;6$ !2$8 !2$; 62$7

8 72;78 !28T

$ 72;;$ !2T:

T 72;!! !28" !2$$ ;27T

" 72;:: !2$T

!7 72;7# !28T

!! 72;!: !2$! !2$! 627:

!6 72;6: !2$#

7"
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量在
!28T

$

!2T:

1

)

!77

1

#平均含量为
!2$!

$

!2$$

1

)

!77

1

#

相对标准偏差在
!2:8S

$

;27TS

#说明该方法的重复性和精

密度较好#符合
_W

胶囊生产过程中用于质量控制的检测方

法对重复性和精密度的要求$

6262#

!

回收率
!

称取质量如表
$

所列的
_W

胶囊样品和对

应的芦丁标准品#采用上述改进后的方法进行加标回收率试

验#结果见表
$

$改进后的方法芦丁回收率在
";27#S

$

!772;;S

#平均回收率为
"$28"S

#相对标准偏差为
:2TT

#结

果表明改进后的方法符合
_W

胶囊生产过程中用于质量控

制的检测方法要求$

表
$

!

回收率试验

O(M*3$

!

O+3@35-K3@

H

F3GF

"

&k#

#

样品

序号

_W

原粉

质量)
1

_W

原粉中黄酮含量)

%

!7

96

1

.

1

9!

'

芦丁添加量)

'

1

吸光值
测定黄酮含量)

%

!7

96

1

.

1

9!

'

回收率)

S

平均回

收率)
S

N[Z

)

S

! 726#:; !2$: :2# 72:$; 62"T ";27#

6 726#7; !2$! :2; 72:$# :27: !772;;

: 726#!7 !2$! :26 72:## 62T8 ":2!" "$28" :2TT

; 726#!: !2$! :27 72:#T 62T" !7!2:;

# 726#76 !2$6 :26 72:8# 62"8 ""2;;

:

!

结论
%

!

'本试验考察了银杏叶提取物中
8

种主要黄酮化合物

对亚硝酸钠&硝酸铝&氢氧化钠紫外分光光度法测定总黄

酮含量时对总黄酮含量的贡献#各黄酮单体在该方法中对总

黄酮含量的贡献值不同#槲皮苷是贡献最大的黄酮组分$利

用该方法测定胶囊产品中总黄酮含量具有较大的局限性#不

能应用于银杏叶提取物原料的筛选#可用于银杏叶提取物原

料确定后#产品的质量控制$

%

6

'取样量,洗脱液乙醇浓度和超声时间对亚硝酸钠&

硝酸铝&氢氧化钠紫外分光光度法测定胶囊中总黄酮含量

具有重要影响#改进后的测定条件为取样量
72#

1

,洗脱液乙

醇浓度
$7S

,超声时间
87')0

#上述条件下#方法的重复性和

精密度良好#加标回收率平均为
"$28"S

#因此#改进后的测

定方法符合含银杏叶提取物胶囊产品生产过程的质量控制$

本研究针对该测定方法进行了优化#可进一步对该方法

的测量不确定度进行深入研究$
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