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摘　 要: 为了建立高效液相色谱法对芦笋茎秆中芦丁、槲皮素和白藜芦醇含量的测定方法ꎮ 采用不同方法提取芦笋茎

秆中的芦丁、槲皮素和白藜芦醇ꎬ得出甲醇法提取芦丁、甲醇￣ＨＣｌ 法提取槲皮素以及乙醇法提取白藜芦醇得率最高ꎻ确
定了高效液相色谱法对 ３ 种物质的最佳色谱条件为流动相:芦丁为 ０.２ ｍｏｌ / Ｌ 乙酸钠－甲醇(Ｍｅ￣ＯＨ ∶Ｈ２Ｏ＝ ３５∶６５)溶液

(用磷酸调 ｐＨ ２.８０)、槲皮素为无水甲醇－０.４％磷酸溶液(５５∶４５ꎬＶ / Ｖ)ꎬ等梯度洗脱ꎬ白藜芦醇为水和甲醇ꎬ二元线性梯

度洗脱ꎻ检测波长分别为:２５４ ｎｍ、３６０ ｎｍ 和 ３０６ ｎｍꎻ流速:０.８ ｍＬ / ｍｉｎ、１.０ ｍＬ / ｍｉｎ、０.８ ｍＬ / ｍｉｎꎮ 通过该方法测得芦丁、
槲皮素及白藜芦醇的平均回收率分别为:９８％、９７％、９８％ꎮ
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　 　 芦笋俗称石刁柏ꎬ含有丰富的蛋白质、脂肪、
碳水化合物、氨基酸ꎬ具有防癌抗癌、降血压血脂、
排毒利尿、健肾、增强免疫力等功效[１~３]ꎬ其营养

价值和保健价值是其他蔬菜和水果的几倍甚至几

十倍ꎬ被世界卫生组织定为 “世界十大蔬菜之

首”ꎬ 已开发出芦笋罐头、芦笋酒、芦笋茶、芦笋饮

料、芦笋调料、芦笋药品、芦笋保健品等产品ꎮ 但

大量的芦笋茎秆被当作废弃物丢掉ꎬ造成了资源

的极大浪费ꎮ 有资料显示ꎬ芦笋茎秆中含有丰富

的芦丁、槲皮素等黄酮类物质、皂苷及白藜芦醇

等ꎮ 其中ꎬ芦丁是维生素 Ｐ 的重要组成部分ꎬ具
有增强血管抵抗力、降低其通透性等作用[４]ꎬ同
时可以祛痰、抗炎及治疗糖尿病型白内障[５]ꎮ 槲

皮素多以甙的形式存在ꎬ具有较好的化痰止咳功



效[６]ꎬ同时ꎬ对于冠心病、高血压有一定的治疗作

用[７]ꎮ 此外ꎬ芦笋茎秆中含有的白藜芦醇ꎬ属于

植物体内用于抵抗病原侵染的多酚物质ꎬ具有多

种生物活性[８]ꎬ除可以保护心血管系统、减少血

小板凝集、延缓衰老外ꎬ还是预防癌症的天然

药物[９~１１]ꎮ
近年来ꎬ国内外对于芦丁、槲皮素和白藜芦醇

的分析方法的研究有很多ꎬ主要有紫外分光光度

法、ＨＰＬＣ 法等[１２~１４]ꎬ但关于芦笋茎秆中芦丁、槲
皮素和白藜芦醇的测定方法研究鲜有报道ꎮ 本文

采用不同的方法提取了芦笋茎秆中的芦丁、槲皮

素和白藜芦醇等营养成分ꎬ并建立了 ＨＰＬＣ 测定

方法ꎬ以期为建立更精确简便的测量方法提供

参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

实验材料:芦笋茎秆来源于菏泽巨鑫源食品

有限公司芦笋基地ꎬ经洗涤、烘干、切断、粉碎和过

筛(４０ 目)处理ꎬ贮存于干燥器内待用ꎻ试剂:芦丁

对照品(东京化成工业株式公社)、槲皮素对照品

(ＳＩＧＭＡ￣ＡＬＤＲＩＣＨ)、白藜芦醇对照品(上海同田

生物对照品)、甲醇(色谱纯)、乙醇、乙酸钠、盐
酸、磷酸均为分析纯ꎬ实验用水为二次去离子水ꎮ

１.２　 仪器与设备

ＬＣ￣２０Ａ 高效液相色谱仪(日本岛津)ꎬ紫外

检测器ꎻ恒温水浴锅(江苏省金坛市友联仪器研

究所)ꎻｐＨ 计(上海凯达实验仪器有限公司)ꎻＦＪ￣
２００ 高速分散均质机 (上海标本模型厂)ꎻＴＤＬ￣
４０Ｂ 台式离心机(上海安亭科学仪器厂)ꎻ分析天

平(上海精密仪器仪表公司)ꎮ

１.３　 实验方法

１.３.１　 芦丁的提取　 精密称取 １.０ ｇ 芦笋茎秆样

品于 ５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ加入 ４０ ｍＬ 甲醇ꎬ在 ５０℃
的水浴锅中提取 ５ ｈꎬ提取过程中每隔 ３０ ｍｉｎ 振

荡一次ꎬ然后用甲醇定容至刻度ꎬ过 ０.４５ μｍ 滤

膜ꎬ待测ꎮ
１.３.２　 槲皮素的提取　 称取约 ０.６ ｇ 芦笋茎秆样

品ꎬ精确称定ꎬ置于 ２５ ｍＬ 容量瓶中ꎬ先加 ４ ｍＬ
２５％ ＨＣｌ 溶液进行溶解ꎬ再加入 １６ ｍＬ 甲醇ꎮ 最

后将容量瓶放入 ６５℃ 水浴锅中ꎬ避光水解 ８ ｈꎮ

冷却后ꎬ用甲醇定容至刻度ꎬ摇匀ꎬ用微孔滤膜

(０.４５ μｍ)滤过ꎬ即得ꎮ
１.３.３　 白藜芦醇的提取　 精密称取 ３ ｇ 左右的芦

笋茎秆样品ꎬ置于 １００ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 ３０ ｍＬ
６０％乙醇提取液ꎬ于均质机中提取 ２ ｍｉｎꎬ再以

３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ将上清液转入 ５０ ｍＬ 容

量瓶中ꎬ残渣再用 １５ ｍＬ 提取液提取 １ 次ꎬ合并两

次滤液ꎬ用 ６０％乙醇提取液定容至刻度ꎬ摇匀后ꎬ
过 ０.４５ μｍ 有机滤膜ꎬ待测ꎮ

１.４　 色谱条件

采用 ＨＰＬＣ 法对芦笋茎秆中的芦丁、槲皮素

及白藜芦醇含量进行测定时ꎬ为了更准确地获得

其含量ꎬ分别选用了适合自身的色谱条件ꎮ
１.４.１　 芦丁色谱条件 　 芦丁色谱条件为紫外检

测器ꎻ色谱柱:Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８柱(２５０ ｍｍ×４.６ ｍｍꎬ５
μｍ)ꎻ柱温:５０℃ꎻ流动相:０.２ ｍｏｌ / Ｌ 乙酸钠－甲醇

(Ｍｅ￣ＯＨ ∶Ｈ２Ｏ ＝ ３５∶６５)溶液ꎬ用磷酸调 ｐＨ ２.８０ꎻ
流速: ０. ８ｍＬ / ｍｉｎꎻ检测波长: ２５４ ｎｍꎻ进样量:
１０ μＬꎮ
１.４.２　 槲皮素色谱条件 　 槲皮素色谱条件为紫

外检测器ꎻ色谱柱:Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８ 柱 ( ２５０ ｍｍ × ４. ６
ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ柱温:３０℃ꎻ流动相:无水甲醇－０.４％
磷酸溶液(５５∶４５ꎬＶ / Ｖ)ꎻ检测波长:３６０ ｎｍꎻ流速:
１ ｍＬ / ｍｉｎꎻ进样量:１０ μＬꎮ
１.４. ３ 　 白藜芦醇 　 白藜芦醇的色谱条件是

Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８(２５０ ｍｍ×４.６ ｍｍꎬ５ μｍ)的色谱柱ꎻ检
测波长:３０６ ｎｍꎻ柱温:４５℃ꎻ进样量:１０ μＬꎻ流速:
０.８ ｍＬ / ｍｉｎꎻ梯度洗脱:前 ５ ｍｉｎ 流动相 Ｂ(甲醇)
由 ３５％变为 ６０％ꎬ５ ~ １１ ｍｉｎ 又变为 ９０％ꎬ１１ ~ １５
ｍｉｎ 变为 １００％ꎬ１５ ~ １６ ｍｉｎ 由 １００％降为 ３５％ꎬ
１６~３０ ｍｉｎ 保持 ３５％不变ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 提取方法的选择

目前关于提取芦丁、槲皮素和白藜芦醇的方

法有很多ꎬ但这些方法提取时间较长ꎬ效果不明

显ꎮ 本文分别选取甲醇、甲醇－２５％ＨＣｌ 及 ６０％乙

醇作为芦丁、槲皮素和白藜芦醇的提取溶剂ꎬ与
８０％乙醇法和热水浸提法提取芦丁ꎬ甲醇法和水

浸提取法提取槲皮素ꎬ碱提酸沉法和冷浸提取法

提取白藜芦醇的效果进行了比较ꎬ结果表明

(表 １)ꎬ芦丁提取得率:甲醇法>８０％乙醇提取法

６７４ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



>热水浸提法ꎬ槲皮素提取得率:甲醇￣ＨＣｌ 法>甲
醇法>水浸提取法ꎬ白藜芦醇提取得率:６０％乙醇

法>碱提酸沉法>冷浸提取法ꎮ 故本实验最终选

用甲醇提取芦笋茎秆中芦丁ꎬ甲醇－２５％ ＨＣｌ 提
取槲皮素ꎬ６０％乙醇提取白藜芦醇ꎮ

２.２　 各对照品的 ＨＰＬＣ 图谱分析

分别精确称取一定量的芦丁、槲皮素和白藜

芦醇对照品ꎬ用甲醇配成一系列的浓度梯度ꎮ 按

照 １.４ 色谱条件进行测定ꎬ色谱图见图 １ ~ ３ꎮ 得

到的回归方程为:芦丁 Ａ ＝ ３１ ６０４Ｃ－５ ８１５.２( ｒ ＝
０.９９９ ９)ꎬ 槲皮素 Ａ ＝ ４９ ２３４Ｃ － １ ４９４. ６ ( ｒ ＝
０.９９８ ６)ꎬ白藜芦醇 Ａ ＝ １３１ ８８１Ｃ － ２７ ２４９ ( ｒ ＝
０.９９８ ４)ꎮ

表 １　 不同提取方法提取营养成分的含量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ.

提取方法 芦丁含量(ｍｇ / １００ｇ) 槲皮素含量(ｍｇ / １００ｇ) 白藜芦醇含量(ｍｇ / １００ｇ)

热水浸提 １０.７８±０.９２ ａ

甲醇提取 ２４.８５±１.３４ ｂ

８０％乙醇法 ２０.１３±１.５７ ｃ

甲醇法 ０.９８±２.０１ ａ

水浸提取法 ０.５４±０.４９ ａ

甲醇￣ＨＣｌ 法 １.１７±０.８０ ａ

冷浸提取法 １.８４±１.３７ ａ

碱提酸沉法 ２.１４±０.７５ ａ

６０％乙醇提取 ２.５６±０.１３ ａ
　 注:同一列中不同字母代表差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 １　 芦丁对照品色谱图

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｕｔｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ.

２.３　 精密度试验

分别将浓度为 ８ μｇ / ｍＬ 的芦丁对照品、
４ μｇ / ｍＬ的槲皮素对照品和 ２０ μｇ / ｍＬ 的白藜芦

醇对照品按照 １.４ 色谱条件重复进样 ５ 次ꎬ记录

各成分的保留时间及测定量ꎬ并进行统计分析ꎬ结
果如表 ２ꎮ ３ 种物质的保留时间及含量的 ＲＳＤ 均

低于 ３％ꎬ表明该实验的精密度良好ꎮ

２.４　 稳定性试验

将按 １.３ 方法制备的 ３ 份芦笋茎秆样品溶

液ꎬ于 １.４ 色谱条件下每 １ ｈ 进一次样ꎬ每份样液

共进样 ５ 次ꎬ通过峰面积计算其含量ꎬ结果测得芦

丁、槲皮素和白藜芦醇的含量见表 ３ꎮ 样液中芦

丁、槲皮素和白藜芦醇含量的 ＲＳＤ 均低于 ３％ꎬ表
明样品溶液在 ５ ｈ 内稳定性良好ꎮ
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图 ２　 槲皮素对照品色谱图

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ.

图 ３　 白藜芦醇对照品色谱图

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ.

表 ２　 各对照品成分的精密度试验

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ.

对照品名称 保留时间(ｍｉｎ) ＲＳＤ％(ｎ＝ ５) 平均含量(μｇ) ＲＳＤ％(ｎ＝ ５)

芦丁 １１.５６９±０.０７１ ０.６１ ０.０７８ ３±０.０００ ８ １.０９

槲皮素 ７.６２１±０.０７０ ０.９２ ０.０３９ ７±０.０００ ３ ０.７６

白藜芦醇 １０.５０６±０.０６０ ０.５７ ０.１９４ ０±０.００４ ７ ２.４４

表 ３　 芦笋茎秆中各营养成分的稳定性试验

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ ｉｎ ａｓｐａｒａｇｕｓ ｓｔａｌｋ.

营养成分名称 平均含量(ｍｇ / ｇ) ＲＳＤ％(ｎ＝ ５)

芦丁 ０.２４４ １±０.００３ ３ １.３８

槲皮素 ０.０１１ ８±０.０００ ３ ２.５４

白藜芦醇 ０.０２６ ６±０.０００ ５ １.９７

２.５　 方法的回收率试验

选取已知芦丁、槲皮素和白藜芦醇含量的芦

笋茎秆样品ꎬ相应加入各对照品 ０.２ ｍｇ、０.０１１ ７
ｍｇ 和 ０.０５ ｍｇꎬ按 １.３ 提取方法制备样液ꎬ每个营

养成分的测定做 ５ 个重复ꎬ通过外标法定量测定

回收率和方法的重复性ꎬ结果见表 ４ꎮ 样品色谱

图见图 ４~６ꎮ
结果显示ꎬ芦丁、槲皮素和白藜芦醇的回收率

在 ９５％~１００％之间ꎬＲＳＤ 均小于 ２％ꎬ表明该法的

回收率和精密度可满足芦笋茎秆中芦丁、槲皮素

和白藜芦醇含量的测定需求ꎮ
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表 ４　 回收率试验结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ.

营养成分名称 样品含量(ｍｇ) 加标量(ｍｇ) 测定量(ｍｇ) 回收率(％) ＲＳＤ％(ｎ＝ ５)

芦丁 ０.２４２ ５ ０.２００ ０ ０.４３５ １ ９８ ０.９１

槲皮素 ０.０１１ ４ ０.０１１ ７ ０.０２２ ３ ９７ １.０５

白藜芦醇 ０.０２５ ６ ０.０５０ ０ ０.０７３ ８ ９８ ０.９９

图 ４　 芦笋茎秆中芦丁色谱图

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｕｔｉｎ ｉｎ ａｓｐａｒａｇｕｓ ｓｔｅｍｓ.

图 ５　 芦笋茎秆中槲皮素色谱图

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｉｎ ａｓｐａｒａｇｕｓ ｓｔｅｍｓ.

图 ６　 芦笋茎秆中白藜芦醇色谱图

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｉｎ ａｓｐａｒａｇｕｓ ｓｔｅｍｓ.
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３　 讨论

芦笋作为“蔬菜之王”ꎬ其废弃茎秆中含有的

芦丁、槲皮素以及白藜芦醇成分ꎬ具有维护心血管

健康、抗肿瘤以及调节脂蛋白等功效ꎮ 选择有效

的提取方法以及合适的检测方法对其含量进行测

定对以后芦笋茎秆的开发利用具有重要的意义ꎮ
由于芦丁、槲皮素和白藜芦醇难溶甚至不溶

于水ꎬ而易溶于有机溶剂ꎬ因此在选取样品提取剂

时ꎬ综合考虑经济因素和提取率问题ꎬ本实验分别

选择甲醇和乙醇作为提取溶剂ꎬ尤其在槲皮素提

取时ꎬ由于纯甲醇提取得到的槲皮素纯度较低ꎬ多
以甙的形式存在ꎬ因此需加入 ２５％ＨＣｌ 进行酸

水解[１５]ꎮ
此外ꎬ本研究建立了高效液相色谱法对芦笋

茎秆中的芦丁、槲皮素以及白藜芦醇含量进行检

测分析ꎬ并对色谱条件进行了优化ꎮ 在测定芦丁

含 量 时ꎬ 选 取 ０.２ ｍｏｌ / Ｌ 乙 酸 钠 － 甲 醇

(Ｍｅ￣ＯＨ ∶Ｈ２Ｏ＝ ３５∶６５)溶液(用磷酸调 ｐＨ ２.８０)
作为流动相ꎬ较朱立华等[１６] 采用甲醇 － 磷酸

(６０ ∶４０ꎬＶ / Ｖ)为流动相ꎬ峰型更理想ꎮ 对槲皮素

流动相进行选择时ꎬ发现在甲醇中加入 ０.４％磷

酸ꎬ较刘明月等[１７] 以纯甲醇为流动相ꎬ更利于改

善其分离度ꎮ 而采用甲醇－水的梯度洗脱ꎬ与吴

向阳等[９] 以甲醇－水(４５∶５５ꎬＶ / Ｖ)的等梯度洗脱

相比ꎬ不仅可以提高白藜芦醇的分离能力ꎬ还有利

于改善峰型、抑制拖尾的现象ꎮ 本方法方便、快
捷ꎬ样品回收率和精密度高ꎬ可用于芦笋茎秆中芦

丁、槲皮素以及白藜芦醇含量的测定ꎮ
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