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摘 � 要: 建立了高效液相色谱法( H PLC)测定保健食品中大豆异黄酮含量的方法, 运用二极管阵列检测器( PDA )

建立了 4种大豆异黄酮 D、G、De、Ge的光谱库, 测定了 D、G、Ge与 De响应值之比. 采用 PDA 检测, C18反相柱, 以

甲醇�水�醋酸( H AC) = 55� 45� 1( V / V / V )为流动相测定了同一批保健食品美龄营养片中 4 种大豆异黄酮 D、

G、De、Ge的含量分别为 2. 24%、10. 82%、0. 085%、0. 027% ,变异系数小于 5% , 回收率为 92. 51% ~ 99. 30% . 该

方法快速,精密度及准确度在允许范围内, 可作为保健食品中 D, G, De, Ge的同时测定方法.
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� � 大豆异黄酮( Soybean iso flavones ISO)是一种

新兴的天然雌激素, 最新研究表明它在防止癌症、保

护心血管系统方面具有特殊的生理作用, 可抑制生

物体内产生的活性氧
[ 1]
, 抑制过氧化物的生成及脂

质过氧化作用并减少 DNA 的氧化损伤及抗血栓形

成[ 2~ 4] , 还能改善和预防妇女更年期综合症.

大豆异黄酮属于黄酮类化合物中的异黄酮类成

分,其母核为 3 一苯基苯并吡喃酮, 大豆中共有 12

种异黄酮, 分游离型苷元和结合型糖苷[ 5] .目前保健

食品中加入的大豆异黄酮成分主要为染料木素 Ge、

大豆苷元 De、染料木苷 G、大豆苷 D 4种. 其化学结

构见图 1[ 6] .

国内外测定 ISO 的方法主要有紫外分光光度

法[ 7] , 气 质 联 用 法 [ 8] , 高 效 液 相 色 谱 法

( HPLC)
[ 9~ 11]

, 液质联用法
[ 12]
等. 紫外分光光度法

仅能测定总异黄酮, 气质联用及液质联用法, 仪器昂

贵,推广不易.经综合比较, HPLC 在众多检测方法

中是最佳的
[ 10]

,但需多种标准品,除 De中国药品生

物制品检定所能提供外, 其余三种标准品均需从国

外公司购买, 价格昂贵, 若将 ISO 水解为甙元后再

进行检测,水解时加入的氯离子会缩短色谱柱的使

用寿命
[ 13]

,这给 ISO的 HPLC 法定性定量分析带

图 1 � D、G、De、Ge的化学结构

Fig. 1� Structures of D, G, De, Ge

来困难.本文介绍的 HPLC方法中先用标准品建立

了各 ISO 的光谱库,然后样品中 ISO 各组份经二极

管阵列检测器( PDA)定性, 能迅速准确地确定各色

谱峰的归属,其含量可根据 D、G、Ge 与 De 响应值

之比来计算,因而只需要 De一种标准品,就可进行

定量分析,给异黄酮的定性定量分析带来极大的方

便.本文所介绍的方法国内外未见报道.
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1 � 实验部分

1. 1 � 仪器与试剂

Waters高效液相色谱仪: 配置 510 泵, 717 自

动进样 器, 996 二极 管阵列 检测器 ( PDA ) ,

Millenium 32色谱工作站. 大豆苷( D)、染料木苷

( G)、大豆苷元( De)、染料木素( Ge)均为 Sigma 公

司的产品. 甲醇:色谱纯, 其余试剂均为分析纯. 样

品:美龄营养片(大豆异黄酮片) ,由武汉红桃 K 集

团生产.

1. 2 � 色谱条件

色谱柱: Phenomenex Luna C18柱 5 �m, 4. 6  

250 mm, 检测波长: 260 nm.

流动相: M eOH �H 2O �HAC= 55� 45� 1( V/

V/ V ) ;流速: 1. 0 mL/ min.

1. 3 � 标准溶液的配制

1. 3. 1 � 标准溶液储备液

在25 mL 容量瓶中,准确称取标准品 D、G、De、

Ge 各 20 mg 左右(准确至 ! 0. 01 mg) , 以甲醇溶

解、定容至刻度,作为标准溶液储备液.

1. 3. 2 � 标准溶液使用液
分别取 1. 3. 1各标准储备液 1. 00 mL, 用甲醇定

容至 50 mL. De、Ge再稀释 10倍, 各标准品 D、G浓

度为 15 �g/ mL 左右, De、Ge为1. 5 �g/ mL 左右.

1. 4 � 样品的提取

将大豆异黄酮片于研钵中研成粉末, 于 50 mL

容量瓶中精密称取 100 mg 左右样品(准确至 ! 0. 1

mg) ,加入甲醇适量,超声 30 min,冷至室温,用甲醇

定容50 mL,过滤,滤液过 0. 45 �m 膜后, 直接进样.

2 � 结果和讨论

2. 1 � 最佳色谱条件的确定

2. 1. 1 � 流动相中有机相比例的选择

对于大豆异黄酮的测定, 文献多用乙腈体系作

为流动相,但乙腈价格昂贵, 毒性大. 由于甲醇水体

系粘度小,柱压低,价格便宜,毒性小,故选用甲醇水

体系为流动相.实验表明,流动相中甲醇的比例小于

40%时, D、G可以很好分离,但 De、Ge 保留时间过

长.当甲醇比例大于 60%时, D、G不能完全分离;当

甲醇比例为 55%时, 4个主峰能够完全分离, k∀ 在合

适范围内, 分离结果见图 2. (各标准品浓度为 15

�g/ mL 左右, 进样量 10 �L) .

2. 1. 2 � 流动相 pH 值对保留时间的影响

分别配制表1所示5种流动相 , 进行4种标准

图 2 � D、G、De、Ge标准品色谱图

Fig. 2 � Standard samples∀ chromatogram of D, G, De, Ge

品的分离, 色谱图见图 3. 由图 3可以看出以醋酸

调节流动相 pH 值, pH 值越小, 分离时间越短. 但

HAC为弱酸,它的含量对 pH 值影响不大, 考虑到

酸对色谱柱的影响, 定 MeOH �H 2O �HAC= 55 �

45� 1( V/ V/ V )为流动相.

2. 1. 3 � 检测波长的选择

用二级管阵列检测器得到了 D、G、De、Ge 的光

谱图,见表 2.

表 1 � 不同流动相比例( V/ V/ V)及 pH值

Table 1� The ratios of different mobile phase and pH

流动相 甲醇 水 醋酸 pH 值

1 55 45 0. 0 6. 80

2 55 45 0. 5 3. 34

3 55 45 1. 0 3. 17

4 55 45 1. 5 3. 09

5 55 45 2. 5 3. 00
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图 3 � 不同酸度条件下色谱图

Fig. 3� The chromatogram in different pH of mobile phases
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� � 根据表 2,经综合比较, 选择 ISO的最佳检测波

长为 260 nm.

表 2� D、G、De、Ge的光谱数据

Table 2� The spectrum date of D、G、De、Ge nm

D G De Ge

�1 211. 1 258. 2 212. 3 212. 3

�2 248. 8 326. 0 246. 4 258. 2

2. 2 � 标准曲线的制作
在 1. 2所述色谱条件下, 将 1. 3. 2 所配的标准

溶液使用液依次进样 1、2、5、10、15、20 �L, 以大异

黄酮进样量 X(�g )与峰面积 y 作线性回归.

回归方程分别为:

D: y= 4. 50  105 X- 1. 02  105 ; r= 0. 9996

G: y= 5. 14  10
6
X - 1. 49  10

5
; r= 0. 9994

De y= 6. 80  10
6
X - 1. 70  10

5
; r= 0. 9994

Ge y= 9. 21  106
X- 4. 12  105

; r= 0. 9991

在本方法的色谱条件下, 4种大豆异黄酮浓度

与其色谱峰峰面积有着很好的线性关系, 线性范围

D、G为 16~ 320 ng , De、Ge 为 1. 6~ 32. 0 ng.

2. 3 � De 与 D、G、Ge响应值之比

以 5次峰面积测定平均值计算 D/ De、G/ De、

Ge/ De分别为 1. 56、1. 08、0. 709.

2. 4 � 样品提取条件

按 1. 4分别用 50%、80%、100%甲醇提取样品

并进行 ISO 测定, 结果见表 3. 实验证明当比例为

100%甲醇时, ISO提取效果最好.

表 3 � 不同提取液对样品中大豆异黄酮

含量的影响( n= 5)

Table 3 � Effect of dif ferent

extraction solvents on contents of ISO %

ISO 50%甲醇 80%甲醇 100%甲醇

D 0. 550 2. 210 2. 240

G 4. 250 10. 570 10. 840

De 0. 068 0. 082 0. 085

Ge 0. 014 0. 019 0. 027

2. 5 � 样品的测定

按本方法选定的色谱条件, 对同一批大豆异黄

酮片进行了含量及加标回收率测定, 考察了方法的

精密度及准确性, 测定结果见表 4和表 5, 样品色谱

图见图 4.

2. 6 � 方法检出限
在本方法条件下, 当试样称样量为 100 mg, 定

容到 50 mL,进样量为 50 �L,四种大豆异黄酮的检

出限为 0. 1 mg/ kg ,结果的相对标准偏差小于 5%.

2. 7 � 峰纯度分析及光谱鉴定
在大豆异黄酮提取物中, 有多种黄酮类物质的

结构与大豆异黄酮类似,色谱保留行为相近,大豆异

黄酮色谱峰里往往混有共流出物, 我们运用二极管

阵列检测器,以标准品光谱图为参照,对主峰大豆甙

D、染料木甙 G、大豆甙元 De、染料木素 Ge 进行峰

纯度分析及光谱鉴定, 该手段能指出峰中不纯物处

及显示 1~ 4阶光谱图,为摸索最佳色谱分离条件提

供了依据,消除了结构相近黄酮对大豆异黄酮准确

表 4� 样品中大豆异黄酮测定结果( %)及精密度( n= 5)

Table 4 � Contents( %) of soybean isoflavones in sample and accuracy

ISO 1 2 3 4 5 平均值 RS D / %

D 2. 240 2. 240 2. 250 2. 260 2. 230 2. 240 0. 5

G 10. 820 10. 830 10. 820 10. 810 10. 840 10. 820 0. 1

De 0. 087 0. 085 0. 084 0. 086 0. 083 0. 085 1. 9

Ge 0. 028 0. 027 0. 028 0. 027 0. 027 0. 027 2. 0

表 5 � 加标回收率结果( n= 5)

Table 5 � Rusults of recovery

ISO 加入量/�g 本底值/�g 理论值/�g 平均测定值/�g 平均回收率/ % 变异系数/ %

D 1 250. 0 24 449. 60 25 699. 60 25 519. 70 99. 30 2. 1

G 1 075. 0 118 100. 30 119 175. 30 117 673. 70 98. 74 1. 9

De 113. 5 87. 32 200. 82 187. 73 93. 48 2. 7

Ge 206. 0 305. 62 511. 62 473. 30 92. 51 3. 0
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图 4� 样品色谱图

Fig. 4 � The chromatogram of sample

定量的干扰.

2. 8 � 制剂辅料对大豆异黄酮测定的影响

考察的辅料有羟甲淀粉钠、微粒硅胶、微晶纤维

素、淀粉、羟丙纤维素、PEG600等 9种,在 10 mL 容

量瓶中将各辅料称取30 mg(准确至 ! 0. 2 mg)加适

量甲醇,超声,定容, 过滤,用测大豆异黄酮色谱条件

进行 HPLC 分析,所测试 9种辅料对大豆异黄酮测

定无干扰.

3 � 结论

本文采用 H PLC 法测定了保健食品中 4 个大

豆异黄酮( D、G、De、Ge)组分的含量. 运用二极管阵

列检测器( PDA)分别测定 4个组分的光谱图及 D、

G、Ge 与 De响应值之比. 在样品测试中,待测组分

用 PDA 定性,仅用一个易于获得的标准品 De 就可

以定量. 避免了采用价格昂贵的标准品, 大大降低

了检测成本. 方法简便、快速、准确,精密度和准确

性在允许范围内,可应用于保健食品中大豆异黄酮

含量测定.
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Determination of Soybean Isoflavones in Health Foods by HPLC
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Abstract: A HPLC method for determinat ion of soybean iso flavones including D, G, De, Ge in health

fo ods w as reported, T he 1- 4th derivative spectr a of D, G, De, Ge w as eatablished by PDA.

The sample w as analy zed on a C18 rev er sed- phase column ( 5 �m, 4. 6  250 mm) w ith a isog radient

mobile of methano l� water �HAC= 55� 45 � 1 ( V / V/ V ) . ISO in a health M eiling nutrit ions tablets w as

tested. The contents of D, G, De, Ge w ere 2. 24% , 10. 82%, 0. 085% , 0. 0027% r espect ively, and

variat ion coeff icient w as less than 5%, and the recovery w as 92. 51% ~ 99. 30% .

This method is simple, sensit ivity, r eproducibility and can be used for the determination o f 4 soybean

isof lavones in health foods.

Key words: health foods; soybean isoflavones; HPLC
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