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摘要:在介绍了大豆异黄酮成分结构的基础上 ,分析了几种主要测定方法的特点及应用范围 ,并完

善了 H PLC 测定大豆异黄酮的方法。采用适宜的水解溶液和条件 ,将大豆中的染料木甙和大豆黄

酮甙分解为染料木素和大豆黄酮 ,以染料木素和大豆黄酮为标准物质 ,利用高效液相色谱定性定量

检测水解液中的染料木素和大豆黄酮 ,从而得出大豆异黄酮的含量 。以 2 mo l/L 的盐酸乙醇溶液

为水解液 ,水解时间 2 h 。该方法快速 、灵敏 、重现性好 ,回收率达 96%以上 ,RSD小于 3%。
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Determination of Daidzein and Genistein in Sorbean by RP-HPLC
LI Hui

(Cereal Quality Research Cert re of Heilongjiang Academy of Ag ricultural Sciences , H arbin 150086)

Abstract:All kinds o f assay of soybean isof lavone are repo rted and the assay condi tions were lis-

ted and compared in this paper .On the basis of collecting and analyzing relating literature s at

home and abroad , a method determination o f daidzein and genistein in soybean by H PLC w as de-

scribed.This method is rapid , sensi tive , reproduciable and provides a recovery of more than 96%

with RSD less than 3%
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　　大豆 Glycine ma x (L.)Merr.是我国和世界许

多国家和地区的主要食用品种之一 。作为一种功能

性食品 ,公元前 2838年《神农本草经》首次记载了大

豆及其药用价值 。近年来有关学者发现大豆和豆制

品具有广泛的生物功效 ,如具有防癌 、防骨质疏松 、

降低血脂 、改善妇女更年期障碍 、防止心血管疾病等

生理功能 ,这些均与大豆的功能因子大豆异黄酮密

切相关[ 1] 。从大豆中提取大豆异黄酮并开发其系列

保健品 ,已引起国内外营养专家和医药学专家的高

度重视。2000年 11 月第一届国际性的健康食品配

料展上 ,大豆异黄酮成为最热门的话题。德 、美 、英 、

荷 、比 、日等国的 28家企业展示了大量涉及大豆异

黄酮的产品和资料。国内对大豆异黄酮的研究也逐

渐重视起来 ,已经出现了以大豆异黄酮为食品添加

剂的保健食品[ 2] 。但是对于大豆异黄酮含量及纯度

的检测工作尚未形成各方认可的统一标准 ,这就从

一定程度上限制了大豆异黄酮的研究及开发利用。

本文在介绍大豆异黄酮生理活性组分以及检测方法

的基础上 ,完善了利用高效液相色谱检测大豆异黄

酮的快速 、经济 、简便的方法。

1　大豆异黄酮的成分结构及检测方法
大豆异黄酮是大豆生长过程中形成的一类与大

豆的苦味和收敛性有关的次生代谢产物 ,具有异黄

酮类化合物的典型结构 ,在大豆下胚轴中含量较高 ,

子叶中含量较少 ,在种皮中含量最少。大豆异黄酮

主要以游离形式和 β -葡萄糖苷的形式存在 。在异

黄酮葡萄糖苷中 ,有一部分是葡萄糖上的 C-6 羟基

被丙二酰基取代 ,还有一部分是葡萄糖上的 C-6羟

基被乙酰基取代 。目前的研究发现大豆异黄酮共有

12种 ,分别为 9种异黄酮糖苷和 3种相应的糖苷配
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基 ,其中主要的活性成分为染料木素(genistein)和

大豆黄酮(daidzein)及其相应的组分染料木甙

(genistin)和大豆黄酮甙(daidzin)。研究表明 ,染料

木甙和大豆黄酮甙在高温强酸或 β -葡萄糖苷酶的

作用下可以分解成游离的染料木素和大豆黄酮
[ 3]
。

已有研究表明 ,染料木素和大豆黄酮是大豆异

黄酮的主要活性成分 ,许多学者建立了基于不同系

统分析大豆异黄酮含量的方法 ,如紫外分光光度法

(UV)[ 4] 、薄层扫描法(T LCS)、气相色谱法(GC)、高

效液相色谱法(H PLC)、毛细管电泳法(CE)、高效液

相色谱-质谱联用法(LC-M S)、时间分辨荧光免疫

分析法(TR -FIA)等 。其中常用的方法有以下几

种:

1.1　薄板层析法

将样品溶解于甲醇中 ,在硅胶薄层板上点取试

样 ,以氯仿-甲醇-水为展开剂 ,在紫外灯 252 nm

处观察荧光 ,通过与标准品点样斑点的位置及大小

(荧光深浅)对比 ,判断试样中是否含有大豆异黄酮。

运用这种检测方法 ,样品的处理及检测过程简单 ,可

用于大豆异黄酮的定性检测 ,但定量检测精度不高 。

1.2　紫外分光光度法

以染料木素为标准样品 ,在其紫外最大吸收峰

260 nm处测定试样的吸光值 ,与标准曲线比较并定

量计算大豆异黄酮含量(以染料木素计)。此方法可

以定量的计算大豆异黄酮的含量 ,但是此方法前处

理复杂 ,需要对样品进行纯化 ,而且也无法消除干扰

因子(如其他黄酮类化合物)的干扰 。因此限制了紫

外分光光度法在检测大豆异黄酮领域的应用 。

1.3　高效液相色谱法

利用高效液相色谱测定大豆异黄酮的含量是目

前比较常用的方法。由于所使用的标准物质 、提取

液 、提取方法以及色谱条件的不同 ,使得高效液相色

谱法的测定方法很难形成统一的方法。以染料木

素 、大豆黄酮 、染料木甙 、大豆黄酮甙为标准样品[ 5] ,

虽然前处理简单 ,但是需要四种标准 ,而且由于甙的

标准样品不易提纯 ,价格昂贵 ,对于以筛选及测定不

同含量异黄酮大豆品种为目的的实验室并不适用。

以染料木素和大豆黄酮为标准样品的检测方法也很

多[ 6 ～ 9] ,但都因为其提取方法不同而有所差异。盐

酸已腈溶液 、乙醇溶液 、甲醇溶液 、盐酸甲醇溶液等

均可以作为提取液 ,而且各种方法的计算结果的表

示方法也有所不同 ,很难对所测定的结果作出比较。

因此建立一种相对统一 、简便适用 、经济的检测方法

是很必要的。

2　高效液相色谱法双标样测定方法的
完善

2.1　材料与方法

标准品染料木素(genistein)、大豆黄酮(daid-

zein)为 SIGM A 公司的产品 ,纯度为 98%以上。所

用试剂甲醇 、已腈为色谱纯 ,水为超纯水 ,其余试剂

为分析纯 。

2.2　仪器及操作条件

岛津 10A 高效液相色谱仪 , 色谱柱:Shim -

pack C LC-ODS (4.6 ×250 mm , 0.5 μm) ,岛津

10AVP 紫外检测器 ,检测波长 254 nm ,流动相:甲

醇:水=30∶70(含 0.5%的冰乙酸),流速:1 .5 m L/

min ,柱温:20℃。

2.3　实验原理

染料木甙和大豆黄酮甙在高温强酸或 β-葡萄

糖苷酶的作用下可以分解成游离的染料木素和大豆

黄酮 。采用适宜的水解溶液和条件 ,将大豆中的染

料木甙和大豆黄酮甙分解为染料木素和大豆黄酮 ,

以染料木素和大豆黄酮为标准物质 ,利用高效液相

色谱定性定量检测水解液中的染料木素和大豆黄

酮 ,从而得出大豆异黄酮的含量。

2.4　条件筛选试验

2.4.1　水解条件的选择　具体内容见表 1。

2.4.2　水解酸的选择　分别用 2 m ol/ L 的盐酸甲

醇溶液 , 2 m ol/ L 的盐酸乙腈溶液 ,2 mol/L 的盐酸

乙醇溶液为水解溶剂水解并提取大豆异黄酮甙元 ,

选择提取率高的最佳大豆异黄酮水解溶剂。

表 1　不同提取液提取大豆异黄酮的比较

水解溶剂
异黄酮含量

(μg/ g)
水解酸浓度

异黄酮含量

(μg/ g)

2mol/ L盐酸甲醇

2mol/ L盐酸乙醇

2mol/ L盐酸乙腈

1526.3

2461.6

1826.5

0.5m ol/ L 盐酸乙醇

1m ol/ L 盐酸乙醇

2m ol/ L 盐酸乙醇

415.2

1856.8

2461.6

表 2　不同水解时间和水解温度提取异黄酮的比较

水解时间

(h)

异黄酮含量

(μg/ g)

水解温度

(℃)

异黄酮含量

(μg/ g)

1

1.5

2

2.5

785.0

1665.2

2692.2

2692.2

50

60

70

80

912.3

987.6

2145.3

2692.2

2.4.3　水解时间的选择　控制水解时间从 0.5 ～ 4

h ,筛选最佳的水解时间 。

2.4.4　水解温度的选择　控制水解温度 50 ～ 80℃,

确定最佳的水解温度 。
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3　方法验证试验
3.1　样品溶液制备

取大豆 100 g 磨成粉 ,过 80 目筛 。准确称取大

豆粉样品 10 mg ,加 2 m ol/ L 盐酸乙醇溶液 10 m L ,

于 80℃水浴 2 h ,冷却定容。过 0 .45 μm 膜后供液

相色谱分析测定 ,计算大豆异黄酮的含量。

3.2　标准曲线及相关性分析

准确移取标准工作液 0.5 、1.0 、2.0 、4.0 、8.0

mL ,并用 50%乙醇定容至 10 m L。取 10 μL 进样 ,

测定其峰面积 ,以峰面积(y)和组分浓度(x)绘制标

准曲线 , 得到的回归方程分别为大豆黄酮 y =

236890x -152 , r=0.9998;染料木素 y =349405x -

95 , r=0.9996。线性范围分别为 2 .55 ～ 82.1 μg/

mL ,2.28 ～ 80.2 μg/mL 。

3.3　加标回收率实验

精密称取已知含量的大豆粉 ,加入一定量的标

样 ,和测试样一起按照 3.1的方法进行测定 ,计算回

收率 ,结果为染料木素回收率 96 .6%,大豆黄酮回收

率 97.8 %。

表 3　加标回收率测定结果

组分名称
加入量

(ug)

测定值

(ug/ g)

回收率

(%)

平均值

(%)

1 2 3

染料木素 100 96.3 96.3 97.2 96.3 96.6

200 194.4

500 481.5

大豆黄酮 100 97.5 97.5 97.2 98.6 97.8

200 194.4

500 493.0

3.4　精密度实验

将同一样品在一天内重复测定 5 次 ,计算日内

相对偏差。同时将同一样品连续测定 5 d ,计算日间

相对偏差。结果表明日内及日间相对偏差均小于

3%。说明本法比较稳定 ,重现性好 。而且通过比对

实验 ,也可以证明这一点 。

4　结语
4.1　本实验采用的流动相可使大豆异黄酮的各组

分得到很好的分离 ,所要检测的两种组分大豆黄酮

和染料木素分离度很高。

4.2　H PLC检测准确 ,灵敏度高。本文检测大豆黄

酮和染料木素其相关系数分别为 0.9996和0.9998 ,

说明有很好的线性。加标回收率在 96%以上说明该

方法准确可靠。

4.3　本文完善了利用 H PLC双标样(大豆黄酮和染

料木素)测定大豆异黄酮含量的方法 ,样品前处理快

速(2 h)、简单(不需要其它提取设备)、操作容易 ,不

需要长时间水解。同时采用的标准物质费用较低

(只需要 2种标样),节约了资金 ,达到了定性 、定量

检测大豆异黄酮的要求 ,可在以筛选高 、低异黄酮材

料为主的实验室普遍利用 。

4.4　不同的检测方法具有不同的特点以及使用范

围 ,可根据不同的检测需要加以选择。
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