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摘要　利用高效液相色谱 ( HPLC)技术分离并测定了大豆中异黄酮各组分含量 ,建

立了快速、有效的分离、检测异黄酮含量的方法。结果显示 ,异黄酮的最适提取时间是

2- 3hr;最适检测波长为 260nm;在一定的浓度范围内 ,标准样品 Daidzin和 Genistin

作为异黄酮的检测标样是准确的 ;提取和检测温度对异黄酮组合含量有很大影响 ,在

80℃或更高的温度条件下 ,丙二酰基结合体可水解为相应的甙或甙元的形式。
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目前适用于分离和提纯类黄酮化合物的方法主要包括: 纸层析 ( paper chro matig raphy ,

PC )、薄层层析 ( thin layer chro mato g raphy, TLC)和柱层层析 ( column chroma tog raphy ,

CC )等 ,所使用的吸附剂为硅胶 ( si lica gel)、 Sephadex LH20
4
、铝酸盐 ( alumina ) ( Naim等 ,

1974; Ohta等 , 1979)。另外 ,气相色谱 ( gas chroma tog raphy )也用于各种检测 ,但其主要限于

挥发性样品 ,而不能用于非挥发性稳定的酚类样品 ( Presto n等 , 1996)。

大豆异黄酮是大豆体内特别是种子中积累的一类次生代谢产物。早期发现它是引起

大豆食品苦涩味的主要因子之一 ( Hua ng等 , 1981) ,但近几年证实它又具有特殊的生物

效能 ,如: 能有效的限制病原微生物的生长 ( Naim等 , 1974; M orris等 , 1991) ,抑制人和动

物肿瘤细胞的繁殖 ( Co wa rd等 , 1993) ,诱导大豆结瘤 ( Kosslak等 , 1987)等重要的活性 ,

其广泛的应用前景受到人们的普遍关注。 过去虽然有人曾利用气相色谱 ( ga s- liquid

chroma tog raphy, GLC)进行异黄酮含量检测 ,但高效液相色谱 ( Hig h perfo mance liquid

chroma tog raphy, HPLC)是一个十分有效的分离技术 ,其应用包括样品的提纯、成分检

测、化学物质的比较等 ( M urphy等 , 1981)。本文报道了利用高效液相色谱技术分离、检测

大豆体内的异酮组分含量。

1　材料和方法

1. 1　样品的制备

1. 1. 1　混合样品
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每个样品随机抽取 50粒大豆种子均匀粉碎 ,准确称取 100mg粉样 ,加入 80% (v /v )

的乙醇提取液 4m l,室温下静置 2h r, 16000g离心 15min,将上清液转入 HPLC专用小瓶

中封口 , 4℃保存。

1. 1. 2　单粒样品

将大豆籽粒在远离种胚的一侧磨取 15mg粉样 ,转入 1. 5ml离心管中 ,加入 80% ( v /

v )的乙醇提取液 1m l,室温下静置 2h r, 16000g离心 15min,将上清夜转入 HPLC专用小

瓶中封口 , 4℃保存。

1. 1. 3　新鲜组织样品

将冷冻大豆幼苗按子叶、叶片、根分开 ,迅速称取各组织鲜重 ,加入 80% (v /v )的乙醇

提取液 (按 400μl /100mg鲜重比例 )于研钵中匀浆 ,室温下静置 2h r,转入 1. 5m l的离心管

中 , 16000g离心 15min,将上清液转入 HPLC专用小瓶中封口 , 4℃下保存。

1. 2　异黄酮含量测定

岛津高效液相色谱仪 ( LC- 6A)系统定性定量测定样品中的异黄酮含量。 色谱系统

包括: 溶剂输送泵 LC- 6A,流路选择阀 FCV - 2A H、色谱柱箱 C TO- 6A、紫外检测器

SPD- 6AV、自动进样器 SIL- 6A、中心控制器 SLC- 6A、数据处理装置 C- R3A。

分析条件包括: 色谱柱: 15mm× 4. 0m m C18 HICHROM 316A- LOK( UK) ;流动相:

含 5% ( v /v )乙醇的 25% ( v /v )的甲醇水溶液 ;流量: 1ml /min: 检测波长: 254nm;柱温:

50℃ ;进样量: 10μl:分析时间 20- 40min /样品。

2　结果与讨论

2. 1　提取时间对大豆异黄酮含量测定的影响

在一定的提取时间内 ,大豆异黄酮随提取时间的增加 ,其含量逐渐增加 (图 1) ,在第

3h r时达到最大值 ,表明大豆异黄酮提取的最佳时间为 3hr,但在第 2hr时异黄酮的提取

图 1　异黄酮提取时间与相对含量的变化关系

Fig . 1　 The change rela tio nship betw een ex t racting time and relativ e content o f isoflav o ne

量已达到 99. 02% 。在起初的 0. 5- 2hr时异黄酮提取量增加较快 ,而到达第 3hr时相比于
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第 2h r仅增加 0. 08% ,所以最适宜的提取时间为 2- 3hr,第 4h r时异黄酮相对含量

( 98. 18% )有所降低 ,这可能因检测误差所致。

2. 2　异黄酮标准样品与检测峰高的线性关系

大豆异黄酮的标样 ( Daidzin和 Genistin)的浓度与检测峰基本上呈直线相关 (图 2) ,

且相关系数 ( r)分别为 0. 9998* * 和 1. 0* * 。由此表明 ,这些标准样品可以作为检测异黄酮

含量的标准。

图 2　标准样品 ( daidzin和 g enistin)的倍数与检测峰高的相关关系

Fig. 2　 Th e relatio nship o f co r rela tio n betw een times o f standar d samples

( daidzin a nd ge nistin) and peak heigh ts

2. 3　检测波长对异黄酮检测峰面积的影响

在测定相同样品条件下 ,三种检测波长测定的异黄酮总峰面积不同 ,以 260nm条件

下的检测总峰面积最高 , 254nm为次之 , 266nm条件下最低。不同异黄酮组分对各个波长

的适应也各不相同 , D、 M GD和 M GL的最高波长为 254nm; G、 GL和 M GG的最适波长

为 260nm。在检测过程中考虑到 254nm为标准波长 ,因此选用 254nm为为检测波长。
表 1　不同检测波长对样品异黄酮峰面积的影响

Ta ble 1　 Effect o f different w av eleng ths o n peak ar eas o f samples

波长 ( nm)

W av el-

ength

总峰面积

Total

areas

异黄酮组分的峰面积及与总峰面积的比值

Peak areas and ratios of isof lav one com pou nds

D % GL % G % M GD % M GL % M GG %

254 99535 11839 11. 9 1545 1. 6 12086 12. 7 35207 35. 4 2952 3. 0 35906 36. 1

260 103066 11178 10. 8 1800 1. 7 13866 13. 5 33738 32. 7 2888 2. 8 39596 38. 4

266 87143 9883 11. 3 1598 1. 8 11330 13. 0 28884 33. 1 2598 3. 0 32850 37. 7

　　注:所用大豆品种为张家口黑豆。 　 Note: The s oybean variety is Zh angjiak ou Hei dou.

1. Daid zin, D 2. Glyci tin, GL 3. Genistin, G 4. M alonyld aid zin, M GD 5. M alonylglyci tin, M GL 6.

M alonylgenis tin , M GG

2. 4　大豆不同组织中异黄酮含量的检测

图 3显示了大豆幼苗子叶、叶片、根部三部分的异黄酮含量的差异 ,根据标样分析可

知 ,此图谱有 6个重要的异黄酮波峰和 1个黄酮波峰 ,其中 1- 7代表的组分分别为: 1.黄
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豆甙 (daidzin, D) 2.甲氧基黄豆苷原 ( glycitin, GL) 3.染料木甙 (g enistin, G) 4.丙二酰基黄

豆甙 ( malo ny ldaidzin, M GD) 5.丙二酰基黄豆苷原 ( malobylg lyci tin, M GL) 6.丙二酰基染

料木甙 ( malo ny lgenistin, M GG) 7.芦丁 ( rutin, Ru)。从异黄酮的峰形可以看出 , 1、 3、 4和

6峰变化较大 ,而 2和 5峰相对较稳定。 大豆幼苗不同组织中异黄酮含量有显著差异 ,子

叶中异黄酮总含量最高 ,叶片和根部异黄酮含量相对较少。就不同组分而言 ,子叶中异黄

酮组分含量丰富 , 1- 6种组分均含有: 叶片中主要以 D和 G及其结合体为主 ;根部仅含

有 D及其结合体 M GD。

图 3　 12日龄的大豆幼苗不同组织异黄酮含量的 HP LC图谱

Fig. 3　 HPL C pr ofiles of iso flav o ne co ntents f rom 12- d- old so ybean seedling s tissues

1.黄豆甙 ( daidzin, D ) 2.甲氧基黄豆苷原 ( g lycitin, G L) 3.染料木甙 ( g enistin, G)

4.丙二酰基黄豆甙 ( malo nyldaidzin, M G D) 5.丙二酰基黄豆甙原 ( ma lo ny lg lycitin, M GL )

6.丙二酰基染料木甙 ( ma lo ny lg enistin, M G G) 7.芦丁 ( rutin, Ru)

2. 5　温度对异黄酮检测量的影响

异黄酮提取液在 80℃的水解条件下 ,异黄酮总含量基本保持不变 ,但各单一组分含

量发生很大的变化 (图 4)。丙二酰基结合体 ( M GD、 M GL、 M GG)的含量迅速降低 ,游离态

( D、 GL、 G)的含量迅速升高 ,且降低与升高的量基本相同 ,表明丙二酰基异黄酮结合体在

80℃的水解条件下可分解为葡萄糖苷的形式。从异黄酮组分的升降程度看 , D和 G及其

丙二酰结合体升降速度较快 ,而 GL及其结合体的变化较平缓。这可能因为 D和 G及其

结合体是大豆种子中主要的异黄酮类型所致。 从水解的时间看 ,在第 8hr以前 ,异黄酮丙

二酰基结合体水解速度较快 ,到第 14h r以后 ,丙二酰基结合体基本水解完全。 另外 ,在未

水解以前 ,丙二酰基结合体 ( M GD+ M GL+ M GG)占总异黄酮含量的 79. 1% ,水解 14h r

以后 ,仅占总含量 0. 03% ,游离态 ( D+ GL+ G)占总含量的 20% ,水解后占总含量的

99. 7% 。由此表明丙二酰基结合体在 80℃的条件下 ,可完全水解为相应的甙或甙元的形

式 ,这与 Kudou( 1991)的研究结果基本一致。

经烘烤过的大豆籽粒与未烘烤的相比 ,其异黄酮总含量显著降低 ,降低 76. 95% ,但

各组分降低的程度不同 (图 5)。丙二酰基结合体 ( M GD和 M GG)的含量降低较大 ,游离态

( D和 G)的含量却有所升高。 表明大豆异黄酮经高温处理后丙二酰基结合体部分可以分
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解为游离态甙 ( D、 GL和 G)的形式 ,另一部分可能分解为甙元 ( daidzein、 g lyci tein和

g enistein)的形式。

图 4　异黄酮提取液在 80℃的水解图

Fig. 4　 T he h ydro ly sis fig ure of iso flav o ne ex tr act at 80℃

图 5　经烘烤的大豆籽粒的异黄酮含量变化

Fig . 5　 The change o f isoflavo ne co ntent in the baked soy bea n seeds
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HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHIC DETERMINATION

OF ISOFLAVONE CONTENT IN SOYBEAN TEST SAMPLES
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Abstract　 Soy bean isoflav one compounds w ere separated and determined w ith

HPLC, a nd a sim ple sensi tiv e and hig hly reproducible method wa s established. The

resul t indica ted the mo st suitable ex t racting tim e of isof lav ine is 2- 3h r, the sui table

abso rbent w av eleng th is 260nm; It i s accurate for th e iso flavo ne standard sample w ith

daidzin and g enistin at the range of concentra tion; The isof lav o ne co ntent is af fected by

ex t racting and examining tem peratures. At 80℃ or higher tempera ture, i sof lav o ne

m alonyl conjug ates are hydroly zed to glucosides and ag lycones.

Key words　 Soy bean ( Glycine max ) ; HPLC; Isof lav one
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