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高效液相色谱法测定豆粕中染料木素

和大豆苷元的含量
*

阮洪生　葛文中　安红波

(黑龙江八一农垦大学生命科技学院 ,大庆 163319)

摘要　采用高效液相色谱法测定豆粕中染料木素和大豆苷元的含量 。色谱条件:十八烷基键合硅

胶柱;流动相:甲醇—水(6:4);流速:0. 80 mL /min;检测波长:260 nm 。结果本方法操作简便 、快

速 、准确 ,可用于豆粕中染料木素和大豆苷元的质量控制方法。
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　　大豆异黄酮(soybean isof lavones)是存在于大

豆中的生物活性成分 。目前发现的大豆异黄酮共有

12种 ,分为游离型苷元(Aglycon)和结合型糖苷

(Glucosides)两类[ 1] 。游离型苷元以染料木素 、大

豆苷元和黄豆黄素为主 。现代药理学研究表明:大

豆异黄酮除具有抗氧化作用外 ,还可作为雌性激素

治疗的替代品 ,改善妇女更年期综合症 ,并具有降低

血液胆固醇 、防止骨质疏松及抑制癌细胞生长的作

用
[ 2]
。还具有防止心血管疾病 、抗菌等多种功

能
[ 3 ～ 6]

。现在已经广泛应用于食品 、医药等行业 。

其药效物质基础为染料木素 、大豆苷元和黄豆黄素 。

本实验采用高效液相色谱法建立豆粕中染料木素 、

大豆苷元的含量测定方法 ,以确定豆粕中大豆异黄

酮的质量控制方法。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器

Shimadzu LC2010H T 高效液相色谱仪(日本岛

津)、Shimadzu LC Solution 色谱工作站 、RE - 85Z

旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂)、HS3120 超声

波清洗器(天津市恒奥科技发展有限公司),电子调

温电热套 1000 mL(天津泰斯特仪器有限公司)。

1. 2　试剂与原料

95%乙醇(哈尔滨新春化工厂)、色谱甲醇(天津

市福晨化学试剂厂);豆粕(哈尔滨吉庆豆业有限公

司)、染料木素 、大豆苷元(含量测定用 , 纯度大于

98%,成都思科华生物技术有限公司)。水为娃哈哈

纯净水 。

1. 3　色谱条件

采用 RP - HPLC 测定豆粕中染料木素和大豆

苷元的含量。色谱柱:Shim - pack VP - ODS 柱

(4. 6mm ×150mm ,5um);柱温:30℃;流动相:甲醇

- 水(6:4);流速为 0. 80 mL /min;检测波长:260

nm;进样量:20uL。

2　实验方法

2. 1　对照品溶液制备

精密称取染料木素对照品 1. 5mg 置于 10mL

容量瓶中 ,加入甲醇溶解并稀释至刻度 ,摇匀 ,经

0. 45 μm微孔滤膜过滤 ,滤液作为对照品溶液。大

豆苷元对照品 1. 2mg 置于 10mL 容量瓶中 ,加入甲

醇溶解并稀释至刻度 ,摇匀 ,经 0. 45um 微孔滤膜过

滤 ,滤液作为对照品溶液。

2. 2　供试品溶液的制备

取豆粕 20 g ,精密称定 ,加至 500mL 磨口锥形

瓶中 ,准确加入 75%乙醇 200 mL ,回流提取 2 次 ,
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每次 2h ,提取液趁热过滤 ,减压浓缩 ,浓缩物合并 ,

醋酸乙脂萃取 4次 , 50 mL /次 ,萃取液减压浓缩 ,残

渣加甲醇溶解并定容至 10 ml。经 0. 45 um 微孔滤

膜过滤 ,滤液作为供试品溶液 。

2. 3　标准曲线制备

精密称取染料木素对照品溶液和大豆苷元对照

品溶液各 0. 5 mL 摇匀 ,作为混合标准品溶液 。分

别精密吸取上述对照品溶液 2. 00 ul 、4. 00 ul 、6. 00

ul 、8. 00 ul 、10. 00 ul注入液相色谱仪中 ,按上述条

件测定峰面积。以对照品溶液微克数 X为横坐标 ,

峰面积积分值 Y 为纵坐标绘制标准曲线 ,计算回归

方程 。(标准曲线相关数据见表 1)。
表 1　标准曲线相关数据

Table 1　Co rr elated data o f standard curve

组分

Cons tituent

标准曲线

Standard cu rve

线性范围

Linear range

相关系数

C orrelat ion

coef ficien t

染料木素

Genis tein
Y=6509000X - 83054 0. 30～ 1. 50u g 0. 9995

大豆苷元

Daidz ein
Y=5447800X - 55873 0. 24～ 1. 20u g 0. 9995

2. 4　精密度考察

对同一对照品溶液 ,连续 6次进样 ,峰面积积分

值 RSD=0. 26%(n=6)。表明精密度符合要求。

2. 5　重现性考察

对同一供试品溶液 ,连续 6次进样 ,峰面积积分

值 RSD=0. 79%(n=6)。表明重现性符合要求 。

2. 6　稳定性考察

取同批供试品溶液 ,按含量测定方法 ,连续进样

测定 6次 ,每次间隔 2h ,结果 6次测得峰面积积分

值的 RSD=0. 35%(n=6),表明样品在 12 h 内稳

定 。

2. 7　样品测定

测定 3批样品中染料木素 、大豆苷元含量 ,吸取

供试液 20 ul ,注入高效液相色谱仪 ,用外标法测定

并计算含量 。结果豆粕中染料木素 、大豆苷元含量

每克分别不低于 14. 50 ug 和 17. 00 ug(n=5)见表

2。
表 2　豆粕中的染料木素 、大豆苷元含量测定(n=5)

Table 2　The Contends of g enistein and daidzein

豆粕

Soybean residue

染料木素 ug /g

Genis tein

大豆苷元 ug /g

Daidzein

样品 1 samp le 1 15. 680 18. 772

样品 2 samp le 2 15. 044 21. 254

样品 3 samp le 3 14. 754 17. 356

2. 8　样品与标准品色谱图

图 1　样品图谱

F ig . 1　Sample g ram

图 2　标准品图谱

F ig . 2　Standard G ram

峰 1 为大豆苷元标准品色谱;峰 2 为染料木素标准品色谱

Peak one daidzein standard peak peak two genistein standard peak

　　从色谱图可以看出豆粕中染料木素和大豆苷元 的保留时间和峰型与标准品染料木素和大豆苷元的
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保留时间和峰型完全一致 。色谱图见图 1和 2 。

2. 8　回收率试验

采用加样回收法试验 。取已知含量的供试品

20g ,分别加入一定量的染料木素 、大豆苷元对照品 ,

按上述色谱条件测定 ,其平均回收率为 99. 82%,

RSD为 0. 98%(n=5)。

3　讨论

3. 1　流动相的选择

为了使染料木素和大豆苷元标准品同时出峰且

很好的分离 ,我们分别选择了甲醇 —乙腈—1%磷酸

(16∶24∶60)
[ 7]
、甲醇 —水 —冰乙酸(40∶60∶0.

50)[ 8] 、甲醇—水(47∶53)[ 9] 、甲醇 —冰醋酸水溶液

(40∶60)[ 10] 等流动相 ,结果甲醇—水(60∶40)的比

例可以达到最佳的分离效果。

3. 2　纯化路线的确定

醇提取液减压回收后的溶液采取醋酸乙脂萃取

后样品中大豆异黄酮的含量要高于醇提取液不采取

萃取的含量。
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DETERMINATION OF GENISTEIN AND DAIDZEIN IN SOYBEAN RESIDUE BY HPLC

Ruan Hong sheng　Ge Wenzhong　An Hongbo

(Li f e Science and Technolog y College , HLJ August F irst Land Reclamation Universi ty ,

Daqing 163319)

Abstract　To establish the de termination method o f Genistein and Daidzein in soybean residue , HPLC was

adopted. In this method ODS C18 column w as used , methanol-water (6:4)was used as a mobile phase.

The de tect ion w ave-leng th w as a t 260nm. T his method is simple and the result is reliable.

Key words　Soybean residue;Genistein;Daidzein;HPLC


