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摘要　大豆异黄酮是一种具有重要生理活性的物质。本研究采用未涂层熔融石英毛细管柱（５０
ｃｍ×７５μｍ，有效长度为４２ｃｍ），对电泳条件进行优化，拟建立快速检测大豆籽粒中异黄酮含量的
毛细管电泳法。结果表明优化的最佳电泳条件为：以５％甲醇与９５％硼砂（４０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝１０．０）
溶液为电泳缓冲液，压力进样２０ｓ，温度２５℃，分离电压１６５ｋＶ，检测波长为２５４ｎｍ。在此条件
下，大豆籽粒中６种异黄酮组分可在２１ｍｉｎ内完全分离并具有良好的线性关系；６种异黄酮组分的
峰面积和保留时间的相对标准偏差（ＲＳＤ）分别在０５％～２４％之间和１８％～３８％之间，加样回
收率在９７２％ ～１０３３％之间，以鹰嘴豆芽素 Ａ作为内标可提高电泳的重现性。表明建立的方法
灵敏、准确、经济、重现性好，适用于大豆籽粒中异黄酮含量的测定。
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　　 大豆异黄酮（ｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ）是大豆生长
过程中积累的一类次生代谢产物，共有１２种，分３
类，即大豆苷类（ｄａｉｄｚｉｎｇｒｏｕｐｓ）、染料木苷类（ｇｅｎｉｓ
ｔｉｎｇｒｏｕｐｓ）和黄豆黄苷类（ｇｌｙｃｉｔｉｎｇｒｏｕｐｓ）。它们每
类又分别以游离型、葡萄糖苷型、乙酰基葡萄糖苷

型、丙二酰基葡萄糖苷型 ４种形式存在［１，２］。在大

豆籽粒中，９０％以上的异黄酮以糖苷形式存在，只有
极少量以游离苷元形式存在。近年来国内外的许多

研究表明，大豆异黄酮具有预防癌症、防止骨质疏松

和心血管疾病、抗炎、抗菌、抗衰老、抗氧化以及防止

酒精中毒等生理活性［１，２］。因此，大豆异黄酮已成

为当前研究的热点，愈来愈引起各国研究人员的广

泛关注。

有关大豆异黄酮含量测定方法的报道主要有紫

外分光光度法、气相色谱法和高效液相色谱法［３～５］。

紫外分光光度法简单、快捷，但灵敏度低、特异性差、

定量不太准确；气相色谱法灵敏度高，特异性强，但

样品前处理复杂，操作繁琐；高效液相色谱法是目前

广泛采用的一种方法，该法分离效率高、重现性好、

测定结果准确，但检测时间较长，流动相消耗多，色

谱柱使用寿命短，成本相对较高。

大豆异黄酮的定量定性分析皆需标样。目前

１２种异黄酮标样只有６种游离型和葡萄糖苷型标
样容易购得，而６种乙酰基和丙二酰基型标样很难
买到，且价格十分昂贵。已有研究表明可通过将乙

酰基型和丙二酰基型异黄酮糖苷水解为相应的糖苷

和苷元，这样只需要６种游离型和葡萄糖苷型标样
就可定量异黄酮总含量。而目前水解法主要有盐酸

水解法、酶解法和温和水解法［３］。

毛细管电泳（ＣＥ）是近年来发展最为迅速的一
项分离分析新技术，具有高效、快速、微量、灵敏、经

济等特点，已广泛用于黄酮类化合物的分离分析，并

逐渐成为测定植物雌激素的常规方法之一［６～１１］。

Ａｕｓｓｅｎａｃ［７］等采用毛细管电泳法分析了大豆籽粒中
８种异黄酮成分含量。吴同［８］等采用毛细管电泳法

在８ｍｉｎ内分离了大豆提取物中的 ４种异黄酮成
分。Ｐｅｎｇ等［９，１１］采用毛细管电泳法和电化学检测

器，分别测定了大豆制品和红车轴草中大豆苷元和

染料木素的含量。

由于毛细管电泳易受多种因素影响，重现性较

差妨碍了其广泛应用。本文在前人毛细管电泳测定

异黄酮含量的基础上，采用温和水解法，以６种游离
型和葡萄糖苷型为标样确定其总含量，并对实验条

件进行优化，以内标法提高其重现性，以期优化出一

种操作简单、重现性好、准确、经济的大豆异黄酮测

定方法。

１　材料与方法

１．１ 仪器与试剂

毛细管电泳仪器系统：Ｗａｔｅｒｓ－Ｑｕａｎｔａ４０００型
毛细管电泳仪（美国），正电源，电压０～３０ｋｖ可调，
配有２５４ｎｍ紫外检测器，Ｗａｔｅｒｓ８００色谱数据采集
工作站。未涂层熔融石英毛细管柱（５０ｃｍ×７５
μｍ．ｉ．ｄ，有效长度为４２ｃｍ，河北永年锐沣色谱器
件有限公司）；ｐＨｓ－３ｃ精密 ｐＨ计（上海雷磁仪器
厂）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ纯水机。

异黄酮标样：染料木苷（Ｇｅｎｉｓｔｉｎ）、染料木素
（Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ）、大豆苷（Ｄａｉｄｚｉｎ）、大豆苷元（Ｄａｉｄ
ｚｅｉｎ），含量为９９％，购自上海同田生化有限公司；黄
豆黄苷（Ｇｌｙｃｉｔｉｎ）、黄豆黄素（Ｇｌｙｃｉｔｅｉｎ）、鹰嘴豆芽素
Ａ（Ｂｉｏｃｈａｎｉｎ），含量均为９８％，购自 Ｓｉｇｍａ公司（美
国）。硼砂、硼酸、乙醇均为国产分析纯。所用水为

Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水。
１．２　标准物质和样品溶液的准备

精确称取染料木苷、染料木素、大豆苷、大豆苷

元、黄豆黄苷、黄豆黄素、鹰嘴豆芽素Ａ标准品各１０
ｍｇ，用甲醇溶解，定容至１００ｍＬ，摇匀，得到７种标
准溶液，进而将鹰嘴豆芽素 Ａ标准溶液稀释为 ２０
μｇ／ｍＬ作为内标物质备用。

样品提取采用温和水解法，参考王松等［３］的提

取方法并作适当改进。大豆籽粒粉碎后混匀，过６０
目筛。准确称取大豆粉０５ｇ，置于１０ｍＬ聚四氟乙
烯离心管中，加７ｍＬ８０％乙醇，６０℃超声提取１ｈ，
然后８０℃水浴６ｈ，４０００／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，倒出上
清液，再加入２ｍＬ８０％乙醇，震荡，４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，倒出上清液合并滤液定容至１０ｍＬ，吸取１
ｍＬ上清液于１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取５００μＬ
上清液到１ｍＬ小离心管中，４℃保存。分析前吸取
２００μＬ样品溶液和５０μＬ鹰嘴豆芽素 Ａ到０６ｍＬ
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的毛细管电泳专用小管中，混匀后进样检测。

１．３ 电泳条件

以含有体积分数为５％甲醇的４０ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂
溶液为电泳缓冲液，压力进样 ２０ｓ，在 ２５℃、１６５
ｋＶ恒压下进行电泳分离，并在２５４ｎｍ波长处检测。
毛细管柱使用前用０．５ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ、水和电泳缓
冲液分别冲洗５ｍｉｎ，３ｍｉｎ和３ｍｉｎ。每两次样品运
行之间，用电泳缓冲液冲洗毛细管柱２ｍｉｎ，分析１０
个样品后更换电泳缓冲溶液。

２ 结果与讨论

２．１ 电泳条件的优化

２．１．１ 电泳缓冲液组成和浓度　　电泳缓冲液
的组成和浓度是影响大豆异黄酮毛细管电泳分离效

果的主要因素之一［９］。在强碱性条件下，糖苷形式

的异黄酮能与四硼酸钠络合成阴离子，从而增加其

解离度。参考吴同等的方法［８］，选择硼砂混合液

（ｐＨ＝１０６）作为缓冲液，在５～４５ｍｍｏｌ／Ｌ浓度范
围内考察了缓冲液浓度对大豆异黄酮保留时间的影

响（图１）。结果发现，以４０ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂溶液作为
电泳缓冲液时，异黄酮各组分完全分离且保留时间

较短，分离效果较好。所以选定４０ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂溶
液作为电泳缓冲液。

２．１．２ 电泳缓冲液 ｐＨ值　　电泳缓冲液的 ｐＨ
值也是影响分离成败的关键因素之一［６］。它一方

面影响各溶质组分的电离度，即影响电荷数的多少；

另一方面ｐＨ也影响电渗流的大小。环境 ｐＨ增高
有利于硼酸复合物的形成，使异黄酮各组分向正极

的迁移速率增加，分离度增大，但同时也会导致保留

时间延长。本实验以４０ｍｍｏｌ／Ｌ的硼砂溶液作为电
泳缓冲液，调节硼砂缓冲液 ｐＨ值分别为７２、８２、
９２、１０２、１１２，以优化出分离大豆异黄酮适宜的
ｐＨ范围。结果见图２。结果表明，在１００附近，保
留时间较短，分离效果较好。最终选定硼砂缓冲液

ｐＨ值为 １００。

图１ 缓冲液浓度对电泳保留时间的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｒｕｎｎｉｎｇｂｕｆｆｅｒｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎｔｉｍｅ

２．１．３ 甲醇添加浓度和分离电压的选择　　向
电泳缓冲液中添加适量甲醇，可使电渗流（ＥＯＦ）速
度降低，防止其受极端ｐＨ环境的影响，从而增加分
离度和提高重现性［６］。本实验在４０ｍｍｏｌ／Ｌ的硼砂
缓冲溶液（ｐＨ１００）中，考察了添加体积分数分别
为５％、１０％和１５％的甲醇对分离效果的影响。实
验发现随着甲醇的添加，保留时间延长，分离度变化

不大。综合考虑分离效果、保留时间和成本，本研究

选择甲醇添加量为５％为宜。

电泳运行电压升高，大豆异黄酮的表观迁移速

率提高，各组分的保留时间缩短，但分离度降低；电

泳运行电流增加，电泳的重现性较低［９］。实验中考

察了１２～２０ｋＶ运行电压下，大豆异黄酮各组分的
分离度和出峰时间的变化。结果表明，当运行电压

为１６．５ｋＶ时，保留时间较短，系统稳定，分离效果
较好。图３为在优化条件下得到的大豆异黄酮混合
标样与样品的电泳图。
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图２　ｐＨ变化对电泳保留时间的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐＨｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎｔｉｍｅ

Ａ．黄豆黄苷Ｇｌｙｃｉｔｉｎ Ｂ．大豆苷Ｄａｉｄｚｉｎ Ｃ．染料木苷Ｇｅｎｉｓｔｉｎ Ｄ．鹰嘴豆芽素Ａｂｉｏｃｈａｎｉｎ
Ｅ．黄豆黄素Ｇｌｙｃｉｔｅｉｎ Ｆ．大豆苷元Ｄａｉｄｚｅｉｎ Ｇ．染料木素Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ

图３ 大豆异黄酮的毛细管电泳

Ｆｉｇ．３ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ

２．２ 线性范围

分别准确移取 ０２、０４、０８、１６、３２、６４ｍＬ
标准溶液至１０ｍＬ容量瓶中，用８０％甲醇溶液定容
至１０ｍＬ，配成不同浓度的标准溶液，再采用毛细管
电泳测定不同浓度所对应的峰面积。用标准溶液峰

面积与内标物峰面积的比值（ｘ）与相应的标准溶液
浓度（ｙ）作线性回归，分别得到６种标样的标准曲
线。用标准溶液逐步稀释法测得各种大豆异黄酮的

最低检测限（Ｓ／Ｎ＝３），结果见表１。

表１ 大豆异黄酮标准曲线

Ｔａｂｌｅ１ Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ
组分

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

标准曲线

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓ

线性范围（μｇ／ｍＬ）

Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ

回归系数

ｒ

检出限 （（ｇ／ｍＬ）

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓ
染料木苷Ｇｅｎｉｓｔｉｎ ｙ＝３０．６５１ｘ＋１．１７４４ １～５０ ０．９９８４ ０．５
大豆苷Ｄａｉｄｚｉｎ ｙ＝４８．５７４ｘ＋０．１４１７ １～５０ ０．９９９７ ０．５
黄豆黄苷Ｇｌｙｃｉｔｉｎ ｙ＝１０８．６９ｘ＋１．２８４７ １～５０ ０．９９９１ ０．５
染料木素Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ ｙ＝１１．１１９ｘ＋１．９５５２ １～５０ ０．９９８７ ０．２
大豆苷元Ｄａｉｄｚｅｉｎ ｙ＝７．８０１５ｘ＋１．１１７８ １～５０ ０．９９９２ ０．２
黄豆黄素Ｇｌｙｃｉｔｅｉｎ ｙ＝１１．８３８ｘ＋０．９４９２ １～５０ ０．９９８１ ０．２
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２．３ 重现性

本研究为提高电泳分析的重现性，以鹰嘴豆芽

素Ａ作为内标。在上述优化电泳条件下，将大豆异
黄酮和鹰嘴豆芽素 Ａ的混合标准溶液连续进样 ６
次，考察其峰面积与内标物面积比值以及保留时间

的相对标准偏差（ＲＳＤ）。由表２可以看出，在优化
电泳条件下，６种异黄酮组分与内标峰面积的比值
和保留时间的相对标准偏差（ＲＳＤ）分别在０５％ ～
２４％之间和１８％ ～３８％之间，说明实验重现性
好，方法可靠。

表２ 重现性分析

Ｔａｂｌｅ２ Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ

组分

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

峰面积比值

ＲＳＤ／％

Ｐｅａｋａｒｅａ

保留时间

ＲＳＤ／％

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ
染料木苷Ｇｅｎｉｓｔｉｎ ２．４ １．８
大豆苷Ｄａｉｄｚｉｎ ０．８ ２．０
黄豆黄苷ｌｙｃｉｔｉｎ ０．５ ２．０
染料木素Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ ０．８ ３．６
大豆苷元Ｄａｉｄｚｅｉｎ １．３ ３．８
黄豆黄素Ｇｌｙｃｉｔｅｉｎ ０．９ ２．７

２．４ 加样回收率

准确称取已知异黄酮含量的大豆样品６份，分
别加入浓度为 １００μｇ／ｍＬ的 ６种标准溶液各 ０６
ｍＬ，按上述方法进行样品溶液提取和分析。由表３
可以看出，染料木苷、大豆苷、黄豆黄苷、染料木素、

大豆苷元和黄豆黄素平均回收率在 ９７２％ ～
１０３３％之间，ＲＳＤ值均小于４０，表明该方法具有
较高的准确度，符合检测要求。

表３ 加样回收率结果 （ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙ（ｎ＝６）

组分

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

添加量

Ａｄｄｅｄ／μｇ

检测量

Ｆｏｕｎｄ／μｇ

回收率

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％）

标准偏差（％）

ＲＳＤ

染料木苷Ｇｅｎｉｓｔｉｎ ６０ ５９．２ ９８．７ ３．５
大豆苷Ｄａｉｄｚｉｎ ６０ ６０．８ １０１．３ ２．９
黄豆黄苷Ｇｌｙｃｉｔｉｎ ６０ ６２．０ １０３．３ ３．７
染料木素Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ ６０ ５８．５ ９７．５ ２．７
大豆苷元Ｄａｉｄｚｅｉｎ ６０ ５８．９ ９８．２ ３．３
黄豆黄素Ｇｌｙｃｉｔｅｉｎ ６０ ５８．３ ９７．２ ２．１

２．５ 样品的测定

根据上述优化的电泳条件，测定了１０个大豆品
种中异黄酮含量，结果见表４。

表４ 样品中的大豆异黄酮含量

Ｔａｂｌｅ４ Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｉｎｓａｍｐｌｅｓ

品种名称

Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

黄豆黄苷

Ｇｌｙｃｉｔｉｎ

大豆苷

Ｄａｉｄｚｉｎ

染料木苷

Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ

黄豆黄素

Ｇｌｙｃｉｔｉｎ

大豆苷元

Ｄａｉｄｚｅｉｎ

染料木素

Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ

含量（ｍｇ／１００ｇ）

Ｃｏｎｔｅｎｔ

柘城紫花糙Ｚｈｅｃｈｅｎｇｚｉｈｕａｃｈａｏ ２８．６ ２２３．６ ２２４．３ ４．２ ２１．０ １７．７ ５１９．３
桂阳紫金豆Ｇｕｉｙａｎｇｚｉｊｉｎｄｏｕ ３８．８ １２１．７ ２７０．８ ５．７ ９．３ １１．８ ４５８．２
万县泥巴豆Ｗａｎｘｉａｎｎｉｂａｄｏｕ ３４．４ ２６６．３ ２９４．３ ３．１ １２．６ １４．０ ６２４．８
建阳秋大豆Ｊｉａｎｙａｎｇｑｉｕｄａｄｏｕ ３４．２ ２３２．３ ２６２．５ ３．８ １２．６ １３．６ ５５８．９
宁南黑豆Ｎｉｎｇｎａｎｈｅｉｄｏｕ ３２．９ ９９．８ １２８．７ ４．５ ６．５ ９．４ ２８１．８
筠连九转豆Ｙｕｎｌｉａｎｊｉｕｚｈｕａｎｄｏｕ ４７．１ １１３．３ １７８．２ ４．１ ４．９ １１．５ ３５９．１
早踏扁青Ｚａｏｔａｂｉａｎｑｉｎｇ １９．３ １４１．４ １１５．７ ２．９ ６．０ ８．２ ２９３．６
启东羊眼豆Ｑｉｄｏｎｇｙａｎｇｙａｎｄｏｕ ２３．４ ９８．６ １１１．１ ３．２ ５．０ ８．１ ２４９．５
海系１３Ｈａｉｘｉ１３ １２．０ ６３．８ ７２．８ ３．２ ５．０ ７．８ １６４．６
豫豆２号 Ｙｕｄｏｕ２ ２５．５ ４７．７ ７０．４ ３．１ ６．４ ８．１ １６１．２

３　结论

毛细管电泳法主要缺陷之一是重现性问题。

笔者通过勤换电泳缓冲液并选择合适的内标物，

方法重现性大为提高。研究发现以鹰嘴豆芽素

Ａ作为内标物，保留时间适中，与异黄酮组分没
有干扰，分析效果较好。实验中由于无需大量有

机溶剂，分析样品时也不会污染毛细管柱子，可

延长柱子的使用寿命。采用硼砂作为缓冲溶液

廉价低毒，既可降低成本，又可减少对人体、环境

的危害和污染。

研究优化出了检测大豆籽粒中异黄酮含量的毛

细管电泳法。其具体电泳条件为：以含有体积分数

为５％甲醇的４０ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂溶液（ｐＨ＝１００）为电
泳缓冲液，压力进样２０ｓ，在２５℃、１６５ｋＶ恒压下
进行电泳分离，并在２５４ｎｍ波长处检测。该方法简
单快速、操作简便、线性关系和重现性好、准确度高，

可作为大豆籽粒中异黄酮成分测定的一种较理想的

检测方法，适合于大豆异黄酮种质资源的筛选和育

种材料的鉴定。

（下转２４４页）
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表５　豆制品中金属元素含量的测定结果（μｇ·ｇ－１）
Ｔａｂｌｅ５　Ｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｍｅｔａｌｅｌｅｍｅｎｔｓｉｎｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

元素

Ｅｌｅｍｅｎｔ

大豆

Ｓｏｙｂｅａｎ

豆腐

Ｔｏｆｕ

干豆腐

Ｄｒｉｅｄｔｏｆｕ

豆腐皮

Ｔｏｆｕｐｅａｌ

豆腐泡

Ｔｏｆｕｖｅｓｉｃｌｅ

豆腐干

Ｄｒｉｅｄ

ｂｅａｎｃｕｒｄ

豆浆

Ｓｏｙｂｅａｎｍｉｌｋ

腐竹

Ｆｕｚｈｕ

素鸡

Ｖｅｇｅｔａｒｉａｎ

Ｃｈｉｃｋｅｎ

Ｃｕ １３．４６ １．０５ ４．９２ ９．７３ ２．５３ ４．１５ １．６４ １０．２４ ５．４３

Ｆｅ １１９．２６ １０５．６１ １０６．１３ ６７．１３ ８５．４４ １０４．９２ ４．７２ １３１．２６ ７２．４６

Ｎｉ ３９．７５ ３９．５９ ３８．５９ ４１．１９ ４１．６６ ４２．３３ ０．５６ ４０．６９ ４０．８９

Ｃｄ １４．１１ － ０．５９ － － － － ０．８５ １７．１８

　注：“－”为未检出

　Ｎｏｔｅ：“－”Ｄｉｄｎ＇ｔｄｅｔｅｒｍｉｎｅｏｕｔ
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