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摘要　建立一种测定大豆中异黄酮类成分含量的紫外分光光度法分析方法。以染料木素为对照
品，利用染料木素与氢氧化钠产生反应，在２７１ｎｍ波长处有最大吸收峰，用紫外分光光度法测定大
豆中总异黄酮的含量。大豆中总异黄酮的含量为４７８４ｍｇ／ｇ，加样回收率为１００９％，相对标准偏
差为２０％。方法简便、准确、重现性好，可作为检查大豆中异黄酮的含量的一种手段，适用于大豆
及其保健品的日常分析和质量控制。
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　　大豆是豆科植物大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ．）Ｍｅｒｒ．）
的成熟种子，大豆中含有的大豆异黄酮是一类重要

的生理活性物质，具有多种生理功能，如抗肿瘤作

用；对血管的防护作用；雌激素双向调节作用；预防

骨质疏松症；较强的抗氧化活性和抗真菌活性

等［１，２］。

现在已有不少关于大豆异黄酮含量的测定方

法，如高效液相色谱法、毛细管电泳法和酶联免疫吸

附分析法等［３，４］。这些方法需要设备昂贵，且操作

繁杂。此外还有用紫外分光光度法测定总大豆异黄
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酮的报道，且含量测定时多以甲醇或乙醇作为溶

剂［５～７］，而大豆异黄酮溶解性较差而使其准确性受

到限制。本实验利用染料木素与氢氧化钠产生反

应，溶解度增加，并在２７１ｎｍ波长处产生最大吸收
峰的特性，采用紫外分光光度法在２７１ｎｍ波长处测
定大豆中异黄酮的含量，建立一种测定大豆中总异

黄酮含量的新方法。

１　材料和方法

１．１　仪器与试剂
λ－２紫外分光光度仪，美国 ＰＥ公司。ＲＥ－

５２Ａ旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂。
正己烷（Ａ．Ｒ），天津化学试剂厂；无水乙醇（Ａ．

Ｒ），天津化学试剂厂；氢氧化钠（Ａ．Ｒ），河北辛集化
工厂；染料木素对照品（含量约为 ９８％），Ｓｉｇｍａ公
司。大豆购自石家庄市乐仁堂药店，经河北医科大

学严玉萍副教授鉴定为正品，留样凭证存放于河北

医科大学中医学院药用植物教研室。

１．２　测定程序

图１ 染料木素标准曲线

Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｇｅｎｉｓｔｅｉｎ

１．２．１　样品溶液制备［８］　　取符合实验要求的大
豆，粉碎，过１０目筛，精密称取５克。加正己烷４０
ｍＬ超声震荡脱脂 ２５ｍｉｎ，弃去正己烷，重复一次。
残渣加入５０ｍＬ７０％乙醇溶液，８５℃热回流提取３
次，每次１ｈ，收集提取液。减压回收溶剂至干，加
ＮａＯＨ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ）溶液溶解，定容为２５０ｍＬ，作为
供试品液。精密移取供试品液２ｍＬ置１００ｍＬ量瓶
中，加ＮａＯＨ（００１ｍｏｌ／Ｌ）溶液定容至刻度，摇匀。
平行操作三份。

１．２．２　标准曲线绘制　　精密称取１２０℃干燥至
恒重的染料木素 １０２ｍｇ，置 ５０ｍＬ容量瓶中，加
００１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液定容至刻度，摇匀。精密吸
取此溶液０５、１０、２０、３０、４０ｍＬ分别置于１００

ｍＬ容量瓶中，加００１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ定容至刻度，摇
匀，以００１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液为空白溶液，在 ２７１
ｎｍ处测吸收度。以吸收度（Ｙ）为纵坐标，染料木素
浓度（μｇ／ｍＬ）（Ｘ）为横坐标绘制标准曲线，结果表
明染料木素浓度与吸收度呈良好线性关系。回归方

程为Ｙ＝０１６９８Ｘ＋０００５９，ｒ＝１００００。
１．２．３　样品测定　　以０．０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液为
空白溶液，在２７１ｎｍ处测吸收度。每个样品重复测
定２次。

２　结果与讨论

２．１　溶剂的选择
从染料木素的结构特点及理化性质可知，其具

有强疏水性，难溶于水、稀盐酸等，微溶于甲醇、乙

醇。选择上述溶液作为染料木素的溶出介质不适

宜。根据染料木素及异黄酮类化合物的理化特性

（结构中含有酚羟基呈现弱酸性，易溶于稀碱），选

择稀氢氧化钠（００１ｍｏｌ／Ｌ）溶液溶解大豆提取物
中异黄酮类化合物，是简便可行的。

２．２　波长选择
经过对照品紫外扫描图谱可得知，最大吸收峰

都在２７１ｎｍ，且最大吸收峰周围干扰较小，我们就把
２７１ｎｍ作为测定波长。

图２ 染料木素紫外扫描图

Ｆｉｇ．２ ＵＶｓｐｅｃｔｒａｏｆｇｅｎｉｓｔｅｉｎ

２．３　线性关系考察
本法中，染料木素在０．５１～４．０８μｇ／ｍＬ范围

呈良好线性关系（图１），相关系数 ｒ＝１００，测定上
限可达８０μｇ／ｍＬ，下限为０２μｇ／ｍＬ。
２．４　加样回收率

精密吸取标准品溶液２５、５０、２５、５０、２５μＬ，分
别置５只５ｍＬ容量瓶中，再分别精密加入供试液
３００μＬ，００１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ定容至刻度，摇匀，按
“１２３”项操作，计算回收率，结果平均回收率为
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１００９％，ＲＳＤ为２０％。 表１　加样回收率
Ｔａｂｌｅ１Ｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ

编号

Ｎｏ．

加入量（μｇ）

Ａｄｄｅｄ

测定值（μｇ）

Ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ

回收率（％）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

１ ２．５５ ２．４９ ９９．２
２ ５．１０ ５．２１ １０２．２
３ ２．５５ ２．５９ １０１．６
４ ５．１０ ５．０１ ９８．２
５ ２．５５ ２．６３ １０３．１

平均回收率（％）

Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ（％）
１００．９

ＲＳＤ（％） ２．０（ｎ＝５）

２．５　精密度试验
精密度实验 精密吸取标准品溶液１００μＬ，分

别置５只５ｍＬ容量瓶中，加００１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ定容
至刻度，摇匀，按“１２３”项操作，测定吸收度，ＲＳＤ
为１３％。
２．６　样品测定

取已制备好的三份样品溶液测定，每份样品按

测定程序测定２次，以染料木素计量大豆异黄酮含
量，所得结果如表２。

表２　样品中大豆异黄酮含量
Ｔａｂｌｅ２ Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｉｎｓａｍｐｌｅｓ

编号

Ｎｏ．

吸光度

Ａｂｓｏｒｂｅｎｃｙ

含量（ｍｇ／ｇ）

Ｃｏｎｔｅｎｔ

平均值（ｍｇ／ｇ）

Ａｖｅｒｇｅ
ＲＳＤ（％）

１ ０．３３２ ４．８０１

０．３４１ ４．９３４

２
０．３２１

０３２７

４．６３９

４７２８
４．７８４ ２４（Ｎ＝６）

３
０３３８

０３２６

４．８９０

４７１３

３　结论
本法简便、快速、选择性好、线性范围宽、重现性

好、能全面反映样品中大豆异黄酮的总含量，适用于

大豆异黄酮的质量检测和测定，尤其是生产过程的

质量控制。

采用稀碱溶液溶解异黄酮，增加了异黄酮的溶

解度，使得大豆异黄酮含量测定准确度大大提高。

同时由于大豆异黄酮与碱发生反应，使得其自身最

大吸收波长发生红移，这使得紫外吸收峰远离末端

吸收，也提高了大豆异黄酮含量测定准确度。
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