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　　摘要：采用高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称ＨＰＬＣ）同时测定不同来源的苦荞粉中芸
香苷、槲皮素和山奈酚３种成分含量，并比较其差异。应用ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＥｘｔｅｎｄ－Ｃ１８（５μｍ，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ）柱，

流动相为甲醇－０．１％乙酸溶液，梯度洗脱，检测波长为３６５ｎｍ，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３５℃，进样量为２０μＬ。
结果表明，在不同来源的苦荞粉中，３种黄酮类成分含量差异较大。以苦荞芽苗菜制作的苦荞粉，芸香苷、槲皮素的含
量明显高于以荞麦叶、籽粒制作的苦荞粉，而山奈酚含量则以籽粒粉中的最高。由结果可知，高效液相色谱法由于可

节约时间和成本，且结果准确可靠，可用于苦荞粉的质量控制；用芽苗菜制作的苦荞粉中芸香苷含量最高，更适宜用来

开发以苦荞粉为基础的各类食品。
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　　苦荞是一种蓼科荞麦属植物，因其有高含量的淀粉
（７１．６％～７２．６１％）以及抗氧化物质黄酮，兼具药食两用的效
果。苦荞的栽培主要集中在我国西南地区，包括四川、云南、贵

州等省（区），四川省的凉山州被认为是苦荞种植的发源之地，

是当前世界上苦荞麦分布最集中、种植面积最大的产区［１］。贵

州省威宁县地处贵州西北部，高海拔、苦寒环境适合苦荞的种

植，播种面积达５．３３万ｈｍ２以上，是贵州省重要的苦荞生产基
地，也是国内苦荞生产极其重要的原料供应基地［２］。

由于苦荞丰富的氨基酸成分，以及具有降血压、降血脂、

抗氧化作用的黄酮类物质［３－４］，已经被开发成形式多样的产

品，包括苦荞茶、苦荞面条、苦荞沙琪玛等。贵州省威宁县的

苦荞加工可追溯到６００多年前，威宁县生产的荞酥成为明朝
开国皇帝朱元璋的御用贡品。经过多年的发展和工艺改进，

目前贵州省威宁县的苦荞加工产品有荞酥、苦荞米、苦荞酒、

苦荞饭等。而经过特殊工艺精制而成的苦荞粉，是面条、馒

头、饺子、糕点等食品的添加原料，且由于工艺不复杂、营养成

分损失少等特点，非常适合“三高”人士作为主食食用。２０１４
年，农业部发布了 ＮＹＴ８９４—２０１４《绿色食品　荞麦及荞麦
粉》行业标准，对苦荞粉中的总黄酮、水分、黄曲霉毒素、重金

属等提出了不同限度要求，其中总黄酮含量采用分光光度法

以芸香苷含量为标准进行测定。但是，单一成分的测定不能

真实反映苦荞粉中总黄酮含量的实际水平，达不到综合评价

的效果。本研究采用高效液相色谱法，同时测定３个不同部
位的苦荞粉（籽粒粉、芽苗菜粉、荞麦叶粉）中３种主要黄酮
类活性成分芸香苷、槲皮素和山奈酚含量，并对其进行比较研

究，以期为苦荞粉的应用和质量控制提供依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
ＭＳ１０５ＤＵ电子天平，购自上海闵胜科技有限公司；ＬＣ－

２０Ａ高效液相色谱仪，二极管阵列检测器为 ＳＰＤ－Ｍ２０Ａ，自
动进样器为ＳＩＬ－２０Ａ，高压输液泵为 ＬＣ－２０Ａ，购自日本岛
津公司。色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＥｘｔｅｎｄ－Ｃ１８（５μｍ，
２５０ｍｍ，４．６ｍｍ），购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；电热恒温水浴锅
（ＨＷＳ－２６），购自上海一恒科学仪器有限公司；ＬＧＪ－１０Ｂ真
空冷冻干燥机，购自杭州创意真空冷冻干燥设备厂；ＣＳ－７００
超微粉碎机，购自广州市旭朗机械设备有限公司；ＵＶ－２４５０
紫外可见分光光度计，购自日本岛津公司。

芸香苷、槲皮素、山奈酚标准品，均购自中国医药集团化

学试剂有限公司。甲醇、乙酸为色谱纯，购自贵州金摩尔化学

有限公司。黔苦１号苦荞种子、苦荞芽苗菜由贵州省生物技
术研究所提供，苦荞叶片采自贵州省威宁县试验地。

１．２　试验方法
本试验于２０１６年８—１２月在贵州省农业科学院生物技

术研究所农业生物技术重点实验室及贵州省威宁县农业科学

院试验地完成。苦荞品种为黔苦６号。
１．２．１　不同来源苦荞粉的获得　籽粒粉：参照濮生财等的方
法［５］制得。芽苗菜粉的制作：选择籽粒饱满的荞麦种子放在

平皿中，加入适量清水浸泡１０ｈ后，将种子转移至另一个干
燥平皿中放置１６ｈ左右。然后将种子均匀地码在铺有纱布
的带孔塑料盆中，将纱布盖上，每天撒适量清水于纱布上，使

其保持湿润。约７ｄ后，种子经过发芽、生根、长叶，将上层纱
布打开，维持１０ｈ左右，使叶片可以获得足够光照，保证芽苗
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菜有充足的水分。在第１３天左右，收集苦荞芽苗菜５００ｇ，于
－３０℃冰箱预冷冻１２ｈ，然后在真空冷冻干燥器中将芽苗菜
冻干，并用超微粉碎机将其打成粉末，即得芽苗菜苦荞粉。荞

麦叶粉的制作：荞麦叶片采自贵州省威宁县试验地，制粉过程

与芽苗菜粉制作过程一致。

１．２．２　色谱条件　色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＥｘｔｅｎｄ－Ｃ１８
５μｍ，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３５℃，
进样量为２０μＬ，检查波长为３６５ｎｍ，流动相Ａ：甲醇，流动相
Ｂ：０．１％ 乙酸，进样量为２０μＬ，根据表１进行梯度洗脱。

表１　梯度洗脱程序

时间

（ｍｉｎ）
流动相Ａ
（％）

流动相Ｂ
（％）

０ ４５ ５５
５ ６５ ３５
１０ ８０ ２０
１５ ７５ ２５
２０ ４５ ５５
２５ ４５ ５５

１．２．３　溶液样品的制备　标准使用液的制备：分别精确称取
１０ｍｇ对照品芸香苷、１０ｍｇ槲皮素、１０ｍｇ山奈酚于２５ｍＬ量
瓶中，用甲醇定容，配成浓度分别为４００μｇ／ｍＬ的对照品贮
备液。

分别量取５ｍＬ芸香苷、３ｍＬ槲皮素、２ｍＬ山奈酚的对照
品贮备液于１０ｍＬ容量瓶中，分别制成芸香苷、槲皮素、山萘
酚浓度约为２００、１２０、８０μｇ／ｍＬ的混合对照品使用液，然后用
甲醇进行稀释，经０．４５μｍ滤膜过滤，进样２０μＬ，进行高效
液相 色 谱 （ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简 称
ＨＰＬＣ）分析，绘制标准曲线图。

供试样品溶液制备：分别精确称取苦荞粉样品约１ｇ，于
８５℃用９０％甲醇索氏提取，旋转蒸发浓缩于１００ｍＬ量瓶中，
加甲醇定容，取１ｍＬ于１０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度。
吸取上述样品，经０．４５μｍ滤膜过滤，进样２０μＬ，进行色谱
分析，用外标法计算样品中的芸香苷、槲皮素、山萘酚含量。

２　结果与分析

２．１　系统性试验
分别精确吸取混合标准使用液、苦荞供试品溶液各

２０μＬ，用ＬＣ－２０Ａ高效液相色谱仪进行测定，获得液相色谱
分离图。由图１可以看出，芸香苷、槲皮素及山奈酚与其相邻
色谱峰的分离度均大于１．５，理论塔板数、各色谱峰面积均超
过１００００，溶剂对谱峰几乎无干扰。
２．２　波长的选择

通过ＵＶ－２４５０日本岛津紫外可见分光光度计，在１９０～
３８０ｎｍ范围内分别对混合对照品溶液中的芸香苷、槲皮素和
山奈酚色谱峰进行紫外扫描，结果显示，上述３种成分均在
２８０、３６５ｎｍ附近有最大吸收，因此本研究选择２８０、３６５ｎｍ２
个波长，对样品进行检测。由于３６５ｎｍ紫外光获得的 ＨＰＬＣ
谱峰较好，因此最后选择吸收波长为３６５ｎｍ的紫外光对样品
进行检测。

２．３　流动相选择
在试验过程中，采用甲醇－水、甲醇－０．１％磷酸、甲醇－

０．１％乙酸作为流动相，结果发现以甲醇－水、甲醇－０．１％磷
酸作为流动相的色谱峰存在拖尾现象，没有达到理想的分离

效果。而以甲醇－０．１％乙酸溶液作为流动相以后，可明显改
善ＨＰＬＣ色谱峰峰形，分离效果较好。因此，本研究最终选择
甲醇－０．１％乙酸溶液为流动相。
２．４　线性关系分析

分别精确量取适量混合标准品溶液，用甲醇进行稀释，使

各成分的浓度达到如下水平：芸香苷，０．５、１、５、２５、５０、１００、
２００μｇ／ｍＬ；槲皮素，０．３、１．５、３、１５、３０、６０、１２０μｇ／ｍＬ；山萘
酚，０．２、１、２、１０、２０、４０、８０μｇ／ｍＬ。将各溶液注入液相色谱
仪，按照设定色谱条件进行ＨＰＬＣ测定。平行进样测定３次，
以峰面积平均值ｙ与进样量 ｘ（μｇ）进行线性回归，得回归方
程（表２）。

表２　芸香苷、槲皮素、山奈酚线性回归方程

成分 线性方程 ｒ２ 检测限

（μｇ）

芸香苷 ｙ＝１５９９８．９ｘ－３２５１．１９ ０．９９９９７ ０．０１１
槲皮素 ｙ＝４０４６２．８ｘ－２１２２０．３ ０．９９９７８ ０．００４
山萘酚 ｙ＝４１５２５．２ｘ－１０７９９．０ ０．９９９８２ ０．００４

　　结果表明，所得线性方程的相关系数均在０．９９以上，表
明曲线具有很好的线性关系。以２倍基线噪声所对应的浓度
计算出本方法中芸香苷、槲皮素、山奈酚的检出限分别为

０．０１１、０．００４、０．００４μｇ，表明本方法的线性范围较宽。
２．５　精密度试验

精确吸取“１．２．３”节中的混合标准品溶液２０μＬ，按设定
的色谱条件连续进样６次，测得芸香苷、槲皮素、山奈酚峰面
积相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为０．２９％、０．２７％、０．２８％（ｎ＝
６），表明仪器精密度良好。
２．６　重复性试验

取同一批样品芽苗粉，按照“１．２．２”节中的方法，平行制
备４份供试样品溶液，分别进样测定。结果表明，芸香苷、槲
皮素、山奈酚平均含量分别为２５．２７、０．３１、０．０２１ｍｇ／ｇ，相对
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标准偏差分别为２．２２％、１．６３％、２．３７％（ｎ＝６），表明本法重
复性良好。

２．７　稳定性试验
取芽苗粉，按照“１．２．３”节中的方法，配制供试样品溶

液，分别于制备后０、１２、２４、４８ｈ进样测定。结果表明，芸香
苷、槲皮素、山奈酚峰面积 ＲＳＤ分别为 １．０６％、１．３１％、
１．４２％（ｎ＝６），表明４８ｈ内，供试样品溶液可保持稳定性。
２．８　加样回收率试验

在同一组容量瓶中，分别加入等量的芽苗粉样品，然后再

分别加入不同量的芸香苷、槲皮素、山奈酚标准混合溶液，测

定其回收率。结果表明，苦荞粉中芸香苷回收率为 ９７．７７％～
９９．１７％，槲皮素回收率为９３．９７％ ～９７．９９％，山奈酚回收率
为９６．７６％ ～９８．５９％，ＲＳＤ分别为 ０．７１％、２．０９％、０．９４％
（表３），符合定量分析中准确度的要求，回收效果较好。

表３　加样回收试验结果

组分
原水平

（ｍｇ）
添加水平

（ｍｇ）
测定水平

（ｍｇ）
回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

芸香苷 ３．２１ ２．８２ ５．９８ ９９．１７ ０．７１
３．２１ ３．５３ ６．５９ ９７．７７
３．２１ ４．２４ ７．３４ ９８．５２

槲皮素 ０．１４ ０．１０９ ０．２４４ ９７．９９ ２．０９
０．１４ ０．１４２ ０．２６５ ９３．９７
０．１４ ０．１６５ ０．２９３ ９６．０７

山奈酚 ０．０８３ ０．０８４ ０．１６３ ９７．６０ ０．９４
０．０８３ ０．１０２ ０．１７９ ９６．７６
０．０８３ ０．１３１ ０．２１１ ９８．５９

２．９　３种苦荞粉中黄酮类物质含量测定
采用ＨＰＬＣ法，对芽苗粉、荞麦叶粉、籽粒粉中的芸香苷、

槲皮素、山奈酚进行测定，利用外标法计算其含量。表４结果
表明，芸香苷在各种苦荞粉中的含量高于槲皮素、山奈酚；芸

香苷、槲皮素在芽苗粉中的含量均高于荞麦叶粉、籽粒粉，而

山奈酚在籽粒粉中的含量最高，其次是芽苗粉，在荞麦叶粉中

山奈酚含量最低。

表４　不同来源苦荞粉中黄酮类物质含量（ｎ＝４）

黄酮类别 原料
含量

（ｍｇ／ｇ）

芸香苷 芽苗粉　 ２５．１６±１．０６
荞麦叶粉 ２４．８６±１．２１
籽粒粉　 １２．３３±０．２１

槲皮素 芽苗粉　 ０．２６２±０．０３
荞麦叶粉 ０．１９６±０．０１
籽粒粉　 ０．１４５±０．０１

山萘酚 芽苗粉　 ０．０１０８±０．０００２
荞麦叶粉 ０．００６７±０．０００９
籽粒粉　 ０．０１２３±０．００３０

３　讨论与结论

采用ＨＰＬＣ法，对用苦荞籽粒、芽苗菜、荞麦叶制作成的

苦荞粉中的芸香苷、槲皮素、山奈酚进行精确定量分析，结果

表明，芸香苷、槲皮素含量在芽苗粉中的含量最高，在籽粒粉

中含量最低。有研究发现，苦荞籽粒在萌发过程中，一些活性

成分如芸香苷、槲皮素、Ｄ－手性肌醇等的含量会显著上升，
特别是芸香苷，含量可上升十几倍［６－８］。一般荞麦种子在萌

发过程中，苯丙氨酸解氨酶（ＰＬＡ）活性上升，而黄酮类物质的
含量随着ＰＬＡ活性增强而上升［９］，因此，苦荞籽粒萌发成芽

苗菜后，芽苗菜中的芸香苷、槲皮素含量显著上升。赵玉平等

测定和分析了苦荞麦不同器官中的黄酮含量差异，结果发现

苦荞叶片中的芸香苷、槲皮素含量显著高于籽粒［１０－１１］。因此

可见，本试验结果与前人的研究结果一致。

本研究表明，苦荞籽粒粉中的山奈酚含量最高，然后是芽

苗粉，荞麦叶粉中的含量最低。这与夏清等的研究结果［１２－１３］

类似，具体的原因有待进一步分析。

综上所述，本研究建立的ＨＰＬＣ检测体系，可应用于苦荞
粉中芸香苷、槲皮素、山奈酚的精确定量分析，方法简便快速，

结果准确，且节省了时间，可用于苦荞粉的质量控制。
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