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酸化处理的聚酰胺粉方法测定巴西绿蜂胶粉中 

总黄酮 

杨祖伟, 黄进丽, 苏杜威, 李  珍, 叶少文, 苏昭仑, 魏鲜娥, 陈绮梦* 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  建立以酸化聚酰胺粉吸附黄酮测定巴西绿蜂胶粉中总黄酮的方法。方法  将酸化聚酰胺粉吸附

总黄酮, 经甲醇洗脱, 用经酸化的标准溶液制备标准曲线, 测定样品中的总黄酮。结果  采用酸化聚酰胺粉吸附

黄酮 , 总黄酮在 2.137~21.370 μg/mL(r=0.99956)范围内具有良好的线性关系 , 平均加标回收率为 98.9% 

(RSD=0.7%, n=9)。结论  该方法有效提高总黄酮的洗脱效率, 回收率良好, 能够提升检测结果的准确性。 

关键词: 聚酰胺粉; 总黄酮; 巴西绿蜂胶粉 

Determination of total flavonoids in Brazilian green propolis powder by 
acidified polyamide powder 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of total flavonoids in Brazilian green propolis 

powder by acidizing polyamide powder washing. Methods  In the method, the acidizing polyamide powder is 

acidified to adsorb the total flavonoids, and then eluted with methanol. Prepare standard curve with acidified standard 

solution to determine the total flavonoids in the sample. Results  The total flavonoid had a good linear relationship 

in the range of 2.137 to 21.370 μg/mL (r=0.99956), and the average recovery was 98.9% (RSD=0.7%, n=9). 

Conclusion  The method can improve the elution efficiency and recovery rate of total flavonoids, it can improve the 

accuracy of the test results. 
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1  引  言 

巴西绿蜂胶属酒神菊属植物蜂胶 ,  被誉为“巴西国

宝”、“绿色黄金”, 具有提升机体免疫力、抗菌、消炎、抗

病毒、抗氧化、抗肿瘤、降血糖等功效[16]。巴西绿蜂胶含

有丰富的生物类黄酮, 总黄酮为其标志性成分之一 [7]。总

黄酮化合物包括黄酮、黄酮醇、二氢黄酮、二氢黄酮醇、

查耳酮、异黄酮类等化合物[8]。目前总黄酮的测定方法有 

高效液相色谱法、紫外分光光度法、薄层色谱法、荧

光光度法、毛细管电泳法等[913]。紫外分光光度法有简便、

准确度高[14]、重现性好和仪器简单[15]等优点, 但该测定方

法中使用未经处理的聚酰胺粉对黄酮吸附效率低, 导致检

测结果偏低, 本研究通过改变聚酰胺粉的酸碱度, 用甲醇

洗脱总黄酮, 以期得到洗脱效率高、结果更准确的测定巴

西绿蜂胶粉中总黄酮的方法, 为巴西绿蜂胶的质量监测提

供科学参考。 
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2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

UV-2450 可见光-紫外分光光度计[岛津(中国)有限公

司]; XA204 电子天平[220 g, 梅特勒-托力多仪器(上海)有

限公司]; TCL-10C 高速台式离心机(上海安亭科学仪器厂); 

P180H 超声波清洗器(德国艾尔玛 Plmasonic P 公司)。 

95%乙醇、苯、甲醇、盐酸、氢氧化钠(分析纯, 广州

化学试剂厂); 聚酰胺粉(100~200 目, 国药集团化学试剂有

限公司); 芦丁标准品(含量 92.6%, 中国食品药品检定研究

院); 玻璃层析柱四氟活塞砂芯层析柱(1.5 cm×25 cm)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准曲线绘制 

精密称取芦丁标准品 20 mg, 加甲醇溶解并定容至

100 mL, 即得 0.2 mg/mL。吸取芦丁标准溶液 0、0.1、0.2、

0.4、0.6、0.8、1.0 mL 于 10 mL 容量瓶中, 并分别加入     

50 μL 稀盐酸, 加甲醇至刻度, 摇匀, 于 360 nm 吸光度。以

浓度为横坐标, 吸光度为纵坐标, 绘制标准曲线。该标准

曲线的线性回归方程为 Y=0.03097X0.00101, r2为 0.99956,

其在 2.137~21.370 μg/mL 之间呈现良好的线性。 
 

 
 

图 1  标准曲线图 

Fig.1  Standard curve 
 

2.2.2  样品制备与测定 

取 1 g 聚酰胺粉至蒸发皿中, 分别加入 50 mg 研磨成细

粉的柠檬酸和无水碳酸钠, 充分混合均匀, 备用。称取定量

的样品至 50 mL 容量瓶中, 加乙醇适量溶解, 超声 20 min

至样品完全松散, 充分提取; 放至室温, 定容至刻度, 摇匀

并离心。吸取上清液 1.0 mL, 分别于经预先处理好的聚酰胺

粉中吸附, 并在水浴中挥去乙醇, 然后转入层析柱。先用  

20 mL 苯淋洗, 弃去苯液, 再用 50 mL 甲醇洗脱, 收集洗脱

液用甲醇定容至 50 mL。以甲醇为空白, 于波长 360 nm 测

定吸光度, 根据标准曲线, 计算样品中总黄酮含量。 

3  结果与分析 

3.1  不同实验方法对总黄酮检测的影响 

根据 2.2.2 分别验证溶液的酸碱性、聚酰胺粉的酸碱

性、不同洗脱体积、不同厂家的聚酰胺粉对巴西绿蜂胶粉

中总黄酮检测的影响 

3.1.1  溶液的酸碱性对吸光度的影响 

按 2.2.2 的方法, 用未经处理过的聚酰胺粉吸附总黄

酮, 洗脱, 得中性样品溶液。分别用氢氧化钠溶液和盐酸

溶液将中性样品溶液和芦丁标准溶液调成不同 pH 值的溶

液, 测定吸光度值, 见图 1。并在酸性、中性、碱性环境下

对相同浓度的芦丁标准溶液在 300~500 nm 区间进行光谱

扫描, 见图 2。由图 1 中可见, 标准溶液和样品溶液在酸性

区间吸光度稳定, 在碱性区间吸光度出现明显的偏离; 由

图 2 可明显看出, 在酸性环境下, 标准溶液的吸收峰要比

在中性环境下尖锐, 在碱性环境下, 吸收峰明显发生位移, 

这是由于黄酮能与碱发生反应, 引起吸收峰位移, 导致标

准溶液的吸光值在碱性环境下偏低; 由于样品溶液中的总

黄酮为多个黄酮的混合物, 不同的黄酮在碱性环境下峰的

位移不同, 所以在碱性环境下, 样品溶液的吸光度的变化

趋势与芦丁溶液不相同。因此, 在酸性环境下测定溶液的

吸光度更准确。 

 

 
 

图 2  溶液的酸碱性对吸光度的影响                             

Fig.2  Effect of acidity and alkalinity of solution on absorbency                   

 

 
 

图 3  芦丁标准溶液光谱扫描 

Fig.3  Spectral scanning of rutin standard solution  

 
3.1.2  聚酰胺粉的酸碱性对芦丁回收率的影响 

本实验对聚酰胺粉进行酸化和碱化处理, 发现酸化、

不处理、碱化处理的聚酰胺粉对芦丁的回收率分别为

99.5%、91.3%、83.1%, 回收率差异明显, 表明酸化的聚酰

胺粉能够提高总黄酮的洗脱效果。 

3.1.3  不同洗脱体积对实验结果的影响 

本实验对样品进行 25、50、100 mL 洗脱体积进行洗

脱, 发现洗脱体积为 50 mL 时, 可将巴西蜂胶中的总黄酮
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洗脱效率最高, 具体见表 2。 

 
表 1  聚酰胺粉的酸碱性对芦丁回收率的影响 

Table 1  Effect of the acidity and basicity of polyamide powder 
jgon the recovery rate of rutin 

处理方式 回收率/% 

酸化 99.5 

碱化 91.3 

不处理 83.1 

 

表 2  不同洗脱体积对实验结果的影响 
Table 2  Effect of different eluting volumes on determination of 

total flavonoids 

洗脱体积/mL 总黄酮/% 

25 8.56 

50 10.18 

100 10.15 

 

3.1.4  不同厂家聚酰胺粉对实验结果的影响 

本实验选取 3 个不同厂家的聚酰胺粉, 采用未处理的

聚酰胺粉和酸化处理的聚酰胺粉吸附总黄酮的方法检测同

一样品, 其中未处理的聚酰胺粉吸附总黄酮的方法测定总

黄酮含量为 8.1%~9.2%, 相对标准偏差(relative standard 

deviation, RSD)为 6.4%。酸化的聚酰胺粉吸附总黄酮的方

法测定总黄酮含量为 10.0%~10.3%, RSD 为 1.6%, 见表 3, 

表明未经处理的聚酰胺粉检测总黄酮偏低, 结果差异明显, 

经酸化处理的聚酰胺粉吸附总黄酮的方法能够有效提高总

黄酮的洗脱效率, 减少不同厂家聚酰胺粉之间的差异。 

 
表 3  不同厂家聚酰胺粉对总黄酮测定的影响 

Table 3  Effect of polyamide powder from different 
manufacturers on determination of total flavonoids 

 未处理/% 酸化处理/% 

聚酰胺粉厂家 1 8.7 10.1 

聚酰胺粉厂家 2 8.1 10.0 

聚酰胺粉厂家 3 9.2 10.3 

RSD/% 6.4 1.6 

 

3.2  方法学验证 

3.2.1  精密度实验 

取 3 批次巴西绿蜂胶, 按 2.2.2 的方法测定样品中的

总黄酮含量, 结果总黄酮的 RSD%为 1.4%~2.2%, 精密度

良好。 

 
表 4  精密度实验(n=6) 

Table 4  The precision of the experiment (n=6) 

序号 1 2 3 4 5 6 平均值 RSD/% 

1 9.91 10.13 10.21 10.34 10.13 10.18 10.2 1.4 

2 11.89 11.54 11.36 11.47 11.22 11.58 11.5 2.0 

3 10.55 10.38 10.72 10.67 10.26 10.88 10.6 2.2 

 
3.2.2  回收率实验 

取 9 份样品, 分别加入芦丁标准溶液, 按 2.2.2 测定, 

计算回收率。平均回收率为 98.9%, RSD 为 0.7%, 回收率

良好。 
 

表 5  总黄酮加标回收试验结果(n=9) 
Table 5  Total flavonoids plus standard recovery test results 

(n=9) 

加标量/mg 测得加标量/mg 回收率/% 平均回收率/% RSD/%

20.15 20.05 99.50 

98.9 0.7 

21.22 20.75 97.78 

20.63 20.42 98.98 

27.41 26.94 98.28 

28.65 28.31 98.81 

28.01 27.64 98.67 

36.53 36.13 98.90 

35.35 35.05 99.15 

35.14 35.19 100.14 

4  结论与讨论  

本研究采用酸化处理的聚酰胺粉方法测定巴西绿蜂胶

粉中总黄酮的测定, 总黄酮在 2.137~21.370 μg/mL(r=0.99956)

范 围 内 具 有 良 好 的 线 性 关 系 , 平 均 加 标 回 收 率 为

98.9%(RSD=0.7%, n=9)。该方法有效提高总黄酮的洗脱效

率, 回收率良好, 能够提升检测结果的准确性。 
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