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通过与水浴回流法比较!建立了全自动加压溶剂萃取法!可简单$快速测定洋葱中保健活性物质芦丁和槲皮素含量% 采用高

效液相色谱仪在 ’()*+ 波长处测定芦丁和槲皮素含量% 色谱柱为 ,$)柱!流动相为甲醇-磷酸溶液&.)/0!!体积比#!以 $1&+23+4*
流速等度洗脱! 外标法定量% 结果表明! 在芦丁和槲皮素质量浓度为 &5$6!&&+738 时! 其线性相关系数均大于 &5%%%% 在 !5&6
#&&+7397 的添加水平下!芦丁和槲皮素的平均回收率分别为 )’5.:6%05!:和 )05):6%#5!:’相对标准偏差分别为 !5%:6;50:
和 05!:6(5%:&!<(#% 全自动加压溶剂萃取法的检出限&8=>#!芦丁和槲皮素分别为 "5".!"5"’+7397% 定量限&8=?#!芦丁和槲

皮素分别为 "5!!"5$+7397% 研究建立的运用全自动加压溶剂萃取仪提取$高效液相色谱测定洋葱中芦丁和槲皮素的方法!线性良
好!重现性较好!灵敏度较高!能够满足蔬菜和水果等农产品中芦丁和槲皮素的快速检测%

全自动加压溶剂萃取仪’高效液相色谱法’芦丁’槲皮素
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& 引言
洋葱是一种保健型蔬菜!所含的类黄酮是起保健作用的

生物活性物质之一" 类黄酮属植物次生代谢产物!食品界现
已将它作为保健功能因子应用于保健食品的加工中" 目前已
知的主要功能包括消除自由基#扩张血管#改善微循环#降血
脂#降胆固醇及防治心脑血管疾病等" 已有研究表明!一些类
黄酮!如槲皮素的抗氧化活性远高于传统的抗氧化物质$!"#

!#%$%&" 类黄酮广泛分布在植物组织细胞中!在花#叶#果实中!
多以类黄酮苷的形式存在!而在木质部组织中!多以游离的
类黄酮苷元的形式存在 $’&" 类黄酮在蔬菜作物中的分布也十
分广泛!含量较高的蔬菜种类为百合科葱属蔬菜#十字花科
蔬菜 $(&" 蔬菜中主要存在 ) 种形式的类黄酮!即槲皮素#山奈
黄素#杨梅黄酮#芹菜素#毛地黄黄酮!前三种属于黄酮醇!后
两种属于黄酮$*&" 洋葱为百合科葱属植物!其主要的类黄酮物
质是芦丁和槲皮素" 芦丁为槲皮素的糖苷!在酸性条件下可
水解成槲皮素"
类黄酮物质的化学稳定性不高!在样品提取和加工中经

常因化学作用而降解和变色! 影响变色反应的条件包括 +,
值#温度#光照#氧#酶#金属离子#氧化剂等" 目前国内外对芦
丁和槲皮素的研究大多集中在中草药和水果的提取与测定

两个方面 $)-.&" 常用的提取方法为超声提取法和水浴回流法"
超声提取法中!由于溶剂温度随超声时间的长短产生不同的
变化!可控性不强!可引起提取效率的不同!影响含量测定的
精密度" 白凤梅等$/0&利用水浴回流法对洋葱中槲皮素的含量

进行研究!该方法步骤繁琐!萃取时间长达数小时!溶剂消耗
量大!准确性偏低" 全自动加压溶剂萃取仪是一种专用于固
体#半固体样品的快速样品前处理装置!能同时提取样品中
的各类微量有机物质!萃取时间短!消耗溶剂少!非常适合于
色谱#色质联用等常规分析仪器的样品预处理" 测定方面!国
内的相关分析多集中于总类黄酮含量的测定!常用的方法为
比色法和高效液相色谱法$,123%$%%-%4&" 比色法的干扰因素较
多!结果准确度不高!但操作简单!成本低&高效液相色谱法
能够准确测定样品含量!是目前检测机构常用的方法" 因此!
对于类黄酮物质的研究!建立稳定快速的提取方法是研究的
关键" 本文以洋葱为研究对象!建立了利用全自动加压溶剂
萃取仪进行芦丁和槲皮素提取!以及利用 ,123 法进行测定
的方法!以期为今后的科学研究提供有力的技术支撑"

$ 材料!仪器和方法
$’$ 仪器与试剂

512674000 型全自动加压溶剂萃取仪$北京吉天仪器有
限公司%&高效液相色谱仪!配二级管阵列检测器$美国 589:;<=
公司%& 色谱柱为 589:;<= >9?@A<B9: 3%C $4)0@@!*DE@@ 9FGF!
)!@%&H;==:;I 56 ’*0 型万分之一天平$梅特勒仪器$上海%有
限公司%&H;==:;I JA:;GA 12 E047K 型电子天平 $梅特勒7托利
多仪器$上海%有限公司%&电热恒温鼓风干燥箱$天津市中环
实验电炉有限公司%&1L:M;I9B;==; 4 型实验室臼式研磨仪 $德

国 NI9=BOP 公司%&H9::9QR 纯水器$美国 H9::9+AI; 公司%&旋转
蒸发仪$瑞典 SLOP9 公司%&电热恒温水浴锅$北京科伟永兴仪
器有限公司%"
芦丁标准品!纯度!.)T$K98@?公司%&槲皮素标准品!纯

度!..T$K98@? 公司%&甲醇 $,123 级!UF JF S?V;I 公司%&石
油醚$分析纯!北京化学试剂公司%&磷酸$分析纯!北京化工
厂%&实验用水为 H9::9QR超纯水"
$’! 标准溶液的配制
分别准确称取 %0@8$精确至 0F%@8%芦丁和槲皮素标准品!

加入少量甲醇溶解!移至 4)@2容量瓶!用甲醇定容!混匀!得
到 *00@8W2标准储备液" 取适量标准储备液! 用甲醇稀释成
’00!)0!X0!X!0FX@8W2系列标准溶液" 置于Q40"冰箱保存"
$’( 样品前处理方法
样品为市售紫皮洋葱" 去外皮!切碎!于 E)"电热恒温

鼓风干燥箱烘 4*P!磨碎" 样品处理分别用两种方法’水浴回
流法#全自动加压溶剂萃取法"

$’(’$ 水浴回流法
参考白凤梅等 $X0&方法!称取烘干磨碎的洋葱样品 XF008

于 X)0@2 圆底烧瓶中! 加入石油醚 X)@2!)0"水浴回流 XP!
除去脂溶性物质 ! 然后旋转蒸干石油醚 ! 加入 Y)T甲醇
C0@2!.0"水浴回流 (P" 取出圆底烧瓶! 自然冷却! 过滤于
X00@2 容量瓶中!用少量 Y)T甲醇清洗滤渣!合并滤液!Y)T
甲醇定容" 滤液经 0F*)!@ 微孔滤膜过滤后!上机检测"
$’(’! 全自动加压溶剂萃取法
将全自动加压溶剂萃取仪上的萃取池取下!装填适量玻

璃珠! 上层放入滤片" 将称取的洋葱样品 XF008 放置于滤片
上!拧上萃取池的上盖!放置于仪器卡槽上"

$X% 除杂过程’石油醚去脂"
萃取溶剂’石油醚&萃取压力’X0H1?&预热时间’X40B&加

热时间’X40B& 萃取时间’E0B& 加热温度’X00"& 淋洗体积’

*0T&氮吹时间’E0B&循环次数’X"
$4% 萃取过程’甲醇提取类黄酮物质"
萃取溶剂’甲醇&萃取压力’X0H1?&预热时间’0B&加热时

间’(00B&萃取时间’(00B&加热温度’X40"&淋洗体积’*0T&氮
吹时间’X00B&循环次数’4"
萃取完成后!取下样品收集瓶!转移至 X00@2 容量瓶中!

用少量 Y)T甲醇清洗样品收集瓶! 合并滤液!Y)T甲醇定容"
滤液经 0F*)!@微孔滤膜过滤后!上机检测"
$’) 色谱条件
色谱柱’589:;<= >9?@A<B9: "XC 柱 $*FE@@!4)0@@!)!@%&

流动相’甲醇Q0F*T磷酸溶液$+,Z(!体积比 )C[*’%!等度洗
脱& 检测波长 (EC<@& 流速 XF0@2W@9<& 柱温 (0"& 进样量

X0!2" 根据色谱峰的保留时间定性!外标法定量"

! 结果与讨论
!’$ 色谱条件优化
实验比较了乙腈Q水#甲醇Q水#乙腈Q磷酸溶液#甲醇Q磷
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图 ! 洋葱样品的液相色谱图
’()* ! +,-. /0123452)143 26 175(8 489

:7;1/;5(8 (8 28(28 <43=>;

表 ! 芦丁和槲皮素的回归方程$相关系数$方法检出限和定量限
?4@>; ! A;)1;<<(28 ;:745(28<B /211;>45(28 /2;66(/(;85<B 9;5;/5(28 >(3(5< 489 :7485(545(28

>(3(5< 621 175(8 489 :7;1/;5(8

化合物名称 回归方程 相关系数 !"#$!%&"’&()# !"*$!%&"’&()#
芦丁

槲皮素

!+),-./0"1)2/03
!+,.-234"!5/-.46

2-///4
2-////

2-26
2-2,

2-5
2-)

酸溶液 3种流动相体系$ 发现甲醇(磷酸溶液的分离效果较
好$且有效地改善了峰形$避免拖尾峰的出现%
为了考查磷酸浓度对保留时间的影响$分别采用体积浓

度为 2-37$)-27$5-27磷酸溶液% 结果表明$磷酸浓度对样品
的分离效果并没有显著影响% 考虑到流动相酸性强度对色谱
柱的损害$最终选用甲醇(2-37磷酸溶液!体积比 64835#作为
流动相%
在第 )-3节的色谱条件下$芦丁和槲皮素标准品的 9:!;

图谱如图 )所示$芦丁保留时间为 3-.5/%<=&槲皮素保留时间
为 /-3/,%<=%洋葱样品中芦丁’槲皮素的色谱峰与溶剂峰及干
扰峰完全分离$如图 5所示%

!*! 方差分析
在第 )-, 节的样品前处理中$ 分别称取同一洋葱样品 .

份$其中 ,份用于水浴回流法$另外 ,份采用全自动加压溶剂
萃取法% 比较两种提取方法所测定的芦丁和槲皮素含量$结
果见表 )%经方差分析$芦丁与槲皮素的 #值均小于 #2-26$表明
两种前处理方法对实验结果没有显著差异%

!*C 线性关系与检出限
将芦丁和槲皮素标准溶液 2-)$)$)2$62$522%&$!$按照质

量浓度从低到高依次进样$分别以芦丁和槲皮素标样的质量
浓度为横坐标$以峰面积为纵坐标$得到标准曲线% 由表 5 可
知$芦丁和槲皮素在 2-)"522%&$! 范围具有良好的线性关系%
在空白样品中添加芦丁和槲皮素标准溶液$分别按照信噪比
!$$%#等于 , 和大于 )2$计算全自动加压溶剂萃取法的检出
限 !!"##和定量限!!"*#$如表 5 所示$该方法线性范围较
宽’灵敏度较高%

!*D 回收率与相对标准偏差
称取洋葱样品 )-22&$加入芦丁和槲皮素标准溶液$后续

操作与第 )-,-5节相同% 实验选择 5-2$52$)22%&$’& , 个水平
进行添加回收实验$每个水平重复 .次测定$结果见表 ,% 芦
丁和槲皮素的的平均回收率分别为 4,-67>/3-57和 43-47>
/)-57& 相对标准偏差 !?@## 分别为 5-/7>0-37和 3-57>
.-/7%

图 # 芦丁和槲皮素标样的液相色谱图
’()* # +,-. /0123452)143 26 175(8 489

:7;1/;5(8 <5489419 <43=>;

表 # 两种提取方法的方差分析
?4@>; # E84>F<(< 26 G41(48/; @;5H;;8 5H2

;I514/5;9 3;5029<

化合物

名称
提取方法

含量

$!%&"’&()#
平均含量

$!%&"’&()#
方差 # #2-26

芦丁

水浴回流法

30-3
3.-/
30-0

30-, 2-).

5-.) 0-0)
全自动加压

溶剂萃取法

30-6
34-,
30-4

30-/ 2-).

槲皮素

水浴回流法

.3-3

.6-5

.3-)
.3-. 2-,5

)-23 0-0)
全自动加压

溶剂萃取法

.6-.

.3-6

.6-2
.6-2 2-,2
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表 ’ 不同添加浓度下芦丁和槲皮素的回收率
与相对标准偏差"!()$

*+,-. ’ /.012.34 3+5.6 +78 /9:6 1; 3<5=7 +78 ><.30.5=7
=7 8=;;.3.75 6?=@.8 -.2.-6 A!()B

化合物名称 添加浓度!!"#"$#%&# 平均回收率’( )*+,(

芦丁

-./
-0
&00

1234
52.6
573-

637
-35
431

槲皮素

-30
-0
&00

1731
5&3-
1538

436
73-
835

’ 结论
采用水浴回流法$全自动加压溶剂萃取法提取洋葱中芦

丁和槲皮素含量%经方差分析没有显著差异& 水浴回流法操
作步骤繁琐%萃取时间较长%溶剂消耗量大%不利于类黄酮物
质的准确测定& 运用全自动加压溶剂萃取仪% 在高温 !40!
-00"#$高压!&0!-09:;#条件下%加快待测物从基体上的解
吸和溶解动力学过程%有效地缩短了提取时间%同时由于加热
的溶剂具有较强的溶解能力%也可节约溶剂用量& 本文建立的
运用全自动加压溶剂萃取仪提取$ 高效液相色谱测定洋葱中
芦丁和槲皮素的方法%线性良好%重现性较好%灵敏度较高%适
用于蔬菜和水果等农产品中芦丁和槲皮素的快速测定&
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!学术动态!

中国化学会将于 !"#$ 年 % 月 $&!!’ 日在武汉市召开 "第九届全国微型化学实验研讨会暨第七届中学微型实验研讨
会#$ 会议主题%"绿色&低碳&创新&和谐#$
征文内容%具有推广价值的微型实验方案&新仪器’含无机&有机&高分子&分析&物化和中小学自然科学(的新 () 的软硬

件)微型实验在科学研究与工农业生产中的应用)推广应用 () 经验总结与问题讨论’如%()在生态文明建设中的作用&() 与
创新教育&() 在研究性学习中的应用&() 与绿色化学&环境保护与环境污染处理&低碳经济&资源节约型与环境友好型社会
建设等()境外微型实验的新进展$
联系方式%武汉市洪山区雄楚大街 *&+ 号武汉工程大学材料科学与工程学院’’+,"%’(*鄢国平)电话%"!%-.%$&*"+")网

站%/001234567897:0;6<=;>5$
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