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光果甘草叶总黄酮测定方法
董 怡，林恋竹，赵谋明*

(华南理工大学轻工与食品学院，广东 广州 510640)

摘  要：选用4种常用的黄酮显色方法，通过波长扫描分别确定3种标准对照品(芦丁、槲皮素、甘草苷)及新疆光

果甘草叶80%乙醇提取物在各显色方法下的两个吸收波长，并分别建立标准曲线。按照建立标准曲线的方法测定

新疆光果甘草叶80%乙醇提取物中总黄酮含量，并对各测定方法的精密度、稳定性、重现性及加样回收率进行测

定。通过对比实验结果最终确定光果甘草叶总黄酮测定方法为：以槲皮素为对照品，AlCl3-CH4O显色法，检测波

长为314nm；在此条件下，该方法的精密度、重现性、稳定性及加样回收率的相对标准偏差(RSD)分别为0.92%、

2.15%、0.87%和(105.02±1.11)%。
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Abstract：Four coloration methods were applied for the determination of total flavonoids in leaves of Glycyrrhiza glabra 
L. from Xinjiang. Two absorption wavelengths were selected in terms of wavelength scanning of 80% ethanol extract from 

the leaves and standard controls including rutin, quercetin and liquiritin. Standard curves for three standard controls by four 

coloration methods were established. The accuracy, stability, repeatability and recovery rates of four coloration methods 

were also determined. The content of total flavonoids were determined using AlCl3-CH4O coloration at 314 nm and quercetin 

as the control. The RSD for accuracy, stability, repeatability and recovery rate were 0.92%, 0.87%, 2.15% and (105.02 ± 

1.11)%, respectively.
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甘草(Glycyrrhiza)又名美草、国老、甜草，属被子植

物门、双子叶植物纲、豆目、豆科蝶形花亚科、山羊豆

族、甘草属，是一种多年生的草本植物。甘草是一种临

床最常用的药品，研究表明生甘草能解毒清热、润肺止

咳、调和诸药性[1]；炙甘草能补脾益气。甘草因富含甜度

为蔗糖的百倍的甘草甜素而被广泛用作食品甜味剂，因

其富含萜类和黄酮类等多种活性成分[2-4]而被用于医药、

保健品及化妆品行业。

通常所说的甘草是指甘草植株的根或者根状茎，也

是其主要药用部分[5]；而甘草的地上部分茎叶一直被当做

优质的畜牧饲料来利用[6]。目前国内外集中于研究甘草根

的活性成分的提取、分离纯化及各种生理活性评价，研

究结果表明甘草根中的活性物质主要为以甘草素及异甘草

素为主的3萜皂苷类物质，以及多种黄酮类物质和甘草多

糖，并证实了甘草根中物质具有良好的抗炎、抗肿瘤[7]、

抗变态、抗菌[8]、预防病毒性肝炎及抗HIV活性。甘草

叶中也含有丰富的黄酮类物质[1,6]，但国内外对其研究很

少。甘草叶总黄酮的分析测定方法还鲜有报道。

目前植物中黄酮测定方法主要为分光光度法和高

效液相色谱法(high performance liquid chromatography，

HPLC)[9]法，而甘草黄酮测定一般选用芦丁、槲皮素、甘

草苷[10]或柚皮苷等为标准对照品，显色方法主要采用直

接测定法、KOH显色法、硝酸铝盐显色法、AlCl3-CH4O

显色法[11]等。国内外研究一般为单独采用一种标准对照

品，或者多种对照品一种显色方法来建立黄酮测定方

法，由于选定的方法或标准对照品的偏一性，可能会造

成真实值与测定值之间的误差。

本实验选用芦丁、槲皮素、甘草苷为标准对照品，

筛选4种显色方法及各自的检测波长，并以精密度、稳定

性、重现性及加样回收率为指标进行方法学验证，拟确
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定出一种简单快速的测定新疆光果甘草叶黄酮的方法，

为后续研究提供技术基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新疆光果甘草叶，由新疆天山制药工业有限公司巴

楚分公司提供，于2011年7月采自新疆喀什区；晒干粉碎

过80目筛。

无水乙醇、甲醇、氢氧化钾、氢氧化钠、无水三

氯化铝、亚硝酸钠、硝酸铝均为分析纯；芦丁 (产品

ID44440，编号A0103)、槲皮素(产品ID106507，编号

6151-25-3)、甘草苷(产品ID44376，编号A0040)均为色谱

纯(纯度≥98%) 北京恒元启天化工技术研究院与北京

世纪奥科生物技术有限公司联合研制。

1.2 仪器与设备

AL204型电子天平  瑞士Mettler Toledo公司；

DFT-200型手提式高速万能粉碎机  温岭市林大机械有限

公司；微型旋涡混合仪 沪西分析仪器厂；KQ5200D超

声清洗器 东莞市科桥超声设备有限公司；UV-2000型

紫外-可见分光光度计 尤尼科仪器有限公司；紫外-可

见分光光度计 日本Shimadzu公司。

1.3 方法

1.3.1 光果甘草叶黄酮提取液的制备

精确称量5g光果甘草叶粉末，加入50mL 80%乙醇溶

液，70℃条件超声提取90min，提取功率800W，过滤、

收集滤液，80%乙醇溶液补足50mL；准确吸取1mL提取

原液，80%乙醇溶液稀释20倍备用。

1.3.2 显色方法

直接测定法：准确吸取样品稀释液0.25mL，以80%

乙醇溶液定容至5mL，充分混匀后，静置稳定5min后测

定吸光度；AlCl3-CH4O显色法[12]：准确吸取样品稀释液

0.25mL，以0.01mol/L三氯化铝甲醇溶液定容至5mL，充分

混匀后，静置显色10min后测定吸光度；KOH显色法[10]：

准确吸取样品稀释液0.25mL，加入80%乙醇溶液1mL，

10%氢氧化钾溶液0.25mL，充分混匀，静置显色5min后以

80%乙醇溶液定容至5mL，测定吸光度；NaNO2-Al(NO3)3

显色法[13]：准确吸取样品稀释液0.25mL，加入蒸馏水

1.25mL，混匀后加入5%亚硝酸钠溶液0.25mL，混匀，反

应6min后加入10%硝酸铝溶液0.25mL，混匀，6min后加入

5%氢氧化钠溶液1.25mL，混匀静置显色15min后以蒸馏水

定容至5mL，测定其吸光度。

1.3.3 最大吸收波长确定

将样品稀释液和标准对照品分别按1.3.2节中4种显色

方法显色后，分别在200～800nm条件进行扫描，根据扫

描图谱，每种方法分别在合适的波长范围内确定两个待

测吸收波长。

1.3.4 标准曲线的建立

按照1.3.2节显色方法，分别以建立3种对照品在4种

显色方法下的标准曲线。

1.3.5 显色方法精密度测定

准确吸取将样品稀释液5份，按照4种显色方法显

色，并在各显色方法选定的吸收波长处测定样品显色

后的吸光度，计算各显色方法测定结果的相对标准偏差

(relative standard deviation，RSD)值。

1.3.6 显色方法重复性测定

准确称取5g光果甘草叶粉末5份，按照1.3.1节方法制

备样品液。分别按4种显色方法对5份样品液进行显色，

并在各显色方法选定的吸收波长下测定样品显色后的吸

光度，计算各显色方法测定结果的RSD值。

1.3.7 显色方法稳定性测定

准确吸取将样品稀释液，按照4种显色方法显色，并

在各显色方法选定的吸收波长下测定样品显色后的吸光

度，每隔1h测定1次，共测定5次，计算各显色方法测定

结果的RSD值，实验重复3次。

1.3.8 显色方法加样回收率测定

分别以80%乙醇溶液配制0.2mg/mL芦丁、0.2mg/mL

槲皮素和0.1mg/mL甘草苷溶液，并测定各显色方法的

加样回收率。以0.15mL样品稀释液加0.1mL对照品代替

1.3.2节中0.25mL样品稀释液，按照4种显色方法显色，并

在各显色方法选定的吸收波长下测定样品显色后的吸光

度，计算各显色方法测定结果的加样回收率。

2 结果与分析

2.1 光果甘草叶黄酮提取液及标准对照品不同显色方法

下最大吸收波长的确定
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图 1 4种显色方法下对照品及光果甘草叶80%乙醇提取物波长扫描结果

Fig.1 Wavelength scanning results of standard controls and 80% 

ethanol extract from the leaves of Glycyrrhiza glabra L. from Xinjiang 

through four coloration methods

3种对照品及光果甘草叶80%乙醇提取物分别经过4

种显色方法显色后，波长扫描结果如图1所示。由于选用

的标准对照品与样品中黄酮种类有一定差异性，为减少

最终测定误差，以光果甘草叶80%乙醇提取物显色后扫

描数据为主，参考3种标准对照品扫描数据做一定修正，

最终确定4种显色方法下的8个待验证吸收波长。

综合光果甘草叶80%乙醇提取物并考虑3种标准品

的扫描数据结果分析可得，不加显色剂的直接测定法得

到的扫描曲线在200～250nm波段内扫描曲线波动，无

法确定合适的吸收波长，因而在250～800nm波段内选

取两个吸收波长，即直接测定法：280nm和310nm；而

经过AlCl3-CH4O显色法、KOH显色法和NaNO2-Al(NO3)3

显色法3种方法显色后的光果甘草叶80%乙醇提取物在

200～300nm 波段内扫描曲线波动，无法找到合适的吸收

波长，因而在300～800nm波段内(这与大多研究结果一

致[10,12,14])各选择两个吸收波长，分别为：AlCl3-CH4O显

色法：314nm和400nm，KOH显色法：333nm和400nm，

NaNO2-Al(NO3)3显色法：333nm和400nm。在各显色方法

下选定的波长条件下，进行标准曲线的建立和各方法得

方法学验证实验。

2.2 4种显色方法下3种对照品标准曲线的建立

根据1.3.3节与1.3.4节结果，建立3种对照品在4种显

色方法下各自的标准曲线如表1所示。由表1可知，3种对

照品分别在4种显色方法下得到的标准曲线均有很好的线

性关系，相关系数(R2)均达到0.99以上，则标准曲线方程

均有效、可靠，由标准曲线计算出的值可行性高。由表1

数据可知，芦丁和槲皮素在4种显色方法选定的测定波长

下均有吸光度，且均能建立良好的标准曲线；而根据波

长扫描结果可知：甘草苷在AlCl3-CH4O显色方法下，在

400nm波长处测定值为0，因而无法建立标准曲线。 

表 1 3种对照品4种显色方法下的标准曲线

Table 1 Standard curves of three kinds of standard controls 

determined by four coloration methods

显色方法 检测波长/nm 标准曲线方程 相关系数(R2)

芦丁

直接测定法
280 Y=0.0153X＋0.0207 0.9994

310 Y=0.0158X＋0.0128 0.9998

AlCl3-CH4O
314 Y=0.0095X－0.0053 0.9998

400 Y=0.0296X－0.0027 1

KOH
333 Y=0.0209X－0.0004 0.9998

400 Y=0.0158X＋0.0207 0.9987

NaNO2-Al(NO3)3

333 Y=0.0212X－0.0201 0.995

400 Y=0.0145X－0.0002 0.9997

槲皮素

直接测定法
280 Y=0.024X＋0.0096 1

310 Y=0.0243X＋0.0069 0.9999

AlCl3-CH4O
314 Y=0.0122X－0.0023 1

400 Y=0.0476X－0.0702 0.9991

KOH
333 Y=0.0549X＋0.0047 0.9985

400 Y=0.0206X＋0.0164 0.9979

NaNO2-Al(NO3)3

333 Y=0.0619X＋0.0357 0.9986

400 Y=0.0214X＋0.0302 0.9915

甘草苷

直接测定法
280 Y=0.031X＋0.0042 1

310 Y=0.0189X＋0.0012 0.9999

AlCl3-CH4O
314 Y=0.0156X－0.0002 0.9992

400 — —

KOH
333 Y=0.0607X＋0.0025 0.9996

400 Y=0.0223X＋0.0341 0.9972

NaNO2-Al(NO3)3

333 Y=0.0295X＋0.0174 0.9919

400 Y=0.03X＋0.0075 0.9998

2.3 新疆光果甘草叶黄酮提取液4种显色方法的方法学

验证 

表 2 光果甘草叶黄酮提取液4种显色方法的方法学验证结果

Table2 Validation for the experimental results of 80% ethanol extract 

from the leaves of Glycyrrhiza glabra L. from Xinjiang determined by 

four coloration methods

方法
检测波长/

nm
精密度
RSD/%

重现性
RSD/%

稳定性
RSD/%

回收率/%

芦丁 槲皮素 甘草苷

直接测定
280 0.64 2.58 0.56 93.23±1.83 92.31±1.33 92.19±8.33

310 0.69 2.46 0.61 91.62±3.40 94.86±0.94 98.07±8.60

AlCl3-CH4O
314 0.92 2.15 0.87 92.82±11.36 105.02±1.11 117.78±9.94

400 1.55 4.54 1.45 97.41±5.69 115.33±4.16 —

KOH
333 0.81 4.37 4.94 104.24±7.88 112.13±8.12 106±9.68

400 1.07 4.81 3.52 100±6.19 106.5±9.07 104.34±9.72

NaNO2-Al(NO3)3

333 0.69 3.21 5.32 97.5±7.92 98.22±5.10 96.59±11.36

400 1.07 3.82 4.26 90.93±3.27 90.14±1.03 92.79±4.84

由表2可知，直接测定法的精密度、重现性、稳定性

的RSD值均为4种方法中相对最低，但3种标准对照品的

加样回收率均偏低，即该方法得到的测定值偏低；与直
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接测定法相比，KOH显色法精密度较好，稳定性和重现

性虽然均在可接受的误差范围内，但较直接测定法差，

加样回收率相对较好；NaNO2-Al(NO3)3显色法精密度、

重现性、稳定性及加样回收率均为4种显色方法中最差

的；而AlCl3-CH4O显色法在314nm波长处测定，以槲皮素

为参照得到的测定方法则最佳。

AlCl3-CH4O显色法检测新疆光果甘草叶中黄酮类

化合物含量的精密度、重现性、稳定性的相对标准偏差

(RSD)分别为0.92%、2.15%和0.87%，相对标准偏差值均

小于3，在误差范围内，且以槲皮素为标准对照品的加样

回收率最好，为(105.02±1.11)%。结果表明以槲皮素为

对照品，三氯化铝显色法，检测波长为314nm下对于测

定新疆光果甘草叶中黄酮类化合物含量具有很好的精密

度，且操作简单，检测准确，能够满足实验需要。

3 讨 论

本实验选用3种标准对照品芦丁、槲皮素和甘草苷用

作筛选新疆光果甘草叶总黄酮测定的最佳对照品。其中

芦丁为多种植物提取物中总黄酮测定的标准对照品，但

目前国内外研究中并未见从甘草中分离出芦丁的报道，

有学者指出由以芦丁为对照品，测定结果与实际总黄酮

含量有差别，不能准确定量[15]。甘草苷作为甘草中的重

要黄酮类成分[16]，由于其价格昂贵而未能广泛用于常用

的分光光度法测定甘草中黄酮含量；槲皮素也是一种存

在于多种植物中的黄酮类物质，也有相关研究证明甘草

中存在一定含量的槲皮素[17]，但将其用作甘草总黄酮的

测定鲜见报道。

HPLC通过样品与标准对照品的保留时间可以精确对

样品中的物质进行定性，而通过峰面积可以对物质准确

定量，使用HPLC对甘草中的黄酮类物质进行定量及定性

研究也有很多报道，但这种方法与分光光度法相比，需

要多种标准对照品；分光光度法根据同类物质经显色后

在同一波长下具有共同吸收来测定样品中物质的含量，

只需要一种对照品，通过将样品显色后测定的吸光度值

带入同种方法下建立的标准曲线，即可算出样品中总黄

酮的含量，简单快速，耗费低，缺点是测定值与真实值

有一定偏差。

本研究采用分光光度法，综合选用3种对照品，在4

种显色方法下，通过全波长扫描确定各显色方法的的测

定波长，并通过对各方法的方法学验证，最终建立了一

种快速简便的测定新疆光果甘草叶总黄酮的方法，为中

草药中黄酮类物质更准确的测定提供方法指导。
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