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采用液质联用方法检测黄秋葵荚果黄酮类物质含量
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摘　 要： 采用超声提取方法，利用液质联用仪建立快速的黄秋葵黄酮类物质提取检测方法，使其能应用于

黄秋葵相关产品的品质检测。 选定黄芩素、柚皮素、槲皮素、黄芩苷和芦丁这五种黄酮类物质，确定液相色

谱、质谱条件和检测线性范围等，从而确定黄秋葵荚果黄酮类物质的提取检测方法。 色谱条件：色谱柱为华

谱 ｕｎｉｔａｒｙ Ｃ１８（２．１ ｍｍ × １５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相：Ａ 为乙腈，Ｂ 为含 ０．１％甲酸的水；洗脱梯度： ８０％Ｂ～６０％
Ｂ（０～４ ｍｉｎ），６０％Ｂ（４ ～ １０ ｍｉｎ），６０％Ｂ ～ ５５％Ｂ（１０ ～ １２ ｍｉｎ），５％Ｂ（１２．１ ～ １８ ｍｉｎ），５％Ｂ ～ ８０％Ｂ（１８ ～ ２０
ｍｉｎ），８０％Ｂ（２０．１～ ２５ ｍｉｎ）。 质谱条件：毛细管电压为 ４ ０００ Ｖ，气体温度为 ３３０ ℃，气体流速为 １２ Ｌ·
ｍｉｎ⁃１，喷雾器压力为 ２７５．８ ｋＰａ。 优化得到黄芩素、柚皮素、槲皮素、黄芩苷和芦丁这五个标样的裂解能量为

３４、２２、３０、１８、３４ ｅＶ；五个标样在 １１ ｍｉｎ 内完全分离，线性范围为 ０．５ ～ ４００ μｇ·Ｌ⁃１，线性相关系数均大于

０．９９。 黄秋葵荚果采用超声波法提取黄酮（７５％ 的乙醇，１ ∶ １０ 的料液比，超声 ７５ ｍｉｎ），通过实验得到整个

提取检测过程中黄芩素、柚皮素、槲皮素、黄芩苷和芦丁的回收率分别为（ ９３． ６５ ± ３． ６６）％、（ ９８． ７９ ±
２ ０４）％、（１００．６６ ± １．８３）％、（８７．２３ ± ６．６１）％、（１０１．９１ ± ０．６１）％，并对黄秋葵果荚中这 ５ 种黄酮物质的含

量进行了测定。 该方法重复性好、灵敏度高、专一性强，为黄秋葵黄酮类物质的研究提供了实验基础。
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　 　 黄秋葵 （ Ａｂｅｌｍｏｓｃｈｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ） 学名咖啡黄

葵，又称羊角豆、补肾果，在我国北方还称为洋辣

椒，属于锦葵科秋葵属，为一年生草本植物，原产

非洲，我国从印度引进，已有 ７０ 多年的栽培历史。
黄秋葵果荚的一个生长周期在 ２０ ｄ 左右，可食用

的黄秋葵果荚是 ５ ～ ７ ｄ（许如意等， ２０１１）。 随着

时间的推移，黄秋葵果荚木质化严重，口感不佳，
不可食用；黄秋葵食用嫩果中可以提取果胶（黄剑

波等， ２００７）。 果胶作为一种食品添加剂，主要用

于果酱、果冻、食品包装膜等方面 ，而黄秋葵种子

能提炼黄秋葵籽油（徐丽等， ２０１４），还能提取咖

啡碱（郑鸿雁等， ２０１６）。 通过长期多方面的试验

研究证明，黄秋葵具有很高的营养价值，而且对很

多疾病具有预防、治疗的效果，属于药食同源的新

型保健植物（李欣和王玉英， ２０１２）。 可见，黄秋

葵有很高的商业价值。
在黄秋葵的成分测定与分析中测得了黄秋葵

荚果中总黄酮含量为 ２．５６％，蛋白质、多糖、总糖

和黄酮的含量随着果实的老化而变少，而脂肪的

含量 随 着 果 实 的 成 熟 而 增 加 的 （ 黄 阿 根 等，
２００７）。 黄酮类物质具有多种生理活性功能，在生

物体内清除自由基，抗氧化作用显著，还具有抗

癌、抗菌、降血糖等药理作用。 前人对黄秋葵的黄

酮提取工艺及理化性质进行了一系列的研究（李

南奇等， ２０１３； 刘爱敬等， ２０１５； 王博等， ２０１５；
高愿军等， ２０１６），并对黄秋葵黄酮提取物的抗疲

劳及抗氧化活性进行了研究（李加兴等， ２０１４； 徐

天姿等， ２０１４）。 然而，鲜有对黄秋葵的各黄酮类

物质的分离，并测定含量的文献。 通过对文献的

综合研究，本研究以黄秋葵食用嫩荚果为实验样

品进行研究，为黄秋葵的黄酮类物质的提取分离

鉴定提供了研究基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料、仪器与试剂

黄秋葵（Ａｂｅｌｍｏｓｃｈｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ）荚果于 ２０１３ 年

１２ 月在湖南省农科院高桥基采集。
１２６０ ｉｎｆｉｎｉｔｙ 高效液相色谱⁃６４６０ 三重四级杆

质谱联用，购于美国安捷伦公司；ＢＸ５２００Ｈ 超声波

清洗仪，购于上海新苗医疗器械制造有限公司；
ＷＢ⁃２００２ 水浴锅 ，购于郑州长城科工贸有限公司。

芦丁标准品（９８％）、黄芩素标准品（９９％）、黄
芩苷标准品（９９％）、柚皮素标准品（９９％）、槲皮素

标准品（９９％），购于天津一方科技有限公司；无水

乙醇（分析纯），购于中国化工；乙腈（色谱纯），购
于德国默克公司。
１．２ 黄酮提取、液质联用检测方法建立及方法评估

１．２．１ 检测条件优化 　 称取黄芩素、柚皮素、槲皮

素、黄芩苷和芦丁这 ５ 种标样各 １ ｍｇ，配制成 １
ｍｇ·ｍＬ⁃１的标样原液，逐级稀释成 ６ 个浓度梯度，
并配制成 ６ 组梯度混合标样，备用。 ６ 组梯度混合

标样，不断优化液相条件（洗脱梯度，流动相中酸

的浓度优化）及质谱条件（毛细管电泳优化，裂解

能量优化），得到最佳分离检测条件。
１．２．２ 提取条件优化 　 超声波辅助提取过程中主
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要影响因素有提取溶剂浓度、料液比和处理时间

等。 为了考察各因素对提取效果的影响，进行单

因素试验，以提取溶剂浓度（ ５０％，７５％，１００％）、
料液比（ １ ∶ ７．５、１ ∶ １０、１ ∶ １２．５、１ ∶ １５）和处理时

间（４５、６０、７５、９０ ｍｉｎ）作为考察因素， 以黄秋葵果

荚样品中测得的芦丁含量为标准（芦丁是中国药

典中用于检测总黄酮的标准物质）。
１．２．３ 方法评估 　 将优化的超声提取条件和优化

的检测条件合并后得到最优的黄秋葵提取检测方

法，并将三组不同浓度的混合标样从提取到检测，
得到整个提取检测方法的绝对回收率。
１．３ 黄秋葵荚果中五种黄酮类物质含量测定

黄秋葵荚果经过烘干，磨粉，过筛后得到含水

量为（１６．１１±０．３８）％的干粉。 取 ２ ｇ 干粉，按照最

优的黄酮提取方法提取得到的提取液过 ０．４５ μｍ
微孔滤膜，按照最佳的液质联用检测条件进样，得
到各个黄酮类物质的含量。

２　 结果与分析

２．１ 黄酮提取、液质联用检测方法及方法评估

通过对五种混合标样的检测，得到最佳分离

检测条件，即色谱条件：华谱 ｕｎｉｔａｒｙ Ｃ１８（２．１ ｍｍ ×
１５０ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱；流动相：Ａ 为乙腈，Ｂ 为含

０．１％甲酸的水；洗脱梯度：８０％ Ｂ ～ ６０％ Ｂ （ ０ ～ ４
ｍｉｎ），６０％Ｂ（４ ～ １０ ｍｉｎ），６０％Ｂ ～ ５５％Ｂ（１０ ～ １２
ｍｉｎ），５％Ｂ（１２．１ ～ １８ ｍｉｎ），５％Ｂ ～ ８０％Ｂ（１８ ～ ２０
ｍｉｎ），８０％Ｂ（２０． １ ～ ２５ ｍｉｎ）；柱温 ４０ ℃，进样量

１０ μＬ。 质谱条件：毛细管电压为４ ０００ Ｖ，气体温

度为 ３３０ ℃，气体流速为 １２ Ｌ·ｍｉｎ⁃１，喷雾器压力

为 ２７５．８ ｋＰａ；优化得到黄芩素、柚皮素、槲皮素、黄
芩苷和芦丁这五个标样的裂解能量为 ３４、２２、３０、
１８、３４ ｅＶ；特征碎片分别为 １２２．９、１５３、２２８．９、２７１、
３００。 黄芩苷、槲皮素、柚皮素和黄芩苷采用阳离

子模式，芦丁采用阴离子模式进行检测，将其汇

总，得到图 １ 和表 １。 从表 １ 可以看到，黄芩苷、槲
皮素、柚皮素和黄芩素采用阳离子模式，芦丁采用

阴离子模式，同时也找到了每个标准品的最佳裂

解能量和特征碎片，按照优化得到的参数设定质

谱仪。
从图 １ 可见，五个样品峰完全分开，五个标样

峰在 １１ ｍｉｎ 之前出峰，而余下的时间用来清洗色

谱柱，在高效分离样品的同时，对仪器进行了清

洗，节约了实验时间。

表 １　 五种标样的质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

名称
Ｎａｍｅ

结构式
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｏｒｍｕｌａ

极性
Ｐｏｌａｒｉｔｙ

质量数
Ｍａｓｓ ｎｕｍｂｅｒ

母离子
Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ

特征碎片
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ

裂解能量
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ

芦丁
Ｒｕｔｉｎ

Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１６ 阴离子
－

６１０．１５ ６０９．１ ３００ ３４

黄芩苷
Ｂａｉｃａｌｉｎ

Ｃ２１Ｈ１８Ｏ１１ 阳离子
＋

４４６．０８ ４４７．１ ２７１ １８

槲皮素
Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ

Ｃ１５Ｈ１０Ｏ７ 阳离子
＋

３０２．０４ ３０３．１ ２２８．９ ３０

柚皮素
Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ

Ｃ１５Ｈ１２Ｏ５ 阳离子
＋

２７２．０７ ２７３．１ １５３ ２２

黄芩素
Ｂａｉｃａｌｅｉｎ

Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５ 阳离子
＋

２７０．０５ ２７１．１ １２２．９ ３４

２．２ 提取条件优化

２．２．１ 提取溶剂浓度 　 实验采用的有机溶剂为乙

醇，在固定提取时间为 ６０ ｍｉｎ，料液比为 ０．０８ ｇ·
ｍＬ⁃１的条件下，不同提取溶剂浓度对黄秋葵荚果中

芦丁含量的影响，如图 ２。 由图 ２ 可见，随着提取

溶剂浓度的上升，提取得到的芦丁的含量也不断

升高，而当提取溶剂浓度较高＞７５％时，却出现了

芦丁含量降低的情况， 说明提取溶剂中有机溶剂和
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图 １　 梯度洗脱标样色谱图　 １． 芦丁； ２． 黄芩苷； ３． 槲皮素； ４． 柚皮素； ５． 黄芩素。
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｆｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄｓ　 １． Ｒｕｔｉｎ； ２． Ｂａｉｃａｌｉｎ； ３． Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ； ４． Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ； ５． Ｂａｉｃａｌｅｉｎ．

图 ２　 黄秋葵荚果中芦丁含量与提取溶剂浓度的关系
Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｕｔｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

ａｎｄ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图 ３　 黄秋葵荚果中芦丁含量与料液比的关系
Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｕｔｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ

ｒａｔｉｏ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌ ｔｏ ｌｉｑｕｉｄ

图 ４　 黄秋葵荚果中芦丁含量与提取时间的关系
Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｕｔｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

水的配比十分重要。
２．２．２ 料液比　 在固定提取时间为 ６０ ｍｉｎ，提取溶

剂浓度为 ７５％的乙醇的条件下，不同料液比对黄

秋葵荚果中芦丁含量的影响，如图 ３。 由图 ３ 可

见，随着料液比的上升，提取得到的芦丁的含量也

不断升高，而当料液比＜１ ∶ １０ 时，芦丁含量降低，
这是由于在一定量的黄秋葵荚果中，溶剂用量的

增加可以使黄秋葵荚果与溶剂的接触面积增大，
有利于提取，当料液比继续增大，固液浓度差升

高，使得提取能力降低。
２．２．３ 提取时间　 在固定料液比为 １ ∶ １０， 提取溶
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表 ２　 ５ 种标样的方法评估
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

名称
Ｎａｍｅ

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

（ｍｉｎ）

保留时间相对
标准偏差

ＲＳＤ ｏｆｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ
（％）

峰面积相对
标准偏差

ＲＳＤ ｏｆ ｐｅａｋ
ａｒｅａ
（％）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

（Ｒ２）

线性范围
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ
（μｇ·Ｌ ⁃１）

最低检测限
ＬＯＤ

（μｇ·Ｌ ⁃１）

芦丁
Ｒｕｔｉｎ

２．９２ ０．２０ １．９８ １０１．９１ ± ０．６１ ０．９９９ ７ ２５～ １ １１０ ８

黄芩苷
Ｂａｉｃａｌｉｎ

６．７９ ０．０６ ２．９５ ８７．２３ ± ６．６１ ０．９９９ ８ １～ １ ７００ ０．１

槲皮素
Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ

８．０５ ０．２０ ６．４６ １００．６６ ± １．８３ ０．９９８ ４ １０～ １ ２６０ ０． １

柚皮素
Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ

９．２７ ０．０５ ０．８０ ９８．７９ ± ２．０４ ０．９９９ ７ ５～ １ １００ ０． １

黄芩素
Ｂａｉｃａｌｅｉｎ

１０．０４ ０．３０ ２．０５ ９３．６５ ± ３．６６ ０．９９８ ５ ２０～ １ ０００ ８

剂浓度为 ７５％的乙醇的条件下，不同超声波提取

时间对黄秋葵荚果中芦丁含量的影响，如图 ４。 由

图 ４ 可以看出，随着超声提取时间的延长，芦丁的

检出量不断升高，当提取时间在 ４５ ～ ７５ ｍｉｎ 之间

时，芦丁的检出量不断提高，当处理时间超过 ７５
ｍｉｎ 时，芦丁的检出量逐渐平缓，说明随着处理时

间的延长，提取物与提取溶剂之间达到了动态平

衡。 因此实验采用 ７５％乙醇为提取溶剂，１ ∶ １０ 的

料液比，超声提取 ７５ ｍｉｎ，对黄秋葵荚果进行黄酮

提取。 取 ２ ｇ 黄秋葵荚果干粉，加入 ２０ ｍＬ 浓度为

７５％的乙醇溶液，称定质量，超声处理 ７５ ｍｉｎ，放
冷，再称重，用 ７５％的乙醇补足缺失的质量，将溶

液过滤，再将滤液过 ０．４５ μｍ 微孔滤膜，备用。
通过液质联用对 ６ 个梯度浓度的混合标样进

行进样检测，得到均≥０．９９ 的良好相关系数，线性

范围以及最低检测限，同时通过保留时间和峰面

积的标准偏差可以表明该检测方法具有良好的稳

定性、可重复性和精密度，通过质谱的定性筛选，
能排除可能出现的干扰离子，是检测结果更加可

靠；同时，将三组不同浓度的混合标样从提取到检

测，得到了整个提取检测方法的绝对回收率，结果

见表 ２。
从表 ２ 可见，黄芩素回收率较低。 主要是由于

黄芩素对光不稳定（姚亚红等， ２００６）。 尽管采用

了避光提取分析，但对黄芩素的回收率仍然造成

了影响；黄芩苷回收率较低可能是由于溶剂的酸

碱性造成的（于波涛等， ２００２）。 因此，在以后的实

验中应对黄酮标准品的稳定性进行评估，以提高

其回收率。
２．３ 黄秋葵荚果中五种黄酮类物质含量测定

将采集的新鲜样品称重，烘干后再称重，测得

含水量，便于计算鲜样中黄酮物质的含量。 称取干

粉 ２ ｇ，进行超声波提取（７５％的乙醇，１ ∶ １０ 的料液

比，超声 ７５ ｍｉｎ），样品过滤，进样检测，检测结果为

黄芩素（８．４６±０．０８）μｇ·ｇ⁃１、黄芩苷（１１．５９±１．５１）ｅ⁃３

μｇ· ｇ⁃１、 芦丁 （ ５３． ３２ ± ０． ０５ ） μｇ · ｇ⁃１、 槲 皮 素

（２３１．１７±０． １８） μｇ· ｇ⁃１、柚皮素 （ ０． ７４ ± ４． ５７） ｅ⁃５

μｇ·ｇ⁃１。

３　 讨论与结论

本实验将芦丁、黄芩苷、槲皮素、柚皮素和黄

芩素作为黄酮检测的初步研究，这五种黄酮类物

质具有一定的代表性，并首次建立了超高效液相

色谱—质谱联用方法测定黄秋葵荚果中的芦丁、
黄芩素、黄芩苷、槲皮素及柚皮素这五种黄酮类物

质的含量，可用于黄秋葵黄酮类物质的定量分析。
与此同时，采用超高效液相色谱—质谱联用的优

势就在于线性检测范围最低达到了 １ μｇ·Ｌ⁃１，而
文献中线性检测范围最低为 ７００ μｇ·Ｌ⁃１（廖海兵
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等， ２０１２； 孙敏等， ２０１５），有效地提高了黄酮的

线性检测范围，这就使得待测黄秋葵品种中一些

黄酮类物质也能通过该方法得以检测。
同时，本研究对黄秋葵荚果中黄酮的超声波

提取方法进行优化，优化因素包括提取溶液浓度，
提取时间及料液比，通过优化的提取方法，加以优

化后的液质联用检测方法，使得更多的黄酮类物

质得以检出。 在后来的实验中，可以在检测方法

中不断添加黄酮类物质标准品，使得黄秋葵样品

中黄酮类物质能够得到更全面的检测，为黄秋葵

的相关产品提供测定黄酮的实验方法，为鉴定其

品质提供数据支撑。
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