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波长一分光光度法测定山楂叶、果总黄酮的含量
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摘要：采用三波长一分光光度法测定山楂叶和果中黄酮的含量，消除了由于山楂叶和果中黄酮光

谱吸收峰不对称给定量分析造成的影响，并校正了由于干扰组分的吸收光谱具有线性吸收产生的

基线倾斜。实验结果：回归方程△A一88．795C--0．206 0；相关系数r=0．999 4；黄酮质量浓度在0

～40．6肚g／mL范围内，分另ll在波长A1—463 nm、A2=417 nm、A3=382 nm测吸光度时，则△A与质

量浓度C之间呈良好的线性关系，可按标准曲线法进行定量分析。回收率为96．86％～102．46％；

变异系数小于0．136％。方法的准确度与精密度较好，且操作简便易行。
‘
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Abstract：In this study，a three—wavelength spectrophotometry method，could eliminate the

absorbance error of interfering components，turbid solution and the scattering effect，was

developed to determination of flavonoids in hawthorn leaves and fruits．Back—ground changed

with concentration changed and asymmetric absorption peak problems can be solved also．The

regression equation of concentration AA waS obtained and listed as follows：△A=88．795C一0．

2060 with a relation coefficient)，y=0．9994．The experimental results demonstrated the total

flavonoids concentrations in 0～40．66 tLg／mL with AA obeying linear relation．when the

absorbance was measured at wavelength入1=463nm、入2=417 am and入3=382 nm．The recovery is

96．86％～102．46％and the coefficient of variation is 0．136％．The method exhibited more

advantages over the traditional spectrophotometry method．
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山楂为为蔷薇科植物野山楂的果实。中医认

为山楂果具有健胃消食、降压降脂之功效，是保健

食疗的佳品‘1。。

山楂叶中黄酮类化合物含量较高，种类较多，

山楂是我国东北地区典型的药、食两用植物，鞍山

地区山楂资源十分丰富，当地居民用其叶、果泡茶
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的习惯具有悠久的历史。而这些人群中患高血压

等心脑血管疾病的人甚少。为了更好的开发利用

山楂这一野生资源，作者采用三波长分光光度法，

对山楂叶和果的总黄酮含量进行了测定。

1 方法和原理

在黄酮类化合物的紫外吸收光谱中，主要是由

300～400 nm之间的吸收带I和240～280 am之间

的吸收带II组成。因为山楂叶和果中含有的其它

成分在带I和带II范围内均有一定程度的吸收，因

此对总黄酮的含量测定产生于扰。加入铝盐后使

黄酮类化合物与铝离子形成稳定的化合物，吸收带

I会产生明显红移，同时吸光度也大大增加。因此，

选择铝配合物显色体系来测定样品中总黄酮的质

量浓度。【21

三波长一分光光度法的基本原理如图1所示：在

一吸收光谱曲线上，可以适当选择3个波长入。、入z、

入。处分别测定吸光度A1、A2和A3，由图1可知。

工／．,11

图l 三波长-分光光度法原理

Fig．1 Principle of three wavelength spectrophotome
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式中：e为待测组分在各波长处的摩尔吸光系

数；6为光程；f为待测组分的摩尔浓度。由式(1)可

知，△A值与待测组分的浓度成正比，可以用于对待

测组分的测定。从图1又知，当选择的干扰组分的3

个波长对应的尺、M、P 3个点在一条直线上时，干扰

组分的△A=0，则测得的△A值与该干扰组分浓度

无关。

三波长一分光光度计法测定黄酮含量，能有效地

消除吸收峰不对称给黄酮定量分析造成的影响，并

校正了干扰组分的吸收光谱具有可能是散射造成

的背景(散射与波长有关，在短波处散射较强)线性

吸收产生的基线倾斜，提高了定量分析的准确

度‘3|。

2 实验部分

2．1实验材料、试剂与仪器

山楂叶和果，采自辽宁千山；芦丁标准品：上海

试剂二厂产品；其它试剂均为国产分析纯。紫外分

光光度计：北京普析通用仪器有限责任公司产品；

KG-250型渣油超声波清洗器：昆山市超声波仪器

厂产品。

2．2黄酮的定性鉴定

首先取山楂叶和果，溶于体积分数70％乙醇溶

液，与HCI—Mg、A1C1。、Pb(Ac)。反应均为阳性，表

明其中含有黄酮类化合物。

2．3 山楂叶、果总黄酮的提取

取山楂叶、果细粉1．000 0 g，置索氏提取器中，

加三氯甲烷加热回流提取至提取液无色，弃去三氯

甲烷液，药渣除去三氯甲烷，加甲醇继续提取至无

色，提取液在鼓风干燥箱中蒸干，残渣加体积分数

50％乙醇溶液溶解，转移至50 mL容量瓶，加体积

分数50％乙醇溶液至刻度，摇匀，作为供试品储备

液I。取供试品储备液I，滤过。准确量取滤液5

mL．置于25 mL容量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，

作为供试品储备液Ⅱ[4]。

2．4测定波长的确定

将山楂叶和果及芦丁标准品在适当的介质条

件下，与质量分数1％三氯化铝反应形成络合物而

显颜色。显色后的对照品溶液和样品溶液的吸收

光谱如图2。表明它们均在417 nm处均有最大吸

收峰，因此可用芦丁作为标准品测定山楂叶和果中

黄酮的含量。

1．山楂叶；2．山楂果；3．卢丁对照品

图2 山楂叶和果及对照品的吸收光谱

Fig．2 Absorption spectra of extract solution from speci_

men and hawthorn Ieaves and fruits

准确吸取卢丁标准储备液1．0 mL分别注入10

mL容量瓶中，加质量分数l％的三氯化铝溶液，充
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分混合至刻度，用l CITI的比色皿在波长200～532

nITl范围内扫描，绘制出其吸收曲线(见图3)，用作

图法确定3个测定波长分别为入。=463 nm、入。=

417 nm、入。=382 llm。在测定波长处分别测定用质

量分数1％的三氯化铝溶液定容过的黄酮溶液的吸

光度值，给出△A值，并计算出相应的浓度值。

图3三波长的确定

Fig．3 Determination of three-wavelength

3结果与讨论

3．1标准去曲线的绘制

准确吸取芦丁标准溶液1．0、1．2、1．4、1．6、

1．8、2．0 mL分别置于10 mL容量瓶中，加质量分

数1％AICI。溶液，充分混合至刻度，在其波长为入，

=463 nm、入2=417 nm、沁=382 nm分别测得吸光

度，按公式(1)计算△A值，求得△A与浓度关系的

回归方程为：△A一88．795C一0．206 0，根据△A与

质量浓度的关系可绘制出线性很好的标准曲线。

求得相关系数r=0．999 4，说明黄酮的质量浓度在

o～40／比g／mL范围内，分别在波长为A-一463 ilm、

A 2=417 nm、A3=382 nm处测吸光度时，则△A与

质量浓度C之间呈良好的线性关系，可按标准曲线

法进行定量分析。

3．2样品中总黄酮含量的测定

将山楂叶和果，按上述实验方法制备样品溶

液，按操作条件，在测定波长处测其吸光度，分析结

果列于表1。

表1 山楂叶和果总黄酮质量浓度测定

Tab．1 Determination of the total content of flavones in haw-

thorn leaves and fruits

3．3 回收率和方法精密度实验

根据前面确定的测试条件，按上述实验方法制

备6个不同质量浓度的样品，按标准加入标准物，

在测定波长下测定△A，求得其平均回收率，标准偏

差及变异系数，结果列于表2和表3。

表2精密度实验

Tab．2 Precision of this method
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3．4稳定性实验

用与绘制吸收曲线相同的方法配制样品，进行

稳定性实验，结果表明：样品在室温下放置4h，测得

其吸光度值不变。

由表1可以看出山楂叶和果中黄酮含量差异

很大，叶中黄酮的含量是果2．01倍，山楂叶具有更

广泛的应用前景。

由表2和表3可以看出本法的回收率为
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