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HPLC 同时检测发芽黑小麦中 10种黄酮类化合物

方法的建立
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摘要：为探究黑小麦在发芽过程中黄酮类化合物质量分数的变化，建立了一种高效液相色谱（high-

performance liquid chromatography，HPLC）同时检测发芽黑小麦中 10 种黄酮类化合物的方法。以 Agilent 

1260 ZORBAX SB-C18色谱柱（4.6 mm×250 mm×5 μm）为固定相，乙腈和体积分数 0.8% 的磷酸水溶液为流动

相进行梯度洗脱，流量设定为 0.8 mL/min，检测波长为 225 nm，柱温保持在 25 ℃。结果表明，在质量浓度为

20~100 µg/mL时，葛根素、表儿茶素、芦丁、木犀草素、槲皮素、芹菜素、柚皮素、山柰酚、异鼠李素和查耳酮 10

种黄酮类化合物的质量浓度与峰面积之间呈现出良好的线性关系（R2≥0.999 1，n=6）；这些化合物的精密度、

重复性和稳定性结果显示，峰面积相对标准偏差（relative standard deviation，RSD）均小于 2.00%，加标回收率

为 98.72%~102.03%，表明所建立的检测方法准确可靠。另外，对发芽黑小麦中 10种黄酮类化合物提取方法

进行了优化，即采用乙醇体积分数为 70%的盐酸-乙醇溶液（料液比 1 g∶25 mL），在 85 ℃下回流 90 min时提取

效果最佳，并检测了不同发芽时间（1、3、5、7 d）黑小麦中 10种黄酮类化合物的质量分数。该研究为发芽黑小

麦中功能活性成分的研究奠定了基础，同时也为其产品的质量控制和评估提供了参考依据。
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Abstract: To investigate the changes in the mass fraction of flavonoids in the germination process of black wheat, a 

high-performance liquid chromatography (HPLC) method was established for simultaneous determination of 

10 flavonoids in germinated black wheat. An Agilent 1260 ZORBAX SB-C18 column (4.6 mm×250 mm×5 μm) was 

used as the stationary phase, with a gradient elution of acetonitrile and 0.8% phosphoric acid aqueous solution as the 

mobile phase. The flow rate was set at 0.8 mL/min, with a detection wavelength of 225 nm and the column 
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temperature maintained at 25 ℃ . The results showed that the mass concentration of 10 flavonoids, including 

puerarin, epicatechin, rutin, luteolin, quercetin, apigenin, naringenin, kaempferol, isorhamnetin, and chalcone, 

exhibited a good linear relationship with peak area (R2≥0.999 1, n=6) within the mass concentration range of 20~

100 μg/mL. Precision, repeatability, and stability tests of these compounds showed that the relative standard deviation 

(RSD) of the peak area was less than 2.00%, and the spiked recovery rate ranged from 98.72% to 102.03%, 

demonstrating the accuracy and reliability of the established method. Additionally, the extraction method for 

10 flavonoids in germinated black wheat was optimized, with the best efficiency achieved using a hydrochloric acid-

ethanol solution with a 70% ethanol volume fraction(a solid-to-liquid ratio of 1 g∶ 25 mL), and refluxing at 85 ℃ 

for 90 min. The mass fractions of 10 flavonoid were also determined in black wheat germinated for 1, 3, 5, and 7 d. 

This research lays a foundation for studying functional bioactive ingredients in germinated black wheat and offers a 

reference for the quality control and evaluation of its products.
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黑小麦是一种优质的小麦品种，因其天然性、

营养性和功能性而备受关注［1］。黑小麦富含天然

花色苷、多酚、蛋白质、必需脂肪酸、矿物质以及各

种微量元素等［2-3］，其中酚类物质是谷物中的主要

抗氧化成分［4］。Ghumman 等［5］研究发现，小麦发

芽后其营养成分、抗营养因子和生物活性物质均

会发生显著变化，尤其是酚类物质的组成和含量

变化较大。发芽过程不仅可以将种子中的大分子

物质转化为更易于人体吸收的小分子物质，还能

激发生物活性，提升蛋白质的消化率，降低抗营养

因子含量［6］。有研究者［7-8］研究了发芽时间对不同

地区小麦种子发芽过程中酚类物质变化的影响发

现，发芽小麦中酚类物质含量显著提高，且游离酚

与结合酚的含量和种类均有所增加。

黄酮类化合物属于多酚，广泛存在于水果、蔬

菜以及谷物中。植物源性黄酮类化合物是人体最

容易摄取的具有广泛生物活性的营养物质，能够有

效预防脑血管疾病，增强大脑神经血管功能［9］。小

麦中的黄酮类化合物来源于苯丙氨酸转化为肉桂

酸的苯丙烷代谢途径［10］，通过这一途径生成的黄酮

类化合物主要包括葛根素、表儿茶素、芦丁、木犀草

素、槲皮素、芹菜素、柚皮素、山柰酚、异鼠李素和查

耳酮等［11-14］。目前，对黄酮类化合物进行定量分析

的方法主要有 HPLC 法、UPLC 法、UPLC-MS 法［15］

等。由于 UPLC 和 UPLC-MS 法对设备的要求较

高，且仪器价格高昂，而 HPLC法简便易行，是检测

黄酮类化合物更为有效且实用的方法。殷丛培

等［16］采用 HPLC 法测定了不同发育时期高粱籽粒

中儿茶素、表儿茶素和芦丁等 9种黄酮类化合物含

量。王婷等［17］采用 HPLC 法测定了银杏叶中的芦

丁和异鼠李素含量。目前，同时检测发芽谷物中葛

根素、表儿茶素、芦丁、木犀草素、槲皮素、芹菜素、

柚皮素、山柰酚、异鼠李素和查耳酮这 10种黄酮类

化合物的研究鲜见报道。作者以黑小麦为原料，采

用 HPLC 法实现了对黑小麦发芽过程中 10 种黄酮

类化合物质量分数的动态监测，为其功能活性成分

的研究奠定了基础，同时也为其产品的质量控制和

评估提供了参考。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

运黑 161 黑小麦：山西农业大学棉花研究所；

黄酮类化合物（葛根素、表儿茶素、芦丁、木犀草素、

槲皮素、芹菜素、柚皮素、山柰酚、异鼠李素、查耳

酮）标准品：纯度≥97%，美国 Sigma-Aldrich 公司；

乙腈（色谱纯）、磷酸（色谱纯）：西陇科学股份有限

公司；盐酸：天津市科密欧化学试剂有限公司。

1.2　仪器与设备

高效液相色谱仪：Agilent 1260 型，美国安捷

伦科技有限公司；恒温恒湿培养箱：HWS-160 型，

宁波江南仪器厂；高速冷冻离心机：GL-20B 型，上

海安亭科学仪器厂；真空冷冻干燥机：SCIENTZ-10N

型，宁波新芝生物科技股份有限公司；紫外分光光度计：

UV9000S型，上海元析仪器有限公司；恒温水浴

锅：HWS-24 型，上海一恒科学仪器有限公司。

1.3　研究方法

1.3.1　检测波长确定

分别称取 50.00 mg 的葛根素、表儿茶素、芦
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丁、木犀草素、槲皮素、芹菜素、柚皮素、山柰酚、异

鼠李素和查耳酮标准品，使用色谱级甲醇溶解并

定容至 50 mL，制得 1.00 mg/mL 的标准品溶液。

利用紫外分光光度计对各标准品溶液进行全波长

扫描，以色谱级甲醇作为空白溶剂，根据扫描结果

确定最终的检测波长。

1.3.2　流动相确定　

分别吸取 1.00 mL 的 1.00 mg/mL 标准品溶液

于同一个容量瓶中，用色谱级甲醇定容至 50 mL，

制备成 20 μg/mL 的混合标准品溶液。分别使用甲

醇-水和乙腈-水为流动相比较各黄酮类化合物的

出峰情况及分离效果，并在此基础上调整流动相

的体积比，确定梯度洗脱程序。

1.3.3　色谱条件

使 用 ZORBAX SB-C18 色 谱 柱（4.6 mm×

250 mm×5 µm），进 样 量 为 10 μL，流 量 为

0.8 mL/min，检测波长为 225 nm，柱温为 25 ℃。流

动相 A 为乙腈，流动相 B 为体积分数 0.8% 的磷酸

水溶液，梯度洗脱程序见表 1。

1.3.4　标准曲线绘制

称取 50.00 mg 的葛根素、表儿茶素、芦丁、木

犀草素、槲皮素、芹菜素、柚皮素、山柰酚、异鼠李

素和查耳酮标准品，分别用甲醇溶解，然后定容于

50 mL 容量瓶中，制得 1.00 mg/mL 的标准品母液。

分 别 吸 取 各 标 准 品 母 液 1.00、2.00、3.00、4.00、

5.00 mL 于 5个 50 mL 容量瓶中，用甲醇定容，得到

所测 10 种黄酮类化合物质量浓度分别为 20、40、

60、80、100 μg/mL 的梯度混合标准品溶液。过

0.22 μm滤膜，按照 1.3.3的方法进行测定，以标准品

的质量浓度（μg/mL）为横坐标，标准品色谱峰面积

为纵坐标绘制标准曲线。

1.3.5　发芽黑小麦制备

准确称取50 g黑小麦种子，用自来水淋洗5遍后沥

干。然后用自来水（料液比 1 g∶6 mL）浸泡 8 h。浸

泡结束后，将黑小麦种子沥干并置于底部有孔的

发芽盒中，在恒温恒湿培养箱（温度 25 ℃，相对湿

度 85%）中避光发芽。期间每隔 8 h浇水 1次，每次

浇水 100 mL。在发芽后的第 1、3、5、7 天分别取

样，并以未经处理的黑小麦作为未发芽对照组。

样品收取后，首先置于超低温（-80 ℃）冰箱中冷

冻 12 h，随后放入真空冷冻干燥机中冷冻干燥。

冻干后的样品磨成粉并过 60目筛备用。

1.3.6　黄酮类化合物提取条件的确定

1） 提取溶剂的选择：称取 3份各 2.00 g发芽第

5 天的黑小麦粉，分别置于 50 mL 圆底烧瓶中。向

每个烧瓶中分别加入 40 mL 盐酸-甲醇（取 700 mL

甲醇，加入 100 mL盐酸，超纯水定容至 1 L）、盐酸-

乙醇（取 700 mL乙醇，加入 100 mL盐酸，超纯水定

容至 1 L）、盐酸-水（取 100 mL盐酸，超纯水定容至

1 L）溶液，在 85 ℃回流提取 90 min，冷却后转移至

50 mL 容量瓶中，并用相应的提取溶剂定容至刻

度 。 充 分 混 匀 后 ，以 6 000 r/min 的 速 度 离 心

10 min。取上清液过 0.22 μm 滤膜，然后按照 1.3.3

的方法进行测定。根据检测到的黄酮类化合物种

类和质量分数初步确定最适的提取溶剂。在此基

础上，以测得的 10 种黄酮类化合物总质量分数为

指标，进一步优化提取溶剂中各组分的体积比。

2） 回流提取时间的确定：称取 6份各 2.00 g发

芽第 5 天的黑小麦粉，分别置于 6 个 50 mL 圆底烧

瓶中。加入 40 mL 的盐酸-乙醇溶液，分别进行 0、

30、60、90、120、150 min的回流提取，回流提取温度

为 85 ℃。冷却后转移至 50 mL 容量瓶中，并用乙

醇-盐酸溶液定容。充分混匀后，以 6 000 r/min 的

速度离心 10 min。取上清液过 0.22 μm 滤膜，然后

按照 1.3.3的方法进行测定。以测得的 10种黄酮类

化合物总质量分数为指标，确定最适回流提取

时间。

3） 回流提取温度的确定：称取 6份各 2.00 g发

芽第 5 天的黑小麦粉，分别置于 6 个 50 mL 圆底烧

瓶中。加入 40 mL 的盐酸-乙醇溶液，分别以 75、

表 1　梯度洗脱程序

Table1　Gradient elution procedures

时间/min

0

5.00

8.00

10.00

20.00

20.01

25.00

30.00

35.00

流动相 A 体积分数/%

18

24

36

38

40

45

65

70

71

流动相 B 体积分数/%

82

76

64

62

60

55

35

30

29
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80、85、90、95、100 ℃为回流提取温度，回流提取

90 min。冷却后转移至 50 mL容量瓶中，并用乙醇-

盐酸溶液定容。充分混匀后，以 6 000 r/min的速度

离心 10 min。取上清液过 0.22 μm 滤膜，然后按照

1.3.3的方法进行测定。以测得的 10种黄酮类化合

物总质量分数为指标，确定最适回流提取温度。

4） 料液比的确定：称取 4 份各 2.00 g 发芽第

5天的黑小麦粉，分别置于 6个 50 mL圆底烧瓶中。

分别加入 20、40、60、80 mL盐酸-乙醇溶液，于 85 ℃

回流提取 90 min。冷却后继续加入盐酸-乙醇溶液

补至总体积为 30、50、70、90 mL，即发芽黑小麦

粉与提取溶剂质量体积比分别为 1 g∶15 mL、

1 g∶25 mL、1 g∶35 mL、1 g∶45 mL。充分混匀后，以

6 000 r/min 的速度离心 10 min。取上清液过 0.22 

μm 滤膜，然后按照 1.3.3的方法测定。以 10种黄酮

类化合物总质量分数为指标，确定最适料液比。

1.3.7　样品提取及质量分数测定

1） 样品溶液的制备：参照行业标准［18］并稍加

修改。称取 2.00 g 发芽黑小麦粉于 50 mL 圆底烧

瓶中，加入 40 mL盐酸-乙醇溶液（取 700 mL乙醇，

加入 100 mL盐酸，加水定容至 1 L）。在 85 ℃回流

提取 90 min，冷却后转移至 50 mL 容量瓶中，用乙

醇-盐酸溶液定容。充分混匀后，于 6 000 r/min 离

心 10 min。取上清液过 0.22 μm 滤膜，然后按照

1.3.3的方法进行测定。

2） 质量分数的测定：根据上述方法测定样品

中的葛根素、表儿茶素、芦丁、木犀草素、槲皮素、

芹菜素、柚皮素、山柰酚、异鼠李素、查耳酮的质量

浓度（μg/mL），再根据式（1）计算样品中黄酮类化

合物的质量分数。

ω = ρ × V/m × f （1）

式中：

ω——样品中所测黄酮类化合物的质量分数，

µg/g；

ρ——标准曲线计算的样品溶液中黄酮类化

合物的质量浓度，µg/mL；

V——样品溶液的定容体积，mL；

m——样品的质量，g；

f——样品溶液的稀释倍数。

1.3.8　方法学验证

1） 精密度试验：按照 1.3.4 的方法制备混合标

准品溶液，分别吸取 40 µg/mL 的葛根素、表儿茶

素、芦丁、木犀草素、槲皮素、芹菜素、柚皮素、山柰

酚、异鼠李素和查耳酮标准溶液于 1.3.3 的色谱条

件下进样测定。进样量为 10 µL，重复进样 6 次，

根据色谱峰面积计算 RSD 值。

2） 重复性试验：称取 6 份同一批发芽第 5 天

的发芽黑小麦粉，每份各 2.00 g，按照 1.3.6 的方

法制备样品溶液。然后根据 1.3.3 的方法测定葛

根素、表儿茶素、芦丁、木犀草素、槲皮素、芹菜

素、柚皮素、山柰酚、异鼠李素和查耳酮的质量浓

度。根据各黄酮类化合物对应的色谱峰面积计

算 RSD 值。

3） 稳定性试验：称取 3份同一批发芽第 5天的

黑小麦粉，按照 1.3.6 的方法制备样品溶液。将制

备好的样品溶液在 24 h 内每隔 4 h 测定一次黄酮

类化合物质量浓度。根据样品中葛根素、表儿茶

素、芦丁、木犀草素、槲皮素、芹菜素、柚皮素、山柰

酚、异鼠李素、查耳酮这 10种黄酮类化合物对应的

色谱峰面积计算 RSD 值。

4） 加标回收率试验：分别称取 3份各 1.00 g发

芽黑小麦粉，按照 1.3.6 的方法提取并制备样品溶

液，然后按 1.3.3 的方法测定 10 种黄酮类化合物的

质量浓度。再称取 9 份各 1.00 g 发芽黑小麦粉，每

3 份为 1 组，分为低、中、高 3 个等级加入标准品溶

液。再按照 1.3.6 的方法制备样品溶液，并按 1.3.3

的方法测定 10 种黄酮类化合物的质量浓度，计算

平均加标回收率。

1.4　数据处理

采用 Excel 2019 和 IMB SPSS statistics 25.0 进

行数据处理，Origin 2021软件进行绘图。

2　结果与讨论

2.1　色谱分析条件的确定

2.1.1　检测波长确定　

将 10种黄酮类化合物的标准品溶液于紫外分

光光度计上进行全波长扫描，结果发现这 10 种黄

酮类化合物在 225 nm 处均表现出较强的紫外吸

收，因此确定检测波长为 225 nm。

2.1.2　流动相确定　

比较甲醇-水、乙腈-水作为流动相时 10 种黄

酮类化合物的出峰情况及分离效果，结果表明以

甲醇-水作为流动相时分离效果较差，存在色谱峰
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重叠的情况；而采用乙腈-水作为流动相时能实现

基线分离，但峰形不对称。为了改进这些不足，进

一步试验了乙腈和不同体积分数的磷酸水溶液作

为流动相的分离效果。结果表明，当磷酸体积分

数为 0.8% 时，不仅实现了各组分的基线分离，而

且获得了较为理想的峰形。在此基础上通过梯度

洗脱优化峰形并缩短洗脱时间，确定最佳的梯度

洗脱程序，色谱图见图 1。

2.2　线性关系结果

HPLC 测定 10 种黄酮类化合物的线性关系结

果见表 2。 10 种黄酮类化合物在 20~100 µg/mL

时，其峰面积与质量浓度之间呈现出良好的线性

关系，所有化合物的相关系数均不低于 0.999 1。

2.3　样品提取方法确定

2.3.1　提取溶剂确定　

比较盐酸-甲醇、盐酸-乙醇和盐酸-水这 3 种

提取溶剂对发芽黑小麦粉中黄酮类化合物的提取

效果，结果见图 2。以盐酸-甲醇作为提取溶剂时，

样品中的芦丁、木犀草素和异鼠李素质量分数较

低且芹菜素未被检测出；以盐酸-水作为提取溶剂

时，样品中的葛根素、芦丁、木犀草素和查耳酮质

量分数较低，且芹菜素、柚皮素、山柰酚和异鼠李

素未被检出；以盐酸-乙醇作为提取溶剂时，在相

同测定条件下，10种黄酮类化合物均能被检测到，

且总体提取率高于盐酸-甲醇和盐酸-水的提取效

果。这可能是由于乙醇与这 10种黄酮类化合物的

极性相近，使得这些黄酮类化合物更易溶于盐酸-

乙醇溶液，因此选择盐酸-乙醇作为提取溶剂。另
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1—葛根素；2—表儿茶素；3—芦丁；4—木犀草素；5—槲皮素；6—芹菜素；7—柚皮素；8—山柰酚；9—异鼠李素；10—查耳酮。�

1—葛根素；2—表儿茶素；3—芦丁；4—木犀草素；5—槲皮素；6—芹菜素；7—柚皮素；8—山柰酚；9—异鼠李素；10—查耳酮。�

图 1　混合标准品和样品的色谱图

Fig. 1　Chromatograms of mixed standards and samples
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表 2　10种黄酮类化合物的线性方程、线性范围及相关系数

Table 2　Linear equations， linear ranges， and correlation coefficients for the 10 flavonoids

化合物

葛根素

表儿茶素

芦丁

木犀草素

槲皮素

芹菜素

柚皮素

山柰酚

异鼠李素

查耳酮

线性方程

y=19.341x-13.803

y=27.447x+6.134

y=25.753x+6.058 4

y=44.989x-5.361 7

y=42.563x+10.02

y=41.155x-27.632

y=64.631x+28.906

y=38.697x+15.522

y=27.29x+43.639

y=27.455x+24.923

线性范围/（μg/mL）

20~100

20~100

20~100

20~100

20~100

20~100

20~100

20~100

20~100

20~100

R2

0.999 3

0.999 9

0.999 8

0.999 9

0.999 8

0.999 3

0.999 9

0.999 8

0.999 1

0.999 6

检出限/（μg/mL）

0.15

1.00

1.00

0.21

0.24

0.46

0.46

0.87

0.87

1.00

图 2　不同提取溶剂提取样品时黄酮类化合物的色谱图

Fig. 2　Chromatograms of flavonoids extracted from samples using different extraction solvents
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外，进一步比较了不同体积分数的乙醇对这 10 种

黄酮类化合物提取率的影响，见图 3。结果表明，

体积分数 70% 的乙醇提取效果最佳。当乙醇体积

分数过低时，测得的 10 种黄酮类化合物总质量分

数较低；当乙醇体积分数过高时，会导致发芽黑小

麦粉中的一些非黄酮类物质如糖类和脂溶性化合

物大量析出［19］，从而影响黄酮类化合物的定量研

究。这与钟菲菲等［20］关于湘莲中 3 种黄酮类化合

物的提取优化结果一致。因此，最终确定提取溶

剂为体积分数 70% 的盐酸-乙醇溶液。

2.3.2　回流提取时间确定　

回流提取时间对 10种黄酮类化合物总质量分

数的影响见图 4（a）。在 0~90 min，随着回流提取

时间的延长，10 种黄酮类化合物总质量分数呈上

升趋势；当提取时间超过 90 min时，黄酮类化合物

总质量分数随着回流提取时间的延长而降低。因

此，确定最适回流提取时间为 90 min。

2.3.3　回流提取温度确定　

在确定最佳回流提取时间为 90 min的基础上，

研究了回流提取温度对 10种黄酮类化合物总质量

分数的影响，结果见图 4（b）。当回流提取温度为

85 ℃时，发芽黑小麦中 10 种黄酮类化合物总质量

分数最高。因此，确定最适回流提取温度为 85 ℃。

2.3.4　料液比确定　

在确定以盐酸-乙醇溶液为提取溶剂、90 min

为回流提取时间、85 ℃为回流提取温度的基础

上，研究料液比对发芽黑小麦粉中 10 种黄酮类化

合物总质量分数的影响，结果见图 4（c）。当料液

比为 1 g∶25 mL 时 ，提取出的 10 种黄酮类化合

物总质量分数最高。当溶剂体积过低时 ，发

芽黑小麦粉中黄酮类化合物未充分溶解 ；而

当提取溶剂体积过高时 ，10 种黄酮类化合物总

质量分数降低。导致这一现象的原因可能是 10种

黄酮类化合物已被完全提取，继续增加提取溶剂

的体积，会导致单位体积提取液中所测 10 种黄酮

类化合物的质量下降。这与郭瑛等［21］关于蔷薇花

中总多酚的提取优化结果一致。另外，提取溶剂

用量过多会造成资源浪费。因此，确定最适料液

比为 1 g∶25 mL。

2.4　方法学验证结果

2.4.1　精密度　

将标准品溶液连续进样 6次，测得葛根素、表儿

图 3　乙醇体积分数对黄酮类化合物总质量分数的影响

Fig. 3　Effect of ethanol volume fraction in extraction solvent 

on the total mass fraction of flavonoids

0 30 60 90 120 150

0.8

1.2

1.6

2.0

2.4

0.4
75 80 85 90 95 100

1.6

1.8

2.0

2.2

1.410
种
黄
酮
类
化
合
物
总
质
量
分
数

/(m
g/

g)

10
种
黄
酮
类
化
合
物
总
质
量
分
数

/(m
g/

g)

10
种
黄
酮
类
化
合
物
总
质
量
分
数

/(m
g/

g)

回流提取时间/min

(a) 回流提取时间对黄酮类化合物
总质量分数的影响

(b) 回流提取温度对黄酮类化合物
总质量分数的影响

(c) 料液比对黄酮类化合物
总质量分数的影响

不同字母表示差异显著(P<0.05)。
回流提取温度/℃

1:15 1:25 1:35 1:45

0.4

0.8

1.2

1.6

2.0

2.4

0

料液比/(g:mL)

a

b
c

d

 

图 4　不同提取条件对黄酮类化合物总质量分数的影响

Fig. 4　Effect of different extraction conditions on the total mass fraction of flavonoids
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茶素、芦丁、木犀草素、槲皮素、芹菜素、柚皮素、山

柰酚、异鼠李素和查耳酮这 10种黄酮类化合物色谱

峰 面 积 的 RSD 值（n=6）分 别 为 1.05%、0.96%、

1.14%、1.02%、1.05%、1.07%、0.96%、1.02%、1.08%、

1.56%，均低于 2.00%，表明仪器精确度良好。

2.4.2　重复性　

制备 6份同一批样品溶液进行测定，结果显示

葛根素 、表儿茶素 、芦丁 、木犀草素 、槲皮素 、

芹菜素、柚皮素、山柰酚、异鼠李素和查耳酮的

峰面积 RSD 值（n=6）分别为 1.25%、1.91%、1.50%、

1.01%、1.68%、1.84%、1.78%、1.63%、1.53%、

1.65%，均低于 2.00%，表明仪器重复性良好。

2.4.3　稳定性　

将制备好的样品溶液在 24 h 内每隔 4 h 进样

一次，测得葛根素、表儿茶素、芦丁、木犀草素、槲

皮素、芹菜素、柚皮素、山柰酚、异鼠李素和查耳酮

这 10 种黄酮类化合物峰面积的 RSD 值（n=7）分别

为 1.34%、1.74%、1.71%、0.93%、1.04%、1.96%、

1.14%、1.95%、1.86%、1.20%，均低于 2.00%，表明

样品溶液在 24 h内稳定性良好。

2.4.4　加标回收率　

加 标 回 收 率 测 定 结 果 见 表 3 ，葛 根 素 、表

表 3　加标回收率试验结果（n=3）

Table 3　Results of the spiked recovery test （n=3）

化合物

葛根素

表儿茶素

芦丁

木犀草素

槲皮素

芹菜素

柚皮素

山柰酚

异鼠李素

查耳酮

样品中化合物质量/µg

1.612

0.605

0.339

0.411

0.229

0.279

0.177

0.043

0.005

0.384

加入质量/µg

0.800

1.600

2.400

0.300

0.600

0.900

0.200

0.300

0.400

0.200

0.400

0.600

0.100

0.200

0.300

0.150

0.250

0.350

0.150

0.200

0.250

0.020

0.040

0.060

0.001

0.005

0.010

0.200

0.400

0.600

测得质量/µg

2.414

3.188

3.999

0.904

1.213

1.501

0.540

0.649

0.748

0.612

0.817

1.007

0.328

0.432

0.530

0.427

0.522

0.630

0.325

0.379

0.421

0.063

0.084

0.102

0.006

0.001

0.015

0.580

0.779

0.981

回收率/%

100.25

98.50

99.46

99.67

101.33

99.56

100.50

103.33

102.25

100.50

101.50

99.33

99.00

101.50

100.33

98.67

97.20

100.29

98.67

101.00

97.60

100.50

100.75

98.33

100.00

98.00

100.00

98.00

98.75

99.50

平均回收率/%

99.40

100.19

102.03

100.44

100.28

98.72

99.09

99.86

99.33

98.75

RSD 值/%

0.88

0.99

1.40

1.08

1.25

1.56

1.56

1.33

1.16

0.76
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儿 茶 素 、芦 丁 、木 犀 草 素 、槲 皮 素 、芹 菜 素 、

柚 皮 素 、山 柰 酚 、异 鼠 李 素 和 查 耳 酮 的 平 均

回 收 率 为 98.72%~102.03% ，且 RSD 值 均 低 于

2.00% ，表明该试验使用的提取及测定方法准

确度良好。

2.5　发芽黑小麦中 10种黄酮类化合物质量分数

发芽时间对黑小麦中 10 种黄酮类化合物质

量分数的影响见表 4。与未发芽对照组相比，黑

小麦在发芽处理后产生了木犀草素；随着发芽时

间的延长，在第 3 天时检测出了槲皮素、柚皮素

和山柰酚；直到发芽第 5 天时才有少量异鼠李素

生成。葛根素、表儿茶素和查耳酮质量分数均在

发芽 1~5 d 显著上升，但在第 7 天时显著下降。

芹菜素质量分数在发芽 1~7 d 显著上升。芦丁质

量分数在发芽 1~5 d 内呈先下降后上升的趋势，

并在发芽第 5 天达到峰值，为 172.27 μg/g，这与罗

佳倩等［22］对发芽苦荞中芦丁质量分数变化的研

究结果相似。总体而言，10 种黄酮类化合物在发

芽第 5 天的黑小麦中均可检测到，且不同发芽时

间的质量分数有较大差异。在发芽的 1~5 d，随

着发芽时间的延长，黑小麦中的 10 种黄酮类化

合物总质量分数显著增加，且种类多样，这可能

是因为籽粒细胞壁中所含的黄酮类化合物在萌

发过程中被降解释放，且发芽激活了黑小麦籽粒

中黄酮类化合物合成的关键酶，这与其他研究

者［23-24］的研究结果一致。但在发芽第 7 天时，黑

小麦中的黄酮类化合物总质量分数明显减少。

黄酮类化合物合成途径涉及多种酶，次级代谢产

物的合成往往是多个酶共同作用的结果［25-26］，具

体原因还需进一步探讨。综上可知，发芽处理能

够明显改变黑小麦中这 10 种黄酮类化合物的组

成及质量分数。

3　结论

作者优化了发芽黑小麦中 10种黄酮类化合物

的提取方法，并建立了HPLC快速检测葛根素、表儿

茶素、芦丁、木犀草素、槲皮素、芹菜素、柚皮素、山柰

酚、异鼠李素、查耳酮 10种黄酮类化合物的方法，可

以同时对发芽黑小麦中 10种黄酮类化合物进行定

量分析。此外，对发芽 1、3、5、7 d时黑小麦中 10种

黄酮类化合物质量分数进行测定。结果表明，发芽

处理可以显著促进黑小麦中木犀草素、槲皮素、柚皮

素、山柰酚和异鼠李素的生成；除芹菜素与山柰酚

外，其余 8种黄酮类化合物质量分数在第 5天时均达

到峰值，其中葛根素质量分数最高，为 787.70 µg/g，

异鼠李素质量分数最低，为 28.34 µg/g。发芽 7 d

时，芹菜素质量分数继续上升至 197.34 µg/g，而山

表 4　发芽时间对黑小麦中 10种黄酮类化合物质量分数的影响

Table 4　Effect of germination time on the mass fractions of 10 flavonoids in black wheat

发芽

时间/d

0

1

3

5

7

葛根素

质量分数/

（µg/g）

291.23±

3.62e

363.96±

5.66d

558.27±

6.13c

787.70±

3.22a

639.69±

5.38b

表儿茶素

质量分数/

（µg/g）

70.98±

2.77d

72.11±

1.32d

130.40±

1.749c

183.68±

4.94a

139.35±

2.30b

芦丁

质量分数/

（µg/g）

150.37±

0.98b

146.35±

2.13b

149.74±

2.14b

172.27±

3.84a

150.13±

2.33b

木犀草素

质量分数/

（µg/g）

—

27.05±

0.30d

104.06±

1.81c

218.30±

3.46a

155.58±

1.18b

槲皮素

质量分数/

（µg/g）

—

—

21.99±

0.40c

117.10±

1.14a

27.23±

0.35b

芹菜素

质量分数/

（µg/g）

44.67±

0.71e

48.73±

0.55d

106.07±

1.25c

140.10±

2.12b

197.34±

2.88a

柚皮素

质量分数/

（µg/g）

—

—

58.10±

0.90c

230.32±

0.43a

108.29±

1.70b

山柰酚

质量分数/

（µg/g）

—

—

40.72±

0.54a

40.12±

0.71a

40.96±

1.13a

异鼠李素

质量分数/

（µg/g）

—

—

—

28.34±

0.60a

23.66±

0.47b

查耳酮

质量分数/

（µg/g）

42.11±

1.59d

56.47±

1.21c

164.67±

2.36b

187.86±

4.77a

59.24±

0.31c

总质量

分数/

（µg/g）

598.68±

1.54e

714.67±

8.58d

1 334.03±

16.08c

2 105.78±

25.69a

1 541.48±

16.82b

注：0 d表示未发芽黑小麦对照组；“—”表示未检测到；同列不同小写字母表示差异显著（P＜0.05）。
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柰酚质量分数基本保持不变，其他 8种黄酮类化合

物的质量分数则有所下降，说明发芽过程能显著改

变黑小麦中黄酮类化合物的组成及质量分数。该

研究采用的方法具有较高的准确性和可靠性，操作

简便快速，适用于发芽谷物中 10种黄酮类化合物的

定量分析。
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