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大豆异黄酮分离检测及保健功效的研究

马兵钢， 郝青南’， 马超

(石河子大学农学院，新疆石河子832003)

摘要：针对近年来国内外大豆异黄酮的保健功能及结构的相关研究，分析了层析法、高效液相色

谱法、高速逆流色谱法分离大豆异黄酮的方法，讨论了紫外分光光度法、高效液相色谱法、高效液

相色谱一质谱法、气相色谱法、毛细管电泳法、薄层扫描色谱法、双向纸层析色谱法及免疫法等检测

大豆异黄酮的方法及其这些分离检测方法的特点。
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The Methods of Separation and Detection for Soybean Isoflavones

and Hygienical Functions of Soybean lsoflavones

MA Bing—gang，HAO Qing—nan。， MA Chao

(Agricultural College，Shihezi University，Shihezi 832003，China)

Abstract：The structure and hygienical functions of Soybean isoflavones were summarized in this

manuscript，according to the research progress in recent years．And on the basis of reviewing the

separation methods of isoflavones from soybean by chromatography and high perfomance liquid

chromatography，the detection methods of isoflavones by ultraviolet—visible spectrophotometry，

high perfomance liquid chromatography，high perfomance liquid chromatography—Mass

spectrometer。gas chromatography，capillary electrophoresis，thin-layer scan chromatography，tWO—

dimensional paper—chromatography and medical immunology were discussed．Furthermore，the

characteristic of these separation and detection methods and the main points of operation were

reviewed．
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早在1986年，美国科学家已发现大豆异黄酮

有抗癌作用，对人体可起到与雌激素相似的作用，

但没有药物雌激素的副作用，故有“天然植物雌激

素”的美称。美国食品与药品监督管理局在1999
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年9月指出，“大豆异黄酮是从大豆中提取的最具

有生物活性的物质，是一种植物雌激素，与女性雌

激素结构相似，有助于维持女性激素水平的平衡。

关于大豆异黄酮的研究，已成为目前国际上功能性

食品成分研究中的一个热点。进一步研究表明，大

豆异黄酮还具有抗氧化、抗溶血、抗真菌消炎、抗

癌、抗心血管疾病、防治骨质疏松和早老年性痴呆

症及妇女更年期综合症等一系列特殊生理功能，从

而引起人们的普遍关注。

大豆异黄酮的结构

大豆异黄酮(soybean isoflavone SIF)主要分布

于大豆种子的子叶和胚轴中，但含量极少。大豆异

黄酮是多酚类混合物，其组成、存在形式主要包括

染料木素(金雀异黄素，genistein)、大豆黄素(

daidzein)和黄豆黄素(glyeitein)。天然情况下它

们大多以伊葡萄糖苷形式存在，近年来发现发生乙

酰化、丙二酰化、琥珀酰化转变的异黄酮苷。其中

起到生理功效的主要是染料木素、大豆黄素及其苷

元。通常，在天然状态下，大豆中只有少量异黄酮

以游离苷元形式存在，90％以上是以】B一葡萄糖苷

的形式存在。现已确证了3种SIF苷元和9种SIF

葡萄糖苷，共12种。9种大豆异黄酮葡萄糖苷分别

为：(1)7，4一二羟基异黄酮一7一葡萄糖苷；5j 7，4一三羟

基异黄酮一7一葡萄糖苷；7，4--"羟基一6一甲氧基异黄

酮一7一葡萄糖苷；"-0-乙酰基～7，4，一二羟基异黄酮-7-

葡萄糖苷；"-0-乙酰基一7，4，一二羟基一6一甲氧基异黄

酮一7一葡萄糖苷；6”一p乙酰基一5，7，4一三羟基异黄酮一

7～葡萄糖苷；6"-0-丙二酰一7，4，一二羟基异黄酮一7一葡

萄糖苷；"-0-丙二酰一5，7，4～三羟基异黄酮一7一葡萄

糖苷；"-0一丙二酰一7，4，一二羟基一6一甲氧基异黄酮-7-

葡萄糖苷。其中部分SIF葡萄糖C6位上的羟基还

可被乙酰基或丙二酰基取代生成酰化SIF。大豆中

不同异黄酮成分的比例以染料木黄酮为主，质量分

数约占50％～60％，黄豆苷元为30％～35％，大豆

黄素质量分数只占5％～15％。SIF的结构如图

1、图2所示：
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图1 大豆异黄酮苷元的化学结构式

F唔I The structure of soybean isoflavone
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图2大豆异黄酮糖苷的化学结构式

Fig．2 The structure of soybean isoflavone indicant

表1大豆异黄酮结构

Tab．1 The structure of soybean isoflavone

2 大豆异黄酮的分离方法

2．1色谱法

2．1．1 高效液相色谱法(HPLC) 高效液相色谱

法是用高压输液泵将具有不同极性的单一溶剂或

不同比例的混合溶剂、缓冲液等流动相泵人装有固

定相的色谱柱，经进样阀注入供试品，由流动相带

入柱内，在柱内各成分被分离，是目前普遍采用的

分离方法。主要的常用方法有：紫外探测反相高效

液相色谱法(HPLC—UV)，气相色谱质量光谱探测

(GC-MS)。用于大豆异黄酮分离的是C18柱反相

高效液相色谱法，经典的方法是Wang等口1用C18

RP—HPLC分离，UV色谱条件为：溶剂A，体积分

数0．1％冰醋酸水溶液，溶剂B，体积分数0．1％冰

醋酸乙腈溶液，注射20弘L样品进行梯度洗脱，在

50 rain内溶剂B从体积分数15％增至35％。并在

体积分数35％下保持10 min，同时溶剂A在26

min内体积分数从85％降至65％，溶剂体积流量为

l mL／min，检测波长为200 350 nm。Zheng等¨J

对此方法进行了优化，流动相用来分离8种异黄

酮，采用了HCI程序软件，确定了分离8种异黄酮

的最佳条件。因此高效液相色谱法作为一种快速，
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简便，廉价的方法使多种组分异黄酮的分离在常规

实验室里成为可能。

2．1．2 高速逆流色谱法(HSCCC) 高速逆流色谱

法已发展成为一种备受关注的新型分离纯化技术，

已经用于大豆异黄酮组分的分离。它的固定相和

流动相都是液体，没有不可逆吸附，具有样品无损

失、无污染、高效、快速和大制备量分离等优点。江

和源等[33采用高速逆流色谱法分离纯化大豆异黄

酮中的大豆苷和染料木苷。溶剂系统为乙酸乙酯

一醋酸一水，体积比为5：1：10，上相为固定相，下

相为流动相，逆流色谱仪转速为800 r／mm，体积流

量为1．5 mL／min。所得大豆苷、染料木苷经高效

液相色谱分析测定，纯度分别达到98．2％和

99．2％。曲丽萍等n]确定的色谱条件为：色谱柱：

Lichrospher C18柱(150 mm×6．0 mm，5t．￡m)，流

动相为乙腈一水一冰醋酸(45：55：2)，体积流量为

1．0 mL／min，检测波长254 Dm，柱温为室温，进样

量20肚L。最终选定V(氯仿)：V(甲醇)：V(水)

=4：3：2为高速逆流色谱分离制备的两相溶剂系

统。避免了分配系数太大，分离时间过长，溶剂浪

费严重的缺点。因此，高速逆流色谱对保健食品功

能成分分离纯化具有广阔的应用前景。在高速逆

流色谱法的应用中，关键的问题是溶剂系统的选

择，不同的溶剂系统具有不同的上、下相之比，由于

粘度、极性、密度等性质的差异，均会对相同的成分

产生不同的溶解、分配能力，形成分配系数的差异，

对分离效果产生一定的影响。

2．2层析法

2．2．I硅胶柱层析法 硅胶是一种具有较强吸附

能力的吸附剂，可用于具有不同极性大豆异黄酮各

单体的分离。硅胶柱层析法是一种吸附柱层析法，

硅胶吸附能力的强弱与其硅醇基的含量多少有关，

硅醇基能够通过氢键吸附水分而丧失吸附力，因此

硅胶在使用前必须在高温下除去水分活化。汪海

波等[53用硅胶柱层析法分离精制大豆皂苷、大豆异

黄酮苷，分离效果不太理想。可能是硅胶本身对有

效成分选择性吸附能力较差，也可能是由于洗脱溶

剂选用不当所造成。姚开等[61采用300～400目硅

胶柱层析法，用V(氯仿)：V(甲醇)=5：l洗脱，体

积流量为1．0 mL／min，基本可以使大豆异黄酮4

种主要单体组分(大豆苷、染料木苷、大豆苷元和染

料木黄酮)得到分离，而对大豆异黄酮苷元的分离

效果更好。柱层析法是目前获取高纯度天然产物

最有效的方法之一，而柱填料的选择是决定其分离

效果的关键。

2．2．2聚酰胺柱层析法 聚酰胺对极性物质的吸

附作用是由于它能和被分离物之间形成氢键。这

种氢键的强弱就决定了被分离物与聚酰胺薄膜之

间吸附能力的大小。层析时，展层剂与被分离物在

聚酰胺膜表面竞争形成氢键。因此选择适当的展

层剂使分离在聚酰胺膜表面发生吸附、解吸附、再

吸附、再解吸附的连续过程，就能导致分离物质达

到分离目的。贾建波等[7]用25 llm×600 llm聚酰

胺层析柱将最佳工艺提取的浸提液上柱，分别用乙

酸乙酯，体积分数10％～45％甲醇一乙酸乙酯以2

mL／min加入量梯度洗脱上柱样品，在出现吸收峰

时收集洗脱液，经压缩处理和真空冷冻干燥后分别

得到大豆异黄酮和皂苷，大豆异黄酮和大豆皂苷产

品纯度达到38％和94％。姚开等叩]采用聚酰胺柱

层析法，用甲醇溶液梯度洗脱，体积流量为1．0

mL／min，可以将大豆苷和染料木苷分离，得到质量

分数为85．3％的大豆苷和质量分数为87．0％的染

料木苷。对大豆异黄酮糖苷的分离效果好。

2．2．3 葡聚糖凝胶柱层析法 葡聚糖凝胶柱层

析，是使待分离物质通过葡聚糖凝胶层析柱，各个

组分由于相对分子质量不相同，在凝胶柱上受到的

阻滞作用不同，而在层析柱中以不同的速度移动。

若被分离物的相对分子质量介于完全排阻和完全

进入网孔物质的分子量之间，而在两者之间从柱中

流出，由此就可达到分离目的。适用于纸色谱、薄

层色谱、硅胶及聚酰胺色谱中分离得到的异黄酮类

化合物中糖苷配基或糖苷的进一步分离。姚开

等[63采用葡聚糖凝胶LH一20柱层析法，用体积分

数90％甲醇溶液洗脱，体积流量为2．0 mL／min，

可以使染料木苷和大豆苷相互分离，其染料木苷质

量分数可达95．7％，大豆苷质量分数可达

95．1％，可以使大豆异黄酮中的染料木苷和大豆苷

得到最好的分离。

2．3毛细管区域电泳法(CZE)

毛细管区域电泳法是基于试样中各个组分间

荷质比的差异进行分离的。毛细管区带电泳可以

分离小离子．而且能分离那些衍生化或反应生成离

子的物质。在大豆异黄酮组分分离中的应用源于

1996年。在曼谷举行的第二届国际大豆加工与利

用会议上，法国农业中心将毛细管区域电泳(CZE)

用于提取几种黄酮醇的分析上，这对大豆异黄酮及

配糖体分析方法上有较大突破。吴同等[83把毛细

管电泳技术引入到大豆异黄酮提取液的分离分析

工作中，建立了相应的定量方法。使用此毛细管电

泳方法，在8 min内可将大豆异黄酮提取液分离，
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并确定出4种异黄酮类化合物的含量，采用此方法

只需要使用少量的廉价无毒的硼砂缓冲溶液，消耗

的时间以及分析成本大为降低。同时它具有高效、

快速，进样体积小，溶剂消耗少和抗污染能力强等

特点，是对大豆异黄酮分离的理想方法之一。

3 大豆异黄酮的检测方法

3．1紫外分光光度法

大豆异黄酮在紫外光区有特征吸收，大豆异黄

酮的各组分的最大吸收波长相差不大，峰的数目较

少。如染料木苷(Genistein)在紫外区有很强的吸

收带，最大吸收波长为260 rim，大豆苷元(Daidzein)

最大吸收波长为256 nm，在310 rim处有一个很小

的肩峰，这使紫外吸收作为评价指标成为可能。紫

外分光光度法分为单波长和三波长两种方法。该

方法具有所用仪器简单，操作方便，准确度高，重现

性好等优点。但该方法检测前需对样品进行纯化

处理，操作要求较高，消耗时间长，从而限制了紫外

分光光度法在检测大豆异黄酮方面的应用。

王哲等一3用紫外分光光度法测定大豆异黄酮

含量，以大豆苷元(Daidzein)作标准品绘制标准曲

线，建立回归方程，相关系数r一0．994 l，方法回收

率100．4％，变异系数0．25％，得出紫外分光光度法

测定大豆异黄酮含量具有比高效液相色谱法更为

简便、快捷等优点，且回收率高、重现性好。标准品

溶液在4℃冰箱中保存，可连续使用，节约标准品。

黄芸等[1阳建立了一种测定大豆中异黄酮类成分含

量的紫外分光光度法分析方法。以染料木素为对

照品，利用染料木素与氢氧化钠产生反应，在271

nm波长处有最大吸收峰，用紫外分光光度法测定

大豆中总异黄酮的含量。大豆中总异黄酮的质量

分数为4．784 mg／g，加样回收率为100．9％，相对

标准偏差为2．0％。方法简便、准确、重现性好，可

作为检查大豆中异黄酮含量的一种手段，适用于大

豆及其保健品的日常分析和质量控制。此外，陈寒

青等[1¨用三波长紫外分光光度测定红车轴草异黄

酮含量，能有效扣除色素和醇溶性蛋白等杂质的干

扰，并具有简便、快速、准确等特点，特别适合于红

车轴草异黄酮提取分离工艺中大量快速检测异黄

酮含量。

因此，该方法能监测生产过程，适用于工艺在

线检测，具有省时、省费用。作为实验室研究可与

高效液相色谱法相配合，达到理想的测定结果。

3．2色谱法

3．2．1 高效液相色谱法 高效液相色谱法是目前

测定大豆异黄酮研究工作中应用最为广泛的一种

方法，此法具有测定样品范围广、样品制备步骤少、

成本低、分离效率高、灵敏度好、测定结果准确等特

点，且有多种检测器可供选择。徐德平等n目采用高

效液相色谱法测定丹贝异黄酮含量，确定出了灵

敏、准确、重现性好的色谱条件。王岙等L133建立了

一种可准确、快速测定保健食品中大豆异黄酮含量

的高效液相色谱法：通过对流动相的优选，以V(甲

醇)：y(水)=3：2为流动相，使染料木素、大豆苷

元、大豆苷、染料木苷4种大豆异黄酮主要成分达

到较好的分离效果，可分别测定4种成分含量及以

此4种成分为主要成分的保健食品中大豆异黄酮

含量。Yu[1们等建立了一种简易、快速、可靠的可同

时测定17种黄酮类物质的高效液相色谱与二极管

阵列结合的方法HPLC—DAnELSD，大大地节省了

检测的财力和物力。

此外。采用高效液相色谱法与近年来出现的一

种新型检测器一蒸发光散射检测器(简称ELSD)结

合为检测手段，流动相在检测器的漂移管中被蒸

发，不会进入检测池，能够消除背景干扰以及由此

产生的基线漂移。在梯度洗脱的条件下，标准品和

样品中的待测组分分离良好，基线无漂移，使检测

结果更准确、可靠。巩飚等[1钉用该方法建立了同时

测定保健食品中4种大豆异黄酮大豆苷元、染料木

素、大豆苷、染料木苷的反相高效液相色谱法。线

性范围宽，重现性好，结果准确，前处理简单，节约

分析时间，易于普及，可用于保健食品中的大豆异

黄酮的测定。

3．2．2 气相色谱法(GC)气相色谱法具有分离效

能高、灵敏度高、选择性好、分析速度快、用样量少

等特点，还可制备高纯物质。但在测定黄豆苷和染

料木苷时需制备衍生物，样品制备步骤较多，耗时

长且仪器较为昂贵，从而限制了该法的推广应用。

Adlercreutz等n6]采用同位索稀释气质联用法检测

了人类尿样中的木脂素类和异黄酮类。孙艳梅

等[173确定气相色谱分析条件：毛细管柱(SE一30，

30 mX0．32 mm，0．25弘m)，恒温260℃，气化室

温度300℃，检测器温度300℃，高纯氮气和氢气。

分流进样，保持分流比恒定，进样量1肛L。检测出

了大豆异黄酮苷元。Kuot埔]等用气相色谱法示踪

检测了牛奶和婴儿奶粉中的大豆苷和染料木素。

3．2．3双向纸层析色谱法 双相纸层析色谱法是

一种设备简单、操作方便的方法，对豆粕中异黄酮

成分分析，其结果基本与液一质色谱法(LC—MS)吻

合。对从事异黄酮提取工艺研究的科技人员来说，
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要了解每一个流程中异黄酮的变化，在没有高压液

相色谱仪的条件下，双相纸层析色谱是较为理想的

分析方法。彭义交等n们对此进行了验证，判断出豆

粕中的黄酮基本是由大豆素、染料木素、双氢黄酮

醇及其相应的衍生物组成。

3．2．4 薄层扫描色谱法 薄层扫描法具有取样量

少、操作简便、分离效果好等优点，但其薄层显色剂

用量难以准确控制，人为误差较大。潘娓婕等乜们在

硅胶G薄层色谱板上，采用双波长薄层扫描法建立

了测定槐角、槐角丸中的染料木苷和总染料木素的

分析方法。染料木苷和染料木素的薄层展开剂分

别为V(三氯甲烷)：y(甲醇)：V(冰乙酸)一25；7

：4和y(三氯甲烷)：V(甲醇)：V(冰乙酸)=15

：1：0．1，染料木苷和染料木素分别在0．5～3．0

弘g和0．9～5．0 pg范围内呈良好线性。王亚娟

等[21]应用双波长薄层色谱扫描法，以芦丁为对照

品，测定波长k=278 nm，参比波长k=356 nm，测

定蒲公英中总黄酮的含量，操作简便，结果可靠，重

复性好。

3．3毛细管电泳法

毛细管电泳技术发展迅速，是色谱最活跃的领

域之一。突出优点是所需样品量少，仪器简单，操

作简便，分析速度快，分离效率高，分辨率高，灵敏

度高，操作模式多，开发分析方法容易，实验成本

低，消耗少，应用范围极广。黎波涛等[22]研究优化

出了检测大豆籽粒中异黄酮含量的毛细管电泳法。

其具体电泳条件为：以含有体积分数为5％甲醇的

40 mmol／L硼砂溶液(P H=10．o)为电泳缓冲

液，压力进样20 s，在25℃、16．5 kV恒压下进行

电泳分离，并在254 am波长处检测。该方法简单

快速、操作简便、线性关系和重现性好、准确度高，

可作为大豆籽粒中异黄酮成分测定的一种较理想

的检测方法，适合于大豆异黄酮种质资源的筛选和

育种材料的鉴定。侯建霞等[2卸用毛细管电泳一电化

学检测的方法分析了苦养麦芽中的黄酮类物质，对

表儿茶素、芦丁、槲皮素3组分的分离检测条件进

行优化研究。在优化条件下，3组分可在12 rain内

完全分离。Peng等阳4]也检测出了红三叶草中的大

豆苷和染料木素，得到了很好的效果。

3．4免疫检测法

在医学上还有通过免疫法对大豆异黄酮进行

测定。该法具有检测灵敏度高、检测速度快的优

点。该法包括酶联免疫吸附法(ELISA)【253间分辨

荧光免疫分析法(TR—FIA)[z引。多用于生物体血

液及尿样中大豆异黄酮的检测。张振亚等[27]介绍

了高效液相色谱和免疫分析法的联用，不但可以提

高检测的灵敏度，而且还能增加检测方法的选择

性。比单独应用荧光免疫分析更进一步。

4 大豆异黄酮的保健功效

4．1预防癌症

据流行病学调查，西方发达国家居民的乳腺

癌、前列腺癌和直肠癌的发病率明显高于发展中国

家，其发病率是亚洲人的4～10倍，显示居民摄入

豆制品量与癌症发病率呈负相关。近年来大量体

外实验证实，大豆异黄酮能够抑制乳腺癌、胃癌及

前列腺癌等细胞系的生长繁殖，具有显著的抗癌和

防癌效果。Qin等[28]研究进一步表明食用豆类食

品可以减少乳腺癌的发病率，原因是豆类中含有大

豆异黄酮。Oba等【29]研究表明多摄入豆类食品对

妇女预防直肠癌效果显著，男性直肠癌的发病率与

摄人豆产品量没有明显相关性。恶性肿瘤在孕育

时需要生成新的血管来供应氧气和养料，体外试验

则发现：染料木素可有效地阻止血管增生；此外，

体外试验还发现：染料木素可提高某些药物的抗癌

效果。因此大豆异黄酮不但具有防癌功能，而且还

可能具有治疗癌症的作用。张义等日们的实验结果

证明，高纯度大豆异黄酮(纯度≥90％、染料木素质

量分数≥80％，G：D≥8：1)对小鼠肝癌、乳腺癌

有明显的抑制作用，并且对乳腺癌的抑制作用强于

肝癌。

4．2抗氧化和心血管防护

心血管疾病随着人类生活水平的提高，已成为

危害人类生命的高发性疾病，尤其是冠心病和心肌

梗塞，而造成这些心血管疾病的初始阶段就是动脉

粥样硬化。人体中的活性氧和自由基是引发衰老、

癌变和细胞损伤的重要原因。三羟基异黄酮

(genistein)强烈地抑制促癌剂TPA诱发的多形核

细胞及HL一60细胞中过氧化氢的形成，并中等强度

地抑制HL一60细胞中超氧阴离子自由基的产生。

黄豆苷元(daidzein)也能抑制TPA诱发的过氧化

氢形成和黄嘌呤／黄嘌呤氧化酶系统中的超氧阴离

子自由基，效果比三羟基异黄酮稍弱。Andrea

等[311人让8个健康的绝经后的妇女每天服用一定

量的大豆异黄酮及维生素C，并定期测定脂质过氧

化物总量、血浆维生素C及血压值，观察发现大豆

异黄酮是通过减少脂质过氧化物的形成而实现抗

氧化的。Nestelc321研究表明服用异黄酮后形成了

一种代谢物，一般来讲可以减少高血压及动脉硬化

等心血管病的发生。此外，陈瑞娇等[33]从辣木叶中

 万方数据



第6期 马兵钢等：大豆异黄酮分离检测及保健功效的研究

提取了总黄酮，并证实其有降血糖的作用。

4．3预防骨质疏松

． 女性停经后骨质疏松症，是指停经后妇女由于

卵巢功能衰退、雌性荷尔蒙浓度下降，继发甲状腺

素功能亢进，钙泌素分泌不足，从而导致骨质代谢

大于骨质形成，出现以低骨密度和骨骼组织的显微

结构退化质变特征，临床表现呈骨脆性和骨折易感

性增加，是一种代谢性疾病。大豆异黄酮具有植物

雌激素活性，可以与破骨细胞上的ER结合，降低破

骨细胞的活性，从而达到抑制作用，有利于停经后

骨质疏松症的预防和治疗。Bruce等[34]人作了相关

研究，从切除卵巢的雌性小鼠试验得出大豆异黄酮

可以预防骨物质减少的结论。Vatanparast等[3钉也

作了相关调查，得出大豆异黄酮对绝经后妇女的骨

骼有保护作用。

4．4减轻妇女更年期综合症

妇女更年期综合症是由于妇女绝经后卵巢分

泌的雌激素减少而造成的，大豆异黄酮具有弱雌激

素活性，可弥补更年期妇女因停经而减少的雌激

素，从而减轻或避免引起更年期症候群。澳大利亚

的科学家研究发现，更年期妇女如果每天食用45 g

大豆，其更年期综合症的发病率就会降低40％。

Cassidy等[36]人综述了大豆异黄酮对更年期妇女的

健康的影响，充分证明了大豆异黄酮可以减轻或者

避免妇女更年期综合症。

4．5其它

大豆异黄酮可以改善皮肤质量。使女性皮肤柔

滑、富有弹性，具有抗衰老、防老年性痴呆、改善产

后精神状态等功能。此外，大豆异黄酮还具有抗菌

消炎和提高机体免疫力，增强记忆力等作用。

5 结 语

以上介绍的大豆异黄酮的分离及检测方法虽

然在一些方面得到了较好的效果，但也存在一些缺

点，且不同样品中大豆异黄酮组分的分离和检测要

求方法各不相同，因此必须寻求一种快速、方便、省

时及操作费用更低的分析方法，以指导大豆异黄酮

的研发。
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