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摘要：本文对比研究了直接测定法、硝酸铝-亚硝酸钠-氢氧化钠比色法、三氯化铝比色法、差示分光光度法测定藤茶样品中总黄

酮含量的准确性，并对方法的精密度、重复性、稳定性、加标回收率以及白砂糖、β-环糊精、羧甲基纤维素钠、果葡糖浆和焦糖色素

对方法的干扰进行测定，最终用高效液相色谱法对结果进行验证。结果表明，以二氢杨梅素为对照品，在没有干扰物质的条件下，差

示分光光度法最适合藤茶总黄酮的测定；该方法的精密度、重复性、稳定性和加标回收率的相对标准偏差（RSD）值分别为 0.19%、

2.26%、1.67%和 100.97±1.63%。单独或者复合加入不同浓度的干扰物质，均对 4 种方法的检测结果造成明显的干扰。在复合干扰物

存在时，直接测定法所测总黄酮含量最接近高效液相色谱法的测定结果。 
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Abstract: The accuracy of direct measurement method, Al(NO3)3-NaNO2-NaOH colorimetric method, AlCl3 colorimetric method and 

differential spectrophotometry for determining the total flavonoids in vine tea ( Ampelopsis grossedentata) were studied in this work. The 

accuracy, repeatability, stability, recovery rates of four methods were evaluated. The effects of white granulate sugar, β-CD, CMC-Na, fructose 

syrup and caramel on the interference for four methods were investigated. The results were validated by high performance liquid 

chromatography. The result showed that differential spectrophotometry was the most suitable method for determining the total flavonoids in vine 

tea with dihydromyricetin as the control and without interferent. The RSD for accuracy, repeatability, stability and recovery rates were 0.19%, 

2.26%, 1.67% and 100.97%±1.63%, respectively. The addition of interferent with different concentration could cause the obvious interference to 

the detection results of the four methods. In the presence of complex interferent, the contents of total flavonoids determined by direct 

measurement method were most close to that determined by high performance liquid chromatography. 
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（Ampelopsis grossedentata），是一种广泛分布于我国 
南部山区的药食两用植物。数百年来一直作为保健茶

饮和中草药在民间广泛使用[1,2]。据《中草药汇编》、《广

东药用植物手册》等记载藤茶具有清热解毒、祛风湿

的功效，可用于治疗风热感冒、咽喉肿痛等[3]。现代

医学研究表明，藤茶中含有丰富的黄酮类化合物。其

中，二氢杨梅素是藤茶总黄酮中的主要单体活性成分，

在干燥的幼嫩茎叶中含量超过 30%[4,5]。2013 年藤茶

被中华人民共和国国家卫生和计划生育委员会批准为
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新资源食品，2015 年，“藤茶提取物”已被收录到可

使用的化妆品原料名称目录（2015 版）。 
总黄酮含量作为中草药质量控制指标，测定方法

众多[6]。其中，紫外可见分光光度法是测定总黄酮含

量的常用方法，也是历版《中华人民共和国药典》测

定总黄酮广泛采用的方法[7]。主要包括比色法、差示

分光光度法和直接测定法等类型。其中，比色法是最

经典的用于中药材或中药制剂中总黄酮含量测定的方

法[8-11]。目前藤茶总黄酮含量的测定多采用硝酸铝-亚
硝酸钠-氢氧化钠比色法[12]、三氯化铝比色法[13]、差示

分光光度法[14]和直接测定法[15]，但未见几种测定方法

的比较研究；尤其是随着藤茶可应用于食品和化妆品

行业法律依据的确认，市场上藤茶深加工产品不断涌

现，为改善深加工产品的性能或者口感，常常在深加

工产品的生产过程中，单独或复合加入甜味剂、粘稠

剂以及色素等食品添加剂，但未见食品添加剂在总黄

酮测定时的干扰性研究报道。 
鉴于此，本研究以二氢杨梅素为标准对照品，选

择硝酸铝-亚硝酸钠-氢氧化钠比色法、三氯化铝比色

法、差示分光光度法和直接测定法，通过光谱扫描，

方法学考察以及深加工产品经常添加的白砂糖、β-环
糊精、羧甲基纤维素钠、果葡糖浆和焦糖色素对方法

的干扰性实验，比较分析四种方法测定结果的准确性，

并以高效液相色谱法加以验证，旨在确定出可快速、

准确、简便、灵敏测定出藤茶原茶及深加工产品中总

黄酮含量的方法。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

原材料：藤茶原茶，用藤茶幼嫩茎叶按传统的茶

叶加工工艺制成，由湖南乾坤生物科技有限公司提供； 

主要试剂：二氢杨梅素标准品（HPLC≥98%），上

海阿拉丁生化科技股份有限公司提供；甲醇、乙酸（色

谱纯），天津科密欧化学试剂有限公司提供；白砂糖、

β-环糊精（β-CD）、羧甲基纤维素钠（CMC-Na）、果

葡糖浆、焦糖色素均为食用级；所用试剂均为国产分

析纯。 

主要仪器设备：UV-1800 型紫外分光光度计，日

本岛津有限公司；Agilent 1260 高效液相色谱仪，美国

安捷伦科技有限公司；RE-52AA 型旋转蒸发器，上海

亚荣生化仪器厂；SHZ-D（Ⅲ）循环水式真空泵，巩

义市予华仪器有限责任公司。 

1.2  二氢杨梅素标准品溶液的制备 

精密称定适量二氢杨梅素标准品，用 95%乙醇溶

解并定容于 25 mL 容量瓶中，配成 0.504 mg/mL 的标

准品溶液，备用。 

1.3  样品溶液制备 

称取 500 g 藤茶原茶，按液料比为 1:30 (W/V)的比

例加入 70%的乙醇进行提取。提取时间 60 min，提取

温度 95 ℃，提取次数 2 次，合并滤液，减压浓缩后

冷冻干燥成醇提藤茶粉[16]。取 1.0 g 醇提藤茶粉，精

密称定，用 100 mL 95%乙醇溶解，过滤；收集滤液，

并用 95%乙醇定容至 100 mL，然后取 2 mL 于 50 mL
容量瓶中，用 95%乙醇稀释至刻度，备用。 

1.4  4 种方法对藤茶样品中总黄酮含量的比较

测定 

1.4.1  直接测定法 

分别准确吸取 0.20 mL 样品溶液和二氢杨梅素标

准溶液于 10 mL 具塞比色管中，用 95%乙醇稀释至刻

度后摇匀，静置 10 min，在 200~700 nm 波长范围内

进行扫描，根据扫描光谱图，确定该方法的最适吸收

波长[15]。然后分别准确吸取 0.05、0.10、0.15、0.20、
0.25、0.30、0.35 mL 二氢杨梅素标准溶液，按上述进

行同样处理后，在该方法的最适吸收波长处测定吸光

度，绘制标准曲线。最后，测定样品吸光值并计算总

黄酮含量。 

1.4.2  硝酸铝-亚硝酸钠-氢氧化钠（Al(NO3)3- 
NaNO2-NaOH）比色法（简称硝酸铝法） 

分别准确吸取 0.40 mL 样品溶液和二氢杨梅素标

准溶液于 25 mL 具塞比色管中，加入蒸馏水至 6 mL，
摇匀后加入 1.00 mL 5%的 NaNO2溶液，摇匀静置 6 
min 后，加入 1.00 mL 10%的 Al(NO3)3溶液，摇匀静

置 6 min 后，加入 10 mL 4%的 NaOH 溶液，加蒸馏水

稀释至刻度后摇匀，放置 15 min 后在 200~700 nm 波

长范围内进行扫描，根据扫描光谱图，确定该方法的

最适吸收波长[12]。然后，分别准确吸取 0.20、0.30、
0.40、0.50、0.60、0.70、0.80 mL 二氢杨梅素标准品

溶液，按上述进行同样处理后，在该方法的最适吸收

波长处测定吸光度，绘制标准曲线。最后，测定样品

吸光值并计算总黄酮含量。 

1.4.3  三氯化铝（AlCl3）比色法 
分别准确吸取 0.15 mL 样品溶液和二氢杨梅素标

准溶液于 10 mL 具塞比色管中，加入 3.00 mL 5%的

AlCl3溶液，用 95%乙醇稀释至刻度后摇匀，放置 40 
min 后在 200~700 nm 波长范围内进行扫描，根据扫描
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光谱图，确定该方法的最适吸收波长[17]。然后，分别

准确吸取 0.05、0.10、0.15、0.20、0.25、0.30、0.35 mL
二氢杨梅素标准溶液，按上述做同样处理后，在该方

法的最适吸收波长处测定吸光度，绘制标准曲线。最

后，测定样品吸光值并计算总黄酮含量。 

1.4.4  差示分光光度法 

分别准确吸取 0.80 mL 样品溶液和二氢杨梅素标

准溶液各 2 份，再分别置于 25 mL 具塞比色管中,1
份加 95%乙醇稀释至刻度，1 份加入 2%八水合二氯氧

化锆（ZrOCl2·8H2O）甲醇溶液 1.50 mL 后再加 95%
乙醇稀释至刻度，摇匀，放置 1 h 后将未加

ZrOCl2·8H2O 甲醇溶液的反应液置于参比池，加入的

置于样品池在 200~700 nm 波长范围内进行扫描，根

据扫描光谱图，确定该方法的最适吸收波长[14]。然后，

分别准确吸取 0.20、0.40、0.60、0.80、1.00、1.20、
1.40 mL 二氢杨梅素标准品溶液，按上述做同样处理

后，在该方法的最适吸收波长处测定吸光度，绘制标

准曲线。最后，测定样品吸光值并计算总黄酮含量。 

1.5  方法学考察 

1.5.1  精密度测定 

准确吸取适量藤茶醇提样品溶液，分别按照“1.4”
项下 4 种方法进行处理，然后在各方法的最大吸收波

长处,在 2 min 内对同一样品液连续测定 6 次，计算测

定结果的 RSD 值。 

1.5.2  重复性测定 

准确称取 1.002 g 藤茶醇提粉 5 份，按照“1.3”
项方法制备样品溶液后，分别按照“1.4”项下 4 种方

法进行处理，然后在各方法的最大吸收波长处测定，

并计算测定结果的 RSD 值。 

1.5.3  加标回收率测定 

准确吸取 5 份已知含量的藤茶醇提样品溶液，各

精密加入一定量的二氢杨梅素标准品溶液后，分别按

照“1.4”项下 4 种方法进行处理，然后在各方法的最

大吸收波长处测定吸光值，并计算回收率。 

1.5.4  稳定性测定 

准确吸取适量藤茶醇提样品溶液，分别按照“1.4”
项下 4 种方法进行处理，然后在各方法最大吸收波长

处每隔 30 min 测定一次吸光值，共测定 9 次，计算各

方法测定结果的 RSD 值。 

1.6  干扰性试验 

1.6.1  单一干扰物质对测定方法的影响 
准确吸取样品溶液 30 份，分为 5 组（每组 6 份），

分别在不同组的样品溶液中加入适量白砂糖、β-CD、

CMC-Na、果葡糖浆和焦糖色素，100 ℃水浴锅中加

热处理 15 min，溶解干扰物质，冷却后分别按“1.4”
项测定样品液中总黄酮的含量。 

1.6.2  复合干扰物质对测定方法的影响 

准确吸取样品溶液 6 份，同时在样品溶液中加入

一定量的白砂糖、β-CD、CMC-Na、果葡糖浆和焦糖

色素，按“1.6.1”项测定样品液中总黄酮的含量。 

1.7  高效液相色谱法验证 

1.7.1  标准曲线的建立 

精密称定二氢杨梅素标准品适量，用甲醇配制成

1.0 mg/mL 的标准品溶液。0.22 µm 的滤膜过滤后，分

别进样 2、4、6、8、10 µL，记录峰面积，并绘制标

准曲线。测得的标准曲线为：y=3163x+301.09，
R2=0.9995,线性范围为：2~12 µg。 

色谱条件：Agilent ZORBAX SB-C18 色谱柱

(150×4.6 mm，3.5 μm)，流动相为甲醇（A）-0.1%乙

酸水（B），梯度洗脱：0~5 min, 90% B；5~10 min，
90%~80% B；10~20 min，80%~70% B；20~25 min，
70%~90% B；25~30 min，90% B。测定波长：292 nm，

流速为 1 mL/min，柱温为 35 ℃[18]。 

1.7.2  藤茶样品溶液中总黄酮的检测 

按照“1.3”项制备样品，0.22 µm 的滤膜过滤后，

分别进样 10 µL，记录样品溶液中二氢杨梅素的峰面

积及峰面积比，依据二氢杨梅素标准曲线计算样品溶

液中二氢杨梅素含量，然后根据色谱峰面积归一法计

算藤茶样品溶液中总黄酮的含量，并用二氢杨梅素当

量表示（mg 二氢杨梅素/g 醇提藤茶粉）。 

1.8  数据处理与结果分析 

所有分析测定均采用 3 次平行处理，采用 SPSS 
23.0 软件包进行数据处理，采用 origin pro 9.0 软件进

行绘图处理；显著性水平取 0.05，数据表示为平均值

±标准差。 

2  结果与讨论 

2.1  四种方法最适吸收波长的确定 

将二氢杨梅素对照品溶液与藤茶样品溶液分别按

照四种方法处理后，在 200~700 nm 波长范围内进行

扫描。由扫描结果（图 1）可知，直接测定法、

Al(NO3)3-NaNO2-NaOH 比色法、AlCl3 比色法和差示

分光光度法的最适吸收波长分别为 292.5 nm、324 nm、

312 nm 和 320 nm。与文献中所得结果相似[19]。另外，

从波形的吻合度来看，直接测定法（图 1a）、AlCl3比
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色法（图 1c）和差示分光光度法（图 1d）可能比

Al(NO3)3-NaNO2-NaOH 比色法（图 1b）更适合测定

藤茶样品中总黄酮的含量。 

 

 

 

 
图1 四种方法在200~700 nm波长处的紫外扫描图 

Fig.1 The results of ultraviolet scanning of four methods at 

200~700 nm 

注：a：直接测定法；b：硝酸铝-亚硝酸钠-氢氧化钠比色

法；c：三氯化铝比色法；d：差示分光光度法。 

 

2.2  四种方法标准曲线的建立 

按照“1.4”项下操作，以二氢杨梅素标准品溶液

的系列浓度 C（µg/mL）为横坐标，吸光度 A 为纵坐

标绘制标准曲线，分别得到四种方法相应的线性回归

方程：直接测定法：A=0.0559C-0.0258，R2=0.999，
线性范围为 2.52~17.64 µg/mL；Al(NO3)3-NaNO2- 
NaOH 比色法：A=0.0772C-0.0266，R2=0.9995，线性

范 围 为 4.03~16.13 µg/mL ； AlCl3 比 色 法 ：

A=0.0755C-0.0459，R2=0.9994，线性范围为 2.52~17.64 
µg/mL ；差示分光光度法： A=0.032C+0.0021 ，

R2=0.9993，线性范围为 4.03~28.22 µg/mL。四种方法

的相关系数R
2
表明，在相应的线性范围内，四种方法

的标准曲线均线性良好。 

2.3  四种方法总黄酮含量测定比较及方法学

考察结果 

由表 1 可知，4 种方法对同一样品测得的总黄酮

含量均具有显著性差异（p<0.05）。其中，Al(NO3)3- 
NaNO2-NaOH 比色法测得的总黄酮含量最高，为

931.65 mg/g，可能是因为该法的专属性不强，凡具有

邻苯二羟基的物质均能显色，而本实验中所用的藤茶

醇提粉未经纯化处理，还含有其它杂质，可能对待测

物质产生干扰，故所测得的总黄酮含量偏高[20]；差示

分光光度法测得的总黄酮含量最低，为 813.56 mg/g，
可能是因为该法通过测定藤茶样品溶液与 ZrOCl2 络
合前后的差值，消除了背景吸收所致[21]。 

方法学分析结果如表 1 所示，四种方法精密度的

RSD 值均小于 1%，说明仪器的精密度较好；四种方

法重复性的 RSD 值均小于 5%，在误差允许范围内，

说明均有较好的重现性；直接测定法在 4 h 内的稳定

性最好，RSD 值仅为 0.89%，Al(NO3)3-NaNO2-NaOH
比色法在 4 h 内的稳定性最差，RSD 值为 11.00%，而

在30 min内的RSD值为3.75%，说明Al(NO3)3-NaNO2- 
NaOH 比色法在 30 min 内基本稳定，使用时要严格控

制测定时间；成桂凤等[22]在测定鄂西藤茶总黄酮含量

时，比较发现直接测定法具有较高的稳定性，本文结

果与其一致；四种方法的加标回收率结果显示，相互

之间没有显著性差异。 

综合表 1 中四种测定方法的精密度、重复性、稳

定性和加标回收率的相对标准偏差（RSD）值分析可

知，在误差允许范围内，直接测定法、AlCl3比色法和

差示分光光度法均适宜测定藤茶原茶中总黄酮含量。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.12 

306 

表1 四种方法的藤茶样品总黄酮含量测定结果及方法学比较 

Table 1 The comparison of methodological and results of total flavonoids in Ampelopsis grossedentata by four methods (x±SD, n=3) 

方法 总黄酮含量/(mg/g) 精密度 RSD/% 重复性 RSD/% 稳定性 RSD/% 加标回收率/%

直接测定法 861.43±6.87b 0.16c 0.61d 0.89d 99.32±0.53a 

三氯化铝比色法 838.08±15.80c 0.14d 2.67a 2.29b 98.78±0.60a 

差示分光光度法 813.56±14.41d 0.19b 2.26b 1.67c 100.97±1.63a 

硝酸铝比色法 931.65±10.64a 0.22a 1.17c 11.00a 100.67±2.36a 

注：表中不同字母表示差异性显著（p<0.05）；差异性分析为相关指标同一列数据之间的比较。表 2~6 同。 

表2 白砂糖对4种测定方法的影响 

Table 2 The effect of white granulate sugar on four methods 

白砂糖添加量/% 直接测定法/(mg/g) 硝酸铝比色法/(mg/g) AlCl3比色法/(mg/g) 差示分光光度法/(mg/g)
0 863.30±13.03a 929.96±6.30a 826.43±8.79b 808.70±10.83a 

2 846.93±6.58b 911.20±11.65b 868.82±11.01a 786.35±4.48b 

4 844.88±11.50b 913.02±7.18b 868.82±11.99a 793.06±22.11b 

6 842.83±6.80b 907.58±5.04b 859.00±9.86ab 790.82±2.24b 

8 846.93±6.73b 914.83±6.67b 868.82±18.86a 795.29±4.48b 

10 842.83±10.53b 905.77±5.40b 860.74±15.07ab 790.82±2.01b 

表3 β-环糊精对4种测定方法的影响 

Table 3 The effect of β-CD on four methods 

β-环糊精添加量/% 直接测定法/(mg/g) 硝酸铝比色法/(mg/g) AlCl3比色法/(mg/g) 差示分光光度法/(mg/g)
0.0 855.77±11.03a 937.65±6.30a 826.24±8.79a 808.70±2.83a 

0.2 847.39±12.58ab 927.58±8.67a 830.22±11.71a 794.35±3.48b 

0.4 833.07±11.50b 929.39±7.18a 838.31±11.90a 810.23±2.11a 

0.6 839.21±9.80b 922.14±8.04a 834.26±9.85a 803.06±5.27ab 

0.8 847.39±6.73ab 931.27±6.67a 826.18±18.80a 796.35±4.45b 

1.0 853.53±13.43a 927.58±6.46a 826.18±15.00a 798.35±5.01b 

2.4  干扰性分析 

干扰性实验主要是针对藤茶深加工产品中的总黄

酮含量测定而言。藤茶深加工产品，一般包括饮料、

口服液、含片、冲剂、浸膏等。为改善产品的性能或

者口感，常常在产品的生产过程中，单独或复合加入

甜味剂、粘稠剂、或者色素等食品添加剂。本实验选

用了产品生产中应用较多的 CMC-Na、β-CD、白砂糖、

果葡糖浆、焦糖色素作为干扰因素进行了总黄酮含量

比较测定。 

2.4.1  加入单一干扰物质 

由表 2 可以看出，在藤茶样品溶液中，加入

2%~10%的白砂糖之后，4 种方法测定的总黄酮含量与

未加白砂糖时均具有显著性差异（p<0.05），其中除

AlCl3 比色法显示样品中总黄酮含量增加外，其余 3
种方法均显示样品中总黄酮含量减少，但总黄酮含量

的增加或者减少均与加入的白砂糖的浓度不具有显著

性差异（p<0.05）（差异性分析中有少量数据显示不一

致，可视为实验误差）。相似的，刘尧 [23]采用

Al(NO3)3-NaNO2-NaOH 比色法测定糖类对稻壳总黄

酮含量的影响，发现糖类可使稻壳总黄酮含量下降。 

由表 3 可以看出，在藤茶样品溶液中，加入

0.2%~1.0%的 β-CD 之后，除 AlCl3比色法的测定结果

与未加入 β-CD 时没有明显差异外，其余方法均显示

样品中总黄酮含量减少，且数据具有差异或者显著性

差异（p<0.05）。 
由表 4 可以看出，在藤茶样品溶液中，加入 0.1%~ 

0.5% CMC-Na 之后，直接测定法与 Al(NO3)3-NaNO2- 
NaOH 比色法的测定结果均显示样品中总黄酮含量减

少，且数据之间有差异或者显著性差异（p<0.05）
（AlCl3 比色法与差示分光光度法在 CMC-Na 添加量

为 0.3%时有絮状物开始生成，因而停止实验，数据未

在表格中列出）。 
由表 5 可以看出，在藤茶样品溶液中，加入 5%~ 

25%的果葡糖浆之后，直接测定法的测定结果与未加

入果葡糖浆时没有显著性差异（p<0.05）；其它 3 种方

法均有显著性差异（p<0.05），其中，AlCl3 比色法的

测定结果显示总黄酮含量明显增加，Al(NO3)3-NaNO2- 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.12 

307 

NaOH 比色法和差示分光光度法的测定结果显示总黄

酮含量显著减少。 

由表6可以看出，在藤茶样品溶液中，加入0.01%~ 
0.08%的焦糖色素之后，焦糖色素对 4 种方法的干扰

显得更加复杂。除差示分光光度法的测定结果显示样

品总黄酮含量先增加后减少之外，其他三种方法测定

结果均呈先增加后减少再增加的波动性变化，并在焦

糖色素浓度达到 0.08%时接近未加色素时的测定值。 

表4 CMC-Na对直接测定法和硝酸铝比色法的影响 

Table 4 The effect of CMC-Na on direct measurement method and Al(NO3)3-NaNO2-NaOH colorimetric method 

CMC-Na 添加量/% 直接测定法/(mg/g) 硝酸铝比色法/(mg/g) 

0.0 853.95±13.01a 923.65±10.78a 

0.1 839.25±17.18ab 922.64±5.60a 

0.2 833.25±11.58b 931.15±9.15ab 

0.3 839.44±9.80ab 925.71±9.04ab 

0.4 847.63±8.43ab 916.64±5.37b 
0.5 845.58±13.41ab 916.64±7.40b 

表5 果葡糖浆对4种测定方法的影响 

Table 5 The effect of fructose syrup on four methods 

果葡糖浆添加量/% 直接测定法/(mg/g) 硝酸铝比色法/(mg/g) AlCl3比色法/(mg/g) 差示分光光度法/(mg/g) 

0 857.77±11.03a 930.15±6.30a 829.24±11.79b 810.70±2.83a 

5 865.77±13.58a 904.14±8.67b 834.31±9.51ab 786.82±3.48b 

10 851.49±10.50a 896.51±9.18b 838.31±11.37ab 789.23±2.11b 

15 849.44±10.40a 896.51±14.04b 830.22±11.63b 650.04±5.27c 

20 861.72±6.53a 898.64±5.60b 854.51±9.88a 600.12±4.45d 

25 853.53±13.43a 898.64±7.16b 856.57±7.98a 587.36±5.01d 

表6 焦糖色素对4种测定方法的影响 

Table 6 The effect of caramel on four methods 

焦糖色素添加量/% 直接测定法/(mg/g) 硝酸铝比色法/(mg/g) AlCl3比色法/(mg/g) 差示分光光度法/(mg/g) 
0.00 854.28±11.11bc 928.35±6.30ab 836.95±12.26bc 805.38±15.95ab 

0.01 872.14±3.19a 938.45±8.67ab 854.58±8.89a 798.94±4.44ab 

0.02 852.06±2.05bc 944.52±9.18a 872.21±7.71a 779.45±5.03b 

0.04 863.48±5.08ab 946.53±14.04a 821.54±4.86c 815.99±13.42a 

0.06 845.36±4.51b 920.83±5.60b 839.16±7.42b 803.81±29.51ab 

0.08 854.28±3.04bc 946.53±7.16a 841.36±8.49b 779.45±11.04b 

表7 复合干扰物质对4种测定方法的影响 

Table 7 The effect of complex interferent on four methods 

方法 直接测定法/(mg/g) 硝酸铝比色法/(mg/g) AlCl3比色法/(mg/g) 差示分光光度法/(mg/g)

配方一 
未加复合干扰物 856.52±6.13a 930.35±17.94a 830.34±16.12b 796.76±3.06b 

加入复合干扰物 771.71±11.11b 835.44±11.13b 865.60±4.52a 1018.23±8.17a 

配方二 
未加复合干扰物 858.75±11.16a 934.42±9.11a 836.34±9.17a 808.69±2.44b 

加入复合干扰物 798.66±3.06b 813.22±12.18b 806.60±10.26b 1010.92±32.96a 

注：表中不同字母表示差异性显著（p<0.05）；差异性分析为相关指标同一列数据之间的比较；复合干扰物质配方一的比例为 10%

白砂糖、0.05% β-CD、0.05% CMC-Na、10%果葡糖浆和 0.05%焦糖色素；复合干扰物质配方二的比例为：2%白砂糖、0.2% β-CD、

0.1% CMC-Na、5%果葡糖浆和 0.01%焦糖色素。 

2.4.2  加入复合干扰物质 

实验选择两种不同的复合干扰物质配比加入样品

液中，研究了复合干扰物质对 4 种测定方法结果的影

响，其中配方一固形物含量高，可视为口服液类产品

的基础配方，配方二固形物含量低，可视为饮料类产

品的基础配方。由表 7 可以看出，加入复合干扰物质

后，4 种方法测定的结果均与未加入复合干扰物质的

结果具有显著性差异（p<0.05）。其中，直接测定法和
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Al(NO3)3-NaNO2-NaOH 比色法的测定结果明显降低，

差示分光光度法的测定结果明显升高,高固形物含量

的情况下，AlCl3比色法可使结果升高，但低含量的情

况下可使结果降低。 

 

 

 

 

图 2 二氢杨梅素标准品与藤茶醇提样品的HPLC图 

Fig.2 HPLC chromatograms of dihydromyricetin standard and 

extraction sample of Ampelopsis grossedentata 

注：a：二氢杨梅素标准品；b：藤茶醇提样品；c：加入配

方一的藤茶醇提样品；d：加入配方二的藤茶醇提样品。 

2.5  高效液相色谱法验证 

高效液相色谱法以二氢杨梅素为标准对照品,根

据峰面积归一法可知，样品液中二氢杨梅素的峰面积

在总黄酮中所占比例为 89.52%，然后利用该标准曲线

得到的藤茶醇提粉中总黄酮的含量为 732.67 mg/g（二

氢杨梅素标准品与藤茶醇提样品的高效液相色谱图见

图 2a 与 2b）。与表 1 中样品总黄酮含量数据相比较可

知，4 种测定方法中差示分光光度法所测总黄酮的含

量最接近高效液相色谱法的结果。而加入配方一和配

方二的藤茶样品液中二氢杨梅素的峰面积在总黄酮中

所占比例分别为 83.99%和 84.23%，同法得到总黄酮

的含量分别为 691.57 mg/g 和 697.71 mg/g（图 2c 与

2d）。与表 7 中加入复合干扰物后样品总黄酮含量数据

相比较可知，直接测定法所测结果与高效液相色谱法

的结果最接近。 

3  结论 

3.1  以二氢杨梅素为对照品，选用直接测定法、

Al(NO3)3-NaNO2-NaOH 比色法、AlCl3 比色法和差示

分光光度法对藤茶中总黄酮含量进行测定，4 种测定

方法相对应的最适吸收波长分别为 292.5 nm、324 nm、

312 nm 和 320 nm，此时样品与标准品的峰形一致，

对称性较好。 

3.2  在没有干扰物质的情况下，四种测定方法在各自

的线性范围内，吸光值与样品浓度均有良好的相关性，

线性回归方程的相关系数 R2均大于或等于 0.999。方

法学考察结果表明，直接测定法、AlCl3比色法和差示

分光光度法适合藤茶总黄酮含量的测定，其中差示分

光光度法的测定值更接近高效液相色谱法的测定结

果。 

3.3  在藤茶提取液中，单独或者复合加入不同浓度的

白砂糖、β-CD、CMC-Na、果葡糖浆和焦糖色素，均

对 4 种方法的检测结果造成明显的干扰。在复合干扰

物存在时，直接测定法所测总黄酮含量最接近高效液

相色谱法的测定结果。 
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