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植物提取物原料抗氧化活性评价 薄层色谱法 

1 范围 

本标准规定了薄层色谱联用 1，1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)显色反应评估植物提取物抗氧化能力

的方法(以槐米提取物为例，芦丁为标准)。 

本标准适用于同时评价植物性食品原料中多元抗氧化物质的抗氧化能力。 

2 规范性引用文件 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。 

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法 

 

3 原理 

用硅胶薄层色谱对槐米提取物的甲醇溶液进行展开，实现对其中多种抗氧化物质的色谱分离，然后

通过浸渍的方式将停留在硅胶薄层上的分离结果与 DPPH 显色反应相耦合，显色反应结果用光密度扫

描仪定量检测，检测结果以芦丁为内标加权定量计算评估槐米样品综合抗氧化能力。 

4 试剂和材料 

4.1 除非另有说明，在分析中所使用试剂均为分析纯，用水为 GB/T 6682 规定的一级水 

4.2 芦丁标准品，分析纯 

4.3 甲醇，色谱纯 

4.4 乙酸乙酯，色谱纯 

4.5 乙酸，分析纯 

4.6 DPPH，分析纯 

4.7 高压氮气，纯度 99.9% 

4.8 硅胶薄层板，分析型 

4.9 芦丁标准溶液 

a) 标准储备液：精确称取 10 mg ± 0.1 mg 芦丁标准品（4.2），溶于 10 mL 甲醇（4.3）中。制得 1 mg/mL

标准储备液，置于棕色容量瓶中，在 4℃冰箱中恒温避光保藏,保质期 1 周 

b) 标准工作液：准确吸取芦丁标准储备液（4.10a）1.0 mL，与 9.0 mL 甲醇（4.3）混合稀释，使

该混合标准工作溶液浓度为 0.1 mg/mL。芦丁标准工作液测试当天新鲜配置 

4.10 DPPH 衍生液 

准确称取 25.0 mg DPPH(4.6)，溶于 75 mL 甲醇溶液中。DPPH 衍生液测试当天新鲜配置。 

4.11 槐米提取物 

https://baike.baidu.com/item/%E7%A1%9D%E5%9F%BA%E8%8B%AF/1551470
http://jingyan.baidu.com/article/95c9d20da85a44ec4e756134.html
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4.12 滤膜：孔径 0.45 μm 

4.13 离心管：15～25 mL 

5 仪器与设备 

5.1 实验室常用玻璃器皿 

5.2 分析天平：灵敏度 0.0001 g。 

5.3 涡旋混匀器 

5.4 超声清洗仪：超声频率 40～80 kHz 

5.5 离心机：转速≥4000 rpm 

5.6 双光束紫外-可见光分光光度计：检测范围 190-900 nm 

5.7 薄层色谱工作站，包括：薄层点样仪、薄层展开仪、自动浸渍器、光密度扫描仪 

6 测定步骤 

6.1 槐米提取液制备 

用电子天平(5.2)精确称取 50.0 mg 槐米提取物(4.11)粉末样品与 10 mL 甲醇混合。将混合物在涡旋

混匀器(5.3)上震荡 1 min，然后置于超声清洗机(5.4)水浴 30 min。随后，将样品液在离心机(5.5)中以 3000 

r/min 离心 10 min，取上清液 2 mL，用注射器过 0.45 µm 纤维素滤膜去除其中的固体微粒。过滤后，用

0.1 mg/mL 芦丁标准工作液作为参比，用双光束紫外-可见光分光光度计(5.6)测定滤液在 360 nm 波长的

吸光度，以此为指导，用甲醇对滤液进行逐步稀释，使其吸光度在 0.7-1.0 之间。稀释后的滤液直接用

于薄层点样分析。 

6.2 薄层色谱检测 

 

图 1 样品提取液和标准工作液的在硅胶薄层板上的点样布局 

a) 点样：以 0.5 kPa 氮气为载气，用薄层点样仪(5.7)将 5 μL 芦丁标准工作液(4.9b)和 5 μL 槐米提取

液(6.1)以条带的形式吹扫到硅胶薄层板(4.8)上。如图 1 所示，芦丁标准工作液和槐米提取液各点 3 个平

行。具体参数为：条带高度 10 mm，条带宽度 6 mm，第一条带距板左边 15 mm，点样速度 150 ng/s，

预留体积 0.2 μL。 

b) 展开：将点好后的硅胶薄层板用薄层自动展开仪(5.7)中色谱展开，具体参数为：流动相乙酸乙

酯+乙酸+甲酸+水 10+1.1+1.1+2 mL，预烘干 30 s，展开缸气氛饱和 5 min，预平衡 10 min，展开高度 50 

mm，色谱展开后干燥 3 min。 

c) 浸渍衍生：用薄层自动浸渍仪(5.7)将展开干燥后的硅胶板浸入DPPH溶液(4.10)，浸渍速度2 mm/s，

停留时间 1 s。取出后将硅胶板避光静置 20 min 待显色反应结束。 

d) 光密度扫描定量：用薄层光密度扫描仪(5.7)对已经显色的硅胶薄层板进行扫描检测。主要检测

参数：荧光模式，D2&W 灯，激发光波长 530 nm，无滤光片，狭缝尺寸 3.00 × 0.30 mm (Micro)，扫描

速度 100 mm/s, 数据分辨率 100 μm/step。 
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7 结果计算 

按照公式(1)计算 3 个平行芦丁标准品斑点峰面积的平均值 P 芦均 

 芦均  
  

芦  
    

芦  
    

芦  
 

 
……(1) 

按照公式(2)计算每个槐米提取液轨道斑点峰面积 P 槐，按式公式(1)计算： 

 槐      
   ……(2) 

i—抗氧化斑点编号 

n—抗氧化斑点数量 

Pi—第 i 个抗氧化斑点峰面积 

按照公式(3)计算 3 个平行槐米样品平均斑点峰面积 P 槐均 

 槐均  
  

槐  
    

槐  
    

槐  
 

 
……(3) 

按照公式(4)计算槐米样品的抗氧化指数 Ai 

   
 
槐均

 
芦均

 稀释倍数……(4) 

8 分析精度 

同一操作者在同一块硅胶板上三次平行测定所得结果相对偏差≤10 %。 

 

 

ℎ𝑡𝑡𝑝:/𝑗𝑖𝑛𝑔𝑦𝑎𝑛.𝑏𝑎𝑖𝑑𝑢.𝑐𝑜𝑚/𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑙𝑒/𝑓𝑎4125𝑎𝑐𝑏30𝑑8228𝑎𝑐709235.ℎ𝑡𝑚𝑙
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A  A  

附 录 A 

（资料性附录） 

表 A.1 芦丁标准品和槐米提取物样品薄层色谱-DPPH 显色(左)和光密度扫描仪结果(右) 

 

注：轨道1-3为芦丁标准样品；轨道4-6为槐米提取物样品 

 

_________________________________ 


