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1 任务来源 

本国家标准的制定任务是根据国家标准化管理委员会下达的国家标准制定

计划《植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》项目（计划号：20205075-T-424）

起草。国家标准计划《植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》由 424-cnis（中

国标准化研究院）归口上报及执行，主管部门为国家市场监督管理总局(质检)。

本标准由江南大学，南昌大学，国家食品安全风险评估中心，北京理化分析测

试中心、中国标准化研究院、中国计量科学研究院等单位共同起草。本标准主

要起草人：陈益胜、徐学明、金征宇、席兴军、兰韬、陶红、黄彩虹、舒蓝萍

等。 

2 起草的目的意义 

2.1 企业产品开发和质量控制的需要 

抗氧化是抗衰老、抗疲劳、抗炎等生物活性的重要基础。绝大部分以植物提

取物为原料的功能食品都含有大量抗氧化活物质，例如芦丁、槲皮素、花青素、

茶多酚等。目前，我国生产具有抗氧化功能产品（药品、食品和保健品等）的

规模以上企业多达 2000 多家，已经形成了 2300 多亿元的产业规模。这些产品

的原料大部分来自农业废弃物。 

槐米是目前最具有抗氧化活性潜力的农业废弃物之一。槐米是槐树花蕾干燥

后的产物，其中含有丰富的黄酮、皂苷和甾醇等生物活性物质。芦丁（Rutin），

又称为维生素 P，是槐米中主要的黄酮类化合物，具有良好的抗氧化活性。不

仅如此，芦丁还具有降血清胆固醇、降血压、降血脂、降血糖和提高免疫力等

多种保健功效。例如，芦丁可以通过清除高血糖引发的过氧化物保护胰岛细胞

免受损伤，从而降低 II 型糖尿病的发生风险。因此芦丁是一种极具开发前景的

糖尿病药物治疗先导化合物。我国槐树资源丰富，但是槐米的综合利用度很低。

因此，以槐米为资源开发以芦丁、槲皮素等为代表的抗氧化活性物质可以广泛

地应用到食品、保健品和药品工业领域，形成高附加值产品，不仅具有巨大的

经济价值，而且能够实现废弃资源利用。由此可见，因此，测定抗氧化活性的

高低已经成为评价植物提取物产品开发和质量控制的一个关键环节。 
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2.2 制定完善国家标准的需要 

目前，植物提取物中抗氧化活性评价方法主要根据受试对象分为体内和体外

二大类。体内方法以丙二醛、超氧化物歧化酶、谷胱苷肽等为指标，测定其含

量来评价体内抗氧化活性的高低。体外抗氧化评价体系则以自由基清除法、氧

化还原法为主。体内方法的优势是更接近人体结果，但一般费时费力，且只能

反映某一指标活性的高低。体外方法则很好地弥补了这一缺点。其中，1,1-二

苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)法是应用最广泛的抗氧化测定方法。必须注意的是，

常规的比色皿模式的 DPPH 测定法将 DPPH 溶液与样品直接混合，因此检测得

到的是样品总的抗氧化活性。然而，植物提取物原料通常是多元抗氧化活性物

质混合物。当这些物质混合在一起被 DPPH 法测定的时候，相互之间可能存在

抗氧化拮抗或协同的效应，导致检测评估结果偏低或者偏高。此外，在很多评

价任务中，仅仅测定混合物样品的总抗氧化性常规的抗氧化活性评价方法基于

DPPH 分子与自由基混合后体系的颜色变化，利用紫外-可见分光光度计监测其

吸光度值变化可以实现对样品中总抗氧化活性的定量分析。但必须注意的是，

这种抗氧化评价方法有一个固有的缺点：检测选择性差。更确切地说，当样品

中含有两种或者两种以上的抗氧化活性物质的时候，分析结果无法区分每一种

物质的抗氧化活性高低。而基于实验动物模型的抗氧化评价方法时间长、成本

高且误差大，因此难以形成国家标准。 

薄层色谱是近年来广泛应用到植物提取物分析的一项色谱分离技术。建立在

薄层色谱和 DPPH 显色反应联用基础上的抗氧化分析方法兼备选择性高和通用

性好的优点。更重要的是，薄层色谱是目前唯一能与生化反应直接联用的色谱

工具。和传统的试管法测试不同，薄层色谱的色谱分离结果开放性和反应载体

功能可以从根本上解决基于 DPPH 变色反应的抗氧化评估方法选择性差的问

题。薄层分离使原本混在一起的不同抗氧化物质按分子结构的差异移动到薄层

板上不同的位置形成物理隔离，因而可以有效避免各种物质之间可存在的协同

或拮抗效应；随后，通过浸渍方式与薄层板耦合的 DPPH 溶液可以方便地实现

对混合物中不同抗氧化组分的同时评估。因此，相对于传统的方法，建立在薄

层色谱和 DPPH 显色反应基础上的抗氧化评价方法更加可靠，且更易形成标准。 



 

3 

 

3 薄层色谱研究、应用与标准现状 

3.1 薄层色谱研究 

薄层色谱已发展具备一整套完整的仪器化操作平台，在点样、展开、浸渍衍

生和扫描定量过程中均实现了半自动甚至全自动化，显著扩展了应用范围。其

中，半自动薄层点样仪在高压氮气流的协助下，点样针内的液体样品以极细的

液流形式被吹扫至色谱板上，点样体积通常在 1~10 μL 范围内。通过非接触吹

扫法进行条带状点样，可以显著提高分离后相邻斑点的分辨率。薄层色谱分析

过程中，所有步骤独立并配备相对应设备，可同时进行操作和分析，不仅提高

了工作效率，也增加了仪器选择的灵活性。仪器化的操作平台在很大程度上提

高了色谱分离的灵敏度及色谱展开图的分辨率，同时可视化成像后的光密度扫

描提高了结果的准确性和重现性 

3.2 薄层色谱在植物提取物活性评价方面的应用 

基于仪器化薄层色谱和生物传感反应的活性评价方法已经成为分析化学领

域一个新的热点前沿。与柱色谱的闭环工作原理不同，薄层色谱是一个去中心

化、开放的分析系统，分离过程结束后分离结果被保留在色谱板上而非废液瓶

中。这一独特的优势使得薄层色谱的分离结果可以方便地与很多无法与传统柱

色谱系统兼容的检测手段实现无障碍融合。因此，薄层色谱不仅是一种通量大、

操作简便和灵活性高的色谱工具，而且还可以作为多种离线检测方法高效集成

融合的分析平台，在分析通量、简便性、精密度和适用范围等方面达到了较为

理想的平衡，因此在植物提取物活性评价方面有良好的应用前景。 

不过，薄层色谱在食物提取物活性成分检测和功能评价方面的应用还处于起

步阶段，虽然有一些文献报道，但还缺乏标准化的研究。 

3.3 薄层色谱标准 

  目前可查询到的关于薄层色谱技术的国家标准有两项：《配合饲料中 T-2

毒素的测定 薄层色谱法》和《蜂蜜中高果糖淀粉糖浆测定方法 薄层色谱法》。

未查到将薄层色谱与生物传感联合用于植物提取物中功效成分活性评估的国家

标准、行业标准和地方标准。这一缺失，使得企业在利用植物废弃物作为原料

生产抗氧化功效产品及其质量控制缺乏技术支撑，无标准可用。 
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因此，有必要尽快制定《植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》国家标

准，以满足相关企业生产和品控的需要。 

4 主要起草过程 

4.1 成立标准制定工作组 

国家重点研发项目立项后，2017 年 11 月 10 日在北京市西藏大厦召开了国

家标准《植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》第一次工作会。参加单位有

江南大学、中国标准化研究院等。会议成立了由江南大学、中国标准化研究院

等单位参加的标准工作组，主要由从事标准制修订、仪器分析、具有丰富技术

经验的专业研究人员组成，工作组制定了初步的标准编制工作计划。 

4.2 确定工作计划和标准制定原则 

按照工作任务要求，工作组制定了标准起草工作计划和任务分工。 

在充分研究与讨论的基础上，制定了标准制定原则： 

（1）先进性：其可靠性、准确度、精密度和灵敏度达到较高水平。 

（2）适用性：要适应我国植物提取物产业发展的要求。 

（3）可操作性：符合我国目前检测仪器设备和试剂、材料的供应条件。 

（4）实用性：符合检测从业人员的技术水平，能被国内主要的环境分析实

验室所使用并达到所规定的要求。要有利于槐米提取物及其制品质量，为企业

生产和品控控制部门服务。 

4.3 查询国内外相关标准和文献资料 

2017 年，开始开展“植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法”方法研究。

由于在现行国家标准、行业标准、地方标准、团体标准和企业标准中，均无相

应的测定方法标准，所以我们查阅相关文献并开展研究工作。分析代表性抗氧

化活性化合物的分子结构特点，优化色谱分离和 DPPH 显色等关键技术参数。

该方法的要点有：（1）以甲醇为溶剂提取槐米提取物中的抗氧化活性成分，（2）

通过超声进行辅助提取，（3）采用硅胶薄层板为固定相，（4）乙酸乙酯+乙酸+

甲酸+水 10+1.1+1.1+2 mL 为流动相，（5）浸渍 DPPH 溶液显色 15 分钟，（6）

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。 



 

5 

 

中国知网、万方等中文数据库中查询到的公开发表文献中，关于植物提取物

抗氧化活性的测定几乎都是依据或参考比色皿反应 DPPH 变色的方法，可靠性

和实用性有限。通过 Science direct 和 America Chemistry Association 等国外科研

数据局查询，可以查到少量以薄层色谱为平台，结合 DPPH 反应检测混合物中

不同抗氧化物质功效活性的文献。 

薄层色谱评价槐米提取物中抗氧化物质功效活性的方法具有选择性好、可靠

性强、操作简单等优点，考虑到标准的适用性与可操作性，因此确定采用薄层

色谱与 DPPH 反应显色相结合的方法评价植物提取物抗氧化活性。以槐米提取

物为样品，经过初步试验，证明方法是可行的。而后对方法进行优化，对方法

进行验证，结果表明方法的准确性、回收率、精密度等方面都能达到国家可标

准的要求，并且基本符合制定国家标准的条件，并于 2020 年向国家标准化管理

委员会提出立项申请。 

4.4 研究建立标准方法和开展条件实验 

标准工作组按照计划任务书的要求，结合制定标准的要求，研究建立标准方

法的实验方案，并进行方法前处理条件的选择、仪器条件的确定和方法精密度、

准确度及检出限的测定等试验，并研究制定抗氧化活性指数的计算方法。 

采集样品后，开始开展实验室验证工作，建立槐米提取物中抗氧化活性成分

的薄层色谱分离和 DPPH 显色方法，包括流动相选择、光密度参数设定、线性

范围、相关系数、加标回收率、准确度、精密度、检出限、定量限等；在光密

度扫描检测数据的基础上，提出抗氧化指数的计算方法。 

4.5 方法验证 

2019 年 10～12 月，由 5 家单位对“植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱

法”进行验证，分别是南昌大学食品科学与技术国家重点实验室、浙江科技学

院、农业部生物毒素检测重点实验室、甘肃省天然药物重点实验室和中国科学

院过程工程研究所生化工程国家重点实验室，通过统计检验技术确认外部实验

室试验结果的准确性。 

4.6 形成标准讨论稿和编制说明 

2019 年 7 月 5 日，起草工作组组织相关单位和专家，在山东青岛中国科学

院兰州化学物理研究所召开第二次标准起草工作会。参会单位包括江南大学、
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中国标准化研究院、中国科学院兰州化学物理研究所、北京化工大学、浙江大

学等。 

与会专家对《植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》标准草案中的英文

名称、范围、术语和定义、基本要求、主要技术指标、附录等章条提出了详细

的意见，会后根据修改意见形成了《植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》

标准讨论稿及其编制说明。 

4.7 形成标准草案 

标准起草工作组查阅、收集和整理了国内外有关研究进展和专利、标准、法

规等文献资料，掌握了相关标准的现状；对文献中抗氧化活性物质测定方法进

行了对比和总结，为标准文本的编制奠定理论基础。在《植物提取物抗氧化活

性评价 薄层色谱法》国家标准第一次起草工作会议的基础上，起草工作组相关

单位共同讨论起草形成了《植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》国家标准

的技术框架和主要内容，初步形成了《植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》

标准草案。 

4.8 形成标准征求意见稿和编制说明 

在前期工作的基础上，起草工作组组织相关单位和专家于 2019 年 10 月 22

日在北京中国标准化研究院召开第三次标准起草工作会。参会单位包括江南大

学、中国标准化研究院、北京化工大学、浙江大学等。与会成员认真讨论《植

物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》标准讨论稿后，根据讨论结果修改形成

了《植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》征求意见稿及编制说明。会议同

时讨论了下一阶段征求意见的单位和专家名单。 

4.9 征求意见并形成标准送审稿和编制说明 

2020 年 月 日-2020 年 月 日，起草工作组根据讨论的专家和单位名单，分

别向相关的行业主管部门、科研机构、检测部门和企业等 30 个单位和专家发出

了标准征求意见稿，向相关单位和专家征求标准修改意见。截止到 2019 年月日，

共收集到中科院过程所、…等 25 家科研机构、检测机构、管理部门、生产企业

等单位提出的反馈意见 40 条。起草工作组对提出的意见经过反复研究、讨论和

处理后，修改形成了《植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》送审稿及编制

说明。具体意见汇总和处理表见《植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》征
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求意见稿及编制说明。国家标准征求意见汇总处理表。 

5 本标准与国内外分析方法的关系 

本标准研究旨在建立一项满足我国常见农业废弃物抗氧化活性的高效可靠

评价方法。通过查阅国内外相关文献资料，制定条件优化方案，确保本方法前

处理所采用的装置操作简便，能够满足国内实验室的条件要求。本标准拟采用

仪器化薄层色谱和 DPPH 显色反应相结合测定定量评价槐米抗氧化活性。样品

的前处理，即槐米提取物中抗氧化活性物质的提取采用超声法；选择合适的色

谱分离和光谱检测条件。力求方法在稳定、可靠和实用的基础上，达到国际先

进水平，以适应我国植物提取物抗氧化活性评价、质控与管理的需要。 

6 主要技术指标依据与说明 

6.1 标准名称 

本标准主要解决植物提取物中抗氧化活性评价的技术问题，所以将本标准的

名称定为：《植物提取物抗氧化活性评价 薄层色谱法》，英文翻译为“Antioxidant 

capacity assessment of plant extract-Thin layer chromatography method”。 

6.2 前言 

明确了本标准的归口单位及主要起草单位、起草人。 

6.3 主体内容 

标准的主体内容包括：范围、规范性引用文件、原理、试剂、仪器和设备、

测定步骤、空白试验、结果计算与表示、精密度和回收率、检出限、检验报告

等。 

6.4“范围”的界定 

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。 

6.5 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

https://baike.baidu.com/item/%E7%A1%9D%E5%9F%BA%E8%8B%AF/1551470
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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。 

6.6 试剂 

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 

2) 芦丁标准品，分析纯 

3) 甲醇，色谱纯 

4) 乙酸乙酯，色谱纯 

5) 乙酸，分析纯 

6) DPPH，分析纯 

7) 高压氮气，纯度 99.9% 

8) 硅胶薄层板，分析型 

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，溶于 10 mL 甲醇中。

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 1.0 mL，与 9.0 mL 甲醇混合稀释，

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 

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。 

11) 槐米提取物 

12) 滤膜：孔径 0.45 μm 

13) 离心管：15～25 mL 

6.7 仪器和设备 

1) 实验室常用玻璃器皿 

2) 分析天平：灵敏度 0.0001 g。 

3) 涡旋混匀器 

http://jingyan.baidu.com/article/95c9d20da85a44ec4e756134.html


 

9 

 

4) 超声清洗仪：超声频率 40～80 kHz 

5) 离心机：转速≥4000 rpm 

6) 双光束紫外-可见光分光光度计：检测范围 190-900 nm 

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 

6.8 主要测定步骤 

6.8.1 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。 

6.8.2 色谱分离衍生和定量测定 

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。 

 

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 

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。  

为了保证标准方法的规范性，本研究采用 CAMAG ADC-2 进行色谱展开，

全自动化的预饱和硅胶板平衡有效避免了展开前沿变形的问题。在乙酸乙酯/
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甲酸/乙酸/水体积比为 10/1.1/1.1/2 时，芦丁的比移值 Rf 为 0.45，槲皮素的比移

值 Rf 为 0.65，,同一轨道上的不同抗氧化活性成分实现良好的分离（图 2）。因

此，可以确定本方法针对槐米提取物具有良好的选择性。 

 

图 2  白光可视透射模式下的分离-显色结果：1-3. 芦丁标准品 100 ng/斑点

（每个斑点含有 100 ng 芦丁标准品），4-6. 槐米样品 1-3 

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待显色反

应结束。 

抗氧化代表物芦丁与 DPPH 作用显色是一个随时间变化的过程。因此，为

了确定薄层板上 DPPH 显色反应的最佳反应时间，对浸渍衍生后的薄层板上目

标物斑点的信号强度进行了监测(每张照片时间间隔为 5 min)。如图 4 所示，在

浸渍后的前 15 min 内，芦丁形成的抗氧化斑点信号强度均快速上升并达到最高

值，此后呈缓慢下降趋势。因此可以确定薄层板上 DPPH 显色反应的最佳反应

时间为 15 min。 
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图 3 薄层板上不同浓度芦丁标准品抗氧化斑点信号强度随时间变化规律 

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。 

由图 4 可知，硅胶板上芦丁的最大吸收在 530 nm。最初光密度扫描是采用

吸收模式，扫描结果为反向吸收峰，数据无法分析，之后改用无滤光片的荧光

模式重新扫描。在这一条件下，由于激发光被背景中没有消耗反应的 DPPH 分

子吸收，形成低强度基线信号，而含有芦丁的目标物区域大部分 DPPH 被反应

还原，能够反射大部分入射光，不使用滤光片就能避免反射光被截住而得不到

检测信号。除了扫描模式，光源也是影响光密度扫描结果的重要因素。一般情

况下，荧光模式下会选用扫描结果具有高信噪比的汞灯作为光源。但是本研究

中使用汞灯无法得到色谱峰信号，所以改用 D2&W 灯作为激发光源，以得到具

有良好信噪比的色谱峰信号（图 5）。狭缝尺寸、扫描速度和数据分辨率非关键

参数，依照常规经验进行设置。因此，最终确定的光密度扫描定量分析的具体

参数为：反射—荧光模式，D2&W 灯，激发光波长 530 nm，无滤光片，狭缝尺

寸 3.00 mm× 0.30 mm (Micro)，扫描速度 100 mm/s，数据分辨率 100 μm/s 
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图 4 槐米提取物样品分离结果在不同波长下的光密度扫描结果：激发波长

分别为 510，520，530，540，550 nm 

 

 

图 5 以波长 530 nm 为激发波长的光密度扫描结果：1-3. 芦丁标准品 100 ng/

斑点（即轨道上每个斑点含有 100 ng 芦丁标准品），4-6. 槐米样品 1-3；虚线框

内为抗氧化活性斑点 
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6.8.3 标准曲线 

 

图 6 芦丁的标准曲线 

以芦丁浓度为横坐标（x）相应的光密度扫描峰面积为纵坐标（y），做标准

曲线。在芦丁浓度 50-500 ng/斑点范围内作图，得标准曲线回归方程标准曲线

y=31.698x-65.953，线性关系良好，R² = 0.9995。 

6.8.4 检测限和定量限 

使用合适浓度的芦丁标准溶液，逐渐减少点样量，进行薄层色谱-DPPH 显

色反应，根据光密度扫描结果计算峰高与基线噪音高的比，S/N=3（S 为对照品

峰高，N 为基线噪音高）时的对照品浓度为检出限（LOD），得到芦丁的检测

限 12 ng/斑点，S/N=10 时的浓度为定量限（LOQ），得到芦丁的定量限 39 ng/

斑点。 

6.8.5 精密度和准确度 

通过测定槐米提取物中芦丁的添加回收率（分别进行了 3 个添加水平试验，

50，100，150 mg/g，每个添加水平重复 3 次）对优化得到的分离-检测方法的

精确度和准确度进行验证。表 1 所示，方法的添加回收率为 82%-97%，精密度

RSD<10%。这表明本标准所使用的提取方法和分离检测手段具有良好的准确度

和精密度。 
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表 1  检测方法的精度和准确度验证 

样品 原有浓度

（mg/mL） 

添 加 浓 度

（mg/mL） 

检 测 浓 度

（mg/mL） 

添加回收

率 (%) 

1 52 50 92±9 90±10 

  100 132±8 87±6 

  150 178±12 88±7 

2 126 50 160±15 91±9 

  100 201±17 89±8 

  150 256±15 93±6 

3 87 50 133±13 97±10 

  100 154±10 82±6 

  150 197±14 83±7 

 

6.8.6 抗氧化活性指数计算 

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 

……(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： 

……(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 

……(3) 

按照公式(4)计算槐米样品的抗氧化指数 Ai 

……(4) 
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提取物样品中往往不止一种抗氧化活性成分。而实现对提取物样品中所有抗

氧化成分的综合活性评价，比精确定量测抗氧化活性物质含量可以更加客观地

表征提取物作为药品和食品原料品质。因此，我们通过使用芦丁作为伴随外标，

对所有样品分离得到的所有抗氧化峰信号面积进行归一化计算，得到抗氧化指

数，可以对该样品的抗氧化活性进行整体评价。因此本方法更容易形成稳定可

靠的国家标准。 
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6.8.7 小结 

本实验以槐米提取物中芦丁为例，研究建立了薄层色谱与 DPPH 显色反应选

择性定量评价植物提取物中抗氧化活性物质的方法。薄层板上芦丁与 DPPH 变色

反应的浓度-信号关系标准曲线，结合硅胶板经光密度扫描、计算后得到的峰面

积值，达到快速测定提取物中芦丁的含量的目的。实验结果显示，DPPH 在硅胶

板上对芦丁的最优显色时间为 15 min；最佳提取溶剂为甲醇；通过使用乙酸乙酯

/甲酸/乙酸/水(10/1.1/1.1/2，体积比)的混合物为流动相，可以实现提取物中不同

抗氧化活性成分的完全分离；随后使用光密度扫描仪(反射—荧光模式，D2&W

灯，530 nm 激发波长，无滤光片)对色谱显色结果进行精确检测。该方法不仅简

便可靠、抗干扰能力强，而且具有较好的定量能力。检测限和定量限分别为 12，

39 ng/斑点可以在 50-500 ng/斑点范围内获得良好的线性(R
2
=0.9995)。在此基础

上，以芦丁作为外标，通过归一化计算方法，得到不同槐米提取物的抗氧化指数，

有助于不同提取物样品的整体抗氧化活性评价比较，因此本方法更容易形成稳定

可靠的国家标准。 

综上所述，本标准方法能够满足植物提取物中抗氧化活性评价的要求。 

 

6.9 方法验证 

6.9.1 参加验证的实验室 

选择 5 家具有资质的实验室参加方法的验证工作（表 2）。向验证单位提供方

法草案、验证方案、标准溶液和验证报告格式。验证单位按照方法草案准备实验

用品，在规定时间内完成验证实验并反馈验证结果报告。在方法验证前，参加验

证的操作人员应熟悉和掌握方法原理、操作步骤及流程。方法验证过程中所用的

试剂和材料、仪器和设备及分析步骤应符合方法相关要求。 
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表 2 验证单位与仪器型号 

序号 定值单位 薄层色谱 色谱板 

1 甘肃省天然药物实验室 CAMAG 薄层色

谱工作站 

德国默克硅胶板 F254(10

×20cm) 

2 南昌大学食品科学与技术

国家重点实验室 

CAMAG 薄层色

谱工作站 

德国默克硅胶板 F254(10

×20cm) 

3 农业部生物毒素检测重点

实验室 

CAMAG 薄层色

谱工作站 

德国默克硅胶板 F254(10

×20cm) 

4 浙江科技学院 CAMAG 薄层色

谱工作站 

德国默克硅胶板 F254(10

×20cm) 

5 中国科学院过程工程研究

所生化工程国家重点实验

室 

CAMAG 薄层色

谱工作站 

德国默克硅胶板 F254(10

×20cm) 

 

6.9.2 方法验证结果 

5 家实验室对三种槐米提取物样品的抗氧化指数进行检测计算，如表 3 所示。

不同实验室之间的测定数据精密度如表 4 所示。 
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表 3 不同验证单位对槐米提取物抗氧化指数的测定计算结果 

定值单位 样品序号 抗氧化指数测定值 RSD (%) 

中国科学院过程工程研究所生化 

工程国家重点实验室 

1 2.24 3.57 

 2 2.37 2.95 

 3 2.33 6.01 

农业部生物毒素检测重点实验室 1 2.23 5.83 

 2 2.28 7.02 

 3 2.49 4.82 

南昌大学食品科学与技术国家重点 

实验室 

1 2.29 3.06 

 2 2.41 3.73 

 3 2.41 4.56 

甘肃省天然药物实验室 1 2.41 6.22 

 2 2.12 4.24 

 3 2.28 4.39 

浙江科技学院 1 2.18 5.04 

 2 2.25 5.78 

 3 2.37 7.17 
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表 4 不同验证单位之间检测数据精密度分析 

定值单位 抗氧化指数测定值 

样品 1 样品 2 样品 3 

中国科学院过程工程研究所生化工程国家重点实验室 2.24 2.37 2.33 

农业部生物毒素检测重点实验室 2.23 2.28 2.49 

南昌大学食品科学与技术国家重点实验室 2.29 2.41 2.41 

甘肃省天然药物实验室 2.41 2.12 2.28 

浙江科技学院 2.18 2.25 2.37 

平均值 2.27 2.286 2.376 

RSD (%) 3.85  4.95  3.36  

 

6.9.3 验证结论 

5 家实验室对 3 个槐米提取物样品的抗氧化指数进行了检测计算（表 3），表

3 表明，针对单个样品的 RSD 值<7.17%。通过不同验证单位之间检测数精密度

分析得到，同一槐米提取物样品的 RSD 值<4.95%。上述分析结果表明，本标准

提出的评价方法可以具有良好的可比性，可以在不同测试单位得到可靠的抗氧化

定量评价结果 

验证结论：本方法具有良好的可靠性和可比性，同时方法简单、耗时短，该

方法用于实际样品中抗氧化活性的定量评价得到了满意的结果。 
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7 采用国际标准和国外先进标准程度，以及与国际、国外同类标

准水平的对比情况 

目前植物提取物抗氧化活性评价无国际标准和国外先进标准可参照。本标准

在制订过程中对以槐米提取物抗氧化活性制品的质量、检测和市场进行了充分

的调查研究，并广泛征求和采纳了国内相关领域专家的意见和建议，所制定的

标准适合我国国情，具有先进性、科学性、实用性和可操作性， 

8 与现行法律法规和强制性标准的关系 

标准所确定的各项技术指标和内容符合我国现行的有关方针、政策，并与相

关法律、法规、标准吻合。 

本标准颁布实施后，填补我国企业生产抗氧化活性产品和质量控制方法的空

白，更有利于行业应用；与现行的法律、法规及其他国家标准没有矛盾。 

9 标准作为强制性或推荐性标准的意见 

建议本标准作为推荐性国家标准发布。 

10 实施标准的建议 

如果本标准被批准并发布，为了贯彻好本标准，使其有效发挥作用，建议在

标准发布后，在相关企业和检测机构进行宣传和贯彻，并组织有关部门和人员

进行学习和培训。 
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