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利用 HPLC 法测定水稻子粒主要黄酮类化合物
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　 　 摘要:通过建立水稻儿茶素、杨梅素、槲皮素和山奈酚含量的 HPLC 测定方法,研究水稻黄酮类化合物含量及组成差异,为
高黄酮水稻种质资源的定向改良提供理论依据。 本研究建立了利用 HPLC 法测定水稻黄酮类化合物含量的测定方法;水稻糙

米的黄酮化合物组成主要以儿茶素和山奈酚的形式存在,不含杨梅素和槲皮素,不同品种儿茶素和山奈酚组成比例及含量存

在差异;粳稻含有更丰富的儿茶素,有色稻山奈酚和儿茶素含量大于无色稻;糙米中含有较高的黄酮类化合物,而精米中不含

或少含黄酮类化合物。
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Determination of Flavonoid in Rice Grain by HPLC
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Abstract:Analysis of the difference in major flavonoid contents and compositions by high performance liquid
chromatography(HPLC)method to determine catechin,myricetin,quercetin,and kaempferol was conducted in rice
grain,aiming at providing the theoretic basis for directional improvement of high flavonoid germplasm resource. The
HPLC method for determining flavonoid in rice grain was developed. The major flavonoid in brown rice was com-
posed of catechin and kaempferol,but did not contain myricetin and quercetin. There was significant difference a-
mong the proportions and contents. The cultivars(or lines)of japonica rice had more catechin,while the colored rice
had more myricetin and kaempferol than uncolored rice. Brown rice contained more flavonoid than milled rice,while
milled rice contained little or no flavonoid.
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黄酮类化合物的生理活性主要有抗氧化、抗癌、
抗炎、抗菌、抗病毒、抗心血管疾病作用,降血糖、镇
痛止泻、防治溃疡和帕金森病等治疗作用[1],明代

《本草纲目》记载黑米能“补血益气、润心肺、和百

药、久服轻身延年”,中医认为红米能滋阴补肾、健
脾开胃,是延缓衰老的保健食品。 现代研究表明,有
色稻米富含黄酮和花色苷等抗氧化类黄酮物

质[2-3],目前有关黑米[3-8]、紫米[6,8]、红米[6] 及褐

米[9]提取物花色苷的成分鉴定及含量分析进展显

著;有关有色米的医用价值也有许多研究[10-12];且
定位出米色、总黄酮、抗氧化基因与 RM228、RM339
和 RM316 连锁[13];克隆出 OsFNS 基因能催化水稻

叶黄烷酮合成黄酮反应[14];但黄酮测定方法仍旧以

陈旧的分光光度法和总黄酮为主[2],有色稻米黄酮

单体(flavone)化合物组成及含量水平目前还未见报

道。 张名位等[12]研究表明 74 份黑米品种资源总黄

酮的质量分数介于 0． 098% ~ 0． 750% , 平均为

0． 305% ,粳型黑米的含量极显著高于籼型黑米。 赵



　 5 期 杜　 娟等:利用 HPLC 法测定水稻子粒主要黄酮类化合物

则胜等[15]检测黑米乌贡 1 号和上农黑糯总黄酮含

量分别为 0． 677%和 0． 628% ,黑米皮中总黄酮含量

更高,达 1． 53% 。 杜娟等[16]用分光光度法检测结果

表明云南有色稻总黄酮极显著高于云南无色稻。 高

效液相色谱法不但能测定总黄酮含量,而且能测定

单个黄酮化合物的含量[17]。 本文通过建立儿茶素、
杨梅素、槲皮素、山奈酚含量的 HPLC 单体黄酮测定

方法,以黑褐色云南临沧疣粒野生稻和 12 个水稻品

种以及自主培育的高总黄酮的功米 1 号(红米)和

功米 2 号(黑米)为研究材料,研究水稻单体黄酮化

合物组成及含量,并比较有色稻及无色稻、精米和糙

米、籼稻和粳稻黄酮单体含量差异,旨在开展水稻主

要黄酮类化合物含量研究,并为筛选优异水稻种源

及稻米主要黄酮类化合物含量的生产质量控制提供

科学依据。

1　 材料与方法

供试材料为 1 个云南临沧疣粒野生稻和 14 个

水稻品种(系),其中 10 份来自中国,2 份来自韩国,
1 份来自日本,1 份来自国际稻作所,用分光光度法

测定其总黄酮含量[16]。 所有材料于 2008 年 3 月 5
日播种于云南省农业科学院日光温室,4 月 15 日移

栽,水肥常规管理,8 月 20 日成熟期收获,随机采集

穗子中上部成熟饱满种子,存放 3 个月后备用。 用

日本小型(SATAKE)出糙机加工成糙米,并粉碎至

80 ~ 100 目,60℃恒温干燥,精密称取 1g 水稻子粒

粉末,置于 50ml 容量瓶中,用甲醇定容至刻度线;超
声处理 30min;过滤;干燥;用 1ml 双蒸水溶解;1ml
乙酸乙酯萃取;水相蒸干;于 10ml 容量瓶用甲醇定

容至刻度线,摇匀;用微孔滤膜(0． 45μm)滤过,取
滤液作为供试品溶液。

2　 结果与分析

2． 1　 HPLC 法测定水稻黄酮类化合物含量测定方

法的建立

试验使用 ODS AM-303 色谱柱 ( YMC-Pack,
4． 6mm ×250mm,5μm)。 优化的色谱条件为流动相

A - 0． 1% 冰乙酸, B - 乙腈;梯度洗脱:0 ~ 5min
10% A,5 ~ 10min 20% A,10 ~ 17min 40% A;流速

0． 8ml / min;检测波长 280nm;进样量 10μl。 儿茶

素、杨梅素、槲皮素和山奈酚的标准曲线回归方程及

线性范围,分别在 0． 0625 ~ 2μg ( R2 = 0． 9999 )、
0． 034375 ~ 1． 1μg ( R2 = 0． 9998 )、 0． 025 ~ 0． 8μg
(R2 = 0． 9993)和 0． 0175 ~ 0． 56μg(R2 = 0． 9995)成
良好的线性关系,准确性较好。 由图 1 可知,对照品

及供试品的色谱图,根据单个标准品的出峰时间,确
定每个标准品在混合标准品中的出峰时间。 在上述

色谱条件下,儿茶素、杨梅酮、槲皮素和山奈酚与其

他峰的峰形较好。 儿茶素、杨梅素、槲皮素和山奈酚

的保留时间分别约为 6． 40min、13． 36min、14． 26min
和 15． 05min。

图 1　 黄酮类化合物儿茶素、杨梅素、槲皮素、山奈酚的色谱分离图

Fig． 1　 Chromatograms of catechin,myricetin,quercetin and kaempferol
1:儿茶素,2:杨梅素,3:槲皮素,4:山奈酚

1:catechin,2:myricetin,3:quercetin,4:kaempferol
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由图 2 可知,总黄酮含量和黄酮类化合物总量

之间存在显著线性关系,相关系数均达到了显著水

平,表明黑米的抗氧化作用与其中的黄酮和花色苷

含量存在一定的相关性。

图 2　 总黄酮含量和黄酮类化合物总量的关系

Fig． 2　 Correlation between total flavonoids and total flavonoid

2． 2　 糙米黄酮类化合物含量及组成分析

对 14 个水稻品种和疣粒野生稻糙米的黄酮类

化合物含量分析结果表明,糙米中黄酮单体主要以

儿茶素和山奈酚的形式存在,不同品种儿茶素和山

奈酚组成比例及含量存在差异(表 1)。 儿茶素的变

异系数为 75． 5% ,变幅为 0 ~ 45． 4% ;山奈酚含量的

变异系数为 125． 7% ,变幅为 0 ~ 50． 31% ,变幅和变

异系数均较大;有些品种只含有儿茶素,占 6． 7% ,
如银光、合系 35、稻花香 2 号等;有的品种只含有山

奈酚,占 46． 7% ,如地饵块谷;含儿茶素和山奈酚占

40． 0% ;IR36 不含儿茶素和山奈酚。 表明不同品种

儿茶素和山奈酚含量存在明显的基因型差异。

表 1　 不同品种糙米黄酮类化合物含量及组成差异

Table 1　 The difference of proportion and content among rice cultivars (μg / g)

编号

No.
品种

Varities
来源

Origins
籼粳

Indica or japonica
果皮颜色

Peel color
儿茶素

Catechin
杨梅素

Myricetin
山奈酚

Kaempferol
槲皮素

Quercetin
4 种黄酮类化合物总量

Total of flavonoid

1 疣粒野生稻 云南临沧 — 黑褐色 29． 79 0 42． 70 0 72． 49

2 饵块谷 云南澜沧 籼稻 黑褐色 10． 70 0 50． 31 0 61． 01

3 地饵块谷 云南澜沧 籼稻 白色 0 0 36． 66 0 36． 66

4 IR36 菲律宾 籼稻 白色 0 0 0 0 0

5 滇屯 502 云南 籼稻 白色 13． 59 0 33． 15 0 46． 74

6 明恢 86 浙江 籼稻 白色 17． 06 0 3． 90 0 20． 96

7 银光 云南 粳稻 白色 13． 88 0 0 0 13． 88

8 云粳 20 号 云南 粳稻 白色 20． 53 0 38． 22 0 58． 75

9 合系 35 云南 粳稻 白色 9． 83 0 0 0 9． 83

10 稻花香 2 号 黑龙江 粳稻 白色 37． 88 0 0 0 37． 88

11 Sobaekbyeo 韩国 粳稻 白色 25． 45 0 0 0 25． 45

12 Odeabyeo 韩国 粳稻 白色 26． 03 0 0 0 26． 03

13 DU5 日本 粳稻 白色 45． 40 0 0 0 45． 40

14 功米 1 号 云南 粳稻 红色 18． 23 0 35． 01 0 53． 24

15 功米 2 号 云南 粳稻 黑紫色 61． 31 0 0 0 61． 31

进一步比较有色稻与无色稻,籼稻与粳稻等各

类型间儿茶素和山奈酚含量的差异结果表明,3 个

有色稻平均山奈酚含量 ( 28． 44μg / g) > 无色稻

(10． 18μg / g),差异达到极显著水平;有色稻平均儿

茶素含量(30． 08μg / g) >疣粒野生稻(29． 79μg / g) >
无色稻(19． 06μg / g),且无色稻和有色稻差异达极

显著水平。 笔者之前的研究表明云南有色稻总黄酮

含量高于无色稻,达极显著水平[16],表明总黄酮和
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山奈酚、儿茶素之间具有一定线性关系。 籼稻平均

山奈酚含量(24． 80μg / g) > 粳稻(8． 14μg / g),经 t
测验表明,差异达到极显著水平;粳稻平均儿茶素含

量(28． 73μg / g) > 籼稻(8． 27μg / g),差异达到极其

显著水平。 与粳稻相比,籼稻糙米中含有更丰富的

山奈酚,粳稻含有更丰富的儿茶素。

2． 3　 精米和糙米黄酮类化合物含量差异比较

功米 1 号糙米儿茶素和山奈酚的含量分别为

18． 23μg / g 和 35． 01μg / g,大于其精米中二者的含

量(8． 96μg / g、23． 01μg / g)。 功米 2 号糙米儿茶素

和山奈酚的含量分别为 61． 31μg / g 和 0,大于其精

米。 功米 2 号精米基本不含黄酮类化合物(表 2)。

表 2　 功米 1 号和功米 2 号精米和糙米黄酮含量差异

Table 2　 Difference of flavonoids content between brown rice Gongmi 1 and 2 and milled rice (μg / g)

品系

Lines
儿茶素

Catechin
杨梅素

Myricetin
山奈酚

Kaempferol
槲皮素

Quercetin
4 种黄酮类化合物总量

Total of flavonoid

功米 1 号 糙米 18． 23 0 35． 01 0 53． 24

精米 8． 96 0 23． 01 0 31． 97

功米 2 号 糙米 61． 31 0 0　 0 61． 31

精米 0 0 0　 0 0

3　 讨论

3． 1　 利用 HPLC 法测定黄酮类化合物较准确

采用高效液相色谱法,分离检测水稻糙米中黄

酮类化合物儿茶素、杨梅素、槲皮素、山奈酚,其方法

简便、快捷,结果准确、重复性好。 本试验建立了

HPLC 法同时测定儿茶素、杨梅素、槲皮素、山奈酚

的含量的色谱条件,各成分分离较好,儿茶素、杨梅

素、槲皮素、山奈酚分析时间约为 17min,采用此方

法整个提取和测定过程只需要 1h,大大节约了提取

测定时间。 HPLC 法首次发现了单个黄酮化合物山

奈酚的存在和含量,分光光度法和 HPLC 法测定总

黄酮含量和 4 种单体化合物的总量具有一定相关

性,平时筛选种源,可以用分光光度法。 另外,有些

品种在 13． 0min 出现很大的峰面积,说明这些品种

含有未知的单体黄酮,需要进行下一步研究,以确定

其成分。
3． 2　 水稻子粒中黄酮类化合物差异及功能稻米品

种选育

本研究表明,不同品种儿茶素和山奈酚组成比

例及含量存在明显的差异。 籼稻糙米中含有更丰富

的山奈酚,粳稻含有丰富的儿茶素,有色稻山奈酚和

儿茶素含量大于无色稻,这可能是品种类型间的遗

传差异所决定,因此可以通过育种手段改良水稻子

粒中黄酮类化合物的组成和含量。 紫黑米可以作为

选育高黄酮类化合物含量水稻品种的优良亲本。 另

外,糙米中含有较高的儿茶素和山奈酚,而精米中不

含或少含儿茶素和山奈酚,说明活性物质大多存在

于果皮和种皮,即米糠中。 在工业生产中提取开发

黄酮类化合物(山奈酚和儿茶素)的产品可以以有

色稻米糠为主要原料。
本研究首次发现水稻糙米中山奈酚的存在,国

内外尚无报道。 山奈酚是一种有效的蛋白激酶 CK2
的抑制剂,山奈酚对神经细胞有保护作用,对 NMDA
(N-methyl-D-aspartate)诱导的大鼠皮层细胞损伤有

显著的保护作用,可以抑制多类恶性肿瘤细胞的生

长[18-19]。 Nagao 等[20]的研究表明红米含有儿茶素、
儿茶酸等黄酮类物质;日本歧阜大学从褐米(Oryza
sativa L. koshihikari)中分离到儿茶酸[21]。 本研究在

红米、紫黑米、白米中均发现了儿茶素的存在,而紫

黑米功米 2 号中含有的儿茶素最高。 谷物中的花色

素属花色苷类物质[22],部分研究均表明黑米的总抗

氧化能力与其中的总黄酮和花色苷含量之间呈现极

显著正相关关系[12-13,23];Finocchiaro 等[3] 研究表明

意大利黑米的多酚含量和抗氧化能力远大于红米和

白米。 本研究中紫黑米的儿茶素含量显著高于其他

颜色糙米,且发现各品种总黄酮含量和黄酮类化合

物总和之间存在显著的相关性关系,由此推测水稻

子粒中黄酮类化合物(儿茶素)与花色苷类物质关

系密切,可能存在协同代谢作用。

4　 结论

水稻糙米的黄酮化合物组成以儿茶素和山奈酚

的形式存在,不同品种儿茶素和山奈酚含量存在明

显的基因型差异。 红米、紫黑米、白米中均发现了儿

茶素的存在,籼稻糙米中含有更丰富的山奈酚,粳稻

含有丰富的儿茶素,有色稻山奈酚和儿茶素含量大

于无色稻。 糙米中含有较高的儿茶素和山奈酚,而
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精米中不含或少含儿茶素和山奈酚,黄酮化合物大

多存在于果皮和种皮。
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