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高效液相色谱法检测可可制品中二氢槲皮素含量
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摘 要：目的　利用液液萃取 -固相萃取法去除可可制品中脂肪含量和干扰杂质，建立高效液相色谱法检测其中

二氢槲皮素的含量。方法　样品经甲醇-2% 乙酸水（V∶V=1∶1）提取后，先采用液液萃取净化方式去除溶液中脂肪

含量，后以亲水亲脂固相萃取柱进行二次净化，以 0. 1% 乙酸水-甲醇为流动相，C18 反相色谱柱分离，使用带二极管

阵列检测器的高效液相色谱仪进行分析。结果　二氢槲皮素在 0. 1 μg/mL~100 μg/mL 范围内呈现良好的线性关

系，线性相关系数为 0. 999 9，检出限为 1 mg/kg，定量限为 3 mg/kg，平均回收率为 101. 7%~106. 7%，RSD 为 0. 35%~
1. 60%（n=6）。结论　该方法能够去除可可制品中的脂溶性杂质，灵敏度高、准确度好，适用于高脂食品中二氢槲

皮素含量的准确测定。
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Abstract： Objective　 In the experiment，using liquid-liquid extraction solid-phase extraction method to remove fat 
content and interfering impurities from cocoa products，establishing a high performance liquid chromatography method for 
detecting the content of dihydroquercetin. Methods　After the sample was extracted with methanol-2% acetic acid water （V∶
V=1∶1），the fat content in the solution was first removed by liquid-liquid extraction purification，then it was secondary 
purified by hydrophilic and lipophilic solid-phase extraction column. The mobile phase was 0. 1% acetic acid water-
methanol，and it was separated by C18 reversed-phase chromatographic column. Finally，it was analyzed by high performance 
liquid chromatography with diode array detector. Results　The dihydroquercetin showed a good linear relationship in the 
range of 0. 1-100 μg/mL，the linear correlation coefficient was 0. 999 9，the detection limit was 1 mg/kg，the quantitative 
limit was 3 mg/kg，the average recovery rate was 101. 7%-106. 7%，and the RSD was 0. 35%-1. 60% （n=6）. Conclusion　
The method can remove fat soluble impurities in cocoa products，with high sensitivity and accuracy，and is suitable for 
accurate determination of dihydroquercetin content in high-fat foods.
Key words： Dihydroquercetin； cocoa products； liquid-liquid extraction； solid-phase extraction； high performance 
liquid chromatography

实验技术与方法

收稿日期：2024⁃06⁃13
基金项目：国家重点研发计划（2023YFF1104900）
作者简介：张爽  女  在读研究生  研究方向为营养与食品卫生学  E-mail：zhangs0012@163.com
通信作者：肖晶  女  研究员  研究方向为食品检验  E-mail：xiaojing@cfsa.net.cn

——232



高效液相色谱法检测可可制品中二氢槲皮素含量——张爽，等

二氢槲皮素（Dihydroquercetin，DHQ），又名花旗

松素、紫杉叶素，是一种淡黄色粉末或无色针状的

结晶，属于黄酮类化合物［1］，易溶于乙醇、乙酸和沸

水，微溶于冷水，但不溶于乙醚、氯仿和苯等非极性

溶剂中，其化学结构式见图 1。DHQ 主要来源于落

叶松［2-3］，具有很强的抗氧化能力［4-5］，在炎症［6-7］、过

敏［8］、恶性肿瘤［9］、微生物感染［1］、病毒［10］、心血管疾

病［11-12］和肝脏疾病［13-15］等方面表现出良好的作用，

且无毒、无致畸、无突变作用，成分安全，可直接食

用，也可作为膳食补充剂。2021 年 4 月 15 日，国家

卫生健康委员会正式批准 DHQ 作为新功能食品原

料，规定其可用于饮料、发酵乳和风味发酵乳、可可

制品、巧克力和巧克力制品中，每日最高用量不超过

100 mg［16］。DHQ 具有较强的抗氧化作用，能够提高

人体免疫力，且已被允许添加到食品中，因此为保

障该类食品的质量和安全，建立准确、可靠的检测

方法是非常有必要的。

DHQ 的检测方法有分光光度法［17-18］、原子荧光

光谱法［19］、薄层扫描法［20］、电化学分析法［21］、高效液

相色谱串联质谱法［22-25］、高效液相色谱法［26-30］等。

分光光度法检测灵敏度较低，对于复杂食品基质的

专一性不强，影响测定结果；荧光光谱法受限于化

合物是否会产生荧光，对于复杂食品基质的检测结

果准确度较差；薄层扫描法对样品溶液的浓度和吸

光度有要求，对于高分子生物检测结果不理想；电

化学分析法检测 DHQ 含量时易受扫描速度、溶液

浓度和 pH 值的影响，且选择性较差，定量结果不准

确；高效液相色谱串联质谱法灵敏度高，检测结果

准确，但对于某些样品可能存在基质效应而影响测

定结果；高效液相色谱法操作简便，对基质的分离

效果好、灵敏度高，适用范围广，在企业和单位内均

有普及。

目前关于 DHQ 的检测研究多集中于中药材及

原料提取物中含量的分析，对于食品中 DHQ 的检

测研究较少。可可制品中由于其含有较高的脂肪

和糖分，基质较为复杂，DHQ 的完全提取难度较大，

从而影响测定结果。本实验采用液液萃取 -固相萃

取净化的方式，利用高效液相色谱法来检测可可制

品中 DHQ 的含量，并建立一种高效、准确的高脂食

物中 DHQ 检测方法，不仅可以为政府监管、风险监

测研究提供技术支持，同时也为国家标准提供技术

储备。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与材料

DHQ 标准品（CAS：480-18-2，纯度 ≥98%，美国

Panphy Chemicals Corporation）；可可制品，购自本地

市场；乙酸、甲醇、正己烷（均为色谱纯，德国 Merck 公

司）；MS-3 旋涡混合器（德国 IKA 公司）；SB-800DTD
型超声波清洗器（宁波新芝生物科技股份有限公

司）；3-18KS 型高速冷冻离心机（德国 SIGMA 公司）；

水浴振荡器（德国优莱博）；固相萃取装置（24 针型，

美国 Supelco 公司）；ProElut PLS 固相萃取柱（200 mg/
6 mL，迪马科技有限公司）；N-EVAP 型控温型氮吹

仪（美国 Organomation 公司）；Milli-Q7000 型超纯水

仪（美国 Millipore 公司）；悬臂式电动搅拌器（上海

力辰邦西仪器科技有限公司）；真空冷冻干燥机（北

京松源华兴科技发展有限公司）；刀式研磨仪（蚂蚁

源科学仪器（北京）有限公司）；检验标准筛（绍兴市

上虞华丰五金仪器有限公司）；岛津 LC2030C 高效

液相色谱仪（带二极管阵列检测器，日本岛津公司）。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　标准溶液配制

精确称取 10 mg（精确至 0. 000 1 g）DHQ 标准

品，甲醇溶解至 10 mL，配得质量浓度为 1 mg/mL
的 DHQ 标准储备液，在-18 ℃以下的冰箱中密封储

存。准确移取 DHQ 标准储备液，用甲醇 -2% 乙酸

水（V∶V=1∶1）逐级稀释得到 1. 0、2. 0、5. 0、10. 0、
20. 0、50. 0、100. 0 μg/mL 的系列标准工作液。

1. 2. 2　样品前处理

样品制备：将预先冷冻过的可可制品用研磨设

备进行粉碎备用。

样品提取：称取（1. 00±0. 02）g 可可制品试样于

25 mL 比色管中，加入 10 mL 质量分数为 2% 的乙酸

水溶液，在旋涡混合器上充分混合 5 min，超声提取

10 min 后加入 10 mL 甲醇，涡旋 1min，超声 5 min，用
甲醇-2% 乙酸水（V∶V=1∶1）定容至刻度，将全部样液

转移至 50 mL 离心管中，-5 ℃的温度下以 8 000 r/min
（离心半径 9 cm）离心 5 min。取 2. 5 mL 上清液，加

入 10 mL 甲醇饱和正己烷，振荡 5 min 后静置去除

上层，加入 10 mL 超纯水混合均匀，待净化。

样 品 净 化 浓 缩 ：取 待 净 化 溶 液 上 活 化 后 的

ProElut PLS 固相萃取柱，控制流速为 1 d/s，待流尽

后，依次加入 5 mL 超纯水、5 mL10% 甲醇水淋洗，

图 1　DHQ 分子式

Figure 1　Molecular formula of dihydroquercetin
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负压抽干，加入 5 mL 甲醇洗脱，洗脱液在 50 ℃水浴

中氮吹浓缩，用甲醇：0. 1% 乙酸水（体积比 1∶1）混合

溶液精确定容至 1 mL，超声处理 5 min，过 0. 22 μm
微孔 PTFE 滤膜，待高效液相色谱分析。

1. 2. 3　阳性样品制备

称取可可制品 1 kg，隔热水融化，向其中加入

DHQ 标准品 18 mg，搅拌器充分搅拌均匀后转移至

冻干机进行冻干处理，冻干后的样品经研磨仪粉

碎，过 60 目筛，获得添加量约为 18 mg/kg 的阳性样

品，于常温通风干燥处储存。

1. 2. 4　色谱条件

色谱柱为 X-Bridge C18（4. 6×250 mm，3. 5 μm）；

流动相为 0. 1% 乙酸水（A 相）-甲醇（B 相）；检测波

长为 288 nm；流速为 0. 8 mL/min；进样量为 10 μL；
柱温为 35 ℃。梯度洗脱条件见表 1。

2　结果与分析

2. 1　仪器条件优化

2. 1. 1　流动相选择

在 288 nm 吸收波长下，注入 10 μg/mL 的标准

溶液，对甲醇、乙酸、乙酸铵组合的 6 种流动相进行

优化，DHQ 在不同流动相中的影响见表 2。流动相

中有乙酸铵缓冲溶液对 DHQ 有抑制作用，会降低

DHQ 响应值；甲醇-乙酸组合响应面积最大，当乙酸

溶液浓度增大时，色谱峰保留时间提前。反相色谱

中样品的分离主要基于样品分子与固定相之间的

非极性相互作用和与流动相之间的极性相互作用

的差异。当流动相中存在酸时，影响 DHQ 分子的

离子化程度，流动相的 pH 变化也会影响 DHQ 保

留时间。综合考虑选用 0. 1% 乙酸水作为流动相，

既能保证 DHQ 与杂质干扰完全分离，又能节约

试剂。

2. 1. 2　波长选择

采用带二极管阵列检测器的高效液相色谱仪对

DHQ 标准样品在 200~800 nm 范围进行光谱扫描，

光谱图如图 2。DHQ 在 200 nm 和 288 nm 处吸收最

强，但考虑低波段可能易受食品基质杂质的干扰，影

响定量的准确性，因此选择 288 nm 作为检测波长。

2. 1. 3　DHQ 专属性检测

DHQ 和槲皮素都属于天然黄酮类，但化学结构

不同。高效液相色谱法能够根据 DHQ 独有的性质

将其与其他类似物（如槲皮素）完全分离开（分离结

表 1　流动相梯度洗脱程序

Table 1　Mobile phase gradient elution procedure
时间/min

0.0
15.0
16.0
20.0
20.1
25.0

0.1% 乙酸水/%
70
70

5
5

70
70

甲醇/%
30
30
95
95
30
30

表 2　DHQ 在不同比例流动相中的影响

Table 2　Effect of DHQ in different proportions of mobile phases
流动相

甲醇/0.1% 乙酸

甲醇/0.5% 乙酸

甲醇/1% 乙酸

甲醇/20 mmol/L 乙酸铵

（含 0.1% 乙酸）

甲醇/20 mmol/L 乙酸铵

（含 0.3% 乙酸）

甲醇/20 mmol/L 乙酸铵

保留时间/min
11.849
11.630
11.345
11.785

11.712
10.924

响应面积/mAu
444 013
407 136
409 038
391 541

187 668
265 167

峰高

68 474
63 455
62 645
61 438

29 706
34 551

图 2　DHQ 标准品溶液光谱图

Figure 2　Spectra of DHQ standard solution
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果见图 3），并且能够准确定量检测 DHQ，确保结果

可靠，保证方法的特异性。

2. 2　前处理条件优化

2. 2. 1　提取溶液选择以及比例优化

实验过程中发现提取溶液酸碱度影响 DHQ 稳

定性，对提取溶液酸碱度进行了优化。选择 pH 值

为 2、3、5、7、9 的溶液对 DHQ 进行稳定性测试，结

果见图 4。当 pH>5 时，随着 pH 值升高，DHQ 标准

溶液回收率降低，当 pH 为 9 时回收率仅为 20%。当

pH≤5 时，DHQ 标准溶液回收率几乎不变，因此选择

pH 在 5 及以下。

DHQ 在乙醇、乙酸、沸水中的溶解度较高，根据

这一特点，试验选用甲醇、2% 乙酸水、甲醇 -2% 乙

酸水作为提取溶剂。结果显示，当 DHQ 添加质量

浓度为 10 mg/kg 时，以甲醇和 2% 乙酸水分别单独

作为提取溶剂时，DHQ 回收率仅为 60% 和 40%，回

收率低，提取效果差。根据先前的实验研究结果甲

醇与 2% 乙酸水比例为 1∶1 时提取效率最好［30］，因

此提取溶液的比例选择为 1∶1。
2. 2. 2　提取次数的优化

提取次数影响回收率。使用优化后的提取溶

液对可可制品分别进行 1、2、3 次提取，样品经浓缩

净化后分析结果见图 5。样品经 1 次提取后浓缩净

化和经 2、3 次提取合并后浓缩净化，仪器检测结果

表明其回收率均在 95% 以上，且偏差小。因此为提

高样品前处理效率、降低工作量、考虑环保，本研究

采用样品仅提取 1 次的方案进行后续的实验。

2. 2. 3　净化柱的选择

可可制品中基质本底比较复杂，杂质干扰较

多，提取目标物后若不净化直接测定易出现干扰，

影响定性定量准确性，同时还易污染色谱柱，影响色

谱柱的使用寿命。固相萃取（Solid phase extraction，
SPE）法能够有效去除杂质且操作方便、快捷，采用

SPE 法作为净化手段去除样品中的杂质，旨在提高

检测结果的精确性。本实验对 4 种 SPE 柱的净化

效果进行比较，具体操作步骤见表 3。
采用回收率评价 4 种 SPE 柱的净化效果（图 6）。

使用 C18 柱和 Oasis PRiME HLB 柱净化后检测结果

回收率不到 85%。Oasis HLB 柱和 ProElut PLS 柱

含有特定比例的亲水基和疏水基，而 DHQ 结构含

有的酚羟基和苯环，使其能够在 SPE 柱上保留，使用

这两种 SPE 柱检测结果回收率均在 95% 以上。

Oasis HLB 柱过柱时间需要约 30 min，ProElut PLS

注：A 为槲皮素 100 μg/mL 标准溶液；B 为 DHQ 100 μg/mL 标准；C 为

槲皮素和 DHQ 10 μg/mL 混合标准溶液

图 3　槲皮素与 DHQ 色谱分离图

Figure 3　Chromatographic separation diagram of quercetin 
and DHQ

图 5　不同提取次数 DHQ 回收率

Figure 5　DHQ recovery rate in different extraction times

图 4　提取溶液 pH 值对 DHQ 稳定性影响

Figure 4　Effect of pH of extraction solution on DHQ stability
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柱过柱只需 10 min，为提高工作效率，选用 ProElut 
PLS 柱净化可可制品。

2. 2. 4　稀释比例优化

在过柱时待净化溶液中有机相的比例会影响

目标物与 SPE 柱结合，影响回收率。有机相在 SPE
柱上不保留，过柱时有机相比例要求不能太高，因

此上样前需要将提取溶液进行稀释过柱。提取溶

液中甲醇含量为 50%，直接过 SPE 柱会造成目标物

损失，造成回收率降低。以 1、2、5、10、20 倍的比例

稀释待净化溶液，得到的回收率如图 7。稀释 2 倍

时，溶液中甲醇比例为 25%，DHQ 回收率为 91. 60%，

目标物在 SPE 柱上有损失，当甲醇比例为 10%，即

稀释倍数为 5 倍时，DHQ 回收率达到 94. 45%，稀释

倍数增加，回收率变化不明显，耗时费力，因此控制

甲醇比例在 10% 及以下时，过 SPE 柱能保证回收

率较好。有机相比例越低，净化溶液体积越大，在

进行 SPE 柱净化时耗费时间越长。因此，为提高工

作效率，待净化溶液稀释 5 倍即可。

2. 2. 5　洗脱体积的优化

SPE 柱会吸附提取溶液中的目标物，有机相能

够把附着在 SPE 柱上的目标物洗脱下来。有机相

的洗脱体积影响洗脱能力，在保证目标物完全洗脱

的基础上，采用最小量洗脱液进行洗脱，可减少有

机溶剂使用量，降低环境污染，缩短浓缩时间。以

6 种不同体积的甲醇（0. 5、1、2、5、8、10 mL）进行洗脱

测试，检测回收率结果见图 8。洗脱体积较小时，

DHQ 在 SPE 柱上有残留，回收率低；洗脱体积增

大，回收率明显提高，当洗脱体积为 5 mL 时，DHQ
回收率最高；超过 5 mL 时，DHQ 回收率没有明显变

化，故选择洗脱体积为 5 mL。

2. 2. 6　液液萃取优化

可可制品中脂肪含量较高影响 DHQ 的提取从而

影响检测结果，只经过 SPE 净化后发现检测结果回收

率偏低，因此在进行 SPE 净化之前，在待净化溶液中

先加入甲醇饱和正己烷，振荡使其中的脂肪溶于正己

烷，离心后去除正己烷层。除脂前后的 DHQ 回收率

见图 9。结果显示除脂前 DHQ 回收率为 74. 3%~78%，

除脂后回收率提高至 96%~101. 7%，且除脂后 SPE 柱

净化速度有所提升。经离心后的上清液由于脂肪含

表 3　四种 SPE 柱的净化条件

Table 3　Four SPE columns for clean-up methods
SPE 柱

Oasis HLB
C18Oasis PRiME HLB
ProElut PLS

活化

5 mL 甲醇、5 mL 水

5 mL 甲醇、5 mL 水

—

5 mL 甲醇、5 mL 水

上样

取 2.5 mL 稀释 5 倍

取 2.5 mL 稀释 5 倍

直接上样

取 2.5 mL 稀释 5 倍

淋洗

5 mL 水、5 mL 10% 甲醇

5 mL 水、5 mL 10% 甲醇

—

5 mL 水、5 mL 10% 甲醇

洗脱

5 mL 甲醇

5 mL 甲醇

接液

5 mL 甲醇

图 6　不同种类 SPE 柱净化对 DHQ 回收率的影响

Figure 6　Effect of different kinds of SPE column clean-up on 
DHQ recovery

图 7　稀释倍数对 DHQ 回收率的影响

Figure 7　Effect of dilution on recovery rate of DHQ

图 8　甲醇洗脱体积对 DHQ 回收率的影响

Figure 8　Effect of methano elution on the recovery rate of DHQ
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量高比较浑浊，过 SPE 柱时影响 DHQ 的保留，回收率

低。正己烷是一种直链饱和脂肪烃类非极性溶剂，能

从样品溶液中有效溶解脂肪，且 DHQ 几乎不溶于正

己烷；经过液液萃取后脂肪干扰减少，DHQ 在 SPE 柱

上保留增加，回收率提高。因此，在进行固相萃取之

前先通过液液萃取除脂能够提高回收率。

2. 3　方法学考察

2. 3. 1　线性范围考察和检出限

把 0. 1、0. 2、0. 5、1. 0、2. 0、5. 0、10. 0、20. 0、50. 0、
100. 0 μg/mL 规格的 DHQ 标准工作液上高效液相

色谱仪进行分析检测，标准曲线以 DHQ 浓度为横

坐标（x），纵坐标（y）为对应峰面积，得出线性回归方

程 y=42642. 8x-570. 471（r=0. 999 9），方 程 在 0. 1~
100 μg/mL 范围内呈现良好的线性关系。检出限是

以 S/N 接近 3 时，计算为 1 mg/kg，定量限是以 S/N
接近 10 时，得出为 3 mg/kg。
2. 3. 2　回收率和精密度试验

空白样品中添加 10、70、140 mg/kg 的 DHQ 标

准液，3 个加标水平按照优化后的实验方法进行

6 次平行测定，结果见表 4。加标平均回收率范围为

101. 7%~106. 7%，相对标准偏差（Relative standard 
deviation，RSD）为 0. 35%~1. 60%，回收率好。

2. 4　实际样品检测

采用本实验建立的方法对 10 批次的市售可可

制品进行检测，结果并未检测到添加 DHQ。为检验

本方法是否可行，对阳性样品进行检测。按照优化

后的实验方法条件进行前处理，平行检测 6 次，测定

值为 16. 7~17. 3 mg/kg，平均值为 17. 1 mg/kg，RSD
为 1. 5%。检测结果显示所测样品的 DHQ 测定值

差异较小，精密度好，检测方法可操作性强，证明本

实验建立的方法可行。

3　结论

本实验建立了液液萃取和固相萃取的净化方

法，利用高效液相色谱法检验可可制品中 DHQ 含

量，优化了提取试剂、净化条件和除脂效果，降低了

干扰物影响；对流动相和波长进行了选择，优化了

仪器条件，提高了方法的准确度和灵敏度。通过对

实际阳性样品进行检测，验证了此方法的可靠性，

适用于可可制品中 DHQ 的定性结果和定量检测，

为高脂食品中 DHQ 的检测提供了技术支持。
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