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摘要: 本研究采用紫外-可见分光光度法测定了17个品种柿树(Diospyros kaki)叶中的总黄酮含量, 并通过高效液相色谱法

(HPLC)测定了异槲皮苷、芦丁、紫云英苷、槲皮素、山柰素和异鼠李素6种黄酮类物质的含量。结果显示, 各品种间总黄

酮含量差异显著, 17个品种柿树的柿叶中总黄酮含量为24.47~43.00 mg·g-1 (DW)。其中, ‘油蒌头’、‘金柿’、‘晚御所’和‘湘
西甜柿’含量最高, 分别为43.00、41.17、41.57和42.32 mg·g-1 (DW), 无显著差异; ‘八月黄’含量最低, 为24.47 mg·g-1 (DW)。
总黄酮含量与不同柿树类型(砧木、涩柿、不完全甜柿和完全甜柿)无明显相关性。HPLC分析结果显示, 除‘鄂柿1号’外, 
其余16个品种的6种黄酮类物质, 均以紫云英苷含量最高; 异鼠李素仅在‘禅寺丸’叶片中被检测到, 但含量较低, 仅0.075 
mg·g-1 (DW)。本研究结果说明, 17个柿树品种中, ‘油蒌头’、‘金柿’、‘晚御所’、‘湘西甜柿’、‘上西早生’、‘鄂柿1号’、‘次
郎’中黄酮含量较高, 可用于柿叶茶的研制和加工。
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柿(Diospyros kaki)是我国重要果树之一。柿

叶中含有丰富的黄酮苷、芦丁、三萜类、多酚

类、胆碱、维生素C、胡萝卜素、香豆素类、甾

醇类、有机酸、脂肪酸、挥发油、生物碱、还原

糖、多糖、鞣质、香脂精、萘醌萘酚类、多种氨

基酸及铁、锌、钙等对人体健康有益的营养成分

(费学谦等2004; 张吉祥等2002; 安秋荣和郭志峰

2000; 傅建敏等2013)。近几年, 人们对生活质量的

追求不断提升, 柿叶的功能成分逐渐受到人们的

关注和重视。

柿叶中含有多种具药理作用的生理活性物质, 
黄酮类物质是柿叶中最主要的功能成分, 已发现

的柿叶黄酮类物质主要有紫云英苷、黄芪苷、槲

皮素、异槲皮苷、山柰酚、芦丁、芸香苷、金丝

桃苷、杨梅树皮苷等(傅建敏等2013; 周鑫堂等

2014)。柿叶黄酮具有明显的抗氧化和清除自由基

的作用(林国荣和罗素丽2015; Han等2002; Sun等
2011); 可有效降低血糖, 改善胰岛素抵抗状态, 对
糖尿病肾病及糖尿病视网膜病变有保护作用(邓航

等2012; 零伟德和杜刚2016; 邓振德等2017); 可降

低血压, 缓解动脉粥样硬化, 对心肌缺血具有保护

作用(Gorinstein等2011; 白卫娜等2013); 具有认知

及突触保护作用, 延缓脑衰老(尚玉莹等2016; 马莹

娟等2015); 有一定的亚硝酸盐清除能力(张亚安等

2016); 可减轻CCl4诱使的肝损伤(吕超2015); 对多

种细菌和真菌具有抑制作用(孙彩云等2014); 具有

免疫系统保护及抑制过敏作用(Kotani等2000; Itoh
等2011)。对柿叶黄酮的开发研究, 可提高柿树的

利用价值, 增加经济效益, 有利于促进柿树产业的

发展。

本试验通过紫外-可见分光光度法和高效液

相色谱法(high performance liquid chromatography, 
HPLC)分别测定了17个品种柿树叶片的总黄酮含

量和6种黄酮类物质的含量, 以期为适宜柿叶茶深

加工的高黄酮含量柿树品种的选育做前期探索。

材料与方法

1  材料

1.1  试剂

芦丁、山奈素、异鼠李素、槲皮素、异槲皮

苷、紫云英苷标准品购自Sigma公司; 色谱级甲醇

购自天津市科密欧化学试剂有限公司; 色谱级冰

乙酸购自天津市凯通化学试剂有限公司; 亚硝酸

钠、硝酸铝、氢氧化钠均为国产分析纯; 水为超

纯水。

1.2  植物材料

选用的18个供试材料为: 柿树(Diospyros kaki 
L. f.)品种‘黄前牛心柿’ (‘Huangqianniuxinshi’)、
‘磨盘柿’ (‘Mopanshi’)、‘小面糊’ (‘Xiaomianhu’)、
‘油蒌头’ (‘Youloutou’)、‘八月黄’ (‘Bayuehuang’)、
‘朱砂红’ (‘Zhushahong’)、‘金柿’ (‘Jinshi’)、‘赤柿’ 
(‘Akagaki’)、‘禅寺丸’ (‘Zenjimaru’)、‘西村早生’ 
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(‘Nishimurawase’)、‘上西早生’ (‘Uenishiwase’)、
‘次郎’ (‘Jiro’)、‘阳丰’ (‘Youhou’)、‘晚御所’ 
(‘Oku-gosho’)、‘兴津20’ (‘Okitsu 20’)、‘鄂柿1号’ 
(‘Eshi 1’)和‘湘西甜柿’ (‘Xiangxitianshi’), 以及砧木

对照君迁子(Diospyros lotus L.), 均采自山东省果

树研究所万吉山试验示范基地(36°12′N, 117°04′E), 
海拔210~220 m。

2  方法

2.1  样品的制备

将新鲜叶片洗净, 置70°C鼓风干燥箱至叶片

恒重。干燥叶片经0.5 mm孔筛粉碎,  得样品粉

末。称取样品粉末约1 g, 置索氏提取器中, 使用甲

醇回流提取至无色。将提取液转移至100 mL容量

瓶中, 用甲醇少量洗涤容器, 并入同一容量瓶中, 
加甲醇至刻度, 摇匀。使用0.22 μm微孔有机滤膜

过滤, 所得过滤液即为供试品溶液, 于−80°C冰箱

保存备用。

2.2  柿叶总黄酮含量的测定

参照《中华人民共和国药典》(国家药典委

员会2010)中山楂叶总黄酮的测定方法, 以芦丁标

准品为对照, 采用紫外-可见分光光度法测定样品

的总黄酮含量。 
2.2.1  标准曲线的制定

精确称取芦丁标准品5.1 mg, 置10 mL棕色容

量瓶中, 使用甲醇溶解, 并加甲醇至刻度, 取5 mL
至25 mL容量瓶中, 加甲醇至刻度, 摇匀, 作为标准

品贮备液。分别取芦丁标准品贮备液0.5、1、
1.5、2、2.5、3、4、6 mL至25 mL容量瓶中, 分别

加甲醇至6 mL, 加入5%亚硝酸钠溶液1 mL, 摇匀, 
静置6 min, 加入10%硝酸铝溶液1 mL, 摇匀, 静置6 
min。分别加入1 mol·L-1氢氧化钠溶液10 mL, 加水

至刻度, 摇匀, 放置15 min。以相应试剂为空白, 使
用紫外-可见分光光度计(AB Ultrospec 2100 pro), 
在波长500 nm处测定吸光度, 重复3次。以吸光度

为纵坐标, 浓度为横坐标, 绘制标准曲线。

2.2.2  样品总黄酮含量的测定

取供试品溶液1 mL, 置于25 mL容量瓶中, 加
甲醇至6 mL, 加入5%亚硝酸钠溶液1 mL, 摇匀, 静
置6 min, 加入10%硝酸铝溶液1 mL, 摇匀, 静置6 
min。加入1 mol·L-1氢氧化钠溶液10 mL, 加水至刻

度, 摇匀, 放置15 min。以相应试剂为空白, 使用紫

外-可见分光光度计, 在500 nm的波长处测定吸光

度, 重复3次。根据标准曲线回归方程计算样品总

黄酮的浓度。

2.3  六种黄酮类物质含量的测定

采用HPLC同时测定18个样品叶片中6种黄酮

类物质的含量。

2.3.1  色谱条件

测定柿叶6种黄酮类物质采用Agilent LC1260
高效液相色谱仪, 以十八烷基硅烷键合硅胶为填

充剂, 甲醇为流动相A, 0.5%乙酸溶液为流动相B, 
按表1的条件进行梯度洗脱; 检测波长为360 nm; 
柱温35°C; 体积流量1 mL·min-1 (安淼等2016)。

表1  梯度洗脱条件

Table 1  The conditions of gradient elution

时间/min 流动相A/% 流动相B/%

    0~100 20 80
100~105 20~40 80~60
105 40 60

2.3.2  校正表的建立

精确称量标准品, 芦丁、异槲皮苷、槲皮素

均为5.1 mg, 紫云英苷5.2 mg, 山奈素4.9 mg, 分别

置于10 mL棕色容量瓶中, 加甲醇使溶解, 并加甲

醇至刻度, 摇匀。精确称量异鼠李素标准品5.2 
mg, 置50 mL棕色容量瓶中, 用甲醇溶解, 并加甲醇

至刻度, 摇匀。取芦丁、异槲皮苷、紫云英苷、

槲皮素、山柰素标准品溶液各4 mL, 取异鼠李素

标准品溶液20 mL, 混合置于50 mL容量瓶中, 加甲

醇至刻度, 摇匀, 得混合标准品贮备液。分别取混

合标准品贮备液1、2、4、6、8、10 mL, 置于10 
mL容量瓶中, 加甲醇至刻度, 摇匀, 得到不同浓度

混合标准品。吸取混合标准品溶液20 µL, 并注入

液相色谱仪, 按照设定的色谱条件检测不同浓度

混合标准品的吸光度, 以浓度为横坐标, 峰面积为

纵坐标绘制标准曲线, 建立6种黄酮类物质的回归

方程, 并建立校正表。

2.3.3  样品中各黄酮类物质含量的测定

吸取供试样品溶液20 µL, 注入液相色谱仪, 
按照设定的色谱条件检测吸光度, 根据色谱图, 经
校正表计算, 得到样品中各黄酮类物质的含量。
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实验结果

1  总黄酮标准曲线的建立

以芦丁标准品为标样, 经紫外-可见分光光度

测定, 以吸光度为纵坐标, 浓度为横坐标, 建立了

总黄酮的标准曲线(图1)。

4  17个柿品种叶中总黄酮的含量

由图4可见, 17个品种柿叶中总黄酮含量均较

高, 为24.47~43.00 mg·g-1 (DW), 各品种间总黄酮含

量差异显著。‘油蒌头’、‘金柿’、‘晚御所’和‘湘西

甜柿’中的含量最高, 分别为43.00、41.17、41.57
和42.32 mg·g-1 (DW), 无显著差异; 含量最低的是

‘八月黄’, 为24.47 mg·g-1 (DW)。但总黄酮含量与

不同柿树类型(涩柿、不完全甜柿和完全甜柿)无
明显相关性。

5  17个柿品种叶中6种黄酮类物质的含量

通过HPLC测定了君迁子和17个品种柿叶中6
种黄酮类物质的含量, 结果显示, 各品种间6种黄酮

类物质含量差异显著。所有品种中, 除‘鄂柿1号’外, 
其余均以紫云英苷含量最高, 含量为1.459 mg·g-1 
(DW) (君迁子)~9.036 mg·g-1 (DW) (‘油蒌头’), 占总

黄酮含量的4.9% (君迁子)~24.5% (‘小面糊’); 其余

黄酮类物质含量由高到低依次为异槲皮苷0.688 
mg·g-1 (DW) (‘鄂柿1号’)~7.428 mg·g-1 (DW) (‘上西

早生’)、槲皮素0.168 mg·g-1 (DW) (君迁子)~3.113 
mg·g-1 (DW) (‘次郎’)、山柰素0.109 mg·g-1 (DW) 

(君迁子)~2.628 mg·g-1 (DW) (‘次郎’)、芦丁0.097 
mg·g-1 (DW) (‘阳丰’)~2.111 mg·g-1 (DW) (‘鄂柿1
号’); 而异鼠李素只在‘禅寺丸’中检测到, 含量较

低, 仅为0.075 mg·g-1 (DW) (图5、表2)。

讨　　论

黄酮类物质是植物中一类重要的次生代谢产

物, 具有较强的抗菌消炎、抗癌和抗氧化活性, 可
以有效清除自由基, 对治疗高血压、防治心血管

病也起重要作用, 对人体健康有重要影响(刘贤青

等2016; 项亚等2016; 范凯等2016)。目前对于柿叶

中黄酮类物质的检测, 主要采用HPLC和液质联用

等方法(Akimoto等2017), 大多体现在总黄酮或槲

皮素、山柰素等个别黄酮类物质上, 或者是限于

槲皮素和山柰素的同时测定(吴玉林等2007; 覃冬

杰等2012; 刘军等2007; 黄顺旺等2016), 对于多种

黄酮类物质同时检测的研究鲜有报道。本试验在

前期研究(安淼等2016)的基础上, 测定了17个品种

柿叶的总黄酮含量及6种黄酮类物质的含量, 为高

黄酮含量的柿树新品种培育及柿叶茶的研制做前

期探索。

图1  总黄酮标准曲线

Fig.1  The standard curve of total flavonoids
总黄酮以芦丁计。y=0.3787x–0.0044, R2=0.9982。

2  混和标准品的色谱图

以设定的色谱条件测定混合标准品的吸光度, 
获得了混和标准品的色谱图, 按保留时间依次为

异槲皮苷、芦丁、紫云英苷、槲皮素、山柰素、

异鼠李素(图2)。

图2  混和标准品的色谱图

Fig.2  The chromatogram of mixed standards

3  六种黄酮类物质标准品的回归方程

以设定的色谱条件测定不同浓度混合标准品

的吸光度, 以标准品浓度为横坐标, 峰面积为纵坐

标, 获得6种黄酮类物质标准品的标准曲线和回归

方程(图3)。
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图4  不同品种柿叶中的总黄酮含量

Fig.4  The total flavonoid content in the leaves of different persimmon cultivars
不同大写字母表示差异达极显著水平(P<0.01); 不同小写字母表示差异达显著水平(P<0.05)。

图3  六种黄酮类物质标准品的HPLC检测标准曲线

Fig.3  The standard HPLC curves of 6 flavonoid standards
A: 异槲皮苷, y=17.47x–21.02, R2=0.99870; B: 芦丁, y=18.02x–8.52, R2=0.99929; C: 紫云英苷, y=33.89x+9.94, R2=0.99909; D: 槲皮素, 

y=68.07x–6.80, R2=0.99979; E: 山柰素, y=82.46x–0.58, R2=0.99981; F: 异鼠李素, y=66.21x–2.71, R2=0.99982。
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图5  17个品种柿叶黄酮含量检测液相色谱图

Fig.5  HPLC chromatograms of flavonoids from the leaves of 17 persimmon cultivars
A: 君迁子; B: ‘黄前牛心柿’; C: ‘磨盘柿’; D: ‘小面糊’; E: ‘油篓头’; F: ‘八月黄’; G: ‘朱砂红’; H: ‘金柿’; I: ‘赤柿’; J: ‘禅寺丸’; K: ‘西村

早生’; L: ‘上西早生’; M: ‘次郎’; N: ‘阳丰’; O: ‘晚御所’; P: ‘兴津20’; Q: ‘鄂柿1号’; R: ‘湘西甜柿’。
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表2  17个品种柿叶中6种黄酮类物质的含量

Table 2  The contents of 6 flavonoids in the leaves of 17 persimmon cultivars 

mg·g-1 (DW)

  品种类型	      品种名	    异槲皮苷	         芦丁	     紫云英苷	     槲皮素	     山柰素	   异鼠李素

砧木对照	 君迁子	 0.669±0.005Kl	 0.138±0.003GgHhi	 1.459±0.012Lm	 0.168±0.004Jl	 0.109±0.005Hj	 —
涩柿	 ‘黄前牛心柿’	 1.613±0.005Ii	 0.687±0.018Dd	 5.985±0.061Ee	 0.634±0.013Gh	 0.645±0.016Ef	 —
	 ‘磨盘柿’	 1.609±0.035Ii	 0.617±0.005Ee	 6.023±0.096Ee	 0.418±0.012Hij	 0.513±0.019Fg	 —
	 ‘小面糊’	 1.901±0.014Gg	 1.260±0.009Cc	 6.678±0.053Dd	 0.624±0.015Gh	 0.668±0.025Eef	 —
	 ‘油蒌头’	 3.632±0.057Cc	 0.150±0.011Gg	 9.036±0.036Aa	 1.653±0.019Cc	 1.184±0.095Cc	 —
	 ‘八月黄’	 1.269±0.011Jjk	 0.099±0.007Hj	 3.839±0.142Hi	 0.417±0.015Hij	 0.465±0.031Fgh	 —
	 ‘朱砂红’	 1.239±0.011Jk	 0.104±0.006GHij	 3.242±0.152Ij	 0.902±0.015Eff	 0.811±0.019Dd	 —
	 ‘金柿’	 1.730±0.017Hh	 0.252±0.005Ff	 3.252±0.030Ij	 0.795±0.015Fg	 0.743±0.031DdEe	 —
不完全甜柿	 ‘赤柿’	 2.104±0.040Ff	 0.602±0.029Ee	 5.036±0.248Ff	 0.299±0.011Ik	 0.269±0.024Gi	 —
	 ‘禅寺丸’	 1.348±0.038Jj	 2.038±0.049Bb	 4.387±0.025Gg	 1.641±0.010Cc	 2.037±0.015Bb	 0.075±0.005
	 ‘西村早生’	 2.310±0.037Ee	 0.126±0.009GgHhij	 6.804±0.016Dd	 0.514±0.012Ghij	 0.522±0.018Fg	 —
完全甜柿	 ‘上西早生’	 7.428±0.076Aa	 0.107±0.002GHhij	 8.335±0.023Bb	 0.998±0.083Ee	 0.759±0.014DdE	 —
	 ‘次郎’	 2.389±0.056Ee	 0.142±0.005GgHh	 4.080±0.108Hh	 3.113±0.109Aa	 2.628±0.040Aa	 —
	 ‘阳丰’	 1.318±0.027Jjk	 0.097±0.011Hj	 2.956±0.069Jk	 1.896±0.083Bb	 2.034±0.065Bb	 —
	 ‘晚御所’	 2.504±0.060Dd	 0.130±0.004GgHhij	 8.886±0.086Aa	 0.606±0.021Ghi	 0.657±0.025Eef	 —
	 ‘兴津20’	 1.623±0.055Ii	 0.105±0.006GHij	 7.231±0.041Cc	 1.181±0.102Dd	 0.738±0.053DdEe	 —
	 ‘鄂柿1号’	 0.688±0.044Kl	 2.111±0.008Aa	 1.939±0.060Kl	 1.181±0.017Dd	 1.147±0.049Cc	 —
	 ‘湘西甜柿’	 5.631±0.020Bb	 0.125±0.008GgHhij	 8.492±0.124Bb	 0.612±0.015Ghi	 0.426±0.015Fh	 —

　　同列不同大写字母表示差异达极显著水平(P<0.01); 不同小写字母表示差异达显著水平(P<0.05)。

不同柿树品种, 其黄酮类物质的含量有所差

异。费学谦等(2004)以湿叶计, 结果显示野生种柿

叶黄酮含量明显高于栽培种, 但是野生柿叶的含

水量明显低于栽培品种, 若转换为以干叶计, 其黄

酮含量会有所不同。韩卫娟等(2016)以干叶计, 测
定了15份柿叶资源, 柿近缘种、野生柿、涩柿和

甜柿的总黄酮含量分别为33.92、29.43、27.13和
16.19 mg·g-1 (DW), 但未研究几个类型之间的差异

性。本试验以干叶计, 测定了17个品种柿树叶片

的总黄酮含量, 结果显示, 各品种间柿叶总黄酮含

量差异极显著, ‘油蒌头’、‘金柿’、‘晚御所’和‘湘
西甜柿’含量最高; 但各类型间没有明显规律。

柿叶黄酮季节变化差异较小, 但不同品种的

高峰期有所不同。费学谦等(2004)的研究表明, 各
个品种柿叶总黄酮含量在6月份之前和8月份有两

个小高峰期。刘军等(2007)测定了山东和山西多

个地方不同月份的柿树叶片总黄酮、槲皮素、山

奈酚的含量, 认为7~9月山东济南南山地区的柿叶

黄酮含量较高, 含量达到34.68 mg·g-1 (DW), 但未

研究不同品种间的柿叶黄酮差异。本研究的目的

是为柿叶茶的研制做前期探索, 宜以嫩叶为试材, 
因此采样时间定为5月中旬, 结果显示, 总黄酮含

量为24.47~43.00 mg·g-1 (DW), 含量最高者为‘油蒌

头’, 其总黄酮含量高于刘军等(2007)所测的最高

含量, 但槲皮素和山柰素含量低于其所测的含量, 
有可能是因为采样时黄酮含量未达到高峰期。

不同柿树品种中, 6种黄酮类物质含量亦有所差

异。本实验中, 除‘鄂柿1号’外, 其余各柿树品种间的

黄酮含量均以紫云英苷最高, 其中紫云英苷含量最

高的品种为‘油蒌头’, 9.036 mg·g-1 (DW); 异槲皮苷含

量最高的品种为‘上西早生’, 7.428 mg·g-1 (DW); 芦丁

含量最高的品种为‘鄂柿1号’, 2.111 mg·g-1 (DW); 槲皮

素含量最高的品种为‘次郎’, 3.113 mg·g-1 (DW); 山柰

素含量最高的品种为‘次郎’, 2.628 mg·g-1 (DW); 仅在

‘禅寺丸’中发现微量异鼠李素, 为0.075 mg·g-1 (DW)。
本试验研究结果说明, ‘油蒌头’、‘金柿’、‘晚

御所’、‘湘西甜柿’、‘上西早生’、‘鄂柿1号’、‘次
郎’的黄酮含量较高, 均可用于柿叶茶的研制, 并可

根据总黄酮及不同黄酮类物质的含量要求, 选择

相应品种的柿树嫩叶进行柿叶茶的研制和加工。
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The detection of flavonoids from leaves of 17 persimmon cultivars
AN Miao, YU Xian-Mei, WANG Jie, LIU Jia-Fen, AI Cheng-Xiang*

Shandong Institute of Pomology, Taian, Shandong 271000, China

Abstract: The leaves of 17 persimmon (Diospyros kaki) cultivars were used to analyze total flavonoid content 
by using ultraviolet-visible spectrophotometry, and detect the contents of six flavonoids including isoquercitrin, 
rutin, astragalin, quercetin, kaempferide and isorhamnetin by using high performance liquid chromatography 
(HPLC). The results showed that there was significant difference in the total flavonoid content among different 
cultivars, with the values ranging from 24.47 to 43.00 mg·g-1 (DW). The total flavonoid content of ‘Youloutou’, 
‘Jinshi’, ‘Oku-gosho’ and ‘Xiangxitianshi’ were the highest with the values of 43.00, 41.17, 41.57 and 42.32 
mg·g-1 (DW) respectively, and there was no significant difference between them. The total flavonoid content of 
‘Bayuehuang’ was the lowest with the value of 24.47 mg·g-1 (DW). However, there was no obvious correlation 
between the total flavonoid content and different cultivar types of stock, astringent persimmon, pollination vari-
ant non-astringent (PVNA) persimmon and pollination-constant and non-astringent (PCNA) persimmon. The 
HPLC result showed that astragalin content was the highest in all the tested cultivars except ‘Eshi 1’, whereas 
the isorhamnetin was only detected in ‘Zenjimaru’ with the very low value of 0.075 mg·g-1 (DW). The results of 
this research indicated that there were rich flavonoids in the cultivars of ‘Youloutou’, ‘Jinshi’, ‘Oku-gosho’, 
‘Xiangxitianshi’, ‘Uenishiwase’, ‘Eshi 1’ and ‘Jiro’, which could be used for the process of persimmon leaf tea.
Key words: persimmon leaves; flavonoids; ultraviolet-visible spectrophotometry; HPLC
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