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T/GDFDTAEC 标准编制说明

《蜂胶类产品中总黄酮的测定》

一．工作简况

（一）、任务来源

2020 年 5 月，广东省科学院测试分析研究所（中国广州分析测试中心）、无限极（中国）有限公司、

向广东省食品药品评审认证技术协会提出了制定广东省食品药品评审认证技术协会团体标准《蜂胶类产品

中总黄酮的测定》的项目申请，协会组织评审专家小组，于 2020 年 6 月 5 日召开团体标准立项评审会议，

评审小组成员对该项目进行论证并获得通过，同时开始该标准的研究制定工作，在组织上拟定了相关的措

施，确定了本部标准的修订思路。

2020 年 7 月，广东省食品药品评审认证技术协会下达了该项目的制定计划任务，详见《关于《植物提

取物中二乙烯苯等 9种有机残留物含量的测定》等五个团体标准准许立项的通知》（粤食药审评秘[2020]38

号）。

（二）、主要参加单位

标准起草单位为广东省科学院测试分析研究所（中国广州分析测试中心）、无限极（中国）有限公司、

汤臣倍健股份有限公司、广东粤微食用菌技术有限公司、华测检测认证集团股份有限公司、广州金至检测

技术有限公司、纽斯葆广赛（广东）生物科技股份有限公司、广州汇标检测技术中心、完美（广东）日用

品有限公司、绿瘦健康产业集团股份有限公司、东鹏饮料（集团）股份有限公司，由广东省食品药品评审

认证技术协会归口。

（三）、工作组成员及主要工作过程

1、标准主要起草人：XXXX
2、标准的编制过程

我单位 2020 年 6 月组织成立了标准起草小组，确定了工作进度时间表，并进行了分工。

（1）2020 年 6 月-2020 年 7 月，起草小组进行了技术论证和技术规范内容探讨，确定了制定计划、制

定原则、标准框架，标准基本内容。

（2）2020 年 7 月-2020 年 8 月，起草小组对蜂胶类保健食品中总黄酮的测定的方法进行全面调研，收

集相关技术资料，对生产企业总黄酮产品类型（蜂胶类保健食品）进行调研汇总。起草小组根据现实需求

完成了标准初稿，并对相关企业及技术单位征求意见，对标准初稿意见进行有必要的修改。

（3）2020 年 8 月-2020 年 9 月，起草小组完成本方法的研究工作，根据相关参与单位修改意见，完成

验证报告。收集相关验证样品，将验证样品分别寄往验证单位，验证单位根据试验报告对标准方法进行验

证。

（4）2020 年 9 月-2021 年 3 月，起草小组收集汇总验证单位的标准验证报告，对验证数据进行分析。

二．标准编制原则

制定《蜂胶类产品中总黄酮的测定》遵循以下原则：

（一）、规范性

按 GB/T 1.1-2020 《标准化工作导则 第 1 部分：标准化文件的结构和起草规则》、GB/T 20001.4-2015
《标准编写规则 第 4 部分：试验方法标准》的要求进行制定。

（二）、一致性

与现行有效的相关总黄酮含量测定的国家法律、法规、标准规范保持一致，对采用分光光度法测定总

黄酮含量的方法提要、分析步骤、结果计算和试验报告等要求作出相应的规定。

（三）、适用性

充分考虑全省蜂胶类产品中总黄酮的测定方法现状和现实情况，确定测定方法步骤，适应蜂胶类保健

食品中定量总黄酮。

http://www.baidu.com/link?url=ooF6h9Z1nH1urLs6lfoRzkNX5m4uKMTtvfB0JPZc_1tg4HrFahFDwm1y747j5HsK
http://www.baidu.com/link?url=ooF6h9Z1nH1urLs6lfoRzkNX5m4uKMTtvfB0JPZc_1tg4HrFahFDwm1y747j5HsK
http://www.baidu.com/link?url=o0__08iQL_jnbbXkT9_S0m_I8OaIQCyTdfuleIx2EEfZ77OVIRUU6-gxVWzNz97U1OYuVerjy_bZAuCBG48n2uFv3PWTcCx-zkQkAJH6quRHKzd-W74voGy2QtPOkp469Q9lyPLeVE5GqWRvXjaM1N6FZfpEFnxtoOS4MIudgigHrHoLO7J__yucuNGOZSfgU-sWlYPl_W_0AY2hCJgRLq
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（四）、可操作性

充分考虑当前蜂胶类保健食品中总黄酮产品的现状，采用已有的方法、指导原则等对标准进行规范，

具有可操作性和普遍性。

（五）、先进性

在制定本标准时，参考了现有黄酮分析方法等技术标准、指导原则、团体标准、企业标准等，吸收了

国内外几年来先进的分析手段、处理过程、反应条件等，对方法中的处理条件、参数调整、数据准确性等

进行优化，体现了标准的技术性、科学性和先进性。

三．标准主要内容的确定及验证

（一）标准主要内容确定

本标准内容主要 8 个部分：范围、规范性引用文件、术语与定义、方法原理、仪器与试剂、分析步骤、分

析结果表述、精密度。

1、范围

本标准规定了蜂胶类保健食品总黄酮的测定方法，本方法适用于蜂胶类保健食品中总黄酮含量的测

定。

2、规范性引用文件

列出了标准条文制定过程中引用的标准。

3、术语与定义

本标准没有需要界定的术语和定义。

4、方法原理

对方法测定引用的原理依据进行了说明。

5、仪器与试剂

5.1 明确了方法所使用试剂名称及级别。

5.1.1 对于对照品的选择上，采用芦丁作为本标准的对照品

5.1.1.1 用建立的检测方法测定，采用 7 个梯度的对照液浓度（芦丁含量分别为 0，47，94，189，284，378，
472μg），进行光谱扫描（见图 1）。

由图看出，7 个不同浓度芦丁对照液在波长 406nm 处有最大吸收峰。因此，建立的检测方法的测定波

长选为 406nm。
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5.1.1.2 用建立的检测方法测定，制定工作曲线，结果见表 1。以质量 c 为横坐标，吸光度值 A 为纵坐标，

进行线性拟合。

表 1 芦丁标准溶液的线性回归方程和线性相关系数

编号 质量 c(ug) 吸光度值 A

1 0 0.002

2 47.3 0.051

3 94.5 0.109

4 189.0 0.214

5 283.5 0.327

6 378.0 0.430

7 472.5 0.536

芦丁线性方程和相关系数 y = 0.0011x + 0.0006 R
2
= 0.9999

由表 1 线性方程和相关系数得出，芦丁标准工作曲线在（建立的检测方法）0~500ug 质量范围间线性

关系良好。

5.1.2 对于聚酰胺粉的选择上，选择国药集团沪试:100-200 目作为本标准总黄酮吸附剂。

准确称取黄酮样品 0.5g，按方法操作，改变聚酰胺粉（目数：厂家）后，测定其含量。结果见表 2。

表 2 聚酰胺粉的选择

编号 聚酰胺粉(厂家;目数) 测得含量(g/100g) 平均含量(g/100g)

1 麦克林;60-80 目 3.18
3.09

2 麦克林;60-80 目 2.99

3 国药;80-100 目 3.79
3.91

4 国药;80-100 目 4.02

5 国药;100-200 目 4.13
4.11

6 国药;100-200 目 4.09

7 阿拉丁;100-200 目 3.22
3.33

8 阿拉丁;100-200 目 3.43

9 九鼎化学;100-200 目 3.31 3.33
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10 九鼎化学;100-200 目 3.35

通过对不同厂家不同目数的比较，由表 2 中数据得知，测得含量最高为国药的 100-200 目数的聚酰胺

粉。通过观察，在购买的这批聚酰胺粉中，可能原因是国药 100-200 目数的聚酰胺粉相比实验中的其他厂

家的颗粒细，相对均匀，填柱后松紧度和解吸效果较好。因而选择国药的 100-200 目数的聚酰胺粉作为总

黄酮的吸附产品。

5.2 仪器设备

标准中涉及仪器设备均为分析实验中仪器，其中，分析天平精密度要求达到 0.0001g，超声提取器超

声功率要求为≥200W。

6、分析步骤

6.1 对于黄酮显色反应中几种试剂的加入量及试验条件进行了选择分析。

6.1.1 硝酸铝溶液用量的比较

分别取对照品使用溶液 0.50mL于 12 个比色管中，再分别加入 0.25，0.50，0.75，1.00，1.25 和 1.50mL

硝酸铝溶液和 0.50mL 乙酸-乙酸钠溶液，摇匀，用 70%乙醇定容至刻度，摇匀静待显色反应，30min 后再

用 1cm 石英比色皿，参比试剂空白，用紫外可见分光光度计在 406 nm 处测其吸光度值 A。分析硝酸铝溶液

最佳用量。

表 3 方法耐用性试验（硝酸铝溶液用量）

编号 硝酸铝用量 mL 吸光度值 A 平均值

1 0.25 0.119
0.117

2 0.25 0.115

3 0.50 0.120
0.120

4 0.50 0.120

5 0.75 0.109
0.111

6 0.75 0.113

7 1.00 0.108
0.108

8 1.00 0.108

9 1.25 0.102
0.105

10 1.25 0.108

11 1.50 0.097
0.099

12 1.50 0.100

由表 3 可知，硝酸铝用量在 0.25~0.50mL 间吸光度值相对稳定且在 0.50mL 最高；在 0.50~1.50mL 之

间呈现缓慢下降趋势，为了三价铝离子和总黄酮能够络合完全和吸光值的稳定，硝酸铝用量以 0.5mL 为宜。

6.1.2 乙酸-乙酸钠溶液 PH 值的比较
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分别取对照品使用溶液 2.50mL于 14 个比色管中，再分别加入 0.50mL 硝酸铝溶液和 pH 值为 4.8、5.0、
5.2、5.4、5.6、5.8 和 6.0 的乙酸-乙酸钠溶液各 0.50mL，摇匀，用 70%乙醇定容至刻度，摇匀静待显色反

应，30min 后再用 1cm 石英比色皿，参比试剂空白，用紫外可见分光光度计在 406nm 处测其吸光度值 A。

分析最佳乙酸-乙酸钠溶液 PH 值。

表 4 方法耐用性试验（乙酸-乙酸钠溶液 PH 值）

编号 乙酸-乙酸钠 PH 值 吸光度值 A 平均值

1 4.8 0.495
0.498

2 4.8 0.501

3 5.0 0.530
0.529

4 5.0 0.528

5 5.2 0.522
0.523

6 5.2 0.524

7 5.4 0.529
0.528

8 5.4 0.527

9 5.6 0.533
0.533

10 5.6 0.533

11 5.8 0.532
0.532

12 5.8 0.532

13 6.0 0.524
0.524

14 6.0 0.525

由表 4可知，在 pH5.0~6.0 间，吸光度值相对稳定，RSD 为 0.77%；在 pH5.0 到 4.8 之间，吸光度值是

降低的，可能原因是酸性较大会破坏络合物的结构。兼顾络合物对环境酸碱度的适用性，反应的灵敏性和

吸光度值的稳定性，选取了 pH 稳定范围中间值 5.6，则乙酸-乙酸钠 pH=5.6。

6.1.3 显色反应时间的比较

取配制好的对照品使用溶液 1.0mL 于比色管中，加入 0.50mL硝酸铝溶液和 0.50mL乙酸-乙酸钠溶液，

摇匀，用 70%乙醇定容至刻度，摇晃混匀，反应显色，立即用 1cm 石英比色皿，参比试剂空白，在 406nm

波长中每隔 10min 测定其吸光度值。分析最佳显色反应时间。
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表 5 方法耐用性试验（显色反应时间）

编号 显色反应时间 吸光度值吸光度值 A

1 0 0.146

2 10 0.211

3 20 0.211

4 30 0.210

5 40 0.210

6 50 0.211

7 60 0.212

8 70 0.212

9 80 0.212

10 90 0.213

11 100 0.213

12 110 0.214

13 120 0.215

由表 5 可知，处于 10min~120min 范围内，吸光度值处于稳定状态，说明已显色完全。为了维持检测

反应的稳定性和灵敏性，选取 30min 为显色反应时间。

6.2 对于黄酮提取过程，标准对试样提取过程进行了分别描处理。

6.2.1 乙醇提取浓度的比较

准确称取黄酮样品 0.5g，按方法操作，改变提取乙醇的浓度为 25%、50%、75%、95%、100%后，比

较提取效果。分析最佳乙醇提取浓度。

表 6 方法耐用性试验（乙醇提取浓度）

编号 乙醇提取浓度% 测得含量(g/100g) 平均含量(g/100g)

1 25 2.76
2.74

2 25 2.71

3 50 3.84
3.94

4 50 4.05

5 75 4.19
4.24

6 75 4.28

7 95 4.13
4.16

8 95 4.20
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9 100 3.99
4.05

10 100 4.11

观察表 6，当乙醇浓度达到 75%及以上时,总黄酮含量基本相差不大，RSD 为 3.5%，因此总黄酮提取溶

液浓度首选 75%，若遇到样品在溶剂中不易分散的,可增大乙醇浓度。

6.2.2 超声提取时间的比较

准确称取黄酮样品 0.5g，按方法操作，改变超声提取时间为 20min、30min、40min、50min、60min、

90min 后，测定其含量。分析最佳超声提取时间。

表 7 方法耐用性试验（超声提取时间）

编号 超声提取时间 min 测得含量(g/100g) 平均含量(g/100g)

1 20 3.81
3.74

2 20 3.67

3 30 4.09
4.15

4 30 4.20

5 40 4.06
4.04

6 40 4.02

7 50 3.97
4.07

8 50 4.16

9 60 3.99
3.98

10 60 3.97

11 90 3.97
3.94

12 90 3.92

由表 7 可知，超声时间在 30min~90min 间测定总黄酮含量基本一致，RSD 为 4.0%，说明在这段时间已

提取完全，由于要维持检测反应的稳定性以及不浪费过多时间，选取 30min 为总黄酮提取时间。

6.3 标准方法重复性分析

用建立的方法对同一批次的黄酮样品进行六次测定。计算六个测定结果的相对标准偏差(RSD)，分析

重复性。

表 8 测定方法的重复性

测试序号 测得含量(g/100g) 平均含量(g/100g) 相对标准偏差（RSD/%）

1 4.19

4.16 1.8

2 4.28

3 4.09

4 4.20

5 4.13
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6 4.09

由表 8 可知，用建立的方法进行六次测定的 RSD 为 1.8%，符合含量测定要求，重复性良好。

6.4 标准方法精密度分析

用建立的方法对同一批次的黄酮样品进行六次测定，其中样品取样量为 0.5g，分别在不同日期，不同

人员，不同仪器的情况下分别测试两次，计算六个测定结果的相对标准偏差(RSD)，分析结果见表 9。

表 9测定方法的中间精密度

测试序号 测得含量(g/100g) 平均含量(g/100g) 相对标准偏差（RSD/%）

日期 1 4.14

4.12 3.1

日期 2 3.94

人员 1 4.02

人员 2 4.08

仪器 1 4.24

仪器 2 4.27

由表 9 可知，用建立的方法进行六次测定的 RSD 为 3.1%，符合含量测定要求，精密度良好。

6.5 标准方法准确度分析

称取黄酮样品 0.5g(精确到 0.0001g)，共称取 12 个，每四个为一组一共三组，每组保留一个不加标，

另外三个进行加标回收实验。样品称取后，按试验方法操作，于样品中分别加入不同量芦丁对照品(92.6%)，

按试验方法处理进行比色测定，即进行三组不同浓度的加标回收实验，分析结果见表 10。

表 10 回收率实验结果

序号 称样量 g
实际称标(芦丁含

量 92.6%)量（mg）

换算加标(芦丁含

量 100%)量（mg）

测得量

（g/100g）

测得量

（mg）

加标回收率

（%）

平均回收率

（%）

1 0.5205 0 0 4.28 —— ——

85.7
2 0.5033 11.39 10.55 6.13 30.85 88.3

3 0.5182 11.58 10.72 6.06 31.40 86.0

4 0.5366 12.02 11.13 5.99 32.14 82.7

5 0.5009 0 0.0 4.20 —— ——

88.4
6 0.5211 21.85 20.23 7.65 39.86 88.8

7 0.5139 22.69 21.01 7.88 40.50 90.0

8 0.5482 22.41 20.75 7.47 40.95 86.3

9 0.5185 0 0.0 3.97 —— ——

89.7
10 0.5149 33.63 31.14 9.36 48.19 89.1

11 0.5221 32.14 29.76 9.00 46.99 88.2

12 0.5004 33.37 30.90 9.64 48.24 91.7
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由表 10 可知，用建立的方法进行回收率测定，结果都在 80%以上，符合含量测定要求，准确率良好。

6.6 标准方法专属性分析

标号 1 至 10，以 1，2 号作为空白试剂管，称取 0.5g 试剂空白；以 3，4 号作为 1 号阴性样试验管，

称取(具有同等抗氧化性功能)抗坏血酸 1.0g；以 5，6号作为 2号阴性样试验管，称取(具有同等抗氧化性

功能)没食子酸 1.0g；以 7,8 号作为阳性样试验管，称取黄酮样品 0.5g；以 9，10 号作为阳性样加标试样

管,称取黄酮样品 0.5g 和 10mg 标准对照品(92.6%)。分别将 1~10 号按方法进行处理，在 406nm 处测定吸

光度值 A。分析结果见表 11。

表 11 方法专属性试验

编号 专属性试验条件 吸光度值 A 平均值

1 空白试剂 0.010
0.009

2 空白试剂 0.008

3 1 号阴性样 -0.048
-0.040

4 1 号阴性样 -0.032

5 2 号阴性样 0.026
0.023

6 2 号阴性样 0.020

7 阳性样 0.203
0.198

8 阳性样 0.192

9 阳性样加标 0.281
0.284

10 阳性样加标 0.286

由表 11 测定后结果可看出，空白试剂和阴性样的吸光值都是极低的，而含有目标物质（阳性样和阳

性加标样）吸光值也能达到预期，说明建立的方法对目标物质是有专属性的。

7 结论

通过对标准中试验条件、试验内容、试验材料进行分析，对照品的选择性、线性范围、提取方式的确

定、耐用性、重复性、精密度、准确度、专属性等性能，确定能满足蜂胶类产品产品中总黄酮的测定。

（二）参与单位对标准主要内容进行验证
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表 12 参与验证单位

编号 验证单位

1 汤臣倍健股份有限公司

2 广东粤微食用菌技术有限公司

3 华测检测认证集团股份有限公司

4 广州金至检测技术有限公司

5 纽斯葆广赛（广东）生物科技股份有限公司

6 无限极(中国)有限公司

7 完美（广东）日用品有限公司

8 广州汇标检测技术中心

9 绿瘦健康产业集团股份有限公司

10 东鹏饮料（集团）股份有限公司

8.1 方法线性范围

验证单位对方法做线性关系，结果如表 13，各验证单位线性相关系数 r2＞0.99，均能满足线性要求。

表 13 验证单位标准曲线及线性关系结果

单位名称 线性方程 相关系数 是否满足线性要求

汤臣倍健股份有限公司 y=0.0011x-0.0039 0.9997 是

广东粤微食用菌技术有限公

司
y=0.001x-0.0007 0.9997 是

华测检测认证集团股份有限

公司
y=0.0012x-0.0005 0.9999 是

广州金至检测技术有限公司 y=0.00108x+0.0054 0.9996 是

纽斯葆广赛（广东）生物科技

股份有限公司
y=0.0011x-0.0038 0.9992 是

无限极(中国)有限公司 y=1.2222x-0.007 0.9994 是

完美（广东）日用品有限公司 y=0.00114x-0.00012 0.9998 是

广州汇标检测技术中心 y=0.0011x+0.0006 0.9999 是
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绿瘦健康产业集团股份有限

公司
y=1.0249x-0.0008 0.9999 是

东鹏饮料（集团）股份有限公

司
- - -

8.2 方法专属性

验证单位对方法专属性结果如表 14，检测结果可知：空白试剂与阴性样品在 406nm 处吸光度值很小，

阳性样品在406nm处有明显的吸光度值，阳性样品加标样后，在406nm处的吸光值增加，说明选择波长406nm

有特异性，检测方法的专属性试验符合要求。

表 14 专属性验证结果

单位名称 空白试剂 1号阴性样 2号阴性样 阳性样 阳性样加标

汤臣倍健股份有限公司 0.004 0.012 0.018 0.135 0.229

广东粤微食用菌技术有限公司 0.000 0.000 0.000 0.050 0.094

华测检测认证集团股份有限公司 0.005 0.004 0.002 0.055 0.124

广州金至检测技术有限公司 - - - - -

纽斯葆广赛（广东）生物科技股份

有限公司
0.003 -0.005 0.002 0.128 0.324

无限极(中国)有限公司 0.007 0.009 0.006 0.064 0.176

完美（广东）日用品有限公司 0.008 -0.038 0.024 0.204 0.274

广州汇标检测技术中心 0.003 0.001 0.001 0.092 0.217

绿瘦健康产业集团股份有限公司 0.001 -0.001 0.002 - -

东鹏饮料（集团）股份有限公司 - - - - -

8.3 方法重复性

验证单位对方法进行 6 平行测试，测试结果见表 15，RSD 均＜5%，重复性良好。

表 15 重复性验证结果

单位名称 测试方式
测得含量

(g/100g)

平均含量

(g/100g)

相对标准偏

差（RSD/%）

是否满足方

法要求

汤臣倍健股

份有限公司

1 3.43
3.36 1.7 是

2 3.34
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3 3.42

4 3.34

5 3.34

6 3.29

广东粤微食

用菌技术有

限公司

1 1.20

1.25 4.4 是

2 1.20

3 1.20

4 1.30

5 1.30

6 1.30

华测检测认

证集团股份

有限公司

1 1.25

1.24 1.7 是

2 1.26

3 1.28

4 1.23

5 1.23

6 1.22

广州金至检

测技术有限

公司

- -

- - -

- -

- -

- -

- -

- -

纽斯葆广赛

（广东）生

物科技股份

有限公司

1 1.52

1.49 1.5 是

2 1.48

3 1.47

4 1.47

5 1.48

6 1.52

无限极(中

国)有限公

司

1 1.56

1.54 1.4 是

2 1.51

3 1.56

4 1.55

5 1.55

6 1.53

完美（广东）

日用品有限

公司

1 1.14

1.13 2.6 是

2 1.11

3 1.14

4 1.11

5 1.11

6 1.19

广州汇标检

测技术中心

1 1.11
1.11 2.0 是

2 1.09
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3 1.09

4 1.14

5 1.13

6 1.09

绿瘦健康产

业集团股份

有限公司

- -

- - -

- -

- -

- -

- -

- -

东鹏饮料

（集团）股

份有限公司

- - - - -

8.4 方法精密性

验证单位对方法针对不同时间，不同人员，不同仪器间进行测试，测试结果见表 16，RSD均＜5%，精

密性良好。

表 15 精密度验证结果

单位名称 测试方式
测得含量

(g/100g)

平均含量

(g/100g)

相对标准

偏差

（RSD/%）

是否满足方

法要求

汤臣倍健股份有限公司

日期 1 3.45

3.35 2.4 是

日期 2 3.32

人员 1 3.41

人员 2 3.36

仪器 1 3.36

仪器 2 3.23

广东粤微食用菌技术有限公司

日期 1 1.30

1.25 4.4 是

日期 2 1.30

人员 1 1.20

人员 2 1.30

仪器 1 1.20

仪器 2 1.20

华测检测认证集团股份有限公司

日期 1 1.25

1.23 2.6 是

日期 2 1.23

人员 1 1.25

人员 2 1.17

仪器 1 1.23

仪器 2 1.26

广州金至检测技术有限公司 - - - - -
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- -

- -

- -

- -

- -

纽斯葆广赛（广东）生物科技股份有

限公司

日期 1 1.48

1.48 1.6 是

日期 2 1.51

人员 1 1.46

人员 2 1.50

仪器 1 1.45

仪器 2 1.49

无限极(中国)有限公司

日期 1 1.52

1.53 1.2 是

日期 2 1.54

人员 1 1.50

人员 2 1.54

仪器 1 1.55

仪器 2 1.54

完美（广东）日用品有限公司

日期 1 1.12

1.11 2.3 是
日期 2 1.13

人员 1 1.13

人员 2 1.07

广州汇标检测技术中心

日期 1 2.38

2.42 0.9 是

日期 2 2.42

人员 1 2.42

人员 2 2.41

仪器 1

（116）
2.43

仪器 2

（785）
2.44

绿瘦健康产业集团股份有限公司

- -

- - -

- -

- -

- -

- -

- -

8.5 方法准确度

验证单位对方法进行加标回收，分别添加低、中、高浓度对照品，加入量为所取供试品中待测定成分

量 50%（或 80%），100%，120%（或 150%）。测试回收率结果见表 17，加标回收率几乎均为 85%以上。
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表 17 准确度验证结果

单位名称

加标回收率（%）
平均回收率

（%）

是否满足方

法要求加 50%均值 加 80%均值
加 100%均

值

加 120%均

值

加 150%均

值

汤臣倍健股

份有限公司
94.1 — 92.7 — 92.4 93.0 是

广东粤微食

用菌技术有

限公司

89.8 — 94.9 — 95.4 93.3 是

华测检测认

证集团股份

有限公司

84.2 — 93.4 — 82.6 86.7 是

广州金至检

测技术有限

公司

- - - - - - -

纽斯葆广赛

（广东）生

物科技股份

有限公司

98.5 — 103 — 98.7 100 是

无限极(中

国)有限公

司

99.0 — 102 — 98.7 100 是

完美（广东）

日用品有限

公司

83.1 — 85.2 — 87.0 85.1 是

广州汇标检

测技术中心
90.1 — 87.8 — 84.7 87.5 是

绿瘦健康产

业集团股份

有限公司

— - - - — - -

8.6 方法可靠性

验证单位对派发盲样（蜂胶类保健食品）按标准方法进行测试，结果见表 18，试样测试结果 RSD 均＜

10%。

表 17 盲样验证结果

单位名称
盲样测试结果（%）

硬胶囊 1 硬胶囊 2 软胶囊 1 软胶囊 2

中国广州分析测试中心 3.3 1.3 2.6 4.1

汤臣倍健股份有限公司 3.4 1.4 2.7 4.1
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广东粤微食用菌技术有限公

司
3.0 1.2 2.8 4.1

华测检测认证集团股份有限

公司
3.1 1.2 2.4 3.7

广州金至检测技术有限公司 3.1 1.2 2.5 3.6

纽斯葆广赛（广东）生物科

技股份有限公司
3.7 1.5 2.6 4.2

无限极(中国)有限公司 3.4 1.5 2.9 4.0

完美（广东）日用品有限公

司
2.9 1.3 2.4 3.4

广州汇标检测技术中心 3.1 1.3 2.4 3.5

绿瘦健康产业集团股份有限

公司
2.9 1.2 2.4 4.1

平均值(%) 3.2 1.3 2.6 3.9

RSD(%) 8 9 7 7

9 结论

通过方法验证与验证单位数据分析，结果表明：广东省科学院测试分析研究所（中国广州分析测试中

心）负责修订的《蜂胶类产品中总黄酮的测定》，适用于蜂胶类保健食品中总黄酮含量的测定，本方法操

作简单、快速，精密性、重复性、准确度好，适合推荐作为行业团体标准分析方法。

四．与同类标准水平的对比情况标准水平分析

食品中总黄酮的检测方法有多种, 有：

（1）高效液相色谱法，在《中国药典 ( 2015 版 ) 》银杏叶项下测定总黄酮醇苷就是采用这个方法，

此法不仅能检测总黄酮, 还能对其中单一成分进行定量分析, 但因受仪器和标准物质等条件的限制而难以

推广。

（2）直接紫外测定法，原理是：黄酮类化合物有两个紫外吸收区，即 240~280nm 和 300~400nm,选择

对照品的最大吸收波长处进行测定（通常测定中选择的波长为 360nm），其优点在于对照品与被测物质具

有相同的结构母核，直接测定后， 对照品以及供试品的紫外光谱相似度高，两者的最大吸收波长可基本

重叠，但此法也有一定的局限性，在 240~280nm 和 300~400nm 下有吸收的其他物质也有很多，出现假阳

性的几率相对较高。

（3）三价铝离子显色法则是利用黄酮类化合物与三价铝离子反应，生成有色的金属络合物，在一定

浓度范围内符合朗伯比尔定律。此法相对使用最广，比如《DB13/T 385-1998 食品总黄酮测定》、《GB/T

20574-2006 蜂胶中总黄酮含量的测定方法 分光光度比色法》、《NY/T 1295-2007 荞麦及其制品中总黄酮

含量的测定》、《SN/T 4592-2016 出口食品中总黄酮的测定》等等均采用此法。

目前国内蜂胶类产品（保健食品）中总黄酮的测定通常方法是三价铝离子（硝酸铝或三氯化铝）显色
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法和直接紫外测定法来判定其含量。很多生产企业在自己生产的产品上标示的总黄酮的含量测定来源一般

都是根据自己定制的企业标准，或者引用已失效的《保健食品检验与评价技术规范 ( 2003 年版 ) 》,或者

参考白鸿主编的《保健食品功效成分检测方法》。因原理不一致加上提取条件中各个因素上的区别，导致

检测数值有差异，无法体现出产品的真实品质。

现有的总黄酮国家标准也只适用于原始蜂胶和去除了蜂蜡砂石等杂质的精制蜂胶及其蜂胶乙醇溶液

(如 GB/T 20574-2006)，地方标准曾经出过关于食品总黄酮测定（如 DB13/T 385-1998），这些标准要么只适

用于特定的原材料，要么已经废止，推荐本标准分析方法，希望能够填补蜂胶类保健食品标准的空白，及

时对行业标准进行有效的补充。

五．与国内相关标准的关系

相对于最新发布的行业标准《保健食品理化及卫生指标检验与评价技术指导原则（2020 年版）》（以

下简称：2020 年版指导原则）中总黄酮的测定:

（1）针对性：

本方法更有针对性，2020 年版指导原则对保健食品类别没有细化，适用相对宽范；本法针对于蜂胶类

产品（保健食品）进行验证，适用于对蜂胶类保健品进行黄酮定量，针对性相对较强。

（2）测定原理：

对于芦丁分光光度测定波长：2020 年版指导原则使用的波长是 360nm 和 510nm，本法使用的是 406nm

（详见 5.1.1.1）。差别在于方法原理：2020 年版指导原则是过柱后直接进行紫外测定（第一法）和碱性环

境与三价铝离子进行反应（第二法），而本法是酸性环境与三价铝离子反应，使用芦丁作为对照品，采用

本方法进行测定，7 个不同浓度芦丁对照液在波长 406nm 处有最大吸收峰，建立的检测方法的测定波长选

为 406nm。由于本方法测定原理不同于新发布的两种方法，提出本方法一方面希望能够填补蜂胶类保健食

品标准的空白，及时对行业标准进行有效的补充，另一方面也想协助企业，针对其本身蜂胶类保健食品对

方法的选择提供更加精准的依据。

（3）有方法专属性：

空白试剂与阴性样品在 406nm 处吸光度值很小，阳性样品在 406nm 处有明显的吸光度值，阳性样品

加标样后，在 406nm 处的吸光值增加，说明选择波长 406nm 有专属性、特异性（详见 6.6 和 8.2）；

（4）测试方面：

A.对于试样提取条件和试剂反应量等我们也都做过多次验证，对主要影响因素进行了优化及补充，明确了

取样量与提取溶液的浓度范围（2020 年版指导原则第一法对乙醇溶液的提取浓度没有说明）；

B.我们还对聚酰胺粉的目数进行了研究（2020 年版指导原则对聚酰胺粉的目数没有说明），针对蜂胶类保

健食品对目数设置为 100-200 目。采用了 5 种市面上销售的聚酰胺粉，根据不同厂家，不同目数进行比较，
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选取了相对较佳的产品，一则可以更好地纯化黄酮类物质，二则在使用本标准时，也能够降低不同检测机

构由于使用了不同目数及厂家后对黄酮类成分的定量而造成的误差，减免实验室间检测数值的差异性；

C.本标准显色反应过程中扣除了样品空白（2020 年版指导原则两个方法没有扣除样品空白），意为避免样

品本身杂质带来的干扰，增强本方法的准确性，在九家实验室对标准方法准确度分析验证结果中，回收率

结果几乎均为 85%以上。

本标准能适用于蜂胶类保健食品中总黄酮含量的测定，推荐作为行业团体标准分析方法，希望能够填

补蜂胶类保健食品标准的空白，及时对行业标准进行有效的补充，尽量完善保健食品中总黄酮含量测定的

标准应用，在企业针对自身产品中黄酮类成分的定量方法多了一项选择，填补行业标准空缺，提高保健品

行业市场的正规性和公正性。

六．重大分歧意见的处理经过和依据

无

七．其他

1、本标准不涉及与任何国家法律、法规、规章及强制性标准冲突问题，标准的制定符合国家相关法律、

法规、规章的要求。

2、本标准不涉及任何专利或知识产权

3、建议该标准作为行业团体标准发布实施。

4、本标准与目前我省保健品行业科技、生产、工艺及管理水平的适应性强，标准化程度高，便于被该类

保健品企业所引用。同时，该方法的确定可以有效的监控我省保健品市场中以总黄酮作为标志性成分的产

品，也可作为中小企业生产中质量监控，为我省保健品市场总黄酮含量测定公正性带来可靠性数据，保证

我省保健品市场平稳顺利发展。

《蜂胶类产品中总黄酮的测定》标准编制组

2021 年 7 月
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	准确称取黄酮样品0.5g，按方法操作，改变聚酰胺粉（目数：厂家）后，测定其含量。结果见表2。
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