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检测分析

芝麻素标准样品的研制
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摘要：依据ＧＢ／Ｔ１５０００．３—２００８《标准样品工作导则》，研制芝麻素标准样品。以芝麻为原料，采用高
速逆流色谱法分离制备芝麻素单体，通过ＵＶ、ＩＲ、ＭＳ和ＮＭＲ等手段进行结构表征，同时进行薄层色
谱鉴别和热重分析。芝麻素样品进行了均匀性检验、稳定性检验和８家实验室联合定值。结果表明：
该样品均匀性良好，在０～４℃条件下储存３６个月稳定性良好，定值结果确定其标准值为９９７３％，置
信度９５％的不确定度为０．２０。成功研制出了芝麻素国家标准样品，达到了ＧＢ／Ｔ１５０００．３—２００８规
定的技术要求，样品具有溯源性，可用于芝麻素及相关产品的质量控制和检测方法评定。
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　　芝麻是我国重要的农作物之一，在我国种植面 积约为７０万ｈｍ２，居世界第四位，年产量６０万 ～６５
万ｔ，约占世界芝麻总产量的七分之一［１］。芝麻用

途广泛，既是消费者喜爱的食品，同时作为传统药食

同源的滋补品，具有润五脏、补肝肾、增气力、消炎、止

痛和生发等多种保健功效。芝麻素是芝麻中含量最

高的一种木脂素类化合物，含量为０．１％～０．５％［２］，

具有抗炎［３］、保肝［４］、抗氧化［５］、降血压［６］、降低胆

固醇［７－８］、促进血管生成［９－１０］、保护神经元［１１－１２］、

抗癌［１３］、治疗白血病［１４］等多种药理功效，同时芝麻

素在芸香科植物两面针、巴山花椒、刺五加和玄参科
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毛泡桐等植物中含量也十分丰富，具有进一步深入

开发的价值。

标准样品是具有一种或多种足够均匀的和很好

确定了的特性值的材料或物质，可以用来校准仪器、

评价测量方法和给材料赋值［１５］。随着天然产物资

源国际化的发展，研制与 ＩＳＯ对接的标准样品的需
求进一步迫切。目前，我国研发的天然产物标准样

品种类和数量严重不足，影响相关产品的检测，也制

约了相关行业的发展，为改善这一现状，我国天然产

物标准样品的研究正在广泛开展［１６］。目前市场上

芝麻素样品主要以对照品为主，纯度参差不齐，未按

照国家标准进行均匀性、稳定性和定值试验，最终结

果没有不确定度评价，样品也不具有溯源性。因此，

为了满足芝麻素及相关产品的检测需求，保证检测

结果的准确性、可比性和溯源性，本文参照 ＩＳＯ
Ｇｕｉｄｅ３５和ＧＢ／Ｔ１５０００．３—２００８《标准样品工作导
则》，成功研制了芝麻素国家标准样品。

１　材料与方法
１．１　试验材料

ＧＦ２５４薄层硅胶板（青岛海洋化工厂），甲醇
（色谱纯，美国天地公司），重蒸水，其他试剂为分析

纯，芝麻购于济南本地农贸市场。

Ｒ－３型旋转蒸发仪，瑞士 ＢＵＣＨＩ公司；ＳＣＩ
ＥＮＴＺ－１０Ｎ型冷冻干燥仪；Ｅ２６９５型高效液相色谱
仪，美国Ｗａｔｅｒｓ公司；ＫＱ－５００ＶＤＶ型超声波清洗
器；ＴＢＥ－３００Ａ型制备型逆流色谱仪；３０５７型记录
仪；ＴＢＰ－５００２型恒流泵；ＤＣ－０５０６型恒温冷却循
环浴；８８２３Ａ型紫外检测器；ＷＲＳ－１Ｂ型数字熔点
仪；ＵＶ－２５５０型紫外可见分光光度计，日本岛津公
司；ＩＮＯＶＡ６００ＭＨｚ核磁共振波谱仪，美国瓦里安
公司；６５２０Ｑ－ＴＯＦ型液质联用仪，美国安捷伦公
司；ＳＴＡ４４９ＦＣ型同步热分析仪，德国耐驰公司。
１．２　试验方法
１．２．１　样品制备
１．２．１．１　芝麻素粗提物的提取

将１．１ｋｇ芝麻粉碎，用１０Ｌ正己烷回流提取３
次，每次２ｈ，抽滤，滤液真空旋转蒸发成油状总提取
物。上述总提取物加５００ｍＬ无水乙醇超声提取３
次，每次２ｈ，取上清液真空旋转蒸发，得芝麻素粗提
物１０．３ｇ，所得样品经高速逆流色谱进行分离。
１．２．１．２　高速逆流色谱分离

将石油醚、乙酸乙酯、甲醇和水体系以１∶０．４∶１∶０．５
的比例配制于２Ｌ分液漏斗中，充分摇匀后静置分
层，将上相和下相分开，超声波脱气，取上相为固定

相，下相为流动相，备用。取芝麻粗提物溶解于

１０ｍＬ上相和 １０ｍＬ下相的混合液，摇匀，充分溶
解。溶剂系统的固定相用恒流泵以２０．０ｍＬ／ｍｉｎ的
流速泵入高速逆流色谱仪，开启速度控制器 ８００
ｒ／ｍｉｎ，使逆流色谱仪分离柱按顺时针方向旋转，将
流动相以２．０ｍＬ／ｍｉｎ的流速泵入，同时开启紫外检
测器。待达到逆流色谱流体动力学平衡后开始进

样，根据检测器的紫外吸收图按管收集样品，相似组

分合并，减压浓缩，冷冻干燥，得芝麻素单体，芝麻素

单体制备图见图１。

图１　芝麻素单体的高速逆流色谱制备图

１．２．２　ＨＰＬＣ分析
Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，

５μｍ）；流动相为甲醇 －水（体积比 ８０∶２０）；柱温
３０℃；运行时间２５ｍｉｎ；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长
２８６ｎｍ；样品质量浓度０．２ｍｇ／ｍＬ，甲醇溶解。
１．２．３　薄层鉴别

精密称取样品５ｍｇ，加甲醇配制成质量浓度为
０．２ｍｇ／ｍＬ对照品溶液。展开剂分别为石油醚－丙
酮（体积比 ４∶１）和石油醚 －乙酸乙酯（体积比
３∶１），定量毛细点样管吸取２０、４０、６０、８０、１００μｇ，
梯度将样品点于 ＧＦ２５４硅胶板。两种展开剂分别
展开，取出，晾干，分别用荧光检测（２５４、３６５ｎｍ）和
显色剂检测（喷硫酸无水乙醇显色剂，１０５℃下加热
３ｍｉｎ）。
１．２．４　ＬＣ－ＭＳ纯度分析

ＬＣ条件：Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０
ｍｍ，５μｍ）；流动相为甲醇 －水（体积比８０∶２０）；柱
温３０℃；运行时间２５ｍｉｎ；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ。

ＭＳ条件：ＥＳＩ电喷雾离子源，扫描范围（ｍ／ｚ）
１００～１０００，毛细管电压４．０ｋＶ，载气流速１０Ｌ／ｍｉｎ，普
氮为载气，载气温度３００℃。
１．２．５　热重分析

精密称取样品５ｍｇ，置于热重用坩埚中。热重
条件：初温 ３０℃，终温６００℃，升温速率１０℃／ｍｉｎ，
气体Ｎ２，流量１００ｍＬ／ｍｉｎ。
１．２．６　结构表征

芝麻素单体的结构表征采用紫外光谱（ＵＶ）、
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红外光谱（ＩＲ）、质谱（ＭＳ）和核磁共振（ＮＭＲ）等技
术。ＵＶ法的测试溶剂为甲醇，扫描范围为 ２００～
４００ｎｍ；ＩＲ法采用 ＫＢｒ压片，扫描波数为 ４００～
４０００ｃｍ－１；ＭＳ为电喷雾离子源，扫描范围（ｍ／ｚ）为
１００～１０００，载气流速为１０Ｌ／ｍｉｎ，普氮为载气，载
气温度为３００℃，毛细管电压为４．０ｋＶ；ＮＭＲ法氘
代试剂为ＣＤＣｌ３。
１．２．７　均匀性检验

依据 ＧＢ／Ｔ１５０００．３—２００８《标准样品工作导
则》（均匀性研究）要求，采用顺序重复随机测量，随

机抽取分装好的芝麻素样品１０瓶（＞１．５３
槡Ｎ），３

种抽样程序（第一种１－３－５－７－９－２－４－６－
８－１０；第二种１０－９－８－７－６－５－４－３－２－１；
第三种２－４－６－８－１０－１－３－５－７－９），样品按
１．２．２方法进行分析，样品纯度读取采用峰面积归
一化法，采用方差分析法进行数据分析。

１．２．８　稳定性检验
芝麻素样品储存温度为０～４℃，考察样品的３

年稳定期，分５个时间段考察监测，按１．２．２方法进
行分析，样品纯度读取采用峰面积归一化法，每份样

品测定５次，统计分析采用ｔ检验法［１７］。

１．２．９　定值
根据工作导则，标准样品的定值采用８家实验

室协作进行的方法。随机抽取样品２４瓶，每家定值
实验室寄出样品３瓶，每瓶测定２次，每家协作实验
室出６个检测结果，按１．２．２方法进行分析，样品纯
度以峰面积归一化法读取。

２　结果与讨论
２．１　纯度分析

采用ＨＰＬＣ的ＤＡＤ检测器对色谱峰进行３Ｄ总
吸收图扫描（见图２），检测结果扣除溶剂峰，ＨＰＬＣ
纯度分析结果表明，未见明显杂质峰存在。荧光检

测和硫酸无水乙醇显色剂显色结果表明，样品呈现

黑色和深棕色斑点，Ｒｆ值分别为０．６５和０．６３，未见
明显杂质斑点存在。

图２　芝麻素ＨＰＬＣ３Ｄ扫描图

　　ＬＣ－ＭＳ结果表明（见图３），提取 ＭＳ的总离

子流图，未见明显的杂质峰存在。热重结果表明，

在２４．７～１８４．０℃温度范围内，ＴＧ曲线是一条水
平线，表明测试样品中吸附水和结晶水含量很低，

热稳定性好。当温度超过１８４．０℃时，样品开始分
解，ＤＴＡ曲线显示温度升高到２９５．２℃，样品迅速
分解。

图３　芝麻素样品的ＬＣ－ＭＳ总离子流图

２．２　结构表征
熔点：１２２～１２３℃；ＵＶλＥｔＯＨｍａｘ：２３５、２８６ｎｍ；

ＩＲｃｍ－１Ｖ ｍａｘ：２９６９，２８５０（νＣＨ），１５００（νＣ＝Ｃ），１４４３，
１３６５（νＣＨ），１２４９，１０３５（νＣＯ）；ＥＳＩ－ＭＳ（ｍ／ｚ）

３７７．０［Ｍ＋Ｎａ］＋，７０９．０［２Ｍ＋Ｈ］＋，７３１．０［２Ｍ＋
Ｎａ］＋。１Ｈ－ＮＭＲ（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：６．８１（６Ｈ，
ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄ，Ｈ－２，５，６，２′，５′，６′），５．９２（４Ｈ，ｓ，
Ｏ－ＣＨ２－Ｏ），４．７０（２Ｈ，ｂｒｓ，Ｈ－７，７′），４．２１
（２Ｈ，ｍ，Ｈ－９ａ，９′ａ），３．８５（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝７．６Ｈｚ，
Ｈ－９ｂ，９′ｂ），３．０３（２Ｈ，ｍ，Ｈ－８，８′）。１３Ｃ－ＮＭＲ
（１５０ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１４８．０（Ｃ－４，４′），１４７．１
（Ｃ－３，３′），１３５．１（Ｃ－１，１′），１１９．４（Ｃ－６，６′），
１０８．２（Ｃ－５，５′），１０６．５（Ｃ－２，２′），１０１．１（Ｏ－
ＣＨ２－Ｏ×２），８５．８（Ｃ－７，７′），７１．７（Ｃ－９，９′），
５４．４（Ｃ－８，８′）。以上数据与文献［１８］比较基本一
致，确定为芝麻素。

２．３　均匀性检验
将结果进行 Ｆ检验，进行数据统计，确定芝麻

素样品的均匀性，结果分别见表１和表２。
表１　均匀性检验 ％

瓶号 第１组 第２组 第３组 平均值 总平均值

１ ９９．７７ ９９．７９ ９９．７８ ９９．７８
２ ９９．７１ ９９．７２ ９９．７２ ９９．７２
３ ９９．７７ ９９．７７ ９９．７８ ９９．７７
４ ９９．７６ ９９．７８ ９９．７９ ９９．７８
５ ９９．７７ ９９．７８ ９９．７３ ９９．７６
６ ９９．７１ ９９．７３ ９９．７８ ９９．７４
７ ９９．７８ ９９．７６ ９９．７８ ９９．７７
８ ９９．７９ ９９．７８ ９９．７３ ９９．７７
９ ９９．７８ ９９．７２ ９９．７８ ９９．７６
１０ ９９．７８ ９９．７１ ９９．７８ ９９．７５

９９．７６
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表２　方差分析

变差源 方差 自由度 均方差（ＭＳ）
组间 ０．０１０２００ ９ ０．００１１３３
组内 ０．０１２４００ ２０ ０．０００６２０
总和 ０．０２２６００ ２９

　　组间方差的计算公式：

ｓ２Ａ＝
ＭＳ组间 －ＭＳ组内

ｎ０
＝１．７１×１０－４

则组间标准偏差为：

ｓｂｂ＝ ｓ２槡Ａ ＝０．０２
ｕ均 ＝ｓｂｂ＝０．０２

Ｆ值的计算公式：
Ｆ＝ＭＳ组间／ＭＳ组内 ＝１．８３

以组间自由度 υ１＝９及组内自由度 υ２＝２０为
变量查询 Ｆ界值表，可知临界值 Ｆ０．０５（９，２０）＝
２９４，由于Ｆ＜Ｆ０．０５（９，２０），因此所研制的芝麻素标
准样品具有良好的均匀性。

２．４　稳定性检验
采用ｔ检验法对稳定性检测结果统计分析，采

用直线模型，观察直线斜率值变化趋势，同时进行预

测，结果见表３。
表３　稳定性检验

时间

（月）

纯度／％
１ ２ ３ ４ ５ 平均值

标准偏

差／％

０ ９９．７８９９．８４９９．８２９９．８０９９．７９９９．８１ ０．０３
６ ９９．７８９９．７２９９．７４９９．７７９９．７３９９．７５ ０．０３
１２ ９９．７７９９．７８９９．７９９９．７８９９．８０９９．７７ ０．０２
１８ ９９．７９９９．７５９９．７３９９．７４９９．７５９９．７５ ０．０３
２４ ９９．７８９９．７２９９．７５９９．７３９９．７１９９．７４ ０．０３
３６ ９９．７２９９．７５９９．７３９９．７２９９．７０９９．７２ ０．０２

　　斜率计算公式如下：

ｂ１＝
∑
ｎ

ｉ＝１
（Ｘｉ－Ｘ）（Ｙｉ－Ｙ）

∑
ｎ

ｉ＝１
（Ｘｉ－Ｘ）

２
＝－０．９６８４０ ＝－０．００１１

式中：Ｙ＝９９．７６；Ｘ＝１６
截距计算公式如下：

ｂ０ ＝Ｙ－ｂ１Ｘ＝９９．７６＋（０．００１１×１６）＝９９．７８
直线模型的标准偏差：

ｓ２ ＝
∑
ｎ

ｉ＝１
（Ｙｉ－ｂ０－ｂ１Ｘｉ）

２

ｎ－２ ＝０．００２４ ＝０．０００５

则ｓ＝０．０３
斜率相关不确定度计算公式如下：

ｓ（ｂ１）＝
ｓ

∑
ｎ

ｉ＝１
（Ｘｉ－Ｘ）槡

２

＝０．０３

槡８４０
＝０．００２

查表得自由度为 ｎ－２和 ９５％置信水平（ｐ＝
０．９５）分布的ｔ因子为３．１８２。

由于斜率变化的绝对值｜ｂ１｜＜ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ（ｂ１）＝
３．１８２×０．００２＝０．００６４

即：｜ｂ１｜＜０．００６４
因此，斜率变化不显著，即芝麻素标准样品在３

年内稳定性良好。

稳定性的不确定度为：

ｕ稳 ＝Ｓ（ｂ１）×ｔ＝０．００２×３６＝０．０８
２．５　定值

根据各个协作实验室的反馈结果，进行数据的

统计分析，并最终确定芝麻素标准样品的标准值和

不确定度，统计结果如表４所示。
表４协作定值 ％

实验室序号 测得平均值 标准偏差 总平均值

１ ９９．７８ ０．０１
２ ９９．８３ ０．０５
３ ９９．６７ ０．０４
４ ９９．７７ ０．０３
５ ９９．５９ ０．０６
６ ９９．７５ ０．０３
７ ９９．７２ ０．０３
８ ９９．７５ ０．０３

９９．７３

　　测定结果总平均值的计算公式如下：

Ｘ＝
∑
ｍ

ｉ＝１
∑
ｎｉ

ｊ＝１
ｘｉｊ

Ｎ ＝９９．７３％

实验室平均值的标准偏差为：

ＳＸ ＝
Ｚ（Ｘｉ－Ｘ）

２

ｎ－槡 １ ＝０．０８

总平均值标准偏差为：

ＳＸ ＝
ＳＸ
槡ｎ
＝０．０４

多家定值引入的不确定度

ｕ定 ＝ＳＸ ＝０．０４
芝麻素标准样品的不确定度由如下３部分组

成：①均匀性检验不确定度；②稳定性检验不确定
度；③定值不确定度。这３部分不确定度分量互不
相关，需将 ３种不确定度合成，即合成不确定度
（Ｕ合成）为：

Ｕ２合成 ＝ｕ
２
均 ＋ｕ

２
稳 ＋ｕ

２
定

代入数据计算得Ｕ合成 ＝０．１０
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置信区间９５％时，ｋ＝２
则芝麻素标准样品的扩展不确定度：

Ｕ扩展 ＝２Ｕ合成 ＝０．１０×２＝０．２０
３　结　论

本研究针对芝麻素及相关产品缺乏国家标准样

品的现状，严格按照国标规定的标准样品研制规则，

成功地研制出芝麻素标准样品，并顺利通过了专家

验收。研制过程中对标准样品的均匀性进行考察，

并进行方差分析；稳定性检验采用直线模型，并进行

了ｔ检验法考察；定值采用多家实验室协作，对定值
结果进行统计分析。根据 ３个方面引入的不确定
度，进行了不确定度的合成和扩展，获得了标准值为

９９．７３％，置信度９５％的不确定度为０．２０的芝麻素
国家标准样品，具有样品溯源性，可用于相关产品的

检测方法评定和含量测定，填补了芝麻素标准样品

的国内外空白。
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