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摘要：当高粱作为酿酒材料时，单宁的存在有着积极的影响，但是作为饲料时单宁的存在则会降低动物 

的消化效率$由于高粱单宁结构复杂,定量测定相对来说较为困难$主要从高粱单宁的化学结构%分 

布、提纯分离与结构鉴定、测定方法以及影响其含量测定的因素进行综述$测定方法主要围绕分光光 

度法、蛋白质沉淀法以及高压液相色谱法进行讨论$
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A review on structures, distribution and analysis methods for so rghum tannins

ZHENG Xueling,WANG Xujuan,HAN Xiaoxian
College of Food Science and Technolooy, Henan University of Technolooy, Zhengzhou 450001, China

AbstracC: Sorghum tannins have positive effects on sorghum winemaking and negative effects on digestive 
efficiency of animals. Due to the complex structure of sorghum tannins, it it relatively difficult to deter­
mine. Thit paper mainly reviewed chemicct structures, distribution, determination methods and factorr
affecting the determination of tannins in sorghum. Determination methods including spectrophotometry, pro­
tein precipitation and HPLC wer mainly discussed. 
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高粱单宁溶于水、甲醇、乙醇、丙酮，微溶于 

乙酸乙酯，不溶于苯、氯仿、石油醚、二硫化碳,其 

多酚羟基基团与蛋白质、金属离子或者别的大分 

子如多糖可以生成复合物*1+,从而阻碍机体对蛋 

白质、脂肪等营养物质的消化吸收,且具有苦涩 

味，影响适口性%高粱中单宁的含量是决定其品 

质的重要指标（高粱单宁还具有潜在的健康益 

处，如自由基清除剂和化学保护剂* I，是非常好 

的抗氧化剂源,有着各种各样的用途（长期以 

来，人们发现含有单宁的高粱作为饲料使得动物 

消化效率降低，并对单胃动物（大鼠、猪、家禽等） 

的体质量增加产生负面影响（饲料消化效率的 

降低主要归因于高粱单宁-蛋白质的络合作 

用*4「5+。虽然单宁可使蛋白质变得不易被人体吸

收稿日期：2019-06-20

基金项目：国际标准修订 ISO9648" Sorghum-determination of tannin content"# ISO/TC34/SC4 ） 

作者简介：郑学玲（1972-）,女，河南宁陵人，教授，博士生导师，研究方向为谷物化学与品质

determination method % infuencing factor

收，但盲肠中的微生物可以将多聚单宁降解成小 

分子的酚酸,这些酚酸在盲肠中是可以被动物机 

体吸收的，同时单宁可以降低人对食物的消化速 

率，这一特性对$型糖尿病的治疗有一定的效 

果，还能够结合营养物质，降低食物的卡路里（ 

由于高粱单宁结构比较复杂,定量测定相对 

来说较为困难，目前已经使用许多分析方法来量 

化植物材料中的单宁*6+（常用的方法包括单宁 

的氧化解聚与芳香醛的反应*7］,以及氧化还原反 

应*8］，其他方法还涉及酸裂解反应*9］,沉淀反 

应*10］，酶和微生物抑制和质量分析以及昂贵的核 

磁共振技术以及高压液相色谱法*11］等（

作者主要从高粱单宁的结构、分布、分离纯 

化鉴定、测定检测方法以及在测定高粱单宁含量
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过程中的影响因素等方面进行综述 寡聚体或者多聚体，黄烷醇单体之间通过C —

1高粱单宁的结构

单宁根据结构特性可以分为两类:一类是 

水解单宁,另一类是缩合单宁。水解单宁是棓 

酸,或与棓酸有生源关系的酚羧酸与多元醇组 

成的酯,其分子内的酯键在酸、酶或碱的作用 

下易水解,产生多元醇及酚酸。其中常作为高

C键连接。缩合单宁又称原花青素，由表儿茶 

素和儿茶素亚基组成,其主要通过C4 ' C8键

连接的黄烷-3-醇单元组成低聚物和高聚物的 

混合物,也可能通过C4'C6键的连接,均称为 

B型原花青素（图lb ）。黄烷-3-醇单元也可 

以通过C2'07之间的醚键双键连接,为A型 

原花青素（图lc）*13 +。从结构上分析,高粱单 

宁属于B型原花青素中的一种。有学者*14 +采

粱单宁含量测定标准品的单宁酸（图1* 则为 用正相HPLC-MS/MS方法,并利用硫解测定高

水解单宁。水解后生成一个葡萄糖分子及多 

个多元醇*12 缩合单宁是多羟基黄烷-3-醇 

粱中原花青素的平均聚合度（DP）为17. 67土

3.92 o

（a）水解单宁-单宁酸 （b） B型原花青素 （c） A型原花青素（二聚体）

图1 单宁的结构

Fig. 1 Chemiccl structures of tannins

2高粱单宁的分布

这可以解释为什么酸可以破坏囊泡的结构,从 

而释放$型高粱中的单宁。

高粱单宁主要分布在种皮上,胚乳中也有 

一定的含量,其具体含量因品种而异,变化幅度 

为0.2%〜2. 3%*15 + ,然而种皮颜色也并不完全 

是高粱单宁含量高低的可靠指示剂。Boren 
等*16 +研究了不同种皮颜色的高粱中单宁的含 

量,结果表明,种皮颜色及其强度不是单宁含量 

的良好指标。人们一一直错误地认为所有具有红 

色/褐色种皮的高粱都含有单宁,其实无论白 

色、黄色、红色或棕色种皮的高粱是否存在单宁 

主要取决于着色种皮基因的控制。Dykes等*17 + 

根据它们的遗传学和化学分析,将高粱品种划 

分为 3 组：I 型高粱（b1b1B2 -、B1 - b2b2、 

b1b1b2b2 ）没有色素种皮,含有低水平的酚类物 

质而不含单宁；$型高粱和%型高粱均具有色 

素并含有单宁。Earp等*18 +研究表明$型高粱 

的单宁在种皮层中沉积不同。在$型高粱的籽 

粒中,单宁沉积在种皮层内的囊泡中,而％型单 

宁沿着种皮的细胞壁沉积,有的存在于果皮中,

3高粱单宁的提纯分离与结构鉴定

高粱中单宁的提取率与提取条件密切相关。 

高粱的贮存方式、干燥、粉碎度、提取溶剂、温度 

等都可能导致单宁化学结构的变化和提取率的 

改变,从而改变单宁的理化性质和生物活性。

高粱单宁分离纯化的方法主要有:溶剂萃取 

分离法、膜过滤法、层析法、制备液相色谱法等 , 

其中层析法效果好,成本低,色谱填料主要有: 

NKA、ADS-17、Sephadex LH-20、硅胶柱及聚酰胺 

等*19 +。Sephadex LH-20是一种对黄酮类化合物 

具有高度亲和性的羟丙基化葡聚糖凝胶，目前多 

用于高粱单宁的纯化和分离*20 +,但是其价格昂 

贵,层析操作过程烦琐,不利于实验室的推广 

应用。

Strumeyee等*20 +提出了提取分离高粱单宁的 

新方法:100 g高粱粉碎后,用无水乙醚（3d 

125 mL）脱脂,干燥后的样品质量为89 g,然后加 
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入95%乙醇（2x125 mL）在25 ‘下提取1 h，离心 

取上清液旋转蒸发得6. 8 g固体。样品干燥后, 

加载到葡聚糖LH-20 （ Sephadex LH-20 ）层析柱 

上，分别采用无水乙醇与50%丙酮溶液进行洗 

脱。结果表明，乙醇洗脱产物为非单宁多酚类物 

质和部分低分子量单宁,而50%丙酮水洗脱产物 

则主要为高粱单宁。Awika等*14+研究了高粱中 

原花青素的提取与分离,该方法采用酸化70%丙 

酮进行单宁的提取,并利用高压液相色谱法 

（HPLC）对高粱单宁的纯度进行计算分析。Gu 
等*21 +建立了一种正相HPLC-MS方法,可将原花 

青素分离为DP 1~10,并且可以达到基线分离, 

"$>10的聚合物呈现一个大峰,并通过硫解测定 

了组成单元的比例和原花青素的平均聚合度*22+。

高粱单宁的浸提溶剂主要是对单宁有良好 

溶解能力的水合有机溶剂,少量水的存在能够增 

加单宁在有机溶剂中的溶解度,不同比例的丙酮 

-水是最常用的提取溶剂。提取后的原料需要进 

一步分离和纯化,但是过程较为困难,单宁有较 

大的分子量和强的极性,是许多结构与理化性质 

相似的复杂混合物,同时分离过程中可能发生氧 

化、解离等反应,改变之前的结构。虽然分离纯 

化方法也在不断优化,但是过程还是十分费时且 

对仪器设备要求比较高,所以单宁的分离纯化仍 

需不断探索优化。

4高粱单宁的检测方法

4.1分光光度法

4. 1. 1 柠檬酸铁铵比色法

柠檬酸铁铵比色法是国际标准ISO 9648- 
1988《Sorghum-Determination of tannin content》以 

及国家标准GB/T 15686—2008《高粱 单宁含量 

测定》所采用的对高粱单宁的分析方法,其实验 

原理是在碱性条件下高粱中的单宁与铁离子形 

成一种棕色络合物,用分光光度计在525 nm波 

长处测定其吸光度值,与标准系列比较定量（此 

方法存在的问题是所采用的提取溶剂为75%二 

甲基甲酰胺,其毒性相比于其他方法中的提取溶 

剂如丙酮、乙醇的毒性大,且不利于人体降解,操 

作过程需要做好防护措施。而作为标准品的单 

宁酸属于可水解的没食子单宁,而且在高粱中从 

未有检测到单宁酸的存在*切。King等*23+研究发 

现单宁酸是4个酚类物质的混合物,其结构与高 

粱单宁存在一定的差异性,但作为高粱单宁含量 

测定的标准品还有待进一步研究（

4.1.2 磷钼酸比色法

磷钼酸比色法是国家标准GB/T 27985— 

2011《饲料中单宁的测定一分光光度法》所采用 

的测定饲料中单宁含量的方法,其实验原理是用 

丙酮溶液提取饲料中单宁类化合物,经过滤后, 

取滤液加钨酸钠-磷钼酸混合溶液和碳酸钠溶 

液，显蓝色后在760 nm处有最大吸收波长,用单 

宁酸作标准曲线测定饲料中单宁含量。

磷钼酸比色法中提取液的体积与高粱的品 

种有一定的关系。该法单宁含量在1 000 "g以 

下时，吸光度与单宁含量成直线关系（室温下显 

色25 min后显色基本稳定,并于3 h内稳定。此 

方法简单快速，适合大量样品分析测定。但是此 

方法受温度影响较大,当室温高于一定温度时, 

显色液出现浑浊现象，使比色过程无法进行%室 

温低于一定温度时，又会出现在规定时间内显色 

液反应不完全的现象,生成的不是蓝色物质,而 

是绿色反应物，影响测定结果*24+。该方法作为测 

定植物中总酚的分析方法但不能区分高粱中非 

单宁多酚类物质,测定结果可能高估高粱中单宁 

的含量。

4.1.3 香草醛法

香草醛法是基于香草醛与缩合单宁红色复 

合物的生色反应。香草醛检测的关键因素有溶 

剂类型、酸浓度、反应时间、温度、香草醛浓度以 

及标准品的选择*

通常香草醛法使用儿茶素作为标准品,但是 

一般情况的反应条件下儿茶素单体和相关的原 

花青素反应动力学是不同的*25+。正是由于这个 

问题，建议使用内标测定高粱单宁含量。香草醛 

法的另一个缺点是对单宁测定特异性较差,任何 

黄烷醇单体都能发生香草醛反应*26］；同时该法也 

缺乏对原花青素和原翠雀定敏感性W Sun 
等*7+改进的香草醛法可以评估缩合单宁的分子 

量而不是定量总酚。

4.1.4普鲁士蓝法

普鲁士蓝法可能是目前定量总酚最常用的 

方法,简单、快速和不容易被非酚类化合物干 

扰* 2一29+,但是测定高粱中单宁含量则缺乏特异 

性，结果存在偏高的可能性。它有两个重要缺 
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陷：一是在恒温条件下一段时间后会产生沉淀， 

色密度随时间延长而增加,温度和pH值也是影 

响色密度的关键因素*15+;二是试剂加入的顺序会 

影响普鲁士蓝所形成的颜色。

经过Graham等*27］的综合研究,H3PO4可用 

来保持颜色稳定，降低pH值和络合过量铁离子。 

只要添加1%阿拉伯胶并放置60 h,可以避免沉 

淀来稳定溶液*。试剂应该按照顺序加入:首 

先是样品,然后为铁氧化钾试剂,接下来加入氯 

化铁溶液，最后一步加入稳定溶液的试剂。氧化 

还原反应如下所示*30］:

酚类物质+三价的铁氧化离子'氧化酚+二 

价的铁氧化离子，

二价铁氧化离子+三价铁离子'普鲁士蓝(

反应时间和试剂浓度等反应条件强烈影响 

不溶酚羟基基团的反应性。这种测定将提供取 

代基活化酚基团的测量,这可能与单宁生物活性 

有很好的相关性。Budim等*8］描述了一个过程: 

非邻位取代酚类物质如苔藓醇和间苯二酚反应 

后没有颜色产生，而具有一对邻基或对位酚基团 

的基团近似地给出了相同的颜色,没食子酸(有 

两个邻位酚类)*31］反应后的颜色更深。该方法灵 

敏度较高,反应快速并且可以节省物料,但是同 

样的问题是难以通过显色反应区分其他酚类物 

质与单宁的含量。

4.1.5 酸丁醇法

酸丁醇法具有悠久的历史*25］，实验原理是利 

用缩合单宁的酸催化氧化解聚来产生红色花青 

素。Beaa等*32］描述了使用该反应来定量分析缩 

合单宁的方法。该方法存在以下限制和考虑因 

素：(1)据报道* 33「34］,反应介质中水分含量在颜 

色形成中起到了重要作用。(2)酸在裂解黄烷醇 

键的难易程度上差异显著,与通常黄烷醇间的4 

'8键相比,4'6键相对来说更不容易被酸裂 

解，同时A环取代基的性质也影响酸裂解的能 

力*35］( (3)黄烷醇单体上的R基中的酚基团数 

影响最大吸光度的波长和花色素产物的消光系 

数，例如矢车菊素与飞燕草素最大吸收波长分别 

为 545 nm 和 557 nm*36］。( 4 ) Portea 等*37］报道， 

卩。3+是催化正丁醇-HC1反应中形成颜色最有效 

物质，是过渡金属离子,推测过量的Fe3+抑制单 

宁解聚或降低花青素在相应波长下的吸光度。 

由于反应会产生不一致的颜色,导致一些研究人 

员停止使用金属离子催化剂*38］。( 5 )还有一个 

重要的影响因素是体系中酸与丁醇的比例*26］，另 

外反应温度和时间也对反应有非常重要的影响。

(6)由于高粱单宁的异质性和缺乏适当的量化标 

准，标准品的选择仍然是一个尚未解决的问题。

4.2蛋白质沉淀法

使用现代技术(包括竞争性结合方法和光谱 

方法)检查单宁-蛋白质相互作用，已经清楚地证 

明蛋白质结构在复合物形成中起重要作用。蛋 

白质沉淀法主要是利用单宁和蛋白质产生的沉 

淀反应分离提纯单宁, 再将单宁 溶解 使 其与 显 色 

剂 发生显 色 反 应, 并 在 510 nm 波 长 下 有 最 大吸 

收，其吸光值与单宁的含量在一定浓度范围内呈 

线性关系*3A］,由此来定量单宁的含量。

Bate-Smith等*40］提出了一种基于单宁沉淀 

血红蛋白的检测方法。该方法操作比较困难,主 

要是由于该方法必须使用抽取的新鲜血液,而且 

皂苷和其他植物代谢物对单宁测定存在干扰*41］。 

Goldstein等*42］提出了一种基于单宁抑制0-葡萄 

糖苷酶酶活性的方法,但该方法实验原理难以解 

释，因为酶活性与形成的不溶性复合物之间结合 

的情况还有待进一步探索。

蛋白质沉淀牛血清蛋白近年来使用较多,该 

方法操作相对简单,方便快捷,适合实验室操 

作*10］。胡立志等*43］采用了蛋白质沉淀法对葡萄 

籽中的原花青素含量进行了测定,此法是基于牛 

血清蛋白和碱性磷酸酶的共沉淀作用,通过蛋白 

质沉淀法很好地测量了单宁的含量，并验证了方 

法的可行性,为实验室提供了一种方便快捷的 

方法。

4.3高压液相色谱法

高压液相色谱法可以定量分析高粱单宁含 

量，正相和反相高压液相色谱方法已用于分离原 

花青素聚合物。反相高压液相色谱法用于分离 

较低分子量的原花青素; 正相 高 压液相 色谱法用 

于分离原花青素低聚物和多聚物,洗脱顺序与聚 

合度一致；并且串联MS已用于表征"$(6(通常 

m/z 50~2 000)的原花青素*44］。高压液相色谱法 

准确度与精密度高,但是仪器价格昂贵,仍难于 

广泛推广应用。

反相高压液相色谱法常用的色谱柱主要是 

C18柱，流动相A为甲醇或者乙腈,流动相B主要 

是加酸水溶液，检测器为紫外检测器(UV),检测 



136 河南工业大学学报！自然科学版) 2020 年

波长为280 nm。Jaworski等*呵利用反相C$8 

Radial-PAK柱对葡萄中的酚类物质进行了高压 

液相色谱分析。流动相A为0.5%冰醋酸水溶 

液，B为40%乙腈水溶液，原花青素B$、儿茶素、 

原花青素B2、表儿茶素的保留时间分别为9.4、 

13,15. 6,20. 2 min。

近些年来正相高压液相色谱法应用较多,在 

正相高压液相色谱法中主要是基于聚合度分离 

原花青素的制备方法。Keim等*13+进一步改进比 

较了 5 "m 硅胶柱(250 mmX4. 6 mm)与 5 "m 二 

醇柱(250 mmX4. 6 mm)对原花青素聚合度的分 

离效果，在相同色谱条件下保留特性存在显著差 

异。在相同色谱条件以及相同梯度洗脱条件下 , 

二醇柱分离到十聚体部分的保留时间比在硅胶 

柱上所观察到的保留时间长约50%,说明二醇柱 

对原花青素的亲和度较好,吸附能力较强,可以 

提高原花青素的分离效果。为了研究这种分离 

行为不是一个制造商所特有的,Robbins等*46+在 

相同流动相条件下检查了 5种二醇柱,其中根据 

聚合度分离的有4个柱子，结果表示二醇柱能达 

到一致的分辨率。其中Develosii Dal柱具有近 

似对称的峰形和一致的分辨率，可以用于定量实 

验的进一步检验和方法性能评价。HPLC法在定 

量高粱单宁的过程中，缺乏市售的标准品仍是一 

个尚未解决问题。

5影响高粱单宁含量测定的因素

5.1提取溶剂

单宁通常以结合态与蛋白质、纤维素结合在 

一起*26+, —般不容易被提取出来。通常情况下采 

用有机溶剂进行单宁的提取,其具有断裂氢键的 

作用，由于有机溶剂的渗透性比较差,一般采用 

水溶液作为传递介质。有机溶剂体系主要分为 

丙酮水体系、乙醇水体系以及甲醇水体系等。樊 

金玲等*切使用70%丙酮水溶液对原花青素进行 

提取，还有一些学者*32,44,48-49+则采用的是含2% 

甲酸的70%丙酮水溶液。乙醇是常用的提取溶 

剂，价格低廉，还可以回收利用，同时可以除去一 

些亲水性物质,金海英*50+,陆胜民等*51+, Cheyna 

er* 52+则分别利用70%乙醇、80%乙醇、95%乙醇对 

单宁进行了提取,Adamson*11］采用70%甲醇以及 

Ajm*53］使用纯甲醇对高粱单宁进行提取,发现无 

水甲醇更有利于随后的纯化与分析,但是甲醇不 

能完全提取单宁。ISO 9648、GB/T 15686—2008 

则是利用75%二甲基甲酰胺对高粱中单宁进行 

提取分离,但是二甲基甲酰胺毒性较强,进入人 

体后不容易降解，易污染环境。

5.2样品粒度

单宁提取样品的粒度间接反映研磨和磨制 

的程度,在单宁测定过程中有很大的影响。然 

而，其效果似乎随所测的样品类型而变化,测定 

方法的差异也随着颗粒大小的减小而更加明显。 

高粱研磨时间的延长导致单宁的氧化损失,所以 

研磨过程中要注意高粱粉样品在空气中暴露的 

时间。

5.3储藏条件

由于高粱单宁容易氧化,高粱粉碎后暴露在 

空气中或存放在阳光下,对单宁都有一定的影 

响。为了避免氧化损失，优选在研磨后6~8 h内 

对高粱单宁含量进行分析。

贮藏高粱籽粒的相对湿度对高粱中单宁的 

含量也会造成一定的影响。Mitaru等*54］研究在 

高湿度条件下贮藏的高单宁含量的高粱,与在正 

常条件下低单宁含量的高粱最终所测单宁含量 

相似。在研究的高湿度贮藏条件下的4个高粱 

品种中，发现单宁含量在贮藏前10 d内下降最为 

明显,然后在接下来的20 d内下降到最低值。 

Dava *55^56］观察到,随着籽粒的成熟,高粱籽粒中 

单宁的含量逐渐下降, 虽然在高水分贮藏条件下 

单宁失活的机理尚不完全清楚。Mitaru等*54］指 

出，该过程可能类似于种子成熟过程中单宁聚合 

的过程，在聚合过程中水分起到了一种传质作 

用。在这种介质中,高粱单宁不断聚合,一旦单 

宁聚合度大于10个黄烷单体就会变得高度不溶 

并难以测定。

5.4标准品

由于高粱单宁的异质性和缺乏适当量化标 

准，标准品的选择仍然是一个尚未解决的问题 。 

酚类化合物与不同试剂的摩尔反应性的变化,也 

给高粱单宁分析参考标准的选择带来了额外的 

问题。单宁酸经常被选择为总酚分析中的标准 

品，主要原因可能是其与天然单宁有紧密结构关 

系，但是单宁酸为典型的水解单宁,在高粱中也 

没有发现单宁酸的存在。同时King等*23］发现单 

宁酸性质会因样品不同而变动。
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Price等*57]用香草醛法研究了儿茶素和部分 

纯化的缩合单宁的反应动力学。虽然起始动力 

学行为非常相似，但在后期，儿茶素和缩合单宁 

的反应动力学明显不同,其研究还表明儿茶素作 

为参考标准在颜色、产量上高估了高粱单宁而且 

儿茶素的标准曲线偏离了线性度。根据所采用 

的方法，当儿茶素被用作标准时,高估值从1.2~ 

4倍不等。显然,香草醛分析中的反应动力学对 

于单体和聚合黄烷是非常不同的,并且只有当天 

然聚合物用作参考标准时才能获得真正的单宁 

定量估计值。

Keim等*13]分析了二醇柱上的荧光检测色谱 

峰，利用制备型HPLC从可可提取物中分离收集 

各个级分,分离得到了高纯度的原花青素,以此 

作为分析过程中的标准品来进行高粱中原花青 

素含量的分析，这种方法能非常准确地测定高粱 

中单宁的含量。但是制备标准品对仪器要求较 

高、造价昂贵且不同来源的原料所制备的标准品 

也有很大差距，不利于实验室的推广应用。

6结论

高粱单宁具有复杂的化学结构,定量分析比 

较困难。单宁主要分布在高粱种皮中，胚乳中也 

有一定的含量,其分离纯化过程相对烦琐,且不 

利于普遍推广应用。分光光度法仍在不断优化 

与发展,HPLC法虽繁琐但能较为准确地定量单 

宁。无论是分光光度法还是HPLC法,目前仍面 

临的问题是没有市售的标准品,快速准确地检测 

高粱中单宁含量的方法仍需不断发展与优化,以 

提高方法的准确性与特异性。
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