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不同加工方法对贯叶连翘中黄酮类成分的影响
△

史鑫波１，唐伟博２，白宏博１，沈昕１，唐宝全２，杨春宁２，孙晓春１，唐志书１，刘妍如１

（１陕西中医药大学 陕西省中药资源产业化协同创新中心，陕西省中药
基础与新药研究重点实验室，陕西　咸阳　７１２０８３；
２陕西省咸阳市实验中学，陕西　咸阳　７１２０００）

［摘要］　目的：研究不同加工方法对贯叶连翘中５种主要黄酮类成分的影响及变化规律，以寻找适宜的干燥方
法和条件。方法：贯叶连翘全草洗净泥土，分别经４、－２０、－８０℃储存４８ｈ后阴干，直接阴干和晒干方法进行加
工后，剪切后得到５组样本。采用超高液相色谱（ＵＰＬＣＰＤＡ）测定贯叶连翘中５种主要的黄酮类成分含量。将５种
不同加工方法处理样品的数据标准化处理，以主成分分析法（ＰＣＡ）综合评价贯叶连翘经不同加工方法处理后其中的
黄酮类成分的含量变化规律，并对不同加工方法进行多元比较。结果：经 ＵＰＬＣ分析，贯叶连翘５种黄酮类化合物
均可在１０ｍｉｎ内出峰，且在各自的线性范围内线性关系良好（ｒ＞０９９９１），检出限范围为００２０～０１０７μｇ·ｍＬ－１，定量限
范围为０１３３～０６６７μｇ·ｍＬ－１，平均加样回收率为９５０５％～１０２４７％，相对标准偏差（ＲＳＤ）值为０１３％～１９９％。ＰＣＡ结
果显示，不同处理方法对贯叶连翘成分含量影响综合评分依次为：晒干＞－８０℃＞－２０℃＞阴干＞４℃。结论：建立的
ＵＰＬＣ方法快捷、灵敏、准确，适用于５种主要黄酮类成分的同时测定。ＰＣＡ结果说明，不同加工方法对贯叶连翘中
黄酮类活性成分有一定影响，综合主要成分的变化规律，选择－２０℃冷冻４８ｈ后晾干作为优化的加工方法。
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贯叶连翘 ＨｙｐｅｒｉｃｕｍｐｅｒｆｏｒａｔｕｍＬ为藤黄科金丝
桃属植物贯叶连翘的全草或带根全草，又称贯叶金

丝桃、圣约翰草。味辛，性寒，归肝经，始载于

《南京民间药草》。 《贵州草药》有载：贯叶连翘能

“清热、解毒、通乳、利湿”，具有疏肝解郁、清

热、除湿、消肿通乳等功能［１］。研究显示，贯叶连

翘中的黄酮类化合物是其主要的活性成分和主要物

效基础之一，具有抗抑郁、抗焦虑、抗菌抗炎、调

节更年期代谢紊乱等生物学功能［２５］。

药材的初加工技术具有悠久的应用历史和充分

的中医药理论依据，不同方法加工的药材在化学成

分和含量方面具有明显的差异，这也是导致同种药

材出现药效不同的原因之一。随着对中药材加工技

术、分析技术和数据处理技术的深入研究，其加工

条件也得到不断提高［６８］。

１　仪器与材料

１１仪器

ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣ型超高效液相色谱仪，配
备四元高压梯度泵、真空脱气机、自动进样器、

ＰＡＤ检测器，以及Ｅｍｐｏｗｅｒ２工作站；ＫＱ３００ＤＥ型
数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；十

万分之一电子天平（赛多利斯科学仪器有限公司）；

ＧｅｎｅＶａｃｍｉＶａｃ低温离心浓缩仪。

１２试药

金丝桃苷、槲皮苷和芦丁（中国食品药品检定研

究院，批号分别为 １１１５２１２０１４０６，１１１５３８２００５０４，
１００８０２０１４０８）；槲皮素、异槲皮素（宝鸡市辰光生
物科技有限公司，批号分别为６１５１２５３，２１６３７２５
２）；贯叶连翘药材采自陕西太白山县，经陕西中医
药大学、陕西省中药资源产业化协同创新中心刘世

军副教授鉴定为藤黄科植物贯叶连翘 ＨｙｐｅｒｉｃｕｍＰｅｒ
ｆｏｒａｔｕｍＬ．的全草；实验用甲醇、乙腈均为色谱纯；
其余为分析纯；水为娃哈哈纯净水。

２　方法与结果

２１方法学建立

２１１对照品储备液的制备　分别取金丝桃苷、槲
皮素、异槲皮素、槲皮苷、芦丁对照品适量，精密

称定，置于１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇超声溶解，再
定容至刻度线，再取０２５ｍＬ置于５ｍＬ容量瓶中，
加甲醇溶液制成金丝桃苷、槲皮素、异槲皮素、槲

皮苷、芦丁质量浓度分别 为 １４２５０、１３３７５、
１５１２５、１２７５０、１２２５０μｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶
液，于４℃保存，备用。
２１２供试品溶液的制备　精密称取贯叶连翘不同
干燥方法：４℃（４℃冷藏４８ｈ后晾干）、 －２０℃
（－２０℃冷冻４８ｈ后晾干）、 －８０℃（－８０℃冷
冻４８ｈ后晾干）、直接阴干、直接晒干的药材粉
末（过三号筛）各 ０４ｇ，置于具塞锥形瓶中，精
密加入 ８０％甲醇 ５０ｍＬ，称定重量，加热回流
１ｈ，静置至室温，再称定重量，用 ８０％甲醇补
足减失的重量，摇匀，过 ０２２μｍ微孔有机滤
膜，取续滤液，即得供试品溶液，于 ４℃保存，
备用。

２１３色谱条件　采用 ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ ＢＥＨＣ１８
（５０ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ）色谱柱；流动相 Ａ为水
（含０２％的甲酸），Ｂ为乙腈，梯度洗脱，洗脱条
件为：０～１０ｍｉｎ，２％ ～３５％Ｂ；１０～１３ｍｉｎ，３５％
Ｂ；１３～１４ｍｉｎ，３５％ ～２％Ｂ；１４～１６ｍｉｎ，２％Ｂ；
流速为 ０２ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量为 ２μＬ；柱温为
２５℃；检测波长为２５４ｎｍ。
２１４系统适应性试验　按 ２１３项下设定色谱条
件，将混合对照品溶液、供试品溶液分别进样

２μＬ，进行色谱分析。混合对照品溶液、各供试
品溶液对比色谱图见图 １。结果显示，各成分分
离度符合测定要求，且空白溶液在相应位置未见

干扰。

２１５标准曲线　按２１３项下设定色谱条件，精密
吸取２１１项下混合对照品溶液，按６个梯度体积
稀释，同体积进样，进样量为 ２μＬ，进行色谱分
析，以色谱峰峰面积（Ｙ）为纵坐标，以对照品溶液
中化合物质量浓度（Ｘ，μｇ·ｍＬ－１）为横坐标，绘制
标准曲线，计算各成分的回归方程，结果见表１。
２１６定量限和检出限　以空白样品为检测对象，
添加不同体积的混合对照品溶液，按２１３项下设
定色谱条件，进样量为 ２μＬ，以各对照品信噪比
（Ｓ／Ｎ）１０∶１为定量限（ＬＯＱ），信噪比（Ｓ／Ｎ）３∶１为检
测限（ＬＯＤ），结果见表１。
２１７精密度试验　精密吸取２１１项下混合对照品
溶液，按２１３项下色谱条件连续进样６次，进样
量为２μＬ，测得金丝桃苷、芦丁、槲皮素、槲皮
苷、异槲皮素各色谱的峰面积，计算相对标准偏

差（ＲＳＤ）值为０３１％ ～０９１％，表明仪器精密度
良好。

·７１７·
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注：１芦丁（７２１６ｍｉｎ）；２金丝桃苷（７３４６ｍｉｎ）；３异槲皮素（７４４８ｍｉｎ）；

４槲皮苷（８１２２ｍｉｎ）；５槲皮素（１００２７ｍｉｎ）。

图１　不同加工方法贯叶连翘ＵＰＬＣ图

表１　贯叶连翘中５种黄酮类化合物的线性范围、相关系数、检测限和定量限

成分 线性范围／μｇ·ｍＬ－１ 标准曲线方程 相关系数ｒ 最低检测限ＬＯＤ／μｇ·ｍＬ－１ 最低定量限ＬＯＱ／μｇ·ｍＬ－１

槲皮素　 １０７～２２２９ Ｙ＝１３１００Ｘ－１０１８３ ０９９９８ ０１０７ ０１６７

芦丁　　 ３８３～１２２５０ Ｙ＝７０２０Ｘ－１５４１ ０９９９８ ００５０ ０２５０

金丝桃苷 ４４５～１４２５０ Ｙ＝９０７０Ｘ－２４８６ ０９９９５ ００５７ ０１３３

异槲皮素 ５９０～１５１２５ Ｙ＝９０８０Ｘ－３６１４ ０９９９２ ００６７ ０２００

槲皮苷　 １０５～２１２５ Ｙ＝６１２００Ｘ－４７４７ ０９９９１ ００２０ ０６６７

２１８重复性试验　取同一供试品溶液，按２１２项
下方法平行制备６份供试品溶液，按２１３项下设定
色谱条件，进样量为２μＬ，测出金丝桃苷、芦丁、槲
皮素、槲皮苷、异槲皮素各峰的峰面积，计算 ＲＳＤ
值。不同处理方法下，５种黄酮类化合物的重复性
ＲＳＤ值为０１９％～１８６％，说明方法重复性良好。
２１９稳定性试验　取同一供试品溶液，分别于制
备后０、２、４、６、８、１０、２４ｈ，按２１３项下设定
色谱条件，进样量为 ２μＬ，测定金丝桃苷、芦丁、
槲皮素、槲皮苷、异槲皮素各峰的峰面积，计算

ＲＳＤ值，不同处理方法下，５种黄酮类化合物的重
复性ＲＳＤ值为０２４％～１７６％，表明样品中各成分
在２４ｈ内稳定。
２１１０加样回收率试验　分别精密称取已知不同加
工方法处理的贯叶连翘黄酮类成分含量的药材

０２ｇ，按２１２项下方法制备供试品溶液，精密称
取金丝桃苷、芦丁、槲皮素、槲皮苷、异槲皮苷对

照品适量，根据供试品中已知各成分含量的 ８０％、
１００％、１２０％，加入上述供试品溶液中。按 ２１３
项下设定色谱条件，进样量为２μＬ，计算回收率和

ＲＳＤ值。５种黄酮类化合物的回收率为 ９５０５％ ～
１０２４７％，见表２。说明该方法回收率高，适用于贯
叶连翘中黄酮类成分的测定要求。

表２　５种黄酮类成分的加样回收率和相对标准偏差（ｎ＝３）
％

加工方法 芦丁 金丝桃苷 异槲皮素 槲皮苷 槲皮素

４℃ ９５５６ １０２２ ９９００ １０１１０ ９８８０

９６７５ １０２３ ９８１２ ９９１２ ９７１９

９７１６ ９９８７ ９８７４ ９８８０ ９８１８

均值 ９６４９ １０１４５ ９８６２ ９９６７ ９８０５

ＲＳＤ（％） ０１３ １３ ０４５ １２４ １２４

－２０℃ １０１４９ ９６３５ １００４０ ９５０５ １０２００

加工样品 ９９５４ ９５４３ ９９１５ ９６３４ ９７８７

９８８５ ９６４７ ９８３２ ９６２１ ９８１５

均值 ９９９６ ９６０８ ９８３２ ９６２１ ９８６７

ＲＳＤ（％） １３６ ０５９ １０６ ０７４ １１７

－８０℃ ９７１０ １０１４０ １０００４ 检测限下 １０１９０

加工样品 ９８１４ ９８１７ １０１２３ ９８０４

９６３６ ９８４５ ９８１７ ９９１２

·８１７·
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表２（续）

加工方法 芦丁 金丝桃苷 异槲皮素 槲皮苷 槲皮素

均值 ９７２０ ９９３４ ９９８１ ９９６８

ＲＳＤ（％） ０９１ １８０ １５４ １９９

阴干样品 １０１２３ ９７７１ ９７００ 检测限下 ９６０４

１０１０１ ９８００ ９８００ ９７００

９８７８ ９７８９ １０００１ ９８１２

均值 １００４５ ９７８５ ９８３３ ９７０５

ＲＳＤ（％） １４４ ０１４ １５５ １０７

晒干样品 １０１００ １０１３１ １０１９２ 检测限下 １００１２

９８００ １０１４４ １０２４７ １００６０

９８２６ ９９１５ １０１６９ ９９４５

均值 ９９０８ １００６３ １０２０２ １０００５

ＲＳＤ（％） １６７ １２７ ０３９ ０５７

２１１１样品含量测定　按２１２项下供试品溶液制
备方法，将不同加工的贯叶连翘分别平行制样６份，
０２２μｍ有机微孔滤膜滤过，按２１３项下设定色
谱条件，进样量２μＬ，按外标法计算各成分含量，
见图２。

图２　不同加工方法贯叶连翘中５种黄酮类
化合物的含量（ｎ＝６）

２２不同处理方法对贯叶连翘中黄酮类化合物的影
响分析

　　对贯叶连翘不同加工方法测定的色谱数据（ｎ＝
６）进行数据对齐、积分、标准化处理后，采用 ｓｉｍ
ｃａｐ１３０分析软件对数据进行主成分分析（ＰＣＡ）。
从得到的数据矩阵中提取携带差异变量最多的主成

分，并将各成分作为观测变量，分析变异最大的成

分，最后找到因加工方法的不同而产生的差异成分

信息［９１０］。

贯叶连翘不同加工方法得到的数据经中心化处

理后，进行ＰＣＡ模型拟合。由相关系数矩阵Ｒ得到

特征值、方差贡献率（Ｒ２Ｘ）和累计贡献率（Ｑ２ｃｕｍ）
结果。系统根据交叉有效性指标（＞００９７５）提取前
３个主成分，正交验证值为８７３％，说明模型拟合
良好（见表３）。通过各成分关系的载荷矩阵，可以
找到造成两组差异的成分信息（见表４）。由载荷计
算回归系数值，可以看出造成两组差异的成分峰（保

留 时 间）主 要 为 ７２６９、７４１５、７２９、７５３３、
７５０７、 ７４０４、 ７４３６、 ４９６４、 ５４６２、 ７１４４、
１０１２６ｍｉｎ处。根据色谱行为鉴定出咖啡酸、绿原
酸、异槲皮素、金丝桃苷、芦丁、槲皮素、槲皮苷。

其中，异槲皮素、金丝桃苷、芦丁、槲皮素、槲皮

苷的峰与第一主成分高度正相关，咖啡酸和绿原酸

的色谱峰信息与第二主成分正相关。根据 ＰＣＡ载荷
图，从不同加工样本的 ＵＰＬＣ指纹图谱保留时间及
对应的峰面积得到差异成分的相关信息结果。从中

指认了３个特征峰，分别为芦丁（７１４４ｍｉｎ）、金丝
桃苷（７２６９ｍｉｎ）和异槲皮素（７４３６ｍｉｎ）。说明第
一主成分主要包括了黄酮类的主要差异信息。

表３　主成分特征值及累积贡献率表

主成分
方差贡献

率（％）
累积方差贡

献率（％）
本征值

贡献率

（％）
累积贡献

率（％）

１ ０５６９０ ０５６９ １５９ ０４０８００ ０４０８

２ ０２３６０ ０８０５ ６６１ ０２０５００ ０５２９

３ ００６８３ ０８７３ １９１ ０００９３５ ０５３４

表４　差异成分载荷指标

化合物
主成分

１ ２ ３

咖啡酸 ００１７４ ００２５１ ００１１９

绿原酸 －００００９ ０００３９ －０００５４

芦丁 ０００４１ ００１６０ －０００９６

金丝桃苷 －０５１８９ ０００１０ ０３０７４

异槲皮素 ０３５７９ －０４１４３ ０６２４０

槲皮素 ０００５１ ０００４０ ００１２６

槲皮苷 ０００８８ －００１１５ －００１０８

以３个主成分对不同加工方法进行综合评价，
以各主成分对应的方差贡献率为权重计算综合的分

值：Ｆ＝
Ｐ１

Ｐ２＋Ｐ２＋Ｐ３
Ｆ１＋

Ｐ２
Ｐ２＋Ｐ２＋Ｐ３

Ｆ２＋
Ｐ３

Ｐ２＋Ｐ２＋Ｐ３
Ｆ３，

Ｐ１＝０５６９；Ｐ２＝０２３６；Ｐ３＝００６８３。
计算得到５种加工方法得分值分别为：Ｆ４℃ ＝

·９１７·
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－５５１５１２、Ｆ－２０℃ ＝－１５１９７４、Ｆ－８０℃ ＝４３９４２５、
Ｆ阴干 ＝－３６８８７４、Ｆ晒干 ＝７７９４０９７。由结果可知，
晒干加工得分最高，－８０℃冷冻４８ｈ后晾干加工得
分次之，但结合各成分含量测定结果，－８０℃、晒
干和阴干加工后贯叶连翘样品无法检测到槲皮苷的

含量。因此，综合含量测定和主成分分析结果得到

贯叶连翘加工的方法以 －２０℃冷冻４８ｈ后晾干为
宜，其次为４℃冷藏４８ｈ后晾干。

３　讨论

贯叶连翘是临床治疗抑郁症、阿尔兹海默症、

更年期综合征的有效药材，不论其提取物还是活性

成分提取物都具有良好的药理活性。现代研究报道，

贯叶连翘的加工方法主要为室温避光阴干、６０～
１００℃烘干等，这些加工方法对贯叶连翘药材质量
影响较大，其中６０℃烘干的贯叶连翘中芦丁和金丝
桃苷含量最高，并在一定温度范围内呈现先高后低

的含量变化。但是，鲜有文献对其加工的方法进行

优化和探索，或者采用的检测指标暂无法充分反映

加工方法对主要成分的影响［１１１２］。

本文借助超高效液相色谱技术，建立了贯叶连

翘药材经不同干燥方法处理后黄酮类化合物的ＵＰＬＣ
测定方法，采用主成分分析法分析不同温度加工处

理对贯叶连翘中多个黄酮类成分的影响规律。结果

发现，贯叶连翘加工的方法以－２０℃冷冻４８ｈ后晾
干的综合得分最好，其次为４℃冷藏４８ｈ后晾干，
这与传统的加工方式不同。在实验中发现，温度是

对黄酮类含量影响最大的因素，从结果来看，呈现

非线性的变化趋势，这与以往的研究报道一致。进

一步说明，在储存干燥过程还应该考虑到光照、湿

度等因素的影响。

４　结论

综合研究结果表明，通过对贯叶连翘不同加工

方法的优化，可以提升贯叶连翘干燥效率，保证活

性成分含量，为有效地控制贯叶连翘内在质量标准

提供依据。
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