
２０１９年５月　第２１卷　第５期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｍａｙ２０１９　Ｖｏｌ２１　Ｎｏ５

·中药工业·

△ ［基金项目］　吉林省科技攻关计划（２０１５０２０１００７ＹＹ）
 ［通信作者］　陈新，教授，研究方向：中药有效成分应用与开发研究，Ｅｍａｉｌ：１２５３０６８３５７＠ｑｑｃｏｍ

响应面法优化黄芩茎叶对照提取物纯化工艺

及其特征图谱研究
△

张雅蓉，徐
!

，李纳，刘吉爽，徐文慧，陈新

长春中医药大学 药学院，吉林　长春　１３０１１７

［摘要］　目的：采用响应面法（ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ）优化黄芩茎叶对照提取物的纯化工艺，并建立其特征图谱。
方法：以黄芩茎叶总黄酮含量为评价指标，单因素试验结合响应面法分析，建立数学模型，优选对照提取物纯化工

艺参数，并对制备的黄芩茎叶对照提取物采用高效液相色谱法进行特征图谱研究。结果：采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１００３
软件得到黄芩茎叶总黄酮得率与各因素变量的二次多元回归方程为：Ｙ＝６５５８＋１６８Ａ＋０８４Ｂ＋１５５Ｃ＋０４４Ｄ－
０１６ＡＢ－１１２ＡＣ－０５８ＡＤ＋０６２ＢＣ－００６７ＢＤ＋０３０ＣＤ＋０５２Ａ２－１４６Ｂ２－１２５Ｃ２－１４７Ｄ２（Ｐ＜００５），确定纯
化工艺为乙醇浓度为８０％，上样流速为１５ｍＬ·ｍｉｎ－１，洗脱体积为５ＢＶ，洗脱流速为４ｍＬ·ｍｉｎ－１。确定１１批黄
芩茎叶对照提取物高效液相特征图谱有 ７个共有峰，样品与对照特征图谱的相似度在 ０９５７～０９８９。结论：
本实验优选的对照提取物纯化工艺稳定、可控，所建立的高效液相特征图谱可为黄芩茎叶对照提取物的研究

及应用提供参考。
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黄芩茎叶为唇形科植物黄芩 Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａｂａｉｃａｌｅｎ
ｓｉｓＧｅｏｒｇｉ的干燥茎叶，具有清热燥湿、泻火解毒的
功效［１］。主要含野黄芩苷、芹菜素苷等黄酮类化合

物［２］，有效部位为黄芩茎叶总黄酮，现已有 “倒挂

品种［３］”黄芩茎叶解毒胶囊上市销售，用于治疗上

呼吸道感染疾病。

以中药对照提取物为代表的质量控制方法已成

为一种新的研究思路和模式，近几年，多种药材的

对照提取物［４７］研究均取得了初步成效，不仅可用于

药材的薄层定性鉴别，也可以标示多个单体成分的

含量［８］。本实验通过研究黄芩茎叶总黄酮纯化工艺

以及特征图谱，为制备黄芩茎叶对照提取物提供参

考，将有助于改善检验工作时使用化学对照品（中药

标准物质）检验信息单一、价格高昂，制备对照药材

溶液过程繁琐的状况，有利于质检工作高效进行。

１　材料

１１仪器

１２６０高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；
ＷｏｎｄａＳｉｌＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ，日本
岛津公司）；ＡＢ２６５Ｓ十万分之一分析天平（瑞士梅
特勒托利多公司）；ＧＺＸ９２４０ＭＢＥ数显鼓风干燥箱
（上海博讯实业有限公司设备厂）；ＵＶ１８１０紫外可
见分光光度计（北京普析通用仪器有限责任公司）。

１２试剂

野黄芩苷对照品（中国食品药品检定研究院，纯

度：９１７％，批号：１１０８４２２０１７０９）；野黄芩素对
照品（上海源叶生物科技有限公司，纯度＞９８％，批
号：ＹＹ９１２０９２０）；甲醇 ［上海西格玛奥德里奇（上

海）贸易有限公司，色谱纯］；甲酸（天津市光复精

细化工研究所，色谱纯）；纯净水（杭州娃哈哈集团

有限公司）；大孔吸附树脂 Ｄ１０１（东鸿化工有限公
司）；ＡＢ８（天津市光复精细化工研究所）；ＤＭ１３０
（北京索来宝化工有限公司）；ＡＤＳ７（天津鸿博美化
工科技有限公司）；ＸＤＡ１（西安蓝晓科技新材料有
限公司）；其他试剂均为分析纯。

１３试药

本次共收集样品１１批，经长春中医药大学张景
龙教授鉴定，均为唇形科植物黄芩 Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ
ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉ。样品经自然风干后，切段，５０℃
干燥，粉碎，过二号筛，备用。样品详情见表１。

表１　样品信息
药材编号 采集时间 类别 产地

ＨＱＪＹ１ ２０１７８２３ 自采，种植 吉林省白城市平台镇

ＨＱＪＹ２ ２０１７８２３ 自采，种植 吉林省吉林市蛟河县

ＨＱＪＹ３ ２０１７８３０ 自采，种植 吉林省长春市净月区

ＨＱＪＹ４ ２０１７８２０ 自采，种植 吉林省白城市平台镇

ＨＱＪＹ５ ２０１７７２６ 自采，野生 吉林省白城市平台镇

ＨＱＪＹ６ ２０１７７１６ 自采，野生 吉林省磐石市烟筒山镇

ＨＱＪＹ７ ２０１７８２０ 自采，野生 吉林省白城市平台镇

ＨＱＪＹ８ ２０１７８２０ 自采，野生 吉林省白城市平台镇

ＨＱＪＹ９ ２０１７８２３ 自采，野生 吉林省白城市平台镇

ＨＱＪＹ１０ ２０１７８２３ 自采，野生 吉林省白城市平台镇

ＨＱＪＹ１１ ２０１６６１５ 购买，种植 山西省侯马市

　　注：ＨＱＪＹ为黄芩茎叶拼音首字母缩写。

２　方法与结果

２１粗提物制备

取干燥黄芩茎叶适量，加入８倍量的７０％乙醇
溶液，回流 ２次，各 １ｈ，过滤，回收乙醇，干燥
（６０℃），即得。

２２对照提取物纯化

精密称取粗提物适量，加水配制成质量浓度为

３００ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，加浓盐酸调节 ｐＨ为 ２～３，
放置１２ｈ［９］，离心，沉淀备用，上清液作为上样液，
大孔吸附树脂吸附２ｈ，６ＢＶ水洗至中性，再用不
同浓度乙醇以相应流速洗脱，收集洗脱液。上述沉

淀用水洗至中性，再用乙醇溶解，与洗脱乙醇液混

合，回收乙醇，干燥，即为对照提取物。

２３总黄酮的含量测定方法

２３１标准曲线绘制　取野黄芩苷对照品１００ｍｇ，
置于５０ｍＬ量瓶中，加甲醇超声溶解，定容，摇匀，
即为对照品溶液。精密吸取上述溶液 ０４、０８、
１２、１８、２４ｍＬ至１０ｍＬ量瓶中，甲醇稀释至刻
线，以甲醇作空白，在波长为２８５ｎｍ处测定野黄芩
苷的吸光度（Ａ）值。以野黄芩苷浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）为
横坐标，吸光度（Ａ值）为纵坐标，绘制标准曲线，
回归方程为Ｙ＝１５０８２Ｘ＋００４４３（ｒ＝０９９８２），野
黄芩苷在０００７３～００４４０ｍｇ·ｍＬ－１线性良好。
２３２供试品溶液制备　取黄芩茎叶对照提取物干
燥粉末２０ｍｇ，精密称定，置于１００ｍＬ量瓶中，加

·５５６·
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甲醇超声处理２０ｍｉｎ后，定容至刻线，摇匀，再取
１０ｍＬ至 １００ｍＬ量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，
过滤，即得。

２３３精密度试验　取２３１项下野黄芩苷对照品溶
液，连续测定 ６次吸光度（Ａ）值，ＲＳＤ为 ０２６％，
表明本方法所用仪器精密度良好。

２３４稳定性试验　按照 ２３２项下方法得样品溶
液，测定 １０、２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ时吸光度
（Ａ）值，ＲＳＤ为０４２％，表明溶液稳定性良好。
２３５重复性试验　取同一批黄芩茎叶对照提取物
干燥粉末６份，各２０ｍｇ，按２３２项下方法得样品
溶液，测定各样品吸光度值（Ａ），ＲＳＤ为 ０７７％，
说明该方法重复性良好。

２３６准确度试验　精密称定黄芩茎叶对照提取物
（总黄酮质量分数５６４９％）６份，各１０ｍｇ，分别置
于１００ｍＬ量瓶中，加入一定量野黄芩苷对照品，再
照２３２方法制备样品溶液，测定吸光度（Ａ）值，
计算回收率，结果见表 ２，总黄酮平均回收率为
９７６６％，ＲＳＤ为０８２％，准确度符合要求。

２４大孔吸附树脂型号筛选

取预处理好的Ｄ１０１（非极性）、ＡＢ８（弱极性）、
ＤＭ１３０（中极性）、ＡＤＳ７（强极性）及 ＸＤＡ１（极性）
大孔树脂各２５ｍＬ，分别装于５根树脂柱（２０ｃｍ×
１５ｃｍ）中，加入上样液８０ｍＬ，流速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，
用６ＢＶ水洗除去提取物中的水溶性多糖、无机盐离
子等杂质，再用 ４ＢＶ的 ９５％乙醇洗脱，流速为
１ｍＬ·ｍｉｎ－１，合并洗脱液。按照２２项下方法测定
总黄酮含量，计算吸附率和解吸率。计算结果见

图１。ＡＢ８型大孔吸附树脂的吸附效果和解吸效果
明显优于其他型号，且更为经济，因此，选择 ＡＢ８
型大孔吸附树脂对黄芩茎叶对照提取物进行纯化。

公式如下。

吸附率（％）＝
（Ｃ０Ｖ０－Ｃ１Ｖ１）

Ｃ０Ｖ０
×１００ （１）

解吸率（％）＝
Ｃ２Ｖ２

（Ｃ０Ｖ０－Ｃ１Ｖ１）
×１００ （２）

Ｃ０：上样液总黄酮的浓度，Ｖ０：上样液体积；
Ｃ１：水洗液总黄酮的浓度，Ｖ１：水洗液体积；
Ｃ２：洗脱液总黄酮的浓度，Ｖ２：洗脱液体积。

图１　吸附率和解吸率实验结果（ｎ＝２）

２５泄漏曲线

取黄芩茎叶上样液１５００ｍＬ，上样至装有ＡＢ８
大孔吸附树脂２５ｍＬ的树脂柱（２０ｃｍ×１５ｃｍ）中，
流速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，流出液每１０ｍＬ收集一份，收
集１５份停止，测定黄芩茎叶总黄酮含量，以收集次
数为横坐标，总黄酮含量为纵坐标，绘制泄漏曲线，

见图２。当收集到第５份，即约为２倍柱体积时，总
黄酮开始大量泄漏，故确定泄漏点为５０ｍＬ，即每
１ｍＬＡＢ８型大孔树脂的上样量最多不能超过２ｍＬ。

图２　泄漏曲线（ＡＢ８型）

表２　准确度试验结果（ｎ＝６）
编号 取样量／ｍｇ 样品含量／ｍｇ 加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

１ １００１ ５６５５ ５６１２ １１１７９ ９８４４ ９７６６ ０８２

２ １００４ ５６７２ ５５５７ １１０８３ ９７３８

３ １００２ ５６６０ ５５９４ １１１１６ ９７５３

４ １００７ ５６８９ ５６３１ １１１３２ ９６６７

５ ９９８ ５６３８ ５５６６ １１１３７ ９８８０

６ １００３ ５６６６ ５６２９ １１１３５ ９７１６

·６５６·
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２６单因素考察

２６１上样流速　取黄芩茎叶上样液５００ｍＬ至装有
ＡＢ８大孔吸附树脂２５ｍＬ的树脂柱（２０ｃｍ×１５ｃｍ）
中，以流速０５、１、１５、２、２５、３ｍＬ·ｍｉｎ－１分别
上样，上样完成后吸附２ｈ，６ＢＶ水除杂，流速为
２ｍＬ·ｍｉｎ－１，９５％乙醇洗脱，流速为 ４ｍＬ·ｍｉｎ－１，
６ＢＶ体积洗脱。收集洗脱液，测定总黄酮含量，结
果见图３。总黄酮含量最高时，流速为１５ｍＬ·ｍｉｎ－１，
因此，上样流速应当控制在１５ｍＬ·ｍｉｎ－１。

图３　上样流速选择

２６２洗脱溶剂　取黄芩茎叶上样液５００ｍＬ至装
有 ＡＢ８大孔吸附树脂 ２５ｍＬ的树脂柱（２０ｃｍ×
１５ｃｍ）中，以流速１５ｍＬ·ｍｉｎ－１上样，上样完成
后吸附２ｈ，６ＢＶ水除杂，流速为２ｍＬ·ｍｉｎ－１，继
续分别以 ３０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９５％乙
醇洗脱，流速为４ｍＬ·ｍｉｎ－１，洗脱６ＢＶ体积。收集
洗脱液，测定总黄酮含量，结果见图 ４。总黄酮含
量较高的是 ６０％ ～９５％乙醇洗脱液，综合考虑以
７０％乙醇进行洗脱纯化。

图４　洗脱溶剂选择

２６３洗脱体积　取黄芩茎叶上样液５００ｍＬ至装有
ＡＢ８大孔吸附树脂２５ｍＬ的树脂柱（２０ｃｍ×１５ｃｍ）
中，以流速１５ｍＬ·ｍｉｎ－１上样，上样完成后吸附２ｈ，
６ＢＶ水除杂，流速为２ｍＬ·ｍｉｎ－１，然后用７０％乙醇
洗脱，流速为３ｍＬ·ｍｉｎ－１，洗脱体积分别为２、３、４、
５、６、７ＢＶ。收集洗脱液，测定总黄酮含量，结果如

图５，总黄酮含量随着洗脱体积的增大而不断变化，
当洗脱流速超过５ＢＶ后，再增大洗脱体积，总黄酮
含量增幅不大，由此，洗脱体积控制在５ＢＶ最佳。

图５　洗脱体积选择

２６４洗脱流速　取黄芩茎叶上样液５００ｍＬ至装
有 ＡＢ８大孔吸附树脂 ２５ｍＬ的树脂柱（２０ｃｍ×
１５ｃｍ）中，以流速１５ｍＬ·ｍｉｎ－１上样，上样完成后吸
附２ｈ，用６ＢＶ水除杂，流速为２ｍＬ·ｍｉｎ－１，继续用
７０％乙醇洗脱，流速为１、２、３、４、５、６ｍＬ·ｍｉｎ－１，
５ＢＶ体积洗脱。收集洗脱液，测定总黄酮的含量，
结果如图６。总黄酮含量随着洗脱流速的增大在不
断变化，当洗脱流速为４ｍＬ·ｍｉｎ－１时，总黄酮含量
最高，由此，洗脱流速控制在４ｍＬ·ｍｉｎ－１最佳。

图６　洗脱流速选择

２７响应面法优化黄芩茎叶总黄酮纯化工艺
２７１试验设计方法　在单因素试验基础上，依据
ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ（中心组合）试验设计原理，以Ａ（乙醇
浓度）、Ｂ（上样流速）、Ｃ（洗脱体积）、Ｄ（洗脱流
速）为自变量，Ｙ（总黄酮含量）为评价指标进行设
计，见表３～４。

表３　响应面试验因素水平表

水平

因素

Ａ乙醇浓度／
％

Ｂ上样流速／
ｍＬ·ｍｉｎ－１

Ｃ洗脱体积／
ＢＶ

Ｄ洗脱流速／
ｍＬ·ｍｉｎ－１

－１ ６０ １０ ４ ３

０ ７０ １５ ５ ４

＋１ ８０ ２０ ６ ５

·７５６·
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表４　响应面分析方案及结果
％

编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｙ

１ －１ －１ ０ ０ ６２５２

２ １ －１ ０ ０ ６５１５

３ －１ １ ０ ０ ６４１１

４ １ １ ０ ０ ６６１１

５ ０ ０ －１ －１ ６０６４

６ ０ ０ １ －１ ６３４４

７ ０ ０ －１ １ ６１３３

８ ０ ０ １ １ ６５３４

９ －１ ０ ０ －１ ６１９７

１０ １ ０ ０ －１ ６７１７

１１ －１ ０ ０ １ ６３７７

１２ １ ０ ０ １ ６６６４

１３ ０ －１ －１ ０ ６１０６

１４ ０ １ －１ ０ ６２１２

１５ ０ －１ １ ０ ６２８９

１６ ０ １ １ ０ ６６４４

１７ －１ ０ －１ ０ ６０３５

１８ １ ０ －１ ０ ６６３５

１９ －１ ０ １ ０ ６５４４

２０ １ ０ １ ０ ６６９４

２１ ０ －１ ０ －１ ６１４０

２２ ０ １ ０ －１ ６３０２

２３ ０ －１ ０ １ ６２２７

２４ ０ １ ０ １ ６３６２

２５ ０ ０ ０ ０ ６５５９

２６ ０ ０ ０ ０ ６５５０

２７ ０ ０ ０ ０ ６４８４

２８ ０ ０ ０ ０ ６５４４

２９ ０ ０ ０ ０ ６６５４

２７２模型建立与显著性分析　采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ
１００３软件对数据进行二次多元回归拟合，建立二
次多元回归方程Ｙ＝６５５８＋１６８Ａ＋０８４Ｂ＋１５５Ｃ＋
０４４Ｄ－０１６ＡＢ－１１２ＡＣ－０５８ＡＤ＋０６２ＢＣ－
００６７ＢＤ＋０３０ＣＤ＋０５２Ａ２ －１４６Ｂ２ －１２５Ｃ２ －
１４７Ｄ２，数据模型方差分析结果见表５。

该方法总模型方程差异有统计学意义（００１＜
Ｐ＜００５），相关系数 ｒ＝０９５９４，拟合程度良好，
方法可靠，可对黄芩茎叶总黄酮的纯化进行预测和分

析；校正决定系数Ｒ２Ａｄｊ＝０９１８８，说明建立的数学模
型能预测９１８８％响应值的变化。失拟项Ｐ＝０５７６６＞
００５，差异无统计学意义，表明模型与实验的误差
二者的差异程度较小。

由Ｆ值可知，４个因素对总黄酮含量显著性影

响的顺序为Ａ＞Ｃ＞Ｂ＞Ｄ。由 Ｐ值可知，模型一次
项Ａ、Ｂ、Ｃ，交互项ＡＣ，二次项Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２为极显
著项（Ｐ＜００１），模型一次项Ｄ，二次项Ａ２为显著项
（００１＜Ｐ＜００５），其余为不显著项（Ｐ＞００５）。

根据上述回归方程，绘制各因素交互作用的三

维响应曲面图及等高线图，见图７～８。响应曲面较
陡和椭圆形等高线说明两试验因素交互作用显著，

响应曲面较平和圆形等高线说明交互作用不显

著［１０］。因此，黄芩茎叶总黄酮含量受 Ａ（乙醇浓
度）、Ｂ（上样流速）、Ｃ（洗脱体积）、Ｄ（洗脱流速）
四者的共同影响。首先，本实验采用 ＡＢ８型（弱极
性）大孔树脂，黄芩茎叶所含黄酮成分为弱极性分

子，故高浓度乙醇有利于该类成分洗脱，但当乙醇

浓度超过８０％时，洗脱液中醇溶性杂质逐渐增多，
导致总黄酮含量下降。其次，上样流速慢，不仅延长

操作时间，还会使树脂与黄酮类化合物产生死吸附，

增加洗脱难度，降低收率。再次，洗脱体积量过小，

导致洗脱成分未完全流出树脂柱，降低收率；洗脱体

积量过大，总黄酮含量变化增幅不明显，溶剂消耗增

加。最后，洗脱流速过大，导致洗脱成分未与大孔树

脂上的黄酮分子吸附就已随洗脱剂流出，并且体积流

量过小会延长洗脱工作时间，降低洗脱效率。

表５　方差分析结果
系数来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型 １１８３４０ １４ ８４５０ ２３６２ ＜００００１

Ａ ３４０００ １ ３４０００ ９５０３ ＜００００１

Ｂ ８５５０ １ ８５５０ ２３９０ ００００２

Ｃ ２８９５０ １ ２８９５０ ８０９２ ＜００００１

Ｄ ２３７０ １ ２３７０ ６６２ ００２２１

ＡＢ ００９９ １ ００９９ ０２８ ０６０６７

ＡＣ ５０６０ １ ５０６０ １４１５ ０００２１

ＡＤ １３６０ １ １３６０ ３７９ ００７１８

ＢＣ １５５０ １ １５５０ ４３３ ００５６２

ＢＤ ００１８ １ ００１８ ００５１ ０８２４７

ＣＤ ０３７０ １ ０３７０ １０２ ０３２９０

Ａ２ １７６０ １ １７６０ ４９１ ００４３８

Ｂ２ １３７５０ １ １３７５０ ３８４３ ＜００００１

Ｃ２ １０１７０ １ １０１７０ ２８４３ ００００１

Ｄ２ １３９９０ １ １３９９０ ３９０９ ＜００００１

残差 ５０１０ １４ ０３６０ — —

失拟 ３５１０ １０ ０３５０ ０９４ ０５７６６

净误差 １５００ ４ ０３７０ — —

总离差 １２３３５０ ２８ — — —

　　注：Ｐ＜００１表明差异有统计意义； “—”为差异无统计学

意义。

·８５６·
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２７３验证性实验　根据ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面实验优
化结果，得到最佳方案为乙醇浓度７６５２７％，上样
流速１７０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，洗脱体积５４４１ＢＶ，洗脱流
速４１２９ｍＬ·ｍｉｎ－１。结合实际情况，确定纯化条件
为乙醇浓度８０％，上样流速１５ｍＬ·ｍｉｎ－１，洗脱体
积５ＢＶ，洗脱流速４ｍＬ·ｍｉｎ－１。采用优化后的方法

对黄芩茎叶进行纯化制得对照提取物，测得３批对
照提取物总黄酮质量分数分别为６６９３％、６６８６％、
６６７１％，平均值为 ６６８３％，理论值为 ６７１９％，
ＲＳＤ为０３８％，表明预测值与真实值接近，说明该
实验设计和数学模型合理可靠，可用于纯化黄芩茎

叶对照提取物。

图７　各因素两两交互等高线图

图８　各因素两两交互响应曲面图
·９５６·
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２８对照提取物特征图谱的建立

２８１色谱条件　色谱柱：岛津ＷｏｎｄａＳｉｌＣ１８（２５０ｍｍ×

４６ｍｍ，５μｍ），甲醇（Ａ）００２％甲酸溶液（Ｂ），
梯度洗脱（０～４０ｍｉｎ，３４％ ～６４６７％Ａ）；检测波
长：３３５ｎｍ；柱温：３０℃；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；
进样量：１０μＬ。
２８２参照物溶液制备　取野黄芩苷、野黄芩素对
照品适量，精密称定，加甲醇制成每１ｍＬ含野黄芩
苷０１０ｍｇ的溶液，每１ｍＬ含野黄芩素００５ｍｇ的
溶液，即得。

２８３供试品溶液制备　取黄芩茎叶对照提取物
２０ｍｇ，精密称定，置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇超声处
理３０ｍｉｎ，用甲醇定容至刻线，摇匀，过滤，取续
滤液，即得。

２８４共有峰模式和参照峰的确定　取１１批黄芩茎
叶药材，按照响应面法优化的对照提取物纯化工艺制

得样品（Ｓ１～Ｓ１１），并照２８１项下方法，依次进行
高效液相分析，参照物色谱图见图９。在所有样品图
谱中２号峰（野黄芩苷）分离度良好、峰面积较大且稳
定，所以确定２号峰为参照峰（Ｓ），计算其他特征峰
的相对保留时间和相对保留峰面积的ＲＳＤ值，各共有
峰的相对保留时间ＲＳＤ值为０１２％～０４０％；相对峰
面积ＲＳＤ值为８０３％～３６０５％，具有显著差异。
２８５重复性试验　取同一批样品（Ｓ１），制备６份
样品溶液，按照２８１项下方法进样，以野黄芩苷为
参照峰，计算相对保留时间和相对峰面积，ＲＳＤ值分
别为０９７％、１５４％，说明该方法重复性良好。
２８６精密度试验　取同一份样品（Ｓ１）溶液，按照
２８１项下方法，连续进样６次，以野黄芩苷为参照
峰，计算相对保留时间及相对峰面积，ＲＳＤ值分别
为０３９％、０７４％，表明该仪器精密度良好。
２８７稳定性试验　取同一份样品（Ｓ１）溶液，按照
２８１项下方法，分别于０、２、４、８、１２、２４ｈ进
样，以野黄芩苷为参照峰，计算相对保留时间及相

对峰面积，ＲＳＤ值分别为０８６％、１０４％，说明样
品溶液在２４ｈ内稳定。

２９相似度软件数据处理与评价

使用２０１２版中药色谱指纹图谱相似度评价系统
软件对１１批黄芩茎叶提取物样品色谱图的ＡＩＡ文件
格式进行处理，设定 “中位数”法，时间窗宽度为

０１０，多点校正，并进行自动匹配，结果显示，黄
芩茎叶对照提取物共有７个共有峰，特征图谱叠加

见图１０，对照特征图谱（Ｒ）见图１１。以对照特征图
谱（Ｒ）为对照，计算１１批黄芩茎叶对照提取物样品
相似度（０９５７～０９８９），见表６。

注：１为野黄芩苷；２为野黄芩素

图９　参照物色谱图

图１０　ＨＱＪＹ对照提取物样品的特征图谱

注：２野黄芩苷；７野黄芩素。

图１１　黄芩茎叶对照提取物的对照特征图谱

表６　相似度评价分析结果
编号 相似度 编号 相似度

Ｓ１ ０９８８ Ｓ７ ０９７３

Ｓ２ ０９８２ Ｓ８ ０９８９

Ｓ３ ０９６６ Ｓ９ ０９８２

Ｓ４ ０９７４ Ｓ１０ ０９８０

Ｓ５ ０９７９ Ｓ１１ ０９８５

Ｓ６ ０９５７ Ｒ １０００

３　讨论

黄芩茎叶的主要成分为野黄芩苷、芹菜素苷等

黄酮类化合物，具有酚羟基，在经酸化处理后，易

·０６６·
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形成沉淀析出［１１］，但因析出不完全，故采用大孔吸

附树脂法富集上清液中的黄酮类化合物，提高收率。

另外，大孔吸附树脂有吸附快、稳定性好、洗脱率

高和再生简便的特点，已广泛用于总黄酮的纯化工

艺研究［１２１５］，ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法可考察各因素之
间的交互作用，高效地减少实验次数。

本实验首次以黄芩茎叶总黄酮为指标，采用紫外

分光光度法（ＵＶ），先对黄芩茎叶醇提物进行酸化处
理，再选用５种不同极性的大孔吸附树脂，以单因素
法考察树脂型号、树脂用量、上样液浓度、洗脱剂浓

度、洗脱剂用量等因素，并采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面
法对黄芩茎叶对照提取物的纯化工艺进行优化。利用

高效液相色谱建立了黄芩茎叶对照提取物特征图谱的

测定方法，１１批样品相似度均大于０９５０，说明此次
提取制得的黄芩茎叶提取物的质量稳定、可控。

本实验通过对黄芩茎叶对照提取物工艺优化及

特征图谱的研究，为对照提取物的质量控制提供了

实验依据，高度体现了中药质量控制的整体性、特

征性和系统性［１６］，为黄芩茎叶对照提取物的开发和

利用提供了参考。
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