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摘 要 目的 测定半枝莲标准汤剂中总黄酮的含量，评价其体外抗氧化活性，建立其指纹图谱，并进行化学模式识别分析。方法

采用紫外-可见分光光度法测定半枝莲标准汤剂中总黄酮含量（以野黄芩素计）；采用1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基、

2，2′-联氮-二（3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐（ABTS）自由基清除实验考察半枝莲标准汤剂的体外抗氧化活性；采用高效液相色

谱（HPLC）法，以野黄芩苷峰为参照峰，采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A版）》绘制16批半枝莲标准汤剂的指纹图

谱并进行相似度评价，确定共有峰；采用SPSS 24.0软件进行Pearson相关性分析，筛选具有体外抗氧化活性的潜在物质，并以其为

变量，采用SPSS 24.0、SIMCA 14.1软件进行聚类分析和主成分分析。结果总黄酮检测质量浓度的线性范围为2.106～21.06 μg/mL

（R 2＝0.999 3）；精密度、重复性、稳定性（120 min）试验的RSD均小于2％；加样回收率为100.62％（RSD＝0.55％，n＝6）；总黄酮含

量为0.634～1.053 mg/mL。DPPH自由基清除实验的半数抑制浓度（IC50）为1.120～3.602 mg/mL，ABTS自由基清除实验的 IC50为

0.684～1.327 mg/mL；相关性分析结果显示，半枝莲标准汤剂中总黄酮含量与DPPH自由基、ABTS自由基清除实验的 IC50均呈负

相关，相关系数分别为－0.976、－0.940（P＜0.01）。16批半枝莲标准汤剂共有18个共有峰，相似度为0.964～0.997；共指认出其中

4个共有峰，分别为野黄芩苷（8号峰）、野黄芩素（14号峰）、木犀草素（15号峰）、芹菜素（17号峰）。半枝莲标准汤剂HPLC指纹图

谱中3～4、8～9、12～15、17号峰峰面积与DPPH自由基、ABTS自由基清除实验的 IC50均呈显著负相关（P＜0.05或P＜0.01）。聚

类分析结果显示，16批半枝莲标准汤剂可聚为两类，其中S2、S7～S8、S14～S16为一类，S1、S3～S6、S9～S13为一类；主成分分析

将16批半枝莲标准汤剂分为两类，其中S2、S4、S7、S14～S16为一类，S1、S3、S5～S6、S8～S13为一类，S4、S13、S15样品的综合评

分较高。结论 所建HPLC指纹图谱及化学模式识别分析方法可用于评价半枝莲标准汤剂的质量；3～4、8～9、12～15、17号峰及

总黄酮是半枝莲标准汤剂清除DPPH自由基和ABTS自由基的潜在物质基础。
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Fingerprint establishment of Scutellaria barbata standard decoction and chemical pattern recognition of

antioxidant components
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and Development，Chengde Medical University，Hebei Chengde 067000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE To determine the contents of total flavonoids in Scutellaria barbata standard decoction，evaluate in

vitro antioxidant activity，establish the fingerprint and conduct chemical pattern recognition analysis. METHODS The contents of

total flavonoids in S. barbata standard decoction（calculated by scutellarein）were determined by ultraviet-visible spectrophotometry.

In vitro antioxidant activity of S. barbata standard decoction was investigated by free radical scavenging tests of 1，1-diphenyl-

2-trinitrophenylhydrazine （DPPH） and 2，2′-azino-bis （3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid） ammonium salt（ABTS）；HPLC

method was adopted. Using scutellarin as reference，the fingerprints of 16 batches of S. barbata standard decoction were drawn and

evaluated by Similarity Evaluation System of TCM Chromatogram Fingerprint （2004 A edition），and the common peaks were

determined；Pearson correlation analysis was carried out by using SPSS 24.0 software to screen substances with in vitro antioxidant

activity. Taking them as variables，cluster analysis and principal component analysis were carried out by using SPSS 24.0 and

SIMCA 14.1 software. RESULTS The linear range of total flavonoids were 2.106-21.06 μg/mL（R 2＝0.999 3）；RSDs of precision，

reproducibility and stability tests （120 min） were all lower than 2％；the recovery was 100.62％（RSD＝0.55％，n＝6）；the

contents of total flavonoids were 0.634-1.053 mg/mL. Median inhibitory concentration （IC50） of DPPH radical scavenging

experiment ranged 1.120-3.602 mg/mL，and IC50 of ABTS radical scavenging experiment ranged 0.684-1.327 mg/mL. The results of

correlation analysis showed that the content of total flavonoids

in S. barbata standard decoction was negatively correlated

with the IC50 of DPPH free radical and ABTS free radical

scavenging experiment，and the correlation coefficients were

－0.976 and －0.940 respectively（P＜0.01）. There were 18

common peaks in the fingerprints of 16 batches of S. barbata
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半枝莲 Scutellaria barbata D. Don为唇形科黄芩属

多年生草本植物，以干燥全草入药，始载于《外科正

宗》[1]。半枝莲在明代被称为“解蛇伤之仙草”，主产于我

国河南、河北、安徽、四川、浙江等省，主要含有黄酮类、

二萜类、多糖类等化学成分，具有清热解毒、化瘀利尿之

功效[1－2]。现代药理研究表明，半枝莲所含有的黄酮类成

分具有抗氧化、抗肿瘤、抗菌、抗炎、抗病毒等多种药理活

性[3－5]，是潜在的天然抗氧化剂，临床应用前景广泛[1]。

2016年国家药典委员会提出了“标准汤剂”的概念，

是指在中医药理论指导下，通过规范化煎煮、固液分离

和适当浓缩或适宜方法干燥制得的中药汤剂[6]。中药标

准汤剂是衡量单味中药配方颗粒临床汤剂与对应中药

饮片临床汤剂是否一致的物质基准[7]。指纹图谱能够通

过共有峰标定、相似度评价等手段较全面地反映中药的

整体性[8]，故《中药配方颗粒质量控制与标准制定技术要

求》将指纹图谱作为评价单味中药标准汤剂与对应中药

饮片临床汤剂一致性的重要手段[9]。中药谱效学是着重

解决中药活性成分复杂、药理作用机制不明的一门学

科，可利用多种数据分析中药药理活性的物质基础[10]。

化学模式识别分析包括聚类分析和主成分分析等，是用

于揭示隐含于化学量测数据内部规律的一种多元分析

技术，已被广泛应用于中药材及中药制剂的质量评价[11]。

目前，有关半枝莲标准汤剂的研究较少，大多为半

枝莲饮片标准汤剂中野黄芩苷、野黄芩素的含量测

定[12]。半枝莲中的黄酮类成分为其主要活性成分，具有

显著的抗氧化活性[13]，但尚未有半枝莲标准汤剂中各成

分与其抗氧化活性的相关性研究；加之半枝莲在临床主

要以水煎服，而中药水煎剂大多具有作用机制复杂、作

用靶点多样、成分不确定等特点[8]，且煎煮过程中的不稳

定因素较多[7，14]，故为保证临床用药的一致性，对半枝莲

标准汤剂进行全面的质量控制就显得尤为重要。基于

此，本研究采用紫外-可见分光光度法测定了半枝莲标

准汤剂中总黄酮的含量（以野黄芩苷计），同时以体外抗

氧化作用为主要药效基础，筛选半枝莲标准汤剂中与抗

氧化活性潜在相关的主要化学成分，采用高效液相色谱

（high performance liquid chromatography，HPLC）法建立

其指纹图谱，并以筛选出的化学成分为变量进行聚类分

析和主成分分析，旨在为半枝莲标准汤剂的质量控制提

供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有1220 infinity Ⅱ型液相色谱

仪及配备的双柱塞串联泵、真空在线脱气机、自动进

样器、柱温箱、二极管阵列检测器、标准流通池（美国

Agilent 公司），UV-2600 Probe 型紫外-可见分光光度计

（日本Shimadzu公司），AG-245型十万分之一分析天平

（瑞士Mettler Toledo公司），KQ-700型超声波清洗器（昆

山市超声仪器有限公司），HC-2062型高速离心机（科大

创新股份有限公司中佳分公司），Multiskan FC型酶标仪

（美国Thexmo Fisher Scientific公司），JA2003型电子分

析天平（苏州德汇科学仪器有限公司），ZDHW型调温电

热套（北京中兴伟业仪器有限公司）等。

1.2 主要药品与试剂

维生素 C 对照品（批号 J1024A，纯度＞99.0％）、

2，2′-联氮 -二（3-乙基 -苯并噻唑 -6-磺酸）二铵盐 [2，

2′-azinobis（3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid）ammo-

nium salt，ABTS，批号M0403A]均购自昆明泽浩科技有

限公司；野黄芩苷对照品（批号 18032206，纯度≥98％）

购自成都普菲德生物技术有限公司；野黄芩素对照品

（批号 140107，纯度≥98％）、芹菜素对照品（批号

140224，纯度≥98％）均购自上海融禾医药科技发展有

限公司；木犀草素对照品（纯度≥98％，HPLC法）由承德

医学院崔凤侠教授于北京大学医学部制得；1，1-二苯

基 -2- 三硝基苯肼（1，1-diphenyl-2-trinitrophenylhydra-

zine，DPPH）自由基（批号 464RB-GE）购自梯希爱（上

海）化成工业发展有限公司；过硫酸钾（K2S2O8，批号

181027）购自天津市欧博凯化工有限公司；甲醇、乙腈均

为色谱纯，冰醋酸、甲醇均为分析纯，水为纯净水。

16批半枝莲药材（编号Y1～Y16）于2019年购自河

北安国中药材市场，经承德民族师范学院生物系董建新

standard decoction；the similarities were 0.964-0.997. A total of 4 common peaks were identified，such as scutellarin（peak 8），

scutellarein（peak 14），luteolin（peak 15），apigenin（peak 17）.In the HPLC fingerprints of S. barbata standard decoction，the

peak areas of peak 3-4，8-9，12-15 and 17 were significantly negatively correlated with the IC50 of DPPH free radical and ABTS

free radical scavenging experiment （P＜0.05）. The results of cluster analysis showed that 16 batches of S. barbata standard

decoction could be clustered into two categories，of which S2，S7-S8 and S14-S16 were clustered into one category，S1，S3-S6

and S9-S13 were clustered into one category. By principal component analysis，16 batches of S. barbata standard decoction were

divided into two categories，of which S2，S4，S7 and S14-S16 were clustered into one category，and S1，S3，S5-S6 and S8-S13

were clustered into one. The comprehensive scores were high in the samples of S4，S13，S15. CONCLUSIONS Established HPLC

fingerprint and chemical pattern recognition analysis method can be used to evaluate the quality of S. barbata standard decoction；

peak 3-4，8-9，12-15 and 17 and total flavonoids are the potential material basis for S. barbata standard decoction to scavenge

DPPH free radical and ABTS free radical.

KEYWORDS Scutellaria barbata； standard decoction； total flavonoids； in vitro antioxidant effect； fingerprint； principal

component analysis；cluster analysis
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教授鉴定为唇形科植物半枝莲S. barbata D. Don的干燥

全草。16批半枝莲药材样品来源信息见表1。

表1 16批半枝莲药材样品来源信息

编号
Y1

Y2

Y3

Y4

Y5

Y6

Y7

Y8

产地
河南南阳
河南南阳
河南南阳
河南驻马店
河南驻马店
河北保定
河北保定
河北保定

批号
2019011

2019012

2019013

2019014

2019015

2019021

2019022

2019023

编号
Y9

Y10

Y11

Y12

Y13

Y14

Y15

Y16

产地
河北保定
江西上饶
江西广丰
广西南宁
广西南宁
四川成都
湖北黄石
安徽安庆

批号
2019024

2019031

2019032

2019041

2019043

2019052

2019071

2019083

2 方法与结果
2.1 半枝莲标准汤剂的制备

取洗净、充分干燥后的半枝莲药材 100 g，精密称

定，置于煎药锅中，加水 1 200 mL，浸泡 30 min，武火煮

沸后，文火保持微沸 30 min，趁热用 3层纱布滤过；残渣

加水1 000 mL，武火煮沸后，文火保持微沸20 min，趁热

用3层纱布滤过；合并2次滤液，于60 ℃减压浓缩至500

mL，即得[14]，共制备16批（编号S1～S16）。

2.2 半枝莲标准汤剂中总黄酮含量的测定

2.2.1 对照品溶液的制备 取野黄芩苷对照品适量，精

密称定，加60％甲醇溶解并稀释，制成质量浓度为1.053

mg/mL的对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液的制备 取“2.1”项下半枝莲标准汤

剂，滤过，精密移取滤液 1 mL，置于 100 mL 量瓶中，加

60％甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。

2.2.3 检测波长的确定 按 2020年版《中国药典》（一

部）“半枝莲”项下总黄酮含量测定方法操作[2]：取上述对

照品溶液、供试品溶液（编号S1），以60％甲醇为空白对

照，使用紫外-可见分光光度计于200～600 nm波长内进

行扫描。结果显示，在335 nm波长处，对照品溶液、供试

品溶液均有最大吸收，且空白对照无干扰（图1），故选择

检测波长为335 nm。

2.2.4 线性关系考察 精密量取“2.2.1”项下对照品溶

液 0.1、0.2、0.3、0.5、1.0 mL，分别置于 50 mL 量瓶中，加

60％甲醇稀释至刻度，摇匀，即得系列线性工作溶液。

以 60％甲醇为空白对照，使用紫外-可见分光光度计于

335 nm 波长处测定吸光度。以对照品的质量浓度（c）

为横坐标、吸光度（A）为纵坐标进行线性回归。结果显

示，野黄芩苷的回归方程为 A＝27.604c－151.63（R 2＝

0.999 3），表明野黄芩苷检测质量浓度的线性范围为

2.106～21.06 μg/mL。

2.2.5 精密度试验 精密量取“2.2.1”项下对照品溶液

0.3 mL，置于50 mL量瓶中，加60％甲醇稀释至刻度，摇

匀。以 60％甲醇为空白对照，使用紫外-可见分光光度

计于335 nm波长处连续测定吸光度6次。结果显示，对

照品溶液吸光度的RSD为0.06％（n＝6），表明仪器精密

度良好。

2.2.6 稳定性试验 取“2.2.2”项下供试品溶液（编号

S1），分别在室温下放置 0、20、40、60、80、100、120 min

时，以60％甲醇为空白对照，使用紫外-可见分光光度计

于335 nm波长处测定吸光度。结果显示，待测样品吸光

度的RSD为1.80％（n＝7），表明供试品溶液于室温下放

置120 min内稳定性良好。

2.2.7 重复性试验 取“2.1”项下半枝莲标准汤剂（编号

S1），共 6份，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，以

60％甲醇为空白对照，使用紫外-可见分光光度计于335

nm波长处测定吸光度并按标准曲线法计算样品含量。

结果显示，总黄酮含量的RSD为 1.85％（n＝6），表明方

法重复性良好。

2.2.8 加样回收率试验 精密量取已知含量的半枝莲

标准汤剂（编号S1），每份 0.5 mL，共 6份，精密称定，分

别精密加入一定量的“2.2.1”项下对照品溶液，按“2.2.2”

项下方法制备供试品溶液，以 60％甲醇为空白对照，使

用紫外-可见分光光度计于335 nm波长处测定吸光度并

计算加样回收率。结果见表2。

表2 野黄芩苷的加样回收率试验结果（n＝6）

已知量/mg

0.394 5

0.394 5

0.394 5

0.394 5

0.394 5

0.394 5

加入量/mg

0.400 0

0.400 0

0.400 0

0.400 0

0.400 0

0.400 0

测得量/mg

0.794 6

0.795 0

0.800 0

0.796 0

0.797 0

0.799 2

加样回收率/％
100.03

100.13

101.38

100.38

100.63

101.18

平均加样回收率/％

100.62

RSD/％

0.55

2.2.9 样品含量测定 取16批“2.1”项下半枝莲标准汤

剂，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，以 60％甲醇为

空白对照，使用紫外-可见分光光度计于 335 nm波长处

测定吸光度并按标准曲线法计算样品含量，每样品平行

测定3次。结果见表3。

2.3 体外抗氧化活性的测定

2.3.1 阳性对照溶液的制备 精密称取维生素C对照

品48.4 mg，置于10 mL量瓶中，加水溶解并定容，摇匀，

即得质量浓度为4.84 mg/mL的阳性对照溶液。

2.3.2 DPPH 自由基溶液的制备 精密称定 DPPH12.0

mg，置于100 mL量瓶中，加70％乙醇溶解并定容，摇匀，

即得质量浓度为0.12 mg/mL的DPPH自由基溶液。

1.000

0.500

0

－0.250
232.50 300.00 400.00 500.00 591.25

波长，nm

吸
光

度

供试品

对照品

图1 对照品溶液、供试品溶液的紫外吸收光谱图
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2.3.3 ABTS自由基溶液的制备 精密称定ABTS 41.0

mg、K2S2O8 18.0 mg，分别置于 10 mL 量瓶中，加水溶解

并定容，得ABTS贮备液和K2S2O8贮备液；分别精密吸取

上述单一贮备液各2.5 mL，置于100 mL量瓶中，加水定

容，摇匀，即得 ABTS 自由基溶液，避光储存 12～16 h，

备用。

2.3.4 样品溶液的制备 取16批“2.1”项下半枝莲标准

汤剂，滤过，取续滤液，即得样品溶液。取上述样品溶

液，加水稀释，制得质量浓度（以生药量计）分别为0.50、

0.75、1.00、1.50、2.50、3.75、5.00 mg/mL的系列样品溶液

A，用于DPPH自由基清除率的测定；同法制得质量浓度

（以生药量计）分别为 0.50、0.75、1.00、1.25、1.50、2.00、

2.50 mg/mL的系列样品溶液B，用于ABTS自由基清除

率的测定。

2.3.5 DPPH自由基清除率的测定 取“2.3.1”项下阳性

对照溶液、“2.3.4”项下系列样品溶液A各50 μL，加至96

微孔板中，再加入“2.3.2”项下DPPH自由基溶液100 μL，

避光反应 30 min 后，使用酶标仪于 517 nm 波长处测得

吸光度（A）；用水代替样品溶液，同法测得吸光度（B）。按

公式计算DPPH自由基清除率：DPPH自由基清除率＝

[（B－A）/B]×100％ [15]。每样品平行操作 3次，取平均

值。由于各批半枝莲标准汤剂对 DPPH 自由基的清除

率与其质量浓度不成线性关系，因此采用SPSS 24.0软

件中的 Probit 方法对 DPPH 自由基清除率进行回归分

析。结果显示，拟合后的方程为 Probit（P）＝Intercept+

Bx（式中，Intercept表示截距，B表示斜率，P为DPPH自

由基清除率，x 为半枝莲标准汤剂稀释后的质量浓度；

Probit＝0.50时，半枝莲标准汤剂的相应浓度以生药量

计）。经χ 2检验后，得到半数抑制浓度（median inhibitory

concentration，IC50），其值越小表示半枝莲标准汤剂的体

外抗氧化活性越强[10]。结果见表4、图2A。

2.3.6 ABTS自由基清除率的测定 取“2.3.1”项下阳性

对照溶液、“2.3.4”项下系列样品溶液B各50 μL，加至96

微孔板中，再加入“2.3.3”项下ABTS自由基溶液100 μL，

避光反应6 min后，使用酶标仪于734 nm波长处测定吸

光度（A）；用水代替样品溶液，同法测定吸光度（B）。按

“2.3.5”项下公式及方法计算 ABTS 自由基清除率的

IC50
[15]。每样品平行操作 3次，取平均值。结果见表 4、

图 2B。

2.3.7 相关性分析 采用 SPSS 24.0软件以 Pearson 相

关性分析评价半枝莲标准汤剂中总黄酮含量与 IC50的相

关性，结果见表4。由表4可知，半枝莲标准汤剂中总黄

酮的含量与DPPH、ABTS自由基清除实验的 IC50均呈负

相关（P＜0.01），相关系数分别为－0.976、－0.940，表明

半枝莲标准汤剂中总黄酮含量越高，其体外抗氧化活性

越强。

图 2 16批半枝莲标准汤剂和阳性对照溶液对DPPH、

ABTS自由基的清除能力
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B. ABTS自由基

S1清除率 S2清除率 S3清除率 S4清除率 S5清除率 S6清除率 S7清除率 S8清除率 S9清除率

S10清除率 S11清除率 S12清除率 S13清除率 S14清除率 S15清除率 S16清除率 阳性对照清除率

S1清除率 S2清除率 S3清除率 S4清除率 S5清除率 S6清除率 S7清除率 S8清除率 S9清除率

S10清除率 S11清除率 S12清除率 S13清除率 S14清除率 S15清除率 S16清除率 阳性对照清除率

表4 16批半枝莲标准汤剂的体外抗氧化活性测定结果

（n＝3）

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

RSD/％
相关系数

DPPH自由基清除实验的 IC50/（mg/mL）

2.360

2.727

2.880

1.120

3.500

2.222

3.305

3.560

1.848

1.796

3.353

3.602

1.832

1.797

1.570

1.967

32.96

－0.976a

ABTS自由基清除实验的 IC50/（mg/mL）

0.925

0.939

1.032

0.684

1.117

0.919

1.090

1.158

0.914

0.772

1.103

1.327

0.878

0.872

0.734

0.916

17.52

－0.940a

a：P＜0.01

表 3 16批半枝莲标准汤剂中总黄酮含量的测定结果

（n＝3）

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

总黄酮含量/（mg/mL）

0.789

0.765

0.743

1.053

0.645

0.814

0.724

0.634

编号
S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

总黄酮含量/（mg/mL）

0.897

0.956

0.662

0.634

0.925

0.939

0.996

0.931
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2.4 半枝莲标准汤剂HPLC指纹图谱的建立

2.4.1 色谱条件 以 ZORBAX Eclipse XDB-C18（250

mm×4.6 mm，5 μm）为色谱柱，以 0.1％冰醋酸溶液为流

动相（A）、甲醇-乙腈混合溶液（8 ∶2，V/V）为流动相（B）进

行梯度洗脱（0～20 min，10％B→28％B；20～30 min，

28％B→35％B；30～40 min，35％B→40％B；40～50 min，

40％B→50％B；50～60 min，50％B→70％B）；检测波长为

335 nm；流速为1 mL/min；柱温为30℃；进样量为10 μL。

2.4.2 供试品溶液的制备 取“2.1”项下半枝莲标准汤

剂，滤过，精密移取滤液10 mL，置于25 mL量瓶中，加水

稀释至刻度，摇匀，精密移取 5 mL，置于 10 mL量瓶中，

加甲醇稀释至刻度，混匀，以 12 000 r/min 离心 10 min，

经0.45 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.4.3 混合对照品溶液的制备 精密称取野黄芩苷、芹

菜素、野黄芩素、木犀草素对照品适量，置于 100 mL量

瓶中，加60％甲醇溶解并定容，混匀，制成上述成分质量

浓度分别为 77.5、7.5、8.6、30.0 μg/mL 的混合对照品

溶液。

2.4.4 精密度试验 取“2.4.2”项下供试品溶液（编号

S1），按“2.4.1”项下色谱条件连续进样测定6次，记录色

谱图。以野黄芩苷峰为参照峰，计算各共有峰的相对保

留时间和相对峰面积。结果显示，18个共有峰相对保留

时间和相对峰面积的RSD均小于2.50％（n＝6），表明方

法精密度良好。

2.4.5 稳定性试验 取“2.4.2”项下供试品溶液（编号

S1），分别于室温下放置0、2、4、8、12、24 h时按“2.4.1”项

下色谱条件进样测定，记录色谱图。以野黄芩苷峰为参

照峰，计算各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结

果显示，18个共有峰相对保留时间和相对峰面积的RSD

均小于3.00％（n＝6），表明供试品溶液于室温下放置24

h内稳定性良好。

2.4.6 重复性试验 取半枝莲药材（编号S1），共 6份，

按“2.1”项下方法制备半枝莲标准汤剂，按“2.4.2”项下方

法制备供试品溶液，再按“2.4.1”项下色谱条件进样测

定，记录色谱图。以野黄芩苷峰为参照峰，计算各共有

峰的相对保留时间和相对峰面积。结果显示，18个共有

峰相对保留时间和相对峰面积的 RSD 均小于 3.00％

（n＝6），表明方法重复性良好。

2.4.7 指纹图谱的建立 取 16批半枝莲药材，按“2.1”

项下方法制备半枝莲标准汤剂，按“2.4.2”项下方法制备

供试品溶液，再按“2.4.1”项下色谱条件进样测定，将 16

批半枝莲标准汤剂的色谱图导入《中药色谱指纹图谱相

似度评价系统（2004A版）》进行分析，以各色谱峰保留

时间及峰面积适中的 S1样品为参照，设定时间窗宽度

为 0.20，以中位数法生成对照指纹图谱，采用多点校正

法生成叠加指纹图谱。结果显示，16批半枝莲标准汤剂

共有18个共有峰，其HPLC叠加指纹图谱见图3，对照指

纹图谱见图4。

2.4.7 共有峰指认 取“2.4.3”项下混合对照品溶液，按

“2.4.1”项下色谱条件进样测定，得混合对照品溶液的

HPLC图（图 5）。将对照指纹图谱（图 4）与该图进行比

对，共指认4个共有峰，分别为野黄芩苷（8号峰）、野黄芩

素（14号峰）、木犀草素（15号峰）、芹菜素（17号峰）。

2.4.8 相似度评价与共有峰峰面积差异分析 采用《中

药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A版）》进行相似

度评价。结果显示，16批半枝莲标准汤剂指纹图谱与对

照指纹图谱的相似度分别为 0.994、0.996、0.992、0.996、

0.989、0.993、0.964、0.994、0.997、0.982、0.996、0.982、

0.993、0.993、0.990、0.965，均大于 0.96，表明不同批次半

枝莲标准汤剂所含主要成分的种类基本一致。16批半

枝莲标准汤剂共有峰峰面积的 RSD 为 20.52％～

68.66％，表明不同批次半枝莲标准汤剂所含主要成分的

含量存在一定差异。结果见表5。

2.5 体外抗氧化活性相关化学成分的筛选

以 16批半枝莲标准汤剂的DPPH、ABTS自由基清

除实验的 IC50为因变量，共有峰峰面积为自变量，采用

图4 半枝莲标准汤剂的对照指纹图谱
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图5 野黄芩苷等成分混合对照品溶液的HPLC图
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SPSS 24.0软件进行Pearson相关性分析。结果显示，半

枝莲标准汤剂的HPLC指纹图谱中3～4、8～9、12～15、

17号峰峰面积与DPPH、ABTS自由基清除实验的 IC50均

呈负相关（P＜0.05或 P＜0.01），相关系数为－0.811～

－0.555；同时，结合“2.3.7”项下结果可知，半枝莲标准汤

剂中总黄酮含量与DPPH、ABTS自由基清除实验的 IC50

均呈负相关，表明半枝莲标准汤剂中的3～4、8～9、12～

15、17号峰以及总黄酮是半枝莲标准汤剂清除DPPH自

由基和ABTS自由基的潜在物质基础。结果见表6。

表6 Pearson相关性分析结果

峰号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Pearson相关系数
DPPH

0.237

0.345

－0.793b

－0.811b

－0.464

－0.440

－0.490

－0.593a

－0.701b

ABTS

0.255

0.273

－0.775b

－0.802b

－0.455

－0.433

－0.473

－0.584a

－0.705b

峰号

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Pearson相关系数
DPPH

－0.444

－0.462

－0.639b

－0.591a

－0.571a

－0.664b

－0.312

－0.575a

－0.490

ABTS

－0.377

－0.497

－0.581a

－0.555a

－0.562a

－0.657b

－0.231

－0.561b

－0.416

a：P＜0.05，b：P＜0.01

2.6 聚类分析

以 16批半枝莲标准汤剂指纹图谱中 3～4、8～9、

12～15、17号峰峰面积及总黄酮含量为变量，采用组间

连接聚类法，以 Pearson 相关性为度量标准，使用 SPSS

24.0软件进行聚类分析。结果显示，16批半枝莲标准汤

剂可聚为两类，其中 S2、S7～S8、S14～S16为一类，S1、

S3～S6、S9～S13为一类。结果见图6。

2.7 主成分分析

以 16批半枝莲标准汤剂 HPLC 指纹图谱中 3～4、

8～9、12～15、17号峰峰面积及总黄酮含量为变量，采用

SPSS 24.0软件进行主成分分析。结果显示，KMO检验

和Bartlett检验的KMO度量值为0.576（P＜0.001），提示

各变量间存在显著相关性，可进行主成分分析。前3个

主成分的特征值均大于1，累计方差贡献率为88.406％，

表明前 3个主成分可以代表半枝莲标准汤剂中上述 10

个变量的大部分信息。结果见表7。

表7 各主成分的特征值和方差贡献率

主成分
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

特征值
5.395

2.387

1.059

0.559

0.221

0.219

0.099

0.036

0.018

0.006

方差贡献率/％
53.946

23.873

10.588

5.592

2.209

2.193

0.993

0.363

0.185

0.059

累计方差贡献率/％
53.946

77.819

88.406

93.998

96.208

98.401

99.394

99.756

99.941

100.

采用SPSS 24.0软件进行因子载荷矩阵分析。结果

显示，主成分 1与 3～4、9、17号峰峰面积及总黄酮含量

呈正相关；主成分2与3、8、12～14号峰峰面积及总黄酮

含量呈正相关；主成分 3与 14～15、17号峰峰面积及总

表5 半枝莲标准汤剂共有峰峰面积的检测结果

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

S1

60.5

70.9

131.3

126.6

45.4

190.2

81.8

4 801.2

171.9

164.4

851.9

620.4

135.1

1 205.0

106.6

119.7

100.9

33.3

S2

68.8

60.1

148.1

133.4

41.7

168.6

98.9

3 321.2

157.2

145.4

384.4

406.6

75.7

995.1

151.3

193.6

117.7

41.7

S3

58.0

55.2

83.2

79.0

54.5

287.3

83.0

4 258.3

127.9

151.1

632.9

604.5

125.6

1 043.9

122.4

146.7

103.4

48.6

S4

70.0

65.6

206.4

197.4

80.6

246.8

151.3

5 192.0

233.1

183.1

616.3

702.1

133.8

2 265.0

266.0

180.2

112.7

51.0

S5

70.5

233.5

102.3

98.6

37.5

117.8

71.2

3 358.8

98.0

82.4

599.6

450.5

85.0

770.5

99.7

89.0

75.6

37.1

S6

67.4

67.9

168.4

111.0

64.1

364.0

84.1

5 511.5

167.0

211.7

496.0

598.5

120.3

1 242.2

144.4

167.0

85.1

55.3

S7

86.1

56.5

113.8

108.4

80.0

180.1

155.3

2 552.5

200.6

56.9

310.8

353.8

60.4

1 107.7

158.0

240.5

90.1

52.2

S8

71.3

274.9

90.9

101.5

51.9

152.7

77.6

2 889.8

167.2

85.9

301.0

400.9

62.3

802.0

60.9

106.7

63.5

33.0

S9

59.7

94.9

199.0

162.0

117.5

408.8

140.1

5 409.3

189.6

231.5

715.9

778.1

139.8

1 419.3

121.2

221.1

160.0

53.3

S10

54.6

63.0

170.1

131.8

126.4

742.0

76.3

7 580.3

231.0

388.7

1 351.4

534.0

136.7

1 326.3

121.6

82.9

118.8

46.9

S11

67.5

51.1

127.4

82.4

65.1

198.1

82.3

3 146.3

125.0

75.0

365.6

357.3

80.5

865.7

110.2

117.1

76.1

35.7

S12

68.6

52.3

103.5

71.7

48.8

163.6

52.8

2 831.2

101.4

175.1

328.8

307.9

64.6

831.1

82.8

120.8

90.5

38.7

S13

50.2

84.6

198.0

150.9

216.2

431.3

78.3

7 479.4

231.5

391.8

718.2

938.6

200.0

1 241.0

117.2

123.3

58.9

40.0

S14

59.8

84.7

202.7

209.4

109.9

138.7

129.3

2 929.1

343.9

54.6

410.5

424.0

79.1

830.2

157.2

170.6

111.5

41.5

S15

56.7

100.9

303.8

236.7

88.7

191.7

120.3

4 279.7

418.1

112.3

571.2

599.2

110.8

842.9

163.3

177.9

151.7

53.8

S16

105.2

95.7

124.1

120.6

87.2

196.1

160.2

2 744.4

203.7

103.2

341.4

381.3

60.6

700.0

223.9

298.7

153.4

72.6

RSD/％
20.52

68.66

36.86

36.00

54.99

60.23

34.91

37.03

42.77

61.86

46.86

32.63

36.97

34.21

38.49

39.06

30.64

23.56

图6 16批半枝莲标准汤剂的聚类分析树状图
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黄酮含量呈正相关。结果见表8。根据下式计算各主成

分得分值：F＝ZX×A（式中，F表示主成分得分，ZX表示

原始数据标准化后得到的标准化矩阵，A表示标准化的

正交特征向量矩阵）；同时，结合各主成分贡献率建立综

合评分（F 综）模型：F 综 ＝0.539 46×F1+0.238 73×F2+

0.105 88×F3。综合评分可反映半枝莲标准汤剂的整体

质量，评分越高，则质量越好，体外抗氧化活性越强[11]。

结果显示，S4、S13、S15样品综合评分较高，表明这 3批

半枝莲标准汤剂总体质量较好，体外抗氧化活性较强。

结果见表9。

表8 3个主成分的因子载荷矩阵与特征向量

变量

3号峰峰面积

4号峰峰面积

8号峰峰面积

9号峰峰面积

12号峰峰面积

13号峰峰面积

14号峰峰面积

15号峰峰面积

17号峰峰面积

总黄酮含量

得分系数

主成分1

0.292

0.280

－0.035

0.365

－0.011

－0.030

－0.245

－0.079

0.131

0.128

主成分2

0.026

－0.030

0.298

－0.066

0.278

0.312

0.167

－0.110

－0.138

0.068

主成分3

－0.161

－0.056

－0.094

－0.220

－0.066

－0.112

0.511

0.619

0.226

0.135

特征向量

主成分1

0.126

0.121

－0.015

0.157

－0.005

－0.013

－0.105

－0.034

0.056

0.055

主成分2

0.017

－0.019

0.193

－0.043

0.180

0.202

0.108

－0.071

－0.089

0.044

主成分3

－0.156

－0.054

－0.091

－0.214

－0.064

－0.109

0.497

0.602

0.220

0.131

表9 16批半枝莲标准汤剂主成分综合评分及排序

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

F1

－0.158

－0.043

－0.436

0.023

－0.374

－0.180

－0.189

－0.259

0.182

0.082

－0.329

－0.400

0.067

0.717

1.204

0.093

F2

0.400

－0.466

0.208

0.615

－0.247

0.418

－0.623

－0.416

0.561

0.646

－0.375

－0.557

1.516

－0.567

－0.186

－0.929

F3

－0.285

0.376

0.023

2.830

－0.671

0.060

0.482

－1.226

0.317

－0.051

－0.464

－0.541

－1.084

－0.344

－0.634

1.213

F 综

－0.020

－0.095

－0.183

0.459

－0.332

0.009

－0.200

－0.369

0.266

0.193

－0.316

－0.406

0.283

0.215

0.538

－0.043

排序

8

10

11

2

14

7

12

15

4

6

13

16

3

5

1

9

以 16批半枝莲标准汤剂 HPLC 指纹图谱中 3～4、

8～9、12～15、17号峰峰面积及总黄酮含量为变量，采用

SIMCA 14.1软件绘制主成分分析得分图和载荷图。结

果显示，第1、2、3主成分所反映的信息与上述主成分分

析结果一致；16批半枝莲标准汤剂被分为两类，其中

S2、S4、S7、S14～S16为Ⅰ类，S1、S3、S5～S6、S8～S13

为Ⅱ类；结合载荷图可知，Ⅰ类样品中 3～4、9、15、17号

峰对应成分及总黄酮的含量较高，Ⅱ类样品中8、12～14

号峰对应成分的含量较高。结果见图7。

3 讨论

本研究对 16批半枝莲标准汤剂中的总黄酮含量进

行了测定，参考2020年版《中国药典》（一部），以野黄芩

苷为对照品，通过紫外吸收光谱扫描发现，野黄芩苷对

照品和半枝莲标准汤剂供试品于335 nm波长处均有最

大吸收，且空白对照无干扰，故选择 335 nm 为检测波

长。16批半枝莲标准汤剂中总黄酮的含量为 0.634～

1.053 mg/mL，表明不同产地半枝莲中总黄酮含量差异

较大，质量参差不齐，可能与药材的产地、采收、加工方

式等因素不同有关[16]。

本研究通过DPPH、ABTS自由基清除实验，考察了

16批半枝莲标准汤剂的体外抗氧化活性。结果显示，不

同批次样品 DPPH 自由基清除实验的 IC50 为 1.120～

3.602 mg/mL，ABTS 自由基清除实验的 IC50为 0.684～

1.327 mg/mL，后者更小，表明半枝莲标准汤剂对ABTS

自由基的清除能力相对较强。不同批次半枝莲标准汤

剂DPPH自由基清除实验的 IC50值、ABTS自由基清除实

验的 IC50值的RSD分别为32.96％、17.52％，表明不同批

次半枝莲标准汤剂的体外抗氧化活性差异较大，可能与

不同批次半枝莲药材的内在质量不一致有关。

本研究建立了16批半枝莲标准汤剂的指纹图谱，相

似度均大于 0.96，共有峰峰面积的 RSD 为 20.52％～

68.66％，表明不同批次半枝莲药材所含化学成分种类基

本一致，但含量差异较大，可能与产地、贮藏等因素的不

同导致各批药材内在质量存在差异有关[17]。

本研究将 16批半枝莲标准汤剂的体外抗氧化活性

测定结果与其指纹图谱中的 18个共有峰峰面积及总黄

酮含量进行 Pearson 相关性分析。结果显示，3～4、8～

图7 16批半枝莲标准汤剂的主成分得分图和载荷图
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9、12～15、17号峰对应成分及总黄酮是与DPPH自由基

和ABTS自由基清除有关的潜在物质，其中野黄芩苷（8

号峰）、野黄芩素（14号峰）、木犀草素（15号峰）、芹菜素

（17号峰）及总黄酮的抗氧化活性已有文献报道[18－23]，可

考虑在后续研究中进一步优化实验条件，将野黄芩苷、

野黄芩素、木犀草素、芹菜素及总黄酮含量作为评价半

枝莲标准汤剂质量的指标。本研究以 3～4、8～9、12～

15、17号峰峰面积及总黄酮含量为变量进行聚类分析和

主成分分析。聚类分析结果显示，16批半枝莲标准汤剂

可聚为两类，其中 S2、S7～S8、S14～S16 为一类，S1、

S3～S6、S9～S13为一类；主成分分析结果显示，16批半

枝莲标准汤剂分为两类，其中S2、S4、S7、S14～S16为Ⅰ

类，S1、S3、S5～S6、S8～S13为Ⅱ类，Ⅰ类样品中 3～4、

9、15、17号峰对应成分及总黄酮的含量较高，Ⅱ类样品

中 8、12～14号峰对应成分的含量较高。综合评分排序

结果显示，16批半枝莲标准汤剂的综合评分排序与其体

外抗氧化活性趋势基本一致，表明综合评分模型可用于

评价半枝莲标准汤剂的整体质量。

综上所述，所建HPLC指纹图谱及化学模式识别分

析方法可用于评价半枝莲标准汤剂的质量；3～4、8～9、

12～15、17号峰对应成分及总黄酮是半枝莲标准汤剂清

除DPPH自由基和ABTS自由基的潜在物质基础。
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