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星点设计效应面法优化赶山鞭总黄酮提取工艺及提取物指纹图谱研究  

井中旭 1，刘雨薇 2，姜海波 2，刘焱南 2，秦国昭 2，冯宇飞 2* 
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2. 黑龙江中医药大学药学院，黑龙江 哈尔滨  150040 

摘  要：目的  优化赶山鞭总黄酮的提取工艺，建立赶山鞭总黄酮提取物的指纹图谱。方法  通过单因素实验研究提取时间、

提取次数、乙醇体积分数、料液比对赶山鞭中总黄酮含量及金丝桃苷的转移率的影响；以此为基础，采用 Central- Composite

试验设计原理进行 3 因素 5 水平试验设计和响应面分析法优化提取工艺。采用比色法，于 500 nm 处测定药材中以芦丁计总

黄酮的含量，采用 HPLC 法测定总黄酮中金丝桃苷的含量，计算金丝桃苷的转移率。采用 HPLC 法建立赶山鞭总黄酮提取

物的指纹图谱，采用《中药色谱指纹图谱相似度评价软件（2012 年版）》进行相似度评价，确定共有峰，并采用 SPSS 22.0

软件进行聚类分析和主成分分析。结果  赶山鞭总黄酮的最佳提取条件为以 65%乙醇，料液比 1∶10，提取 120 min，提取

2 次。建立的赶山鞭药材总黄酮提取物的 HPLC 指纹图谱有 15 个共有指纹峰，指纹图谱的相似度分析结果显示相似度均大

于 0.61，表明 10 批样品的化学成分一致性较好，但各成分含量存在差异，对部分色谱峰进行了归属指认分别是金丝桃苷、

槲皮素、芦丁、山柰酚。聚类分析可知欧氏距离为 25 时，10 批样品可聚为 2 类，S1 与 S7 为一类，其余聚为一类；欧氏距

离为 15 时，可聚为 5 类，即 S3、S5、S6、S8～S10 聚为一类，S1、S2、S4、S7 各为一类。经主成分分析，4 个主成分因子

的累积方差贡献率为 88.659%，以 S5 样品的主成分因子综合得分最高。结论  响应面法优化的赶山鞭总黄酮提取纯化条件

简单可靠，建立的 HPLC 指纹图谱能够简便、高效地反映赶山鞭总黄酮提取物中大部分化学成分信息，为赶山鞭药材的质

量评价奠定基础。 
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Abstract: Objective  To optimize the extraction process of the total flavonoids of Ganshanbian (Hypericum attenuatum) and to 

establish the fingerprint profile of the total flavonoids of H. attenuatum. Methods  Single-factor experiments were conducted to 

study the effects of solvent extraction time, extraction times, extraction concentration, and material-to-liquid ratio on the extraction 

rate and transfer rate of hyperoside of total flavonoids in H. attenuatum, on this basis, the central- composite design experimental 

design principle is used to carry out a three-factor five-level experimental design and response surface analysis to optimize the 

extraction process; on the basis of obtaining the best extraction method, on the basis of the best extraction method, the purification 

method of the total flavonoids extract of H. attenuatum was optimized by using the type of resin, the loading concentration of the 

extract, the loading volume of the extract, the elution concentration and the elution volume as the investigating indexes. After that, 

the fingerprints of the total flavonoids extract of H. attenuatum were established by HPLC, and SPSS 22.0 software was used for 

cluster analysis and principal component analysis. Results  The best extraction conditions were 80% ethanol, 1:10 ratio, 2 h per 
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extraction, extract 2 times. The HPLC fingerprints of the total flavonoids of H. attenuatum were determined to have 15 peaks 

common to all chromatograms, and the similarity analysis of the fingerprints showed that the similarity was greater than 0.61, the 

peaks were identified as auriculoside, quercetin, rutin and sannaphene, indicating that the chemical composition of the 10 batches of 

samples was consistent, but there were differences in the content of each component. The clustering analysis showed that when the 

Euclidean distance was 25, the 10 batches of samples could be clustered into 2 classes, S1 and S7 into one class, and the rest into one 

class; when the Euclidean distance was 5, they could be clustered into 5 classes, namely S3, S5, S6, S8—S10 into one class, and S1, 

S2, S4, S7 into one class each. After the principal component analysis, the cumulative variance contribution of the four principal 

component factors was 88.659%, with the highest overall score of the principal component factors for S5 samples. Conclusions  

The extraction and purification conditions of the total flavonoids of H. attenuatum were optimized by response surface analysis. The 

HPLC fingerprint was able to easily and efficiently reflect most of the chemical information in the extract of H. attenuatum Choisy, 

which could provide reference for the quality evaluation and related study of H. attenuatum. 

Key words: Hypericy attenuatum Choisy; total flavonoids; extraction; process optimization; central composite design response surface 

method; fingerprinting; hyperoside; quercetin; rutin; kaempferol 
 

赶山鞭 Hypericy attenuatum Choisy 收载于《现

代中药学大辞典》[1]、《全国中草药汇编》[2]、《中

国植物志》[3]，又名乌腺金丝桃，俗称为稳心草，

为民间常用中草药，民间常用全草代茶饮，治疗心

脏病，在我国植物资源广泛，具有很大的药用开发

价值。现代研究表明赶山鞭具有抗心律失常、抗心

肌缺血、抗肿瘤、抗抑郁、抑菌等作用[4]。课题组

前期药效学研究结果表明，赶山鞭总黄酮类成分可

拮抗 CaCl2 所致的大鼠心律失常；在离体大鼠心脏

功能试验中，总黄酮成分可提高离体心脏心肌收缩

力，减慢离体心脏心率，使心律更加稳定规整，该

部位是赶山鞭抗心律失常的主要活性部位[5]。鉴于

此，对赶山鞭总黄酮的最佳提取工艺进行优化，建

立赶山鞭总黄酮的指纹图谱，对赶山鞭物质基础研

究及质量标准的制定，具有十分重要的意义。本研

究首先采用星点设计效应面法对不同来源的 10 批

赶山鞭药材中的总黄酮进行了提取，对获得的 10

批赶山鞭药材总黄酮提取物建立了 HPLC 指纹图

谱，并结合聚类分析、主成分分析对其质量进行评

价，为赶山鞭药材的质量评价奠定基础。 

1  药材、仪器与试药 

赶山鞭全草，经黑龙江中医药大学生药学教研

室王振月教授鉴定为藤黄科金丝桃属植物赶山鞭

H. attenuatum Choisy[6]。S1～S10 批次的产地及采收

时间分别为黑龙江密山市（2015 年 7 月）、黑龙江

海林市（2015 年 7 月）、黑龙江省哈尔滨市（2016

年 7 月）、黑龙江海林市（2016 年 7 月）、吉林省吉

林市（2014 年 7 月）、吉林省吉林市（2015 年 7 月）、

黑龙江密山市（2016 年 7 月）、黑龙江省牡丹江市

（2015 年 7 月）、黑龙江省大兴安岭地区（2016 年 7

月）、黑龙江省呼玛县（2016 年 7 月）。 

安捷伦 1260 型 HPLC 高效液相色谱仪，DAD

二极管阵列检测器，美国安捷伦公司；Xbrige C18

色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），美国 Waters 公

司。对照品金丝桃苷（批号 111521-201507）、金丝

桃素（批号 10121-201403）、槲皮素（批号 100081- 

201610）、山柰酚（批号 520-18-3）、芦丁（批号

153-18-4），均购自中国食品药品检定研究院，质量

分数均＞98.0%；乙腈，色谱纯，美国 Fisher 公司；

甲酸，HPLC 级，科密欧化学试剂有限公司；娃哈

哈纯净水，杭州娃哈哈集团。 

2  方法与结果 

2.1  赶山鞭总黄酮含量测定方法的建立 

2.1.1  赶山鞭药材的处理及总黄酮提取液供试品溶

液的制备  精密称取药材粉末约 2.0 g（过 24 目筛）

经 100 mL 醋酸乙酯超声提取后蒸干，甲醇复溶，

取上清滤过，并定容至 20 mL 量瓶中，得药材供试

品溶液。精密称取赶山鞭药材粉末约 15 g，过 24

目筛，以适宜体积分数的乙醇、料液比、回流时间

提取，提取液定容至 50 mL，得到赶山鞭总黄酮提

取液供试品溶液。 

2.1.2  对照品溶液的制备  精密称定一定量芦丁对

照品置于 100 mL 量瓶中，用 60%乙醇将其溶解后

定容至 100 mL，得到质量浓度为 0.2 mg/mL 的芦丁

对照品溶液。 

2.1.3  线性关系考察  精密量取芦丁对照品溶液

0.2、0.8、1.0、1.6、1.8 mL，30%乙醇稀释至 2.6 mL，

加入 5%亚硝酸钠溶液 0.2 mL，混匀后放置 6 min，

再加入 10%亚硝酸铝溶液 0.2 mL，摇匀放置 6 min，

加入 4%氢氧化钠溶液 2 mL，放置 15 min。以试剂

为空白，500 nm 处测定吸光度（A）值[7]。所得标

准曲线的回归方程为 A＝2.293 8 C＋0.180 8，r＝
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0.999 6，结果表明芦丁在 0.008～0.072 mg/mL 线性

关系良好。 

2.1.4  精密度试验  吸取 0.20 mg/mL 芦丁对照品

溶液 1.0 mL，按照“2.1.3”项方法操作，连续 6 次

重复，测得 A 值的 RSD 为 0.9%，结果表明检测仪

器精密度良好。 

2.1.5  重复性试验  准确称取 6 份赶山鞭药材粉末

（S5）各 15 g，按照“2.1.1”项下方法制备赶山鞭

总黄酮提取液，按“2.1.3”项方法测定 A 值的 RSD

为 1.3%，说明该方法重复性良好。 

2.1.6  稳定性试验   准确称取赶山鞭药材粉末

（S5）15 g，按照“2.1.1”项下方法制备赶山鞭总黄

酮提取液，按“2.1.3”项方法每 20 min 测 1 次 A 值，

持续 180 min，测得 A 值的 RSD 为 1.1%，表明供试

品溶液在 180 min 内稳定。 

2.1.7  加样回收率试验  准确称取 6 份赶山鞭药材

粉末（S5）各 15 g，按照“2.1.1”项下方法制备赶

山鞭总黄酮提取液，分别准确吸取 1.0 mL 置于加入

了 0.20 mg/mL 芦丁对照品溶液 1 mL 的 25 mL 比色

管中，按“2.1.3”项方法测定样品总黄酮含量，计

算芦丁加样回收率，结果平均加样回收率为

98.08%，RSD 为 1.2%。 

2.1.8  样品测定  准确吸取各待测的 1.0 mL 赶山

鞭总黄酮提取液置于的 25 mL 比色管中，按“2.1.3”

项方法测定样品总黄酮含量。 

2.2  金丝桃苷含量测定方法的建立 

2.2.1  对照品溶液的制备  金丝桃苷对照 10.57 

mg，甲醇定容，得质量浓度为 0.1 mg/mL 的对照品

溶液。 

2.2.2  供试品溶液的制备  同“2.1.1”项下。 

2.2.3  色谱条件  色谱柱为 Xbrige C18柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1%磷酸水溶液

（68∶32）；体积流量为 1.0 mL/min；柱温为 35 ℃；

检测波长 360 nm；进样量 10 µL。该色谱条件下，

金丝桃苷色谱峰无干扰，所得色谱图见图 1。 

2.2.4  线性关系考察  取金丝桃苷对照品溶液适

量，分别加甲醇稀释，按“2.2.3”项下色谱条件测

定，以进样量为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），

得金丝桃苷的线性回归方程 Y＝12 907 X＋165.2，

R2＝0.994 7，线性范围为 0.01～2.0 g/L。 

2.2.5  精密度试验  取赶山鞭（S5）总黄酮提取液

供试品溶液，按“2.2.3”项下色谱条件进样 6 次，

计算金丝桃苷峰面积的 RSD 为 0.4%。 

 

 

 

图 1  金丝桃苷对照品 (A) 和赶山鞭总黄酮样品 (B) 的

HPLC 图 

Fig. 1 HPLC of hyperoside reference substance (A) and 

total flavonoids of H. attenuatum (B) 

2.2.6  稳定性试验  取赶山鞭（S5）总黄酮提取液

供试品溶液适量，分别于放置 0、8、10、16、20、

24 h 后按“2.2.3”项下色谱条件测定，计算金丝桃

苷峰面积的 RSD 为 0.5%，说明供试品溶液在 24 h

内稳定。 

2.2.7  重复性试验  取赶山鞭药材（S5），按“2.1.1”

项下方法平行制备 6 份赶山鞭总黄酮提取液供试品

溶液，按“2.2.3”项下色谱条件测定，结果金丝桃

苷平均质量分数 0.4%，RSD 为 1.4%，说明建立的

方法重复性良好。 

2.2.8  加样回收率试验  取已测定金丝桃苷含量的

赶山鞭（S5）6 份，精密加入 0.4 mg/mL 金丝桃苷

对照品溶液 1 mL，按“2.1.1”项下方法制备总黄酮

供试品溶液，按“2.2.3”项下色谱条件测定，结果

平均加样回收率为 97.19%，RSD 为 1.7%。 

2.2.9  样品测定  取各待测的赶山鞭药材及提取物

供试品溶液，按“2.2.3”项下色谱条件测定并计算

各赶山鞭总黄酮提取物中金丝桃苷的转移率。 

2.3  单因素实验考察赶山鞭总黄酮提取工艺参数 

2.3.1  提取温度的影响  准确称取15 g赶山鞭药材

粉末，在固定提取时间、提取次数、乙醇体积分数

及料液比的前提下，改变溶剂提取温度（30、40、

50、60、70、80 ℃）进行单因素实验，按照“2.1”

“2.2”项操作方法测定，计算提取物中总黄酮的含

量（以芦丁计）及金丝桃苷的转移率，考察提取温

度对赶山鞭总黄酮含量及金丝桃苷转移率的影响。

每个实验重复 3 次。提取温度对总黄酮含量及金丝

桃苷转移率的影响见表 1，随着温度的增加，提取

物中总黄酮含量及金丝桃苷转移率大体呈现上升趋

势，在 70 ℃时达到峰值。 

2.3.2  乙醇体积分数的影响  准确称取15 g赶山鞭

药材粉末，在固定其他考察因素的条件下，改变乙 

0          5          10         15         20 

t/min 

A 

 

 

B 

 

 

C 

金丝桃苷 

金丝桃苷 
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表 1  提取温度对赶山鞭总黄酮含量及金丝桃苷转移率的影响 

Table 1  Effect of extraction temperature on total flavone 

content of flavone and transfer rate of hyperoside 

提取温度/℃ 总黄酮/% 金丝桃苷转移率/% 

30 3.45 29.67 

40 4.56 35.76 

50 5.60 42.48 

60 8.99 53.97 

70 10.88 62.54 

80 9.09 58.67 

 

醇体积分数（30%、50%、60%、80%、90%）进行

单因素试验，按照“2.1”“2.2”项操作方法测定，

计算提取物中总黄酮的含量（以芦丁计）及金丝桃

苷的转移率，考察乙醇体积分数对赶山鞭总黄酮含

量及金丝桃苷转移率的影响，每个实验重复 3 次。

乙醇体积分数对总黄酮含量及金丝桃苷转移率的影

响见表 2，因此，选用 30%～90%的范围进行乙醇

体积分数的优选。随着乙醇体积分数增加，提取物

中总黄酮含量及金丝桃苷转移率大体呈现上升趋

势，在 80%乙醇时达到峰值。 

表 2  乙醇体积分数对赶山鞭总黄酮含量及金丝桃苷转移率

的影响 

Table 2  Effect of ethanol concentration on total flavone 

content of flavone and transfer rate of hyperoside 

乙醇/% 总黄酮/% 金丝桃苷转移率/% 

30 2.54 30.54 

50 4.32 40.67 

60 11.02 63.49 

80 10.07 58.58 

90 9.71 45.34 

 

2.3.3  提取时间的影响  准确称取15 g赶山鞭药材

粉末，在固定其他考察因素的条件下，改变提取时

间（30、60、90、120、180 min）进行单因素实验，

按照“2.1”“2.2”项操作方法测定，计算提取物中

总黄酮的含量（以芦丁计）及金丝桃苷的转移率，

考察提取时间对赶山鞭总黄酮含量及金丝桃苷转移

率的影响，每个实验重复 3 次。提取时间对总黄酮

含量及金丝桃苷转移率的影响见表 3，随着回流提

取时间的延长，在 120 min 时达到峰值。 

2.3.4  料液比的影响  准确称取15 g的赶山鞭药材

粉末，在固定其他考察因素的条件下，改变料液比

（1∶5、1∶10、1∶15、1∶20、1∶25）进行单因素 

表 3  提取时间对赶山鞭总黄酮含量及金丝桃苷转移率的影响 

Table 3  Effect of extraction time on total flavone content of 

flavone and transfer rate of hyperoside 

提取时间/min 总黄酮/% 金丝桃苷转移率/% 

30 1.34 20.49 

60 4.45 27.65 

90 7.34 40.88 

120 11.20 64.78 

180 10.02 55.08 
 

实验，按照“2.1”“2.2”项操作方法测定，计算提

取物中总黄酮的含量（以芦丁计）及金丝桃苷的转

移率，考察料液比对赶山鞭总黄酮含量及金丝桃苷

转移率的影响，每个实验重复 3 次。料液比对总黄

酮含量及金丝桃苷转移率的影响见表 4，随着料液

比的增加，总黄酮含量及金丝桃苷转移率呈现先增

加后降低的趋势，其中料液比 1∶10 达到峰值。 

2.3.5  提取次数的影响  准确称取15 g赶山鞭药材

粉末，在固定其他考查因素的条件下，改变提取次

数（1、2、3 次）进行单因素实验，按照“2.1”“2.2”

项操作方法测定，计算提取物中总黄酮含量（以芦

丁计）及金丝桃苷的转移率，考察提取次数对赶山

鞭总黄酮含量及金丝桃苷转移率的影响，每个实验

重复 3 次。提取次数对总黄酮含量及金丝桃苷转移

率无显著影响，选择提取次数为 2 次。 

综上分析，选择 80%乙醇，料液比 1∶10，回

流提取 120 min，为中心点进行响应面试验设计。 

表 4  料液比对赶山鞭总黄酮含量及金丝桃苷转移率的影响 

Table 4  Effect of ratio of material to liquid on total flavone 

content of flavone and transfer rate of hyperoside 

料液比 总黄酮/% 金丝桃苷转移率/% 

1∶5 6.89 40.57 

1∶10 11.03 69.65 

1∶15 9.98 52.58 

1∶20 8.76 49.79 

1∶25 8.05 43.32 
 

2.4  响应面法优化赶山鞭总黄酮最佳提取工艺 

2.4.1  响应面试验  在单因素考察的基础上，利用

Central-Composite 试验设计原理，以提取温度为

70 ℃，总黄酮含量（Y1）和金丝桃苷的转移率（Y2）

为考察指标，设计甲醇体积分数（X1）、料液比（X2）

和回流时间（X3）3 因素 5 水平中心组合试验，上、

下区域各取 1 水平值以（−1.682、−1、0、+1、+1.682）
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进行编码，作为响应曲面试验设计水平，应用

Design-Expert 11 统计软件设计 3 因素 5 水平的响应

面试验对提取工艺进行寻优，以确定最优的提取方

法，试验安排及结果见表 5。 

表 5  响应面实验设计及结果 

Table 5  Central composite design arrangement and result 

试验号 X1/% X2 X3/h Y1/% Y2/% 试验号 X1/% X2 X3/h Y1/% Y2/% 

1 56.08 (−1) 0.09 (−1) 1.41 (−1) 6.03 35.45 11 65 (0) 0.08 (−1.682) 2 3.04 30.65 

2 73.92 (+1) 0.09 1.41 6.21 36.78 12 65 0.12 (+1.682) 2 3.08 32.11 

3 56.08 0.11 (+1) 1.41 2.89 29.62 13 65 0.10 1 (−1.682) 2.23 19.87 

4 56.08 0.11 2.59 (+1) 6.34 35.02 14 65 0.10 3 (+1.682) 2.89 20.61 

5 73.92 0.11 2.59 5.88 40.32 15 65 0.10  2 11.20 72.57 

6 73.92 0.09 2.59 6.43 41.20 16 65 0.10  2 11.07 72.01 

7 56.08 0.09 2.59 5.99 41.21 17 65 0.10 2 11.31 73.89 

8 73.92 0.11 1.41 6.09 37.90 18 65 0.10 2 11.19 71.32 

9 50 (−1.682) 0.10 (0) 2 (0) 2.95 19.45 19 65 0.10 2 11.32 73.72 

10 80 (+1.682) 0.10 2 3.12 33.21 20 65 0.10 2 11.37 73.96 

 

2.4.2  模型拟合及方差分析  采用 Design-Expert 

8.0.6 软件，以 Y1、Y2为响应参数对因素 X1、X2、X3

进行 2 次多项式回归方程拟合，得拟合方程分别为

Y1＝11.14＋0.27 X1－0.25 X2＋0.33 X3＋0.27 X1X2＋

0.38 X2X3－2.19 X1
2－2.19 X2

2－2.36 X3
2（R2＝0.828 2，

P＜0.000 1），Y2＝72.46＋2.79 X1－0.68 X2＋1.41  

X3＋1.53 X1X2－0.54 X1X3－0.30 X2X3－13.5 X1
2－

11.72 X2
2－15.66 X3

2（R2＝0.911 4，P＜0.000 1），

从拟合方程的 R2 与 P 可知，2 次多项式拟合较好，

可用此模型对总黄酮提取工艺进行预测和分析。Y1、

Y2 回归方程的方差分析见表 6。结果发现 Y1、Y2 模

型项均 P＜0.000 1，说明回归方程的关系是极显著

的。对于 Y1、Y2 模型方程，X1、X2、X3、X1X2、X1X3、

X2X3、X1
2、X2

2、X3
2 都是显著项，是 Y1、Y2 的显著

影响因素，交互影响因素 3D 效果图与等高线图见

图 2。 

2.4.3  响应面优化与预测  结合试验要求，公共区

域中响应面值较高部分为最佳的区域，并选择最佳

范围，确定最佳范围是 50≤X1≤80，1∶8≤X2≤1∶

12，1≤X3≤3。采用 Design-Expert 11.0 软件优化考

察因素范围。最终确定赶山鞭总黄酮的最优提取工

艺为 X1＝65%，X2＝1∶10，X3＝2 h，此时 Y1＝ 

（11.24±0.11）%，Y2＝（64.23±6.05）%。 

2.4.4  优化后的处方验证  分别精密吸取 10 批样

品的供试品溶液适量，按“2.2.3”项下色谱条件测

定，结果见表 7。综上所述，确定赶山鞭总黄酮的

最优处方工艺为乙醇浓度为 65%，料液比为 1∶10，

提取时间为 120 min。按该工艺条件提取 3 批赶山

鞭总黄酮样品，将检测结果与拟合方程的预测值进

行对比，按公式［相对偏差＝(预测值－实测值)/预

测值］计算相对偏差，以评估模型方程的可靠性。

各批样品总黄酮含量预测值为 11.14%，实测值

11.17%、11.21%、11.25%、11.24%、11.38%、11.30%、

11.21%、11.19%、11.22%、11.27%，实测平均值 

表 6  回归模型的方差分析 

Table 6  Analysis of variance of regression model 

方差 

来源 
自由度 

总黄酮含量 金丝桃苷转移率 方差 

来源 
自由度 

总黄酮含量 金丝桃苷转移率 

平方和 F 值 P 值 平方和 F 值 P 值 平方和 F 值 P 值 平方和 F 值 P 值 

模型 9 188.97 5.36 0.007 5 6 983.48 11.42 0.000 4 X2X3 1 1.17 0.30 0.596 8 0.696 2 0.01 0.921 4 

X1 1 0.97 0.25 0.629 1 105.97 1.56 0.240 1 X1
2 1 69.38 17.70 0.001 8 2 628.03 38.69 ＜0.000 1 

X2 1 0.84 0.21 0.652 8 6.37 0.09 0.765 8 X2
2 1 68.83 17.56 0.001 9 1 979.04 29.14 0.000 3 

X3 1 1.50 0.38 0.549 7 27.12 0.40 0.541 6 X3
2 1 80.41 20.51 0.001 1 3 532.89 52.02 ＜0.000 1 

X1X2 1 0.56 0.14 0.712 9 18.79 0.28 0610 4 残差 10 39.20   67.92   

X1X3 1 1.45 0.37 0.557 3 2.33 0.03  0.856 7         
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图 2  自变量 X1、X2、X3与应变量 Y1、Y2的效应面图 

Fig. 2  Response surface diagram of independent variables X1, X2, X3 and dependent variables Y1, Y2 

11.25%，实测值与预测值之间的相对偏差＜5%，各

批样品金丝桃苷转移率预测值为 64.80%，实测值

65.85%、65.78%、74.41%、68.18%、55.56%、59.10%、

54.76%、67.44%、65.22%、65.96%，实测平均值

64.23%，实测值与预测值之间的相对偏差＜5%，与

总黄酮的含量结果是一致的。上述结果说明优选的

提取工艺稳定可行。 

2.5  赶山鞭总黄酮提取物 HPLC 指纹图谱的建立 

2.5.1  色谱条件  色谱柱为 Xbrige C18 柱（250  

mm×4.6 mm，5 μm）；以乙腈-0.1%磷酸水溶液为

流动相进行梯度洗脱：0～3 min，15%乙腈；3～38 

min，15%～90%乙腈；38～43 min，90%乙腈；43～ 
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表 7  赶山鞭总黄酮的理化特征参数 

Table 7  Physiochemical parameters of total flavonoids 

extract of H. attenuatum 

批次 总黄酮/% 
金丝桃苷/% 

转移率/% 
总黄酮中 药材中 

S1 11.17 0.27 0.41 65.85 

S2 11.21 0.25 0.38 65.78 

S3 11.25 0.32 0.43 74.41 

S4 11.24 0.30 0.44 68.18 

S5 11.38 0.25 0.45 55.56 

S6 11.30 0.26 0.44 59.10 

S7 11.21 0.23 0.42 54.76 

S8 11.19 0.29 0.43 67.44 

S9 11.22 0.30 0.46 65.22 

S10 11.27 0.31 0.47 65.96 
 

46 min，90%～15%乙腈；46～50 min，15%乙腈；

体积流量为 1.0 mL/min；柱温为 35 ℃；检测波长

266 nm。 

2.5.2  对照品溶液配制  取金丝桃苷、金丝桃素、

槲皮素、山柰酚、芦丁对照品适量，精密称定，加

甲醇制成分别含 0.23、0.14、0.24、0.18、0.20 mg/mL

的对照品溶液。 

2.5.3  供试品溶液的制备  取不同批次的赶山鞭样

品 3 g 粉碎，过 4 号筛，65%乙醇 30 mL 回流提取

2 h，将提取液浓缩至 10 mL 并蒸干，用甲醇溶解，

作为赶山鞭总黄酮供试品溶液。 

2.5.4  精密度试验  取同一赶山鞭总黄酮供试品溶

液，连续进样 6 次，按“2.5.1”项色谱条件方法测

定指纹图谱。应用相似度软件分别对共有指纹峰的

相对保留时间和相对峰面积进行统计。结果表明，

各共有指纹峰的相对保留时间和相对峰面积无明显

变化（RSD＜3%），精密度合格，符合指纹图谱的

技术要求。 

2.5.5  稳定性试验  取同一赶山鞭总黄酮供试品溶

液，按“2.5.1”项色谱条件方法，分别在 0、4、8、

12、16 h 连续进样 6 次，测定指纹图谱。应用相似

度软件分别对共有指纹峰的相对保留时间和相对峰

面积进行统计。结果表明，各共有指纹峰的相对保

留时间和相对峰面积无明显变化（RSD＜3%），供

试品溶液在 24 h 内基本稳定，符合指纹图谱的技术

要求。 

2.5.6  重现性试验  取同一批次赶山鞭药材样品 6

份，按“2.1.1”项下方法制成 6 份赶山鞭总黄酮供

试品溶液，再按选择好的色谱条件方法测定各指纹

图谱。应用相似度软件分别对共有指纹峰的相对保

留时间和相对峰面积进行统计。结果表明，各共有

峰的相对保留时间和相对峰面积无明显变化（RSD＜

3%），方法重复性良好，符合指纹图谱的技术要求。 

2.5.7  指纹图谱的建立[8]及部分色谱峰的归属指认  

取 10 批赶山鞭总黄酮提取物，按“2.5.1”项色谱条

件进样测定，记录色谱图，将数据导入“中药色谱

指纹图谱相似度评价系统（2012 版）”，生成叠加图

谱及对照图谱，见图 3。以金丝桃苷、金丝桃素、

槲皮素、山柰酚、芦丁作对照，对指纹图谱中部分

共有指纹峰进行了确认，通过保留时间和在线紫外

光谱，确认各指纹峰见图 4，选择的对照品金丝桃

苷的吸收峰（7 号峰），其为赶山鞭的主要代表成分，

且稳定，因此选其为参照物峰。 

2.5.8  指纹图谱相似度计算  通过对 10 批赶山鞭 

 

图 3  赶山鞭总黄酮提取物指纹图谱 

Fig. 3  Fingerprint of total flavonoids of H. attenuatum 

 

5-芦丁  7-金丝桃苷  13-槲皮素  14-山柰酚  15-金丝桃素 

5-rutin  7-hyperoside  13-quercetin  14-kaempferol  15-hypericin 

图 4  赶山鞭总黄酮典型图谱 (A) 与混合对照品 HPLC 图 

(B) 

Fig. 4  Typical chromatogram of total flavonoids extract of 

H. attenuatum (A) and HPLC of mixed reference substances 

(B) 
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提取物指纹图谱进行了测定，各指纹图谱中共有指

纹峰的相对保留时间和相对峰面积见表 8，相似度

计算结果见表 9，比较其色谱图，发现有 15 个指纹

峰为各色谱图所共有，确定为共有指纹峰，不同批

次赶山鞭提取物相似度大于 0.61，相似度评价结果

表明，各批药材样品间质量存在差异。各共有峰相

对峰面积的 RSD 相差较大，提示不同产地赶山鞭药

材的成分虽一致，但含量存在差异。 

2.6  聚类分析 

以 10 批样品的 15 个共有峰的相对峰面积为原

始数据，采用 SPSS 21.0 软件，以系统聚类法结合

欧氏距离（d）为测度进行分析，结果见图 5。由图

5 可知，d＝25 时，10 批样品可聚为 2 类，S1，S7

为一类，其余聚为一类；d＝15 时，可聚为 5 类，

即 S3、S5、S6、S8、S9、S10 聚为一类，S1、S2、

S4、S7 各为一类。 

表 8  10 批赶山鞭提取物共有指纹峰保留时间及峰面积的 RSD 

Table 8  RSD of shared fingerprint peak retention time and peak area of 10 batches of total flavonoids extract in H. 

attenuatum 

峰号 t/min 
峰面积 RSD/% 

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 保留时间 峰面积 

1 3.55 977.20 895.80 713.35 829.09 913.67 885.64 793.74 721.32 889.54 769.54 3.73 8.55  

2 5.74 164.47 151.29 155.31 170.22 171.31 164.32 193.80 190.21 173.04 168.77 4.81 8.01  

3 8.28 199.01 189.76 206.05 207.37 202.08 207.68 202.76 188.65 197.62 193.89 1.70 2.62  

4 8.35 868.08 972.64 860.31 830.98 845.54 889.56 918.81 840.32 887.73 894.43 0.05 4.92  

5 12.31 1 046.95 1 141.26 1 230.35 1 194.29 1198.11 1 259.72 1 152.89 1 098.43 1 108.39 1 178.14 1.23 6.04  

6 12.50 815.36 713.48 737.80 840.88 802.73 700.85 763.80 729.40 805.56 781.45 0.05 5.97  

7 15.01 2 121.07 2 280.89 2 186.56 2 237.22 1 923.41 1 947.68 2 058.28 1 999.57 2 087.65 2 090.67 0.31 6.09  

8 15.63 727.43 848.26 739.78 767.07 803.88 737.82 720.95 726.89 759.67 800.59 0.29 5.59  

9 18.86 383.66 380.40 424.69 431.37 449.47 412.82 414.73 397.50 404.67 419.87 1.90 5.07  

10 20.39 397.35 362.62 361.65 311.86 327.39 319.26 309.10 323.98 348.78 318.67 0.65 8.26  

11 23.62 554.92 550.48 565.97 549.97 589.47 524.15 568.41 525.89 548.98 558.97 0.37 2.95  

12 28.90 175.56 177.85 154.72 159.92 163.03 203.56 180.43 168.76 172.59 196.78 1.26 8.43  

13 34.92 1 035.36 989.37 1 162.90 1 111.21 1 063.94 1 251.80 1 069.47 1 074.87 1 092.90 1 046.69 0.36 6.81  

14 42.91 5 866.76 5 716.16 5 692.01 5 091.11 4 743.34 4 908.56 5 899.10 5 056.47 5 129.67 4 896.59 0.62 8.07  

15 43.62 1 617.61 1 621.37 1 895.06 1 862.64 1 771.80 1 856.34 1 938.95 1 699.07 1 832.45 1 730.01 0.17 6.42  

表 9  10 批赶山鞭提取物指纹图谱相似度评价结果 

Table 9  Evaluation results of similarity of fingerprints of 10 batches of extracts of H. attenuatum 

样品 
相似度 

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 对照 

S1 1.000 0.724 0.654 0.765 0.670 0.752 0.621 0.687 0.754 0.688 0.872 

S2 0.724 1.000 0.612 0.631 0.718 0.827 0.873 0.701 0.778 0.671 0.886 

S3 0.654 0.612 1.000 0.787 0.776 0.869 0.634 0.717 0.769 0.701 0.855 

S4 0.765 0.631 0.787 1.000 0.674 0.669 0.727 0.689 0.735 0.696 0.793 

S5 0.670 0.718 0.776 0.674 1.000 0.883 0.639 0.614 0.689 0.757 0.859 

S6 0.752 0.827 0.869 0.669 0.883 1.000 0.629 0.712 0.704 0.682 0.811 

S7 0.621 0.873 0.634 0.727 0.639 0.629 1.000 0.698 0.720 0.683 0.837 

S8 0.687 0.701 0.717 0.689 0.614 0.712 0.698 1.000 0.698 0.726 0.798 

S9 0.754 0.778 0.769 0.735 0.689 0.704 0.720 0.698 1.000 0.649 0.801 

S10 0.688 0.671 0.701 0.696 0.757 0.682 0.683 0.726 0.649 1.000 0.845 

对照 0.872 0.886 0.855 0.793 0.859 0.811 0.837 0.798 0.801 0.845 1.000 
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图 5  10 批样品聚类分析树状图 

Fig. 5  Cluster analysis dendrogram of 10 batches of 

samples 

2.7  主成分分析 

以各共有峰的相对峰面积为指标，将 10 批样本

14 个共有峰（除峰 7 外）的相对峰面积进行标准化

处理后，采用 SPSS 21.0 软件进行主成分分析，计

算其特征值和方差贡献率，以特征值＞1，累积方差

贡献率 85%左右为标准，得到 4 个主成分因子的特

征值分别为 7.639、1.958、1.473、1.342，作为样本

质量评价的主要因子；4 个主成分因子的累积方差

贡献率为 88.659%，结果见表 10。 

选择提取该4个主成分因子对10批样品进行评

分，以方差贡献率为分配系数，线性组合 4 个主成

分因子，计算各批样品的主成分因子得分及综合得

分，并对综合得分［综合得分＝相应的因子得分×

(相应主成分的特征值)1/2］进行排序，综合得分越

高表明对样品中有效成分的统计质量越好[9-10]，结

果见表 11。可见，综合得分由高到低依次为 S5、

S6、S10、S7、S9、S8、S1、S3、S4、S2。 

表 10  赶山鞭总黄酮中 4 个主成分因子的特征值和方差贡

献率 

Table 10  Eigenvalues and variance contributions of four 

principal component factors of total flavonoids of H. 

attenuatum 

主成分因子 特征值 方差贡献率/% 累积方差贡献率/% 

1 7.639 54.561 54.561 

2 1.958 13.989 68.550 

3 1.473 10.520 79.070 

4 1.342 9.589 88.659 

表 11  10 批赶山鞭总黄酮主成分因子得分及排序 

Table 11  Factor scores and ranking of main components of 

10 batches of total flavonoids of H. attenuatum 

编号 
主成分因子得分 

综合得分 排序 
因子 1 因子 2 因子 3 因子 4 

S1 −1.62 2.74 −0.72 0.43 −0.54 7 

S2 −4.48 0.79 0.45 −2.11 −2.49 10 

S3 −2.38 −1.21 0.32 1.03 −1.34 8 

S4 −2.89 −2.48 −1.41 0.28 −2.04 9 

S5 4.01 −0.18 −1.56 −0.73 1.93 1 

S6 3.33 −0.76 1.99 −1.60 1.77 2 

S7 0.80 0.12 1.68 1.55 0.78 4 

S8 0.58 −0.22 −0.20 −0.13 0.25 6 

S9 0.96 1.09 −0.35 0.73 0.71 5 

S10 1.70 0.10 −0.21 0.55 0.97 3 

 

3  讨论 

响应面法是以 3 水平 2 阶实验设计和数学建模

为基础的优化方法，该方法能够克服正交设计无法

找出整个区域上因素的最佳组合和响应值的最优值

的缺陷，弥补均匀设计等线性模型精密度低的不足，

能更好地揭示自变量和非自变量之间的关系，故具

有较高的科学性和准确性[11-12]，相较于正交实验设

计更加简化，与均匀设计相比更全面，可显著减少

试验的次数，该方法的精密度高，预测性较好[13-15]。

课题组前期研究表明赶山鞭抗心律失常的主要药效

物质基础为总黄酮类成分[16]，本研究以总黄酮总提

取率及金丝桃苷的转移率为指标，通过单因素实验

和 Central- Composite 响应面设计并利用 3D 响应面

和 2D 等高线图分析，确定了回流提取赶山鞭总黄

酮 3 个因素的主次关系并得到了提取效果最优的理

论工艺条件：乙醇为 65%，料液比为 1∶10，回流

时间 120 min，提取 2 次。通过验证试验表明赶山

鞭总黄酮含量实测值与理论值相近，证明响应面法

所构建的模型准确可靠，优化后的总黄酮含量较高。

在此基础上，建立了赶山鞭总黄酮含量的 HPLC 指

纹图谱。 

HPLC 在中药成分研究等方面都是重要的分析

手段，它给出的是高分辨的轮廓图谱，具有适用范

围广、重现性较好，操作容易，外界影响因素小，

所得色谱的稳定性好等优点，HPLC 指纹图谱能够

较好地从“整体”视角来反映中药材的化学成分，

被广泛应用于中药材的质量评价中[17-20]。因此，本

欧氏距离 
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研究采用 HPLC 技术构建 10 批赶山鞭药材总黄酮

提取物的指纹图谱，指纹图谱的相似度为大于 0.61，

可能因为不同地域的光照、降水、土壤条件不同，

对药材质量差异性影响较大。实验中获得相应的指

纹图谱信息数据，为赶山鞭的质量标准的建立及赶

山鞭抗心律失常的“谱效关系”提供实验基础。 

本实验中所建立的赶山鞭总黄酮的 HPLC 指纹

图谱，实验方法的精密度、重复性、稳定性良好，

且操作简便可行，符合指纹图谱研究的技术要求。

共识别了 15 个共有峰，但各成分含量存在差异，经

对照品指认，对部分色谱峰进行了归属指认分别是

金丝桃苷、槲皮素、芦丁、山柰酚。聚类分析可对

赶山鞭药材进行较好地分类，分析结果为当欧式距

离为 25 时，10 批赶山鞭可分为 2 类：赶山鞭总黄

酮含量低的 S1、S7，即产地为黑龙江密山市聚为一

类；当欧式距离为 15 时，除黑龙江省海林市和密山

市以外产地的 S3、S5、S6、S8～S10 聚为一类，总

黄酮总含量相对较高，表明基于总黄酮含量差异评

价赶山鞭质量的差异与其产地有关。 

对赶山鞭总黄酮的特征图谱进行主成分分析，

共选择了 4 个主成分，累积方差贡献率达到 85%以

上，得到 4 个主成分因子的特征值分别为 7.639、

1.958、1.473、1.342，选择提取该 4 个主成分因子

对 10 批样品进行评分，对综合得分进行排序，综合

得分由前 3 位依次为 S5、S6、S10。表明主成分分

析结果与聚类分析结果部分相近，2 种分析结果存

在一致性和科学性。综上所述，本研究基于聚类分

析和主成分分析研究赶山鞭总黄酮 HPLC 特征图谱

可作为赶山鞭药材质量评价的方法和依据。 
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