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基于多指标成分含量测定探索黄芩药材质量综合评价模式
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摘要: 本研究基于多指标成分含量测定探索黄芩药材质量综合评价模式, 采用高效液相色谱 (HPLC) 建立黄芩

中 8种黄酮类成分同时定量分析的方法, 建立以黄芩苷为内参比物质的一测多评法 (QAMS); 采用 2,2'-联氨-双 (3-

乙基苯并噻唑啉-6-磺酸) 二胺盐 (ABTS+) 法测定不同批次黄芩药材抗氧化活性, 并以这8种成分的含量与抗氧化活

性效价进行灰色关联度分析, 评价不同成分对黄芩药材抗氧化活性的贡献; 比较不同产地、不同商品规格、不同采收

年限黄芩药材的综合质量。结果表明, 以黄芩苷为内参比物质测得的各指标成分相对校正因子系统适应性良好,

QAMS法测定结果与外标法无显著差异; 黄芩苷等 8种指标成分与黄芩药材抗氧化活性关联性较强, 灰色关联系

数在 0.772 4～0.808 6之间, 其中黄芩苷、汉黄芩苷和粘毛黄芩素 III等的含量与药材抗氧化活性负相关, 而黄芩素、

汉黄芩素、千层纸素A、去甲汉黄芩素苷和千层纸素A-7-O-β-D葡萄糖醛酸苷等的含量则与药材抗氧化活性正相

关。黄酮苷与黄酮苷元含量比值 (G/A) 结合药材性状特征可作为划分不同品类黄芩药材的评价指标。G/A小于 10

为枯芩, G/A大于 10为子芩或含有枯心的子芩。本研究所建立的QAMS简便、准确, 可用于黄芩 8种黄酮类成分含

量测定, 结合ABTS+抗氧化活性与灰色关联度分析法建立了基于生物活性的黄芩质量综合评价模式, 为建立符合中

药自身特色的质量标准提供了新的思路和方法。
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Abstract: A model for quality evaluation was developed by determination of multi-index components in

Scutellaria baicalensis Georgi. Eight flavonoids in Scutellaria baicalensis Georgi were quantified by high perfor‐

mance liquid chromatography (HPLC), and a quantitative analysis of multi-components with a single marker

(QAMS) method with baicalin as the internal reference substance was established. The 2,2'-azino-bis (3-ethylben‐

zothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS+) method was applied to determine the antioxidant activity

of different batches of Scutellaria baicalensis Georgi. Grey relevance analysis was conducted to calculate the grey

correlation coefficients of each antioxidant in the herb. The holistic quality of 75 batches of collected samples from
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different product regions was evaluated to distinguish different commercial types of Scutellaria baicalensis Georgi.

The relative correction factor (RCF) of each index component with baicalin as the internal reference indicated

good applicability, and there was no significant difference in assay results between the QAMS method and the

external standard method (ESM). The results of grey correlation analysis showed that the content of eight index

components including baicalin correlated strongly with the antioxidant activity of Scutellaria baicalensis Georgi.

The calculated grey relational coefficient ranged from 0.772 4 to 0.808 6. The content of oroxylin A-7-O-β-D-gluc‐

uronide, norwogonin-7-O-β-D-glucuronide, baicalein, wogonin and oroxylin A showed positive correlations with the

antioxidant potency. In contrast, baicalin, wogonoside and viscidulin III content exhibited negative correlations.

The ratio of the flavonoid glycosides and flavonoid glycoside aglycones were found to be a critical factor to distin‐

guish the different types of commercial herbs. The crude herbs could be characterized as Scutellaria baicalensis

pith-decayed with a G/A ratio less than 10, and the ratio in Scutellaria baicalensis pith-not decayed should be

more than 10. The QAMS method established in this study is simple and accurate, and can be used for the deter‐

mination of eight flavonoids in Scutellaria baicalensis Georgi. Combined with ABTS+ antioxidant activity and grey

correlation analysis, a comprehensive model for Scutellaria baicalensis Georgi quality determination based on bio‐

logical activity was established, which provides new ideas and methods for the establishment of quality standards

consistent with the characteristics of traditional Chinese medicine.

Key words: Scutellaria baicalensis Georgi; baicalin; quantitative analysis of multi-components with a single

marker; relative correlation factor; antioxidant; grey correlation analysis

黄芩为唇形科植物黄芩 Scutellaria baicalensis

Georgi的干燥根, 始载于《神农本草经》, 性味苦寒, 归

肺、胆、脾、胃、大肠、小肠经, 具有清热燥湿, 泻火解毒,

止血等功效, 现代临床上常用于治疗湿热证、肺热咳

嗽、血热出血等病症, 还具有抗炎、抗肿瘤、抗氧化、保

肝、神经元保护等药理作用 , 是常用大宗中药材之

一[1-4]。我国黄芩资源丰富, 主产于河北、河南、山东、

山西、内蒙古, 道地产区位于河北省承德市、山东莒县,

产地及采收年限的温度、湿度、光照等环境因素均会影

响黄芩的内在质量[5-8]。

但长期以来, 一直根据药材外观性状评价黄芩药

材与饮片质量等级[9]。随着黄芩需求逐年增加, 很多

黄芩等级在市场流通中已很少见或消失。如自南北朝

开始至上世纪 70年代, 黄芩药材按照性状及功效可分

为枯芩与子芩两种规格: 根据黄芩生长规律, 生长至三

年以上者, 其根部上段 (老根) 木心出现中空、腐朽, 称

为枯芩, 善清肺胃上焦之火; 下段仍然致密、坚实, 称为

子芩, 善清大肠下焦之火[10,11]。但现今临床用黄芩已

无枯芩与子芩之分, 市场主流商品是坚实黄芩 (子芩)

或含有少量枯心的子芩。因此, 基于主观经验“辨状论

质”的黄芩药材与饮片规格分级标准已不能适应黄芩

饮片流通现状。

以黄芩苷为代表的 4′-脱氧黄酮及其苷类是黄芩

药材主要代表性成分。2020 版《中国药典》一部“黄

芩”药材项下将黄芩苷作为评定黄芩药材质量的重要

指标成分, 规定黄芩苷含量不得低于 9.0%[12]。但黄芩

素、汉黄芩素、千层纸素A及白杨素, 以及汉黄芩苷、千

层纸素 A-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷及白杨素-7-O-β-D-

葡萄糖醛酸苷等黄酮苷类化合物均为表征不同生长年

限、不同产地、不同商品规格的黄芩药材的特征成分,

也都具有一定的抗菌、抗病毒及解热抗炎的功效[13]。

根据黄芩素、汉黄芩素、千层纸素A及其对应的葡萄糖

醛酸苷之间含量的比值可区分枯芩和子芩[14], 它们也

是子芩和枯芩药效差异的物质基础[10,15-17]。因此, 有必

要建立基于多指标成分定性定量分析来评价不同商品

规格黄芩药材质量的分析方法[13]。

通过“一测多评”(QMAS) 分析方法实现“对照品

替代”, 是解决当前中药化学对照品种类有限, 货源不

足, 价格昂贵等制约多指标成分含量测定分析方法推

广难题, 实现中药检测方法“绿色化”的有效途径[18-20]。

越来越多的学者参照该思路开展了相似的研究, 提出

了如替代对照品法、内标多控法、系统内标法、内标校

正法等策略, 并考察了检测波长等对定量分析结果准

确性的影响[21-26]。2020版《中国药典》在穿心莲、黄连、

丹参等多个品种的含量测定项下应用了 QAMS 的含

量测定方法[27]。

黄芩中的黄酮类化合物通过阻止机体内过量的自

由基攻击蛋白质、脂类、核酸等生物大分子, 避免氧化

应激损伤是其发挥抗炎活性、抗肿瘤活性、抗衰老及心

脑血管疾病等的生物学基础[28-31]。2,2'-联氨-双 (3-乙

基苯并噻唑啉-6-磺酸) 二胺盐 [2,2'-azino-bis (3-ethyl‐

benzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt, ABTS+]

法是目前常用的抗氧化能力测定方法, 可避免黄芩药

材中过氧化物、内源性酶等造成的干扰, 能准确测定多
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成分混合物的抗氧化能力[32,33]。

本研究以黄芩苷为内参比物质建立 QAMS 法测

定黄芩药材中的多指标成分含量, 并进行系统耐用性

考察; 采用ABTS+法比较不同黄芩药材的抗氧化活性,

根据 2020版《中国药典》1431生物检定统计法中的质

反应平行线法计算其抗氧化效价[34], 采用灰色关联度

分析法快速筛选与黄芩药材抗氧化活性关系密切的指

标性成分, 探索基于生物活性的黄芩药材质量综合评

价模式。

材料与方法

材料 本研究所用 75批黄芩药材均来源于山东、

河北、内蒙古、甘肃、山西等不同产区的黄芩药材种植

基地, 详细信息见表 1, 由上海市食品药品检验研究院

提供, 经上海市食品药品检验研究院季申教授鉴定均

为黄芩 (Scutellaria baicalensis Georgi) 的干燥根, 凭证

标本储存于广东药科大学中药学院。

仪器与试剂 Thermo Ulti Mate 3000超高效液相

色谱 (配有 LPG-3400SD 二元液相泵、二极管阵列检

测器 , WPS-3000TRS 自动进样器、在线脱气机、TCC-

3200柱温箱, 美国赛默飞公司), 戴安U-3000变色龙工

作站 6.8 (Chromeleon 6.8, 美国赛默飞公司); SQP型十

万分之一电子天平 (德国赛多利斯科学仪器有限公

司); ME104/02型万分之一电子天平 (瑞士梅特勒-托

利多仪器有限公司); 数控超声清洗仪 (KQ-300DE型,

昆山市超声仪器有限公司); EYELA N-1300旋转蒸发仪

(配有 EYELA CCA-1112A 冷却水循环装置和 EYELA

DPE-1250型溶剂回收装置); 全波长酶标仪 (Multiskan

SKY 型 , 美国赛默飞公司); 乙腈 (OCEANPAK, 色谱

纯); 甲酸 (Aladdin, 色谱纯); 甲醇 (广东光华有限公司,

Table 1 The source of samples

Sample No.
S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24
S25
S26
S27
S28
S29
S30
S31
S32
S33
S34
S35
S36
S37
S38

Batch
181105
181106
181109
181110
181111
181112
181201
181202
181203
181204
150601
150701
150702
160502
20170716-1
20170716-2
20170716-3
20170725-1
20170725-2
20170725-3
20170803-1
20170803-2
170501
170601
170801
170901
171001
171101
171102
171103
171207
171209
171222
171223
171224
S150801
S150802
BZ0201

Origin
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Hebei
Hebei
Hebei
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Neimenggu

Type
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Kuqin

Sample No.
S39
S40
S41
S42
S43
S44
S45
S46
S47
S48
S49
S50
S51
S52
S53
S54
S55
S56
S57
S58
S59
S60
S61
S62
S63
S64
S65
S66
S67
S68
S69
S70
S71
S72
S73
S74
S75

Batch
BZ0202
BZ0203
BZ0204
HX0201
HX0202
HX0203
HX0204
HX0205
HX0206
HX0207
HX0208
HX0210
HX0211
HX0212
HX0213
GZ0201
HB0201
HB0202
HB0203
HB0204
HB0205
HZ0201
HZ0202
HZ0203
HZ0204
HZ0205
HZ0206
190701
190802
191101
191102
20200818
20200810
20200819
20200817
20200102
20190705

Origin
Shanxi
Shanxi
Shanxi
Neimenggu
Neimenggu
Neimenggu
Gansu
Gansu
Gansu
Shanxi
Shanxi
Hebei
Hebei
Hebei
Hebei
Gansu
Gansu
Shanxi
Shanxi
Shanxi
Neimenggu
Shanxi
Shanxi
Shanxi
Shanxi
Shanxi
Hebei
Shandong
Shandong
Shandong
Shandong
Neimenggu
Shanxi
Neimenggu
Neimenggu
Hebei
Hebei

Type
Ziqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Ziqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Ziqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
Kuqin
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分析纯); ABTS+、过硫酸钾 (potassium persulfate, K2SO4)

均购自上海麦克林生化科技有限公司, 水为屈臣氏蒸

馏水, 其他试剂均为分析级。

黄芩苷 (baicalin, 批号 110715-201821)、黄芩素

(baicalein, 批号 111595-201808)、汉黄芩苷 (wogono‐

side, 批号 112002-201702) 和汉黄芩素 (wogonin, 批号

111514-201706) 购自中国食品药品检定研究院, 粘毛

黄芩素Ⅲ (viscidulin Ⅲ, 批号 92519-91-0)、去甲汉黄芩

素苷 (norwogonin-7-O-β -D-glucuronide, 批号 119152-

50-5)、千层纸素 A-7-O-β -D-葡萄糖醛酸苷 (oroxylin

A-7-O-β-D-glucuronide, 批号 36948-76-2) 和千层纸素

A (oroxylin A, 批号 480-11-5) 均购自诗丹德生物技术

有限公司, 本研究所用对照品纯度均大于98%。

色谱条件 色谱柱: YMC-Pack ODS-A (250 mm ×

4.6 mm, 5 μm); 流动相: 乙腈 (A)-0.1%甲酸水 (B), 梯度

洗脱, 洗脱条件: 0～20 min, 10%→20% A; 20～28 min,

20%→25% A; 28～32 min, 25% A; 32～35 min, 25%→
30% A; 35～40 min, 30%→40% A; 40～50 min, 40%→
50% A; 50～60 min, 50% A; 柱温为 35 ℃; 检测波长为

280 nm, 流速为1 mL·min-1, 进样量为10 μL。

对照品储备溶液的制备 取粘毛黄芩素Ⅲ、黄芩

苷、去甲汉黄芩素苷、千层纸素A-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、

汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素A适量, 精密称

定, 以50%甲醇配制成每1 mL中含有各对照品浓度分别

为粘毛黄芩素Ⅲ 0.10 mg、黄芩苷0.37 mg、去甲汉黄芩素

苷0.08 mg、千层纸素A-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷0.16 mg、

汉黄芩苷 0.34 mg、黄芩素 0.36 mg、汉黄芩素 0.11 mg

和千层纸素A 0.06 mg的混合对照品储备溶液, 即得。

供试品溶液的制备 称取黄芩粉末 (过 4 号筛)

0.300 g, 精密称定, 置于具塞锥形瓶中, 加入50 mL 75%

甲醇, 摇匀, 称重; 超声处理 (功率 250 W, 频率 40 kHz)

30 min, 取出, 放冷, 再称量, 用甲醇补足减失的重量,

摇匀, 0.22 μm微孔滤膜滤过, 取续滤液, 即得。

黄芩冻干粉制备 称取3.0 g不同批次黄芩粉末于

锥形瓶中, 按“供试品溶液的制备”项下方法制备黄芩提

取液, 将提取液减压浓缩并盛入称量瓶中, 置于-20 ℃

冰箱冷冻12 h以上后放入冷冻干燥机中冷冻干燥, 得黄

芩冻干粉, 用于抗氧化活性评价。

方法学考察

专属性 取混合对照品溶液、供试品溶液、空白溶

液, 分别注入液相色谱仪, 比较色谱图。

线性关系 精密吸取混合对照品储备溶液适量置

于容量瓶中, 加入 50%甲醇逐级稀释成 5个不同浓度

的混合对照品溶液, 按照HPLC-DAD色谱条件进样测

定, 以对照品浓度 (X) 为横坐标, 峰面积 (Y) 为纵坐标,

进行线性回归, 计算线性回归方程和相关系数。

精密度 取S5黄芩药材, 按“供试品溶液的制备”

项下方法制备供试品溶液, 按照HPLC-DAD色谱条件连

续进样6次, 记录8种指标成分的峰面积, 并计算同一供

试品溶液连续进样6次的各指标成分峰面积的RSD值。

重复性 精密称取 S5 黄芩药材 6 份, 按“供试品

溶液的制备”项下方法制备供试品溶液, 按照 HPLC-

DAD色谱条件测定8种指标成分的含量, 计算RSD。

稳定性 取S5黄芩药材, 按“供试品溶液的制备”

项下方法制备供试品溶液 , 按照 HPLC-DAD 色谱条

件, 分别于 0、1、2、4、6、12、24 h进样分析, 记录 8种指

标成分的峰面积, 并计算放置 24 h内供试品溶液中各

指标成分峰面积的RSD值。

加样回收率 取已知含量的黄芩药材 0.15 g, 精

密称定, 共 6份, 分别按样品-对照品 (1∶1) 的比例加入

一定量的各对照品, 按“供试品溶液的制备”项下方法

制备供试品溶液 , 按照 HPLC-DAD 色谱条件进样分

析, 计算各指标成分的回收率。

QAMS与外标法测定结果比较 取 75批不同产

地的黄芩药材, 按照供试品溶液制备方法制备供试品

溶液, 并按照 HPLC-DAD色谱条件进行测定, 利用平

均相对校正因子计算黄芩药材中粘毛黄芩素Ⅲ、黄芩

苷、去甲汉黄芩素苷、千层纸素A-7-O-β-D-葡萄糖醛酸

苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素A的含量,

并与外标法计算得到的结果进行比较。

抗氧化活性实验 称取过硫酸钾粉末 3.51 mg, 加

入蒸馏水 5 mL充分溶解, 并称取ABTS粉末 21.6 mg,

充分混合后 , 置于 4 ℃冰箱中避光静置 12～16 h, 得

ABTS+储备液; 静止后每次取 1 mL 母液于 100 mL 量

瓶中, 并加入75%甲醇至刻度摇匀即得ABTS+工作液。

另称取各批次黄芩冻干粉 20 mg, 分别加入 75%

甲醇溶液 5 mL溶解, 并逐级稀释成不同浓度的黄芩溶

液作为供试品溶液, 每次吸取 30 μL不同浓度的黄芩

溶液至含 300 μL ABTS+工作液的 96孔板中, 设置 3个

复孔, 避光孵育 7 min, 结束后测量其在 734 nm处的吸

光度, 记为As; 另测得 30 μL 75%甲醇与 300 μL ABTS+

工作液孵育后的吸光度, 记为Ac; 计算公式见式 (1):

自由基清除率 (%) = 1 -
As
Ac

*100% (1)

计算不同浓度的黄芩供试品溶液自由基清除率,

采用 2020版《中国药典》附录通则 1431项下生物检定

统计法[34]中的质反应平行线法计算效价: 将维生素C

的标示效价AT定为 1 U·mg-1, 采用概率单位 (probit) 模

型转换平行线法、Bliss迭代法计算模型参数, 得到不

同黄芩的抗氧化活性效价PT及其可信限FL。
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数据处理 采用ANOVA方法分析检验差异显著

性, 数据统计运算采用 SPSS 25.0 for Windows统计软

件进行处理; 热图分析采用MetaboAnalyst 5.0网站线

上绘制 , 采用 Origin 2017 软件、Prism 7.0 软件绘制聚

类热图中各聚类的箱形图与柱状图。灰色关联度的计

算基于 75批黄芩药材的 8种成分含量, 建立不同批次

黄芩质量灰色模式识别数据集, 以抗氧化活性效价评定

黄芩质量; 首先, 由于其量纲不统一, 需对原始数据采

用归一化法进行标准化处理, 本实验研究采用平均值

归一化法, 即用各列化合物含量分别除以相应列平均

含量。选择最优参考序列和最差参考序列, 最优参考

序列为 n个样品对应指标的最大值, 最差参考序列为

各样品对应指标的最小值, 分别记为△min与△max,

计算公式如公式 (2) 和 (3) 所示:

y (x0 (k) ,xi (k)) =
△min + ρ△max

|| x0 ( )k - xi ( )k + ρ△max
(2)

y ( x0,xi) =
1
n∑1

n y ( x0 ( k ) ,xi ( k ) ) (3)

式 (2) 和 (3) 中 x0为进行归一化后的抗氧化活性

效价, xi为归一化后的8种黄酮类成分含量, ρ为分辨系

数, 取值区间为 (0, 1), 本实验取 ρ = 0.5; y(x0,xi) 即为两

者之间的相对关联度。

关联极性 (σi) 分析: 序列 xi ( k ) 与 x0 ( k ) 之间的关

联极性, 计算公式如公式 (4):

σi =∑k = 1

75 k∙xi ( k ) -
∑k = 1

75 xi ( k )∙∑k = 1

75 k

n
(4)

式 (4) 中 (i = 1、2、3、…、75, k = 1、2、3、…、8, n = 75),

若 sgn(σi) = sgn(σ0), 则 yi与 y0正关联, 关联极性 (σi) 为

“+1”, 说明前者对后者起到增强作用; 若sgn(σi) = -sgn(σ0),

则 yi与 y0负关联, 关联极性 (σi) 为“-1”, 前者对后者起

到削弱作用。

结果与讨论

1 方法学考察

1.1 专属性

测得样品色谱图如图 1所示。空白溶液未出现与

对照品及黄芩药材中 8种待测成分保留时间一致的色

谱峰, 表明空白溶液对 8种待测成分均无干扰, 方法专

属性良好。

1.2 线性关系

8个指标成分的线性回归方程及相关系数见表 2。

8个黄酮类成分在实验条件下显示出良好的线性关系。

1.3 精密度

同一供试品溶液, 连续进样 6次, 粘毛黄芩素Ⅲ、

黄芩苷、去甲汉黄芩素苷、千层纸素 A-7-O-β-D-葡萄

糖醛酸苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素

A峰面积的RSD (n = 6) 分别为 1.45%、0.05%、0.30%、

0.26%、0.14%、0.31%、0.05% 和 0.29%, 表明仪器具精

密性良好。

Table 2 Linear relations of eight analyzed flavonoid compounds in Scutellaria baicalensis

Analyte
Viscidulin III
Baicalin
Norwogonin-7-O-β-D-glucuronide
Oroxylin A-7-O-β-D-glucuronide

Wogonoside
Baicalein
Wogonin
Oroxylin A

Calibration curve
Y = 212.04 X - 0.143 1
Y = 366.92 X + 0.014 7
Y = 507.74 X - 0.213 6

Y = 353.75 X - 0.288 9

Y = 505.14 X - 0.454 1
Y = 570.70 X - 0.907 4
Y = 748.22 X - 0.426 6
Y = 513.90 X - 0.160 9

r²
0.999 8
0.999 7
0.999 9

0.999 9

0.999 9
0.999 9
0.999 9
0.999 9

Linear range/mg·mL-1

0.001 0 - 0.100 0
0.003 7 - 0.370 0
0.008 0 - 0.079 0

0.001 6 - 0.158 0

0.003 3 - 0.330 0
0.037 0 - 0.365 0
0.011 0 - 0.113 0
0.000 5 - 0.054 0

Figure 1 HPLC chromatograms of blank solvent (A) mixed

standard solution (B) and sample solution (C). 1: Viscidulin III;

2: Baicalin; 3: Norwogonin-7-O-β-D-glucuronide; 4: Oroxylin A-7-

O-β-D-glucuronide; 5: Wogonoside; 6: Baicalein; 7: Wogonin; 8:

Oroxylin A
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1.4 重复性

同一样品, 平行制备 6份供试品溶液, 粘毛黄芩素

Ⅲ、黄芩苷、去甲汉黄芩素苷、千层纸素A-7-O-β-D-葡

萄糖醛酸苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素

A 含量的 RSD (n＝6)分别为 1.20%、0.85%、0.87%、

0.65%、0.80%、1.90%、1.88%、1.64%, 表明供试品溶液

制备方法重复性良好。

1.5 稳定性

供试品溶液室温下放置 24 h, 粘毛黄芩素Ⅲ、黄芩

苷、去甲汉黄芩素苷、千层纸素A-7-O-β-D-葡萄糖醛酸

苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素A峰面积

的 RSD 分别为 1.65%、0.21%、0.20%、0.29%、0.28%、

1.27%、0.26%和 1.64%, 表明供试品溶液在室温下放置

24 h时间内稳定。

1.6 加样回收率

8个指标成分的加样回收率在 99.81%～103.26%,

各指标成分加样回收率的RSD分别为 3.42%、1.57%、

1.72%、3.48%、1.99%、1.77%、2.43% 和 3.82%, 结果表

明本研究所建立的分析方法准确性良好。

2 相对校正因子

2.1 相对校正因子的计算

采用多点校正法, 分别吸取不同浓度的混合对照

品溶液 (“线性关系考察”项下 6个浓度), 依次注入高

效液相色谱仪, 记录色谱图。黄芩苷对粘毛黄芩素Ⅲ

(fs/A)、去甲汉黄芩素苷 (fs/B)、千层纸素 7-O-β-D-葡萄糖

醛酸苷 (fs/C)、汉黄芩苷 (fs/D)、黄芩素 (fs/E)、汉黄芩素

(fs/F) 和千层纸素A (fs/G) 的相对校正因子分别为1.805 9、

0.748 0、1.071 8、0.739 4、0.682 1、0.507 4 和 0.740 0,

RSD值均小于3%, 不同浓度对相对校正因子没有显著

影响。

2.2 相对校正因子的耐用性考察

2.2.1 不同液相色谱仪对相对校正因子的考察 采用

同一色谱柱 : YMC-Pack ODS-A (250 mm × 4.6 mm,

5 μm), 分别使用 3种型号的液相色谱仪: 赛默飞世尔

Unimate-3000、岛津SPD-M20A、Waters e2695等 3种型

号高效液相色谱仪, 测定黄芩苷对其余 7种黄酮类成

分的相对校正因子, 各指标成分在 3个不同液相色谱

仪上相对校正因子 RSD 均小于 3%, 表明不同高效液

相色谱仪对相对校正因子的测定没有影响。

2.2.2 不同液相色谱柱对相对校正因子的考察 采用同

一台HPLC仪 (赛默飞世尔Unimate-3000), 分别用相同

类型、不同品牌的色谱柱: YMC-Pack ODS-A (250 mm ×

4.6 mm, 5 μm; 1)、Agilent 5TC-C18 (2) (250 mm × 4.6 mm,

5 μm; 2) 和Venusil XBP C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm;

3) 色谱柱, 测定黄芩苷对各指标成分的相对校正因子,

各指标成分在 3根不同色谱柱上相对校正因子RSD均

小于 3%, 表明相同类型、不同品牌色谱柱对相对校正

因子的测定结果没有影响。

2.2.3 柱温对相对校正因子的影响 其他色谱条件不

变, 比较不同柱温 30、35、40 ℃对各指标成分相对校正

因子的影响。不同柱温下, 各指标成分相对校正因子的

RSD值均小于3%, 说明不同柱温对黄芩各指标成分相

对校正因子无显著影响。

2.2.4 流速对相对校正因子的影响 其他色谱条件

不变 , 比较不同流速 (0.8、1.0 和 1.2 mL·min-1) 对各指

标成分相对校正因子的影响, 计算不同流速下各成分

相对校正因子的 RSD。各成分相对校正因子 RSD均

小于 3%, 说明不同流速对黄芩各指标成分相对校正因

子无显著性影响。

3 QAMS与外标法测定结果比较

表3所示, 所有黄芩药材中黄芩苷含量均符合2020

版《中国药典》黄芩项下相关要求 (黄芩含黄芩苷不得

少于9.0%)。以黄芩苷为内参比物质建立的QAMS法与

外标法相比, 8种黄芩黄酮类成分含量之间的相关性

r > 0.99, 两种含量测定方法测定结果间无显著性差异

(P > 0.05)。

本研究 8个含量测定指标成分主要分为两类, 一

类为黄酮苷元类成分, 包括粘毛黄芩素 III、黄芩素、汉

黄芩素和千层纸素A; 另一类为黄酮苷类成分, 包括黄

芩苷、去甲汉黄芩素苷、千层纸素A-7-O-β-D-葡萄糖醛

酸苷和汉黄芩苷。75批黄芩药材来源于山东、内蒙古、

河北、山西和甘肃等主产区规范种植基地, 黄芩苷含量

在 9.4%～18.0%之间, 均符合药典标准。粘毛黄芩素

III、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素A等 4个黄酮苷元类

成分含量分别在 0.086%～0.820%、0.180%～3.10%、

0.057%～0.990% 和 0.021%～0.470% 之间 , 在不同批

次黄芩药材中黄酮苷元类成分含量差异更为显著一

些, 最高含量与最低含量相差 9.55～22.33倍。而黄酮

苷类成分的含量变化幅度在 1.91～3.41倍之间。相关

性分析结果 (图 2) 表明, 黄芩苷含量与汉黄芩苷和去

甲汉黄芩苷呈显著正相关, 而与千层纸素A等黄酮苷

元类成分呈现负相关。

4 基于多指标成分含量综合评价黄芩药材质量

4.1 黄芩药材抗氧化活性分析结果

所测得的 75批次黄芩药材抗氧化效价评价结果

见表 3, 黄芩药材的抗氧化效价在 1.94～20.51 U·mg-1

之间, 平均效价为 7.56 ± 3.61 U·mg-1, 不同批次黄芩药

材抗氧化活性差异较为显著, 相差10.57倍。
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Table 3 Determination results of 8 analytes determined by ESM and QAMS (mg·g-1) together with the antioxidant potency of each sample.

ESM: external standard method; QAMS: Quantitative analysis of multi-components with a single marker

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

S21

S22

S23

S24

S25

S26

S27

Class 3

Class 3

Class 3

Class 3

Class 3

Class 3

Class 3

Class 3

Class 3

Class 3

Class 1

Class 1

Class 1

Class 1

Class 3

Class 3

Class 1

Class 1

Class 1

Class 1

Class 1

Class 1

Class 1

Class 3

Class 1

Class 1

Class 1

3.20 ± 0.13

3.88 ± 0.02

3.64 ± 0.19

3.03 ± 0.15

3.37 ± 0.09

3.24 ± 0.16

3.53 ± 0.12

3.96 ± 0.02

2.70 ± 0.16

5.76 ± 0.07

9.98 ± 0.62

11.27 ± 0.35

9.88 ± 0.34

5.83 ± 0.46

6.46 ± 0.19

7.43 ± 0.28

4.27 ± 0.18

7.11 ± 0.59

8.76 ± 0.93

8.43 ± 0.63

9.85 ± 0.73

9.90 ± 0.22

9.68 ± 0.53

4.52 ± 0.07

4.72 ± 0.33

6.69 ± 0.51

7.13 ± 0.74

155.54

154.52

169.78

144.55

154.51

151.83

160.58

153.73

142.82

161.59

160.22

162.76

159.54

156.12

160.35

165.84

145.39

145.35

127.85

158.78

152.94

168.36

152.78

180.21

148.53

140.79

150.33

1.37

1.38

1.25

2.03

1.32

1.32

1.71

1.53

2.35

0.86

1.57

1.93

1.93

4.04

1.64

3.31

5.40

1.77

2.73

1.38

1.27

1.56

1.51

1.62

1.74

3.16

2.83

1.31

1.33

1.20

1.94

1.27

1.27

1.64

1.47

2.26

0.82

1.50

1.85

1.85

3.88

1.57

3.18

5.18

1.70

2.62

1.32

1.22

1.50

1.45

1.55

1.67

3.03

2.71

6.59

7.47

7.46

6.32

6.88

7.51

7.77

7.85

6.23

8.74

7.18

6.79

7.12

6.26

6.38

7.21

6.27

5.38

5.18

8.07

7.19

7.98

6.58

8.19

6.10

6.32

6.62

6.37

7.22

7.21

6.11

6.66

7.26

7.51

7.59

6.02

8.45

6.94

6.57

6.89

6.05

6.17

6.96

6.06

5.20

5.01

7.80

6.95

7.71

6.36

7.92

5.89

6.11

6.40

9.82

12.49

8.70

9.76

10.27

10.75

15.26

10.94

9.45

10.91

9.90

9.58

11.02

11.16

11.23

10.73

9.93

10.04

9.52

15.72

10.71

11.94

12.77

11.96

10.98

9.02

8.88

9.51

12.09

8.42

9.45

9.94

10.41

14.77

10.59

9.15

10.56

9.59

9.28

10.67

10.80

10.87

10.39

9.61

9.71

9.22

15.22

10.36

11.56

12.36

11.58

10.63

8.73

8.60

26.62

28.30

30.02

25.68

27.04

27.87

29.73

28.59

24.25

30.43

24.75

25.27

25.70

23.92

27.84

27.23

24.84

25.54

23.29

29.00

23.58

28.26

23.26

32.96

23.66

23.12

21.15

26.17

27.82

29.51

25.24

26.59

27.40

29.23

28.11

23.85

29.92

24.34

24.85

25.27

23.52

27.37

26.77

24.42

25.11

22.90

28.52

23.18

27.79

22.87

32.40

23.26

22.74

20.79

1.77

2.34

2.09

3.23

2.06

2.19

2.64

2.18

3.05

1.83

10.13

10.56

11.17

10.20

4.67

5.78

8.04

6.41

14.59

7.38

7.07

5.63

8.83

2.86

6.75

12.75

15.43

1.72

2.27

2.02

3.13

1.99

2.12

2.55

2.11

2.95

1.77

9.81

10.22

10.80

9.87

4.51

5.59

7.78

6.20

14.12

7.14

6.84

5.45

8.54

2.77

6.54

12.34

14.94

1.26

1.53

1.23

1.72

1.58

1.67

1.68

1.37

1.68

1.40

4.70

4.33

4.55

3.68

2.26

2.41

2.62

3.31

4.42

4.02

3.87

3.39

4.27

1.64

3.25

4.99

5.10

1.22

1.48

1.19

1.66

1.53

1.61

1.62

1.32

1.62

1.35

4.54

4.18

4.40

3.56

2.18

2.33

2.53

3.20

4.28

3.89

3.74

3.28

4.13

1.59

3.14

4.82

4.93

0.29

0.41

0.21

0.50

0.33

0.32

0.55

0.33

0.35

0.35

1.46

1.20

1.46

1.36

0.65

0.69

0.72

0.82

1.15

1.76

1.46

1.00

1.71

0.39

1.12

1.56

1.93

0.28

0.40

0.20

0.48

0.32

0.31

0.53

0.32

0.34

0.34

1.41

1.15

1.40

1.31

0.63

0.66

0.70

0.80

1.11

1.70

1.40

0.96

1.65

0.38

1.08

1.51

1.86

Sample

No.
Class

Antioxidant

activity

/mg·U-1

Content/mg·g-1

B

ESM

VIII

QAMS ESM

NWG
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Figure 2 Pearson correlation analysis of 8 analytes in 75 batches S. baicalensis. The histogram in catercorner exhibited the distribution of

each analyte in 75 batches S. baicalensis. B: Baicalin; WA: Wogonoside; OAG: Oroxylin A-7-O-β-D-glucuronide; NWG: Norwogonin-7-O-

β -D-glucuronide; BA: Baicalein; W: Wogonin; OA: Oroxylin A; VIII: Viscidulin III. The upper triangle (upper right of diagonal) area

showed the Pearson correlation coefficient between the eight analytes (***Significant correlation, means the correlation coefficient between

the two compared components was more than 0.4; *Correlation, means the correlation coefficient between the two compared components

was more than 0.2); The lower triangle (bottom left of diagonal) area showed scatter plot between the two correlated variables
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S28

S29

S30

S31

S32

S33

S34

S35

S36
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S39

S40

S41

S42

S43
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S74

S75

P

Class 2

Class 1

Class 2

Class 1

Class 1

Class 1

Class 1

Class 1

Class 1

Class 1

Class 2

Class 1

Class 1

Class 1

Class 2

Class 2

Class 4

Class 2

Class 2

Class 2

Class 2

Class 2

Class 2

Class 4

Class 1

Class 2

Class 4

Class 2

Class 4

Class 4

Class 3

Class 4

Class 1

Class 4

Class 2

Class 4

Class 4

Class 4

Class 3

Class 3

Class 1

Class 3

Class 4

Class 4

Class 2

Class 4

Class 4

Class 4

11.22 ± 0.57

12.07 ± 0.31

11.40 ± 0.84

3.20 ± 0.29

6.85 ± 0.53

6.19 ± 0.50

5.12 ± 0.20

4.76 ± 0.17

3.11 ± 0.19

3.66 ± 0.32

10.18 ± 0.46

4.93 ± 0.44

10.67 ± 0.12

9.28 ± 0.38

11.38 ± 0.08

14.99 ± 0.80

13.60 ± 0.65

20.51 ± 0.64

10.47 ± 0.55

10.46 ± 0.47

7.46 ± 0.08

7.74 ± 0.87

8.96 ± 0.69

7.26 ± 0.88

10.48 ± 0.66

12.76 ± 0.97

4.44 ± 0.07

6.06 ± 0.26

8.68 ± 0.23

8.63 ± 0.38

2.98 ± 0.27

8.13 ± 0.62

8.35 ± 0.57

8.58 ± 0.77

3.09 ± 0.32

8.50 ± 0.08

5.36 ± 0.45

10.90 ± 0.07

15.60 ± 0.06

6.96 ± 0.12

3.26 ± 0.06

15.54 ± 0.03

1.94 ± 0.05

9.84 ± 0.03

6.18 ± 0.04

9.98 ± 0.01

3.25 ± 0.08

3.94 ± 0.04

118.48

106.15

103.54

156.94

162.53

159.35

165.03

156.94

141.43

158.48

102.47

140.49

115.01
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128.04
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96.35
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124.13
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133.89
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100.92

132.41
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0.75
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1.24

1.65

0.35

1.51

2.18
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2.01
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0.31

0.58

0.93
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0.91

2.95
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Continued

Sample

No.
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Antioxidant
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/mg·U-1

Content/mg·g-1

B
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OAG

QAMS ESM

W

QAMS ESM

BA

QAMS ESM

WA

QAMS ESM

OA

QAMS ESM

4.2 灰色关联度分析

采用灰色关联度分析法, 考察黄芩 8种黄酮类成

分与抗氧化活性的灰色关联系数分别为 0.772 4 (-1)、

0.779 7 (-1)、0.794 8 (+1)、0.802 6 (+1)、0.769 7 (-1)、

0.802 6 (+1)、0.808 6 (+1) 和 0.795 7 (+1)。各指标成分

均与抗氧化活性呈现出较高的关联度。除了黄芩苷、

汉黄芩苷和粘毛黄芩素Ⅲ对抗氧化起到削弱作用外,

其他成分都起到促进作用。可见, 仅以黄芩苷含量作

为评价黄芩药材品质优劣的指标并不合适。

4.3 聚类分析

根据 75批不同来源黄芩药材/饮片中 8种指标成

分含量, 采用MetaboAnalyst 5.0进行系统聚类, 75批黄

芩药材可分为 4类 (图 3), 黄酮苷与黄酮苷元含量比值

(G/A) 差异是区分这四类黄芩药材的关键指标 , 第 1
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类 (Class 1, n = 28) 中G/A在 7.25～18.70之间, 第 2类

(Class 2, n = 15) G/A在 2.69～8.67之间, 第 3类 (Class

3, n = 17) G/A 在 17.31～47.67 之间 , 第 4 类 (Class 4,

n = 15) G/A在 11.29～28.46之间 (图 4A)。4类黄芩药

材抗氧化效价为第 2类 > 第 4类 > 第 1类 > 第 3类 (图

4B), 黄酮苷元类成分含量第 2类 > 第 1类≈第 4类 > 第

3 类 , 而黄酮苷类成分的含量第 3 类 > 第 4 类 > 第 1

类 > 第 2类。各类药材抗氧化活性与总黄酮苷类成分

含量呈负相关, 而与总黄酮苷元类成分含量呈正相关,

黄芩药材中G/A值是评价其抗氧化活性的重要指标。

观察药材性状, 第 2和 4类中共计 29批黄芩药材

具有枯芩的“木心中空、腐朽”等性状特征, 而其余“质

地坚实”的子芩则聚类在第 1和 3类。研究表明, 枯芩

中黄芩素、汉黄芩素和千层纸素A的含量显著高于子

芩 , 而黄芩苷和汉黄芩苷的含量显著低于子芩[12,15]。

本研究中, 根据 8种指标成分的含量将枯芩和子芩均

分为两类, 其中第2类枯芩药材中4种黄酮苷元类成分

的总含量是第 4类中的 2.35倍; 而第 4类枯芩药材中 4

种黄酮苷类成分的总含量是第 2类中的 1.32倍; 两类

药材的G/A值相差 3倍。成分的差异也体现在其抗氧

化活性方面, 第2类枯芩抗氧化活性效价是第 4类枯芩

药材的 1.4倍。两类子芩药材中, 黄芩苷、汉黄芩苷等

黄酮苷类成分含量基本相同, 但第 1类中黄芩素、千层

纸素A和汉黄芩素等黄酮苷元类成分的含量分别是第

3类中相应成分的3.25、2.98和2.35倍, 两类药材的G/A

值相差 2.69倍。第 1类子芩抗氧化活性效价是第 4类

子芩药材的 1.15倍。上述结果表明, 不同类别黄芩药

材化学成分含量及各类成分含量比例之间存在显著差

异, 抗氧化活性也明显不同, 将它们无差别地用于中医

临床和中成药的原料, 势必会造成临床疗效的不稳定,

也终将影响最终产品质量的均一性。

黄芩中存在的内源性 β-葡萄糖醛酸酶可将根部储

存的黄芩苷高效水解为黄芩素, 并迅速诱导细胞凋亡,

产生“枯心”, 被认为是枯芩中黄酮苷元类成分含量高

于子芩的主要原因[35]。生长年限不同, 内源性β-葡萄糖

醛酸酶表达水平差异, 导致黄芩苷等黄酮苷类成分水解

转化为苷元诱导细胞凋亡的水平不同。因此, 本研究中

观察到具有“枯心”的第 2类和第 4类两类枯芩药材中

G/A值差异显著, 分别为 5.82 ± 1.50和 17.89 ± 5.42, 而

没有“枯心”的第 1类和第 3类两类子芩药材的化学轮

廓也不相同, G/A值分别为11.88 ± 3.08和33.38 ± 8.28。

第 3类中 S1～S10子芩药材来源于山东临沂的药材基

地, 为一年生的鲜品黄芩药材, 其G/A比值在 24.59～

47.67之间, 与第1类中子芩相比, 黄酮苷元类成分含量

Figure 4 Total contents of 8 active ingredients and activity potency in 4 clustering classes of S. baicalensis. A: Total content of different

types of components in S. baicalensis from different classes; B: Activity potency of S. baicalensis from different classes. FG: Flavonoid

glycoside; FA: Flavonoid aglycones.
-
x ± s, n = 28 (Class 1), 15 (Class 2), 17 (Class 3), 15 (Class 4)

Figure 3 Clustering heat map upon the content of 8 active ingredients in 75 batches S. baicalensis
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较低, 抗氧化活性也比较低。对于具有典型特征的子

芩和枯芩而言, 如第 3类 (生长年限短的子芩, G/A值

为 17.31～47.67) 与第 2类 (典型枯芩, G/A值为 2.69～

8.67), 可用 G/A 值进行区分, G/A 值低于 10 可认为是

枯芩; G/A值大于10以上则为子芩 (第1类和第3类) 或

含有枯心的子芩 (第 4 类)。第 4 类 (G/A 值为 11.29～

28.46) 与第 1类 (G/A值为 7.25～18.70) 的G/A比值范

围有重合, 二者可以通过是否含有枯心这一性状特征

来区分。

讨论

本研究前期通过单因素实验, 系统考察了不同提

取方法 (超声提取和加热回流提取) 和不同提取溶剂

(水、25% 甲醇、50% 甲醇、75% 甲醇、甲醇 5 种提取溶

剂) 的提取效率, 以各待测成分含量为评价指标, 最终

确定黄芩药材的最优提取方法为超声提取, 提取溶剂

为75%甲醇。

本研究在对 75批黄芩药材多指标成分含量测定

基础上, 发现G/A值可能用于区分子芩和枯芩, 并表征

黄芩药材生长年限。因此, 可结合药材性状和黄酮苷

与黄酮苷元含量比值区分黄芩药材规格: 首先根据是

否具有“木心中空、腐朽”等性状特征, 将药材分为具有

“枯心”特征 (第 2类和第 4类) 和不具“枯心”特征 (第 1

类和第 3类) 的两类, 进一步可根据G/A值和抗氧化活

性进行分级划分。但由于收集药材生长年限等信息不

足, 产地分散, 所得结论还需要进一步验证; G/A值与

枯芩形成过程的关联性也还有待进一步深入研究。此

外, 8个指标成分含量与抗氧化活性之间的回归分析

和偏最小二乘拟合均不理想, 一方面是由于ABTS+抗

氧化活性本身的局限性导致, 其仅停留在分子层次上,

缺乏基于黄芩传统功效的系统评价, G/A值与黄芩药

材品质和临床疗效的关系仍有待深入研究; 另一方面

药材中还有其他未被检测的抗氧化活性成分, 后续也

将采用液质联用等灵敏度更高的检测方法深入探讨。

在传统中医理论和古代经典名方中, 子芩与枯芩

多区分使用, 如在定喘汤、防风通圣散和防风消毒散等

宣肺疏风、清热化痰的经典方剂中, 均明确使用枯芩;

而在陈皮滑石散、大安胎如胜饮和钩藤皮汤等中均使

用子芩治疗下焦病证。可谓是“中枯而大者, 清肺部而

止嗽化痰, 并理目赤疔痈, 坚实而细者, 泻大肠而除湿

治痢, 兼可安胎利水”“轻漂者上行, 坚重者下降, 不可

不别也”[36]。在新型冠状病毒肺炎的防治过程中, 黄芩

是清肺排毒汤和金花清感颗粒处方的关键药味, 显然

以枯芩为原料效果更优。而首批公布的《古代经典名

方目录(第一批)》中共有 16个方剂以黄芩药材为原料,

多个方剂均是用其“宣肺热”之功效, 宜用枯芩为佳。

可见, 未来市场对子芩和枯芩的精准使用提出了明确

的需求, 建议在对不同产地、不同生长年限代表性枯芩

和子芩药材化学物质基础和药理作用深入研究基础

上, 发现表征功效的质量标志物, 建立科学合理的黄芩

药材商品等级质量评价标准, 精准区分可做枯芩使用

和可做子芩使用的药材原料。同时, 建议在含有黄芩

药材的经典名方制剂研究开发中, 应注重缕清经典名

方中子芩和枯芩应用的发展脉络, 尊重历史演变规律,

正本清源。在物质基准研究中, 一方面要注意收集药

材的代表性, 另一方面也应同时考察黄芩药材中黄酮

苷元类成分和黄酮苷类成分在药材、饮片、物质基准对

应实物和经典名方制剂间的物质传递规律, 在“尊古”

的基础上, 明确古代经典名方物质基准的化学特征; 既

考虑药材资源情况, 又要充分考虑传统用药经验、临床

疗效和患者需求, 才能真正的“以精品传承经典、以价

值驱动市场”。

本研究建立了以黄芩苷为内参比物质的 QAMS

法, 并验证了黄芩苷作为内参比物质的合理性, 该方法

高效、快捷、准确, 适合应用于黄芩药材多指标成分含

量测定。整合多指标成分含量测定与抗氧化活性, 发

现黄芩药材中总黄酮苷和总黄酮苷元含量比值可区分

不同商品规格、不同生长年限的黄芩药材, 为建立基于

生物活性的黄芩质量综合评价模式提供了数据基础,

也为建立符合中药自身特色的质量标准提供了新的思

路和方法。
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