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HPLC-HRMS结合多元统计分析不同提取方法槐米

提取物中黄酮类差异性成分

肖禹圣，常言言，赵孟雅，

田 璐，李 钠，赵幻希*，修 洋*

长春中医药大学 吉林省人参科学研究院，长春 130117

摘 要：考察加热回流和超声辅助提取的槐米中黄酮类化合物的成分和含量差异。利用高效液相色谱-高分

辨质谱（high performance liquid chromatography-high resolution mass spectrometry，HPLC-HRMS）技术建立

芦丁、烟花苷、水仙苷和槲皮素等 4种黄酮类化合物的定性与定量分析方法。以 4种化合物的绝对含量为

指标优化提取条件，建立优化的加热回流和超声辅助提取方法。采用主成分分析和偏最小二乘-判别分析比

较两种方法提取物之间的成分差异。结果显示，4种化合物具有不同的最优提取条件，加热回流和超声辅

助提取的 4种化合物总含量分别为 245.82 mg/g 和 303.34 mg/g，其中加热回流适合提取槐米中烟花苷和水

仙苷，超声辅助适合提取芦丁和槲皮素。两种方法的提取物中 23种成分存在显著性差异，鉴定了其中 9个

差异化合物。研究结果明确了槐米提取物在两种常用提取方法下的差异性，为槐米中黄酮类成分的高效提

取提供了有益参考。
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Abstract: The differences in the composition and content of flavonoids in Sophorae Flos Immaturus extracted by

heating reflux and ultrasonic-assisted extraction were investigated. The qualitative and quantitative analyses of

four flavonoids, including rutin, nicotiflorin, narcissoside and quercetin, were established using high performance

liquid chromatography-high resolution mass spectrometry (HPLC-HRMS). The heating reflux and

ultrasonic-assisted extraction conditions were optimized based on the absolute contents of the four flavonoid

compounds, and optimized extraction methods were developed. Principal component analysis and partial least

squares-discriminant analysis were employed to compare the composition differences between the extracts

obtained by the two extraction methods. The results showed that the four flavonoid compounds had different

optimal extraction conditions, their total contents in the heating reflux and ultrasonic-assisted extracts were 245.82

mg/g and 303.34 mg/g, respectively. Significant difference was observed between the extracts of the two extraction

methods in 23 components, of which nine differential compounds, were identified. This study clarified the
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differences in flavonoid composition extracted from Sophorae Flos Immaturus by heating reflux and

ultrasonic-assisted extraction methods, providing valuable references for the efficient extraction of flavonoid

compounds in Sophorae Flos Immaturus.
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槐米（Sophorae Flos Immaturus）是豆科植物槐（Sophora japonica L.）的干燥花蕾，也

是一种具有清热、凉血、止血功效的中药材。槐米始载于《日华子本草》，在《神农本草经》

中被列为上品，广泛种植于中国、日本和韩国[1]。槐米中含有黄酮类[2]、皂苷类[3]、多糖类[4]、

酚酸类[5]等多种成分，其中黄酮类成分是主要活性成分，具有抗氧化[6]、抗菌[7]、抗癌[8]、抗

炎[9]、保护心血管和抗血小板聚集[10]等多种药理活性。槐米中常见的黄酮类成分包括芦丁、

烟花苷、水仙苷和槲皮素，它们在槐米中的含量较高[11]，并且与槐米的药效密切相关[12]。

黄酮类化合物的提取主要采用索氏提取[13]、加热回流[14]和超声辅助[15]等方法。索氏提取法

的提取率高，但不适合大规模应用。加热回流和超声辅助提取方法操作简便，较为适合中药

有效成分大规模快速提取。尽管这两种方法都可以高效地从槐米中提取黄酮类成分，但提取

物成分存在一定差异，而这两种方法对槐米提取物成分的影响仍缺少系统的研究。此外，芦

丁的含量常被用于表示槐米中的总黄酮含量[16]。然而，槐米中黄酮类成分较多，这导致总黄

酮含量的测定通常存在偏差。增加黄酮类化合物的检测数量将有助于获得更准确的总黄酮含

量。高效液相色谱-高分辨质谱联用技术（HPLC-HRMS）具有准确度高、灵敏度高、动态范

围广等特点，能够同时定性与定量分析中药提取物中的多种同系物并获得大量的质谱数据[17]，

为槐米提取物中黄酮类化合物含量的精确测定和主要成分的差异分析提供了有效方法。

本文基于 HPLC-HRMS 技术建立了芦丁、水仙苷、烟花苷、槲皮素等 4 种黄酮类化合

物的定性和定量分析方法。分别考察了提取条件对加热回流和超声辅助方法提取的槐米中 4

种黄酮类化合物含量的影响，建立了优化的提取方法。利用多元统计分析评价了两种提取方

法导致的槐米提取物中黄酮类成分的差异，并鉴定了差异化合物，以期为槐米中黄酮类成分

的工业化生产提供技术参考。

1 实验部分

1.1 药材

槐米（批号：200701）购自安徽元康中药饮片股份有限公司，经长春中医药大学吉林省

人参科学研究院陈长宝研究员鉴定为豆科植物槐（Sophora japonica L.）的干燥花蕾，保存

于吉林省人参科学研究院植物标本馆（标本编号：4423089）。

1.2 仪器与试剂

Ultimate 3000型高效液相色谱、Thermo Syncronis C18色谱柱（2.1 mm × 100 mm，1.7 μm）、
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Q Exactive 高分辨四极杆静电场轨道阱质谱仪（美国 Thermo Fisher Scientific公司）；Hyper

Sonic DT-A超声波清洗器（昆山美美超声仪器有限公司）；DF-101S集热式恒温加热磁力搅

拌器（河南省予华仪器有限公司）；Centrifuge 5810R冷冻高速离心机（德国 Eppendorf公

司）；0.22 μm针式过滤器（英国Whatman公司）；XS-204分析天平（美国METTLER TOLEDO

公司）。

甲醇、乙腈、甲酸（色谱纯，德国Merck 公司）；无水乙醇（分析纯，天津新通精细

化工有限公司）；芦丁（批号：D13HB202516）、槲皮素（批号：C28J11Y115820）、水仙

苷（批号：S08A8D33447）、烟花苷（批号：Y22J11H119335）标准品（纯度≥98%，上海

源叶生物科技有限公司）；超纯水（电阻率 18.25 MΩ/cm）由 Milli-Q 纯水机（美国Merck

Millipore公司）制备。

1.3 实验条件

1.3.1 色谱条件

流动相：0.10%甲酸水溶液（A）和乙腈（B）；梯度洗脱程序：0~3 min，25%B→45%B；

3~4 min，45%B→70%B；4~10 min，70%B；10~18 min，70%B→80%B；18~18.5 min，80%B

→25%B；18.5~23.5 min，25%B；柱温：35 ℃；流速：0.20 mL/min；进样量：2.00 μL。

1.3.2 质谱条件

电喷雾离子源，鞘气：241 kPa；辅助气：3.30 L/min；雾化器温度：296 ℃；离子传输

管温度：325 ℃；喷雾电压：-4 000 V；负离子扫描模式，质量范围：m/z 100~1 500。

1.4 实验方法

1.4.1 槐米的前处理

取适量槐米药材去杂，于 80 ℃烘箱中干燥至恒重，粉碎，过 85目筛，于 4 ℃干燥环境

下保存备用。

1.4.2 槐米的加热回流提取

精密称定干燥槐米粉末 5.00 g置于圆底烧瓶中，加入 70%乙醇溶液 200 mL，磁力搅拌

并水浴加热至 80 ℃，回流提取 60 min。冷却至室温后，8 000 r/min 离心 10 min，取上清液，

用 70%乙醇补足至 200 mL，得到槐米加热回流提取液。取 1.0 mL提取液以 70%乙醇定容至

50 mL，取 2.0 mL过 0.22 μm针式过滤器，待测。

1.4.3 槐米的超声辅助提取

精密称定干燥槐米粉末 5.00 g置于锥形瓶中，加入 70%乙醇溶液 200 mL，40 kHz 室温

超声辅助提取 60 min。8 000 r/min离心 10 min，取上清液，用 70%乙醇补足至 200 mL，得
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到槐米超声提取液。取 1.0 mL提取液以 70%乙醇定容至 50 mL，取 2.0 mL过 0.22 μm针式

过滤器，待测。

1.4.4 标准溶液的配制

精密称定芦丁、槲皮素、水仙苷、烟花苷标准品 1.00 mg，分别以 70%乙醇溶解并定容

至 10 mL，制得 4 种标准储备液。用 70%乙醇将标准储备液稀释为一系列不同浓度（0.000

2~0.100 0 mg/mL）的标准溶液，过 0.22 μm针式过滤器。利用 HPLC-HRMS检测标准溶液，

以标准溶液的浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制 4种化合物的标准曲线。

1.4.5 单因素实验设计

基于 HPLC-HRMS 定量分析槐米提取物中 4 种黄酮类化合物的含量，分别考察加热回

流和超声辅助提取方法的提取条件对 4种化合物提取含量的影响。考察的提取条件包括提取

溶剂、提取时间、液固比、提取温度等。每个提取条件至少考察 3个水平，每个水平重复 3

次。具体考察条件和水平详见表 1，使用 SPSS软件（Version 19.0，美国 IBM 公司）进行样

本之间的差异性分析。

表 1 槐米提取的单因素考察信息

Table 1 Information on the single factor investigation of Sophorae Flos Immaturus extraction

提取方法

Extraction method

提取因素

Extraction condition

水平

Level

加热回流

Heating reflux method

乙醇浓度 Ethanol concentration 0%、10%、30%、50%、70%、100%

液固比 Liquid to solid ratio 10、20、30、40、50 mL/g

提取时间 Extraction time 10、30、60、90、120 min

提取温度 Temperature 40、60、80 ℃

超声辅助

Ultrasonic-assisted method

乙醇浓度 Ethanol concentration 0%、10%、30%、50%、70%、100%

液固比 Liquid to solid ratio 10、20、30、40、50 mL/g

提取时间 Extraction time 10、30、60、90 min

1.4.6 多元统计分析

分别按“1.4.2”和“1.4.3”项下提取方法提取槐米，每种方法平行提取 6次。按“1.3”

项下方法采集提取物的 HPLC-HRMS轮廓数据，将得到的数据导入 SIEVE软件（Version 2.1，

美国 Thermo Fisher公司）进行峰匹配、峰对齐、峰面积归一化，得到含有样品名称、保留

时间、峰强度、质荷比的数据表格。去掉同位素峰和缺失值高于 80%的离子后，将数据表导

入 SIMCA-p软件（Version 14.1，瑞典 Umetrics公司）进行主成分分析（principal component

analysis, PCA）和偏最小二乘-判别分析（partial least squares-discriminant analysis，PLS-DA）。

利用 SPSS软件进行独立样本 t检验，评价加热回流和超声辅助提取的化合物之间的差异，
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显著性水平为 P＜0.05。结合一级和二级质谱数据对满足筛选条件的差异化合物进行结构鉴

定。

2 结果与分析

2.1 HPLC-HRMS分析 4种黄酮类化合物

槐米的加热回流和超声辅助提取物的总离子流图分别如图 1A和 1B所示。以提取物中

相对峰强度较高的 4种黄酮类化合物为研究对象，在图 1中将它们依次标记为峰 1~峰 4。通

过与标准品比对保留时间、[M-H]-离子、二级串联质谱图可以确定峰 1~峰 4 分别为芦丁、

烟花苷、水仙苷、槲皮素，它们的色谱信息和结构信息列于表 2中。从图 1中可以看出，芦

丁是提取物中的主要成分，但是除芦丁外还有其他黄酮类化合物，因此对多种黄酮类化合物

的定量分析可以获得更准确的总黄酮含量。此外，两种方法的提取物色谱峰绝对强度不同，

表明两种方法提取的化合物含量存在差异。两种方法的提取物成分也存在差异，如图 1B中

5.33 min和 5.51 min的色谱峰并没有出现在图 1A中。因此，有必要进一步分析两种方法的

提取物中成分和含量差异。

图 1 槐米加热回流提取物（A）和超声辅助提取物（B）的总离子流图

Fig. 1 Total ion chromatograms of heating reflux extracts (A) and ultrasonic-assisted extracts (B) of Sophorae

Flos Immaturus

表 2 4种黄酮类化合物的色谱信息和结构信息

Table 2 Chromatographic and structural information of the four flavonoid compounds

编号

No.
tR（min）

化合物

Compound

m/z [M-H]-
分子式

Molecular

formula

结构式

Structural formula

测量值

Measured

value

理论值

Theoretical

value

1 4.35
芦丁

Rutin
609.148 6 609.146 1 C27H30O16
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2 4.85
烟花苷

Nicotiflorin
593.156 2 593.151 2 C27H30O15

3 5.01
水仙苷

Narcissoside
623.163 2 623.161 8 C28H32O16

4 6.71
槲皮素

Quercetin
301.235 6 301.230 5 C15H10O7

2.2 4种黄酮类化合物的定量分析

如图 1A所示，4种黄酮类化合物可以在 12 min内得到较好的分离。为了降低烟花苷和

水仙苷的共流出对定量分析结果的影响，利用 4种化合物的[M-H]-离子的提取离子流图计算

标准溶液的色谱峰面积。以 7个不同浓度的化合物色谱峰面积对化合物浓度作图，通过线性

拟合得到 4种化合物的标准曲线。如表 3所示，4种化合物的标准曲线的相关系数（correlation

coefficient，R）均大于 0.996 0，显示出峰面积和浓度之间良好的线性关系，并且线性可以

保持在两个数量级以上。

表3 4种黄酮类化合物的标准曲线、相关系数(R)和线性范围

Table 3 Standard calibration curves, correlation coefficient (R) and linear ranges of the four flavonoid compounds

黄酮类化合物

Flavonoids

标准曲线

Calibration curve

相关系数

Correlation

coefficient（R）

线性范围

Linear range（μg/mL）

芦丁

Rutin
y = 33 930.17x + 421 311.66 0.998 2 0.5~100.0

烟花苷

Nicotiflorin
y = 16 627.42x + 189 411.35 0.996 7 0.2~50.0

水仙苷

Narcissoside
y = 18 415.13x + 89 776.82 0.997 0 0.2~50.0

槲皮素

Quercetin
y = 35 728.31x + 174 446.27 0.999 6 0.2~50.0

2.3 实验条件对槐米提取物含量的影响

2.3.1 溶剂对槐米提取物含量的影响

乙醇浓度对加热回流和超声辅助提取的4种黄酮类化合物含量的影响及组间显著性差异
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如图2所示。当乙醇浓度低于30%时，烟花苷、水仙苷和槲皮素的提取含量极低。随着乙醇

浓度增加，提取物含量逐渐升高。这是由于溶剂极性与化合物极性相近，并且乙醇通过降低

化合物的分子间氢键作用促进化合物的溶解，提高了提取含量[18,19]。随着乙醇浓度增加，由

于溶剂与黄酮类化合物的极性逐渐相近，并且乙醇能够降低分子间的氢键作用，因此提取物

含量逐渐上升[20]。提取水仙苷的最佳乙醇浓度为50%，提取芦丁、烟花苷、槲皮素的最佳浓

度为70%，因此后续实验选用70%乙醇作为提取溶剂。此外，加热回流更适于提取烟花苷和

水仙苷，超声辅助更适于提取芦丁和槲皮素。

图 2 乙醇浓度对加热回流（A）和超声辅助（B）提取的 4种黄酮类化合物含量的影响

Fig. 2 Effect of ethanol concentration on the contents of the four flavonoid compounds extracted by heating reflux

(A) and ultrasonic-assisted (B) methods

注：不同字母表示组间的显著性差异（P＜0.05），下同。

Note: Different letters indicate significant differences between groups (P<0.05), the same below.

2.3.2 液固比对槐米提取物含量的影响

图3显示了不同的液固比对加热回流和超声辅助提取的槐米中4种黄酮类成分含量的影

响及组间显著性差异。4种黄酮类化合物的提取含量均随液固比增加。当液固比达到40 mL/g

时，提取物含量达到最大值，且不再随液固比继续增加。当液固比由10 mL/g增加至40 mL/g，

超声辅助提取的化合物含量提高了约1.9倍，而加热回流的提取物含量仅提高了约1.2倍。这

可能是因为超声辅助提取在常温下进行，提取物含量受溶剂体积的影响更大。最终确定两种

提取方法的最佳液固比为40 mL/g。
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图 3 液固比对加热回流（A）和超声辅助（B）提取的 4种黄酮类化合物含量的影响

Fig. 3 Effect of liquid to solid ratio on the contents of the four flavonoid compounds extracted by heating reflux (A)

and ultrasonic-assisted (B) methods

2.3.3 提取时间对槐米提取物含量的影响

如图4所示，加热回流和超声辅助提取的4种黄酮类化合物的含量随提取时间延长而增加。

加热回流的最佳提取时间为90 min，超声辅助的最佳提取时间为60 min。提取10 min时，加

热回流已经可以得到大量的提取物，并且含量明显高于超声辅助方法。提取30 min后，超声

辅助提取的芦丁和槲皮素含量明显高于加热回流方法，而烟花苷和水仙苷的含量始终低于加

热回流方法。由此可见，加热回流适合烟花苷和水仙苷的提取及短时间的快速提取，超声辅

助适合长时间提取芦丁和槲皮素。从10 min到最佳提取时间，加热回流和超声辅助提取的化

合物含量分别提高了约1.3倍和2.7倍，即提取时间对超声辅助方法的影响更大。

图 4 提取时间对加热回流（A）和超声辅助（B）提取的 4种黄酮类化合物含量的影响

Fig. 4 Effect of extraction time on the contents of the four flavonoid compounds extracted by heating reflux (A)

and ultrasonic-assisted (B) methods

2.3.4 提取温度对槐米提取物含量的影响



9

4种黄酮类化合物的提取含量均随温度的升高而增加。40 ℃时，水仙苷的提取含量最高。

当提取温度升高至80 ℃时，水仙苷的含量提高了1.4倍，芦丁、烟花苷和槲皮素的含量均至

少提高了1.9倍，表明水仙苷受提取温度的影响小于其他3种化合物。

总的来说，水仙苷和烟花苷分别适合在50%和70%乙醇溶液中加热回流提取，芦丁和槲

皮素更适合在70%乙醇溶液中超声辅助提取。在最佳条件下，加热回流和超声辅助提取4种

化合物的总含量分别为245.82 mg/g和303.34 mg/g。因此，超声辅助提取更适合于槐米中总

黄酮的提取。

2.4 多元统计分析加热回流和超声辅助提取的差异化合物

2.4.1 PCA

单因素实验分析结果显示，加热回流和超声辅助提取的 4种黄酮类化合物的含量存在明

显差异。此外，从图 1可以看出槐米提取物中的成分复杂。除了定量分析的 4种化合物以外，

仅通过比较 HPLC-HRMS 谱图无法直接获得两种方法提取物之间的其他差异化合物，这也

表明两种方法提取的化合物相似性较高。因此采用多元统计技术区分两种提取方法的提取物

并识别提取物之间的差异性成分。分别利用优化后的加热回流和超声辅助方法平行六次提取

同一批槐米粉末，将提取物的 HPLC-HRMS数据处理后进行 PCA分析。PCA得分图如图 5

所示，在 95%的置信区间内所有样品均无异常值。主成分 1和主成分 2分别描述了 58.2%和

14.0%的总变量，即图 5代表了 72.2%的总变量。两种方法提取的样品可以通过 PC1 被明显

区分，这表明它们之间存在显著差异，即提取方法会显著影响槐米提取物中的黄酮类成分。

图5 加热回流和超声辅助提取样品的PCA得分图

Fig. 5 PCA score plot of heating reflux and ultrasonic-assisted extracts

2.4.2 PLS-DA

利用提取物的HPLC-HRMS数据建立PLS-DA模型，如图6A所示。建立的模型参数分别

为R2=0.996，Q2=0.925，表明建立的PLS-DA模型具有良好的拟合和预测能力。此外，为了

避免由于预测变量数远大于样本数导致模型过拟合，进行了200次的随机置换检验。如图6B
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所示，所有置换的R2和Q2均小于模型原始值，表明建立的模型没有过拟合。

图 6 加热回流和超声辅助提取样品的 PLS-DA得分图（A）和 200次随机置换检验结果（B）

Fig. 6 PLS-DA score plot (A) and 200 random permutation tests (B) of the heating reflux and ultrasonic-assisted

extracts

从图6A中可以看出，加热回流和超声辅助提取的样品明显分离，说明两种方法提取的

样品中存在显著不同的成分。通过建立PLS-DA模型的载荷图来计算对模型分组贡献差异性

较大的变量并计算其变量重要性投影（variable importance for projection，VIP）值，以VIP

值>1.5为标准，筛选出23个差异显著的成分。独立样本t检验进一步验证了这些变量的显著

性差异。与标准品和文献比对后，鉴定出9个差异化合物，详细信息见表4。在鉴定出的9种

差异化合物中，5种是黄酮类化合物，4种是皂苷类化合物。出现皂苷类成分可能是因为这些

化合物的极性和黄酮类成分较为相似，适合于70%乙醇溶液提取，并且两种提取方法对它们

的提取含量有显著性的影响。定量分析的4种黄酮类化合物对两种提取物的差异贡献最大，

这表明两种提取方法对黄酮类化合物的提取影响最大。表4展示了这些差异化合物的相对含

量比值，即超声辅助提取与加热回流提取物峰面积的比值。可以看出，VIP值越大的化合物

通过两种方法提取的相对含量差异越大。相对含量比值大于1表明化合物更适合超声辅助提

取，相对含量比值小于1则表明化合物更适合加热回流提取。结果显示，芦丁和槲皮素更适

合于超声辅助提取，而烟花苷和水仙苷等化合物更适用于加热回流提取，这与单因素考察的

结果一致。

表 4 加热回流和超声辅助提取物之间的差异化合物

Table 4 Information on the differential compounds between the heating reflux and ultrasonic-assisted extracts

编号

No.
VIP tR（min）

化合物

Compound

m/z

[M-H]- 分子式

Molecular

formula

峰面积比值

（超声辅助/加热回流）

Peak area ratio(heating

reflux/ultrasonic-assisted)

参

考

文

献

Ref.

测量值

Measured

value

理论值

Theoretic

al value

1 13.82 4.45 芦丁 609.141 2 609.146 1 C27H30O16 1.429 20
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Rutin

2 8.74 4.93
烟花苷

Nicotiflorin
593.155 2 593.151 2 C27H30O15 0.583 21

3 7.78 6.78
槲皮素

Quercetin
301.230 8 301.230 5 C15H10O7 1.273 18

4 5.75 5.01
水仙苷

Narcissoside
623.168 2 623.161 8 C28H32O16 0.739 22

5 3.83 5.77
槐二糖苷

Sophorabioside
577.159 2 577.156 3 C27H30O14 0.830 23

6 2.67 3.32

山柰酚-3-O-槐

糖苷-7-葡萄糖

苷

Kaempferol-3-O

-sophoroside-7-

Oglucoside

771.191 8 771.198 9 C33H40O21 0.860 24

7 2.62 8.58
赤豆皂苷Ⅰ

Azukisaponin I
779.458 2 779.458 7 C42H68O13 0.917 25

8 1.85 8.48
赤豆皂苷Ⅱ

Azukisaponin II
795.452 1 795.453 6 C42H68O14 0.919 26

9 1.63 7.51
异鼠李素

Isorhamnetin
315.052 2 315.051 0 C16H12O7 0.950 22

3 结论

本文利用 HPLC-HRMS 结合多元统计分析技术研究了加热回流和超声辅助提取方法对

槐米中黄酮类提取物成分的影响。以芦丁、烟花苷、水仙苷和槲皮素的绝对含量为指标，优

化了 4种黄酮类化合物的提取条件，建立了加热回流和超声辅助提取槐米中黄酮类成分的方

法。统计分析结果显示，加热回流和超声辅助方法的提取物成分之间存在显著差异，提取方

法显著影响槐米中黄酮类提取物的成分。得到了 23个差异性成分，鉴定了其中 9个差异化

合物。两种提取方法分别适合不同化合物的提取，其中加热回流方法适合提取烟花苷和水仙

苷，而超声辅助更适合提取芦丁和槲皮素。在优化的条件下，加热回流和超声辅助方法提取

4种黄酮类化合物的总含量分别为 245.82 mg/g和 303.34 mg/g，这表明提取槐米中的总黄酮

类成分应优先选择超声辅助提取方法。当采用加热回流或超声辅助方法提取槐米中的黄酮类

成分时，将可能影响提取物中 23种成分的含量。因此应根据提取的目标成分选择更适宜的

提取方法。
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