
香、 柴胡、 青皮疏肝解郁、 降逆止呕， 合为臣药；
延胡索、 片姜黄、 莪术活血祛瘀、 行气止痛， 丁

香、 高良姜、 肉桂温中散寒止痛， 豆蔻、 砂仁化湿

行气、 温中止呕， 合为佐药； 甘草调和诸药， 为使

药， 诸药合用， 共奏疏肝解郁、 开胃消食之功。 参

考中药质量标志物确定原则［１１⁃１２］， 以君药为主，
兼顾臣、 佐、 使药， 本实验选取朴沉化郁丸中君药

香附所含 α⁃香附酮， 臣药陈皮、 枳壳、 青皮所含

柚皮芸香苷、 橙皮苷、 川陈皮素、 ３， ５， ６， ７， ８，
３′， ４′⁃七甲氧基黄酮， 佐药延胡索所含延胡索乙

素、 去氢紫堇碱、 紫堇碱、 四氢小檗碱作为指标成

分， 采用一测多评法， 以延胡索乙素为内标， 建立

与其他成分之间的相对校正因子， 并通过耐用性考

察、 色谱峰定位、 外标法测定结果对比， 发现该方

法操作简便， 稳定性好， 可用于该制剂质量评价和

控制。
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摘要： 目的　 测定补肾解毒颗粒 （熟地黄、 山药、 补骨脂等） 中 ４ 种成分含有量， 并建立 ＨＰＬＣ 特征图谱。 方法　 该
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用于补肾解毒颗粒的质量控制。
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　 　 补肾解毒颗粒是根据广东省名中医陈志雄教授

验方补肾解毒方制成的制剂， 包含熟地黄、 山萸

肉、 山药、 补骨脂、 莪术、 石上柏等药材， 用于治

疗血液系统恶性肿瘤， 尤其对多发性骨髓瘤治疗有

良效［１⁃６］。 方中主药山萸肉所含以莫诺苷和马钱苷

为主的环烯醚萜类成分具有抗炎止痛、 免疫抑制等

活性［７⁃８］； 补骨脂素、 异补骨脂素为另一主药补骨

脂的主要有效成分， 对肉瘤和艾氏腹瘤等有着明显

的抑制作用［９⁃１１］。 本实验通过 ＨＰＬＣ 法测定补肾解

毒颗粒中莫诺苷、 马钱苷、 补骨脂素、 异补骨脂素

含有量， 并建立其特征图谱， 以期为该制剂质量控

制提供依据。
１　 材料

熟地黄 （批号 １８１２０１， 产地河南）、 山药 （批
号 １９０１０１， 产地河南）、 盐山茱萸 （肉） （批号

１８１２０１， 产地浙江）、 莪术 （批号 １８１２０１， 产地广

西）、 石上柏 （批号 １８０９０１， 产地广东）、 补骨脂

（批号 １８１２０１， 产地河南） 均购自广东天泰药业有

限公司中药饮片厂， 经广州中医药大学顺德医院徐

俊鸿主任药师鉴定为正品， 凭证标本保存于广州中

医药大学顺德医院制剂中心。
莫诺苷 （批号 １１１９９８⁃２０１７０３， 纯度 ９７􀆰 ４％ ）、

马钱苷 （批号 １１１６４０⁃２０１８０８， 纯度 ９９􀆰 ０％ ）、 补

骨脂素 （批号 １１０７３９⁃２０１６１７， 纯度 ９９􀆰 ７％ ）、 异

补骨脂素 （批号 １１０７３８⁃２０１７１５， 纯度 ９９􀆰 ５％ ） 对

照品均购于中国食品药品检定研究院； 甲醇、 乙腈

为色谱纯； 其他试剂均为分析纯； 水为超纯水。
Ｔｈｅｒｍｏ Ｕ３０００ 高 效 液 相 色 谱 仪， 配 置

ＴＣＣ⁃３０００ＳＤ柱温箱、 ＬＰＧ⁃３４００ＳＤＮ 泵、 ＶＷＤ⁃３１００
检测 器、 手 动 进 样 器 （ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ 公 司 ）；
ＥＳＪ２００⁃４Ａ 电子天平 （十万分之一， 沈阳神宇龙腾

天平有限公司）； ＦＡ２００４ 分析天平 （常州市幸运

电子设备有限公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 补肾解毒颗粒制备　 称取熟地饮片 ５００ ｇ、 山

药饮片 ２５０ ｇ、 山萸肉饮片 ２５０ ｇ、 莪术饮片 ２５０ ｇ、
石上柏饮片 ２５０ ｇ、 补骨脂饮片 ２５０ ｇ， 置于提取容

器中， 加入 １２ 倍量水煎煮 ２ ｈ， 滤过， 收集滤液，
滤渣加入 １０ 倍量水提取 １ ｈ， 收集合并滤液， 滤液

浓缩至相对密度 １􀆰 ２５ （５５～６０ ℃）。 浓缩后， 加入

无水乙醇至含醇量 ５０％ ～５５％ ， 静置 １２ ｈ 以上， 醇

沉， 滤 过， 收 集 滤 液， 浓 缩 至 相 对 密 度 １􀆰 １０
（５５～６０ ℃）， 浸膏、 糊精、 糖粉以 １ ∶ ４ ∶ １ 比例

添加 糊 精、 糖 粉 等 辅 料， 制 粒， 干 燥， 即 得

（１ ０００ ｇ）。
２􀆰 ２　 对照品溶液制备 　 精密称取各对照品适量，
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置于 １０ ｍＬ 量瓶中， ５０％ 甲醇定容至刻度， 制成每

１ ｍＬ 分别含 １􀆰 ０ ｍｇ 上述成分的贮备液， 精密量取

适量， 置于同一 ２５ ｍＬ 量瓶中， ５０％ 甲醇定容至刻

度， 制成每 １ ｍＬ 含莫诺苷 １２０ μｇ、 马钱苷１２０ μｇ、
补骨脂素 ５０ μｇ、 异补骨脂素 ８０ μｇ 的溶液， 即得。
２􀆰 ３　 供试品溶液制备　 取颗粒适量研细， 精密称

取 １ ｇ， 置于具塞锥形瓶中， 精密加入 ５０ ｍＬ ５０％
甲醇， 超声 （功率 ３００ Ｗ、 频率 ４０ Ｈｚ） 处理

３０ ｍｉｎ后取出， 放冷至室温， ５０％ 甲醇补足减失的

质量， 摇匀， 过 ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜， 即得。
２􀆰 ４　 阴性样品溶液制备　 按颗粒处方和工艺， 制

备缺山萸肉、 缺补骨脂的阴性样品， 按 “２􀆰 ３” 项

下方法制备， 即得。
２􀆰 ５　 色谱条件　 Ｔｈｅｒｍｏ Ａｃｃｌａｉｍ ＴＭ １２０ Ｃ１８色谱柱

（４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％ 磷

酸， 梯度洗脱 （０ ～ ３ ｍｉｎ， １２％ 乙腈； ３ ～ １５ ｍｉｎ，
１２％ ～１８％ 乙腈； １５～２０ ｍｉｎ， １８％ ～２５％ 乙腈； ２０～
２５ ｍｉｎ， ２５％ ～３８％乙腈； ２５～２８ ｍｉｎ， ３８％ ～４０％ 乙

腈； ２８ ～ ３６ ｍｉｎ， ４０％ 乙腈； ３６ ～ ４０ ｍｉｎ， ４０％ ～
１００％乙腈； ４０～５０ ｍｉｎ， １００％ ～１２％ 乙腈）； 体积流

量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ２４０ ｎｍ （０ ～ ２５ ｍｉｎ）、
２４６ ｎｍ （２５～５０ ｍｉｎ）； 柱温 ３５ ℃； 进样量 ２０ μＬ。
２􀆰 ６　 方法学考察

２􀆰 ６􀆰 １　 线性关系考察 　 精密吸取对照品溶液

０􀆰 １０、 ０􀆰 ２０、 ０􀆰 ５０、 １􀆰 ００、 ２􀆰 ００、 ５􀆰 ００ ｍＬ 至 ５ ｍＬ
量瓶中， ５０％ 甲醇稀释至刻度， 在 “２􀆰 ５” 项色谱

条件下进样测定。 以溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ），
峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 结果见表 １， 可

知各成分在各自范围内线性关系良好。
表 １　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 ｒ
线性范围 ／
（μｇ·ｍＬ－１）

莫诺苷 Ｙ＝ ０􀆰 ５７６ ０Ｘ＋０􀆰 ２７６ ４ １􀆰 ０００ ０ ２􀆰 ４８１ ８～１２４􀆰 ０８７ ６
马钱苷 Ｙ＝ ０􀆰 ５３９ ０Ｘ＋０􀆰 ２４９ ５ １􀆰 ０００ ０ ２􀆰 ３２８ ５～１１６􀆰 ４２４ ０
补骨脂素 Ｙ＝ ２􀆰 ４２４ ０Ｘ＋０􀆰 ８８４ ４ ０􀆰 ９９９ ９ １􀆰 ０６４ ８～５３􀆰 ２３９ ８
异补骨脂素 Ｙ＝ ２􀆰 ４４５ ５Ｘ＋０􀆰 ９９１ １ ０􀆰 ９９９ ９ １􀆰 ５２８ ３～７６􀆰 ４１６ ０

２􀆰 ６􀆰 ２　 专属性考察 　 精密吸取对照品、 供试品、
阴性样品溶液各 ２０ μＬ， 在 “２􀆰 ５” 项色谱条件下

进样测定， 结果见图 １。 由此可知， 供试品、 对照

品溶液均在相同保留时间出现吸收峰， 阴性无干

扰， 表明该方法专属性良好。
２􀆰 ６􀆰 ３　 精密度试验　 精密吸取供试品溶液 ２０ μＬ，
在 “２􀆰 ５” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得莫诺

苷、 马钱苷、 补骨脂素、 异补骨脂素峰面积 ＲＳＤ

注： Ａ～Ｄ 分别为对照品、 缺补骨脂阴性样品、 缺山萸肉阴性

样品、 供试品。
１． 莫诺苷　 ２． 马钱苷　 ３． 补骨脂素　 ４． 异补骨脂素

１． ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ　 ２． ｌｏｇａｎｉｎ　 ３． ｐｓｏｒａｌｅｎ　 ４． ｉｓｏｐｓｏｒａｌｅｎ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

分别为 ０􀆰 ８０％ 、 ０􀆰 ４２％ 、 ０􀆰 ８２％ 、 ０􀆰 ７５％ ， 表明仪

器精密度良好。
２􀆰 ６􀆰 ４　 稳定性试验　 精密吸取同一份供试品溶液，
于 ０、 １、 ２、 ４、 ６、 ８、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ５” 项色谱条件

下进样测定， 测得莫诺苷、 马钱苷、 补骨脂素、 异

补骨脂素峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ８０％ 、 ０􀆰 ６１％ 、
０􀆰 ５８％ 、 ０􀆰 ５９％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ６􀆰 ５　 重复性试验　 精密称取同一批样品 （批号

１９０３０４） ６ 份， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶

液， 在 “２􀆰 ５” 项色谱条件下进样测定， 测得莫诺

苷、 马钱苷、 补骨脂素、 异补骨脂素含有量 ＲＳＤ
分别为 １􀆰 ２４％ 、 １􀆰 ００％ 、 ２􀆰 ３８％ 、 １􀆰 ５８％ ， 表明该

方法重复性良好。
２􀆰 ６􀆰 ６　 加样回收率试验　 精密称取各成分含有量

已知的颗粒 ６ 份， 每份 ０􀆰 ５ ｇ， 按 １００％ 水平加入各

对照品溶液， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶

液， 在 “２􀆰 ５” 项色谱条件下进样测定， 计算回收

率， 结果见表 ２。
２􀆰 ６􀆰 ７　 样品含有量测定　 取 １５ 批颗粒， 每批平行

２ 份， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 ５” 项色谱条件下进样测定， 计算含有量， 结

果见表 ３。
２􀆰 ７　 ＨＰＬＣ 特征图谱建立

２􀆰 ７􀆰 １　 专属性考察　 同 “２􀆰 ６􀆰 ２” 项。
２􀆰 ７􀆰 ２　 整体性考察　 精密吸取供试品溶液 ２０ μＬ，
在 “２􀆰 ５” 项色谱条件下进样测定， 并以最终梯度

延长 １ 倍的时间进行洗脱， 结果见图 ２。 由此可

知， 在 ５０ ｍｉｎ 后无其他干扰峰， 表明该方法整体

性良好。
２􀆰 ７􀆰 ３　 精密度试验　 精密吸取供试品溶液 ２０ μＬ，
在 “２􀆰 ５” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 以补骨脂
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　 　 　 　 　表 ２　 各成分加样回收率试验结果 （ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

（ｎ＝６）

成分
称样量 ／

ｇ
原有量 ／

ｍｇ
加入量 ／

ｍｇ
测得量 ／

ｍｇ
回收率 ／

％

平均回收
率 ／ ％

（ＲＳＤ ／ ％ ）
莫诺苷 ０􀆰 ５０３ ６ ０􀆰 ３７５ ５ ０􀆰 ３７２ ８ ０􀆰 ７８３ ５ １０９􀆰 ４４ １０２􀆰 ４３

０􀆰 ５０２ ３ ０􀆰 ３７４ ５ ０􀆰 ３７２ ８ ０􀆰 ７６１ １ １０３􀆰 ７０ （３􀆰 ７５）
０􀆰 ４９９ ０ ０􀆰 ３７２ １ ０􀆰 ３７２ ８ ０􀆰 ７４８ ６ １０１􀆰 ００
０􀆰 ５００ ２ ０􀆰 ３７２ ９ ０􀆰 ３７２ ８ ０􀆰 ７４３ ２ ９９􀆰 ３１
０􀆰 ５０１ ８ ０􀆰 ３７４ １ ０􀆰 ３７２ ８ ０􀆰 ７４３ ６ ９９􀆰 １０
０􀆰 ４９９ ４ ０􀆰 ３７２ ４ ０􀆰 ３７２ ８ ０􀆰 ７５２ ７ １０２􀆰 ０３

马钱苷 ０􀆰 ５０３ ６ ０􀆰 ２３９ ５ ０􀆰 ２７１ ７ ０􀆰 ５３４ ９ １０８􀆰 ７５ ９８􀆰 ６１
０􀆰 ５０２ ３ ０􀆰 ２３８ ８ ０􀆰 ２７１ ７ ０􀆰 ５１６ ０ １０２􀆰 ０４ （５􀆰 ７９）
０􀆰 ４９９ ０ ０􀆰 ２３７ ３ ０􀆰 ２７１ ７ ０􀆰 ４９８ ７ ９６􀆰 ２２
０􀆰 ５００ ２ ０􀆰 ２３７ ８ ０􀆰 ２７１ ７ ０􀆰 ４９４ １ ９４􀆰 ３３
０􀆰 ５０１ ８ ０􀆰 ２３８ ６ ０􀆰 ２７１ ７ ０􀆰 ４９５ ７ ９４􀆰 ６３
０􀆰 ４９９ ４ ０􀆰 ２３７ ５ ０􀆰 ２７１ ７ ０􀆰 ４９７ ５ ９５􀆰 ７１

补骨脂素 ０􀆰 ５０３ ６ ０􀆰 ０９０ ３ ０􀆰 ０８９ ７ ０􀆰 １７７ ５ ９７􀆰 ２２ ９２􀆰 ０２
０􀆰 ５０２ ３ ０􀆰 ０９０ １ ０􀆰 ０８９ ７ ０􀆰 １７３ ７ ９３􀆰 １９ （３􀆰 ４６）
０􀆰 ４９９ ０ ０􀆰 ０８９ ５ ０􀆰 ０８９ ７ ０􀆰 １６９ ７ ８９􀆰 ４２
０􀆰 ５００ ２ ０􀆰 ０８９ ７ ０􀆰 ０８９ ７ ０􀆰 １６９ １ ８８􀆰 ５３
０􀆰 ５０１ ８ ０􀆰 ０９０ ０ ０􀆰 ０８９ ７ ０􀆰 １７１ ３ ９０􀆰 ５８
０􀆰 ４９９ ４ ０􀆰 ０８９ ６ ０􀆰 ０８９ ７ ０􀆰 １７３ ２ ９３􀆰 １８

异补骨 ０􀆰 ５０３ ６ ０􀆰 ０８４ ３ ０􀆰 ０７６ ４ ０􀆰 １６６ ０ １０６􀆰 ９７ ９６􀆰 ９３
脂素 ０􀆰 ５０２ ３ ０􀆰 ０８４ １ ０􀆰 ０７６ ４ ０􀆰 １５６ ６ ９４􀆰 ８８ （５􀆰 ８０）

０􀆰 ４９９ ０ ０􀆰 ０８３ ５ ０􀆰 ０７６ ４ ０􀆰 １５４ １ ９２􀆰 ２９
０􀆰 ５００ ２ ０􀆰 ０８３ ７ ０􀆰 ０７６ ４ ０􀆰 １５３ ９ ９１􀆰 ８６
０􀆰 ５０１ ８ ０􀆰 ０８４ ０ ０􀆰 ０７６ ４ ０􀆰 １５７ ６ ９６􀆰 ３４
０􀆰 ４９９ ４ ０􀆰 ０８３ ６ ０􀆰 ０７６ ４ ０􀆰 １５９ ４ ９９􀆰 ２３

表 ３　 各成分含有量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝２）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔ⁃

ｕｅｎｔｓ （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝２）
批号 莫诺苷 马钱苷 补骨脂素 异补骨脂素

１８１２１３ ０􀆰 ６１３ ７ ０􀆰 ４１７ ５ ０􀆰 １２９ ３ ０􀆰 １２３ １
１８１２２５ ０􀆰 ７１６ ４ ０􀆰 ４７１ ４ ０􀆰 １３８ ６ ０􀆰 １３９ ３
１９０３０４ ０􀆰 ７４５ ６ ０􀆰 ４７５ ５ ０􀆰 １７９ ４ ０􀆰 １６７ ４
１９０３１３ ０􀆰 ７５１ ８ ０􀆰 ４８１ ６ ０􀆰 １５２ ６ ０􀆰 １４４ ３
１９０３１９ ０􀆰 ７５６ ７ ０􀆰 ４７４ ７ ０􀆰 １５３ ５ ０􀆰 １４５ ９
１９０４１０ ０􀆰 ７４４ ７ ０􀆰 ４６６ ５ ０􀆰 １３３ ３ ０􀆰 １２１ ９
１９０４２４ ０􀆰 ７５３ ９ ０􀆰 ４７２ ８ ０􀆰 １６３ ２ ０􀆰 １４２ ０
１９０５０８ ０􀆰 ７１７ ０ ０􀆰 ５１２ ８ ０􀆰 １５２ ４ ０􀆰 １４３ ０
１９０５２１ ０􀆰 ７４７ ６ ０􀆰 ４９１ ５ ０􀆰 １３３ ７ ０􀆰 １４０ ０
１９０５３０ ０􀆰 ７３７ ８ ０􀆰 ４８５ ０ ０􀆰 １３７ ０ ０􀆰 １２０ ６
１９０６０４ ０􀆰 ７３８ １ ０􀆰 ４７６ ８ ０􀆰 １３４ ７ ０􀆰 １１６ ５
１９０６１４ ０􀆰 ７３８ ５ ０􀆰 ４７８ ５ ０􀆰 １３４ ８ ０􀆰 １１６ ３
１９０６２４ ０􀆰 ７４１ ５ ０􀆰 ４７５ ４ ０􀆰 １３７ ７ ０􀆰 １１９ ６
１９０６２８ ０􀆰 ７４９ ６ ０􀆰 ４８３ １ ０􀆰 １４９ ４ ０􀆰 １３８ ７
１９０７０３ ０􀆰 ７４５ ７ ０􀆰 ４７８ ９ ０􀆰 １３７ ７ ０􀆰 １２１ ４
平均值 ０􀆰 ７３３ ２ ０􀆰 ４７６ ２ ０􀆰 １４２ ０ ０􀆰 １３０ ９

素为参照峰 （ Ｓ）， 测得各特征峰相对保留时间

ＲＳＤ 为 ０～０􀆰 ２３％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ 为 ０ ～ １􀆰 ４２％ ，
表明仪器精密度良好。
２􀆰 ７􀆰 ４　 稳定性试验　 精密吸取同一份供试品溶液，
于 ０、 １、 ２、 ４、 ６、 ８、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ５” 项色谱条件

１． 莫诺苷　 ２． 马钱苷　 ５ （Ｓ） ． 补骨脂素　 ６． 异补骨脂素

１． ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ　 ２． ｌｏｇａｎｉｎ　 ５ （Ｓ） ． ｐｓｏｒａｌｅｎ　 ６． ｉｓｏｐｓｏｒａｌｅｎ

图 ２　 各成分整体性色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｉｎｔｅｇｒａｌｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

下进样测定， 以补骨脂素为参照峰 （ Ｓ）， 测得各

特征峰相对保留时间 ＲＳＤ 为 ０ ～ ０􀆰 ２２％ ， 相对峰面

积 ＲＳＤ 为 ０ ～ １􀆰 ３５％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性

良好。
２􀆰 ７􀆰 ５ 　 重 复 性 试 验 　 取 同 一 批 颗 粒 （ 批 号

１９０３０４） ６ 份， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶

液， 在 “２􀆰 ５” 项色谱条件下进样测定， 以补骨脂

素为参照峰 （ Ｓ）， 测得各特征峰相对保留时间

ＲＳＤ 为 ０～０􀆰 ２０％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ 为 ０ ～ ２􀆰 ７１％ ，
表明该方法重复性良好。
２􀆰 ７􀆰 ６　 图谱确定　 取 １５ 批颗粒， 按 “２􀆰 ３” 项下

方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ５” 项色谱条件下进

样测定， 以补骨脂素为参照峰 （ Ｓ）， 测定各特征

峰相对保留时间、 相对峰面积， 建立特征图谱和对

照图谱， 结果见图 ３～４、 表 ４。

图 ３　 １５ 批样品 ＨＰＬＣ 特征图谱

Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ
ｆｉｆｔｅｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ４　 各成分对照图谱

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ
９２４１
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Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ６



表 ４　 各特征峰相对保留时间、 相对峰面积

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｐｅａｋｓ

批号

相对保留时间 相对峰面积

莫诺苷 马钱苷 峰 ３ 峰 ４
补骨脂

素（Ｓ）
异补骨

脂素
莫诺苷 马钱苷 峰 ３ 峰 ４

补骨脂

素（Ｓ）
异补骨

脂素

１８１２１３ ０􀆰 ２３１ ０􀆰 ３７０ ０􀆰 ４７７ ０􀆰 ５１２ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 ０１５ ０􀆰 ６７３ １􀆰 ４７８ ０􀆰 １２８ １􀆰 ０００ ０􀆰 １７０
１８１２２５ ０􀆰 ２３１ ０􀆰 ３７０ ０􀆰 ４７８ ０􀆰 ５１２ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 ０９８ ０􀆰 ７０４ １􀆰 ６５１ ０􀆰 １３４ １􀆰 ０００ ０􀆰 １６５
１９０３０４ ０􀆰 ２３２ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ５１３ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 ０６１ ０􀆰 ６６６ １􀆰 ６０６ ０􀆰 １３４ １􀆰 ０００ ０􀆰 １６３
１９０３１３ ０􀆰 ２３２ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ５１３ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 ０５８ ０􀆰 ６６１ １􀆰 ６０１ ０􀆰 １３４ １􀆰 ０００ ０􀆰 １６２
１９０３１９ ０􀆰 ２３２ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ５１３ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 ０５９ ０􀆰 ６４８ １􀆰 ５９８ ０􀆰 １３５ １􀆰 ０００ ０􀆰 １６２
１９０４１０ ０􀆰 ２３２ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ５１３ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 １７９ ０􀆰 ７２１ １􀆰 ７８０ ０􀆰 １３９ １􀆰 ０００ ０􀆰 １４７
１９０４２４ ０􀆰 ２３２ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ５１３ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 ０１２ ０􀆰 ６１９ １􀆰 ５３１ ０􀆰 １３３ １􀆰 ０００ ０􀆰 １５９
１９０５０８ ０􀆰 ２２９ ０􀆰 ３６８ ０􀆰 ４７５ ０􀆰 ５０９ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 ０２９ ０􀆰 ７１５ １􀆰 ２４６ ０􀆰 １３３ １􀆰 ０００ ０􀆰 １７４
１９０５２１ ０􀆰 ２３２ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ４７８ ０􀆰 ５１２ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 １８０ ０􀆰 ７５６ １􀆰 ３９１ ０􀆰 １３２ １􀆰 ０００ ０􀆰 １７４
１９０５３０ ０􀆰 ２３１ ０􀆰 ３７０ ０􀆰 ４７８ ０􀆰 ５１２ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 １４５ ０􀆰 ７３３ １􀆰 ３９７ ０􀆰 １３５ １􀆰 ０００ ０􀆰 １５６
１９０６０４ ０􀆰 ２３２ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ５１３ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 １６３ ０􀆰 ７３２ １􀆰 ４１６ ０􀆰 １３６ １􀆰 ０００ ０􀆰 １５３
１９０６１４ ０􀆰 ２３２ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ５１３ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 １６２ ０􀆰 ７３４ １􀆰 ４１９ ０􀆰 １３６ １􀆰 ０００ ０􀆰 １５２
１９０６２４ ０􀆰 ２３２ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ５１３ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 １４６ ０􀆰 ７１６ １􀆰 ３９５ ０􀆰 １３５ １􀆰 ０００ ０􀆰 １５４
１９０６２８ ０􀆰 ２３２ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ５１３ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 ０７８ ０􀆰 ６７７ １􀆰 ２７３ ０􀆰 １３０ １􀆰 ０００ ０􀆰 １７０
１９０７０３ ０􀆰 ２３２ ０􀆰 ３７２ ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ５１３ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 １５７ ０􀆰 ７２４ １􀆰 ３９４ ０􀆰 １４０ １􀆰 ０００ ０􀆰 １５６
平均值 ０􀆰 ２３１ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ４７８ ０􀆰 ５１２ １􀆰 ０００ １􀆰 ０３２ １􀆰 １０３ ０􀆰 ６９９ １􀆰 ４７８ ０􀆰 １３４ １􀆰 ０００ ０􀆰 １６１
ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 ３５ ０􀆰 ２２ ０􀆰 ２１ ０􀆰 １９ ０ ０ ５􀆰 ５９ ５􀆰 ５４ ９􀆰 ９３ ２􀆰 ３０ ０ ５􀆰 １６

２􀆰 ７􀆰 ７　 计量学分析

２􀆰 ７􀆰 ７􀆰 １　 相似度分析　 利用中药色谱指纹图谱相

似度评价软件 （２０１２ 年版）， 以液相图谱共有模式

为参照图谱， 将数据进行特征峰匹配， 夹角余弦法

计算相似度， 结果见表 ５。 由此可知， 各批样品之

间的差异较小， 表明制备工艺稳定， 重复性良好。
表 ５　 １５ 批样品相似度

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｏｆ ｆｉｆｔｅｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

批号 相似度 批号 相似度

１８１２１３ ０􀆰 ９９９ １９０５２１ ０􀆰 ９９８
１８１２２５ ０􀆰 ９９９ １９０５３０ ０􀆰 ９９９
１９０３０４ ０􀆰 ９９９ １９０６０４ ０􀆰 ９９９
１９０３１３ ０􀆰 ９９９ １９０６１４ ０􀆰 ９９９
１９０３１９ ０􀆰 ９９９ １９０６２４ ０􀆰 ９９９
１９０４１０ ０􀆰 ９９７ １９０６２８ ０􀆰 ９９８
１９０４２４ ０􀆰 ９９９ １９０７０３ ０􀆰 ９９９
１９０５０８ ０􀆰 ９９７ 对照图谱 １􀆰 ０００

２􀆰 ７􀆰 ７􀆰 ２　 主成分分析　 通过 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １９􀆰 ０ 软

件进行主成分分析， 结果见表 ６～７。 由此可知， 前

２ 个主成分累积方差贡献率为 ８７％ ， 基本可以客观

反映样品信息； 补骨脂素、 马钱苷对主成分 １ 的贡

献度最大， 而莫诺苷、 马钱苷对主成分 ２ 的最大。
２􀆰 ７􀆰 ７􀆰 ３　 聚类分析 　 通过 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １９􀆰 ０ 软

件， 以组间联接法、 平方 Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ 距离为测度，
对 １５ 批样品进行聚类分析， 见图 ５。 由此可知，
当 ０＜阈值＜５ 时， 除批号 １８１２１３ 外其他样品聚为

一类， 批号 １８１２１３ 样品由于 ４ 种成分含有量的差

　 　 　 　 　 表 ６　 主成分特征值和方差贡献率

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅｓ ａｎｄ ｖａｒｉａｎｃｅ ｃｏｎ⁃
ｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ

成分
初始特征值 提取平方和载入

合计 方差 ／ ％ 累积 ／ ％ 合计 方差 ／ ％ 累积 ／ ％
１ ２􀆰 ４３７ ６０􀆰 ９２２ ６０􀆰 ９２２ ２􀆰 ４３７ ６０􀆰 ９２２ ６０􀆰 ９２２
２ １􀆰 ０５９ ２６􀆰 ４７７ ８７􀆰 ３９９ １􀆰 ０５９ ２６􀆰 ４７７ ８７􀆰 ３９９
３ ０􀆰 ３２５ ８􀆰 １３５ ９５􀆰 ５３４ — — —
４ ０􀆰 １７９ ４􀆰 ４６６ １００􀆰 ０００ — — —

表 ７　 主成分分析结果

Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

指标
贡献度

主成分 １ 主成分 ２
莫诺苷 ０􀆰 ７５９ ０􀆰 ５４１
马钱苷 ０􀆰 ７７６ ０􀆰 ４９１
补骨脂素 ０􀆰 ８３８ －０􀆰 ４２０
异补骨脂素 ０􀆰 ７４５ －０􀆰 ５９１

异而单独聚为另一类， 结果与表 ５ 一致， 表明提取

浓缩工艺稳定。
３　 讨论

３􀆰 １　 色谱条件选择　 本实验采用梯度洗脱， 发现

洗脱 ５０ ｍｉｎ 内时 ４ 种成分分离效果良好， 峰型对

称， 符合含有量测定要求。 通过查阅相关文献结合

ＶＷＤ 紫外检测器参数考察所测成分紫外吸收， 发

现莫诺苷、 马钱苷最大吸收波长均为 ２４０ ｎｍ［１２⁃１４］，
补骨脂素、 异补骨脂素均为 ２４６ ｎｍ［１５⁃１６］， 为达到

特征图谱信息量最大化和测定要求， 检测波长选取

２４０ ｎｍ （０～２５ ｍｉｎ）、 ２４６ ｎｍ （２５～５０ ｍｉｎ）。 流动
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图 ５　 １５ 批样品聚类分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｉｆｔｅｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

相比较了乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸、 乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸， 发现

以后者洗脱时各成分均实现基线分离， 可达到定量

分析要求。 再进行体积流量、 柱温等耐用性考察，
发现分别在 （１􀆰 ０±０􀆰 １） ｍＬ ／ ｍｉｎ、 （３５􀆰 ０±１􀆰 ０）℃
范围均可重现， 方法耐用性良好。
３􀆰 ２　 提取条件优化　 课题组前期研究发现， 供试

品中莫诺苷色谱峰峰型对溶剂要求较高， 容易出现

裂峰、 峰型不对称， 故选择 ２０１５ 年版 《中国药

典》 中的提取溶剂， 即 ５０％ 甲醇［１７］。 再对不同提

取方式 （超声、 加热回流）、 提取时间 （２０、 ３０、
４０ ｍｉｎ）、 提取溶剂用量 （５０、 ２５、 １０ ｍＬ） 进行

考察， 最终确定取样后精密加入 ５０％ 甲醇５０ ｍＬ，
超声 （功率 ３００ Ｗ、 频率 ４０ Ｈｚ） 处理 ３０ ｍｉｎ 作为

最优提取条件。
３􀆰 ３　 ＨＰＬＣ 特征图谱分析 　 共指认了 ６ 个共有特

征峰， 其中峰 １、 ２、 Ｓ、 ６ 分别为莫诺苷、 马钱苷、
补骨脂素、 异补骨脂素， 即为补肾解毒颗粒特征成

分。 再通过化学计量学评价各批样品相似度， 发现

不同批次之间差异较小， 而且均采用同批药材， 不

存在原料差异， 表明生产工艺稳定， 各成分提取

完全。
４　 结论

本实验测定补肾解毒颗粒中莫诺苷、 马钱苷、
补骨脂素、 异补骨脂素的含有量， 并建立其 ＨＰＬＣ
特征图谱， 再通过聚类分析和主成分分析对 １５ 批

样品进行化学计量学分析， 发现该方法简便可靠，
　 　 　 　

稳定性、 重复性良好， 可用于评价该制剂质量。
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