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摘要： 目的　 建立祛风消癜合剂 （忍冬藤、 荆芥、 防风等） ＵＨＰＬＣ 指纹图谱。 方法　 该药物甲醇提取液的分析采用

Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＨＰＬＣ ＣＳＨ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）； 流动相 ０􀆰 ２％ 磷酸⁃乙腈， 梯度洗脱； 体积流量

０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２５ ℃； 检测波长 ２３６ ｎｍ。 对照品比对联合 ＵＨＰＬＣ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法指认共有峰， ＰＬＳ⁃ＤＡ 进行化学计量

学分析。 结果　 １２ 批样品指纹图谱中有 ２４ 个共有峰， 相似度均大于 ０􀆰 ９５， 指认出 １７ 个。 这些样品可按生产年份聚

为 ３ 类， 新绿原酸、 原儿茶醛、 甘草苷、 槲皮苷、 橙皮苷、 丹酚酸 Ｂ 对分组贡献较大 （ＶＩＰ＞１）。 结论　 该方法稳定

可靠， 可用于祛风消癜合剂的质量控制。
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　 　 过敏性紫癜常见于儿童， 相当一部分患儿由于

其反复发作而引起肾脏病变等其他严重并发

症［１⁃２］， 故研发合适的药物以降低该疾病发病率、
预防重要器官损伤是亟需解决的问题。 研究表明，
风热伤络证是过敏性紫癜常见证型［３］， 针对其特

征， 河南中医药大学第一附属医院儿科专家根据长

期临床经验总结研制了祛风消癜方， 由忍冬藤、 荆

芥、 防风、 徐长卿、 茜草、 海风藤、 丹参、 炙甘草

组成， 方中忍冬藤善于清热疏风通络， 荆芥长于透

疹止血， 共为君药； 防风祛风止痒， 海风藤深入经

络， 祛除风邪， 共为臣药； 配以徐长卿祛风止痒，
丹参祛瘀生新、 凉血活血， 茜草凉血止血、 化瘀通

经， 共为佐药； 甘草泻火解毒、 调和诸药， 为使

药， 诸药相伍， 用于过敏性紫癜辨证属风热伤络

者， 其疗效显著， 不良反应小［４⁃５］。 祛风消癜合剂

是在祛风消癜方基础上开发的院内制剂， 本实验建

立其 ＵＨＰＬＣ 指纹图谱， 以期为全面评价和控制其

质量提供依据。
１　 材料

ＸＳ１０５ 型 电 子 天 平 （ 十 万 分 之 一， 瑞 士

Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 系统， 配

置 ＡＣＱＵＩＴＹ⁃ＵＨＰＬＣ 型高效液相色谱仪、 电喷雾离

子源 ＸＥＶＯ⁃Ｇ２ＸＳＱＴＯＦ 飞 行 时 间 质 谱、 Ａｃｑｕｉｔｙ
ＵＨＰＬＣ Ｈ⁃Ｃｌａｓｓ 型超高效液相色谱仪 （美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司）； ＫＱ⁃１００ＤＥ 型超声波清洗器 （昆山市超声

仪器有限公司）。
马钱苷 （纯度 ＞ ９８％ ， 批号 Ｒ２３Ｄ７Ｆ２７５５２）、

５⁃Ｏ⁃甲基 维 斯 阿 米 醇 苷 （ 纯 度 ＞ ９８％ ， 批 号

Ｐ０５Ｍ８Ｆ３５４７８）、 原儿茶醛 （纯度 ＞ ９８％ ， 批号

Ｐ０５Ｍ７Ｆ１４５３３） 对照品均购于上海源叶生物科技有

限 公 司； 新 绿 原 酸 （ 纯 度 ＞ ９８％ ， 批 号

ｌｗ１９０１２４０１５） 对照品购于南京良纬科技有限公司；
甘草苷 （纯度＞９８％ ， 批号 ＰＲＦ８１１０７４２） 对照品

购于成都普瑞法科技开发有限公司； 绿原酸 （纯
度 ９６􀆰 ８％ ， 批号 １１０７５３⁃２０１８１７）、 槲皮苷 （纯度

９０􀆰 ６％ ， 批 号 １１１５３８⁃２０１６０６ ）、 橙 皮 苷 （ 纯 度

９６􀆰 ２％ ， 批号 １１０７２１⁃２０１８１８）、 丹酚酸 Ｂ （纯度

９６􀆰 ６％ ， 批 号 １１１５６２⁃２０１９１７ ）、 丹 皮 酚 （ 纯 度

９９􀆰 ８％ ， 批号 １１０７０８⁃２０１９０８）、 甘草酸铵 （纯度

９７􀆰 ７％ ， 批号 １１０７３１⁃２０１７２０） 对照品均购于中国

食品药品检定研究院。 甲醇、 乙腈、 磷酸为色谱

纯； 其余试剂均为分析纯； 水为娃哈哈纯净水

（杭州娃哈哈集团有限公司）。
祛风消癜合剂共 １２ 批， 均由医院制剂室制备

（ 批 号 分 别 为 ２０１８１１２４、 ２０１８１１２７、 ２０１８１２０１、
２０１９０３１１、 ２０１９０３１５、 ２０１９０３２８、 ２０１９１１１８、 ２０１９１２１５、
２０２００１２１、 ２０２００２０６、 ２０２００２０８、 ２０２００３０１）， 编号 Ｓ１～
Ｓ１２。 忍冬藤 （批号 １８０９０８０１７２） 购于湖北天济中药

饮片有限公司； 荆芥 （批号 １８０５２８２）、 防风 （批
号 １８０７１７１）、 徐长卿 （批号 １８０４１１２）、 海风藤

（批号 １８０５１９２）、 丹参 （批号 １８０７２３１） 均购于安

徽普仁中药饮片有限公司； 茜草 （批号 １８０９１６）、
炙甘草 （批号 １８０９１６） 均购于安徽人民中药饮片

有限公司， 经河南中医药大学第一附属医院药检室

施钧瀚副主任药师鉴定为正品。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件　 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＨＰＬＣ ＣＳＨ Ｃ１８

色谱柱 （ ２􀆰 １ ｍｍ × １００ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）； 流动相

０􀆰 ２％ 磷酸 （Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０～５ ｍｉｎ，
５％ Ｂ； ５～３０ ｍｉｎ， ５％ ～２２％ Ｂ； ３０～４５ ｍｉｎ， ２２％ ～
９５％ Ｂ； ４５ ～ ４７ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； ４８ ～ ５０ ｍｉｎ， ９５％ ～
５％ Ｂ）； 体积流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２５ ℃； 检测

波长 ２３６ ｎｍ； 进样量 １ μＬ。
２􀆰 ２　 质谱条件　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）， 正、 负离

子扫描模式； 毛细管电压 ２ ５００ Ｖ； 锥孔电压４０ Ｖ；
脱溶剂气温度 ２５０ ℃， 体积流量 ６００ Ｌ ／ ｈ； 离子源

温度 １００ ℃， 锥孔气体积流量 ５０ Ｌ ／ ｈ； 亮氨酸⁃
脑啡肽 （正离子模式 ｍ ／ ｚ ５５６􀆰 ２７７ １， 负离子模式

ｍ ／ ｚ ５５４􀆰 ２６１ ５） 溶液在线校正， 扫描质量 １００ ～
１０００ Ｄａ， 全扫描模式。 采用 Ｗａｔｅｒｓ ＵＮＩＦＩ 软件对

采集数据进行处理。
２􀆰 ３　 溶液制备

２􀆰 ３􀆰 １　 对照品溶液 　 取马钱苷、 ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿

米醇苷、 原儿茶醛、 新绿原酸、 甘草苷、 绿原酸、
槲皮苷、 橙皮苷、 丹酚酸 Ｂ、 丹皮酚、 甘草酸铵对

照品各约 １ ｍｇ， 精密称定， 甲醇制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 贮

备液， 再进一步稀释至 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ， 即得。
２􀆰 ３􀆰 ２　 供试品溶液 　 精密吸取 １２ 批样品， 每批

２ ｍＬ， 甲醇定容至 １０ ｍＬ 量瓶中， 超声提取２０ ｍｉｎ，
各吸取 １０ ｍＬ 至离心管中， １５０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
取上清液， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 即得。
２􀆰 ３􀆰 ３　 阴性样品溶液　 按照处方比例及工艺流程，
制备缺忍冬藤、 缺荆芥、 缺防风、 缺徐长卿、 缺茜

草、 缺海风藤、 缺丹参、 缺炙甘草的阴性样品， 按
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“２􀆰 ３􀆰 ２” 项下方法制备， 即得。
２􀆰 ３􀆰 ４　 单味药材溶液　 按照处方比例， 称取忍冬

藤、 荆芥、 防风、 徐长卿、 茜草、 海风藤、 丹参、
炙甘草 ８ 种单味药材， 按 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项下方法制

备， 即得。
２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 １　 精密度试验　 精密吸取同一份供试品溶液

（Ｓ４）， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 以

１４ 号峰 （升麻素苷） 为对照， 测得各共有峰相对

峰面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 １７％ ～２􀆰 ８６％ ， 相对保留时间 ＲＳＤ
为 ０􀆰 ０３％ ～０􀆰 ８２％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ２　 稳定性试验　 精密吸取同一份供试品溶液

（Ｓ４）， 分别于 ０、 ３、 ６、 １２、 １８、 ２４ ｈ， 在 “２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 以 １４ 号峰 （升麻素苷）
为对照， 测得各共有峰相对峰面积 ＲＳＤ 为１􀆰 ０２％ ～
２􀆰 ９２％ ， 相对保留时间 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０３％ ～１􀆰 １１％ ， 表

明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ４􀆰 ３　 重复性试验 　 精密称取合剂 （ Ｓ４） ６ 份，
按 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 以 １４ 号峰 （升麻素苷）
为对照， 测得各共有峰相对峰面积 ＲＳＤ 为１􀆰 １９％ ～
２􀆰 ８２％ ， 相对保留时间 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０４％ ～１􀆰 ５２％ ， 表

明该方法重复性良好。

２􀆰 ５　 指纹图谱建立 　 取 １２ 批样品， 按 “２􀆰 ３􀆰 ２”
项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件

下进样测定， 将所得图谱以 ＣＤＦ 格式导入中药色

谱指纹图谱相似度评价系统软件 （２０１２ 版） 进行

分析， 自动多点匹配法生成对照图谱， 计算相似

度， 结果见图 １、 表 １。 由此可知， 各批样品相似

度均大于 ０􀆰 ９７； 有 ２４ 个共有峰， 分离度均大于

１􀆰 ５， 其中 １４ 号峰 （升麻素苷） 峰面积较高， 出

峰时间稳定适中， 分离度良好， 故选择其作为对照

峰。 各共有峰相对 保 留 时 间 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０５％ ～
１􀆰 １５％ ， 总 体 上 较 稳 定； 相 对 峰 面 积 ＲＳＤ 为

３􀆰 ８３％ ～２９􀆰 ６２％ ， 上下浮动较大， 表明个别成分在

不同批次样品中的含有量有较大差异。

图 １　 １２ 批样品 ＵＨＰＬＣ 指纹图谱

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＵＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｆｏｒ ｔｗｅｌｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

表 １　 １２ 批样品相似度

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｗｅｌｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ
编号 Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ Ｓ１０ Ｓ１１ Ｓ１２
Ｓ１ １ ０􀆰 ９８９ ０􀆰 ９８８ ０􀆰 ９７２ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８７ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８６ ０􀆰 ９７８ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９７５
Ｓ２ ０􀆰 ９８９ １ ０􀆰 ９９４ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８ ０􀆰 ９８１ ０􀆰 ９８ ０􀆰 ９７９
Ｓ３ ０􀆰 ９８８ ０􀆰 ９９４ １ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８１ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９８ ０􀆰 ９８１
Ｓ４ ０􀆰 ９７２ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８３ １ ０􀆰 ９８８ ０􀆰 ９８９ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８６ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８６ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９８８
Ｓ５ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８８ １ ０􀆰 ９９９ ０􀆰 ９９５ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８１ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９８２
Ｓ６ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８９ ０􀆰 ９９９ １ ０􀆰 ９９６ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８１ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９８２
Ｓ７ ０􀆰 ９８７ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９９５ ０􀆰 ９９６ １ ０􀆰 ９８７ ０􀆰 ９８９ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９８７ ０􀆰 ９８３
Ｓ８ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８６ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９８７ １ ０􀆰 ９９７ ０􀆰 ９９１ ０􀆰 ９９７ ０􀆰 ９９２
Ｓ９ ０􀆰 ９８６ ０􀆰 ９８ ０􀆰 ９８１ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９８９ ０􀆰 ９９７ １ ０􀆰 ９８９ ０􀆰 ９９７ ０􀆰 ９９２
Ｓ１０ ０􀆰 ９７８ ０􀆰 ９８１ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９８６ ０􀆰 ９８１ ０􀆰 ９８１ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９９１ ０􀆰 ９８９ １ ０􀆰 ９８８ ０􀆰 ９９６
Ｓ１１ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ９８ ０􀆰 ９８ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９８７ ０􀆰 ９９７ ０􀆰 ９９７ ０􀆰 ９８８ １ ０􀆰 ９９
Ｓ１２ ０􀆰 ９７５ ０􀆰 ９７９ ０􀆰 ９８１ ０􀆰 ９８８ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９９２ ０􀆰 ９９２ ０􀆰 ９９６ ０􀆰 ９９ １

２􀆰 ６　 共有峰指认和归属　 将对照品、 供试品溶液

色谱图叠加， 比对两者保留时间， 指认出 ４、 ５、
８、 １０、 １４、 １５、 １７、 １８、 １９、 ２２、 ２３、 ２４ 号峰分

别为新绿原酸、 原儿茶醛、 绿原酸、 马钱苷、 升麻

素苷、 甘草苷、 ５⁃Ｏ⁃甲维阿斯米醇苷、 槲皮苷、 橙

皮苷、 丹酚酸 Ｂ、 丹皮酚、 甘草酸， 见图 ２。
对其余未指认出的共有峰， 在分离后不经检测

器而直接接取其出峰时间前 ０􀆰 ５ ｍｉｎ 至出峰时间后

０􀆰 ５ ｍｉｎ 的洗脱液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样

测定 １０ 次， 于氮气流下吹干， 残留物用 ２００ μＬ 甲

醇复溶， 涡流 ２ ｍｉｎ， １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 上

清液 采 用 ＵＨＰＬＣ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法 进 行 分 析， 通 过

Ｗａｔｅｒｓ ＵＮＩＦＩ 软件对所采集数据进行处理， 将碎片

离子信息与对照品图谱和相关文献作比对， 其裂解

规律见图 ３， 鉴定结果见表 ２。
由此可知， ３ 号峰一级质谱准分子离子峰为
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注： Ａ 为供试品， Ｂ 为对照品。
４． 新绿原酸　 ５． 原儿茶醛　 ８． 绿原酸　 １０． 马钱苷　 １４． 升麻素

苷　 １５． 甘草苷　 １７． ５⁃Ｏ⁃甲维阿斯米醇苷 　 １８． 槲皮苷 　 １９． 橙

皮苷　 ２２． 丹酚酸 Ｂ　 ２３． 丹皮酚　 ２４． 甘草酸

４． ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ　 ５． ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ ａｌｄｅｈｙｄｅ　 ８． ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ
１０． ｌｏｇａｎｉｎ　 １４． ｃｉｍｉｃｉｆｕｇｉｎ　 １５． ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ　 １７． ５⁃Ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌｖｉｓａｍ⁃
ｍｉｏｓｉｄｅ　 １８． ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ 　 １９． ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ 　 ２２． ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｂ 　
２３． ｐａｅｏｎｏｌ　 ２４． ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ

图 ２　 各成分 ＵＨＰＬＣ 色谱图 （Ⅰ）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＵＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （Ⅰ）

ｍ ／ ｚ １７９􀆰 ０３４ ８ ［Ｍ⁃Ｈ］ －， 苯环上邻二酚羟基脱水

后生成碎片离子 ｍ ／ ｚ １６１， 再脱羧失去 ＣＯ２， 生成

碎片离子 ｍ ／ ｚ １３５， 与对照品和文献 ［６⁃７］ 比对

后推测其为咖啡酸； １１ 号峰一级质谱准分子离子

峰为 ｍ ／ ｚ ４０３􀆰 １２４ ５ ［Ｍ⁃Ｈ］ －， 脱去一分子葡萄糖

后生成碎片离子 ｍ ／ ｚ ２２３， 再脱去一分子 ＣＯ２ 和乙

酰氧基， 生成碎片离子 ｍ ／ ｚ １２１， 与对照品和文献

　 　 　 　 　 　

图 ３　 各成分质谱裂解规律

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＭＳ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

表 ２　 未知共有峰鉴定结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｕｎｋｎｏｗｎ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

峰号 ｔＲ ／ ｍｉｎ 负离子模式 ｍ ／ ｚ
实测值 理论值 误差 ／ ｍＤａ

特征碎片（负离子） 分子式 推测化合物 来源

３ ３􀆰 ９６ １７９􀆰 ０３４ ８ １７９􀆰 ０３５ ０ －０􀆰 ２ １７９，１６１，１３５ Ｃ９Ｈ８Ｏ４ 咖啡酸 忍冬、丹参［６⁃７］

７ ９􀆰 ７６ ４７７􀆰 ０８１ ２ ４７７􀆰 ０８０ ８ ０􀆰 ４ ４７７，３１５，２８５ Ｃ２２Ｈ２２Ｏ１２ 异鼠李素⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 忍冬藤、茜草、丹参［１１］

１１ １５􀆰 ７３ ４０３􀆰 １２４ ５ ４０３􀆰 １２４ ６ －０􀆰 １ ４０３，２２３，１２１ Ｃ１７Ｈ２４Ｏ１１ 断氧化马钱苷 忍冬［７⁃８］

２０ ２８􀆰 ９１ ３５９􀆰 ０７６ ９ ３５９􀆰 ０７７ １ －０􀆰 ４ ３５９，１７９，１６１ Ｃ１８Ｈ１６Ｏ８ 迷迭香酸 荆芥、丹参、忍冬藤、茜草［１０］

２１ ３０􀆰 ３７ ４６１􀆰 ０７２ ９ ４６１􀆰 ０７２ ５ ０􀆰 ４ ４６１，２８５，２１９，１８５，１７９，１０９ Ｃ２１Ｈ１８Ｏ１２ 木犀草素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖醛酸苷 丹参［９］

［８］ 比对后推测其为断氧化马钱苷； ２１ 号峰一级

质谱准分子离子峰为 ｍ ／ ｚ ４６１􀆰 ０７２ ９ ［Ｍ⁃Ｈ］ －， 从

苷键处脱去一分子葡萄糖醛酸， 生成碎片离子 ｍ ／ ｚ
２８５， 与对照品和文献 ［９］ 比对后推测其为木犀

草素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖醛酸苷； ２０ 号峰一级质谱准

分子离子峰为 ｍ ／ ｚ ３５９􀆰 ０７６ ９ ［Ｍ⁃Ｈ］ －， 酰氧键断

裂， 生成碎片离子 ｍ ／ ｚ １７９， 苯环上邻二酚羟基脱

水， 生成碎片离子 ｍ ／ ｚ １６１， 与对照品和文献

［１０］ 比对后推测其为迷迭香酸； ７ 号峰一级质谱

准分子离子峰为 ｍ ／ ｚ ４７７􀆰 ０８１ ２ ［Ｍ⁃Ｈ］ －， 脱去一

分子糖苷， 生成碎片离子 ｍ ／ ｚ ３１５， 与对照品和文

献 ［１１］ 比对后推测其为异鼠李素⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷。
将单味药材、 阴性样品溶液色谱图进行比对，

发现各药材色谱峰均与合剂共有峰对应， 表明单味

药材与合剂化学信息的相关性良好。 其中， １、 ３、
４、 ６、 ９、 １０、 １１、 １３ 号峰归属于忍冬藤， １２ 号峰

归属于海风藤， １４、 １７ 号峰归属于防风， １５、 ２４
号峰归属于炙甘草， １９ 号峰归属于荆芥， ２１、 ２２
号峰归属于丹参， ２３ 号峰归属于徐长卿； ２ 号峰为

荆芥、 丹参、 防风共有， １８ 号峰为丹参、 忍冬藤
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共有， ５ 号峰为荆芥、 忍冬藤、 丹参共有， ２０ 号峰

为荆芥、 丹参共有， ７ 号为忍冬藤、 茜草共有， ８
号为忍冬藤、 荆芥共有， １６ 号峰为防风、 炙甘草

共有。 色谱图见图 ４。

３． 咖啡酸　 ７． 异鼠李素⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷　 １１． 断氧化马钱苷　 ２０． 迷迭香酸　 ２１． 木犀草素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖醛酸苷

３． ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ　 ７． ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ⁃３⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ　 １１． ｓｅｃｏｘｙｌｏｇａｎｉｎ　 ２０． ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃ ａｃｉｄ　 ２１． ｌｕｔｅｏｌｉｎ⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ

图 ４　 各成分 ＵＨＰＬＣ 色谱图 （Ⅱ）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＵＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （Ⅱ）

２􀆰 ７　 偏最小二乘法判别分析 （ＰＬＳ⁃ＤＡ） 　 采用

ＰＬＳ⁃ＤＡ 对 ２４ 个共有峰的相对峰面积进行判别分

析， 得分图 ［ Ｒ２
Ｘ （ ｃｕｍ） ＝ ０􀆰 ８７， Ｑ２ （ ｃｕｍ） ＝

０􀆰 ９６４］ 见图 ５， 可知 １２ 批样品可按生产年份聚为

３ 类， 即 ２０１８ 年产 （ Ｓ１ ～ Ｓ３）、 ２０１９ 年产 （ Ｓ４ ～
Ｓ８）、 ２０２０ 年产 （Ｓ９ ～ Ｓ１２）； 载荷图见图 ６， 可知

１１、 １６、 ７、 ６、 １、 ２２、 ４、 １５、 ８、 １３、 １９、 １８、
２１ 号峰的圆形距离原点较远， 表明这些成分对分

组贡献较大； ＶＩＰ 见图 ７， 可知大于 １ 的有 １０ 种，
分别为 ５ 号峰 （原儿茶醛）、 ２ 号峰、 １８ 号峰 （槲
皮苷）、 ２１ 号峰 （木犀草素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖醛酸

苷）、 １９ 号峰 （橙皮苷）、 １５ 号峰 （甘草苷）、 ２２
号峰 （丹酚酸 Ｂ）、 １３ 号峰、 ４ 号峰 （新绿原酸）、
１ 号峰， 但其相对峰面积均在 ２０１８ 年产样品中最

低， 而 １８、 ２１、 １９、 １５、 １３ 号峰在 ２０１９ 年产样品

中最高， ５、 ２、 ２２、 ４ 号峰在 ２０２０ 年产样品中最

高。 综上所述， 造成不同年份样品质量差异的主要

成分为槲皮苷、 木犀草素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖醛酸苷、
橙皮苷、 甘草苷、 丹酚酸 Ｂ、 新绿原酸、 １３ 号峰、
１ 号峰。

图 ５　 １２ 批样品 ＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＰＬＳ⁃ＤＡ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ｔｗｅｌｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

３　 讨论

本实验对色谱条件进行了考察， 发现 Ｗａｔｅｒｓ
ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＨＰＬＣ ＣＳＨ Ｃ１８ 色 谱 柱 （ ２􀆰 １ ｍｍ ×
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图 ６　 １２ 批样品 ＰＬＳ⁃ＤＡ 载荷图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＰＬＳ⁃ＤＡ ｌｏａｄｉｎｇ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ｔｗｅｌｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ７　 共有峰相对峰面积 ＶＩＰ 图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 ＶＩＰ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ

１００ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ） 分离效果最好； 乙腈⁃０􀆰 ２％ 磷

酸洗脱时各成分色谱峰分离度较好， 出峰时间适

中； 不同柱温 （２５、 ３０、 ３５ ℃） 差别不大； 体积

流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时洗脱效果最好； 采用 ＤＡＤ 检测

器在 １９０ ～ ４００ ｎｍ 波长处进行扫描， 发现 ２３６ ｎｍ
处色谱峰数量最多， 峰高度合适， 故选择其作为检

测波长。 再对供试品溶液制备方法进行了考察， 发

现超声提取效果明显优于冷浸， 而且 １５ ｍＬ 甲醇提

取 ２０ ｍｉｎ 时， 只需 １ 次各成分即已基本提取完全。
本实验建立了祛风消癜合剂 ＵＨＰＬＣ 指纹图

谱， 确定了 ２４ 个共有峰的药材来源归属和其中 １７
个的化学成分归属， 但海风藤、 茜草信号较弱， 专

属峰较少， 将在今后研究中加以改进。 ＰＬＳ⁃ＤＡ 显

示， 不同年份样品在整体质量上存在一定差异， 原

儿茶醛、 槲皮苷、 木犀草素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖醛酸

苷、 橙皮苷、 甘草苷、 丹酚酸 Ｂ、 新绿原酸可作为

差异标志物， 其中原儿茶醛、 新绿原酸、 丹酚酸 Ｂ
相对峰面积随着贮藏时间延长逐渐降低。 新绿原

酸、 原儿茶醛是君药忍冬藤标志性成分， 具有较好

的抗氧化、 抗炎作用， 但其结构中有酯键、 不饱和

双键、 多元酚等不稳定部分［１２⁃１３］； 丹酚酸 Ｂ 具有

较强的抗氧化、 清除自由基作用， 是臣药丹参重要

功效成分， 但其性质也不稳定［１４⁃１５］， 这些化合物

含有量差异可能是造成不同年份样品质量存在差异

的主要原因之一， 提示祛风消癜合剂在贮藏过程中

需要关注成分的稳定性。 因此， 建议对祛风消癜合

剂进行品质评价时应增加新绿原酸、 原儿茶醛、 丹

酚酸 Ｂ 等稳定性较差成分的含有量测定， 以期最

大程度保证该制剂质量。
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