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摘要： 目的　 建立扶正固本颗粒 （黄芩、 淫羊藿、 女贞子等） ＨＰＬＣ 指纹图谱。 方法　 该药物 ８０％ 甲醇提取液的分析

采用 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８色谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇⁃０􀆰 １％ 磷酸， 梯度洗脱； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检

测波长 ２５０、 ２６０、 ２７５、 ２８５、 ３２０ ｎｍ； 柱温 ２５ ℃。 结果　 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱中有 ３６ 个共有峰， 相似度均大于

０􀆰 ９９， 并确定了其中 ８ 种成分 （２， ３， ５， ４′⁃四羟基二苯乙烯基葡萄糖苷、 黄芩苷、 汉黄芩苷、 黄芩素、 淫羊藿苷、
汉黄芩素、 宝藿苷 Ｉ、 大黄素） 的结构。 结论　 该方法分离度、 精密度、 稳定性、 重复性良好， 可用于扶正固本颗粒

的质量控制。
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　 　 扶正固本颗粒由黄芩、 淫羊藿、 女贞子、 何首乌、 地

黄、 茜草等 ８ 味中药组成， 具有益气养阴、 凉血解毒的功

效， 适用于对食管癌、 胃寒气阴两虚兼热毒症患者放化疗

时合并用药， 收载于国家药品监督管理局标准 （ＷＳ⁃５２５０
（Ｂ⁃０２５０） ⁃２００２） ［１］ ， 但目前该制剂质量控制方法仍以单一

成分为指标， 难以全面确保其质量稳定性。
中药指纹图谱具有信息量大、 特征性强等特点， 能从

整体上把握其质量， 在评价质量一致性及产品稳定性方面

具有明显的优势［２］ 。 前期已有很多对中药药味指纹图谱、
含量测定及成分分析的报道［３⁃１０］ ， 本实验在此基础上建立

扶正固本颗粒 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 以期为后续制定与该制剂

功效相关的多成分含量测定方法提供依据， 也为建立其系

统全面的质量标准奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 高效液相色谱仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司）， 配置 Ｇ１３２２Ａ 真空脱气机、 Ｇ１３１１Ａ 四元泵、 Ｇ１３２９Ａ
自动进样器、 Ｇ１３１６Ａ 柱温箱、 Ｇ１３１５Ｄ ＤＡＤ 二极管阵列检

测器、 ＨＰ Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ 色谱工作站； 超高效液相色谱⁃高分

辨质谱系统 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）， 包括 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｉ
Ｃｌａｓｓ⁃Ｇ２⁃ＸＳ ＱＴＯＦ、 ＭａｓｓＬｙｎｘ Ｖ４􀆰 １ 质谱工作站、 ＥＳＩ 离子

源。 ＸＳ１０５ 电子分析天平 （瑞士梅特勒⁃托利多公司）； 超

纯水器 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； Ｓ６０Ｈ 超声波清洗机 （德国

艾尔玛公司）。
１􀆰 ２　 试 剂 与 药 物 　 黄芩苷 （ １１０７１５⁃２０１３１８）、 黄芩素

（１１１５９５⁃２００６０４）、 淫羊藿苷 （１１０７３７⁃２０１５１６）、 宝藿苷 Ｉ

（１１１８５２⁃２０１６０３）、 汉黄芩素 （１１１５１４⁃２０１７０６）、 汉黄芩苷

对照品 （１１２００２⁃２０１７０２）， ２， ３， ５， ４′⁃四羟基二苯乙烯基

葡萄 糖 苷 对 照 品 （ １１０８４４⁃２０１１０９）、 大 黄 素 （ １１０７５６⁃
２０１５１２） 对照品均购于中国食品药品检定研究院。 黄芩、
淫羊藿、 女贞子、 何首乌、 地黄、 茜草、 黄精、 人参均由

山西振东开元制药有限公司提供， 经山西省药品检验所高

天爱主任药师鉴定为正品。 扶正固本颗粒共 １０ 批， 均来源

于山西振东开元制药有限公司， 批号分别为 ２０１６０６０３、
２０１６１１０４、 ２０１７０８０６、 ２０１７０４０１、 ２０１７１０１２、 ２０１８０３０２、
２０１８０６０１、 ２０１８１００２、 ２０１９０３０１、 ２０１９０６０３。 甲醇、 乙腈为

色谱纯 （迪马科技公司）； 其余试剂均为分析纯。
２　 方法

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８色谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ，
５ μｍ）； 流动相甲醇 （ Ａ） ⁃０􀆰 １％ 磷酸 （ Ｂ）， 梯度洗脱

（０～２０ ｍｉｎ， ５％ ～ ４０％ Ａ； ２０ ～ ３８ ｍｉｎ， ４０％ ～ ５０％ Ａ； ３８ ～
６２ ｍｉｎ， ５０％ Ａ； ６２ ～ ６８ ｍｉｎ， ５０％ ～ ６５％ Ａ； ６８ ～ ７３ ｍｉｎ，
６５％ Ａ； ７３ ～ ８０ ｍｉｎ， ６５％ ～ ７５％ Ａ； ８０ ～ ８５ ｍｉｎ， ７５％ ～
８０％ Ａ； ８５ ～ ９０ ｍｉｎ， ８０％ ～ ９０％ Ａ； ９０ ～ ９８ ｍｉｎ， ９０％ Ａ；
９８～１００ ｍｉｎ， ９０％ ～ ５％ Ａ）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温

２５ ℃； 检测波长 ０ ～ ９􀆰 ２５ ｍｉｎ ２７５ ｎｍ， ９􀆰 ２５ ～ １０􀆰 ５ ｍｉｎ
２８５ ｎｍ， １０􀆰 ５～１２􀆰 ５ ｍｉｎ ２６０ ｎｍ， １２􀆰 ５ ～ １４􀆰 ５ ｍｉｎ ２５０ ｎｍ，
１４􀆰 ５～２４ ｍｉｎ ２７５ ｎｍ， ２４～２５􀆰 ５ ｍｉｎ ３２０ ｎｍ， ２５􀆰 ５～１００ ｍｉｎ
２７５ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２　 质谱条件 　 参考文献 ［１１］ 报道。 ＸＥＶＯ Ｇ２⁃ＸＳ ＥＳＩ
离子源， 正 ／负离子模式； 锥孔电压 ４０ Ｖ； 离子源温度
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１００ ℃； 脱溶剂气温度 ４００ ℃； 锥孔气体积流量 ５０ Ｌ ／ ｈ；
脱溶剂气体积流量 ７００ Ｌ ／ ｈ；扫描范围 ｍ ／ ｚ １００ ～ １ ５００；
校正液亮氨酸⁃脑啡肽，［Ｍ＋Ｈ］ ５５６􀆰 ２７７ １，［Ｍ⁃Ｈ］ ５５４􀆰 ２６１ ５。
采用 Ｍａｓｓｌｙｎｘ４􀆰 １ 工作软件，在 ＭＳＥ Ｃｏｎｔｉｎｕｕｍ 模式采集质

谱数据，扫描速率 ０􀆰 ２ ／ ｓ，碰撞能量 ２０～３５ Ｖ。
２􀆰 ３　 供试品溶液制备 　 取本品约 ２􀆰 ０ ｇ， 精密称定， 置于

具塞锥形瓶中， 精密加入 ２５ ｍＬ８０％ 甲醇， 称定质量， 超声

（２５０ Ｗ、 ４０ Ｈｚ） 处理 ３０ ｍｉｎ， 放冷， ８０％ 甲醇补足减失的

质量， 摇匀， 滤过， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ４　 对照品溶液制备　 精密称取黄芩苷、 淫羊藿苷、 汉黄

芩素、 汉黄芩苷、 ２， ３， ５， ４′⁃四羟基二苯乙烯基葡萄糖

苷、 大黄素对照品适量， 甲醇溶解， 即得。
２􀆰 ５　 单味药材溶液制备　 称取黄芩、 淫羊藿、 何首乌、 女

贞子、 生地黄、 茜草、 黄精、 人参适量， 粉碎为粗粉， 提

取 ２ 次， 第 １ 次加 １０ 倍量水， 第 ２ 次加 ８ 倍量水， 每次

１ ｈ， 合并提取液， 浓缩， ８０ ℃ 干燥。 称取上述提取物适

量， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备， 精密吸取 ２ ｍＬ 至 １０ ｍＬ 量

瓶中， ８０％ 甲醇定容， 摇匀， 滤过， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ６　 阴性样品溶液制备　 分别称取缺黄芩、 缺淫羊藿、 缺

何首乌、 缺女贞子、 缺生地黄、 缺茜草、 缺黄精、 缺人参

阴性样品适量， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备， 精密吸取 ２ ｍＬ
至 １０ ｍＬ 量瓶中， ８０％ 甲醇定容， 摇匀， 滤过， 取续滤液，
即得。
２􀆰 ７　 方法学考察

２􀆰 ７􀆰 １　 精密度试验 　 取同一批本品 （批号 ２０１７０８０６） 适

量， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色

谱条件下进样测定 ７ 次， 以黄芩苷为参照， 测得各共有峰

相对保留时间 ＲＳＤ 在 ０ ～ ０􀆰 １４％ 范围内， 相对峰面积 ＲＳＤ
在 ０～２􀆰 ８３％ 范围内， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ７􀆰 ２　 重复性试验 　 取同一批本品 （批号 ２０１７０８０６） 适

　 　 　 　

量， 按 “２􀆰 ３” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 以黄芩苷为参照， 测得各

共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 在 ０～０􀆰 ０８％ 范围内， 相对峰面积

ＲＳＤ 在 ０～２􀆰 ４０％ 范围内， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ７􀆰 ３　 稳定性试验 　 取同一批本品 （批号 ２０１７０８０６） 适

量， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 于 ０、 ３􀆰 ５、 ７、
１０􀆰 ５、 １４、 １９、 ２４、 ３０、 ３６ ｈ 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样

测定， 以黄芩苷为参照， 测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ
在 ０～０􀆰 １８％ 范围内， 相对峰面积 ＲＳＤ 在 ０～ ２􀆰 ３７％ 范围内，
表明溶液在 ３６ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ７􀆰 ４　 耐用性试验 　 采用 Ｄｉｍａｋ Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８、 ＴＩＡＮＨＥ
Ｋｒｏｍａｓｉｌ Ｃ１８、 ＥＬＩＴＥ ＳｉｎａＣｈｒｏｍ Ｃ１８ 色 谱 柱 （ ２５０ ｍｍ ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 以黄

芩苷为参照， 测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 在 ０～３􀆰 ５２％
范围内， 相对峰面积 ＲＳＤ 在 ０～２􀆰 ３３％ 范围内， 表明色谱柱

耐用性良好。
２􀆰 ８　 ＨＰＬＣ 指纹图谱建立 　 参考文献 ［２， １２］ 报道， 取

１０ 批样品， 按 “ ２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 将所得图谱导入 “中药色

谱指纹图谱相似度评价系统” （２０１２􀆰 １３０７２３ 版）， 设定 Ｓ１
样品图谱作为参照， 采用平均数法， 设定时间窗宽度为

０􀆰 １， 经过多点校正后自动匹配， 共有 ３６ 个共有峰， 见图

１～２。

图 １　 对照指纹图谱

图 ２　 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱

　 　 再取供试品、 对照品、 单味药材溶液适量， 在 “２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 通过保留时间和紫外吸收光谱数

据对各共有峰进行归属， 在 “２􀆰 ２” 项质谱条件下对其进行

指认。
３　 结果

３􀆰 １　 相似度评价 　 １０ 批样品相似度均大于 ０􀆰 ９９， 表明各
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批之间成分一致， 质量稳定。
３􀆰 ２　 共有峰归属及成分分析　 图 ３ 显示， １２ 号峰为 ２， ３，
５， ４′⁃四羟基二苯乙烯基葡萄糖苷 （ｍ ／ ｚ ４０５􀆰 １２０ ８， Ｍ⁃Ｈ），
１７ 号峰为黄芩苷 （ｍ ／ ｚ ４５５􀆰 ０９１ ３， Ｍ⁃Ｈ）， ２３ 号峰为汉黄芩

苷 （ ｍ ／ ｚ ４５９􀆰 １０４ ９， Ｍ⁃Ｈ ）， ２５ 号 峰 为 黄 芩 素 （ ｍ ／ ｚ
２６９􀆰 ０４９ ７， Ｍ⁃Ｈ）， ２６ 号峰淫羊藿苷 （ｍ ／ ｚ ７２１􀆰 ２３１ ４， Ｍ⁃

Ｈ）， ３１ 号峰为汉黄芩素 （ｍ ／ ｚ ２８３􀆰 ０６５ １， Ｍ⁃Ｈ）， ３３ 号峰

为宝藿苷 Ｉ （ｍ ／ ｚ ５１３􀆰 １８１ ５， Ｍ⁃Ｈ）， ３５ 号峰为大黄素 （ｍ ／ ｚ
２６９􀆰 ０４９ ７， Ｍ⁃Ｈ）。 各单味药材成分与颗粒成分基本对应，
其中黄芩、 淫羊藿、 何首乌、 女贞子对共有峰的贡献较大，
地黄、 人参、 茜草、 黄精贡献较小， 见图 ４、 表 １。

图 ３　 各成分质谱图

图 ４　 供试品、 单味药材溶液 ＨＰＬＣ 色谱图

４　 讨论

４􀆰 １　 提取溶剂优化 　 本实验比较了 ５０％ 甲醇、 ８０％ 甲醇、
甲醇所制备供试品溶液的指纹图谱， 发现 ５０％ 、 ８０％ 甲醇

对 ２， ３， ５， ４’ ⁃四羟基二苯乙烯基葡萄糖苷的提取较充

分， 而 ３ 种溶剂对其他成分的提取均无明显差异。 由于

５０％ 甲醇黏度大于 ８０％ 甲醇， 微孔滤膜过滤时耗费时间较

长， 故最终确定 ８０％ 甲醇作为提取溶剂。

４􀆰 ２　 流动相优化　 本实验曾采用乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸进行梯度

洗脱， 发现结构相似的色谱峰较集中， 分离度较差， 故最

终确定洗脱能力较弱的甲醇作为流动相， 取得了较为满意

的分离度。
４􀆰 ３　 检测波长优化　 本实验采用 ＤＡＤ 检测器对供试品溶

液中各色谱峰的紫外吸收进行全波长扫描， 确定了每个指

纹峰最大吸收波长， 并采用不同时间改变最大吸收波长的
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　 　 　 　 表 １　 各共有峰归属

编号 ｔＲ ／ ｍｉｎ 来源药材 编号 ｔＲ ／ ｍｉｎ 来源药材

１ ８􀆰 ４３３ 何首乌、淫羊藿 １９ ４４􀆰 ５６１ 黄芩

２ ９􀆰 ６１５ 除黄芩以外全有 ２０ ４５􀆰 ４２４ 黄芩

３ １１􀆰 ３４７ 除黄芩以外全有 ２１ ４６􀆰 ２５８ 黄芩

４ １２􀆰 ３３２ 女贞子 ２２ ４７􀆰 ８４８ 黄芩

５ １３􀆰 ０８１ 何首乌、淫羊藿、女贞子 ２３ ５０􀆰 １３８ 黄芩

６ １４􀆰 １８６ 女贞子 ２４ ５９􀆰 ２０５ 茜草

７ １４􀆰 ８３６ 女贞子 ２５ ６２􀆰 ３４４ 黄芩

８ １６􀆰 ４７７ 女贞子 ２６ ６６􀆰 ３４９ 淫羊藿

９ １９􀆰 ７２０ 何首乌、女贞子、茜草 ２７ ６７􀆰 ５３２ 淫羊藿

１０ ２１􀆰 ２０９ 何首乌 ２８ ７０􀆰 ６９６ 黄芩

１１ ２４􀆰 ３７７ 淫羊藿、女贞子 ２９ ７１􀆰 ５５６ 何首乌

１２ ２５􀆰 １４２ 何首乌 ３０ ７３􀆰 ８６４ 黄芩

１３ ２５􀆰 ９４８ 黄芩 ３１ ７６􀆰 ８９４ 黄芩

１４ ２８􀆰 ６７９ 黄芩、茜草 ３２ ７９􀆰 ７１９ 茜草

１５ ３１􀆰 ３９１ 黄芩 ３３ ８７􀆰 ０７３ 淫羊藿

１６ ３７􀆰 １６０ 黄芩 ３４ ８９􀆰 ５１５ 除黄芩以外全有

１７ ３８􀆰 １０５ 黄芩 ３５ ９１􀆰 ８１７ 何首乌

１８ ４３􀆰 ００７ 黄芩 ３６ ９５􀆰 ９６３ 除黄芩以外全有

方法进行测定， 发现指纹图谱中各指纹峰均能满足分析

要求。
５　 结论

本实验建立了 １０ 批扶正固本颗粒的 ＨＰＬＣ 指纹图谱，
确定了 ３６ 个共有峰， 覆盖了方中 ５ 味中药主要特征成分，
共有峰面积达 ９０％ 以上， 并对 ２， ３， ５， ４′⁃四羟基二苯乙

烯基葡萄糖苷、 黄芩苷、 汉黄芩苷、 黄芩素、 淫羊藿苷、
汉黄芩素、 宝藿苷 Ｉ、 大黄素进行了指认， 能在整体上对该

制剂质量进行控制， 也为制定规范化、 标准化的相关质量

控制方法提供实验依据。
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