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复方茴芹颗粒的指纹图谱建立、化学模式识别及多成分含量测定Δ
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摘 要 目的 建立复方茴芹颗粒的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱并结合化学模式识别技术进行分析，同时测定该颗粒剂中8

种有效成分的含量。方法 采用HPLC法，以葛根素的色谱峰为参照峰，绘制10批复方茴芹颗粒样品的指纹图谱；采用《中药色谱

指纹图谱相似度评价系统（2012版）》进行相似度评价，并指认共有峰；采用SPSS 22.0、SIMCA 14.0软件进行聚类分析和主成分分

析。采用HPLC法测定样品中8种有效成分绿原酸、葛根素、3′-甲氧基葛根素、大豆苷、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、异绿原

酸A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、异绿原酸C的含量。结果 10批复方茴芹颗粒的指纹图谱中共有26个共有峰，相似度均大

于0.900；共指认出11个共有峰，分别为没食子酸、新绿原酸、绿原酸、葛根素、3′-甲氧基葛根素、大豆苷、木犀草素-7-O-β-D葡萄糖

醛酸苷、异绿原酸A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、异绿原酸C及大豆苷元。聚类分析和主成分分析结果显示，10批复方茴芹颗

粒可聚为4类，其中S2、S3、S6为一类，S4、S8、S10为一类，S7为一类，S1、S5、S9为一类。10批复方茴芹颗粒中8种有效成分的平

均含量分别为1.30、17.42、3.51、3.57、0.75、0.41、0.31、0.32 mg/g。结论 本研究成功建立了复方茴芹颗粒的指纹图谱及多成分含量

测定方法，可为该颗粒剂的质量控制提供依据。
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish the high-performance liquid chromatography（HPLC） fingerprint of Compound huiqin

granules and analyze it with chemical pattern recognition，and determine the contents of 8 active components in the granules.

METHODS Using puerarin as reference peak，the fingerprints of 10 batches of Compound huiqin granules were drawn by HPLC

method. Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint of Traditional Chinese Medicine（2012 edition）was used to

evaluate the similarity and identify common peaks；SPSS 22.0 and SIMCA 14.0 software were used for cluster analysis and

principal component analysis. HPLC method was used to determine the contents of 8 active components，such as chlorogenic acid，

puerarin，3′-methoxypuerarin，daidzin，luteolin-7-O-β -D-glucuronide，isochlorogenic acid A，and apigenin-7-O-β -D-glucuronide

and isochlorogenic acid C. RESULTS There were 26 common peaks in the fingerprints of 10 batches of Compound huiqin

granules，the similarity was greater than 0.900，and 11 peaks were identified，which were gallic acid，neochlorogenic acid，

chlorogenic acid，puerarin，3′-methoxypuerarin，daidzin，luteolin-7-O-β-D glucuronide，isochlorogenic acid A，apigenin-7-O-β-D-

glucuronide，isochlorogenic acid C and daidzein. The results of cluster analysis and principle component analysis showed that 10

batches of Compound huiqin granules could be clustered into 4 categories，in which S2，S3 and S6 belonged to one category，S4，

S8，S10 belonged to one category，S7 belonged to one category，and S1，S5，S9 belonged to one category. Average contents of 8

active components were 1.30，17.42，3.51，3.57，0.75，0.41，0.31，0.32 mg/g，respectively. CONCLUSIONS In this study，the

fingerprints and multi-component content determination method of Compound huiqin granules are successfully established，which

can provide a basis for the quality control of the granules.
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肾气、化血瘀的功效，可用于治疗良性前列腺增生[1]。复

方茴芹颗粒处方成分复杂，且尚缺乏质量控制研究。中

药指纹图谱能较全面地反映中药内在化学成分的种类

与数量，评价和控制中药材及复方的质量[2―3]；其结合化

学模式识别技术能够对高效液相色谱（HPLC）数据进行

综合处理和分析，科学、全面地反映中药及中药复方的

质量[4]。此外，多成分含量测定可以更全面地反映制剂

的质量[5]。因此，本研究在完成复方茴芹颗粒（原名“羊

红膻癃闭平颗粒”）制备工艺及中试生产的基础上[6]，建

立复方茴芹颗粒的HPLC指纹图谱，并结合化学模式识

别技术对该颗粒质量进行评价，同时测定该颗粒中绿原

酸、葛根素、3′-甲氧基葛根素、大豆苷、木犀草素-7-O-β-

D-葡萄糖醛酸苷、异绿原酸A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖

醛酸苷及异绿原酸C 8种有效成分的含量，旨在为全面

有效地控制该颗粒制剂质量以及新药开发提供依据。

1 材料
1.1 主要仪器

2695型 HPLC 仪及配套的 2998 PAD 检测器、Em‐

power2色谱工作站均购自美国Waters公司；AB135-S型

十万分之一分析天平购自瑞士 Mettler Toledo 公司；

FA2104型万分之一分析天平购自上海精密科学仪器有

限公司天平仪器厂；SB-800 DTD型超声波萃取仪购自

宁波新芝生物科技股份有限公司。

1.2 主要药品与试剂

葛根素、木犀草素-7-O-β-D葡萄糖醛酸苷、绿原酸、

大豆苷、大豆苷元、没食子酸的对照品均购自中国食品

药品检定研究院（批号分别为 110752-201816、111968-

201602、110753-201413、111738-201904、111502-202003、

110831-201906，纯度均大于99%）；3′-甲氧基葛根素、新

绿原酸、异绿原酸A、异绿原酸C的对照品均购自成都普

菲德生物技术有限公司（批号分别为17111305、19081403、

19120606、18070401，纯度均大于99%）；芹菜素-7-O-β-D

葡萄糖醛酸苷对照品（批号20120601，纯度大于99%）购

自上海诗丹德标准技术服务有限公司。复方茴芹颗粒

样品共10批（编号S1～S10），均由山西中医药大学附属

医院提供，批号分别为 20190506、20190724、20190725、

20190726、20191103、20191104、20191105、20201114、

20201116、20201118，规格为10 g/袋。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备

2.1.1 供试品溶液的制备 取复方茴芹颗粒约 1 g，研

细，精密称定，精密加入 75%甲醇 25 mL，称质量；超声

萃取（功率250 W，频率40 kHz，下同）30 min，放冷，再次

称定质量，用 75%甲醇补足减失的质量，摇匀，用 0.22

μm微孔滤膜滤过，即得。

2.1.2 混合对照品溶液的制备 取没食子酸、新绿原

酸、绿原酸、葛根素、3′-甲氧基葛根素、大豆苷、木犀草

素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、异绿原酸A、芹菜素-7-O-β-

D-葡萄糖醛酸苷、异绿原酸C及大豆苷元对照品适量，

精密称定，置于同一25 mL容量瓶中，加入适量甲醇，超

声使其完全溶解，放冷后用甲醇定容，摇匀，滤过，即得

上述成分质量浓度分别为 0.024、0.037、0.073、0.317、

0.116、0.102、0.047、0.063、0.035、0.054、0.047 mg/mL 的

混合对照品溶液。

2.2 色谱条件

色谱柱为 SunFireTM C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）；

柱温为30 ℃；流动相为乙腈（A）-0.2%磷酸溶液（B），梯

度洗脱（0～25 min，5%A→10%A；25～35 min，10%A→
15%A；35～46 min，15%A→17%A；46～60 min，17%A→
22%A；60～80 min，22%A→42%A）；流速为 1.0 mL/min；

检测波长为278 nm；进样量为10 μL。

2.3 方法学考察

2.3.1 精密度试验 取同一复方茴芹颗粒供试品溶液

（样品S1），按“2.2”项下色谱条件连续进样 6次，记录色

谱图。以10号峰（葛根素的色谱峰，该峰出峰时间居中、

峰形好，下同）为参照峰，测得26个共有峰的相对保留时

间、相对峰面积的 RSD 分别为 0.07%～0.30%、0.57%～

1.72%（n＝6），表明该方法精密度良好。

2.3.2 稳定性试验 取同一复方茴芹颗粒供试品溶液

（样品S1），于室温放置 0、3、6、9、12、15 h时，按“2.2”项

下色谱条件进样测定，记录色谱图。以 10号峰为参照

峰，测得 26个共有峰的相对保留时间、相对峰面积的

RSD分别为 0.06%～0.48%、0.72%～1.83%（n＝6），表明

供试品溶液在室温放置15 h内稳定性良好。

2.3.3 重复性试验 取同一批复方茴芹颗粒（样品S1）6

份，分别按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2”

项下色谱条件进样测定，记录色谱图。以10号峰为参照

峰，测得 26个共有峰的相对保留时间、相对峰面积的

RSD分别 0.46%～1.78%、0.93%～2.31%（n＝6），表明该

方法重复性良好。

2.4 指纹图谱的建立及相似度分析

2.4.1 指纹图谱的建立 按“2.1.1”项下供试品溶液的

制备方法及“2.2”项下色谱条件建立10批复方茴芹颗粒

的指纹图谱。采用《中药色谱指纹图谱相似度评价软件

（2012版）》对10批复方茴芹颗粒的HPLC图进行分析处

理，采用中位数法生成对照指纹图谱。结果显示，10批

复方茴芹颗粒样品共有26个共有峰。10批复方茴芹颗

粒样品的HPLC指纹图谱和对照指纹图谱（R）见图1。

2.4.2 共有峰的标定与指认 取“2.1.2”项下混合对照

品溶液适量，按“2.2”项下色谱条件进样测定，即得混合

对照品溶液的色谱图（图 2）。根据 10批复方茴芹颗粒

HPLC指纹图谱中各色谱峰的相对保留时间，并结合图

2，指认出11个共有峰，分别为没食子酸、新绿原酸、绿原

酸、葛根素、3′-甲氧基葛根素、大豆苷、木犀草素-7-O-β-
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D葡萄糖醛酸苷、异绿原酸A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖醛

酸苷、异绿原酸C、大豆苷元。

2.4.3 相似度评价 采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价软件（2012版）》对 10批复方茴芹颗粒进行相似度评

价，结果显示，10 批复方茴芹颗粒的相似度均大于

0.900，表明这10批样品之间的化学成分基本一致，制剂

工艺相对稳定，与对照指纹图谱相似度较高。

2.5 化学模式识别分析

2.5.1 聚类分析 利用SPSS 22.0软件，将 10批复方茴

芹颗粒指纹图谱中26个共有峰的峰面积作为参量，运用

Ward法、平方欧氏距离法进行系统聚类分析[7]，并绘制

树状图（图3）。结果显示，当平方欧氏距离为5时，10批

复方茴芹颗粒可聚为4类，第1类为S2、S3、S6，第2类为

S4、S8、S10，第3类为S7，第4类为S1、S5、S9。该聚类分

析结果提示，虽然10批复方茴芹颗粒的指纹图谱相似度

较好，但化学成分含量可能存在一定差异。

2.5.2 主成分分析 利用SPSS 22.0、SIMCA 14.0软件，

首先将 10批复方茴芹颗粒样品的 26个共有峰进行 Z-

Score标准化处理，然后导入软件进行主成分分析[8―10]。

结果显示，复方茴芹颗粒中共有4个主成分的特征值大

于 1，方差贡献率分别为 47.144%、18.665%、16.737%、

8.781%，累计方差贡献率可达91.327%，这表明通过因子

分析降维处理后所提取的4个主成分可代表复方茴芹颗

粒指纹图谱中26个共有峰的主要信息，且主成分1的特

征值最大，所涵盖信息最多。进一步采用 SIMCA 14.0

软件分析发现，10批复方茴芹颗粒可聚为4类，第1类为

S2、S3、S6，第 2类为 S4、S8、S10，第 3类为 S7，第 4类为

S1、S5、S9（图4），由此可知，该主成分分析结果与聚类分

析结果一致。

2.6 8种有效成分的含量测定

2.6.1 供试品溶液的制备 制备方法同“2.1.1”项。

2.6.2 混合对照品溶液的制备 取绿原酸、葛根素、3′-

甲氧基葛根素、大豆苷、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸

苷、异绿原酸A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、异绿原

酸C的对照品各适量，精密称定，置于同一25 mL容量瓶

中，加入适量甲醇，超声使其完全溶解，放冷后用甲醇定

容，摇匀，滤过，即得上述成分质量浓度分别为 0.145、

0.630、0.320、0.348、0.094、0.126、0.047、0.108 mg/mL 的

混合对照品溶液。

2.6.3 色谱条件 色谱条件同“2.2”项。

2.6.4 专属性考察 取“2.6.1”“2.6.2”项下供试品溶液

和混合对照品溶液，按“2.6.3”项下色谱条件进样分析，

记录色谱图。结果显示，各成分色谱峰与其相邻色谱峰

的分离度良好，说明该方法专属性良好。结果见图5。

2.6.5 线性关系考察 分别精密吸取“2.6.2”项下混合

对照品溶液 0.20、0.40、0.60、0.80、1.00、1.20、1.60、2.00

mL，置于不同的 2 mL容量瓶中，以甲醇定容，摇匀，按

“2.6.3”项下色谱条件进样分析。以对照品质量浓度为

横坐标（X）、峰面积积分值为纵坐标（Y）进行线性回归，

结果见表1。

2.6.6 精密度试验 取同一份供试品溶液（样品S1），按

“2.6.3”项下色谱条件连续进样测定6次，测得绿原酸、葛

根素、3′-甲氧基葛根素、大豆苷、木犀草素-7-O-β-D-葡

萄糖醛酸苷、异绿原酸A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸

苷以及异绿原酸C峰面积的RSD分别为0.86%、1.27%、
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2.09%、1.23%、2.17%、1.64%、2.15%、2.27%（n＝6），表明

该方法精密度良好。

2.6.7 稳定性试验 取同一供试品溶液（样品S1），于室

温放置 0、3、6、9、12、15 h后，按“2.6.3”项下色谱条件进

样测定，测得绿原酸、葛根素、3′-甲氧基葛根素、大豆

苷、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、异绿原酸A、芹菜

素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷以及异绿原酸 C 峰面积的

RSD分别为1.02%、1.18%、1.96%、1.07%、2.09%、2.04%、

2.28%、2.36%（n＝6），表明供试品溶液在室温放置 15 h

内稳定性良好。

2.6.8 重复性试验 取同一批复方茴芹颗粒（样品S1）6

份，研细，分别按“2.6.1”项下方法制备供试品溶液，按

“2.6.3”项下色谱条件进样测定，采用外标法测得绿原

酸、葛根素、3′-甲氧基葛根素、大豆苷、木犀草素-7-O-β-

D-葡萄糖醛酸苷、异绿原酸A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖

醛酸苷以及异绿原酸C的平均含量分别为 1.35、16.97、

4.36、3.24、0.84、0.42、0.34、0.32 mg/g，RSD 分 别 为

2.15%、1.67%、1.75%、1.63%、2.16%、2.12%、2.28%，

2.19%（n＝6），表明该方法重复性良好。

2.6.9 加样回收率试验 称取已知各成分含量的复方

茴芹颗粒（样品 S1）9份，每份 0.5 g，精密称定；按照 1∶

0.5、1∶1、1∶1.5质量比加入各成分对照品，每个比例 3

份，分别按“2.6.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.6.3”

项下色谱条件进样测定，计算得绿原酸、葛根素、3′-甲

氧基葛根素、大豆苷、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、

异绿原酸A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷以及异绿原

酸 C 的 平 均 加 样 回 收 率 分 别 为 98.73%、101.27%，

100.21%、102.51%、93.33%、94.75%、95.32%、98.99%，

RSD分别为2.31%、1.39%、1.29%、2.06%、2.58%、2.39%、

2.17%、2.36%（n＝3），表明该方法准确度良好。

2.6.10 样品含量测定 取10批复方茴芹颗粒，研细，按

“2.6.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.6.3”项下色谱条

件进样测定，采用外标法计算各成分的含量，平行测定3

份，取平均值。结果见表2。

3 讨论
本研究首先对乙腈-水、甲醇-水、乙腈-0.1%甲酸溶

液、乙腈-0.2%磷酸溶液等流动相进行了考察。结果发

现，当使用乙腈-水、甲醇-水或乙腈-0.1%甲酸溶液作为

流动相时，色谱峰分离效果较差；当使用乙腈-0.2%磷酸

溶液作为流动相时，出峰数较多，色谱峰分离度较好且

基线平滑，故选择乙腈-0.2%磷酸溶液作为流动相。随

后笔者在 200～400 nm 下进行全波长扫描，结果显示，

在278 nm波长下色谱信息全面，色谱峰出峰较多且特征

性强，故选择278 nm为检测波长。

本研究建立了复方茴芹颗粒的指纹图谱，共确定了

26个共有峰，并指认出 11个共有峰，分别为没食子酸、

新绿原酸、绿原酸、葛根素、3′-甲氧基葛根素、大豆苷、

木犀草素-7-O-β-D葡萄糖醛酸苷、异绿原酸A、芹菜素-

7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、异绿原酸C及大豆苷元。经相

似度评价发现，10批复方茴芹颗粒样品的整体差异较

小。进一步经聚类分析和主成分分析发现，10批复方茴

芹颗粒可聚为 4类，其中 S2、S3、S6为一类，S4、S8、S10

为一类，S7为一类，S1、S5、S9为一类，这提示复方茴芹

颗粒不同批次间的化学成分含量可能存在一定差异。

结合文献资料发现，该方君药羊红膻中含有绿原酸、木

犀草素-7-O-β-D葡萄糖醛酸苷、异绿原酸A、芹菜素-7-

O-β-D-葡萄糖醛酸苷及异绿原酸C等成分[11]；臣药葛根

中含有绿原酸、葛根素、3′-甲氧基葛根素、大豆苷等成

分[12]，这8种成分均具有抗前列腺增生、抗炎、抗氧化、降
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图5 专属性考察结果

表1 各成分线性关系考察结果

成分
绿原酸
葛根素
3′-甲氧基葛根素
大豆苷
木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷
异绿原酸A

芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷
异绿原酸C

回归方程
Y＝1 409.4X+33 074

Y＝5 291.8X+497 059

Y＝3 398.5X+179 861

Y＝3 750.1X+147 486

Y＝3 371.6X+1 078.8

Y＝1 753.3X+35 754

Y＝1 685.8X+269.69

Y＝4 221.0X+264 529

线性范围/（μg/mL）

14.5～145

63～630

32～320

34.8～348

9.4～94

12.6～126

4.7～47

10.8～108

r

0.999 5

0.999 7

0.999 4

0.999 3

0.999 2

0.999 3

0.999 1

0.999 4

表2 10批复方茴芹颗粒中 8种成分的含量测定结果

（n＝3，mg/g）

批次

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

均值

绿原酸

1.35

1.28

1.19

1.27

1.34

1.49

1.26

1.23

1.29

1.33

1.30

葛根素

16.97

16.94

16.74

15.54

20.09

21.23

15.31

15.85

20.07

15.46

17.42

3′-甲氧基
葛根素

4.36

4.27

4.12

3.28

3.21

3.28

3.05

3.13

3.27

3.08

3.51

大豆苷

3.24

3.19

3.33

3.17

3.76

4.10

4.03

4.17

3.28

3.39

3.57

木犀草素-7-O-β-D-

葡萄糖醛酸苷
0.84

0.90

0.83

0.69

0.53

0.71

0.84

0.72

0.69

0.74

0.75

异绿原
酸A

0.42

0.47

0.38

0.36

0.47

0.42

0.38

0.35

0.40

0.41

0.41

芹菜素-7-O-β-D-

葡萄糖醛酸苷
0.34

0.39

0.37

0.23

0.26

0.29

0.31

0.28

0.27

0.33

0.31

异绿原
酸C

0.32

0.42

0.29

0.36

0.37

0.23

0.23

0.35

0.28

0.33

0.32
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血压、保护心脏、抗动脉粥样硬化等作用[13―15]，与本制剂

的药效作用相符。基于此，本研究也对这些成分建立了

含量测定方法。

综上所述，本研究成功建立了复方茴芹颗粒的指纹

图谱及多成分含量测定方法，可为该颗粒剂的质量控制

提供依据。
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