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连翘败毒丸由连翘、金银花、黄连、黄芩、黄柏、赤芍

等１９味中药材组方，有清热解毒、散风消肿功效，临床
主要用于治疗脏腑积热与风热湿毒引起的疮疡初起、红

肿疼痛、憎寒发热、风湿疙瘩、遍身刺痒、大便秘结犤１犦。本

研究中建立了连翘败毒丸的高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘指纹
图谱，并结合聚类分析，为其质量控制和快速评价提供

借鉴。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
１２００型高效液相色谱仪（安捷伦科技有限公司，包括

在线脱气机、四元梯度泵、自动进样器、ＶＷＤ－Ｇ１３１４Ｃ
型检测器、Ｃｈｅｍｉｓｔａｔｉｏｎ数据处理系统）；ＡＵＷ－２２０Ｄ型
十万分之一电子天平（日本岛津公司）；ＫＱ－２５０ＤＢ型
数控超声波清洗器（昆山超声波仪器有限公司）。

１．２ 试药
连翘苷对照品（批号为 １１０８２１－２０１８１６，含量

９５．１％），连翘酯苷Ａ对照品（批号为１１１８１０－２０１７０７，

含量９７．２％），绿原酸对照品（批号为１１０７５３－２０１８１７，
含量９６．８％），黄芩苷对照品（批号为１１０７１５－２０１８２１，
含量 ９５．４％），盐酸小檗碱对照品（批号为 １１０７１３－
２０１８１４，含量 ８６．７％），汉黄芩苷对照品（批号为
１１２００２－２０１７０２，含量９８．５％），芍药苷对照品（批号为
１１０７３６－２０１８４２，含量 ９７．４％），均购于中国食品药品
检定研究院；连翘败毒丸牗承德天元药业股份有限公司，
批号分别为 １７１０１９，１７１２２２，１８０１２６，１８０２２２，１８０３１９，
１８０４０８，１８０５１３，１８０６１９，１８０９１０，１８１０２１，１８１１０７，
１８１１２６，编号为 Ｓ１～Ｓ１２，规格为每袋 ９ｇ牘；乙腈、甲醇
均为色谱纯，磷酸为分析纯，水为纯化水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件犤２－３犦

色谱柱：ＹＭＣＨｙｄｒｏｓｐｈｅｒｅ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：乙腈牗Ａ牘－０．５％磷酸溶液牗Ｂ牘，梯度洗
脱 牗０～１６ｍｉｎ、１６％Ａ→２５％Ａ，１６～３０ｍｉｎ、２５％Ａ→
３８％Ａ，３０～４０ｍｉｎ、３８％Ａ→５９％Ａ，４０～５４ｍｉｎ、５９％Ａ→

连翘败毒丸高效液相色谱指纹图谱研究及聚类分析
许 翔

（中国人民解放军联勤保障部队第九○○医院药学科，福建 福州 ３５００００）
摘要：目的 建立连翘败毒丸的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）指纹图谱，并进行聚类分析。方法 采用ＨＰＬＣ法，色谱柱为ＹＭＣＨｙｄｒｏｓｐｈｅｒｅ－Ｃ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －０．５％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为 ０．７ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ３２８ｎｍ牗０～１６ｍｉｎ牘，２２０ｎｍ
牗１６～４０ｍｉｎ牘，２７７ｎｍ牗４０～６２ｍｉｎ牘，柱温为３０℃，进样量为 １０μＬ。以连翘苷为参照，测定 １２批样品的 ＨＰＬＣ图谱，采用《中药色谱指
纹图谱相似度评价系统》（２０１２Ａ版）对１２批样品进行相似度评价，确定共有峰。采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件进行聚类分析。结果 １２批样
品的ＨＰＬＣ图谱有２３个共有峰，相似度均超过０．９０，并指认出其中７个成分；经验证，１２批样品的ＨＰＬＣ图谱与对照指纹图谱一致性较好；

１２批样品可聚为三大类。结论 所建立的指纹图谱可为连翘败毒丸的质量评价提供参考。
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８０％Ａ，５４～６２ｍｉｎ、８０％Ａ→１６％Ａ牘；流速：０．７ｍＬ／ｍｉｎ；
检测波长：３２８牗０～１６ｍ牘，２２０ｎｍ牗１６～４０ｍｉｎ牘，２７７ｎｍ
牗４０～６２ｍｉｎ牘；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。
２．２ 溶液制备

混合对照品溶液：分别称取连翘苷、连翘酯苷Ａ、绿
原酸、黄芩苷、汉黄芩苷、盐酸小檗碱、芍药苷的对照品

各适量，精密称定，以甲醇溶解并定容，制成质量浓度分别

为 ２．２４５６，２．００１７，１．１１３４，０．５８２７，０．５１１９，１．２０１２，
０．８９４１ｍｇ／ｍＬ的混合对照品溶液，冷藏避光保存。

供试品溶液：取装量差异项下的内容物，研细，取约

２．５ｇ，精密称定，置 ５０ｍＬ棕色容量瓶中，加入 ３０ｍＬ
甲醇溶液，室温超声（功率 ４５０Ｗ，频率 ４０ｋＨｚ）处理
４０ｍｉｎ后取出，放冷，用甲醇定容，摇匀，滤过，即得。
２．３ ＨＰＬＣ指纹图谱的建立

方法学考察：按标准进行方法学考察，结果精密度、稳

定性、重复性试验结果的 ＲＳＤ均小于２％，表明仪器精密
度、方法重复性良好，供试品溶液室温放置２４ｈ内稳定。

指纹图谱的建立及相似度分析：取１２批样品，依法
制备供试品溶液，按 ２．１项下色谱条件进样，测定，得
ＨＰＬＣ图谱，导入《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》
（２０１２Ａ版）软件，得 ＨＰＬＣ指纹图谱，详见图 １和图２。
Ｓ１～Ｓ１２号样品与对照图谱的相似度分别为 ０．９８９，
０．９７１，０．９６７，０．９９２，０．９０９，０．９８１，０．９８８，０．９７４，
０．９７９，０．９９４，０．９９３，０．９８９，均大于 ０．９。在 ２３个共有
峰中，１２号峰的面积最大，峰位居中，分离完全，通过与混
合对照品图谱对照，指认出其为连翘苷，设为参照峰（Ｓ），

计算其他共有峰对１２号峰的相对峰面积。详见表１。
共有峰指认：采用《中药色谱指纹图谱相似度评价

系统》（２０１２Ａ版）对 １２批样品的 ＨＰＬＣ图谱进行比较
分析。结果，可指认２３个共有峰中的 ７个成分，分别为
绿原酸（３号峰）、芍药苷（８号峰）、连翘苷（１２号峰）、连
翘酯苷 Ａ（１４号峰）、盐酸小檗碱（１５号峰）、黄芩苷（１９
号峰）、汉黄芩苷（２０号峰）。混合对照品色谱图见图３。
２．４ 聚类分析犤４－５犦

将 １２批样品中 ２３个共有峰的相对峰面积数据输
入 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件，采用组间均联法，以欧氏距
离平方为测度，采用系统聚类分析法进行模式识别分

析，结果见图 ４。根据聚类分析树状图，当类间距介于
１５～２５时，１２批样品被分成了 ３大类：Ｓ４、Ｓ１０、Ｓ１１为
一类，Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ６、Ｓ７、Ｓ８、Ｓ９、Ｓ１２为一类，样品 Ｓ５单
独为一类。聚类分析结果与相似度结果基本一致。

３ 讨论

现行质量标准仅对连翘败毒丸的性状、大黄的薄层

和丸项下的通则检查做了规定，难以全面评价其质量，文

献报道鲜有对其综合质量的评价方法犤６犦。在中医药理论

中，中成药的药效是各味药发挥协同作用的结果，指纹图

谱可全面控制中药内在化学成分的整体质量，它是以色谱

峰的相对保留时间及相对峰面积来进行定性，以色谱峰面

积进行定量，可作为分析中药内部有效成分的技术犤７－８犦。

本研究中以１２号峰（连翘苷峰）为参照峰，计算得
的 １２批样品 ２３个共有峰的相对保留时间的 ＲＳＤ为
０．０５％～１．１０％牗文中表略牘，均较小；而相对峰面积的
ＲＳＤ为 ０．０６％～４．７２％，其中 ７，１８，２１，２３号峰大于
２．０％，峰面积的差异可能与原料药材质量有关，不同产
地和来源的药材质量有很大差异，建议药厂在选药投料

生成前应注意药材成分含量的检测。

本研究中曾采用二极管阵列检测器行全波长扫描，

为了实现连翘苷、连翘酯苷 Ａ、绿原酸、黄芩苷、汉黄芩
苷、盐酸小檗碱、芍药苷的同时测定，采用不同时段切换

不同检测波长：０～１６ｍｉｎ时，在 ３２８ｎｍ波长处测定绿
原酸；１６～４０ｍｉｎ时，在 ２２０ｎｍ波长处检测连翘苷、连
翘酯苷 Ａ及芍药苷；４０～６２ｍｉｎ时，在 ２７７ｎｍ波长处
检测黄芩苷、汉黄芩苷、盐酸小檗碱。同时比较了乙腈和

甲醇作为有机相，０．１％磷酸溶液、０．３％磷酸溶液、
０．５％磷酸溶液及水作为无机相的检查效果，结果表明，
以乙腈－０．５％磷酸溶液系统得到的指纹图谱色谱峰数
量多、信号强、分离效果好。研究过程中还比较了超声提

取、加热回流提取及浸渍过夜提取３种提取方法的差异，
结果提取率无明显差异，但超声提取时间短、操作简便，故

为了节约成本采用超声提取法。

综上所述，本研究中建立了连翘败毒丸 ＨＰＬＣ指

Ｕ／ｍＶ
４０

３０

２０

１０

０
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

ｔ／ｍｉｎ

图２ 样品ＨＰＬＣ对照指纹图谱
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图１ １２批样品 ＨＰＬＣ叠加指纹图谱
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表１ １２批药材样品ＨＰＬＣ图谱共有峰的相对峰面积
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图３ 混合对照品溶液ＨＰＬＣ图
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图４ １２批样品聚类分析树状图

纹图谱，实现了对其多指标成分整体、综合的客观评价

与分析，共识别出２３个共有峰，并指认出其中７个指标
性成分，能较好地反映出连翘败毒丸内在质量信息，可

为有效控制连翘败毒丸的质量提供科学依据。
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