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柴胡安心胶囊平行四波长高效液相色谱指纹图谱研究
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摘要：目的 建立柴胡安心胶囊（ＣＨＡＮＣｓ）的四波长高效液相色谱（ＨＰＬＣ）指纹图谱。方法 采用 ＨＰＬＣ法，分别于２５４，２７５，２９０，３３０ｎｍ
波长下对样品进行检测，建立 ＣＨＡＮＣｓ平行四波长高效液相色谱指纹图谱，以均值法整合各样品的色谱信息，结合系统指纹定量

法区分 ８批样品的质量差异。结果 以葛根素为参照指纹峰，分别标定了 ６３，６５，５３，２７个共有峰。８批 ＣＨＡＮＣｓ中 １批（Ｓ７）质量

好，２批（Ｓ１，Ｓ３）质量很好，５批（Ｓ２，Ｓ４，Ｓ５，Ｓ６，Ｓ８）质量极好。结论 平行多波长指纹图谱联合系统指纹定量法鉴定 ＣＨＡＮＣｓ的质量

稳定、可靠。
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柴胡安心胶囊为河北医科大学第一医院的医院制

剂（批准文号：冀药制字 Ｚ２００６００１３），由柴胡、葛根、白
芍、桂枝、夏枯草等 １４味药材组方，具有疏肝理气、镇
静安神、调和营卫之功效，主治焦虑抑郁和心脏神经

官能症 犤１犦。有报道采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定
处方中单味药材代表成分和建立单味药材的指纹图

谱 犤２－４犦，柴胡安心胶囊（ＣＨＡＮＣｓ）的质量标准目前只
有显微鉴别和薄层鉴别犤５犦，尚未见关于其指纹图谱研

究方面的报道。单波长指纹图谱鉴定的中药质量具有

随机性和偶然性，多波长指纹图谱可充分反映复方制

剂在不同特征波长下的多维信息，更加准确地区分具

有多个化学成分的复方制剂的质量等级犤６－８犦。本研究

中建立了 ＣＨＡＮＣｓ的平行四波长指纹图谱，采用系统
指纹定量法鉴定其整体质量，为其质量标准的建立提

供参考。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
１２００Ｓｅｒｉｅｓ型高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ科技

有限公司）；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＳ１１０Ｓ型电子分析天平（北京赛
多利斯科学仪器有限公司）；ＫＱ－４００ＫＤＥ型高功率数
控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；微孔滤膜

（０．４５μｍ，上海兴亚净化材料厂）。
１．２ 试药

没食子酸对照品（批号为 １７０６２５１０），大豆苷对照
品 （批 号 为 １７０６０９１３），肉 桂 酸 对 照 品 （批 号 为
２０１７１１０２），葛根素对照品（批号为 １７０７２３０２），绿原酸
对照品（批号为 １７０８１０２１），规格均为每瓶 ２０ｍｇ，均购
于上海士锋生物科技有限公司；芦丁对照品（批号为

２０１３０８０９），槲皮素对照品（批号为 ２０１２１２０５），规格均
为每瓶２０ｍｇ，均购于美仑生物科技有限公司；柴胡安心胶
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１．没食子酸 ２．绿原酸 ３．葛根素 ４．大豆苷

５．芦丁 ６．肉桂酸 ７．槲皮素

Ａ．供试品溶液 Ｂ．对照品溶液
图１ 高效液相色谱图
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囊（规格为每粒 ０．５ｇ，批号分别为 １５０６０１，１５０５１８，
１５０４１９，１５０４０７，０８０１１５，０８０３０２，０８０４０３，２０１８０７２５，编
号分别为Ｓ１～Ｓ８，河北医科大学第一医院）。
２ 方法与结果

２．１ 色谱条件与系统适用性试验
色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流

动相：０．５％乙酸水（Ａ）－甲醇（Ｂ），梯度洗脱，０～
４０ｍｉｎ时 ５％ ～２５％Ｂ，４０～６０ｍｉｎ时 ２５％ ～６０％Ｂ，
６０～８０ｍｉｎ时 １００％Ｂ；检测波长：２５４，２７５，２９０，
３３０ｎｍ；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０μＬ；柱温：３０℃。

样品牗批号为 Ｓ２牘制备供试品溶液并取混合对照品
溶液，按拟订色谱条件分别进样，记录２７５ｎｍ波长下的
色谱图，详见图１。葛根素峰与相邻峰分离较好，峰面积
较大，理论板数不低于３０００００，故选其作为参照峰。２ｈ
空白溶液和供试品溶液色谱图表明，检测系统无其他峰

干扰，组分在８０ｍｉｎ内出峰完全。

２．２ 溶液制备
称取葛根素对照品 ３０ｍｇ，精密称定，置 １０ｍＬ容

量瓶，用甲醇定容至刻度，摇匀，得对照品溶液。分别称

取大豆苷、没食子酸、绿原酸、肉桂酸、芦丁、槲皮素对照

品（１７，７，２１，１２，２１，１８ｍｇ），用甲醇定容于 ２５ｍＬ容量
瓶中，作为对照品贮备液。

称取同一批样品（批号为 Ｓ２）内容物 ０．５ｇ，精密称
定，加入约 ５０ｍＬ５０％乙醇回流 １．５ｈ，过滤，残渣中加
入５０ｍＬ５０％乙醇继续回流１．５ｈ，重复２次，合并３次
滤液，减压浓缩至约１５ｍＬ，加５０％乙醇定容至２５ｍＬ，
摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

２．３ 指纹图谱检测波长确定
处方中的柴胡药效成分柴胡皂苷类吸收波长约在

２３０ｎｍ，白芍的芍药苷最大吸收波长约为２５４ｎｍ，葛根
活性成分葛根素的最大吸收波长为 ２８０ｎｍ，夏枯草有
效成分迷迭香酸的最大吸收波长约为 ３２０ｎｍ犤９－１２犦。为
使该复方制剂中的主要化学成分均能显现最大紫外吸

光度，尽可能地反映组方中代表成分的综合特点，本研

究中利用 ＤＡＤ检测器扫描 １９０～４００ｎｍ波长信号，依
据具有药效作用的药材化学成分的紫外吸收光谱特征，

最终选取了４个特征波长（２５４，２７５，２９０，３３０ｎｍ）。
２．４ 方法学考察

精密度试验：精密吸取供试品溶液犤取样品牗批号为
Ｓ２牘依法制备犦１０μＬ，连续进样６次，分别记录４个检测
波长下的色谱图。结果以葛根素峰的保留时间和峰面积

为参照，四波长各指纹峰相对保留时间的 ＲＳＤ均小于
１．００％，相对峰面积的 ＲＳＤ均小于 ３．０３％牗ｎ＝６牘，表
明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密吸取供试品溶液犤取样品牗批号为
Ｓ２牘依法制备犦分别于 ０，４，８，１２，２４ｈ时进样测定，记录
４个检测波长下的色谱图。结果以葛根素峰的保留时间
和峰面积为参照，四波长各指纹峰相对保留时间的

ＲＳＤ均小于 １．００％，相对峰面积的 ＲＳＤ均小于
３．００％牗ｎ＝６牘，表明供试品溶液在２４ｈ内基本稳定。

重复性试验：取样品牗批号为 Ｓ２牘，平行制备供试品
溶液６份，精密吸取 １０μＬ进样测定，分别记录 ４个检
测波长下的色谱图。结果以葛根素峰的保留时间和峰面

积为参照，四波长各指纹峰相对保留时间的 ＲＳＤ均小
于 １．００％，相对峰面积的 ＲＳＤ均小于 ２．９４％牗ｎ＝６牘，
表明方法重复性良好。

２．５ ＣＨＡＮＣｓ四波长指纹图谱分析
平行四波长指纹图谱的建立：将８个批次样品的供

试品溶液分别进样测定，记录色谱图。以葛根素峰为参

照物峰，按峰出现率１００．００％计，确定各检测波长下的
共有指纹峰，分别是 ６３个（２５４ｎｍ）、６５个（２７５ｎｍ）、５３
个（２９０ｎｍ）、２７个（３３０ｎｍ）。将 ８批样品指纹图谱信号
导入“中药色谱指纹图谱超信息特征数字化评价系统

４．０”软件，按平均值法生成对照指纹图谱（ＲＦＰ），对照
指纹图谱和各个批次样品ＨＰＬＣ指纹图谱见图２。

系统定量法综合评价 ＣＨＡＮＣｓ平行四波长指纹图

·研究·
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０．９９８
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Ｐｍ
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α
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０．９９７
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Ｐｍ
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α
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Ⅲ
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０．９９２
０．９６６
０．９９５

Ｐｍ
９６．１
９９．１
９４．６
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０．０３２
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Ⅱ
Ⅰ
Ⅱ
Ⅰ
Ⅰ
Ⅰ
Ⅲ
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图２ 四波长下８批柴胡安心胶囊的高效液相色谱指纹图谱和其对照指纹图谱
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Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
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Ｓ７
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批次

表２ 柴胡安心胶囊平行指纹图谱与各波长指纹图谱结果

项目

Ｓｍ
Ｐｍ
α
质量等级

质量评价
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谱质量：以生成的各个波长的对照指纹图谱为标准，依

次计算 ８批样品的宏定性相似度牗Ｓｍ牘、宏定量相似度
牗Ｐｍ牘、指纹均化性变异系数牗α牘，详见表１。用均值法整
合平行四波长 ＨＰＬＣ指纹图谱，计算 Ｓｍ，Ｐｍ，α，用 ６级
系统指纹定量法评价的质量结果见表２。结果显示，８个
批次样品的 Ｓｍ值均大于０．９５，但 α值均小于０．１５，在
一定程度上表明不同批次样品的平行指纹图谱在化学

成分数量和分布比例上有一定差异；Ｐｍ值除 Ｓ１，Ｓ３，Ｓ７
外，其余批次样品均大于９５％，表明不同批次样品的宏

定量相似度无显著差异。最终评价的质量等级为 Ｓ７为
Ⅲ级，Ｓ１和 Ｓ３为Ⅱ级，其余批次均为Ⅰ级。通常规定质

表１ 系统指纹定量法评价柴胡安心胶囊质量结果
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批次

２５４ｎｍ
２７５ｎｍ
２９０ｎｍ
３３０ｎｍ
平行谱

质量等级
８

７

６

５

４

３

２

１

０ 批次

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８

２５４ｎｍ
２７５ｎｍ
２９０ｎｍ
３３０ｎｍ
平行谱

图４ 不同评价方法得到的样品质量等级比较

量等级为Ⅴ级及以上时说明样品质量合格，因此本研究
中测定的８批ＣＨＡＮＣｓ样品均为合格品。

四波长下 ＣＨＡＮＣｓ的质量评价结果比较：将不同
批次的样品各个波长下分别建立对照指纹图谱，采用系

统指纹定量法评价其质量。结果见表 ３。可见，各样品
Ｓｍ和α相对偏差差异较小，表明指纹信号相似度、均化
性与对照指纹图谱差异较小。单波长的质量级别的划分主

要由 Ｐｍ决定。不同评价方法的 Ｐｍ值比较结果见图３。
４个特征波长和平行谱的质量等级比较结果见图 ４，可
见，同一样品在不同波长下评价结果提示了个别批次样

品的质量差异很大，均值法整合的平行谱的质量等级和

２５４ｎｍ和３３０ｎｍ波长下的质量等级结果相近，却又有
所不同，平行谱综合了单个波长评价 ＣＨＡＮＣｓ质量的
不足，使评价结果更接近真实结果。

３ 讨论

３．１ 色谱条件选择
柴胡安心胶囊主要药材的成分如没食子酸、大豆

苷、肉桂酸等极性差异较大，故首选梯度洗脱。试验过程

中，发现色谱图中４个主成分大峰难以分开，多次更换
流动相比例和色谱柱均达不到基线分离，最后通过逐一

单位药材按供试品溶液方法处理进样比对已知葛根中

相关成分极性相差较小导致。故参考《中国药典》的方

法，选择 ５％～２５％甲醇在 ４０ｍｉｎ内缓慢升高梯度，使
其相关峰得到分离。选择流动相时，发现没食子酸和大

豆苷的色谱图拖尾严重，选择了不同体积分数的醋酸溶

液，发现随着醋酸比例的升高，上述成分的峰形逐渐对

称，进而达到测定要求。

３．２ 平行指纹图谱技术的均值法评价
利用任意的单个波长均不能完整地表达制剂中不

同种类化学成分的全部指纹信息，因此选择单味药材中

具有药效作用的主要成分下的特征波长，对不同波长下

色谱图进一步整合，得到复方制剂的多维信息，才能最

终鉴别其真实质量。本试验中分别采用独立权重法、均

值法和投影参数法、信息熵权重法犤１３－１４犦整合各批次样

品在 ４个特征波长下的定性、定量指纹图谱信息，以系
统指纹定量法评价质量，发现８个批次的样品质量等级
基本一致。结合均值法简单便捷的特点，最终选择其作

为整合指纹整体信息的方法。
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