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双黄连片由连翘、黄芩、金银花３味药材按２∶１∶１
的处方配比制备而得，具有疏风解表、清热解毒之功效，

临床用于治疗外感风热所致感冒犤１犦，收载于 ２０１５年版
《中国药典（一部）》。现行质量标准分别采用３种不同的
色谱条件和不同的样品前处理来检测黄芩苷、绿原酸及

连翘苷３种成分的含量，操作烦琐。目前，已有关于双黄
连制剂包括口服液、颗粒剂、粉针剂等剂型的质量控制

分析犤２－４犦，但鲜有双黄连片的多成分质量控制。中药制

剂是多种药材的内在多活性成分多靶点协同起效，仅对

单一成分定量分析并不能准确判断其质量和疗效。中药

指纹图谱可系统、科学、全面、综合地反映中药复方制剂

的整体性，是一种半定量鉴别技术，强调对图谱共有峰归

属的辨识和图谱相似性评价，已成为国际认可化的质量

评价模式，广泛应用于中药产品质量一致性和稳定性评

价。主成分分析法是将指纹图谱中的多指标信息转换成

综合指标，达到简化综合分析的目的犤５－７犦。本研究中共收

集了 ２个不同生产厂家 １２批次双黄连片，建立了高效
液相色谱指纹图谱，共确定１８个共有峰，并采用聚类分
析及主成分分析法考察双黄连片的质量特征，确定引起

质量差异的特征色谱峰，为系统评价双黄连片的质量提

双黄连片高效液相色谱指纹图谱的建立及聚类分析和主成分分析
唐佩琴

（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 建立双黄连片的高效液相色谱指纹图谱，并进行聚类分析和主成分分析。方法 色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －０．０７％甲酸溶液（梯度洗脱），流速为 ０．９ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ３２０ｎｍ（绿原酸和木犀草苷）、２２０ｎｍ
（连翘酯苷 Ａ和连翘苷）、２７５ｎｍ（黄芩苷、汉黄芩苷及黄芩素），柱温为３０℃，进样量为１０μＬ。以连翘酯苷 Ａ峰为参照，绘制１２批双黄
连片的高效液相色谱指纹图谱，采用２０１２年版《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》进行相似度评价，确定共有峰，并采用 ＳＰＳＳ２２．０
统计学软件进行聚类分析和主成分分析。结果 建立了 １２批双黄连片的高效液相指纹色谱图谱，共确定１８个共有峰，方法学考察结
果符合指纹图谱的技术要求，相同厂家的药品聚为一类；经主成分分析，２个主成分因子的累计方差贡献率为９２．２４２％，样品中绿原
酸、木犀草苷、连翘酯苷Ａ、连翘苷、黄芩苷、黄芩素、汉黄芩苷、峰９、峰１１、峰１５对应成分的含量变化均是导致样品质量差异的重要原因。
结论 该方法中建立的高效液相色谱指纹图谱可为双黄连片的质量评价提供参考。
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供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

仪器：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪，包括
Ｇ１３１１Ａ四元梯度泵、Ｇ１３２９Ａ自动进样器、Ｇ１３１４Ｂ－
ＤＡＤ检测器、Ｇ１３１６Ａ柱温箱、Ａｇｉｌｅｎｔ－Ｃｈｅｍｉｓｔａｔｉｏｎ数
据处理系统牗安捷伦科技有限公司）；ＡＵＷ－２２０Ｄ型电
子天平（美国岛津公司，精度为 ０．０１ｍｇ）；ＫＱ－２５０ＤＢ
型数控超声波清洗器（昆山超声波仪器有限公司，功率

为 ５００Ｗ，频率为 ５０ｋＨｚ）；Ｍｉｌｌｉ－ＱＡｃａｄｅｍｉｃ型超线水
系统（默克密理博公司）。

试药：双黄连片（编号Ｓ１～Ｓ５，哈尔滨圣泰生物制药有
限公司，批号分别为 ２０１８０６１１，２０１８０９０７，２０１８１１０５，
２０１８１２１１，２０１９０１２２；编号 Ｓ６～Ｓ１２，药都制药集团股
份有限公司，批号分别为 １９０１０３，１９０２１２，１９０３１７，
１９０４２５，１９０５２１，１９０６０２，１９０７０５）；绿原酸对照品（批号
为 １１０７５３－２０１８１７，含量为 ９６．８％），木犀草苷对照组
（批号为１１１７２０－２０１６０９，含量为９４．９％），连翘酯苷Ａ
对照品（批号为１１１８１０－２０１７０７，含量为９７．２），连翘苷
对照品（批号为１１０８２１－２０１８１６，含量为９５．１％），黄芩
苷对照品（批号为１１０７１５－２０１８２１，含量为９５．４％），汉
黄芩苷对照品（批号为 １１２００２－２０１７０２，含量为
９８．５％），黄芩素对照品（批号为１１１５９５－２０１６０７，含量
为９８．５％），均购自中国食品药品检定研究院；乙腈（批
号为 ＡＳ１８４４０７），甲醇（批号为 ＭＳ１９２３８１４牘均为色谱
纯，均购自美国 Ｍｅｒｃｋ公司，甲酸（分析纯，批号为
２０１９０５１７，西陇科学股份有限公司）；水为超纯水。
２ 方法与结果犤８－１０犦

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）－０．０７％甲酸溶液（Ｂ），梯度洗
脱（０～１２ｍｉｎ时 ８％→１６％Ａ，１２～２０ｍｉｎ时 １６％→
２５％Ａ，２０～２６ｍｉｎ时 ２５％→３０％Ａ，２６～３３ｍｉｎ时
３０％→３５％Ａ，３３～４２ｍｉｎ时 ３５％→５５％Ａ，４２～４６ｍｉｎ
时 ５５％Ａ，４６～６８ｍｉｎ时 ５５％→７５％Ａ）；分段切换波
长：３２０ｎｍ（０～３２ｍｉｎ，绿原酸和木犀草苷），２２０ｎｍ
（３２～４６ｍｉｎ，连翘酯苷Ａ和连翘苷），２７５ｎｍ（４６～６８ｍｉｎ，
黄芩苷、汉黄芩苷及黄芩素）；流速：０．９ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：
３０℃；进样量：１０μＬ；色谱记录时间：６８ｍｉｎ。
２．２ 溶液制备

取绿原酸、木犀草苷、连翘酯苷Ａ、连翘苷、黄芩苷、
黄芩素、汉黄芩苷对照品各适量，精密称定，用 ６０％甲
醇溶液溶解并配制成每 １ｍＬ含绿原酸 ０．０３７５ｍｇ、木
犀草苷 ０．０８７９ｍｇ、连翘酯苷 Ａ０．２８８５ｍｇ、连翘苷
０．１４３６ｍｇ、黄芩苷 ０．１３４７ｍｇ、汉黄芩苷 ０．１０８２ｍｇ、
黄芩素０．０６６４ｍｇ的混合对照品溶液，避光、冰箱冷藏

保存，备用。取样品 ２０片，研细，取约１．０ｇ，精密称定，
置 ５０ｍＬ棕色容量瓶中，加入 ６０％甲醇溶液 ３５ｍＬ，恒
温超声处理（功率为 ４５０Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）４５ｍｉｎ，取
出，放冷，加 ６０％甲醇溶液至刻度，摇匀，滤过，取续滤
液，即得供试品溶液。

２．３ 方法学考察
精密度试验：取同一混合对照品溶液，按拟订色谱

条件连续进样 ６针牗每针 １０μＬ牘，记录指纹图谱，以连
翘酯苷 Ａ为参比峰。结果各共有峰相对保留时间的
ＲＳＤ＜１．２％（ｎ＝６），相对峰面积的 ＲＳＤ＜２．２％牗ｎ＝６牘，
表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一批（批号为２０１８１２１１）样品，依
法制备供试品溶液，在室温放置 ０，３，６，９，１２，１８，２４ｈ
时按拟订色谱条件进样分析，记录指纹图谱，以连翘酯

苷Ａ峰为参比峰。结果各共有峰相对保留时间的 ＲＳＤ＜１．８％
（ｎ＝６），相对峰面积的 ＲＳＤ＜２．０％牗ｎ＝６牘，表明供试
品溶液在２４ｈ内稳定性良好。

重复性试验：取同一批（批号为２０１８１２１１）样品，依
法制备供试品６份，研细，过筛（８０目），取细粉，依法制
备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，记录指纹图

谱，以连翘酯苷Ａ为参比峰。结果各共有峰相对保留时
间的 ＲＳＤ＜１．３％，相对峰面积的 ＲＳＤ＜２．５％牗ｎ＝６牘，
表明方法重复性良好。

２．４ 高效液相色谱指纹图谱的建立
取样品（编号Ｓ１～Ｓ１２），研细，过８０目筛，取细粉，

依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，采用

２０１２年版《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》以下简
称《评价系统》对１２份指纹图谱进行分析。结果见图１。
２．５ 相似度评价分析

采用《评价系统》，以供试品高效液相色谱指纹图谱

为参照，进行整体相似度评价。结果来自２个厂家的１２
批供试品溶液的指纹图谱相似度为 ０．９１３～０．９８４，表
明各批次间各成分含量存在差异。结果见表１。
２．６ 共有峰指认

１２批供试品溶液高效液相色谱指纹图谱中共确定
１８个共有峰，与图１Ｃ比对，指认出７个成分，８号峰为
绿原酸、１２号峰为木犀草苷、１３号峰为连翘酯苷 Ａ、１４
号峰为连翘苷、１６号峰为黄芩苷、１７号峰为汉黄芩苷
和 １８号峰为黄芩素。比对色谱峰相对保留时间和分离
度等因素，发现保留时间 ３４．２２ｍｉｎ处的 １３号峰位置
适中，与前后色谱峰分离完全，且信号强度最大，故选择

１３号峰（连翘酯苷 Ａ）为参照，计算其他共有峰的相对
保留时间和相对峰面积及其 ＲＳＤ。结果见表２。
２．７ 聚类分析犤１１－１２犦

将 １２批样品 １８个共有峰的相对峰面积数据导入

·实验研究·
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峰号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２
１３（ｓ）

１４
１５
１６
１７
１８

平均相对保留时间

０．０９１１
０．１２６３
０．１７６９
０．１９６８
０．２６６２
０．２９０６
０．３１０９
０．４４６７
０．６６６２
０．７０５８
０．８３７５
０．９１３８
１．００００
１．１３１６
１．２７５３
１．４３１１
１．５２８９
１．７０７６

ＲＳＤ（％）

０．５８
０．３９
０．７４
０．８９
０．５４
０．５９
０．４９
０．４２
０．３６
０．２８
０．３９
０．４１
０．００
０．５２
０．６５
０．３３
０．４９
０．３６

平均相对峰面积

０．２４２４
０．６４６１
０．０５０５
０．１４１６
０．０９８７
０．０５３３
０．０４１４
０．０２３１
０．１０１４
０．００２２
０．０３０１
０．０２２６
１．００００
０．５８５９
０．０２５３
０．５５５６
０．０２８３
０．０２３２

ＲＳＤ（％）

０．７９
０．９１
２．０５
０．６７
１．１５
０．９５
０．６７
１．８９
０．６６
２．７３
１．９１
１．５３
０．００
１．３３
１．７０
１．５１
１．５５
１．７５

编号

Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４

编号

Ｓ５
Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８

相似度

０．９２６
０．９３２
０．９１３
０．９２５

相似度

０．９１９
０．９６８
０．９５９
０．９６７

编号

Ｓ９
Ｓ１０
Ｓ１１
Ｓ１２

相似度

０．９７６
０．９８４
０．９７７
０．９６３

２２０

２００

１８０

１６０

１４０

１２０

１００

８０

６０

４０

２０

０

Ｕ／ｍＶ

Ｒ
Ｓ１２
Ｓ１１
Ｓ１０
Ｓ９
Ｓ８
Ｓ７
Ｓ６
Ｓ５
Ｓ４
Ｓ３
Ｓ２
Ｓ１
ｔ／ｍｉｎ

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

Ｕ／ｍＶ

Ｕ／ｍＶ

Ａ

表２ １２批样品高效液相色谱指纹图谱共有峰的相对保留时间和相对峰面积

１００

８０

６０

４０

２０

０
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

Ｂ

ｔ／ｍｉｎ

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０
ｔ／ｍｉｎ

Ｃ

８．绿原酸 １２．木犀草苷 １３．连翘酯苷 Ａ １４．连翘苷

１６．黄芩苷 １７．汉黄芩苷 １８．黄芩素

Ａ．１２批供试品溶液 Ｂ．供试品溶液（批号为２０１８１２１１）

Ｃ．混合对照品溶液
图１ 高效液相色谱指纹图谱

２８０
２６０
２４０
２２０
２００
１８０
１６０
１４０
１２０
１００
８０
６０
４０
２０
０

表１ １２批双黄连片样品相似度评价结果

ＳＰＳＳ２２．０统计学软件，采用离差平方和法（Ｗａｒｄ法），
以欧氏距离平方（ＳＥＤ）为测度，采用系统聚类分析法进

行模式识别分析。结果见图２。根据聚类分析树状图，类
间距离为５时，１２批样品被分成了两大类：样品Ｓ１～Ｓ５
与对照指纹图谱相似度小于 ０．９４，样品 Ｓ６～Ｓ１２与
对照指纹图谱相似度大于 ０．９５。可见，聚类分析结果
与相似度结果基本一致，同一厂家聚为一类，不同厂

家的产品所含成分存在差异，而同一厂家各成分含量

均匀、稳定，可能与厂家药材来源、采收和生产加工工

艺有关。

２．８ 主成分分析犤１３－１４犦

以指纹图谱中１８个共有峰的峰面积为变量，构建
１９×１８的原始数据矩阵，采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件对
１２批样品主成分进行分析。结果见表３和表４。可见，提
取的２个主成分特征值均大于１，且累计方差贡献率达
９２．２４２％，２个主成分足以解释 １８个共有峰的主要特
征和信息。主成分１主要反映绿原酸、木犀草苷、连翘酯
苷 Ａ、连翘苷、黄芩苷、黄芩素、汉黄芩苷的信息，峰 ９、
峰１１、峰１５对主成分２贡献率较大。

Ｓ４
Ｓ５
Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ８
Ｓ９
Ｓ１０
Ｓ７
Ｓ１１
Ｓ１２
Ｓ６
０ ５ １０ １５ ２０ ２５

图２ １２批样品聚类分析树状图
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共有峰

峰１
峰２
峰３
峰４
峰５
峰６
峰７
峰８（绿原酸）
峰９
峰１０
峰１１
峰１２（木犀草苷）
峰１３（连翘酯苷 Ａ）
峰１４（连翘苷）
峰１５
峰１６（黄芩苷）
峰１７（汉黄芩苷）
峰１８（黄芩素）

１
０．０１
－０．８３
－０．２４
－０．９１
０．１２
０．１４
０．１５
０．８１
０．４５
－０．８６
０．１６
０．９１
０．９６
１．００
０．２０
０．８９
０．７９
０．８３

２
－０．１９
０．３２
０．５４
０．３１
０．０４
－０．０７
－０．９８
０．３９
０．６１
０．１６
０．７７
０．４２
－０．２２
０．４２
０．６９
－１．００
０．２１
－０．４６

表３ ２个主成分的特征值及方差贡献率

主成分

１
２

特征值

１１．５２１
５．７３６

方差贡献率（％）

６３．７２３
２８．５１９

累计方差贡献率（％）

６３．７２３
９２．２４２

表４ 初始因子载荷矩阵

主成分

３ 讨论

３．１ 测定目标成分选择
双黄连片处方中连翘、金银花和黄芩的用量比为

２∶１∶１，连翘具有抗菌、强心、利尿等药理作用，主要含
有连翘酯苷、连翘苷、齐墩果酸及挥发油等成分。其中，

连翘脂苷是连翘中最主要的抗菌活性成分犤１５犦，也是双

黄连片主要的质控指标成分之一。黄芩具有泻火、除湿

热的功效，是凉血解毒、清热燥湿的要药，故选取黄芩

苷、汉黄芩苷、黄芩素等黄酮类化合物作为制剂中黄芩

药材的质控指标犤１６犦。金银花具有抑菌、抗病毒、抗炎、解

热作用，特征成分绿原酸和木犀草苷在高效液相色谱图

中可清晰分辨犤１７犦。

３．２ 色谱条件选择
采用ＤＡＤ检测器在１９０～４００ｎｍ波长紫外光区对

对照品溶液进行了全波长扫描；考察了乙腈－水、甲醇－
水、乙腈 －磷酸水、甲醇－磷酸水、乙腈 －甲酸溶液、甲
醇－甲酸溶液流动相系统不同梯度洗脱条件；对 Ｓｈｉ
ｍａｄｚｕＶＰ－ＯＤＳ柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ
Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ－Ｃ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）色谱柱进行了优选；筛选０．６，
０．８，０．９，１．０，１．２ｍＬ／ｍｉｎ的流速，以及柱温 ２５，３０，
３５℃。最终按拟订色谱条件进样，各色谱峰信息最多，各

成分分离情况良好，可用于双黄连片的指纹图谱分析。

本研究中建立的双黄连片高效液相色谱指纹图谱，

提取到 １８个共有峰，以 １３号峰（连翘酯苷 Ａ）为参照
峰，计算其他各共有峰的相对峰面积，并进行了聚类分

析和主成分分析。利用降维思想，将较多原始变量综合

成较少变量的主成分分析，能系统、客观地反映出其内

在质量信息及引起不同批次双黄连片差异的主要原因，

方法简便、实用，可作为评价双黄连片质量的参考依据。
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热解毒颗粒中 ８个成分的含量犤Ｊ犦．药物分析杂志，２０１５，
３５（９）：１６０１－１６０５．

犤１１犦程 钱，邹秦文，汪建芬，等 ．高效液相色谱法同时测定山
豆根中４种生物碱的含量与聚类分析犤Ｊ犦．中国药业，２０１７，
２６（１７）：１０－１３．

犤１２犦张洪峰，张学强，于丽霞，等．基于ＨＰＬＣ指纹图谱与聚类分析对
不同产地连翘质量评价犤Ｊ犦．江苏中医药，２０１８，５０（４）：７８－８０．

犤１３犦高 微，陈明生，韦广辉，等．尖尾风药材的ＨＰＬＣ指纹图谱
建立及聚类分析和主成分分析犤Ｊ犦．中国药房，２０１８，２９（１６）：
２２１５－２２１９．

犤１４犦陈晓红，岳显可，迟宗良 ．基于 ＨＰＬＣ指纹图谱及主成分分
析的金蝉花不同溶剂提取物的化学组分研究犤Ｊ犦．中国药师，
２０１６，１９（１１）：２０６２－２０６６．

犤１５犦全云云，袁 岸，龚小红，等 ．连翘抗炎药效物质基础筛选
研究犤Ｊ犦．天然产物研究与开发，２０１７，２９（３）：４３５－４３８．

犤１６犦雷 芳 ．黄芩苷药理作用研究进展犤Ｊ犦．中国药业，２０１０，
１９（１５）：８７－８８．

犤１７犦路俊仙，梁瑞雪，林慧彬．金银花抗流感病毒作用研究进展犤Ｊ犦．
现代中药研究与实践，２０１８，３２（５）：８１－８５．

牗收稿日期：２０１９－０９－１２牘

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ


