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筋 骨 草 为 唇 形 科 植 物 筋 骨 草 Ajuga decumbens
Thunb. 的干燥全草［1］，主要分布于浙江、江苏、福建等

地，有清热解毒、凉血消肿功效，常用于治疗咽喉肿痛、

肺热咯血、跌打肿痛等病证。民间常称金疮小草，其名

始见于唐代《本草拾遗》［2 - 5］。筋骨草主要含克罗烷二萜

类、环烯醚萜类、黄酮类、糖苷类、甾酮类等化合

物［6 - 13］。2020年版《中国药典（一部）》筋骨草项下以环

烯醚萜类成分乙酰哈巴苷含量作为质量控制指标，但

乙酰哈巴苷非其专属性成分，筋骨草的很多近缘种类

也含该成分，故单一成分检测不能全面反映筋骨草的

特点和质量［14 - 17］。有研究中建立了同时测定筋骨草中

多个成分含量的方法，以更全面地控制其质量，但尚无

筋骨草指纹图谱标准研究相关报道。筋骨草在临床还

有配方颗粒剂型，使用方便。在此，建立该制剂指纹图

谱标准，通过相似度评价和系统聚类分析，探讨不同产

地样品的差异性，并根据主成分分析评价，寻找影响筋

骨草质量的关键性成分，为整体评价筋骨草配方颗粒

质量提供参考。现报道如下。
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筋骨草配方颗粒高效液相色谱指纹图谱研究*
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摘要：目的 建立筋骨草配方颗粒的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱。方法 采用 HPLC法，色谱柱为 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18柱

（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），流动相为甲醇 - 0. 1%磷酸溶液（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 207 nm，柱温为 25 ℃，进样

量为 10 µL。以乙酰哈巴苷峰为参照峰，测定 15批样品的 HPLC 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，确定共有峰，并进行聚类分析和主成分分析。结果 15 批样品的 HPLC 指纹图谱有 8 个共有峰，指认了其中 2 个。相似度

均在 0. 975～1. 000。15批样品可聚为 4类，共提取到两大主成分，累积方差贡献率 85. 367%，其中峰 1和峰 4是对样品质量影响较大

的主要成分。结论 建立的 HPLC 指纹图谱操作简单，重复性和稳定性均良好，能整体、全面、真实地反映制剂质量的差异，可为其质

量控制及整体性评价提供参考。
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HPLC Fingerprint of Jingucao Formula Granules
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AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography（HPLC） fingerprint of Jingucao Formula Granules.
Methods HPLC method was adopted，and the chromatographic column was Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 column（250 mm ×
4. 6 mm，5 µm），the mobile phase was methanol - 0. 1% phosphoric acid solution（gradient elution），the flow rate was 1. 0 mL / min，
the detection wavelength was 207 nm，the column temperature was 25 ℃，and the injection volume was 10 µL. The HPLC
fingerprints of 15 batches of samples were determined with the 8 - acetylharpagide peak as the reference peak. The Similarity
Evaluation System for Chromatographic Fingerprints of Traditional Chinese Medicine （Version 2012） was used to evaluate the
similarity and identify common peaks，and the cluster analysis and principal component analysis were performed. The liquid
chromatography tandem mass spectrometry（LC / MS / MS） method was used to identify common peaks. Results There were eight
common peaks in the HPLC fingerprints of 15 batches of samples，and two of them were identified. The similarity was in the range
of 0. 975 - 1. 000. The 15 batches of samples could be clustered into four categories，and two principal components were extracted，
with a cumulative variance contribution rate of 85. 367%. Among them，peak 1 and peak 4 were the principal components which
had significant influence on the quality of the sample. Conclusion The established HPLC fingerprint is simple，with good
repeatability and stability，and can reflect the quality differences of the preparation in a whole，comprehensive and true way. It also
can provide a reference for the quality control and overall evaluation of the preparation.
Key wordsKey words：：Jingucao Formula Granules；HPLC；fingerprint；quality standard
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1 仪器与试药

1. 1 仪器

UltiMate 3000型高效液相色谱系统，包括 LPG -
3400A型四元泵、WPS - 3000TSL型自动进样器、DAD
二极管阵列检测器、色谱工作站（美国 Thermo Fisher
Scientific公司）；Agilent 1260型色谱系统，包括G1311B
型四元泵、G1367E型自动进样器、G1316A型 PDA二极

管阵列检测器、G1330B型柱温箱、色谱工作站（美国

Agilent公司）；Waters e2695型色谱系统，包括 Alliance
2695型四元梯度输液泵、120位高性能自动进样器、原

装进口色谱柱温箱、Waters 2998型二极管阵列紫外检

测器、Empower色谱管理系统（美国 Waters公司）；

EX125DZH型电子天平（奥豪斯仪器 < 上海 > 有限公

司，精度为 0. 01 mg）；FA1104型电子天平（上海良平仪

器仪表有限公司 ，精度为 0. 1 mg）；SCQ - 8201型超声

波清洗机（上海声彦超声波仪器有限公司）。

1. 2 试药

筋骨草配方颗粒（华润三九医药股份有限公司，其

批 号 分 别 为 S1904001Y，S1904002Y，S1904003Y，
S1904004Y， S1904005Y， S1904007Y， S1904008Y，
S1904009Y， S1904010Y， S1904012Y， S1904013Y，
S1904014Y，S1904015Y，S1904016Y，S1904017Y）；乙酰

哈巴苷对照品（批号为 111925 - 201202，含量 94. 8%），

哈巴苷对照品（批号为 111729 - 201707，含量 96. 8%），

木犀草苷 - 7 - O - 二葡萄糖醛酸苷（批号为 111729 -
201707，含量 96. 8%），芹菜素 - 7 - O - 二葡萄糖醛酸

苷（批号为 111729 - 201707，含量 96. 8%），毛蕊花糖

（批号为 111530 - 201914，含量 95. 2%），均购于中国食

品药品检定研究院；甲醇、磷酸均为色谱纯，甲醇为分

析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Agilent ZORBAXEclipse Plus C18柱（250mm ×
4. 6 mm，5 µm）；流动相：甲醇（A）- 0. 1%磷酸溶液（B），

梯度洗脱（洗脱程序见表1）；流速：1. 0 mL / min；检测波

长：207 nm；柱温：25 ℃；进样量：10 µL。
2. 2 溶液制备

取哈巴苷对照品、乙酰哈巴苷对照品各适量，精密

称定，加 50%甲醇制成每 1 mL分别含哈巴苷、乙酰哈巴

苷 0. 2 mg的混合对照品溶液。取样品（研细）约 0. 4 g，
精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 50%甲醇 25 mL，
密塞，超声（功率250 W、频率40 kHz，下同）处理45 min，
放冷，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。按筋骨

草配方颗粒处方及工艺制备不含筋骨草药材的阴性样

品，取适量，按供试品溶液制备方法制得阴性对照品

溶液。

2. 3 方法学考察

专属性试验及系统适用性试验：精密吸取 2. 2项下

3种溶液各 10 µL，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录

色谱图。结果供试品溶液色谱在与混合对照品溶液色

谱相应位置有吸收峰，理论板数按乙酰哈巴苷峰计应

不低于 2 000，分离度均大于 1. 5，且阴性对照无干扰，

表明专属性良好。详见图1。
精密度试验：日内精密度，取同一份供试品溶液

适量，按 2. 1项下色谱条件在 1 d内连续进样测定 6次，

以 3号峰为参照（s）峰（下同），计算各共有峰的相对保

留时间。结果各共有峰的 RSD均小于 1. 0%（n = 6），表

明方法日内精密度良好。中间精密度，取同一批供试品

溶液，2份，分别由 2名检验员在不同时间用同一台设

备，按 2. 1项下色谱条件进样测定，计算各共有峰的相

对保留时间。结果各共有峰相对保留时间的 RSD均小

表1 梯度洗脱程序

Tab. 1 Gradient elution programs

时间（min）
0～20
20～30
30～45
45～75

A（%）

8 → 22
22 → 28
28 → 29
29 → 39

时间（min）
75～76
76～80
80 - 81
81～87

A（%）

39 → 100
100
100 → 8
8
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于1. 0%（n = 6），表明方法的中间精密度良好。

稳定性试验：取同一批供试品溶液适量，室温下分

别于 0，4，8，12，18，24 h时按 2. 1项下色谱条件进样测

定，计算各共有峰的相对保留时间。结果各共有峰相对

保留时间的RSD均小于 1. 0%（n = 6），表明供试品溶液

室温下放置24 h内基本稳定。

重复性试验：取同一批供试品溶液 6份，按 2. 1项
下色谱条件进样测定，并计算各共有峰的相对保留时

间。结果各共有峰相对保留时间的 RSD均小于 1. 0%

（n = 6），表明方法重复性良好。

2. 4 指纹图谱的建立及分析

2. 4. 1 指纹图谱的建立及相似度评价

取 15批样品各适量，按 2. 2项下方法制备供试品

溶液，再按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱图，导

入中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012版），采用

中位数法，时间窗宽度设置为 0. 1 min，运用多点校正

Mark峰匹配，生成对照指纹图谱。结果见图 2、图 3
及表2。

图2 15批筋骨草配方颗粒的高效液相色谱叠加指纹图谱

Fig. 2 HPLC superimposed fingerprints of 15 batches of Jingucao Formula Granules
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图3 筋骨草配方颗粒高效液相色谱对照指纹图谱

Fig. 3 HPLC reference fingerprint of Jingucao Formula Granules

对照指纹图谱呈现 8个色谱峰。其中 1，3号峰的保

留时间应与相应混合对照品溶液色谱峰的保留时间相

对应，各色谱峰的相对保留时间应在规定值 ± 10%范

围内。规定值为 0. 74（峰 2）、1. 35（峰 4）、1. 66（峰 5）、

1. 74（峰 6）、1. 81（峰 7）、2. 06（峰 8）。利用中药色谱指纹

图谱相似度评价系统（2012版），供试品指纹图谱与对

照指纹图谱经Mark峰相似度计算，相似度不得低于

0. 90，结果见表2。
2. 4. 2 聚类分析

采用 SPSS 23. 0统计学软件，以共有峰的峰面积为

变量，采用组间联接法、平方欧式距离对 15批样品进行

聚类分析，结果可聚为 4类，详见图 4。原料产地，第一类

（S7，S8，S9）为贵州省遵义市播州区，第二类（S1，S2，
S3）为河南省驻马店市确山县，第三类（S10，S14，S15）
为贵州省黔南布依族苗族自治州独山县，第四类（S4，
S5，S6，S11，S12，S13）为距离较近的四川省广元市剑阁

县（S5，S13）及青川县（S4，S6，S11，S12）。聚类分析结果

基本与产地分布特点一致。

2. 4. 3 主成分分析

采用 SPSS 23. 0统计学软件，以 8个共有峰的峰面

积为变量进行主成分分析，结果见表 3。提取原则为特

征值 > 1和累积贡献率 > 85%，结果主成分 1，2的特征

值 分 别 为 4. 705，2. 124，贡 献 率 分 别 为 58. 811%，

26. 556%（累积贡献率为 85. 367%）。对成分矩阵进行了

具有 Kaiser标准化的正交旋转，得到 8个指标（峰）在

2个主成分旋转成分矩阵。成分载荷矩阵的数值及正负

代表变量在主成分中的载荷，载荷越大，表明该化合物

在主成分分析中作用越大。结果显示，峰 1（哈巴苷）对

主成分 1的影响较大，峰 4（木犀草苷 - 7 - O -二葡萄

糖醛酸苷）对主成分2的影响较大。详见表4、图5。
3 讨论

3. 1 色谱条件优选

检测波长，预试验中比较了色谱峰信息较多的 4个

•检验检测•
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图4 系统聚类分析

Fig. 4 System cluster analysis

表2 15批筋骨草配方颗粒指纹图谱相似度评价结果

Tab. 2 Similarity evaluation results of the fingerprints of 15 batches of Jingucao Formula Granules

编号

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15
R

S1
1. 000
0. 998
0. 985
0. 999
0. 984
0. 982
0. 952
0. 975
0. 952
0. 979
0. 978
0. 982
0. 977
0. 983
0. 980
0. 988

S2
0. 998
1. 000
0. 987
1. 000
0. 980
0. 983
0. 940
0. 967
0. 939
0. 976
0. 977
0. 985
0. 972
0. 979
0. 974
0. 985

S3
0. 985
0. 987
1. 000
0. 985
0. 995
0. 999
0. 957
0. 978
0. 953
0. 995
0. 997
1. 000
0. 991
0. 995
0. 991
0. 996

S4
0. 999
1. 000
0. 985
1. 000
0. 980
0. 982
0. 944
0. 969
0. 943
0. 976
0. 976
0. 984
0. 973
0. 979
0. 975
0. 986

S5
0. 984
0. 980
0. 995
0. 980
1. 000
0. 997
0. 979
0. 992
0. 977
0. 997
0. 996
0. 993
0. 999
0. 999
0. 999
1. 000

S6
0. 982
0. 983
0. 999
0. 982
0. 997
1. 000
0. 961
0. 979
0. 957
0. 998
0. 999
0. 999
0. 994
0. 998
0. 993
0. 997

S7
0. 952
0. 940
0. 957
0. 944
0. 979
0. 961
1. 000
0. 994
0. 999
0. 965
0. 962
0. 951
0. 982
0. 975
0. 985
0. 977

S8
0. 975
0. 967
0. 978
0. 969
0. 992
0. 979
0. 994
1. 000
0. 992
0. 982
0. 980
0. 974
0. 991
0. 988
0. 994
0. 991

S9
0. 952
0. 939
0. 953
0. 943
0. 977
0. 957
0. 999
0. 992
1. 000
0. 961
0. 957
0. 947
0. 980
0. 972
0. 983
0. 974

S10
0. 979
0. 976
0. 995
0. 976
0. 997
0. 998
0. 965
0. 982
0. 961
1. 000
1. 000
0. 995
0. 996
0. 998
0. 994
0. 996

S11
0. 978
0. 977
0. 997
0. 976
0. 996
0. 999
0. 962
0. 980
0. 957
1. 000
1. 000
0. 997
0. 995
0. 998
0. 993
0. 996

S12
0. 982
0. 985
1. 000
0. 984
0. 993
0. 999
0. 951
0. 974
0. 947
0. 995
0. 997
1. 000
0. 989
0. 993
0. 988
0. 994

S13
0. 977
0. 972
0. 991
0. 973
0. 999
0. 994
0. 982
0. 991
0. 980
0. 996
0. 995
0. 989
1. 000
0. 999
1. 000
0. 998

S14
0. 983
0. 979
0. 995
0. 979
0. 999
0. 998
0. 975
0. 988
0. 972
0. 998
0. 998
0. 993
0. 999
1. 000
0. 998
0. 999

S15
0. 980
0. 974
0. 991
0. 975
0. 999
0. 993
0. 985
0. 994
0. 983
0. 994
0. 993
0. 988
1. 000
0. 998
1. 000
0. 998

R
0. 988
0. 985
0. 996
0. 986
1. 000
0. 997
0. 977
0. 991
0. 975
0. 996
0. 996
0. 994
0. 998
0. 999
0. 998
1. 000

表3 主成分的特征值和方差贡献率

Tab. 3 Eigenvalues and variance contribution rates of principal
components

成分

1
2
3
4
5
6
7
8

初始特征值

总计

4. 705
2. 124
0. 605
0. 290
0. 225
0. 044
0. 006
0. 001

方差百分比

（%）

58. 811
26. 556
7. 558
3. 623
2. 811
0. 551
0. 073
0. 016

累积百分比

（%）

58. 811
85. 367
92. 925
96. 549
99. 360
99. 911
99. 984
100. 000

提取载荷平方和

总计

4. 705
2. 124

方差百分比

（%）

58. 811
26. 556

累积百分比

（%）

58. 811
85. 367

表4 旋转成分矩阵

Tab. 4 Rotation component matrix

峰号

1
2
3

成分1
0. 968
0. 873
0. 814

成分2
- 0. 011
0. 113

- 0. 517

峰号

4
5
6

成分1
0. 623
0. 907
0. 516

成分2
0. 763
0. 213

- 0. 748

峰号

7
8

成分1
0. 557
0. 745

成分2
0. 680

- 0. 441

波长（207，230，280，330 nm）的色谱图，发现波长为

207 nm时，特征图谱的峰信息量较大，且各峰响应值相

对较高，同时，筋骨草药材有效成分环烯醚萜类的最大

吸收波长为 200～210 nm，综合考虑，选择 207 nm为该

方法的检测波长。流动相，考察了甲醇 - 0. 1%磷酸溶

液、0. 1%醋酸 -甲醇、0. 1%甲酸 -甲醇对各色谱峰的

分离效果，发现以甲醇 - 0. 1%磷酸溶液为流动相时，

各色谱峰对称性较好，且基线较平稳，并进一步考察

了该流动相使用不同体积分数（0. 05%，0. 1%，0. 2%）
磷酸的效果，结果各色谱峰的系统适用性参数无明显

差异，因此，确定流动相为甲醇 - 0. 1%磷酸溶液体

系。还考察了不同流速（0. 8，1. 0，1. 2 mL / min）及不同

柱温（20，25，30 ℃）下色谱峰分离的效果，结果流速为

1. 0 mL / min、柱温为 25 ℃时，各色谱峰信息量较大且

分离效果较好，故选择。

3. 2 供试品溶液制备方法优选

提取方式，比较了超声和加热回流提取方法，结果

差异不大，选择更方便的超声提取，进一步考察超声功

率为 200～300 W的效果，效果均较好，而 250 W较常

见；溶剂类型，考察了水、甲醇、乙醇、30%甲醇、50%甲

醇、70%甲醇，发现甲醇及乙醇对前端色谱峰的峰形影

响较大，乙醇会造成峰缺失情况，而 50%甲醇为溶剂时
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色谱峰的信息量较多，且响应值较大，故选择 50%甲醇

为提取溶剂；提取时间，考察了 15，30，45，60 min，当提

取时间在 30～60 min时，色谱峰的总峰面积差异不大，

选择 45 min，因此时样品基本溶解完全；取样量，考察范

围 0. 2～1. 0 g，发现取样量在 0. 2～0. 8 g范围内时各特

征成分能被完全提取，考虑到色谱峰的响应值，取样量

选择 0. 4 g；溶剂用量，考察范围 15～50 mL，该范围内

各特征成分均能被完全提取，考虑到峰的响应值，溶剂

用量选择25 mL。
3. 3 评价结果分析

15批样品的相似度均大于 0. 95，样品之间的相似

度较高，并且通过了多批次样品的分析，确定 8个共有

峰，并对其相对保留时间进行明确规定。本研究中建立

的指纹图谱在特征峰的个数和分离度方面明显优于文

献［12 - 13，16 - 17］的报道，主要因为筋骨草药材近缘

品种较多，基源方面缺乏考证，导致应用混乱。目前文

献报道的多为其近似品种白毛夏枯草 Ajuga ciliate
Bunge.、紫背金盘 Ajuga nipponensis Makino.，而本研究

中主要对 2020年版《中国药典（一部）》筋骨草项下明确

的基源金疮小草 Ajuga decumbens Thunb. 进行系统研

究，因此，建立的指纹图谱更能针对性地反映其化学成

分特点和质量情况。

在色谱分析基础上，本研究中还采用聚类分析对

筋骨草配方颗粒进行质量评价，可分为 4类，此结果趋

势与不同产地有一定关系。主成分分析确定峰 1和峰 4
对筋骨草配方颗粒质量的影响较大。龚明等［13］发现，筋

骨草属植物均含乙酰哈巴苷和哈巴苷，因此，2020年版

《中国药典（一部）》筋骨草的含量测定项［3］仅以乙酰哈

巴苷为指标，不能真实反映筋骨草的质量水平。本研究

中发现木犀草苷 - 7 - O -二葡萄糖醛酸苷也对样品质

量的影响较大，但目前尚无该成分对筋骨草属植物质

量影响的报道。下一步拟从该特征性成分出发，寻找筋

骨草属不同品种的差异，建立专属性较好的含量测定

方法。

综上所述，本研究中建立筋骨草配方颗粒的HPLC
指纹图谱，并使用化学计量技术分析了不同产地原料

制得样品的质量，明确了具体成分对样品质量的影响，

可为进一步加强该制剂的质量控制提供参考。
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图5 旋转成分载荷图

Fig. 5 Rotation component loading diagram
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