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摘要摘要：：目的 为左归饮的质量控制提供依据。方法 采用高效液相色谱（HPLC）法建立 15 批左归饮样品的指纹图谱，色谱柱为

Agilent 5 HC - C18柱（250 mm × 4. 6 mm，5 μm），流动相为 0. 2% 甲酸水溶液 - 乙腈（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为

250 nm，柱温为 30 ℃，进样量为 20 μL。采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012. 1307023版）进行相似度评价，确定共有峰及指

认成分，并测定其含量。结果 15批样品指纹图谱与对照指纹图谱的相似度均在 0. 975～0. 999之间。标定共有峰 33个，指认出其中

5 个，分别为 5 - 羟甲基糠醛、莫诺苷、马钱苷、甘草苷、甘草酸。5 种成分质量浓度分别在 0. 017～0. 266 mg / mL、0. 049～
0. 784 mg / mL、0. 034～0. 539 mg / mL、0. 016～0. 250 mg / mL、0. 009～0. 150 mg / mL 范围内与峰面积线性关系良好（R2 > 0. 999 0，
n = 5）；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均小于 3. 0%；平均加样回收率分别为 101. 40%，98. 72%，98. 00%，101. 53%，

99. 13%，RSD分别为 2. 06%，2. 09%，1. 65%，1. 56%，0. 40%（n = 6）；样品含量分别为 49. 838～140. 933 μg / g、131. 060～340. 103 μg / g、
68. 081～178. 313 μg / g、12. 108～47. 326 μg / g、1. 190～55. 483 μg / g。结论 所建立的方法可用于左归饮 HPLC 指纹图谱的建立及

其中 5个成分的含量测定，可更全面地为左归饮的质量评价提供依据。

关键词关键词：：左归饮；高效液相色谱法；指纹图谱；质量评价；含量测定

Study on the HPLC Fingerprint of Zuogui Drink and Content Determination of Five Components
HUANG Yun1，2，HUANG Shunwang3，QIAO Jinwei1，2，XU Qian1，2，XU Guoqin1，2，LU Di4，LIU Zhenzhen1，2，XIE Ruonan1，2
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Famous Chinese Pharmacist Studio，Hefei，Anhui，China 230061； 3. Hefei Innovation Medical Technology Co.，Ltd.，Hefei，Anhui，China 230088；
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AbstractAbstract：：Objective To provide a basis for the quality control of Zuogui Drink. Methods Fingerprint of 15 batches of Zuogui
Drink samples was established by the high - performance liquid chromatography（HPLC） method. The chromatographic column was
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the Agilent 5 HC - C18 column （250 mm × 4. 6 mm，5 μm），the mobile phase was 0. 2% formic acid aqueous solution -
acetonitrile（gradient elution），the flow rate was 1. 0 mL / min，the detection wavelength was 250 nm，the column temperature was
30 ℃，and the injection volume was 20 μL. The Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint of Traditional Chinese
Medicine （Version 2012. 1307023） was used for similarity evaluation，the common peaks were marked，the components were
identified，and the contents were determined. Results The similarity between the fingerprint of 15 batches of samples and the
reference fingerprint was in the range of 0. 975 - 0. 999. A total of 33 common peaks were marked，and five of them were
identified，namely 5 - hydroxymethylfurfural（5 - HMF），morroniside，loganin，liquiritin and glycyrrhizic acid. The linear ranges of
the above five components were 0. 017 - 0. 266 mg / mL，0. 049 - 0. 784 mg / mL，0. 034 - 0. 539 mg / mL，0. 016 - 0. 250 mg / mL，
and 0. 009 - 0. 150 mg / mL（R2 > 0. 999 0，n = 5） respectively. The RSDs of precision，stability and repeatability tests were all
lower than 3. 0%. The average recovery rates of the above five components were 101. 40%，98. 72%，98. 00%，101. 53%，99. 13%，

with RSDs of 2. 06%，2. 09%，1. 65%，1. 56%，0. 40%（n = 6） respectively. The contents of 5 - HMF，morroniside，loganin，liquiritin
and glycyrrhizic acid in samples were in the range of 49. 838 - 140. 933 μg / g，131. 060 - 340. 103 μg / g，68. 081 - 178. 313 μg / g，
12. 108 - 47. 326 μg / g，and 1. 190 - 55. 483 μg / g，respectively. Conclusion The established method can be used for the
establishment of HPLC fingerprint of Zuogui Drink and the contents determination of the five components，which can provide a
basis for the comprehensive quality evaluation of Zuogui Drink.
Key wordsKey words：：Zuogui Drink；HPLC；fingerprint；quality evaluation；content determination

左归饮为中医补阴经典名方，出自明代张介宾《景

岳全书》，由熟地黄 9 g，枸杞子、山药各 6 g，山茱萸 5 g，
茯苓 4 g，炙甘草 3 g组方。中药指纹图谱能较好地反映

中药的整体性和复杂性，在质量评价、质量监控及维

持中药安全方面应用广泛。但对于左归饮，鲜有其高

效液相色谱（HPLC）指纹图谱建立并进行多种主要成

分定量测定的研究。为此，本研究中采用HPLC法建立

了左归饮的指纹图谱，并测定制剂中 5种成分的含量，

为其质量控制提供参考，也为不同批号 / 产地的左归

饮组方药材质量评价提供试验依据。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Thermo Scientific UltiMate 3000型高效液相色谱仪

（美国 Thermo Fisher Scientific公司）；Explorer EX125
DZH型电子天平（美国OHAUS仪器有限公司，精度为

0. 01 mg）；MilliQ - Plus型超纯水系统（美国 Millipore公
司）；EYELA N - 1300型旋转蒸发仪（东京理化器械株

式会社）；HH. S21 - 6型电热数显恒温水浴锅（上海博

迅医疗生物仪器股份有限公司）。

1. 2 试药

对照品 5 -羟甲基糠醛（5 - HMF，含量 ≥ 98%），莫

诺苷（含量 ≥ 98%），马钱苷（含量 ≥ 98. 7%），甘草苷（含

量 ≥ 95. 6%），甘草酸（含量 ≥ 98%），均购自上海源叶生

物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 B21832，A10064，
A10038，A10022，B20417；乙腈、甲醇、甲酸均为色谱

级，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。左归饮各单味

药材饮片［熟地黄Radix Rehmanniae Praeparata、山茱萸

Cornus officinalis Sieb. et Zucc、枸杞子Lycium barbarum L、
山药 Dioscorea opposite Thunb、茯苓 Poria cocos（Schw.）
Wolf、炙甘草 Glycyrrhizae radix et rhizome preparate Cum
Melle.］均购自安徽省亳州市沪谯药业有限公司，经安

徽省中医院李立华主任中药师鉴定均符合 2020年版

《中国药典（一部）》标准，药材信息见表1。
2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Agilent 5 HC - C18柱（250 mm × 4. 6 mm，

5 μm）；流动相：0. 2 %甲酸水溶液（A）-乙腈（B），梯度

洗脱（洗脱程序见表 2）；流速：1. 0 mL / min；检测波长：

250 nm；柱温：30 ℃；进样量：20 μL。
表2 梯度洗脱程序

Tab. 2 Program of gradient elution

t（min）
0
10
20

流动相 A（%）

95
92
88

t（min）
35
55
63

流动相 A（%）

85
78
68

t（min）
73
78

流动相 A（%）

5
5

2. 2 溶液制备

样品制备：按左归饮处方量称取熟地黄、山茱萸、

枸杞子、山药、茯苓和炙甘草药材饮片，置沙锅中。第一

次加入 330 mL（10倍量）水浸泡 30 min，武火加热至沸

腾，文火煎煮 30 min，用 4层纱布过滤，收集滤液；第二

次加入 198 mL（6倍量）水，武火加热至沸腾，文火煎煮
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表1 单味药材饮片信息

Tab. 1 Information of single medicinal herb decoction pieces

药材

熟地黄

山茱萸

批号

210401
210601
210701
210208
210501
210601
210701
20210101

产地

河南焦作

河南焦作

河南焦作

河南焦作

河南南阳

河南南阳

河南南阳

河南南阳

药材

枸杞子

山药

批号

210501
210601
210801
201201
210501
210601
210801
20201201

产地

宁夏中宁

宁夏中宁

宁夏中宁

宁夏中宁

河南孟州

河南孟州

河南孟州

河南孟州

药材

茯苓

炙甘草

批号

210601
210701
210801
20210601
210601
210701
210801
190401

产地

安徽金寨

安徽金寨

安徽霍邱

安徽霍邱

甘肃民勤

甘肃民勤

甘肃民勤

内蒙古通辽
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20 min，用4层纱布过滤，收集滤液；合并两次滤液［1］，利
用旋转蒸发仪浓缩至生药量质量浓度为 1. 5 g / mL，即
得15批左归饮样品。详见表3。

溶液制备：取 5 - HMF、莫诺苷、马钱苷、甘草苷和

甘草酸对照品 2. 66，7. 84，5. 39，2. 50，1. 50 mg，精密称

定，置 10 mL容量瓶中，加甲醇定容，得混合对照品贮备

液；分别取适量，加 50%甲醇制成质量浓度分别为

26. 60，78. 40，53. 90，25. 00，15. 00 μg / mL的混合对照

品溶液。取样品 1 mL，用 5%甲醇稀释，经 0. 22 μm滤膜

滤过，取续滤液，即得。按左归饮处方及比例取各单味

药材饮片适量，精密称定，按供试品溶液制备方法制成

各单味药材溶液。按左归饮全方比例，按样品制备方法

分别制备缺熟地黄、山茱萸、枸杞子、山药、茯苓、炙甘

草的阴性样品，再按供试品溶液制备方法制成相应的

阴性对照品溶液。以甲醇为空白溶液。

2. 3 指纹图谱的建立

2. 3. 1 方法学考察

精密度试验：取供试品溶液（编号S1）适量，按2. 1项下

色谱条件连续测定 6次（因 5 - HMF出峰稳定，故以其

色谱峰为参照峰；稳定性、重复性试验同），计算各共有

峰的相对保留时间和相对峰面积，结果的 RSD分别为

0. 08%，0. 08%，0. 13%，0. 15%，0. 17%和0. 17%，0. 18%，

1. 13%，2. 28%，2. 41%（n = 6），表明方法精密度良好。

稳定性试验：取同一批供试品溶液（编号 S1）适量，

分别于室温下放置 0，2，4，8，10，12 h时按 2. 1项下色谱

条件测定，计算各共有峰的相对保留时间和相对峰面

积。结果的 RSD分别为 0. 10%，0. 11%，0. 15%，0. 15%，

0. 14%和1. 76%，2. 19%，1. 82%，1. 58%，2. 22%（n = 6），

表明供试品溶液室温放置12 h内稳定性良好。

重复性试验：取同一批供试品溶液（编号 S1）适量，

平行 6份，按 2. 1项下色谱条件进样测定，计算各共有

峰的相对保留时间和相对峰面积。结果的 RSD分别为

0. 09%，0. 05%，0. 02%，0. 03%，0. 07%和0. 29%，1. 56%，

1. 23%，2. 84%，2. 29%（n = 6），表明该方法重复性良好。

2. 3. 2 指纹图谱建立及相似度评价

取 15批左归饮样品，按 2. 2项下方法制备供试品

溶液，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. 1307023版），

以编号 S1样品的HPLC图谱为参照，采用平均数法，时

间窗宽度保持默认（0. 1 min），多点校正后进行全峰匹

配，得 15批样品的HPLC叠加指纹图谱（见图 1）及对照

指纹图谱（见图 2）［2］。样品 S1 - S15指纹图谱的相似度

分 别 为 0. 997，0. 997，0. 998，0. 993，0. 997，0. 997，
0. 998，0. 998，0. 999，0. 991，0. 998，0. 976，0. 998，
0. 995，0. 995，均大于 0. 990，表明 15批样品共有成分基

本一致，质量较稳定，相似度高［3］。

0 10 20 30 40 50 60 70 80
t / minS1

S15

图1 15 批左归饮样品高效液相色谱叠加指纹图谱

Fig. 1 HPLC superimposed fingerprint of 15 batches of Zuogui
Drink samples

1 100
1 000
900
800
700
600
500
400
300
200
100
0

U / mV

0 10 20 30 40 50 60 70 80t / min

图2 样品高效液相色谱对照指纹图谱

Fig. 2 HPLC reference fingerprint of samples

2. 3. 3 共有峰及归属确认

取 2. 2项下供试品溶液（编号 S1）、单味药材溶液及

阴性对照品溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录

色谱图（见图 3）。共得 33个共有峰，与混合对照品溶液

色谱图（见图 4）叠加分析，指认出 5个色谱峰，其中 10，
20，23，26，30号峰对应成分分别为 5 - HMF、莫诺苷、马

钱苷、甘草苷、甘草酸。

2. 4 5 种成分含量测定

2. 4. 1 方法学考察

专属性试验：取 2. 2项下混合对照品溶液、供试品
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表3 15批左归饮样品不同批号药材组合

Tab. 3 Combinations of medicinal herbs with different batch
numbers of 15 batches of Zuogui Drink samples

编号

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

熟地黄

210601
210701
210401
210401
210601
210701
210401
210208
210401
210601
210701
210601
210601
210701
210801

山茱萸

210601
210701
210601
210701
210501
20210101
20210101
210601
20210101
210701
210601
210601
210701
210601
210701

枸杞子

210601
210801
210501
210501
201201
210501
210501
201201
210601
210601
210801
210601
210601
210801
210801

山药

210601
210801
210501
210501
210601
210801
20201201
210601
20201201
210801
210501
210601
210801
210501
210601

茯苓

210701
210801
210701
210801
210601
20210601
210601
20210601
210801
210701
210701
210701
210701
210701
210701

炙甘草

210701
210801
210701
210801
190401
210601
190401
210701
190401
190401
210801
210701
190401
210801
210801
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溶液（编号 S1）及空白溶液各适量，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中，在与

混合对照品溶液色谱相同保留时间处有对应色谱峰，

且空白对照无干扰，表明专属性良好。详见图5。
线性关系考察：取 2. 2项下混合对照品贮备液，用

甲醇等比例稀释，得 5 - HMF质量浓度分别为 0. 266，
0. 133，0. 067，0. 033，0. 017 mg / mL，莫诺苷分别为

0. 784，0. 392，0. 196，0. 098，0. 049 mg / mL，马钱苷分

别为 0. 539，0. 270，0. 135，0. 067，0. 034 mg / mL，甘草

苷分别为 0. 250，0. 125，0. 063，0. 031，0. 016 mg / mL，
甘草酸分别为0. 150，0. 075，0. 038，0. 019，0. 009 mg / mL

的系列对照品溶液。按 2. 1项下色谱条件进样测定，记

录峰面积。以待测成分质量浓度（X，mg / mL）为横坐标、

峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归，结果见表4。
精密度试验：取同一批供试品溶液（编号 S1）适量，

按 2. 1项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。

结果 5 - HMF、莫诺苷、马钱苷、甘草苷、甘草酸峰面积

的 RSD分别为 1. 68%，0. 63%，2. 36%，1. 09%，0. 27%
（n = 6），表明方法精密度良好。

稳定性试验：取同一批供试品溶液（编号 S1）适量，

分别于室温下放置 0，2，4，8，10，12 h时按 2. 1项下色谱

条件进样测定，记录峰面积。结果 5 - HMF、莫诺苷、马

钱苷、甘草苷、甘草酸峰面积的 RSD分别为 2. 04%，

0. 35%，1. 22%，0. 78%，0. 35%（n = 6），表明供试品溶液

室温放置12 h内基本稳定。

重复性试验：取同一批供试品溶液（编号 S1）适量，

共 6份，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结

果 5 - HMF、莫诺苷、马钱苷、甘草苷、甘草酸平均含量

分别为97. 036，254. 771，132. 478，28. 954，12. 392 μg / g，
RSD分别为0. 80%，0. 86%，2. 18%，1. 19%，2. 30%（n = 6），
表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的供试品溶液（编号S1）
适量，各 6份，分别精密加入各单一对照品溶液（要求其

中 5种成分的含量与供试品溶液中相等），按 2. 1项下

色谱条件进样测定，记录峰面积，并计算加样回收率。

结果见表5。
2. 4. 2 样品含量测定

取样品 15批，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，按

10. 5 - HMF 20. 莫诺苷 23. 马钱苷 26. 甘草苷 30. 甘草酸

A. 混合对照品溶液 B. 供试品溶液 C. 空白溶液

图5 样品中5种成分专属性试验高效液相色谱图

10. 5 - HMF 20. Morroniside 23. Loganin 26. Liquiritin 30. Glycyrrhizic acid
A. Mixed reference solution B. Test solution C. Blank solution

Fig. 5 HPLC chromatograms of the specificity test for five components in samples
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图 3 供试品和单味药材高效液相色谱叠加指纹图谱

Fig. 3 HPLC superimposed fingerprint of test sample and single
medicinal herb

1 400
1 200
1 000
800
600
400
200
0

U / mV

0 10 20 30 40 50 60 70 80t / min

10

20 23

26

30

10. 5 - HMF 20. 莫诺苷 23. 马钱苷 26. 甘草苷 30. 甘草酸

图4 混合对照品高效液相色谱图

10. 5 - HMF 20. Morroniside 23. Loganin 26. Liquiritin
30. Glycyrrhizic acid

Fig. 4 HPLC chromatograms of mixed reference substance
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表 4 线性关系考察结果（n = 5）
Tab. 4 Results of the linear relation test（n = 5）

待测成分

5 - HMF
莫诺苷

马钱苷

甘草苷

甘草酸

回归方程

Y1 = 998. 60 X1 + 3. 85
Y2 = 121. 69 X2 + 0. 06
Y3 = 85. 04 X3 + 0. 03
Y4 = 514. 15 X4 - 0. 61
Y5 = 141. 97 X5 - 1. 08

R2

0. 999 2
0. 999 9
0. 999 9
0. 999 9
0. 999 1

线性范围（mg / mL）
0. 017～0. 266
0. 049～0. 784
0. 034～0. 539
0. 016～0. 250
0. 009～0. 150

46



2024年 8月 20日 第 33卷第 16期

Vol. 33，No. 16，August 20，2024 China Pharmaceuticals

2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，计算各成分含量。

结果样品中5 - HMF含量为49. 838～140. 933 μg / g，莫
诺苷为 131. 060～340. 103 μg / g，马钱苷为 68. 081～
178. 313 μg / g，甘草苷为 12. 108～47. 326 μg / g，甘草

酸为1. 190～55. 483 μg / g。
3 讨论

左归饮以熟地黄为君药，滋肾填阴；山茱萸、枸杞

子为臣药，加强滋肾阴、养肝血之功效；佐以茯苓健脾

渗湿；炙甘草填精补髓、山药益气收敛相火，共同发挥

健脾及补益肝肾作用，适用于真阴不足证［4 - 6］。现代临

床研究和实验表明，左归饮能明显改善女性更年期症

状［7］；也可用于围绝经期综合征，改善早发性卵巢功能

不全患者体内雌激素偏低的症状［8 - 9］；使多囊卵巢综合

征患者的排卵和月经周期恢复正常，降低不孕率［10］。
本研究进行含量测定的 5种成分中，5 - HMF在多

种神经系统疾病中有神经保护作用；山茱萸中的有效成

分马钱苷、莫诺苷对于神经系统疾病、心血管系统疾病、

炎症等有良好的作用；而甘草苷、甘草酸具有抗氧化、抗

菌、抗炎等多种生物活性。本研究在一定程度上为中药

复方左归饮的质量控制，物质基础提供了科学参考，同

时为其今后开发利用和临床合理用药提供了理论指导。

预试验中考察了不同色谱条件对结果的影响，其中

色谱柱考察了 Agilent 5HC - C18柱、Thermo Scientific
Accucore™ C18柱及Phenomenex C18柱（规格均为250 mm ×
4. 6 mm，5 μm），结果后两款色谱柱的分离度、基线稳定

性相对较差，故本研究中选择 Agilent 5 HC - C18柱
（250 mm × 4. 6 mm，5 μm）；流动相体系考察了乙腈 -
0. 2 %醋酸水溶液、乙腈 - 0. 2 %磷酸水溶液、乙腈 -
0. 2%甲酸水溶液、乙腈 - 0. 1%甲酸水溶液，其中醋酸

水溶液和磷酸水溶液系统出现拖尾峰及出峰时间过长的

现象，综合考虑，选择了2个甲酸水溶液系统中出峰较多、

峰形较好、基线较平稳的乙腈 - 0. 2%甲酸水溶液作为

流动相；2020年版《中国药典》记载的最佳吸收波长，5 -
HMF为284 nm，莫诺苷和马钱苷为240 nm，甘草酸和甘草

苷为237 nm，兼顾各成分出峰情况发现，在250 nm波长处

各成分均有较好吸收，峰面积差异较小，基线平稳，干扰

较少，故选择250 nm作为本研究的检测波长。

综上所述，本研究中的左归饮HPLC指纹图谱建立方

法及其5种主要成分含量测定方法可基本满足分析的要

求，且可为其制剂质量控制提供一定的参考价值，也为不

同批次 /产地的左归饮药材质量控制提供了科学依据。为

了确定左归饮复方中的其他成分，下一步还需结合多种

方法的联合检测技术［11 - 15］深入研究各成分结构。
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表5 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 5 Results of the recovery test（n = 6）

待测

成分

5 - HMF
莫诺苷

马钱苷

甘草苷

甘草酸

回收率（%）

1
102. 80
99. 33
99. 00
100. 00
99. 20

2
99. 30
99. 00
98. 50
100. 40
99. 20

3
99. 30
102. 33
97. 00
100. 40
98. 40

4
101. 40
98. 00
96. 50
102. 80
99. 60

5
100. 90
96. 67
96. 50
101. 60
99. 20

6
104. 70
97. 00
100. 50
104. 00
99. 20

X
（%）

101. 40
98. 72
98. 00
101. 53
99. 13

RSD
（%）

2. 06
2. 09
1. 65
1. 56
0. 40
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