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参乌益智胶囊高效液相色谱指纹图谱建立及参乌益智胶囊高效液相色谱指纹图谱建立及 55 种成分含量测定种成分含量测定**

韩 双 1，班文明 1△，崩淑娟 2，陈 丽 2，彭 灿 2，李桂萍 1

（1. 安徽中医药大学附属太和中医院，安徽 阜阳 236600； 2. 安徽中医药大学药学院，安徽 合肥 230012）
摘要摘要：：目的 建立参乌益智胶囊的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并评价其质量。方法 色谱柱为大连依利特 SinoChrom ODS - BP
柱（250 mm × 4. 6 mm，5 μm），流动相为乙腈 - 0. 1%甲酸水溶液（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 8. 1～20 min时 315 nm

（阿魏酸、绿原酸、葛根素、2，3，5，4' -四羟基二苯乙烯苷），22～65 min时 254 nm（姜黄素）。柱温为 30 ℃，进样量为 10 μL。建立 10批参

乌益智胶囊的指纹图谱，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，确定并指认共有峰，同时测定所指认成

分的含量。结果 10批参乌益智胶囊样品的指纹图谱相似度为 0. 992～1. 000，共确定了 17个共有峰，指认出 5个成分，分别为绿原

酸（4号峰）、葛根素（5号峰）、2，3，5，4' -四羟基二苯乙烯苷（9号峰）、阿魏酸（10号峰）、姜黄素（16号峰）。上述成分的质量浓度分别

在 5. 80～58. 80 μg / mL、37. 10～371. 00 μg / mL、12. 40～124. 00 μg / mL、2. 75～27. 50 μg / mL、12. 00～120. 00 μg / mL 范围内与峰

面积线性关系良好（r ≥ 0. 999 0，n = 6）；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均小于 5. 0%（n = 6）；平均加样回收率分别为

95. 87%，98. 20%，98. 57%，98. 89%，99. 67%，RSD 分别为 2. 25%，1. 40%，3. 84%，2. 71%，0. 94%（n = 6）；5 种成分的含量分别为

0. 522～0. 552 mg / g、8. 801～8. 993 mg / g、0. 496～0. 518 mg / g、0. 888～0. 903 mg / g、3. 011～3. 057 mg / g（n = 10）。结论 所建立

的方法简单快速、稳定可靠，可用于参乌益智胶囊的质量评价。

关键词关键词：：参乌益智胶囊；高效液相色谱法；指纹图谱；含量测定；质量控制

Establishment of HPLC Fingerprint and Content Determination of Five Components in
Shenwu Yizhi Capsules

HAN Shuang1，BAN Wenming1，BENG Shujuan2，CHEN Li2，PENG Can2，LI Guiping1

（1. Taihe Hospital of Traditional Chinese Medicine Affiliated to Anhui University of Chinese Medicine，Fuyang，Anhui，China 236600； 2. School of

Pharmacy，Anhui University of Chinese Medicine，Hefei，Anhui，China 230012）

AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography（HPLC） fingerprint of Shenwu Yizhi Capsules，and
to evaluate their quality. Methods The chromatographic column was Dalian Yilite SinoChrom ODS - BP column（250 mm × 4. 6 mm，
5 μm），the mobile phase was acetonitrile - 0. 1% formic acid aqueous solution（gradient elution），the flow rate was 1. 0 mL / min，
the detection wavelength was set at 315 nm for ferulic acid，chlorogenic acid，puerarin，2，3，5，4 ' - tetrahydroxystilbene glycoside
（8. 1 - 20 min） and 254 nm for curcumin（22 - 65 min），the column temperature was 30 ℃，and the injection volume was 10 μL.
The fingerprints of 10 batches of Shenwu Yizhi Capsules were established，and the Traditional Chinese Medicine Chromatographic
Fingerprint Similarity Evaluation System （2012 Version） was used for similarity evaluation to identify common peaks，and the
content of identified components was determined. Results The similarity of fingerprints of 10 batches of Shenwu Yizhi Capsules
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was in the range of 0. 992 - 1. 000. Seventeen common peaks were identified，and five components were identified，namely
chlorogenic acid（peak 4），puerarin（peak 5），2，3，5，4 ' - tetrahydroxystilbene glycoside（peak 9），ferulic acid（peak 10），and
curcumin（peak 16）. The linear ranges of the above five components were 5. 80 - 58. 80 μg / mL，37. 10 - 371. 00 μg / mL，
12. 40 - 124. 00 μg / mL，2. 75 - 27. 50 μg / mL，12. 00 - 120. 00 μg / mL（r ≥ 0. 999 0，n = 6）. The RSDs of precision，
stability，and repeatability test results were all lower than 5. 0%（n = 6）. The average recoveries of the above five components were
95. 87%，98. 20%，98. 57%，98. 89%，and 99. 67%，with RSDs of 2. 25%，1. 40%，3. 84%，2. 71%，and 0. 94%（n = 6），respectively.
The contents of the above five components were in the ranges of 0. 522 - 0. 552 mg / g，8. 801 - 8. 993 mg / g，0. 496 -
0. 518 mg / g，0. 888 - 0. 903 mg / g，and 3. 011 - 3. 057 mg / g（n = 10），respectively. Conclusion The established method is
simple，fast，stable，and reliable，which can be used for the quality evaluation of Shenwu Yizhi Capsules.
Key wordsKey words：：Shenwu Yizhi Capsules；HPLC；fingerprints；content determination；quality control

参乌益智胶囊由制何首乌、人参、川芎、胆南星、石

菖蒲、远志、郁金、葛根、银杏叶 9味中药组方，是基于对

历代医家治疗健忘和呆症经验［1］及现代治疗血管性痴

呆（VaD）文献中用药规律的挖掘［2 - 8］，其主要用于治疗

VaD［9］、中风、中风后遗症［10］、脑外伤、脑髓失养症，常

见神情淡漠、反应迟钝，记忆力减退等。但由于参乌益

智胶囊为医院制剂，缺乏其质量控制及制剂稳定性等

的研究，导致参乌益智胶囊无法实现工业化生产。参乌

益智胶囊因其处方中药材较多，不同成分波长不同，传

统的高效液相色谱（HPLC）单波长法无法测定所有成

分。近年来，HPLC指纹图谱技术发展迅速，可同时测定

多个指标成分，能更准确地评估复方药物的质量［11］。本
研究中采用HPLC指纹图谱结合多成分定量法评价不

同批次参乌益智胶囊的质量，为其质量标准的制订提

供参考。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Thermo高效液相色谱系统（美国 Thermo Fisher公
司）；YL - 060S型超声波清洗机（济南巴克超声波科技

有限公司，功率为 360 W，频率为 40 kHz）；AB135 - S型
电子天平（北京赛多利斯科学仪器有限公司，精度为十

万分之一）；TG16 - WS型离心机（常州市万丰仪器制造

有限公司）。

1. 2 试药

葛根素对照品（批号为 PS011723），绿原酸对照品

（批号为 PS012785），阿魏酸对照品（批号为 PS01224），

纯度均不低于 98%，均购自成都普思生物科技股份有

限公司；姜黄素对照品（批号为PS0282 - 0020），2，3，5，
4' - 四羟基二苯乙烯苷对照品（批号为 PS0616 -
0025），纯度均不低于 98%，均购自上海源叶生物科技

有限公司；甲酸（分析纯，江苏强盛功能化学股份有限

公司）；甲醇、乙腈（色谱纯，德国Merck公司）；水为超纯

水；参乌益智胶囊（安徽中医药大学附属太和中医院院

内 制 剂 ，编 号 为 S1 - S10，批 号 分 别 为 20220101，
20220103，20220104，20220105，20220106，20220108，

20220112，20220118，20220201，20220202）。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色 谱 柱 ：大 连 依 利 特 SinoChrom ODS - BP 柱

（250 mm × 4. 6 mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）- 0. 1%甲

酸水溶液（B），梯度洗脱（0～6 min时 10%A → 18%A，
6～9 min 时 18%A → 24%A，9～20 min 时 24%A →
30%A，20～30 min 时 30%A → 48%A，30～52 min 时

48%A → 90%A，52～57 min时 90%A → 10%A，57～
65 min时 10%A）；流速：1. 0 mL / min；检测波长：8. 1～
20 min时 315 nm（阿魏酸、绿原酸、葛根素、2，3，5，4' -
四羟基二苯乙烯苷），22～65 min时 254 nm（姜黄素）；

柱温：30 ℃；进样量：10 μL。
2. 2 溶液制备

取样品内容物 0. 2 g，精密称定，置 10 mL容量瓶

中，加甲醇定容，称定质量，60 ℃超声（功率为 360 W，

频率为 40 kHz）提取 90 min，放至室温，称定质量，用

甲醇补足减失的质量，转移至离心管中，离心（转速为

6 000 r / min）10 min，取上清液，0. 22 μm滤膜滤过，取

续滤液，即得供试品溶液。

取阿魏酸、绿原酸、葛根素、姜黄素、2，3，5，4' -四

羟基二苯乙烯苷对照品各适量，精密称定，置 10 mL容
量瓶中，加甲醇定容，称定质量，超声至完全溶解，再测

定质量，用甲醇补足减失的质量，制成质量浓度分别为

27. 50，58. 80，371. 00，120. 00，124. 00 μg / mL的溶液，

0. 22 μm滤膜滤过，取续滤液，即得各单一对照品溶液。

分别取 5种单一对照品溶液各 500 μL，置 5 mL容量瓶

中，用甲醇定容，混匀，即得混合对照品溶液。

2. 3 指纹图谱建立

2. 3. 1 方法学考察

精密度试验：取样品（编号为 S1）适量，按 2. 2项下

方法制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件连续进样测

定6次，记录色谱图，以9号峰为参照峰。结果各共有峰相对

保留时间的RSD为0. 01%～0. 03%（n = 6），相对峰面积的

RSD为0. 38%～4. 78%（n = 6），表明仪器精密度良好。
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稳定性试验：取样品（编号为 S1）适量，按 2. 2项下

方法制备供试品溶液，分别于 0，2，4，8，12，24 h时按

2. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱图，以 9号峰为参

照峰。结果各共有峰相对保留时间的 RSD为 0. 04%～

0. 29%（n = 6），相对峰面积的 RSD为 2. 36%～4. 97%
（n = 6），表明供试品溶液在室温放置24 h内稳定性良好。

重复性试验：取样品（编号为 S1）适量，按 2. 2项下

方法制备供试品溶液，平行6份，按2. 1项下色谱条件进

样测定，记录色谱图，以9号峰为参照峰。结果各共有峰相

对保留时间的RSD为0. 01%～0. 09%（n = 6），相对峰面积

的RSD为0. 43%～4. 78%（n = 6），表明方法重复性良好。

2. 3. 2 指纹图谱建立与相似度评价

取 10批样品（编号为 S1 - S10），分别按 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，并

记录色谱图。将 10批样品的色谱图导入中药色谱指纹

图谱相似度评价系统（2012版），以参照图谱（R）进行全

峰匹配，采用中位数法经多点校正生成共有模式指纹

图谱（见图 1），共得到 17个共有峰。采用中药色谱指纹

图谱相似度评价系统（2012版）对 10批样品进行相似度

评价，结果相似度为 0. 992～1. 000，表明其质量稳定可

靠。详见表1。
2. 3. 3 共有峰指认

取 2. 2项下供试品溶液（编号为 S1）、混合对照品溶

液及单一对照品溶液各适量，按 2. 1项下色谱条件进样

测定，记录色谱图。指认出 4号峰为绿原酸，5号峰为葛

根素，9号峰为 2，3，5，4' -四羟基二苯乙烯苷，10号峰

为阿魏酸，16号峰为姜黄素。详见图2。
2. 4 含量测定

2. 4. 1 方法学考察

专属性试验：取空白溶剂（甲醇）、2. 2项下混合对

照品溶液和供试品溶液各适量，按 2. 1项下色谱条件进

样测定，记录色谱图。结果各色谱峰分离度良好，基线

较平稳，各成分间相互无干扰，表明方法专属性良好。

详见图3。
线性关系考察：精密量取 2. 2项下混合对照品溶液

适量，用甲醇稀释成系列质量浓度，按 2. 1项下色谱条

件进样测定，以5种成分的质量浓度为横坐标（X，μg / mL）、

峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归。结果见表 2，表明绿

原酸、葛根素、2，3，5，4' -四羟基二苯乙烯苷、阿魏酸、

姜黄素 5种成分在各自质量浓度范围内与峰面积线性

关系良好。

精密度试验：取按 2. 2项下混合对照品溶液适量，

按 2. 1项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。

结果见表2，表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取样品（编号为 S1）适量，按 2. 2项下

方法制备供试品溶液，分别于 0，2，4，8，12，24 h时按

2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果见表 2，

图1 10批样品高效液相色谱叠加指纹图谱

Fig. 1 HPLC overlay fingerprints of 10 batches of samples
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表1 10批样品高效液相色谱指纹图谱相似度评价结果

Tab. 1 Similarity of evaluation results of HPLC fingerprints of
10 batches of samples

编号

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
R

S1
1. 000
0. 999
0. 998
0. 998
0. 997
1. 000
0. 999
0. 995
0. 998
0. 994
0. 999

S2
0. 996
1. 000
0. 998
1. 000
0. 999
0. 999
0. 993
0. 996
0. 998
0. 999
1. 000

S3
0. 995
0. 997
1. 000
0. 998
0. 997
0. 998
0. 999
0. 999
1. 000
0. 994
0. 998

S4
0. 999
0. 992
1. 000
1. 000
0. 996
0. 999
0. 998
0. 998
0. 998
0. 992
0. 995

S5
0. 997
0. 995
0. 997
0. 998
1. 000
0. 999
0. 998
0. 999
0. 999
0. 995
0. 997

S6
0. 998
0. 997
0. 998
0. 999
0. 993
1. 000
0. 999
0. 997
0. 996
0. 997
0. 994

S7
0. 999
0. 998
0. 994
0. 996
0. 997
0. 996
1. 000
0. 998
0. 998
0. 998
0. 997

S8
0. 998
0. 995
0. 999
0. 998
0. 995
0. 998
0. 998
1. 000
1. 000
0. 993
0. 996

S9
0. 998
0. 998
0. 998
0. 996
0. 994
0. 996
0. 996
0. 997
1. 000
0. 995
0. 996

S10
0. 994
0. 996
0. 995
0. 996
0. 998
0. 997
0. 995
0. 998
0. 994
1. 000
1. 000

R
0. 998
0. 992
0. 999
0. 998
0. 994
0. 996
0. 998
0. 997
0. 995
0. 997
1. 000
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表明供试品溶液室温下放置24 h内稳定性良好。

重复性试验：取样品（编号为 S1）适量，按 2. 2项下

方法制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件重复进样测

定 6次，记录峰面积，并计算含量。结果见表 2，表明方法

重复性良好。

加样回收试验：取样品（编号为 S1）0. 2 g，精密称

定，平行 6份，按样品各成分含量的 100%加入相应对照

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，计算回收率［12 - 14］。结果见表 2，表明方

法准确度良好。
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A
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0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 t / min
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5
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C
4. 绿原酸 5. 葛根素 9. 2，3，5，4' - 四羟基二苯乙烯苷

10. 阿魏酸 16. 姜黄素

A. 空白溶剂 B. 供试品溶液 C. 混合对照品溶液

图3 专属性试验高效液相色谱图

4. Chlorogenic acid 5. Puerarin 9. 2，3，5，4 ' - Tetrahydroxystilbene
glycoside 10. Ferulic acid 16. Curcumin

A. Blank solvent peak B. Test solution C. Mixed reference solution
Fig. 3 HPLC chromatograms of the specificity test

表2 方法学考察结果（n = 6）
Tab. 2 Results of the methodological investigation（n = 6）

成分

绿原酸

葛根素

阿魏酸

2，3，5，4' -四羟基二苯乙烯苷

姜黄素

回归方程

Y = 280. 38 X - 1 721. 7
Y = 193. 37 X - 5 992. 5
Y = 861. 15 X - 897. 79
Y = 386. 74 X + 669. 92
Y = 251. 13 X - 266. 83

r

0. 999 5
0. 999 1
0. 999 0
0. 999 0
0. 999 7

线性范围

（μg / mL）
5. 80～58. 80
37. 10～371. 00
2. 75～27. 50
12. 40～124. 00
12. 00～120. 00

RSD（%）

精密度试验

4. 59
3. 83
1. 70
1. 84
1. 69

稳定性试验

3. 55
1. 10
1. 22
1. 34
1. 31

重复性试验

4. 04
3. 57
1. 33
1. 45
1. 73

加样回收试验（%）

平均回收率

95. 87
98. 20
98. 89
98. 57
99. 67

RSD

2. 25
1. 40
2. 71
3. 84
0. 94

250
230
210
190
170
150
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70
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30
10

- 10
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 t / min

U / mV

A
U / mV72068064060056052048044040036032028024020016012080400

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 t / min

GFEDCB

16

10

9
5

4

B
4. 绿原酸 5. 葛根素 9. 2，3，5，4' - 四羟基二苯乙烯苷

10. 阿魏酸 16. 姜黄素

A. 供试品溶液 B. 混合对照品溶液 C. 绿原酸对照品溶液

D. 阿魏酸对照品溶液 E. 2，3，5，4' - 四羟基二苯乙烯苷对照

品溶液 F. 葛根素对照品溶液 G. 姜黄素对照品溶液

图2 高效液相色谱图

4. Chlorogenic acid 5. Puerarin 9. 2，3，5，4 ' - Tetrahydroxystilbene
glycoside 10. Ferulic acid 16. Curcumin

A. Test solution B. Mixed reference solution C. Chlorogenic acid refer⁃
ence solution D. Ferulic acid reference solution E. 2，3，5，4 ' - Tet⁃
rahydroxystilbene glycoside reference solution F. Puerarin reference so⁃

lution G. Curcumin reference solution
Fig. 2 HPLC chromatograms of the reference solution
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2. 4. 2 样品含量测定

取 10批样品（编号为 S1 - S10）各适量，精密称定，

按 2. 2项下方法平行制备供试品溶液 10份，按 2. 1项下

色谱条件进样测定，记录色谱图，并按外标法计算含

量。结果见表3。
表3 样品中5种成分含量测定结果（mg / g，n = 10）

Tab. 3 Results of the content determination of five components
in samples（mg / g，n = 10）

编号

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10

绿原酸

0. 529
0. 552
0. 538
0. 548
0. 522
0. 544
0. 549
0. 546
0. 547
0. 530

葛根素

8. 899
8. 902
8. 897
8. 916
8. 801
8. 898
8. 913
8. 812
8. 993
8. 898

2，3，5，4' -四羟基二

苯乙烯苷

0. 893
0. 897
0. 903
0. 899
0. 888
0. 903
0. 899
0. 896
0. 902
0. 893

阿魏酸

0. 512
0. 496
0. 514
0. 516
0. 512
0. 514
0. 518
0. 506
0. 513
0. 505

姜黄素

3. 011
3. 041
3. 044
3. 012
3. 040
3. 057
3. 047
3. 056
3. 038
3. 049

3 讨论

3. 1 指标性成分选择

与参乌益智胶囊组方相似的参乌健脑胶囊在2020年
版《中国药典（一部）》中以葛根素和 2，3，5，4' - 四羟

基二苯乙烯苷为指标性成分进行了含量测定［15］。本研

究中参乌益智胶囊的有效成分葛根素和 2，3，5，4' -四

羟基二苯乙烯苷对VaD有治疗作用［16］，绿原酸、阿魏酸

和姜黄素对痴呆也有改善作用［17 - 19］。因此，选取上述 5
种成分为参乌益智胶囊的指标性成分。

3. 2 检测波长优化［20］

本研究中对检测波长等进行了考察。根据参乌益

智胶囊中各成分的最大吸收波长的差异，若仅采用单

一波长的测定方式很难确保某些主要成分出峰，故采

用切换不同波长的测定方法，以达到更多有效成分出

峰的效果。经过试验，最终确定柱温 30 ℃，采用切换不

同波长的方法（8. 1～20 min时 315 nm，22～65 min时
254 nm），所得色谱峰的对称性良好，分离度较好。

3. 3 样品提取条件优化

本研究中对不同体积分数甲醇（30%，50%，70%，

90%，100%），不同超声提取时间（30，60，90 min）进行了

考察，最终确定提取溶剂为 100%甲醇，提取时间为

90 min，此条件下的提取效果较好，提取较完全。

3. 4 方法评价

本研究中建立的方法准确度高、重复性好、专属性

强，能有效评价参乌益智胶囊的质量。
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