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ＨＰＬＣ指纹图谱多模式识别结合多指标成分
测定的寒喘祖帕颗粒质量控制研究
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（１．山东畜牧兽医职业学院食品与药品科技系，潍坊 ２６１０６１；２．菏泽学院药学院，菏泽 ２７４０００）

摘要　目的：建立寒喘祖帕颗粒ＨＰＬＣ指纹图谱及多指标成分定量分析方法，结合化学模式识别技术对其
进行质量评价。方法：通过优化样品前处理及色谱检测条件，建立寒喘祖帕颗粒 ＨＰＬＣ指纹图谱和含量测
定条件。色谱柱为ＹＭＣ－ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ，１２ｎｍ），以乙腈－０１％磷酸水溶液为
流动相，梯度洗脱，检测波长２２０ｎｍ，柱温３０℃，体积流量１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。采用聚类分析（ＨＣＡ）、主成分
分析（ＰＣＡ）、正交偏最小二乘－判别分析（ＯＰＬＳ－ＤＡ）对１７批寒喘祖帕颗粒进行质量评价。结果：寒喘祖
帕颗粒ＨＰＬＣ指纹图谱及含量测定方法学考察结果均符合测定要求，获得２５个共有峰，指认了８个色谱
峰；１７批样品的相似度均 ＞０９０，样品间一致性及稳定性良好；由 ＨＣＡ可知，１７批样品可大致聚成３类；
ＰＣＡ从２５个共有峰中提取了３个主成分，通过 ＯＰＬＳ－ＤＡ筛选了１６号峰（芦丁）、３号峰（没食子酸）、１５
号峰、２３号峰、２４号峰（甘草酸）和７号峰（绿原酸）６个引起不同批次寒喘祖帕颗粒质量差异的主要标志性
成分；８个定量成分线性关系均良好（ｒ≥０９９９４），平均加样回收率 ９８０％～９９１％，ＲＳＤ均 ＜２０％。
结论：建立的寒喘祖帕颗粒ＨＰＬＣ指纹图谱结合多指标成分定量方法，专属性强、简便、准确，可为其整体质
量控制和品质评价提供参考依据。

关键词：寒喘祖帕颗粒；高效液相色谱指纹图谱；化学模式识别；定量分析；质量控制
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３０℃，ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１０ｍＬ·ｍｉｎ－１．Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ（ＨＣＡ），ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓ
（ＰＣＡ）ａｎｄｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓ－ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ（ＯＰＬＳ－ＤＡ）ｗｅｒｅａｐｐｌｉｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅ
ｑｕａｌｉｔｙｏｆ１７ｂａｔｃｈｅｓｏｆＨａｎｃｈｕａｎｇＺｕｐａｇｒａｎｕｌｅｓＲｅｓｕｌｔｓ：ＭｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔａｎｄ
ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｗｅｒｅｗｅｌｌｖｅｒｉｆｉｅｄａｎｄｍｅｔｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓＡｔｏｔａｌｏｆ２５ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｗｅｒｅ
ｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｆｕｌｌｐｅａｋｍａｔｃｈｉｎｇ，ａｎｄｅｉｇｈｔｏｆｔｈｅｍｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｍｉｘｅｄ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ．Ｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓｏｆ１７ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅａｂｏｖｅ０９０，ｗｈｉｃｈｓｈｏｗｅｄｇｏｏｄｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ
ａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓＳｅｖｅｎｔｅｅｎｓａｍｐｌｅｓｃｏｕｌｄｂｅｃｌａｓｓｉｆｉｅｄｉｎｔｏｔｈｒｅｅｃｌｕｓｔｅｒｓＴｈｒｅｅｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍ
ｐｏｎｅｎｔｓｆｒｏｍ２１ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙＰＣＡＳｉｘｑｕａｌｉｔｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓｗｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｎｔｈｅ
ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｂｙＯＰＬＳ－ＤＡ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｒｕｔｏｓｉｄｅ，ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ，ａｍｍｏｎｉｕｍｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ，ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄａｎｄｓｏ
ｏｎＴｈｅｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｅｉｇｈｔｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｗｅｒｅｇｏｏｄＴｈｅａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｗｅｒｅ９８０％ －９９１％ ｗｉｔｈＲＳＤ≤２０％．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｔｈｅｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｓｓｐｅｃｉｆｉｃ，ｓｉｍｐｌｅａｎｄａｃｃｕｒａｔｅ，ｗｈｉｃｈ
ｃａｎｐｒｏｖｉｄｅａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＨａｎｃｈｕａｎｇＺｕｐａｇｒａｎｕｌｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨａｎｃｈｕａｎｇＺｕｐａｇｒａｎｕｌｅｓ；ｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ；ｃｈｅｍｉｃａｌｐａｔｔｅｒｎ
ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ；ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ；ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ

　　寒喘祖帕颗粒由神香草、铁线蕨、甘草浸膏、小
茴香、芹菜子、胡芦巴、云香草、玫瑰花、荨麻子９味
中药经水煎煮制备而成，具有镇咳、化痰、温肺止喘

的作用［１］，现行国家药品标准为 ＷＳ３－ＢＷ－０１９５－
９８－２０２１，仅选择甘草酸单一成分进行含量测定，不
足以评价寒喘祖帕颗粒的整体质量情况，有必要探

索其整体质量控制模式。近年来，具有整体性强、专

属性高的中药指纹图谱与聚类分析（ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ
ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ，ＨＣＡ）、主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）、正交偏最小二乘 －判别分析
（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓ－ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙ
ｓｉｓ，ＯＰＬＳ－ＤＡ）等化学计量学方法联合使用是中药
及中成药制剂的整体质量研究的趋势［２－４］。为全面

控制寒喘祖帕颗粒的质量，本研究选取市售３个厂
家 １７批寒喘祖帕颗粒，建立其高效液相色谱
（ＨＰＬＣ）法指纹图谱，进而借助化学计量学方法对不
同厂家的寒喘祖帕颗粒进行质量评价，根据 ＯＰＬＳ－
ＤＡ筛选差异性成分，评价不同厂家不同批次寒喘祖
帕颗粒的质量一致性，从而实现对药物质量的综合

评价。

１　仪器与试剂
ｅ２６９５型 ＨＰＬＣ仪（Ｗａｔｅｒｓ公司）、ＸＳ２０５ＤＵ型

电子天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ司，００１ｍｇ）、ＴＭ－Ｄ２４ＵＶ

型超纯水系统（默克密理博实验室设备有限公司）。

乙腈（ＨＰＬＣ色谱级）、甲醇（ＨＰＬＣ色谱级）均为
色谱纯，来自 ＦｉｓｈｅｒＣｈｅｍｉｃａｌ公司；水为实验室超纯
水系统制备所得。对照品没食子酸（批号１１０８３１－
２０１９０６，纯度 ９１５％）、绿原酸 （批号 １１０７５３－
２０２１１９，纯度 ９６３％）、鞣花酸 （批号 １１１９５９－
２０１９０３，纯度８８８％）、芦丁（批号１０００８０－２０２０１２，
纯度９２２％）、甘草苷（批号 １１１６１０－２０２２０９，纯度
９５２％）、槲皮素 （批号 １０００８１－２０１６１０，纯度
９９８％）、迷迭香酸（批号 １１１８７１－２０２００７，纯度
９８１％）、甘草酸铵（批号 １１０７３１－２０２１２２，纯度
９４４％），均购自中国食品药品检定研究院，对照品
纯度均在计算过程中进行校正。共收集寒喘祖帕颗

粒共 １７批（Ｓ１～Ｓ１７），分别购自厂家 Ａ（批号
２２０１１０８、２２０１１２４、２２０１１２２、２３０１６５、２３０２１５０、
２３０３１６１）、厂家 Ｂ（批号 ２１０４０７、２２０１１２、２２０１１９、
２１０８１５、２１０２２０、２０１０４６、２１１０１５、２２０１１４）和厂家 Ｃ
（批号 ２１１０４０、２３０４２２、２３０６１４）。各单味药（神香
草、铁线蕨、芹菜子、玫瑰花药材粉末和甘草）均为

市购，经潍坊市人民医院桑林涛主任药师鉴定，神

香草为唇形科（Ｌａｂｉａｔａｅ）神香草属（ＨｙｓｓｏｐｕｓＬ．）硬
尖神香草，铁线蕨为铁线蕨科铁线蕨属植物 Ａｄｉａｎ
ｔｕｍｃａｐｉｌｌｕｓｖｅｎｅｒｉｓＬ．的新鲜或干燥全草，芹菜子为
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系伞形科旱芹属植物芹菜（ＡｐｉｕｍｇｒａｖｅｏｌｅｎｓＬ．）的
干燥成熟种子，玫瑰花应为蔷薇科植物玫瑰 Ｒｏｓａ
ｒｕｇｏｓａＴｈｕｎｂ．的干燥花蕾，甘草为豆科植物甘草
ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ．的干燥根和根茎。甘草
浸膏参考２０２０年版《中华人民共和国药典》方法制
备而成。

２　方法与结果
２１　色谱条件

ＹＭＣ－ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ．
Ｄ．Ｓ－５μｍ，１２ｎｍ）柱，流动相为乙腈（Ａ）－０１％
磷酸水溶液（Ｂ），梯度洗脱（０～８ｍｉｎ，８％Ａ；
８～１２ｍｉｎ，８％Ａ→１７％Ａ；１２～３５ｍｉｎ，１７％Ａ→２２％Ａ；
３５～４０ｍｉｎ，２２％Ａ→４０％Ａ；４０～６０ｍｉｎ，４０％Ａ→６０％Ａ），
流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长２２０ｎｍ，柱温３０℃，
进样量１０μＬ。
２２　溶液的制备
２２１　混合对照品溶液　精密称取对照品没食子
酸、绿原酸、鞣花酸、芦丁、甘草苷、槲皮素、迷迭香

酸、甘草酸各适量，加甲醇超声（２５０Ｗ，４０ｋＨｚ）处
理，使溶解，配制成每１ｍＬ含没食子酸 １０５８μｇ、
绿原酸２１５５μｇ、鞣花酸１６０３μｇ、芦丁６６１３μｇ、
甘草苷 ２３１２μｇ、槲皮素 １１９６μｇ、迷迭香酸
８５１２μｇ、甘草酸８０１２μｇ的混合对照品储备液。
精密量取混合对照品储备液５ｍＬ，置５０ｍＬ棕色量
瓶中，用甲醇稀释至刻度，即得。

２２２　供试品溶液　取寒喘祖帕颗粒５袋，研成细
粉后混合均匀，精密称取２０ｇ，置于圆底烧瓶中，精
密加入５０％甲醇水溶液１００ｍＬ，密塞，称量后加热回
流４０ｍｉｎ，放冷后，用 ５０％甲醇水溶液补足减失的
量，过滤取续滤液，即得。

２２３　单味药材溶液　按寒喘祖帕颗粒处方比例，
分别取神香草、铁线蕨、芹菜子、玫瑰花药材粉末和

甘草浸膏，精密称量，按“２２２”项下方法制备得各
单味药材溶液。

２２４　阴性供试品溶液　按寒喘祖帕颗粒的处方
比例制备缺神香草、铁线蕨、芹菜子、玫瑰花药材粉

末和甘草浸膏的阴性样品，并按照“２２２”项下方法
处理，即得。

２３　ＨＰＬＣ指纹图谱建立及方法学考察
２３１　精密度试验　按“２２２”项下方法制备寒喘
祖帕颗粒供试品溶液（Ｓ１），按“２１”项下色谱条件连
续６次进样测定，记录色谱图，２５个共有峰的保留时

间和峰面积的 ＲＳＤ分别为０８７％～２０％和１５％～
２３％，均＜３０％，表明仪器精密度良好。
２３２　重复性试验　取同一批寒喘祖帕颗粒（Ｓ１），
按“２２２”项下方法，平行制备６份供试品溶液，按
“２１”项色谱条件进样测定，记录色谱图，２５个共有
峰的保留时间和峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０９５％～
２０％和１４％～２４％，均 ＜３０％，结果表明样品处
理方法具有良好的重复性。

２３３　稳定性试验　取寒喘祖帕颗粒（Ｓ１）的供试
品溶液，按“２１”项下色谱条件，在０、３、８、１５、２０、２８、
３６ｈ分别进样测定，记录色谱图，２５个共有峰的保留
时间和峰面积的ＲＳＤ分别为１４％～２５％和１５％～
２３％，均

"

３０％，表明供试品溶液在室温下３６ｈ内
相对稳定。

２３４　ＨＰＬＣ指纹图谱的建立　利用《中药色谱指
纹图谱相似度软件评价系统（２０１２版）》对１７批寒
喘祖帕颗粒的ＨＰＬＣ图谱进行分析，得到寒喘祖帕颗
粒ＨＰＬＣ指纹图谱，见图１。最终选择分离度较好，
峰面积响应值适中的２５个色谱峰作为寒喘祖帕颗
粒的指纹图谱共有峰。以样品 Ｓ１为参照图谱生成
对照指纹图谱，对 １７批样品相似度进行相似度评
价。１７批样品的相似度分别为０９５２、０９４４、０９６３、
０９２４、０９３７、０９３６、０９２２、０９３４、０９１９、０９３１、
０９２６、０９３７、０９１１、０９２９、０９０５、０９１０、０９１６，相
似度均＞０９０，表明３个厂家不同批次的寒喘祖帕颗
粒一致性及稳定性良好。

２３５　指纹图谱的归属与指认　取“２２３”项下
各单味药材溶液，按“２１”项下色谱条件进行测定。
通过比较对照药材色谱图和对照指纹色谱图对共

有峰进行归属，结果显示２、７、１６、１９、２１号峰来源
于神香草，１、４、５、１０、２３号峰来源于铁线蕨，６、１５、
１７、２４号峰来源于甘草浸膏，３、８、１４、１８、２０、２５号
峰来源于玫瑰花，１１、１３、１８号峰来源于芹菜子，色
谱图见图２。通过与混合对照品溶液色谱图保留时
间比对，初步指认了８个共有峰，根据保留时间先
后顺序依次为峰 ３（没食子酸）、峰 ７（绿原酸）、峰
１４（鞣花酸）、峰 １６（芦丁）、峰 １７（甘草苷）、峰 １８
（槲皮素）、峰２１（迷迭香酸）、峰 ２４（甘草酸）。进
一步比较光谱图，结果供试品溶液中８个共有峰的
光谱图与相应对照品光谱图均一致，见图３。光鞣
花酸保留时间和峰面积均适中，故选择其作为

参照峰。
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图１　１７批寒喘祖帕颗粒的ＨＰＬＣ指纹图谱和对照指纹图谱

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ１７ｂａｔｃｈｅｓｏｆＨａｎｃｈｕａｎＺｕｐａｇｒａｎｕｌｅｓａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

图２　寒喘祖帕颗粒样品与处方中单味药材的ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＨａｎｃｈｕａｎＺｕｐａｇｒａｎｕｌｅｓｓａｍｐｌｅａｎｄｓｉｎｇｌｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｈｅｒｂ

２４　化学模式识别分析
２４１　ＨＣＡ　将１７批寒喘祖帕颗粒２５个共有峰的
相对峰面积导入ＳＰＳＳ２２０软件，采用Ｗａｒｄ的方法，
以平方Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ距离为测度，进行 ＨＣＡ。结果平方
Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ距离为１５时可大致将１７批样品分成３大
类：Ｓ８、Ｓ９、Ｓ７、Ｓ１０、Ｓ１１、Ｓ１４、Ｓ１３、Ｓ１２为Ⅰ类，Ｓ４、Ｓ５、
Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ６为Ⅱ类，Ｓ１６、Ｓ１７、Ｓ１６为Ⅲ类，结果见
图４。ＨＣＡ结果表明，相同厂家的寒喘祖帕颗粒聚
为一大类，不同厂家原材料的使用、提取工艺、炮制

加工等多方面环节的不同，导致寒喘祖帕颗粒厂家

之间的差异性。

２４２　ＰＣＡ　以１４号峰（鞣花酸）为参照峰，将１７

批寒喘祖帕颗粒的２５个共有峰的相对峰面积导入
ＳＩＭＣＡ１４１软件进行 ＰＣＡ，前３个主成分的特征值
分别为 ９１６、３９４和 １３０，方差贡献率分别为
５３９％、２３２％和７６２％，累积贡献率达８４７％，可
反映寒喘祖帕颗粒指纹图谱共有峰的基本信息［４－５］。

由图５可知，ＰＣＡ结果与上述 ＨＣＡ结果基本一致，
１７批样品大致分为３大类，同一生产厂家被聚为一
类，相同厂家产品质量有较好的一致性。

２４３　ＯＰＬＳ－ＤＡ　ＨＣＡ和 ＰＣＡ将１７批样品大致
可分为３类，为进一步寻找组间的差异性原因，建立
ＯＰＬＳ－ＤＡ分析模型。结果模型解释率（ＲＸ２）达到
０８８５，预测力（Ｑ２）达到 ０６５８，均 ＞０５，表示建立



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/,

） ·２１３１　 ·
　

　　　　

Ａ．样品（ｓａｍｐｌｅ）　Ｂ．对照品（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ）
图３　８个成分的光谱图
Ｆｉｇ３　Ｓｐｅｃｔｒａｏｆ８ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
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图４　１７批寒喘祖帕颗粒ＨＣＡ图

Ｆｉｇ４　ＨＣＡｏｆ１７ｂａｔｃｈｅｓｏｆＨａｎｃｈｕａｎＺｕｐａｇｒａｎｕｌｅｓ

图５　１７批寒喘祖帕颗粒的ＰＣＡ得分图

Ｆｉｇ５　ＰＣＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆ１７ｂａｔｃｈｅｓｏｆＨａｎｃｈｕａｎＺｕｐａｇｒａｎｕｌｅｓ

的ＯＰＬＳ－ＤＡ模型拟合结果可接受。对ＯＰＬＳ－ＤＡ
模型进行置换检验（２００次），得置换检验图（图６）。
在图６中，Ｒ２在 Ｙ轴的截距为０２６７，Ｑ２在 Ｙ轴的截
距为－０７６４，斜率均 ＞０，表明建立的 ＯＰＬＳ－ＤＡ模
型无过度拟合的现象，能够用于１７批样品组间差异
的判别分析。ＯＰＬＳ－ＤＡ模型生成的变量重要性投
影值（ＶＩＰ）是筛选差异性化合物的重要指标，通常以
ＶＩＰ＞１作为筛选标准，ＶＩＰ越高，对组间差异的影响
越大［６－７］。本实验以 ＶＩＰ＞１为标准，结果共找到了
６个成分，根据ＶＩＰ由大到小排序依次为１６号峰（芦
丁）、３号峰（没食子酸）、１５号峰、２３号峰、２４号峰
（甘草酸）、７号峰（绿原酸），见图７。提示上述６个
成分是引起不同批次寒喘祖帕颗粒质量差异的主要

标志性成分。该结果表明生产企业在对寒喘祖帕颗

粒质量控制过程中可重点关注以上６个成分对应原
药材的质量，科学合理地对该产品进行质量监测。

２５　多指标成分含量测定
２５１　系统适用性试验　按“２１”项色谱条件，

　　　　

图６　ＯＰＬＳ－ＤＡ置换检验图

Ｆｉｇ６　ＯＰＬＳ－ＤＡｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｅｓｔｄｉａｇｒａｍ

图７　１７批寒喘祖帕颗粒的ＶＩＰ图

Ｆｉｇ７　ＶＩＰｐｌｏｔｏｆ１７ｂａｔｃｈｅｓｏｆＨａｎｃｈｕａｎＺｕｐａｇｒａｎｕｌｅｓ

分别精密吸取“２２”项混合对照品溶液、供试品溶液
和各阴性供试品溶液各１０μＬ进样，结果各待测成分
与前后峰分离度均＞１５，对称因子在０９７～１２６，理
论塔板数以没食子酸、绿原酸、鞣花酸、芦丁、甘草苷、

槲皮素、迷迭香酸、甘草酸峰计，均 ＞７５００。色谱图
见图８。
２５２　线性关系考察　分别精密吸取“２２１”项混
合对照品储备液１０、２０、３０、５０、７０、９０ｍＬ，置
于同一５０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，得
系列混合对照品溶液。精密吸取上述系列混合对照

品溶液，按“２１”项色谱条件进样分析，记录色谱图。
以对照品浓度（Ｘ，μｇ·ｍＬ－１）为横坐标，峰面积Ｙ为
纵坐标进行线性回归，绘制各组分标准曲线，计算回

归方程和相关系数。结果表明，在试验范围内呈良

好的线性关系，结果见表１。
２５３　精密度试验　精密吸取“２２１”项混合对照
品溶液１０μＬ，按“２１”项色谱条件，连续进样６次测
定，记录峰面积。结果没食子酸、绿原酸、鞣花酸、
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３．没食子酸（ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ）　７．绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　４．鞣花酸（ｔａｎｎｉｃａｃｉｄ）　１６．芦丁（ｒｕｔｉｎ）　１７．甘草苷（ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ）　１８．槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）

２１．迷迭香酸（ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ）　２４．甘草酸（ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ）

Ａ．样品（ｓａｍｐｌｅ）　Ｂ．混合对照品（ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ）　Ｃ．缺神香草阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＨｙｓｓｏｐｕｓｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＬ．）　Ｄ．缺铁线

蕨阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＡｄｉａｎｔｕｍｃａｐｉｌｌｕｓｖｅｎｅｒｉｓＬ．）　Ｅ．缺甘草浸膏阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｅｘｔｒａｃｔ）　Ｆ．缺玫瑰花

阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＲｏｓａＲｕｇｏｓａＴｈｕｎｂ．）　Ｇ．缺芹菜子阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＡｐｉｕｍｇｒａｖｅｏｌｅｎｓＬ．ｓｅｅｄ）

图８　高效液相色谱图

Ｆｉｇ８　Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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表１　８个成分线性关系
Ｔａｂ１　Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆ８ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

成分（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　　 回归方程（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）　　　 ｒ 线性范围（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１）

没食子酸（ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝５５１５６Ｘ＋２３６８４ ０９９９５ ２１１６～１９０４

绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝１２５６２７Ｘ＋３６２４５ ０９９９３ ４３１０～３８７９

鞣花酸（ｔａｎｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝１４６９８７Ｘ＋７１４５６ ０９９９４ ３２０６～２８８６

芦丁（ｒｕｔｉｎ） Ｙ＝６５７８４Ｘ＋５４２３６ ０９９９７ １３２３～１１９０

甘草苷（ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ） Ｙ＝１２４５５７Ｘ＋３６２１４ ０９９９８ ４６２３～４１６１

槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ） Ｙ＝１６５２１４Ｘ＋６３４１５ ０９９９６ ２３９２～２１５３

迷迭香酸（ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝１５４７１２Ｘ＋５３６２１ ０９９９３ １７０２～１５３２

甘草酸（ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝４８７６９Ｘ＋７１４２５ ０９９９４ １６０２～１４４２

芦丁、甘草苷、槲皮素、迷迭香酸、甘草酸峰面积（ｎ＝
６）的 ＲＳＤ 分别 ０９８％、１２％、０６９％、１３％、
０６７％、１４％、１６％、１４％，表明仪器精密度良好。
２５４　稳定性试验　取寒喘祖帕颗粒（Ｓ１），按
“２２２”项下方法制备供试品溶液，分别于制备后０、
３、８、１５、２０、２８、３６ｈ，按“２１”项色谱条件进样，记录峰
面积。结果没食子酸、绿原酸、鞣花酸、芦丁、甘草苷、

槲皮素、迷迭香酸、甘草酸峰面积（ｎ＝６）的ＲＳＤ分别
为 ０８５％、１７％、０７４％、１１％、０９５％、１９％、
０６６％、１７％，表明供试品溶液３６ｈ内稳定性良好。
２５５　重复性试验　取寒喘祖帕颗粒（Ｓ１），按
“２２２”项方法，平行制备６份供试品溶液，按“２１”
项色谱条件进样分析，记录色谱图，代入“２５２”项下

回归方程计算寒喘祖帕颗粒中上述８个成分的含量及
其ＲＳＤ。结果没食子酸、绿原酸、鞣花酸、芦丁、甘草
苷、槲皮素、迷迭香酸、甘草酸含量（ｎ＝６）的平均值分
别为５３０９、０８６０、０７７３、３３９４、１１３７、０５５６、０３７１、
３９３０ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ分别 １２％、１７％、０８７％、
１８％、０９８％、１７％、１３％、１７％，表明方法重复性
良好。

２５６　加样回收率试验　取寒喘祖帕颗粒（Ｓ１）研
成细粉，精密称取６份各１０ｇ，分别置６个具塞锥形
瓶中，各加入“２２１”项混合对照品储备液５０ｍＬ，
按“２２２”项方法制备供试溶液，再按“２１”项色谱
条件进样测定，记录色谱图，计算各成分加样回收率

及其ＲＳＤ，结果见表２。

表２　８个成分的加样回收率试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

成分　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　

取样量

（ｓａｍｐｌｅｃｏｎｔｅｎｔ）／ｇ

含量

（ｃｏｎｔｅｎｔ）／ｍｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／ｍｇ

测定量

（ｄｅｔｅｃｔｅｄ）／ｍｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

没食子酸 １０２１ ５４２０ ５２９０ １０６３ ９８６ ９９１ ０６１

（ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ） ０９９６０ ５２８８ ５２９０ １０５７ ９９８

１０１４ ５３８３ ５２９０ １０６４ ９９４

１００５ ５３３６ ５２９０ １０５３ ９８３

１０３２ ５４７９ ５２９０ １０７２ ９９２

１０２６ ５４４７ ５２９０ １０７２ ９９６

绿原酸 １０２１ ０８７９１ １０７８ １９２４ ９８１ ９８５ １３

（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） ０９９６０ ０８５７６ １０７８ １９３２ １００６

１０１４ ０８７３１ １０７８ １８９５ ９６６

１００５ ０８６５３ １０７８ １９１２ ９８４

１０３２ ０８８８６ １０７８ １９５６ ９８１

１０２６ ０８８３４ １０７８ １９３５ ９９２

鞣花酸 １０２１ ０７８７２ ０８０１５ １５９６ １００９ ９８４ １６

（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） ０９９６０ ０７６７９ ０８０１５ １５６４ ９９３

１０１４ ０７８１８ ０８０１５ １５５９ ９７０

１００５ ０７７４９ ０８０１５ １５６６ ９８７
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表２（续）

成分　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　

取样量

（ｓａｍｐｌｅｗｅｉｇｈｔ）／ｇ

样品中含量

（ｃｏｎｔｅｎｔ）／ｍｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／ｍｇ

测定量

（ｄｅｔｅｃｔｅｄ）／ｍｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

１０３２ ０７９５７ ０８０１５ １５７４ ９７１

１０２６ ０７９１０ ０８０１５ １５６９ ９７１

芦丁（ｒｕｔｉｎ） １０２１ ３４６７ ３３０６ ６７１７ ９８３ ９８０ １３

０９９６ ３３８２ ３３０６ ６６８５ ９９９

１０１４ ３４４４ ３３０６ ６６７１ ９７６

１００５ ３４１３ ３３０６ ６６８４ ９８９

１０３２ ３５０５ ３３０６ ６６９５ ９６５

１０２６ ３４８４ ３３０６ ６６８８ ９６９

甘草苷（ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ） １０２１ １１５８ １１５６ ２３０１ ９８９ ９８０ １４

０９９６０ １１２９ １１５６ ２２８５ １０００

１０１４ １１５０ １１５６ ２２６９ ９６８

１００５ １１４０ １１５６ ２２５８ ９６７

１０３２ １１７０ １１５６ ２２９１ ９７０

１０２６ １１６３ １１５６ ２３０１ ９８４

槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ） １０２１ ０５６４６ ０５９８０ １１４５ ９７１ ９８８ ２０

０９９６０ ０５５０８ ０５９８０ １１５２ １００５

１０１４ ０５６０７ ０５９８０ １１３９ ９６７

１００５ ０５５５８ ０５９８０ １１６２ １０１４

１０３２ ０５７０７ ０５９８０ １１５５ ９７７

１０２６ ０５６７４ ０５９８０ １１６２ ９９４

迷迭香酸 １０２１ ０３７８８ ０４２５６ ０８０４１ ９９９ ９８ １９

（ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ） ０９９６０ ０３６９５ ０４２５６ ０７９８５ １００８

１０１４ ０３７６２ ０４２５６ ０７８８５ ９６９

１００５ ０３７２９ ０４２５６ ０７８６７ ９７２

１０３２ ０３８２９ ０４２５６ ０７９２４ ９６２

１０２６ ０３８０６ ０４２５６ ０７９５８ ９７６

甘草酸 １０２１ ４００９ ４００６ ８００１ ９９６ ９８１ １１

（ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ） ０９９６０ ３９１１ ４００６ ７８５６ ９８５

１０１４ ３９８２ ４００６ ７９５４ ９９２

１００５ ３９４７ ４００６ ７８４７ ９７４

１０３２ ４０５３ ４００６ ７９６３ ９７６

１０２６ ４０２９ ４００６ ７９１４ ９７０

２５７　样品测定　取寒喘祖帕颗粒 １７批，按照
“２２２”项方法，平行制备供试品溶液３份，按“２１”
项色谱条件进样测定，记录没食子酸、绿原酸、鞣花酸、

芦丁、甘草苷、槲皮素、迷迭香酸、甘草酸的峰面积，计

算寒喘祖帕颗粒中上述８个成分的含量。结果见表３。
３　讨论
３１　质控指标的选择

本研究通过 ＯＰＬＳ－ＤＡ找到了影响寒喘祖帕颗
粒质量的６个差异性较大的化合物，提示这些成分对
样品分组有显著影响，并指认了其中４个，分别为芦
丁、没食子酸、甘草酸和绿原酸，初步将上述４个成分

作为定量候选化合物。另外，方中维吾尔药神香草

ＨｙｓｓｏｐｕｓｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＬ．具有祛痰、止咳、平喘、抗炎、镇痛
等药理作用［８－９］，其有效成分为黄酮类成分芦丁和酚

酸类成分迷迭香酸［１０－１１］；铁线蕨具有清热解毒、利湿

消肿、利尿通淋的功效，具有良好的抗菌、抗癌、抗氧化

等药理作用［１２］，其主要活性成分为绿原酸；玫瑰花为

蔷薇科植物玫瑰ＲｏｓａｒｕｇｏｓａＴｈｕｎｂ．的干燥花蕾，没食
子酸、鞣花酸和槲皮素［１３］为其特征指标成分；甘草浸

膏中甘草酸和甘草苷分别为甘草中三萜皂苷类活性成

分和黄酮类活性成分［１４］，具有止咳平喘、清热解毒之

功效［１５－１６］。故最终选择没食子酸、绿原酸、鞣花酸、
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　　　　 表３　８个成分含量的结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ８ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

编号

（ｎｕｍｂｅｒ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｍｇ·ｇ－１）

没食子酸

（ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ）

绿原酸

（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）

鞣花酸

（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）

芦丁

（ｒｕｔｉｎ）

甘草苷

（ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ）

槲皮素

（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）

迷迭香酸

（ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ）

甘草酸

（ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ）

Ｓ１ ５３０９ ０８６１ ０７７１ ３３９６ １１３４ ０５５３ ０３７１ ３９２７

Ｓ２ ５２９５ ０９１８ ０７７５ ３３１２ １０２５ ０５６３ ０３８６ ４２１５

Ｓ３ ４９６５ ０８２３ ０７８０ ３１９４ ０９６２ ０５３１ ０３３９ ３６１８

Ｓ４ ５５７８ ０８９７ ０７８６ ２４７６ １０３５ ０５６５ ０３０９ ３６６１

Ｓ５ ５２６３ ０９８６ ０７６９ ２５６７ ０９９６ ０４７４ ０３８９ ３５３０

Ｓ６ ４８２５ ０９２０ ０７７６ ３１１９ １１１３ ０５７０ ０４３１ ４４７６

Ｓ７ ５６７３ １４４３ ０８７７ １４９７ ０９９６ ０５５６ ０３４８ ３０４５

Ｓ８ ５５３６ １４２２ ０８８４ １４２９ １０１４ ０５９１ ０３３５ ２９９５

Ｓ９ ５５３６ １４３９ ０７６１ １４３３ １０５１ ０５８４ ０３２４ ２８５９

Ｓ１０ ５６７３ １４４３ ０９３１ １４９７ ０９９６ ０６１０ ０３４８ ３０４５

Ｓ１１ ５１２３ １０９４ ０９５８ １４６３ ０７９９ ０６２１ ０３６３ ３１７５

Ｓ１２ ５５０７ １１８２ ０９３１ １５１１ ０９５３ ０７０７ ０４２０ ３３６６

Ｓ１３ ５１７２ １３８３ ０７７５ １４７０ ０８５０ ０６２６ ０３７３ ３１６７

Ｓ１４ ５１７２ １０３７ ０８７７ １４６２ ０８４２ ０６３３ ０３８４ ３１７７

Ｓ１５ ６３２４ １７８１ ０８８４ ３４１９ １０２５ ０７０７ ０４３１ ３９０３

Ｓ１６ ６４９６ １８７１ ０７６１ １７８９ １１９３ ０７０１ ０３７２ ３７０７

Ｓ１７ ６７９２ １７３９ ０９３１ ２０８２ １２８３ ０７６１ ０４１５ ３７９６

芦丁、甘草苷、槲皮素、迷迭香酸、甘草酸８个成分作
为该制剂含量测定的指标成分。

３２　提取方式和色谱条件的选择
以没食子酸、绿原酸、鞣花酸、芦丁、甘草苷、槲皮

素、迷迭香酸和甘草酸８个组分的质量分数（提取率）
为考察指标，优化样品提取方式。试验分别考察加热

回流提取、超声提取和浸泡过夜３种提取方式，对样品
提取率的影响，结果浸泡过夜中８个组分的提取率均
较低；超声提取没食子酸、绿原酸、甘草苷和甘草酸的

提取率较浸泡过夜高，但是较加热回流低，加热回流提

取鞣花酸、芦丁、槲皮素和迷迭香酸４个组分提取率最
高，故最终选择加热回流提取样品。进一步考察提取

时间和甲醇体积分数对提取率的影响，最终确定最佳

提取条件为称取样品均匀粉末２０ｇ，精密加入５０％甲
醇水溶液５０ｍＬ，加热回流４０ｍｉｎ。分别考察比较甲
醇－水、甲醇－０１％甲酸和甲醇－０１％磷酸，乙腈－
水、乙腈－０１％甲酸和乙腈－０１％磷酸流动相系统
的色谱图，结果乙腈－０１％磷酸系统色谱峰信号丰富
且分离度均满足要求，最终作为寒喘祖帕颗粒指纹图

谱的流动相洗脱系统。采用ＤＡＤ检测器在２００～４００
ｎｍ波长处扫描，结果显示在２２０ｎｍ波长处，色谱峰数
目较多，且各峰峰面积响应值适中，所测定８个指标成

分峰形和分离度均能满足要求。

３３　化学模式识别分析结果
本次实验收集市场流通环节的３个生产企业的

１７批样品进行了测定，收集的样品具有一定的代表
性。指纹图谱相似度评价结果显示，不同厂家寒喘

祖帕颗粒１７批样品指纹图谱相似度在０９０以上，表
明不同厂家的寒喘祖帕颗粒质量整体一致性及稳定

性较好；进一步借助ＨＣＡ、ＰＣＡ和ＯＰＬＳ－ＤＡ等化学
模式识别技术对１７批样品进行综合分析，结果不同
厂家寒喘祖帕颗粒各自聚为一类，且筛选了１６号峰
（芦丁）、３号峰（没食子酸）、１５号峰、２３号峰、２４号
峰（甘草酸）和７号峰（绿原酸）６个质量差异标志性
成分，指认芦丁、没食子酸、甘草酸和绿原酸４个成
分。李柯翱等［１７］研究表明甘草酸、没食子酸、甘草苷

对寒喘祖帕颗粒的质量控制起着关键作用，与其结

果基本一致。实验进一步对６个质量差异标志性成
分进行了归属，确定１６号峰和７号峰归属于神香草，
３号峰归属于玫瑰花、１５号峰和２４号峰归属于甘草
浸膏，２３号峰归属于铁线蕨，为厂家在药材源头控制
此制剂的质量提供了参考依据。

本实验采用同一色谱条件建立寒喘祖帕颗粒指

纹图谱定性和多成分定量同时分析，建立的方法专
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属性强，准确度高，可用于评价不同厂家不同批次寒

喘祖帕颗粒的质量差异，并监测重点成分的变化，从

而为整体评价该制剂质量提供科学依据，为其质量

标准制定的规范化提供重要借鉴。
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