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摘要　目的：采用指纹图谱、多指标成分含量测定与化学模式识别分析技术相结合的方法研究不同批次小
儿热速清颗粒，为其质量评价提供依据。方法：采用ＳｕｐｅｒＬｕＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相

为甲醇（Ａ）－０１％磷酸水（Ｂ），梯度洗脱，体积流量１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃，检测波长２８０ｎｍ，对１５批
小儿热速清颗粒指纹图谱进行相似度评价，指认出１１个特征成分，并对葛根素、连翘酯苷 Ａ、连翘苷、黄芩
苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素７个有效成分进行含量测定，采用聚类分析（ＨＣＡ）及主成分分析（ＰＣＡ）对
１５批样品进行分类并进行正交最小偏二乘法 －判别分析（ＯＰＬＳ－ＤＡ），筛选出样品批次间差异成分。
结果：建立了小儿热速清颗粒ＨＰＬＣ指纹图谱及７个成分的含量测定方法，且这２种方法学验证的结果均
符合要求，确定了２８个共有峰，并指认了１１个色谱峰，１５个批次相似度范围为０９９５～０９９９；ＨＣＡ和ＰＣＡ
结果显示１５个批次成分聚为２类，ＯＰＬＳ－ＤＡ分析筛选出１３个造成样品批次间差异的标志物；多指标成
分含量测定表明不同批次间小儿热速清颗粒中化学成分含量差异性较小。结论：建立的小儿热速清颗粒

ＨＰＬＣ指纹图谱及７个成分含量测定方法的专属性强，准确、可靠，结合化学模式识别可有效的用于小儿热
速清颗粒的质量控制。

关键词：小儿热速清颗粒；高效液相色谱法；指纹图谱；相似度评价；化学模式识别；主成分分析；多成分含

量测定；质量评价；相关性分析
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ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ，ａｎｄｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓｏｆ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｒａｎｇｅｄｆｒｏｍ０９９５ｔｏ０９９９ＨＣＡａｎｄＰＣＡｒｅｓｕｌｔｓ
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　　我国儿童人群基数大，第七次全国人口普查数
据显示，０～１４岁人口占１７９５％［１］，儿童作为特殊

人群，免疫系统等发育尚未完善，患病率高，因此，安

全有效的儿童用药需求迫切，而药物质量是儿童用

药安全的有力保障。２０２０年版《中华人民共和国药
典》（简称《中国药典》）一部中收录中成药成方制剂

和单味制剂１４５７种，而儿科专用品种仅有６０种［２］，

可见儿科专用品种缺乏，而现有的儿科专用品种的

质量显得尤为重要。小儿热速清颗粒为儿科专用中

成药之一，现收录于２０２０年版《中国药典》一部［２］，

其由金银花、柴胡、连翘、葛根、黄芩、大黄、板蓝根、

水牛角８味中药组成，具有清热解毒、泻火利咽的功
效，用于小儿外感风热所致感冒，症见高热、头痛、咽

喉肿痛、鼻塞流涕、咳嗽、大便干结［２］。同时临床研

究表明小儿热速清颗粒对儿童甲型流感病毒肺

炎［３］，小儿急性化脓性扁桃体炎［４］，小儿急性上呼吸

道感染伴发热［５］，手足口病［６］等病症具有辅助治疗

的效果。

中药制剂具有多组分、多靶点、多途径相互作用

的特点［７］，中药指纹图谱能够表征中药及制剂多成

分的整体特性，是评价中药材及中药制剂质量的有

效方法［８－９］。化学模式识别技术可以对指纹图谱中

的信息进行表达、识别和处理［１０］。将中药指纹图谱、

多成分含量测定与化学模式识别技术结合，可以更

加全面、系统地评价中药材以及中药制剂的质量。

产品批间质量稳定是临床等效性和有效性的重

要前提［１１］，现行小儿热速清颗粒质量评价标准仅对

黄芩苷、连翘苷２个化学成分进行控制，而多成分协
同增效是中药复方发挥作用的特点，因此有必要建

立小儿热速清颗粒多成分质量控制标准。小儿热速

清颗粒尚无ＨＰＬＣ指纹图谱及化学模式识别相关研
究，难以体现制剂整体质量［１２－１３］。因此，本研究采

用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）建立１５批小儿热速清颗
粒指纹图谱及７个成分的含量测定，在指纹图谱相
似度评价的基础上，同时结合聚类分析（ＨＣＡ）、主成
分分析（ＰＣＡ）及正交最小偏二乘法 －判别分析
（ＯＰＬＳ－ＤＡ）等化学模式识别方法对其进行整体性
评价，为全面控制小儿热速清颗粒批次间的稳定性

提供了方法，为该制剂建立更系统、全面的质量控制

标准提供借鉴与参考。

１　仪器与试药
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（安捷伦公司）；
ＢＳＡ１２４Ｓ万分之一分析天平（北京赛多利斯科学仪
器有限公司）；实验室级超纯水机（南京易普易达有

限公司）；ＫＱ５２００Ｂ型超声波清洗器（昆山市超声仪
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器有限公司）；ＣＦ１５２４Ｒ台式高速冷冻型微量离心机
（ＳＩＧＭＡ公司）；ＤＺＴＷ型调温电热套（北京市光明医
疗仪器有限公司）；ＲＥ－５２１０Ａ型旋转蒸发器（上海
亚荣生化仪器厂）；循环水式多用真空泵（巩义市予

华仪器有限责任公司）；Ｄ２０１０Ｗ电动搅拌器（上海
梅颖浦仪仪器仪表制造有限公司）；ＤＺＦ－６０５０型真
空干燥箱（上海新苗医疗器械制造有限公司）；

ＧＺＸ－９０７０ＭＢＥ数显鼓风干燥箱（上海博迅实业有限
公司医疗设备厂）；ＢＴ１００Ｓ调速型智能蠕动泵（河北
保定雷弗流体科技有限公司）。

１２　试药
对照品：黄芩苷（批号 ２１０５１３０１，质量分数

９８４２％）、汉黄芩苷（批号 ２１１０２１０６，质量分数
９９７９％）、黄 芩 素 （批 号 ２１０９０１０１，质 量 分 数
９８１８％）、汉黄芩素（批号 ２１０５１４０６，质量分数
９８０４％）、连翘酯苷 Ａ（批号 ２１０２２６０５，质量分数
９８６１％）、葛 根 素 （批 号 ２１０６１６０３，质 量 分 数
９８６１％）、３－羟基葛根素（批号１８１０２４０１，质量分数
９８６％）、３－甲氧基葛根素（批号２１０２２６１０，质量分
数９８５％），均购于成都普菲生物科技有限公司；连
翘苷（批号 ＢＣＴＧ－０２３２，质量分数≥９８％），购于江
西本草天工科技有限公司；新绿原酸（批号 ＲＤＤ－
ＸＯ１４０２１１２０１３，质量分数＞９８％）、异绿原酸 Ｂ（批号
ＲＤＤ－Ｙ０６９１１８０１００５，质量分数 ＞９８％），购于成都
瑞芬思生物科技有限公司。

样品：小儿热速清颗粒，均由江西倍肯药业有限

公司提供，共 １５批（规格：６ｇ·袋 －１，批号分别为

２０２１０９０５、２０２１０９１６、２０２１０９１７、２０２１０９１８、２０２１０９１９、
２０２１０９２２、２０２１０９２４、２０２１０９２５、２０２１１０１０、２０２１１０２２、
２０２１１０２３、２０２１１０２４、２０２１１０２５、２０２１１０２６、２０２１１０２７，
编号Ｓ１～Ｓ１５）。

甲醇（色谱纯，湖北弗顿科学技术有限公司）；甲

醇、磷酸（分析纯，西陇科学股份有限公司）；水为超

纯水。

２　方法与结果
２１　色谱条件

采用ＳｕｐｅｒＬｕＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱
柱，以甲醇为流动相 Ａ，０１％磷酸溶液为流动相 Ｂ，
梯度洗脱（０～２５ｍｉｎ，１５％Ａ→３７％Ａ；２５～３８ｍｉｎ，
３７％Ａ→４５％Ａ；３８～４３ｍｉｎ，４５％Ａ；４３～５６ｍｉｎ，４５％Ａ
→７１％Ａ；５６～６５ｍｉｎ，７１％Ａ→９０％Ａ；６５～７５ｍｉｎ，
９０％Ａ），检测波长为２８０ｎｍ，柱温为３０℃，流速为

１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量为１０μＬ。
２２　溶液的制备
２２１　供试品溶液　取样品适量，研细，取约３ｇ，精
密称量，置具塞锥形瓶中，精密加入７５％甲醇２５ｍＬ，
密塞，称量，超声 （功率２５０Ｗ，频率２５ｋＨｚ）处理
３０ｍｉｎ，放冷，再称量，用７５％甲醇补足失去的量，摇
匀，以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，０２２μｍ的微孔滤
膜过滤，即得。

２２２　混合对照品溶液　分别精密称取黄芩苷、汉
黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、连翘苷、连翘苷酯苷Ａ、葛
根素、３′－羟基葛根素、３′－甲氧基葛根素、新绿原
酸、异绿原酸 Ｂ的对照品适量，加甲醇配制成母液，
精密吸取各母液适量，加５０％甲醇制成每１ｍＬ分别
含以上成分２０、３０、１０、３０、５０、５０、２０、３０、３０、２０、２０μｇ
的混合对照品溶液。

２２３　阴性供试品溶液　按照２０２０年版《中国药
典》一部小儿热速清颗粒制法，分别制备缺金银花、

连翘、柴胡、大黄、黄芩、葛根、板蓝根、水牛角的阴性

颗粒。各阴性颗粒再按“２２１”项下方法制备，
即得。

２３　ＨＰＬＣ指纹图谱研究
２３１　共有峰的指认　取“２２”项下的混合对照品
溶液及供试品溶液（Ｓ１），分别按“２１”项下色谱条件
进样测定，通过与色谱峰的保留时间及紫外吸收光

谱图进行对比分析，见图１。结果指认出１１个特征
峰，分别是３号峰新绿原酸、７号峰３′－羟基葛根素、
９号峰葛根素、１０号峰３′－甲氧基葛根素、１５号峰连
翘酯苷Ａ、１６号峰异绿原酸、１８号峰连翘苷、２０号峰
黄芩苷、２４号峰汉黄芩苷、２５号峰黄芩素、２７号峰汉
黄芩素。

２３２　共有峰的归属　取“２２”项下的供试品溶液
（Ｓ１）及各阴性供试品溶液，分别按“２１”项下色谱条
件进样测定，将供试品溶液的色谱峰与８个阴性供
试品溶液的色谱峰进行重叠比较，结合色谱峰的保

留时间以及紫外吸收光谱图，对指纹图谱的２８个共
有峰进行归属，见图２。结果指纹图谱中有２６个特
征峰可以在原药材中找到具体归属（其中２、１９号峰
来源大黄，３、１６～１７号峰来源金银花，４～５、１４～１５、
１８号峰来源连翘，６～１２号峰来源葛根，２０～２８号峰
来源黄芩；另外２个峰为多药材共有峰，其中１号峰
为８味药材的共有峰，１３号峰同时归属于葛根、连翘
２味原药材）。
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图１　供试品及混合对照品叠加ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ．１　ＯｖｅｒｌａｙＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓａｍｐｌｅａｎｄｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔａｎｄａｒｄｓ

图２　供试品溶液及阴性溶液叠加ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ．２　ＯｖｅｒｌａｙＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓａｍｐｌｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ

２３３　稳定性试验　称取样品（Ｓ１）适量，按
“２２１”项下方法制备供试品溶液，按“２１”项下色
谱条件于０、２、４、８、１２、２４ｈ后进样测定，以 ９号峰
（葛根素）作为参照峰，结果测得各共有峰相对保留

时间ＲＳＤ均＜０２７％，相对峰面积 ＲＳＤ均 ＜２８％，
表明供试品溶液在２４ｈ稳定。
２３４　精密度试验　取同一份样品（Ｓ１），按“２２１”
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，以９号峰（葛根素）作为参照峰，结果
测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ均 ＜１０％，相对峰
面积ＲＳＤ均＜２６％，表明仪器精密度良好。
２３５　重复性试验　称取样品（Ｓ１）适量，按
“２２１”项下方法平行制备 ６份供试品溶液，按
“２１”项下色谱条件测定，以９号峰（葛根素）作为参
照峰，结果测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ均 ＜
０１２％，相对峰面积 ＲＳＤ均 ＜２９％，表明该方法重

复性较好。

２３６　小儿热速清颗粒ＨＰＬＣ指纹图谱的生成　取
１５批样品，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，得到 １５批样品的 ＨＰＬＣ
色谱图，导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（２０１２１３０７２３版本）”软件进行分析评价，设定样品
Ｓ１的图谱为参照指纹图谱（Ｒ），时间窗宽度为０１，
采用中位数法，结合多点校正并进行 Ｍａｒｋ峰匹配，
生成小儿热速清颗粒特征图谱（见图３）及１５批样品
ＨＰＬＣ叠加指纹图谱（见图４），共确定２８个共有峰。
其中９号峰（葛根素）峰面积较大，与相邻色谱峰分
离效果好且保留时间稳定，可设为参照峰。结果测

得２８个共有峰的相对保留时间 ＲＳＤ均 ＜０２１％，相
对峰面积 ＲＳＤ在２４％～５３％，说明１５批样品中２８
个共有峰的相对保留时间稳定，相对峰面积具有一

定的差异。
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图３　小儿热速清颗粒特征图谱

Ｆｉｇ．３　ＨＰＬＣｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＸｉａｏｅｒＲｅｓｕｑｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ

图４　１５批小儿热速清颗粒ＨＰＬＣ叠加指纹图谱

Ｆｉｇ．４　Ｏｖｅｒｌａｙｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＸｉａｏｅｒＲｅｓｕｑｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ

２３７　相似度评价　将 １５批小儿热速清颗粒
ＨＰＬＣ相关数据导入“中药色谱指纹图谱相似度评
价系统（２０１２１３０７２３版本）”软件，以样品 Ｓ１色谱
图作为对照图谱，计算相似度。由于黄芩苷色谱峰

峰面积较大且峰高过高，与其他色谱峰相比差异太

大，以致于其在指纹图谱相似度评价中占据了主导

作用，使相似度结果均为１。为了不影响计算指纹
图谱相似度的准确性，故考虑将黄芩苷色谱峰去除

后重新计算相似度［１１，１４］，得１５批颗粒指纹图谱相
似度分别为 ０９９６、０９９６、０９９７、０９９７、０９９６、
０９９５、０９９９、０９９８、０９９９、０９９８、０９９７、０９９８、
０９９８、０９９７、０９９８，说明各批次间具有高度相似

性，各批次颗粒工艺制备相对较稳定，质量一致性

较好。

２４　化学模式识别分析
２４１　聚类分析　以１５批样品中２８个共有峰的
相对峰面积为变量，导入 ＳＰＳＳ２１软件，采用组间
联接、平 方 欧 式 距 离 法 进 行 系 统 聚 类 分 析

（ＨＣＡ），见图５。当平方欧式距离介于 １０时，结
果显示样品可聚为 ２类，即样品 Ｓ１～Ｓ６聚为第 １
类，样品 Ｓ７～Ｓ１５聚为第２类。结果表明１５批样
品，在制备工艺相同的条件下，不同批次间 ２８个
共有峰的相对峰面积存在一定差异，且与相似度

结果一致。
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图５　１５批小儿热速清颗粒的ＨＣＡ树状图

Ｆｉｇ．５　ＨＣＡｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＸｉａｏｅｒＲｅｓｕｑｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ

２４２　主成分分析　以 １５批小儿热速清颗粒指
纹图谱的２８个共有峰的峰面积为变量，导入 ＳＰＳＳ
２１０统计软件进行主成分分析（ＰＣＡ）。以特征值
＞１作为筛选标准，得到５个主成分因子，其累计方
差贡献率为９３９６９％（表１），说明这５个主成分因
子可代表小儿热清颗粒指纹图谱２８个共有峰的基
本特征与绝大部分信息。成分载荷矩阵反映了各

主成分与 ２８个共有峰即原始变量之间的相关系
数，载 荷 的 绝 对 值 越 大，对 主 成 分 的 贡 献 越

大［１５－１６］，结果由表２可知，主成分１主要反映了峰
２、４、５、７～１０、１３、１５、１７、１９、２１～２７的信息，主成
分２主要反映了峰 １、３、６、１１、１２、１４、１６、１８的信
息，主成分３主要反映了峰２０的信息，主成分４主
要反映了峰 １的信息，主成分 ５主要反映了峰 ２８
的信息。将５个主成分的得分分别记为 Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３、
Ｙ４、Ｙ５，以各主成分对应的贡献率作为权重系数，建
立主成分综合得分模型：

Ｙ综 ＝０５１０９Ｙ１＋０２７４８Ｙ２＋００７６２Ｙ３＋００４１６Ｙ４＋
００３６２Ｙ５

得分结果见表３。得分反映各批次小儿热速清
颗粒的质量情况，质量越好，则分数越高。综合得分

较高的前７位分别为Ｓ１１、Ｓ１０、Ｓ１４、Ｓ１５、Ｓ８、Ｓ７、Ｓ１２，
其综合得分均

!

１，说明这７个批次的样品质量较
好。将１５批样品中的 ２８个共有峰的峰面积导入
ＳＩＭＣＡ１４１软件进行ＰＣＡ处理，ＰＣＡ得分图见图６。
结果发现１５批样品能分成２类，其中样品Ｓ１～Ｓ６分
为第１类，样品Ｓ７～Ｓ１５分为第２类，与ＨＣＡ结果一
致，指纹图谱相似度结果相符。进一步表明１５批样
品批次间质量稳定、可靠。

表１　ＰＣＡ特征值及贡献率
Ｔａｂ．１　ＰＣＡｅｉｇｅｎｖａｌｕｅａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒａｔｅ

主成分

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）

特征值

（ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅ）

方差贡献率

（ｖａｒｉａｎｃｅ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒａｔｅ）／％

累计方差贡献率

（ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｖａｒｉａｎｃ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒａｔｅ）／％

１ １４３０６ ５１０９１ ５１０９１

２ ７６９３ ２７４７６ ７８５６７

３ ２１３３ ７６１７ ８６１８３

４ １１６６ ４１６４ ９０３４７

５ １０１４ ３６２１ ９３９６９

２４３　正交最小偏二乘法 －判别分析　为进一步
分析不同批次小儿热速清颗粒之间化学成分的差

异，以１５批样品中的２８个共有峰的峰面积为变量，
导入ＳＩＭＣＡ１４１软件进行正交最小偏二乘法 －判
别分析（ＯＰＬＳ－ＤＡ）处理。该模型稳定性参数
Ｒ２Ｙ＝０９８９，模型预测参数 Ｑ２＝０９７２，均

!

０５，表
明建立的ＯＰＬＳ－ＤＡ模型具有较高的稳定性与较好
的预测能力［１７］。为验证该模型没有过拟合现象，随

机排列 ２００次做置换检验，得置换检验图，见图 ７
（Ａ），Ｒ２回归线在 Ｙ轴截距为０４８１、Ｑ２回归线在 Ｙ
轴截距为 －０８９６，均小于原始值，说明所建立的模
型不存在过拟合现象［１８］，可用于判别分析１５批样品
的批次间差异。由图７（Ｂ）可知，根据 ＯＰＬＳ－ＤＡ得
分，１５批样品可聚为２类，其中样品 Ｓ１～Ｓ６聚为１
类，Ｓ７～Ｓ１５聚为另１类，与 ＰＣＡ和 ＨＣＡ结果一致，
也与去除黄芩苷色谱峰后所得指纹图谱相似度结果

相符。ＶＩＰ能够反映每个共有峰的贡献程度，以
ＶＩＰ＞１作为判定标准，筛选造成样品批次间差异的
标志性成分［１９－２０］。结果筛选出１３个色谱峰，见图７
（Ｃ），按 ＶＩＰ大小排序分别为峰 ７（３′－羟基葛根
素）、２、１０（３′－甲氧基葛根素）、９（葛根素）、５、４、
１９、２２、２７（汉黄芩素）、１２、１７、２１、２３。即上述１３个
色谱峰是引起批次间差异的主要化学成分，即为潜

在差异标志物。其中 １个来源金银花，２个来源大
黄，２个来源连翘，４个来源葛根，４个来源黄芩，进一
步说明严格控制黄芩、葛根、大黄、连翘、金银花药材

质量是确保小儿热速清颗粒批次间质量稳定的关

键。在载荷散点图中，距离原点越远，权重值越大，

说明该成分的变化对区分样品各批次间的作用越

大［２１］，作为批次间质量差异性成分的可能性越大。

１５批样品共有峰载荷散点图见图７（Ｄ），结果显示
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　　　　 表２　１５批小儿热速清颗粒的成分载荷矩阵
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｌｏａｄｍａｔｒｉｘｏｆ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＸｉａｏｅｒＲｅｓｕｑｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ

峰号

（ｐｅａｋＮｏ．）

共有峰　　　　　

（ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋ）　　　　　

主成分载荷（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｍａｔｒｉｘ）

１ ２ ３ ４ ５

１ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） －００４３ ０６３０ －０５０９ －０４８３ ００７７

２ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） －０８２５ ０５４０ ００２２ －００２６ －０１２４

３ 新绿原酸（ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） ０５２５ ０７５４ ００７１ －００４０ ０１９２

４ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） －０９２６ ０１６９ ０２９４ ０１３０ －００５９

５ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） －０９１４ ０２４０ ０３００ －００３８ －００８４

６ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） －０４２８ ０７８３ －００６３ －０２６９ －０２１３

７ ３－羟基葛根素（３－ｈｙｄｒｏｘｙｐｕｅｒａｒｉｎ） －０９３０ ０３２９ ００４１ ０１１３ －００７０

８ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） ０６８１ ０４８９ －０２７５ ０３９５ ００８７

９ 葛根素（ｐｕｅｒａｒｉｎ） －０８７２ ０４４１ ００８９ ０１３８ －０１１７

１０ ３－甲氧基葛根素（３－ｍｅｔｈｏｘｙｐｕｅｒａｒｉｎ） －０８６８ ０４５６ ００４２ ０１６７ －００７６

１１ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） －０３８９ ０７２８ －０３４３ ０２９４ －０２０９

１２ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） －０５９６ ０７７４ ００３１ ０１１８ －００２４

１３ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） ０８４０ ０２１７ －０３２３ ０３１９ ００５２

１４ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） ０６３３ ０６７０ －０１０９ ００７０ －００７４

１５ 连翘酯苷Ａ（ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅＡ） ０８２６ ０５３３ －００６９ ００５９ ００７３

１６ 异绿原酸（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） ００４２ ０８９９ －００３４ －０２２０ －００４１

１７ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） ０８６７ ０４７１ －００３４ －００６８ －００５９

１８ 连翘苷（ｐｈｉｌｌｙｒｉｎ） ０６１４ ０６１８ －０２６２ ０１３７ ００４８

１９ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） －０８２０ ０３８８ －０１４０ －０１１１ －０１４２

２０ 黄芩苷（ｂａｉｃａｌｉｎ） ０５９６ ０４０２ ０６４３ －００５６ ００５６

２１ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） ０７７６ ０３９５ ０４３４ ０１２２ －００８０

２２ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） ０９４２ ０１３４ ０２３８ ０００５ －００５３

２３ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） ０８００ ０２３５ ０４９３ －０１７２ －０１１５

２４ 汉黄芩苷（ｗｏｇｏｎｏｓｉｄｅ） ０６５２ ０５０２ ０４３５ ０１３６ －００２２

２５ 黄芩素（ｂａｉｃａｌｅｉｎ） －０５７７ ０５５８ ００３３ ０２７５ ０４２２

２６ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） ０７３２ ０４８４ －０１７１ －０３５３ －０１８８

２７ 汉黄芩素（ｗｏｇｏｎｉｎ） －０７６０ ０４５７ ０３８６ －００９２ ０１２５

２８ 未指认（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ） －０４１３ ０３４４ ００１９ －０２３４ ０７２６

上述１３个色谱峰均离原点距离较远，与图７－Ｃ结
果一致。提示这１３个色谱峰的差异对样品分类的
影响较大，这些成分可能是导致样品批次间差异的

主要标志性成分。

２５　小儿热速清颗粒中７个成分的含量测定
２５１　溶液的制备　供试品溶液、阴性供试品溶液
的制备同“２２”项方法；精密称取对照品葛根素、连
翘酯苷Ａ、连翘苷、黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩
素等适量，加 ５０％甲醇配置成质量浓度分别为
９５７６、１８３９６、８２８８、３３９２４、２１２８０、３７３０、２９６０
μｇ·ｍＬ－１的混合对照品储备液。
２５２　专属性试验　称取样品 Ｓ１适量，取“２５１”

项下的混合对照品储备液、供试品溶液以及阴性供

试品溶液，按“２１”项下色谱条件进样测定，记录色
谱图，见图８。由结果可知，葛根素、连翘酯苷 Ａ、连
翘苷、黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素与其相邻

色谱峰的分离度均
!

１５，且无阴性干扰。
２５３　线性关系考察　取混合对照品储备液，配制
系列标准曲线工作液，以质量浓度（μｇ·ｍＬ－１）为横
坐标Ｘ，峰面积为纵坐标Ｙ，进行线性回归，结果各成
分线性关系良好，见表４。
２５４　精密度试验　吸取混合对照品储备液适量，
按“２１”项下色谱条件进样测定６次，测得葛根素、
连翘酯苷 Ａ、连翘苷、黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、
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　　　　 表３　１５批小儿热速清颗粒的主成分因子得分及排序
Ｔａｂ．３　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｆａｃｔｏｒｓｃｏｒｅａｎｄｒａｎｋｉｎｇｏｆ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＸｉａｏｅｒＲｅｓｕｑｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ

编号（Ｎｏ．） Ｙ１ Ｙ２ Ｙ３ Ｙ４ Ｙ５ Ｙ综（ｓｕｍｕｐ） 排序（ｓｏｒｔ）

Ｓ１ －４０４４ ４３５４ －４３８５ －１７２９ －１４０８ －１３２７ １１

Ｓ２ －１０５１８ ３３３４ ０７４ －００７６ ０３７５ －４３９１ １２

Ｓ３ －７３２３ ９２３４ １９０１ １７０７ －０７５５ －１０１５ １０

Ｓ４ －９５０５ －０５９８ ０６６４ ０２１ ０１４５ －４９５６ １３

Ｓ５ －１２６７５ －５０３１ －０９１３ －０７９４ １３０２ －７９１４ １５

Ｓ６ －１２１１ －０９１６ ０６９９ ０１５１ －００９９ －６３８３ １４

Ｓ７ ４６８３ －１８３３ －１２３９ １０３２ １４７３ １８９１ ６

Ｓ８ ５７２９ －３３３４ －０３９３ ２１３７ －１４７５ ２０１７ ５

Ｓ９ ３５４４ －５４９８ －２１６５ １３１９ ０７１９ ０２１６ ９

Ｓ１０ ７７８８ ２１６８ －０７３６ －０３３４ －０６２８ ４４８２ ２

Ｓ１１ １２４０９ １１４２ ０１９２ －０５０６ １５３３ ９５２７ １

Ｓ１２ ５３３８ －３４７ ２２４２ －０９７８ －１２６９ １８５８ ７

Ｓ１３ ３４９６ －３７３２ ２６５５ －１５２６ －０１２３ ０８９５ ８

Ｓ１４ ６６７１ －３２８６ １４９７ －０４９５ ０６７ ２６２３ ３

Ｓ１５ ６５１７ －２８１２ －０７５９ －０１１８ －０４５９ ２４７７ ４

图６　１５批小儿热速清颗粒的ＰＣＡ得分图

Ｆｉｇ．６　ＰＣＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｓｏｆ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＸｉａｏｅｒＲｅｓｕｑｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ

汉黄芩素峰面积的ＲＳＤ在０３９％～２３％，表明仪器
精密度良好。

２５５　稳定性试验　称取样品 Ｓ１适量，按“２２１”
项方法制备供试品溶液，按“２１”项色谱条件于０、２、
４、８、１２、２４ｈ后进样测定，测得葛根素、连翘酯苷 Ａ、
连翘苷、黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素峰面积

的ＲＳＤ在０３７％～２６％，表明在２４ｈ内溶液稳定。
２５６　重复性试验　称取样品 Ｓ１适量，按“２２１”
项下方法平行制备６份供试品溶液，按“２１”项下色
谱条件测定，测得葛根素、连翘酯苷 Ａ、连翘苷、黄芩
苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素含量的 ＲＳＤ在
１０％～２８％，表明方法重复性好。

２５７　加样回收率试验　精密称取样品 Ｓ１粉末
１５ｇ，共６份，分别加入适量对照品葛根素、连翘酯
苷Ａ、连翘苷、黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素，
使加入量与 １５ｇ粉末中各成分的含量一致，按
“２２１”项方法制备得到供试品溶液，按“２１”项色
谱条件测定，计算各成分的平均加样回收率。测得

葛根素、连翘酯苷Ａ、连翘苷、黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩
素、汉黄芩素的平均加样回收率在９５１％～１０１７％，
ＲＳＤ在１４％～２６％，说明该方法加样回收率良好。
２５８　样品含量测定　取１５批样品，按“２２１”项
方法制备供试品溶液，按“２１”项色谱条件测定，计
算葛根素、连翘酯苷Ａ、连翘苷、黄芩苷、汉黄芩苷、黄
芩素、汉黄芩素含量，结果见表５，不同批次样品中上
述７个指标成分含量的 ＲＳＤ在４２％～１１０％，表明
１５批样品７个成分含量批间差异性较小。
２５９　７个成分含量与指纹图谱综合得分的相关性
分析　为了明确所测７个成分含量是否可作为指标
性成分用以评价小儿热速清颗粒的质量，采用 ＳＰＳＳ
２１软件对１５批样品中葛根素、连翘酯苷 Ａ、连翘苷、
黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素的总量和指纹

图谱的综合得分进行相关性分析，结果表明二者的

相关系数为０７４６（双尾，Ｐ＜００１），说明所测７个成
分可以作为指标性成分对小儿热速清颗粒进行质量

评价。
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图７　１５批小儿热速清颗粒的ＯＰＬＳ－ＤＡ的置换检验（Ａ）、得分（Ｂ）、ＶＩＰ值（Ｃ）、载荷散点（Ｄ）图

Ｆｉｇ．７　ＯＰＬＳ－ＤＡｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｅｓｔ（Ａ），ｓｃｏｒｅ（Ｂ），ＶＩＰｖａｌｕｅ（Ｃ）ａｎｄｌｏａｄｓｃａｔｔｅｒ（Ｄ）ｄｉａｇｒａｍｏｆ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＸｉａｏｅｒＲｅｓｕｑｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ

图８　混合对照品储备液、供试品溶液及阴性供试品溶液叠加ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ．８　ＳｕｐｅｒｉｍｐｏｓｅｄＨＰＬＣｄｉａｇｒａｍｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｒｅｓｅｒｖｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｔｅｓｔｐｒｏｄｕｃｔｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｔｅｓｔｐｒｏｄｕｃｔｓｏｌｕｔｉｏｎ

３　讨论
中药以多成分作为物质基础发挥药效作用，建

立多成分分析检测技术和方法是中药质量评价的有

力手段。小儿热速清颗粒处方中黄芩主要有效成分

为黄芩苷、黄芩素、汉黄芩苷、汉黄芩素等黄酮类化

合物，具有解热抗炎、抗微生物、调节免疫等药理作

用［２２］；连翘中含有的连翘苷、连翘酯苷 Ａ具有抗菌、
抗病毒、抗炎、免疫调节等药理作用［２３］；金银花有“中

药中的抗生素”之称，含有的新绿原酸、异绿原酸等

酚酸类物质具有抗菌、抗病毒的药理活性［２４］；葛根中

含有葛根素、３′－羟基葛根素、３′－甲氧基葛根素，这
些异黄酮类成分具有解热镇痛的药理作用［２５］；在

２０２０年版《中国药典》中，黄芩苷与连翘苷是小儿热
速清颗粒的定量指标成分，因此本试验选择标定小

儿热速清颗粒中新绿原酸、３′－羟基葛根素、葛根素、
３′－甲氧基葛根素、连翘酯苷 Ａ、异绿原酸、连翘苷、
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　　　　 表４　小儿热速清颗粒中７个成分线性关系考察结果
Ｔａｂ．４　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆ７ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＸｉａｏｅｒＲｅｓｕｑｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ

成分　　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　　

回归方程　　　　

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｖｅｅｑｕａｔｉｏｎ）　　　　
ｒ

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１）

葛根素（ｐｕｅｒａｒｉｎ） Ｙ＝６５８７Ｘ＋２１８８ １０００ ２９９～９５７６

连翘酯苷Ａ（ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅＡ） Ｙ＝１６０７Ｘ＋８８９３ ０９９９９ ５７５～１８３９６

连翘苷（ｐｈｉｌｌｙｒｉｎ） Ｙ＝６３６２３Ｘ－４６９７ ０９９９８ ２５９～８２８８

黄芩苷（ｂａｉｃａｌｉｎ） Ｙ＝３４５０Ｘ＋２９３１ ０９９９９ １０６０～３３９２４

汉黄芩苷（ｗｏｇｏｎｏｓｉｄｅ） Ｙ＝１４２２Ｘ＋１０２６ ０９９９９ ６６５～２１２８０

黄芩素（ｂａｉｃａｌｅｉｎ） Ｙ＝５１８２４Ｘ＋１３８０ ０９９９８ １１７～３７３０

汉黄芩素（ｗｏｇｏｎｉｎ） Ｙ＝５６６３３Ｘ＋３６１５ ０９９９８ ０９３～２９６０

表５　１５批小儿热速清颗粒中７个成分的含量测定（ｎ＝３）
Ｔａｂ．５　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ７ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＸｉａｏｅｒＲｅｓｕｑｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ

编号

（Ｎｏ．）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｍｇ·ｇ－１）

葛根素

（ｐｕｅｒａｒｉｎ）

连翘酯苷Ａ

（ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅａ）

连翘苷

（ｐｈｉｌｌｙｒｉｎ）

黄芩苷

（ｂａｉｃａｌｉｎ）

汉黄芩苷

（ｗｏｇｏｎｏｓｉｄｅ）

黄芩素

（ｂａｉｃａｌｅｉｎ）

汉黄芩素

（ｗｏｇｏｎｉｎ）

总量

（ａｍｏｕｎｔｓ）

Ｓ１ ０６０７ ０９８４ ０１７１ ４６００ ０３４８ ０１７４ ００６３ ６９４６

Ｓ２ ０６５５ ０９２９ ０１６３ ４８４４ ０３７７ ０１９５ ００７６ ７２３９

Ｓ３ ０６９４ １０１３ ０１６４ ４９６５ ０４０４ ０１９７ ００７７ ７５１４

Ｓ４ ０６３７ ０８９１ ０１５６ ４７９７ ０３５７ ０１９０ ００７４ ７１０２

Ｓ５ ０６１０ ０８３３ ０１４４ ４４７２ ０３４７ ０１７９ ００７０ ６６５５

Ｓ６ ０６４１ ０８３２ ０１５６ ４７３９ ０３５４ ０１８９ ００７４ ６９８６

Ｓ７ ０５３２ １０２０ ０１７１ ４８４４ ０３７７ ０１８０ ００５９ ７１８２

Ｓ８ ０５４４ １０１３ ０１６８ ４８４６ ０３８４ ０１６１ ００５４ ７１７１

Ｓ９ ０５１５ １００９ ０１６０ ４６０８ ０３６３ ０１８３ ００５９ ６８９６

Ｓ１０ ０５２９ １０８７ ０１６４ ４８８７ ０４０３ ０１７１ ００６１ ７３０２

Ｓ１１ ０５３９ １２５１ ０１８８ ５２３５ ０４１９ ０１８９ ００６８ ７８８７

Ｓ１２ ０５３２ ０９９４ ０１５９ ４９８７ ０３８２ ０１６４ ００６５ ７２８２

Ｓ１３ ０５２９ ０９７３ ０１５２ ５０２８ ０３９５ ０１６４ ００６５ ７３０５

Ｓ１４ ０５０３ ０９８９ ０１６５ ５１２７ ０３７８ ０１６９ ００６０ ７３９１

Ｓ１５ ０５１４ １０２８ ０１７１ ４８３８ ０３８９ ０１６９ ００５９ ７１６７

珋ｘ／（ｍｇ·ｇ－１） ０５７２ ０９９０ ０１６３ ４８５４ ０３７８ ０１７８ ００６６ ７２０２

ＲＳＤ／％ １１ １０ ６２ ４２ ５７ ６７ １１ ４０

黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素，这１１个成分
协同发挥作用共奏清热解毒、泻火利咽的功效。因

此，本文建立同时检测１１个成分的方法，为更全面
的控制小儿热速清颗粒的质量奠定基础。

中药指纹图谱是实现整体鉴别中药真实性、评

价质量一致性和产品稳定性的可行模式，在中药质

量控制领域被广泛应用。采用指纹图谱及多成分同

测方法对１５批小儿热速清颗粒质量进行分析，结果
显示批间差异较小，质量较为稳定、均一。当前未见

采用指纹图谱评价小儿热速清颗粒质量的相关研

究，因此本文建立了小儿热速清颗粒的ＨＰＬＣ中药指
纹图谱，共标定了２８个共有峰，指认了其中１１个色
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谱峰成分，结合化学模式识别技术对其进一步分析，

实现对小儿热速清颗粒全面质量的综合评价，可用

于小儿热速清颗粒批次间的一致性评价，为全面控

制小儿热速清颗粒的质量提供参考依据。
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