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基于 ＨＰＬＣ指纹图谱、多成分含量测定和
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摘要　目的：建立二地消渴合剂的ＨＰＬＣ指纹图谱、多成分含量测定和化学计量学相结合的质量评价方法。
方法：采用ＡｃｕｔｆｅｘＰＷ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以乙腈－０１％磷酸为流动相梯度洗脱，体积

流量１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃，检测波长２８５ｎｍ，建立二地消渴合剂的 ＨＰＬＣ指纹图谱；对１２批二地消
渴合剂中的１１个成分［５－羟甲基糠醛（５－ＨＭＦ）、丹参素、绿原酸、咖啡酸、毛蕊异黄酮苷、毛蕊花糖苷、异
绿原酸Ｂ、异绿原酸 Ｃ、迷迭香酸、丹酚酸 Ｂ、芒柄花黄素］进行含量测定，并结合相似度评价、聚类分析，主
成分分析及正交偏最小二乘－判别分析对二地消渴合剂质量进行综合评价。结果：所测１１个成分在各自
浓度范围内线性关系良好（ｒ≥０９９９６），平均加样回收率为９５３％～１０１５％，ＲＳＤ为１１％～２３％。１２批
样品的ＨＰＬＣ指纹图谱中共确定１８个共有峰，相似度均＞０９６０。１２批样品中上述１１个成分的含量的范
围依次在４３４０～６５７０、２１９４３～２７４７０、１１９００～１６４７８、１１８７～１８１７、４２８０～５６８６、１００１～２０７１、
８２１～１４７３、４０１５～５７３９、４３２９～６０２９、７５５２２～１２０８５０、２４７～４４４μｇ·ｍＬ－１。１２批二地消渴合
剂可聚为３类，不同批次间质量存在一定差异，５－ＨＭＦ、丹酚酸 Ｂ和绿原酸是影响样品质量的主要潜在标
志物。结论：该方法稳定可靠，准确灵敏，可用于二地消渴合剂的质量控制和综合评价。
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ａｃｔｅｏｓｉｄｅ，ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＢ，ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＣ，ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ，ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＢａｎｄｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ］ｉｎ
１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＥｒｄｉＸｉａｏｋｅｍｉｘｔｕｒｅｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ，ａｎｄｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ，ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ，ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅ
ｑｕａｌｉｔｙｏｆＥｒｄｉＸｉａｏｋｅｍｉｘｔｕｒｅＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅ１１ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｓｈｏｗｅｄｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｗｉｔｈｉｎｔｈｅｉｒｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｒａｎｇｅｓ（ｒ≥０９９９６），ｗｉｔｈａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆ９５３％ －１０１５％，ａｎｄｔｈｅＲＳＤｓｗｅｒｅｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ
１１％－２３％Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅ１８ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｉｎｔｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｆｏｒ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓａｂｏｖｅ
０９６０．Ｔｈｅｒａｎｇｅｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅａｂｏｖｅ１１ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｔｈｅ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓａｓ
４３４０－６５７０，２１９４３－２７４７０，１１９００－１６４７８，１１８７－１８１７，４２８０－５６８６，１００１－２０７１，８２１－
１４７３，４０１５－５７３９，４３２９－６０２９，７５５２２－１２０８５０，２４７－４４４μｇ·ｍＬ－１．Ａｎｄ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＥｒｄｉ
Ｘｉａｏｋｅｍｉｘｔｕｒｅｃｏｕｌｄｂｅｃｌｕｓｔｅｒｅｄｉｎｔｏｔｈｒｅｅｃａｔｅｇｏｒｉｅｓｗｉｔｈｓｏｍｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｓａｍｐｌｅｑｕａｌｉｔｙａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔ
ｃｈｅｓＩｎａｄｄｉｔｉｏｎ，５－ＨＭＦ，ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＢａｎｄｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄｗｅｒｅｔｈｅｍａｉｎｐｏｔｅｎｔｉａｌｍａｒｋｅｒｓａｆｆｅｃｔｉｎｇ
ｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆＥｒｄｉＸｉａｏｋｅｍｉｘｔｕｒｅＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓｓｔａｂｌｅ，ｒｅｌｉａｂｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，ａｎｄｃａｎｂｅ
ｕｓｅｄｔｏｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆＥｒｄｉＸｉａｏｋｅｍｉｘｔｕｒｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＥｒｄｉＸｉａｏｋｅｍｉｘｔｕｒｅ；ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ；ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ；ｃｈｅｍｏｍｅｔｒｉｃｓ；ｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

　　糖尿病是影响人类健康的主要代谢性疾病之
一，近年来流行病学资料表明我国糖尿病总体患病

率呈现出上升的趋势，已达１１２％，其中２型糖尿病
（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）占 ９０％以上［１］。２
型糖尿病肾脏病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，
Ｔ２ＤＫＤ）是由Ｔ２ＤＭ所导致的慢性肾脏病，主要临床
表现为持续性的蛋白尿和肾脏功能减退，是导致终

末期肾病（ｅｎｄ－ｓｔａｇｅｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＥＳＫＤ）和病人
死亡的重要原因之一［２－３］。随着糖尿病总体患病率

上升，Ｔ２ＤＫＤ患病人数也在逐年增加［４］。

二地消渴合剂是由熟地、生地、黄芪、丹参、麸炒白

术、五味子、茵陈、天花粉、麦冬、丹参、郁金和山药共

１２味中药组成的复方制剂，是江苏省中医院内分泌科
的临床经验方及代表方，方中熟地性温、滋阴益精，生

地性寒、清热凉血，黄芪健脾益气，三者共为君药，山药

补益脾脏、益肺生津，麦冬养阴润肺、益胃生津，五味子

益气生津、补肾宁心，天花粉清热泻火、生津止渴，茯苓

利水渗湿、宁心健脾，炒白术燥湿利水、健脾益气，茵陈

清利湿热，全方健脾益气、养阴清热、利水渗湿、活血化

瘀。对于Ｔ２ＤＫＤ早期气阴两虚兼内热之基本病机具
有显著改善作用，可显著降低Ｔ２ＤＫＤ早期患者蛋白尿
水平，改善患者临床症候［５－７］。二地消渴合剂为医疗

机构制剂，现有质量标准较为简单，仅包含薄层鉴别

等，未收载含量测定项，难以对该制剂进行整体质量评

价。本研究采用ＨＰＬＣ法建立二地消渴合剂的指纹图
谱并结合化学模式识别进行分析评价，同时测定其中

１１个化学成分的含量，以弥补二地消渴合剂成分分析
研究的空白，为该制剂质量标准的完善和进一步的新

药开发提供药学研究基础。

１　仪器与试药
１１　仪器

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型高效液相色谱仪配置ＰＤＡ检测
器（沃特世科技有限公司）；ＡｃｕｔｆｅｘＰＷ－Ｃ１８色谱柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ，?分医药科技有限公司）；
ＢＰ２１１Ｄ型十万分之一分析天平（赛多利斯公司）；
ＰＬ－Ｓ１００ＴＸ数显超声波清洗机（康士洁超声波科技
有限公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４３０Ｒ高速冷冻离心机（艾本
德公司）。

１２　试药
对照品：５－羟甲基糠醛（５－ＨＭＦ）（批号ＭＵＳＴ－

２２１０２７１１，含 量 ≥９８％）、丹参素 （批号 ＭＵＳＴ－
２２０５０９２０，含 量 ９８３８％）、毛 蕊 花 糖 苷 （批 号
ＭＵＳＴ－２２１１２７１２，含量９９３７％）、异绿原酸 Ｂ（批号
ＭＵＳＴ－２３０１２７０５，含量９８２７％）、异绿原酸 Ｃ（批号
ＭＵＳＴ－２２０８１００１，含量９９７７％）、芒柄花黄素（批号
ＭＵＳＴ－２３０３３００５，含量９９０３％）均购自成都曼斯特
生物科技有限公司；绿原酸（批号１１０７５３－２０１３１４，
含量９６６％）、咖啡酸（批号 １１０８８５－２００１０２，含量
９９７％）均购自中国食品药品检定研究院；毛蕊异黄
酮苷（批号 Ｊ１９ＨＢ１７４０６２，含量≥９８％）、迷迭香酸
（批号Ｙ０６Ａ９Ｋ６７４０２，含量≥９８％）、丹酚酸 Ｂ（批号
Ｎ２３ＨＢ２０２０４８，含量≥９８％）均购自上海源叶生物科
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技有限公司。

乙腈、磷酸均为色谱纯，其余试剂为分析纯，水

为超纯水。１２批二地消渴合剂（批号 ２０２３０１０７、
２０２３０１０９、２０２３０２１８、２０２３０２２２、２０２３０３１１、２０２３０３１３、
２０２３０３２６、２０２３０４０３、２０２３０４１４、２０２３０４１９、２０２３０５１０、
２０２３０５２３，编号Ｓ１～Ｓ１２），均由江苏省中医院制剂部
提供。熟地、生地、黄芪、丹参、麸炒白术、五味子、茵

陈、天花粉、麦冬、丹参、郁金、山药１２味中药饮片分
购于马鞍山井泉中药饮片公司、贵州同德药业股份

有限公司和安徽协和成药业饮片有限公司，经南京

中医药大学附属医院钱芳主任中药师鉴定为正品，

符合２０２０年版《中华人民共和国药典》相关要求。
２　方法与结果
２１　色谱条件

天津?分ＡｃｕｔｆｅｘＰＷ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５
μｍ）色谱柱，流动相为乙腈（Ａ）－０１％磷酸（Ｂ），梯
度洗脱（０～９ｍｉｎ，５％Ａ→１０％Ａ；９～１３ｍｉｎ，１０％Ａ→
１２％Ａ；１３～２０ｍｉｎ，１２％Ａ→１５％Ａ；２０～４０ｍｉｎ，１５％
Ａ→２５％Ａ；４０～５３ｍｉｎ，２５％Ａ→２７％Ａ；５３～７１ｍｉｎ，
２７％Ａ→６８％Ａ；７１～７７ｍｉｎ，６８％Ａ→８０％Ａ；７７～８２
ｍｉｎ，８０％Ａ），检测波长２８５ｎｍ，体积流量１０ｍＬ·
ｍｉｎ－１，柱温３０℃，进样量５μＬ。
２２　溶液的制备
２２１　混合对照品溶液　精密称取对照品 ５－
ＨＭＦ、丹参素、绿原酸、咖啡酸、毛蕊异黄酮苷、毛蕊
花糖苷、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ｃ、迷迭香酸、丹酚酸
Ｂ和芒柄花黄素分别置于１０ｍＬ量瓶中，加适量甲醇
溶解，超声（５００Ｗ，４０ｋＨｚ）处理１５ｍｉｎ，冷却后用甲
醇稀释至刻度，得到质量浓度依次为２００、１０２、１１３、
０８６、１４５、１０８、０８３、１３０、１１０、１６４、１１４ｍｇ·
ｍＬ－１的各对照品储备液。精密吸取各对照品储备液
适量，置于同一１０ｍＬ量瓶中，用甲醇定容，摇匀，即得
混合对照品溶液（各成分质量浓度分别为 １２００、
１５２４、１１３０、２５９、８６８、２１６、２５０、６５１、５５２、４９２０、
２０７μｇ·ｍＬ－１），平行制作２份。
２２２　供试品溶液　精密量取二地消渴合剂２ｍＬ
于１０ｍＬ量瓶中，加甲醇适量，超声（５００Ｗ，４０ｋＨｚ）
处理 １５ｍｉｎ，冷却后甲醇稀释至刻度，１４０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液，即得。
２２３　阴性样品溶液　参照二地消渴合剂制备工
艺，分别制备缺黄芪的阴性样品，缺丹参的阴性样

品，缺茵陈的阴性样品，缺五味子的阴性样品，缺生

地和熟地的阴性样品，缺丹参和茵陈的阴性样品，缺

五味子、熟地、麦冬和麸炒白术的阴性样品，按

“２２２”项下方法处理，即得。
２３　ＨＰＬＣ指纹图谱的建立
２３１　精密度试验　取样品Ｓ１适量，按“２２２”项方
法制备供试品溶液，在“２１”项色谱条件下连续进样６
次，记录峰面积。以保留时间适中且分离度较好的毛

蕊异黄酮苷峰作为参照峰，结果显示，各共有峰相对保

留时间和相对峰面积的ＲＳＤ分别在００７０％～０３８％
和０７９％～２４％，表明仪器精密度良好。
２３２　稳定性试验　取样品 Ｓ１适量，按“２２２”项
方法制备供试品溶液，分别在室温放置０、２、４、８、１６、
２４ｈ后，在“２１”项色谱条件下进样测定，记录峰面
积。以毛蕊异黄酮苷峰为参照峰，结果显示，各共有

峰相对保留时间和相对峰面积的 ＲＳＤ分别在
０１０％～０２９％和０８７％～２６％，表明供试品溶液在
２４ｈ内稳定性良好。
２３３　重复性试验　取样品 Ｓ１，按“２２２”项方法
平行制备６份供试品溶液，在“２１”项色谱条件下进
样测定，测得５－ＨＭＦ、丹参素、绿原酸、咖啡酸、毛蕊
异黄酮苷、毛蕊花糖苷、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ｃ、迷
迭香酸、丹酚酸Ｂ、芒柄花黄素含量的平均值分别为
４４７３、２２６５４、１２１４３、１３０３、４４４１、１８９６、１１３９、
４３１０、４３４５、７５６７７、３５２μｇ·ｍＬ－１。以毛蕊异黄
酮苷峰为参照峰，各共有峰相对保留时间和相对峰

面 积 的 ＲＳＤ 分 别 在 ０１２％ ～ ０１９％ 和

０８６％～２４％，表明该方法重复性良好。
２３４　指纹图谱生成及相似度评价　１２批样品按
照“２２２”项方法制备供试品溶液，在“２１”项色谱
条件下进样测定，得到样品色谱图，将色谱图依次导

入《中药色谱特征图谱相似度评价系统》（２０１２版）
软件进行分析，以样品 Ｓ１的图谱作为参照图谱，采
用平均数法，设定时间窗宽度为０１ｍｉｎ，经多点校
正后以Ｍａｒｋ峰匹配生成对照指纹图谱（Ｒ）及 ＨＰＬＣ
特征指纹图谱。结果１２批样品共标定１８个共有峰，
见图１。记录相似度评价结果，可知１２批样品与对
照指纹图谱的相似度分别为 ０９９７、０９６０、０９９４、
０９９１、０９９７、０９９８、０９９５、０９９７、０９７７、０９８２、
０９９８、０９９３，均＞０９６０，表明各批样品物质基础组
成较为稳定。

２３５　共有峰指认及归属　将生成的对照谱图（Ｒ）
与混合对照品及阴性样品溶液进行比对，共指认出
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图１　二地消渴合剂ＨＰＬＣ指纹图谱

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆＥｒｄｉＸｉａｏｋｅｍｉｘｔｕｒｅ

１１个色谱峰，分别为５－ＨＭＦ（１号峰）、丹参素（２号
峰）、绿原酸（５号峰）、咖啡酸（６号峰）、毛蕊异黄酮
苷（８号峰）、毛蕊花糖苷（９号峰）、异绿原酸 Ｂ（１０
号峰）、异绿原酸 Ｃ（１２号峰）、迷迭香酸（１３号峰）、
丹酚酸Ｂ（１５号峰）、芒柄花黄素（１８号峰）。其中，
８、１８号峰归属于黄芪，２号峰、１３～１７号峰归属于丹
参，３号峰、５号峰、７号峰、１０～１２号峰归属于茵陈，
４号峰归属于五味子，９号峰为生地和熟地共有成
分，６号峰为丹参和茵陈共有成分，１号峰为五味子、
熟地、麦冬和麸炒白术共有成分，见图２。
２４　化学模式识别分析
２４１　聚类分析　使用 ＳＰＳＳ２５０软件对１２批二
地消渴合剂进行统计分析，将１８个共有峰峰面积导
入到软件，以平方欧氏距离作为测距，采用组间连接

法对其进行聚类分析（ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＡ）。结果显
示当平方欧氏距离为５时，１２批样品可分为３类，其
中Ｓ４、Ｓ１０和Ｓ１１为１类，Ｓ８和 Ｓ９为１类，其余为１
类，见图３。表明在相似度较高的情况下，不同批次
间的样品成分含量具有一定差异性。

２４２　主成分分析　为进一步比较二地消渴合剂
不同批次间的质量差异，将１２批二地消渴合剂样品
的１８个共有峰峰面积导入到ＳＰＳＳ２５０进行主成分
分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ），提取特征
值＞１的成分为主成分，得到４个主成分，结果见表
１。４个成分的累计方差贡献率为９４４２％，能较好地
代表样品中的大部分信息。运用 ＳＩＭＣＡ１４０分析

软件绘制主成分分析得分图，见图４。从得分图可以
看出，１２批样品散点分布可分为３类，其中 Ｓ４、Ｓ１０
和Ｓ１１为１类，Ｓ８和 Ｓ９为１类，其余为１类，与 ＣＡ
结果一致。

２４３　正交偏最小二乘 －判别分析　为进一步比
较１２批二地消渴合剂化学成分的差异和寻找各批
次含量之间的差异性标志化合物，将１２批二地消渴
合剂样品的１８个共有峰峰面积导入到 ＳＩＭＣＡ１４１
软件中进行正交偏最小二乘－判别分析（ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔ
ｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳ－ＤＡ），以变量
重要 性 投 影 （ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，
ＶＩＰ）＞１０为标准进行筛选，见图５。结果显示有３
个成分ＶＩＰ＞１，按照从大到小的顺序依次为１号峰
（５－ＨＭＦ）、１５号峰（丹酚酸Ｂ）、５号峰（绿原酸），表
明这３个成分是二地消渴合剂不同批次间质量差异
贡献较大的标志物，可作为其质量控制的重点关注

对象。

２５　ＨＰＬＣ含量测定
２５１　专属性试验　取混合对照品溶液、供试品溶
液（Ｓ１）及各阴性样品溶液，在“２１”项色谱条件下进
样测定。结果显示供试品溶液中各成分色谱峰分离

度良好，保留时间与相应对照品一致，阴性无干扰，

见图２，表明该方法专属性良好。
２５２　线性关系考察　精密量取“２２１”项下的混
合对照品溶液０２、０４、１０、１６、２０、４０、６０ｍＬ，
分别置于１０ｍＬ量瓶中，甲醇稀释至刻度，在“２１”
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１．５－ＨＭＦ　２．丹参素（ｓａｌｖｉａｎｉｃａｃｉｄＡ）　５．绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　６．咖啡酸（ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ）　８．毛蕊异黄酮苷（ｃａｌｙｃｏｓｉｎ－７－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）　

９．毛蕊花糖苷（ａｃｔｅｏｓｉｄｅ）　１０．异绿原酸Ｂ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＢ）　１２．异绿原酸Ｃ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＣ）　１３．迷迭香酸（ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ）　１５．丹

酚酸Ｂ（ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＢ）　１８．芒柄花黄素（ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ）

Ａ．混合对照品（ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｂ．供试品（ｓａｍｐｌｅ）　Ｃ．缺黄芪阴性样品（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ）　Ｄ．缺丹参阴性样品

（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＳａｌｖｉａＭｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｅＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａ）　Ｅ．缺茵陈阴性样品（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＡｒｔｅｍｉｓｉａｅＳｃｏｐａｒｉａｅＨｅｒｂａ）　Ｆ．缺五味

子阴性样品（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＳｃｈｉｓａｎｄｒａｅＣｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒｕｃｔｕｓ）　Ｇ．缺生地和熟地阴性样品（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＲｅｈｍａｎｎｉａｅＲａｄｉｘａｎｄＲｅｈ

ｍａｎｎｉａｅＲａｄｉｘＰｒａｅｐａｒａｔａ）　Ｈ．缺茵陈和丹参阴性样品（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＡｒｔｅｍｉｓｉａｅＳｃｏｐａｒｉａｅＨｅｒｂａａｎｄＳａｌｖｉａＭｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｅＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａ）

Ｉ．缺五味子、熟地、麦冬和麸炒白术阴性样品（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕＳｃｈｉｓａｎｄｒａｅＣｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒｕｃｔｕｓ，ＲｅｈｍａｎｎｉａｅＲａｄｉｘＰｒａｅｐａｒａｔａ，ＯｐｈｉｏｐｏｇｎｉｓＲａｄｉｘ

ａｎｄｆｒｉｅｄＡｔｒａｃｔｙｌｏｄｉｓＭａｃｒｏｃｅｐｈａｌａｅＲｈｉｚｏｍａ）

图２　二地消渴合剂ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＥｒｄｉＸｉａｏｋｅｍｉｘｔｕｒｅ
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图３　１２批二地消渴合剂聚类分析图

Ｆｉｇ３　ＣＡｏｆ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＥｒｄｉＸｉａｏｋｅｍｉｘｔｕｒｅ

表１　４个主成分因子的特征值和方差贡献率
Ｔａｂ１　Ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅｓａｎｄｖａｒｉａｎｃｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆ

ｆｏｕｒｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｆａｃｔｏｒｓ

成分

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）

特征值

（ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅ）

方差贡献率

（ｖａｒｉａｎｃｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

ｒａｔｅ）／％

累计方差贡献率

（ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｖａｒｉａｎｃｅ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒａｔｅ）／％

１ ９２７ ５１５１ ５１５１

２ ４５０ ２５０１ ７６５２

３ １９１ １０６３ ８７１５

４ １３１ ７２７ ９４４２

图４　１２批二地消渴合剂ＰＣＡ得分图

Ｆｉｇ４　ＰＣＡｓｃｏｒｅｓｏｆ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＥｒｄｉＸｉａｏｋｅｍｉｘｔｕｒｅ

图５　１２批二地消渴合剂中各成分的ＶＩＰ值图

Ｆｉｇ５　ＶＩＰｖａｌｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｉｎ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＥｒｄｉＸｉ

ａｏｋｅｍｉｘｔｕｒｅ

表２　各成分线性关系
Ｔａｂ２　Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分　　　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　　　

回归方程

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）
ｒ

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１）

５－ＨＭＦ Ｙ＝５６３×１０４Ｘ－６７１×１０３ ０９９９９ ２４０～７２００

丹参素（ｓａｌｖｉａｎｉｃａｃｉｄＡ） Ｙ＝２４３×１０３Ｘ＋１０９×１０３ ０９９９６ ３０５～９１４４

绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝１３８×１０４Ｘ＋５１１×１０３ ０９９９７ ２２６～６７８０

咖啡酸（ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝２９７×１０４Ｘ－３３５×１０２ ０９９９７ ０５２～１５５５

毛蕊异黄酮苷（ｃａｌｙｃｏｓｉｎ－７－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ） Ｙ＝１７２×１０４Ｘ－２８７×１０３ ０９９９８ １７４～５２０６

毛蕊花糖苷（ａｃｔｅｏｓｉｄｅ） Ｙ＝７２１×１０３Ｘ－１４３×１０２ ０９９９８ ０４３～１２９６

异绿原酸Ｂ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＢ） Ｙ＝２０８×１０４Ｘ＋４８４×１０２ ０９９９９ ０５０～１４９８

异绿原酸Ｃ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＣ） Ｙ＝１５５×１０４Ｘ＋３６０×１０２ ０９９９６ １３０～３９０６

迷迭香酸（ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝１２６×１０４Ｘ－１２３×１０３ ０９９９８ １１０～３３１２

丹酚酸Ｂ（ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＢ） Ｙ＝６２０×１０３Ｘ＋２６４×１０３ ０９９９８ ９８４～２９５２０

芒柄花黄素（ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ） Ｙ＝３９３×１０４Ｘ－６１１×１０２ ０９９９９ ０４１～１２４３

项色谱条件下进样测定，记录峰面积。以质量浓度Ｘ
为横坐标，对应色谱峰面积 Ｙ为纵坐标进行线性回
归，计算回归方程，结果见表２，可知各成分在各自浓
度范围内线性关系良好。

２５３　精密度试验　取样品 Ｓ１适量，按“２２２”项

方法制备供试品溶液，在“２１”项色谱条件下连续进
样测定６次，测得５－ＨＭＦ、丹参素、绿原酸、咖啡酸、
毛蕊异黄酮苷、毛蕊花糖苷、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸
Ｃ、迷迭香酸、丹酚酸 Ｂ和芒柄花黄素峰面积的 ＲＳＤ
分别为 １６％、１７％、１１％、１５％、１３％、１５％、
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１０％、１７％、１２％、１３％、０９４％，表明仪器精密度
良好。

２５４　稳定性试验　取样品 Ｓ１适量，按“２２２”项
方法制备供试品溶液，分别在室温放置０、２、４、８、１６、
２４ｈ后，在“２１”项色谱条件下进样测定，测得５－
ＨＭＦ、丹参素、绿原酸、咖啡酸、毛蕊异黄酮苷、毛蕊
花糖苷、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ｃ、迷迭香酸、丹酚酸
Ｂ和芒柄花黄素峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０７９％、
１４％、１３％、０７８％、２０％、１８％、１８％、１４％、
１３％、１９％、１７％，表明溶液在 ２４ｈ内稳定性
良好。

２５５　重复性试验　取样品 Ｓ１适量，按“２２２”项
方法平行制备６份供试品溶液，在“２１”项色谱条件
下进样测定，测得５－ＨＭＦ、丹参素、绿原酸、咖啡酸、
毛蕊异黄酮苷、毛蕊花糖苷、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸
Ｃ、迷迭香酸、丹酚酸 Ｂ和芒柄花黄素含量的平均值
分别为４４４６、２２７３１、１２１９３、１２９３、４４６２、１８５２、
１１９０、４２８９、４３３９、７５６６７、３３４μｇ·ｍＬ－１，ＲＳＤ
分别为 ２９％、１８％、１９％、０６３％、１９％、１８％、
１８％、１０％、１５％、１３％、１９％，表明该方法重复

性良好。

２５６　加样回收率试验　精密吸取已知各成分含量
的样品Ｓ１２５ｍＬ，加入混合对照品溶液（５－ＨＭＦ、丹
参素、绿原酸、咖啡酸、毛蕊异黄酮苷、毛蕊花糖苷、异

绿原酸Ｂ、异绿原酸Ｃ、迷迭香酸、丹酚酸Ｂ和芒柄花
黄素质量浓度分别为１２００、１５２４、１１３０、２５９、８６８、
２１０、２５０、６５１、５５２、４９２０、２０７μｇ·ｍＬ－１）２５ｍＬ，
甲醇定容至２５ｍＬ量瓶，按“２２２”项下方法平行制备
６份供试溶液，在“２１”项色谱条件下进样测定，计算
回收率。结果，５－ＨＭＦ、丹参素、绿原酸、咖啡酸、毛蕊
异黄酮苷、毛蕊花糖苷、异绿原酸Ｂ、异绿原酸Ｃ、迷迭
香酸、丹酚酸Ｂ和芒柄花黄素平均加样回收率分别为
１０１４％、９７８％、９９３％、１０１５％、９８５％、９６３％、
９６９％、９５３％、９６０％、９５４％、９７８％，ＲＳＤ分别为
２２％、１６％、２３％、１５％、２０％、１８％、１１％、２２％、
１３％、１９％、２１％。
２５７　样品含量测定　取１２批样品，每批样品按
“２２２”项下方法平行制备 ３份供试品溶液，在
“２１”项色谱条件下进样测定，计算上述１１个成分
含量，结果见表３。

表３　各成分含量测定结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

编号

（Ｎｏ．）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（μｇ·ｍＬ－１）

５－ＨＭＦ

丹参素

（ｓａｌｖｉａｎｉｃ

ａｃｉｄＡ）

绿原酸

（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ）

咖啡酸

（ｃａｆｆｅｉｃ

ａｃｉｄ）

毛蕊异黄酮苷

（ｃａｌｙｃｏｓｉｎ－

７－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）

毛蕊

花糖苷

（ａｃｔｅｏｓｉｄｅ）

异绿原酸Ｂ

（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄＢ）

异绿原酸Ｃ

（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄＣ）

迷迭香酸

（ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃ

ａｃｉｄ）

丹酚酸Ｂ

（ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ

ａｃｉｄＢ）

芒柄花黄素

（ｆｏｒｍｏｎｏ

ｎｅｔｉｎ）

Ｓ１ ４３４０ ２２７８５ １２１１３ １２３７ ４４５７ １８３６ １１０４ ４２８２ ４３２９ ７５５２２ ３８８

Ｓ２ ４５０３ ２５０８３ １３４９９ １３７２ ５１０４ ２０７１ １４３３ ５０５４ ４９５３ ８００１６ ４４４

Ｓ３ ５９３９ ２３１８２ １３４１１ １３３６ ４５０９ １８５６ １２２８ ４４８５ ５０４５ ８８８３０ ３３６

Ｓ４ ６５０１ ２３１９８ １６５１０ １８１７ ５６７４ １８０８ １２５３ ５２３１ ５９４１ １２０８５０ ３４９

Ｓ５ ５９５８ ２３６５６ １２４７５ １１９３ ４４５１ １６２０ １２５３ ５３２７ ５２７４ ９０１８６ ３８５

Ｓ６ ５９３８ ２３９１６ １３５８１ １３３６ ４３４６ １８８７ １２３１ ４７８２ ５１０８ ９１１２６ ３４２

Ｓ７ ６０５０ ２４２５３ １３５７２ １１８７ ４２８０ １７５４ １４７３ ５６５８ ５４２３ ９８９１３ ３４０

Ｓ８ ６２８７ ２２５２１ １３５１２ １２４３ ４７７７ １２１７ ９０１ ４０１５ ４８０８ ９９１８０ ２９０

Ｓ９ ６２４４ ２１９４３ １４４７３ １６２３ ４６９４ １２１３ １０５４ ５０４７ ５３０９ １０２９８０ ２４７

Ｓ１０ ６５７０ ２２８０６ １６４７８ １７７０ ５６８６ １５０３ １１０３ ５１０４ ６０２９ １２０５５０ ３３６

Ｓ１１ ６４９０ ２７４７０ １１９００ １６４４ ５６６３ １００１ ８２１ ５７３９ ５９５８ １０９１４０ ３３６

Ｓ１２ ６０５３ ２４８９５ １４２０２ １３７０ ４３５１ １８５４ １４２８ ５６５５ ５４４４ ９４３９８ ３５０

平均值（ａｖｅｒａｇｅ） ５９０６ ２３８０９ １３８１１ １４２７ ４８３３ １６３５ １１９０ ５０３１ ５３０２ ９７６４１ ３４５

ＲＳＤ／％ １２ ６３ １１ １６ １２ ２０ １７ １１ ９６ １４ １４
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３　讨论
３１　检测指标的选择

二地消渴合剂方中熟地、生地、黄芪为君药，山

药、麦冬、五味子、天花粉共为臣药，茯苓、炒白术、茵

陈为佐药，丹参、郁金为使药。现代药理研究表明，

黄芪中的黄酮类成分（如毛蕊异黄酮苷、芒柄花黄

素）能够改善血管内皮细胞损伤，而血管内皮细胞损

伤是糖尿病 －肾病患者血管病变发展中的关键环
节，提示该类成分可能是治疗糖尿病 －肾病的潜在
物质［８－９］；苯乙醇苷类成分如毛蕊花糖苷是地黄中的

主要成分之一［１０］，具有广泛的药理活性，如抗炎、抗

氧化、抗细胞凋亡以及肾功能保护作用［１１－１２］；茵陈

中主要含有的机酸类成分（如绿原酸、咖啡酸、异绿

原酸Ｃ、异绿原酸Ｂ），具有明显的抗菌消炎作用且水
提液中含量较高［１３］；丹参中的丹酚酸类成分含量较

高（如丹酚酸 Ｂ、丹参素、迷迭香酸）且水溶性较
好［１４］，能够显著抑制糖尿病 －肾病模型小鼠的机体
氧化应激反应和肾脏纤维化，减轻肾间系膜增生和

肾小管间质损伤，起到改善糖尿病 －肾病的作
用［１５－１６］；５－ＨＭＦ在二地消渴合剂中含量较高，同时
存在于熟地、五味子等多味药中，具有抗氧化［１７］、降

血糖［１８］等生物活性。基于成分的含量和活性研究考

虑，本研究选择５－ＨＭＦ、丹参素、绿原酸、咖啡酸、毛
蕊异黄酮苷、毛蕊花糖苷、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ｃ、
迷迭香酸、丹酚酸Ｂ、芒柄花黄素共１１个成分为二地
消渴合剂的指标性成分。地黄中梓醇和地黄苷 Ｄ在
紫外区为末端吸收，难以检测，故未选作指标成分。

３２　色谱条件优化
３２１　检测波长的选择　课题组前期使用 ＰＤＡ检
测器在２１０～４００ｎｍ范围内对各成分进行波长扫描，
异绿原酸Ｂ、异绿原酸Ｃ、绿原酸和咖啡酸在３２６ｎｍ，
５－ＨＭＦ在２８５ｎｍ，丹酚酸 Ｂ在２８７ｎｍ，丹参素在
２８０ｎｍ，迷迭香酸和毛蕊花糖苷在３２９ｎｍ，毛蕊异黄
酮苷和芒柄花黄素在２５０ｎｍ处有最大吸收，通过对
比不同检测波长下的谱图，结果显示在２８５ｎｍ处１１
个成分均有较大吸收，基线平稳且杂质干扰峰较少，

故作为检测波长。

３２２　流动相的选择　考察了不同流动相体系（乙
腈－０１％磷酸、甲醇 －０１％磷酸、乙腈 －０１％甲
酸）对色谱检测的影响，结果显示，有机相采用乙腈

时，相较于甲醇，出峰数量多且色谱图基线较为平

稳；水相采用含磷酸溶液时，相较于含甲酸溶液时，

丹酚酸Ｂ、迷迭香酸、异绿原酸Ｃ和异绿原酸 Ｂ几个
有效成分的分离度更好。

３２３　色谱柱的选择　二地消渴合剂中结构相似
的成分较多，部分成分难以分离。本试验考察了不

同色谱柱（?分 ＡｃｕｔｆｅｘＰＷ －Ｃ１８、ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ－Ｃ１８、Ｗａｔｅｒｓｓｕｎｆｉｒｅ－Ｃ１８）的分离效果，发现选
用?分ＡｃｕｔｆｅｘＰＷ－Ｃ１８色谱柱时峰形尖锐且对称性
好，保留时间相近的迷迭香酸和异绿原酸 Ｃ色谱峰
可以得到有效分离。

３３　质量差异评价
指纹图谱相似度评价结果均 ＞０９６０，表明各批

次样品物质基础组成较稳定。化学计量学分析将１２
批样品聚为３类，ＰＣＡ得分图与 ＣＡ结果一致，其中
ＰＣＡ得到的４个主成分可代表样品的大部分信息，
ＯＰＬＳ－ＤＡ得出５－ＨＭＦ、丹酚酸Ｂ和绿原酸可能是
区分二地消渴合剂的差异性质量标志物，可加强对

这３个关键成分的考察。１１个指标成分含量测定结
果的ＲＳＤ在６３％～２０３％，表明各批次间二地消渴
合剂的质量存在一定的差异性，可能与原饮片产地

加工、制剂的制备工艺、存储时间等因素有关［１９］，有

待深入考察。

３４　小结
本研究建立了二地消渴合剂的ＨＰＬＣ指纹图谱，

并对其中的５－ＨＭＦ、丹参素、绿原酸、咖啡酸、毛蕊
异黄酮苷、毛蕊花糖苷、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ｃ、迷
迭香酸、丹酚酸Ｂ和芒柄花黄素共１１个成分进行了
含量测定方法研究，该方法准确度高且重复性强，可

用于二地消渴合剂的质量控制。结合化学计量学分

析，通过指纹图谱相似度评价、ＣＡ、ＰＣＡ及 ＯＰＬＳ－
ＤＡ综合评价了不同批次二地消渴合剂的成分特征、
含量差异及差异来源，可据此对二地消渴合剂指纹

图谱共有模式进行长期稳定性考察，完善其质量标

准，推动制剂制备工艺的“均一化”，从而保证临床用

药的有效性和安全性。
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