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基于指纹图谱结合化学计量学和一测多评法的

坐浴安散质量控制研究
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摘要　目的：建立坐浴安散的ＨＰＬＣ指纹图谱，并结合化学计量学和一测多评法开展坐浴安散质量控制研
究。方法：采用ＨＰＬＣ法建立１２批坐浴安散的指纹图谱并进行相似度评价，结合聚类分析（ＣＡ）、主成分分
析（ＰＣＡ）、正交偏最小二乘 －判别分析（ＯＰＬＳ－ＤＡ），对不同批次坐浴安散进行化学模式识别分析。同时
以大黄酸为内标参照物建立一测多评（ＱＡＭＳ）法，建立内参物与药根碱、巴马汀、小檗碱、芦荟大黄素、大黄
素、大黄酚、大黄素甲醚的相对校正因子，采用外标法（ＥＳＭ）与ＱＡＭＳ法分别测定坐浴安散中药根碱、巴马
汀、小檗碱、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚８个成分的含量，以验证 ＱＡＭＳ结果的可靠
性。结果：指纹图谱共标定２３个共有峰，通过与混合对照品溶液比对指认出８个成分，样品与对照图谱相
似度在０９５２～０９９４；ＣＡ将１２批坐浴安散样品分为３类；ＰＣＡ显示不同批次的坐浴安散化学成分存在一
定的差异，并提取影响坐浴安散质量评价的主成分５个；ＯＰＬＳ－ＤＡ在２３个共有峰中筛选出１３个导致不
同批次坐浴安散样品间质量差异的潜在标志成分（ＶＩＰ＞１）；ＱＡＭＳ计算值与 ＥＳＭ测定值无明显差异。
结论：建立的ＨＰＬＣ指纹图谱及多指标成分测定方法准确、简便，结合化学计量学方法可为坐浴安散的质量
控制与评价提供参考。
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｅｓｏｆＺｕｏｙｕ’ａｎＳａｎＡｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ＱＡＭＳｍｅｔｈｏｄｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｕｓｉｎｇｒｈｅｉｎａｓｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌ
ｓｔａｎｄａｒｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｎｄｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ，ｐａｌｍａｔｉｎｅ，
ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ，ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ，ｅｍｏｄｉｎ，ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ，ａｎｄｐｈｙｓｃｉｏｎｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＴｈｅｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ
（ＥＳＭ）ａｎｄＱＡＭＳｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ，ｐａｌｍａｔｉｎｅ，ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ，ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ，ｒｈｅｉｎ，
ｅｍｏｄｉｎ，ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ，ａｎｄｐｈｙｓｃｉｏｎｉｎＺｕｏｙｕ’ａｎＳａｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＱＡＭＳｍｅｔｏｄ
ｒｅｓｕｌｔｓ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ８ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｐｈｙｓｃｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄＲｅｓｕｌｔｓ：Ａｔｏｔａｌｏｆ２３ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｗｅｒｅ
ｃａｌｉｂｒａｔｅｄｉｎｔｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ，ａｎｄ８ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
Ｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓｐｅｃｔｒｕｍｗａｓｂｅｔｗｅｅｎ０９５２ａｎｄ０９９４；ＣＡｄｉｖｉｄｅｄ１２
ｂａｔｃｈｅｓｏｆＺｕｏｙｕ’ａｎＳａｎｓａｍｐｌｅｓｉｎｔｏ３ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ；ＰＣＡｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅｃｅｒｔａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅ
ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｅｓｏｆＺｕｏｙｕ’ａｎＳａｎ，ａｎｄｅｘｔｒａｃｔｅｄ５ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｔｈａｔａｆｆｅｃｔｅｄｔｈｅ
ｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＺｕｏｙｕ’ａｎＳａｎ；ＯＰＬＳ－ＤＡｓｃｒｅｅｎｅｄｏｕｔ１３ｐｏｔｅｎｔｉａｌｍａｒｋｅｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ（ＶＩＰ＞１）ａｍｏｎｇ
２３ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｔｈａｔｃａｕｓｅｄｑｕａｌｉｔｙｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｅｓｏｆＺｕｏｙｕ’ａｎＳａｎｓａｍｐｌｅｓ；Ｔｈｅｒｅｗａｓ
ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅＱＡＭＳ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｖａｌｕｅａｎｄ ｔｈｅＥＳＭ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅ
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔａｎｄｍｕｌｔｉ－ｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｗａｓａｃｃｕｒａｔｅ
ａｎｄｓｉｍｐｌｅ，ａｎｄｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｃｈｅｍｏｍｅｔｒｉｃｍｅｔｈｏｄｓ，ｃｏｕｌｄｐｒｏｖｉｄｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｅｖａｌｕａ
ｔｉｏｎｏｆＺｕｏｙｕ’ａｎＳａｎ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｚｕｏｙｕ’ａｎＳａｎ；ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ；ｃｈｅｍｏｍｅｔｒｉｃｓ；ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｕｌｔｉ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｉｔｈａ
ｓｉｎｇｌｅ－ｍａｒｋｅｒ；ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ

　　坐浴安散是广西中医药大学附属瑞康医院研
发的中药制剂（桂药制字 Ｚ２００５０００１），处方由大
黄、功劳木、苦参、五倍子、两面针、白矾、芒硝、冰片

组成，具有清热解毒、消肿止痛的功效，用于治疗内

外痔发炎、痔瘘手术后、肛瘘肿痛。该方临床应用

已有２０余载，疗效显著［１－２］。该制剂现行质量标

准仅有２０２０年版《中华人民共和国药典》中散剂项
下规定的检查项及部分鉴别项，对制剂的质量控制

较弱。近年来，通过多指标同步质量控制反映中药

质量已成为当前中药乃至复方中药制剂质量评价

领域的共识。中药指纹图谱具有整体性强、专属性

高、分析手段丰富等特点，能表征被测样品主要化

学成分的整体特征，确保其内在质量的均一和稳定

等，现已广泛应用于中药及中成药制剂的整体质

量评价［３］；化学计量学是通过统计学或数学方法

结合计算机科学，将对化学体系的测量值与体系

的状态之间建立联系［４］；一测多评（ＱＡＭＳ）法与
外标法（ＥＳＭ）相比，只需要采用１种对照，就能实

现多种成分的同时测定，降低了对照品的使用成

本，从而使检测更加简便、经济、快速［５］。本研究

采用 ＨＰＬＣ指纹图谱，结合化学计量学对坐浴安
散进行全面分析，并运用 ＱＡＭＳ法同时测定坐浴
安散中多个成分，以期为坐浴安散的整体质量控

制提供参考。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＵＶ－１８００ＰＣ紫外可见分光光度计（上海美谱达
仪器有限公司）；ＬＣ－２０３０（Ｐｌｕｓ）高效液相色谱仪
（Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司，包括真空脱气机、四元泵、自动进样
器、ＵＶ检测器）；Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋＶＰ－ＯＤＳ色谱柱
（Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司，２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；ＺＯＲＢＡＸ
ＳＢ－Ａｑ色谱柱（Ａｇｉｌｅｎｔ公司，２５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ）；ＳｙｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＲＰ１８色谱柱（Ｗａｔｅｒｓ公司，
２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；ＥＳ２２５ＳＭ－ＤＲ（Ｅ）电子天
平（上海精密科学仪器有限公司，十万分之一）；ＳＹＵ－
３－１００超声波清洗机（郑州生元仪器有限公司）。
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１２　试药
对照品盐酸药根碱（批号１１０７３３－２０２１１０，纯度

９０３％）、盐酸巴马汀（批号 １１０７３２－２０１９１３，纯度
８５７％）、盐酸小檗碱（批号 １１０７１３－２０２０１５，纯度
８５９％）、芦荟大黄素（批号 １１０７９５－２０１７１０，纯度
９８３％）、大黄酸 （批号 １１０７５７－２０１６０７，纯度
９９３％）、大黄素 （批号 １１０７５６－２０１９１３，纯度
９６０％）、大黄酚 （批号 １１０７９６－２０１９２２，纯度
９９４％）、大黄素甲醚（批号 １１０７５８－２０１６１６，纯度
９９０％），均购自中国食品药品检定研究院；无水乙
醇（天津市富宇精细化工有限公司，分析纯）；甲醇

（赛默飞世尔科技有限公司，色谱纯）；乙腈（赛默飞

世尔科技有限公司，色谱纯）；水（屈臣氏蒸馏水，批

号２０２３０７０４）；坐浴安散１２批（编号 Ｓ１～Ｓ１２，批号
分别为 ２０２３１１２３、２０２３０９１９、２０２３０８０７、２０２３０７２８、
２０２３０７１７、２０２３０６２９、２０２３０６２０、２０２３０５１１、２０２３０３２８、
２０２３０３０６、２０２２１２１５、２０２２１０１０），广西中医药大学附
属瑞康医院制剂室生产。

２　方法与结果
２１　溶液的制备
２１１　供试品溶液　取坐浴安散约３ｇ，精密称定，
置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇３０ｍＬ，称量，超声处
理（功率１００Ｗ，频率４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，取出，放冷，再
称量，用甲醇补足减失的量，滤过，取续滤液，微孔滤

膜（０４５μｍ）滤过，即得。
２１２　混合对照品溶液　精密称取芦荟大黄素、大
黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚、盐酸药根碱、盐

酸巴马汀、盐酸小檗碱的对照品适量，置１００ｍＬ量
瓶中，加甲醇溶解，摇匀，制成含芦荟大黄素

２７５２μｇ·ｍＬ－１、大黄酸 ５０６４μｇ·ｍＬ－１、大黄素
３０４３μｇ·ｍＬ－１、大黄酚４０５６μｇ·ｍＬ－１、大黄素甲
醚４８０２μｇ·ｍＬ－１、盐酸药根碱１３０２１μｇ·ｍＬ－１、盐
酸巴马汀８９９０μｇ·ｍＬ－１、盐酸小檗碱３４０２μｇ·
ｍＬ－１的混合对照品溶液。
２１３　阴性对照溶液　分别取处方缺大黄及功劳
木的其余药材，按处方相同制备工艺制得缺大黄和

缺功劳木的阴性样品各３ｇ，精密称定，照供试品溶
液制备方法操作，即得。

２２　色谱条件
采用Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋＶＰ－ＯＤＳ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ）色谱柱，以乙腈（Ａ）－０１％磷酸水溶液（Ｂ）
为流动相，梯度洗脱（０～１０ｍｉｎ，２０％Ａ；１０～２０ｍｉｎ，

２０％Ａ→４５％Ａ；２０～３５ｍｉｎ，４５％Ａ→６０％Ａ；３５～４８
ｍｉｎ，６０％Ａ→６５％Ａ；４８～６０ｍｉｎ，６５％Ａ→４５％Ａ），流
速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃，进样量１０μＬ，检测波
长为３４５ｎｍ（０～２５ｍｉｎ，检测药根碱、巴马汀、小檗
碱）、２５４ｎｍ（２５～７０ｍｉｎ，检测芦荟大黄素、大黄酸、
大黄素、大黄酚、大黄素甲醚）；理论塔板数按大黄酸

峰计算应不低于３０００。
２３　指纹图谱研究
２３１　方法学考察　精密度试验：取坐浴安散样品
（Ｓ２），按“２１１”项下方法制备供试品溶液，按
“２２”项下色谱条件连续６次进样测定，以大黄酸
峰为 参 照 峰，测 得 各 共 有 峰 相 对 峰 面 积 的

ＲＳＤ＜２０％，相对保留时间的ＲＳＤ＜２０％，表明仪
器精密度良好。

重复性试验：取坐浴安散样品（Ｓ２），按“２１１”
项下方法平行制备６份供试品溶液，按“２２”项下色
谱条件进样测定，以大黄酸峰为参照峰，测得各共有

峰相对峰面积的 ＲＳＤ＜２０％，相对保留时间的
ＲＳＤ＜２０％，表明该方法重复性良好。

稳定性试验：取坐浴安散样品（Ｓ２），按“２１１”
项下方法制备供试品溶液，分别于室温下放置０、４、
１０、１８、２４ｈ后，按“２２”项下色谱条件进样测定，以
大黄酸峰为参照峰，测得各共有峰相对峰面积的

ＲＳＤ＜２０％，相对保留时间的 ＲＳＤ＜２０％，表明溶
液在２４ｈ稳定性良好。
２３２　指纹图谱的建立及相似度评价［６］　按
“２１１”项下方法制备１２批坐浴安散供试品溶液，
按“２２”项下色谱条件进样测定，将１２批坐浴安散
ＨＰＬＣ图谱色谱峰积分转化为 ＡＩＡ格式，利用《中药
色谱指纹图谱评价系统（２０版）》对数据进行处理，
以样品 Ｓ１图谱为参照图谱，时间窗宽度设置为
０１ｍｉｎ，采用中位数法，通过多点校正进行全谱峰匹
配，建立１２批坐浴安散ＨＰＬＣ指纹图谱，在此基础上
生成对照指纹图谱（见图１），并进行相似度评价。结
果１２批坐浴安散样品（Ｓ１～Ｓ１２）的相似度分别为
０９７４、０９７８、０９７９、０９９３、０９９２、０９９１、０９９４、
０９８４、０９８６、０９８５、０９５２、０９７０，与其对照图谱的
相似度在０９５２～０９９４，表明不同批次的坐浴安散
样品一致性及稳定性良好。经过全峰匹配，确定了

２３个共有峰，与混合对照品溶液图谱比对，指认了
８个共有峰，根据保留时间先后顺序依次为峰 ６
（药根碱）、峰 ８（巴马汀）、峰 ９（小檗碱）、峰 １８
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（芦荟大黄素）、峰 １９（大黄酸）、峰 ２１（大黄素）、
峰２２（大黄酚）、峰 ２３（大黄素甲醚），其中峰 １９

（大黄酸）分离度较好，响应较高，故选择其作为

参照峰。

６．药根碱（ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ）　８．巴马汀（ｐａｌｍａｔｉｎｅ）　９．小檗碱（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ）　１８．芦荟大黄素（ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ）　１９．大黄酸（ｒｈｅｉｎ）　２１．大黄素（ｅｍｏｄｉｎ）　

２２．大黄酚（ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ）　２３．大黄素甲醚（ｐｈｙｓｃｉｏｎ）

图１　坐浴安散的ＨＰＬＣ指纹图谱（Ａ）和对照图谱（Ｂ）

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ（Ａ）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ（Ｂ）ｏｆＺｕｏｙｕ’ａｎＳａｎ

２４　化学模式识别分析
２４１　聚类分析　聚类分析（ＣＡ）能够从整体角度
分析并比较不同样品间的相似性，排除相关性较差

变量的影响［７］。使用 ＳＰＳＳ２７０软件，以１２批坐浴
安散的２３个共有峰的峰面积为变量，选择平方欧式
距离为测度，采用组间均联法进行系统聚类，对其进

行ＣＡ。结果显示，当平方欧式距离为１０时，１２批样
品可以被分为３类，Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６、Ｓ８、Ｓ９、Ｓ１０
为第１类，Ｓ７为第２类，Ｓ１１、Ｓ１２为第３类，ＣＡ谱系
树状图见图２。

图２　ＣＡ谱系树状图

Ｆｉｇ２　ＣＡｇｅｎｅａｌｏｇｙｔｒｅｅｄｉａｇｒａｍ
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２４２　主成分分析　主成分分析（ＰＣＡ）能将多
个指标转化为少数几个主成分，这些主成分是原

始变量的线性组合，且彼此之间互不相关，可以直

观显示出不同样品之间的整体差异性，进一步寻

找不同批坐浴安散质量的差异性变量［８］。使用

ＳＰＳＳ２７０软件，以１２批坐浴安散的２３个共有峰
的峰面积为变量，将其 Ｚｓｃｏｒｅ标准化处理，再进行
ＰＣＡ。以特征值 ＞１，自动得到 ５个主成分，累积

的方差贡献率为 ９４０９７％，相关信息见表 １。结
合总方差解释结果，观察碎石图（见图３），当折线
由陡峭突然变得平稳时，陡峭到平稳对应的因子

个数即为参考提取因子个数。结果表明，５个主
成分能够充分体现 ２３个共有峰的基本特征值和
主要信息，可以作为不同批次坐浴安散质量的差

异性变量反映其整体质量，具有进一步研究

的意义。

表１　主成分特征值和方差贡献率
Ｔａｂ１　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｅｉｇｅｎｖａｌｕｅｓａｎｄｖａｒｉａｎｃｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒａｔｅｓ

主成分

（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）

初始特征值

（ｉｎｉｔｉａｌｅｉｇｅｎｖａｌｕｅ）

方差百分比

（ｖａｒｉａｎｃｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ）／％

累积方差贡献率

（ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｖａｒｉａｎｃｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒａｔｅ）／％

１ １２１６０ ５２８７０ ５２８７０

２ ４０３４ １７５４０ ７０４０９

３ ２７８７ １２１１８ ８２５２８

４ １４７４ ６４１０ ８８９３７

５ １１８７ ５１６０ ９４０９７

图３　碎石图
Ｆｉｇ３　Ｌｉｔｈｏｔｒｉｐｓｙｄｉａｇｒａｍ

主成分载荷矩阵反映了各变量对主成分的贡献

大小和作用方向。从主成分矩阵（见表２）看到，２３
个共有峰中，峰２、峰４、峰５、峰６（药根碱）、峰７、峰８
（巴马汀）、峰９（小檗碱）、峰１１～峰１３、峰１６、峰１７、
峰１８（芦荟大黄素）、峰 １９（大黄酸）、峰 ２１（大黄
素）、峰２２（大黄酚）、峰２３（大黄素甲醚）位于第１个
主成分上，有较高的载荷；峰９（小檗碱）、峰１３、峰２０
位于第２个主成分上，有较高的载荷；峰１、峰３位于
第３个主成分上，有较高的载荷；峰２３（大黄素甲醚）
位于第４个主成分上，有较高的载荷；峰１４位于第５
个主成分上，有较高的载荷，说明影响样品质量差异

的并不是单一成分，而是由多个成分聚集产生作用，

对应复方中药制剂治疗疾病多成分、多靶点的特点。

进一步对表２中主成分的载荷值进行计算，得出各
主成分因子的线性模型［９］，其表达式见表３。其中，
Ｙ１～Ｙ５分别代表５个主成分的得分，Ｘ１～Ｘ２３分别代
表２３个共有峰的峰面积。将各批次样品数据代入上
述表达式后，可得其主成分得分。结合方差贡献率进

行综合评价，按公式Ｙ＝（０５２８７０×Ｙ１＋０１７５４０×
Ｙ２＋０１２１１８×Ｙ３＋００６４１０×Ｙ４＋００５１６０×Ｙ５）／
０９４０９７计算，结果见表 ４。综合评分的范围
为－３０４６～２８５６，表明不同批次的坐浴安散化学成
分存在一定的差异，产生差异的原因可能与饮片质量、

制备过程等因素相关。

２４３　正交偏最小二乘 －判别分析　ＰＣＡ为无
监督的模型验证方法，并不能够对所有样本加以

区分以使得每个样本对模型都有相同的贡献，所

以，当样本组间差异大而组内差异较小时，ＰＣＡ难
以区分和发现组内差异，因此，有必要采用一种有

监督模式的分析—正交偏最小二乘 －判别分析
（ＯＰＬＳ－ＤＡ）［１０］。为了进一步探寻引起不同批次坐
浴安散质量差异的标志成分，将 １２批坐浴安散的
２３个共有峰峰面积作为变量导入 ＳＩＭＣＡ１４１软件
进行 ＯＰＬＳ－ＤＡ，结果见图 ４。Ｒ２Ｘ＝０６４０，
Ｒ２Ｙ＝０８５９，Ｑ２ ＝０６４３，＞０５，说明建立的模型
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　　　　 表２　主成分矩阵
Ｔａｂ２　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｍａｔｒｉｘ

共有峰

（ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋ）

载荷（ｌｏａｄ）

１ ２ ３ ４ ５

１ ０３４８ ０３３６ ０７５７ －００８６ ０１５２

２ ０８２７ ０４４２ －０００６ ０１５３ ０２５２

３ ００７５ －０６０９ ０６４１ ０１０９ －０１７９

４ ０８６１ －０２８４ ０２０８ ００３４ －０１６９

５ ０７４１ －０５１９ ０１６０ ００８６ ０２８８

６ ０８６５ －０３８７ ０１２３ ００６７ －０１８４

７ ０７８２ －０５０１ －００１１ ０１９４ ０１０２

８ ０８０９ ０３３４ ０１９１ ０４３１ ００５８

９ ０６８２ ０５２９ ０３８９ －００９１ ００５５

１０ －００４７ －０１８３ －０８２０ ０３９１ ０１２８

１１ ０９２５ ００６４ －０２６５ ０１９５ ０１０９

１２ ０８５４ －００９７ －０２４２ －０３８９ －０２０７

１３ ０５２６ ０８２４ ００７２ ００６２ ０１３４

１４ ０３６２ ０３６０ －０１２８ －０５７９ ０６０５

１５ ０２４９ －０６９２ ０４６５ －０１７３ ０１６０

１６ ０９７１ －０１２３ －０１５０ －００９９ －００１１

１７ ０６７２ ０３９９ ０３８９ －０１００ －０３４８

１８ ０９０１ －０１７９ －０３０１ －０２３０ －０１０１

１９ ０８７２ －０３６３ －０２６３ －０１６５ ００３６

２０ ０４１９ ０６１２ －０３０３ －０２０４ －０５４０

２１ ０９７６ －０１３７ －０１５３ －００３９ ０００２

２２ ０９６４ －０１４０ －０２０３ －００７６ －００３８

２３ ０７０９ ０３５７ ００５４ ０５７１ －０００１

　注（ｎｏｔｅ）：加粗表示高载荷（ｂｏｌｄｉｎｄｉｃａｔｅｓｈｉｇｈｌｏａｄ）

表３　主成分表达式
Ｔａｂ３　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

主成分（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ） 表达式（ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）

１ Ｙ１＝０２８０Ｘ１＋０２７８Ｘ２＋０２７６Ｘ３＋０２６５Ｘ４＋０２５８Ｘ５＋０２５０Ｘ６＋０２４８Ｘ７＋０２４７Ｘ８＋０２４５Ｘ９＋０２３７Ｘ１０＋
０２３２Ｘ１１＋０２２４Ｘ１２ ＋０２１２Ｘ１３ ＋０２０３Ｘ１４ ＋０１９６Ｘ１５ ＋０１９３Ｘ１６ ＋０１５１Ｘ１７ ＋００７１Ｘ１８ ＋０１２０Ｘ１９ －
００１３Ｘ２０＋０１００Ｘ２１＋００２２Ｘ２２＋０１０４Ｘ２３

２ Ｙ２＝－００６８Ｘ１－００６１Ｘ２－００７０Ｘ３＋００３２Ｘ４－００８９Ｘ５－０１８１Ｘ６－０１９３Ｘ７－０１４１Ｘ８－００４８Ｘ９＋０２２０Ｘ１０＋
０１６６Ｘ１１－０２４９Ｘ１２ －０２５８Ｘ１３ ＋０１７８Ｘ１４ ＋０２６３Ｘ１５ ＋０１９９Ｘ１６ ＋０４１０Ｘ１７ －０３４５Ｘ１８ ＋０３０５Ｘ１９ －
００９１Ｘ２０＋０１６７Ｘ２１－０３０３Ｘ２２＋０１７９Ｘ２３

３ Ｙ３＝－００９２Ｘ１－００９０Ｘ２－０１２２Ｘ３－０１５９Ｘ４－０１８０Ｘ５－０１５８Ｘ６＋００７４Ｘ７＋０１２５Ｘ８－０１４５Ｘ９－０００４Ｘ１０＋
０１１４Ｘ１１－０００７Ｘ１２ ＋００９６Ｘ１３ ＋００３２Ｘ１４ ＋０２３３Ｘ１５ ＋０２３３Ｘ１６ ＋００４３Ｘ１７ ＋０２７９Ｘ１８ －０１８１Ｘ１９ －
０４９１Ｘ２０＋０４５３Ｘ２１＋０３８４Ｘ２２－００７７Ｘ２３

４ Ｙ４＝－００３２Ｘ１－００８２Ｘ２－００６３Ｘ３－＋０１６１Ｘ４－０１８９Ｘ５－０１３６Ｘ６＋００５５Ｘ７＋００２８Ｘ８－０３２０Ｘ９＋０１２６Ｘ１０
＋０３５５Ｘ１１＋０１６０Ｘ１２＋００７１Ｘ１３＋０４７０Ｘ１４－００７５Ｘ１５－００８２Ｘ１６＋００５１Ｘ１７－０１４２Ｘ１８－０１６８Ｘ１９＋
０３２２Ｘ２０－００７１Ｘ２１＋００９０Ｘ２２－０４７７Ｘ２３

５ Ｙ５＝０００２Ｘ１－００１０Ｘ２－００３５Ｘ３－＋０１００Ｘ４－００９３Ｘ５＋００３３Ｘ６－０１６９Ｘ７－０１５５Ｘ８－０１９０Ｘ９＋０２３１Ｘ１０＋
００５３Ｘ１１＋００９４Ｘ１２ ＋０２６４Ｘ１３ －０００１Ｘ１４ ＋００５０Ｘ１５ －０３１９Ｘ１６ ＋０１２３Ｘ１７ ＋０１４７Ｘ１８ －０４９６Ｘ１９ ＋
０１１７Ｘ２０＋０１４０Ｘ２１－０１６４Ｘ２２＋０５５５Ｘ２３
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表４　不同批次坐浴安散主成分综合评分
Ｔａｂ４　ＣｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｓｃｏｒｅｓｏｆｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｅｓｏｆＺｕｏｙｕ’ａｎＳａｎ

编号（ｎｕｍｂｅｒ） Ｙ１ Ｙ２ Ｙ３ Ｙ４ Ｙ５ Ｙ

Ｓ１ ０３３６ －０２３７ －０００９ ０５５７ １５８９ ０２６９

Ｓ２ １６４５ －０３３７ －００２５ １７３７ ０３４０ ０９９５

Ｓ３ ０８６８ －０５４８ －０５８７ －０７５４ －０２４５ ０２４５

Ｓ４ １１１５ －００１０ ０５９１ －０４９４ －０９７５ ０６１４

Ｓ５ １５５７ ０１９１ ０５６９ －０６００ －０９３８ ０８９２

Ｓ６ １４１２ ０２７９ ０７８３ －０２８９ －０７７０ ０８８４

Ｓ７ ５３２１ －０３３８ ０６０６ －２２５９ ００８９ ２８５６

Ｓ８ －０４９５ －０６６１ ０１６４ －０３９７ －１０４９ －０４６５

Ｓ９ －０８０７ ０４７４ ０７８６ ０７０４ －００３２ －０２１８

Ｓ１０ －０８４５ ０１４４ ０２５２ ０５９３ －０１５７ －０３８４

Ｓ１１ －５２５２ ０３７６ －２０４３ ０５７３ １０７７ －３０４６

Ｓ１２ －４８５４ ０６６９ －１０８５ ０６２９ １０７１ －２６４１

稳定可靠，具有较强的预测能力，１２批坐浴安散共
有峰峰面积均落在９５％置信区间内。为防止数据
出现过拟合现象而影响结果的准确性，利用２００次
置换试验进行检验，结果 Ｒ２ ＝（００，０４５６），
Ｑ２＝（００，－０５７３），＜００５，由于 Ｑ２拟合直线 Ｙ
轴截距为 －０５７３，为负数，说明模型未出现过度拟
合的情况，所构建的 ＯＰＬＳ－ＤＡ模型可以判别 １２
批坐浴安散质量成分的差异，可进行进一步分析。

以变量重要性投影（ＶＩＰ）值 ＞１为标准，筛选贡献
较大的差异性成分，结果显示 ＶＩＰ＞１的色谱峰有
峰２、峰４、峰６（药根碱）、峰８（巴马汀）、峰９（小檗
碱）、峰 １１、峰 １２、峰 １６、峰 １７、峰 １８（芦荟大黄
素）、峰１９（大黄酸）、峰 ２１（大黄素）、峰 ２２（大黄
酚），表明这些成分可能是导致不同批次坐浴安散

样品间质量差异的潜在标志成分，可作为坐浴安散

含量测定的参考成分。

２５　多指标成分的含量测定
２５１　专属性试验　取“２１”项下混合对照品溶
液、供试品溶液、阴性对照溶液，按“２２”项下色谱条
件分别进样测定，记录色谱图（图５）。结果对照品溶
液和供试品溶液的色谱图中芦荟大黄素、大黄酸、大

黄素、大黄酚、大黄素甲醚、药根碱、巴马汀、小檗碱

的色谱峰峰形对称，理论塔板数按大黄酸峰计

均＞３０００，阴性对照溶液对相应的待测成分测定无
干扰，表明方法专属性较强。

２５２　线性关系考察　取“２１２”项下混合对照品
溶液各１、２、４、６、８、９ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇

　　　　

图４　ＯＰＬＳ－ＤＡ得分图（Ａ）、置信检测图（Ｂ）和变量贡献图（Ｃ）

Ｆｉｇ４　ＯＰＬＳ－ＤＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔ（Ａ），ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐｌｏｔ（Ｂ）

ａｎｄＶＩＰｐｌｏｔ（Ｃ）
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１．药根碱（ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ）　２．巴马汀（ｐａｌｍａｔｉｎｅ）　３．小檗碱（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ）　４．芦荟大黄素（ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ）　５．大黄酸（ｒｈｅｉｎ）　６．大黄素（ｅｍｏｄｉｎ）　

７．大黄酚（ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ）　８．大黄素甲醚（ｐｈｙｓｃｉｏｎ）

图５　混合对照品（Ａ）、坐浴安散供试品（Ｂ）、大黄阴性对照品（Ｃ）和功劳木阴性对照品（Ｄ）ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇ５　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ａ），Ｚｕｏｙｕ’ａｎＳａｎｓａｍｐｌｅ（Ｂ），ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＲｈｅｉＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａ

（Ｃ）ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＭａｈｏｎｉａｅＣａｕｌｉｓ（Ｄ）

稀释至刻度，得６个梯度混合对照品溶液，按“２２”
项下色谱条件分别进样测定，以峰面积 Ｙ为纵坐标，
溶液浓度Ｘ（μｇ·ｍＬ－１）为横坐标，进行线性回归，得
各成分的回归方程、相关系数及线性范围（见表５）。

结果表明，该色谱条件下，待测成分线性关系良好。

２５３　精密度试验　取坐浴安散样品（Ｓ１），按
“２１１”项下方法制备供试品溶液，按“２２”项下色
谱条件连续进样 ６次进行测定，结果药根碱、
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　　　　 表５　各成分线性关系（ｎ＝６）
Ｔａｂ５　Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｅｖｅｒｙｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

成分　　　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　　　

回归方程

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）
ｒ

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１）

盐酸药根碱（ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ） Ｙ＝５０３×１０４Ｘ－２２７×１０４ ０９９９９ １３０２１～１１７１８９

盐酸巴马汀（ｐａｌｍａｔｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ） Ｙ＝５２９×１０４Ｘ－１５７×１０４ ０９９９９ ８９９～８０９１

盐酸小檗碱（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ） Ｙ＝５０３×１０４Ｘ－０７４×１０４ ０９９９９ ３４０２～３０６１８

芦荟大黄素（ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ） Ｙ＝５４１×１０４Ｘ－０６５×１０４ ０９９９９ ２７５２～２４７６８

大黄酸（ｒｈｅｉｎ） Ｙ＝４０８×１０４Ｘ－２６８×１０４ ０９９９９ ５０６４～４５５７６

大黄素（ｅｍｏｄｉｎ） Ｙ＝３５４×１０４Ｘ－０７１×１０４ ０９９９９ ３０４３～２７３８７

大黄酚（ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ） Ｙ＝６６９×１０４Ｘ＋０４６×１０４ ０９９９７ ４０５６～３６５０４

大黄素甲醚（ｐｈｙｓｃｉｏｎ） Ｙ＝１７８×１０４Ｘ＋４５７×１０４ ０９９８１ ４８０２～４３２１８

巴马汀、小檗碱、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄

酚、大黄素甲醚峰面积的 ＲＳＤ分别为１１％、１５％、
１３％、０２７％、１０％、０２４％、０２８％、０９０％，表明
仪器的精密度良好。

２５４　重复性试验　取坐浴安散样品（Ｓ１），按
“２１１”项下方法平行制备 ６份供试品溶液，再按
“２２”项下色谱条件分别进样测定，结果样品中药根
碱（以盐酸药根碱计）、巴马汀（以盐酸巴马汀计）、小

檗碱（以盐酸小檗碱计）、芦荟大黄素、大黄酸、大黄

素、大黄酚、大黄素甲醚的平均含量（ｎ＝６）分别为
２３３７６、２１７１３、１１２８８、８６５２、２１９０２、１９０２７、
１４５３９、１８０７４μｇ· ｇ－１，ＲＳＤ 分别为 ０６７％、
０６５％、１６％、０６０％、０５５％、０５７％、０５８％、
０９３％，表明本方法的重复性良好。
２５５　稳定性试验　取坐浴安散样品（Ｓ１），按
“２１１”项下方法制备供试品溶液，分别于室温下放
置０、４、１０、１６、２０、２４ｈ后进样测定，结果药根碱、巴马
汀、小檗碱、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄

素甲醚峰面积的 ＲＳＤ分别为０４７％、１４％、１２％、
０７７％、０４７％、０６６％、０７１％、１５％，表明供试品溶
液在２４ｈ内稳定性良好。
２５６　加样回收率试验　取已知药根碱、巴马汀、
小檗碱、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄

素甲醚８个成分含量的坐浴安散６份，每份１ｇ，精密
称定，置具塞锥形瓶中，精密加入“２１２”项下配制
的混合对照品溶液２ｍＬ，按“２１１”项下自“称量”起
操作，制备加样供试溶液６份，在“２２”项色谱条件下
分别进样测定，计算加样回收率和ＲＳＤ。结果药根碱
（以盐酸药根碱计）、巴马汀（以盐酸巴马汀计）、小檗

碱（以盐酸小檗碱计）、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、

大黄酚、大黄素甲醚的平均加样回收率（ｎ＝６）分别为
９７６％、９７７％、９８１％、１０４１％、１０４６％、１０５２％、
１０２８％、１０２０％，ＲＳＤ分别为０８７％、１６％、１９％、
１８％、１５％、２２％、０９９％、１２％。表明方法的加样
回收率（准确度）良好。

２５７　样品ＥＳＭ含量测定　取１２批（Ｓ１～Ｓ１２）样
品，按“２１１”项下方法制备供试品溶液各３份，按
“２２”项下色谱条件分别进样测定，结果药根碱（以
盐酸药根碱计）、巴马汀（以盐酸巴马汀计）、小檗碱

（以盐酸小檗碱计）、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大

黄酚、大黄素甲醚的平均含量（ｎ＝３）分别为２３４８６、
２０９９０、１１２０１、８５１５、２１８５１、１８７７０、１４３２３、
１５７０２μｇ·ｇ－１，ＲＳＤ分别为 ２４％、３７％、３０％、
３１％、３９％、３４％、３１％、９２％。
２５８　相对校正因子的计算　以大黄酸为内参物，
测定其他７个指标成分相对于大黄酸的校正因子。
取“２１２”项下混合对照品溶液１、２、５、８、１０、２０μＬ，
依次注入高效液相色谱仪，测定峰面积，每个取样量

平行测定２份。分析结果，峰面积以平均值计，按公
式ｆｋ／ｓ＝ｆｋ／ｆｓ＝（Ｃｋ／Ａｋ）／（Ｃｓ／Ａｓ）计算各成分的相对
校正因子［１１］，式中 Ｃｋ为待测成分的浓度，Ａｋ为待测
成分的色谱峰峰面积，Ｃｓ为大黄酸的浓度，Ａｓ为大黄
酸的色谱峰峰面积，结果见表６。
２５９　相对校正因子的耐用性考察　固定其他色
谱条件不变，考察了体积流量（０８、０９、１０、１１、
１２ｍＬ·ｍｉｎ－１）对相对校正因子的影响，结果见表
７，可知均无明显影响（ＲＳＤ＜５％）。

固定其他色谱条件不变，考察了柱温（２０、２５、
３０、３５℃）对相对校正因子的影响，结果见表８，可知
均无明显影响（ＲＳＤ＜５％）。
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表６　相对校正因子计算结果
Ｔａｂ６　Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

进样量

（ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ｖｏｌｕｍｅ）／μＬ

相对校正因子（ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）／（ｎ＝２）

盐酸药根碱

（ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

盐酸巴马汀

（ｐａｌｍａｔｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

盐酸小檗碱

（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

芦荟大黄素

（ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ）

大黄素

（ｅｍｏｄｉｎ）

大黄酚

（ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ）

大黄素甲醚

（ｐｈｙｓｃｉｏｎ）

１ ０８０２２ ０７５９８ ０８０１１ ０７４９３ １１５０２ ０６２１３ １８４３２

２ ０８０４５ ０７６０５ ０８０６２ ０７５１２ １１５０８ ０６１７４ １８５１３

５ ０８０１３ ０７６２２ ０８０１５ ０７４６６ １１４８９ ０６１７２ １８５３１

８ ０８００５ ０７６０３ ０８０１４ ０７４７３ １１４５５ ０６１２１ １８４９５

１０ ０８０３６ ０７６３７ ０８０３３ ０７４９７ １１４７１ ０６１８７ １８５６１

２０ ０８０９２ ０７７２３ ０８１０６ ０７５８２ １１５３８ ０６２０８ １８６２４

平均值（ｍｅａｎ） ０８０３６ ０７６３１ ０８０４０ ０７５０４ １１４９４ ０６１７９ １８５２６

ＲＳＤ／％ ０３９ ０６２ ０４７ ０５６ ０２５ ０５４ ０３５

表７　不同体积流量对相对校正因子的影响
Ｔａｂ７　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌｕｍｅｆｌｏｗｒａｔｅｓｏｎｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

体积流量

（ｖｏｌｕｍｅｆｌｏｗｒａｔｅ）／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

相对校正因子（ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）

盐酸药根碱

（ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

盐酸巴马汀

（ｐａｌｍａｔｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

盐酸小檗碱

（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

芦荟大黄素

（ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ）

大黄素

（ｅｍｏｄｉｎ）

大黄酚

（ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ）

大黄素甲醚

（ｐｈｙｓｃｉｏｎ）

０８ ０８００５ ０７６０１ ０７９９１ ０７４５２ １１４３２ ０６１６２ １８５２３

０９ ０８０１３ ０７６２２ ０８０１９ ０７４７３ １１４５５ ０６１７３ １８５４７

１０ ０８０３６ ０７６３７ ０８０３３ ０７４９７ １１４７１ ０６１８７ １８５６１

１１ ０８０６４ ０７６６８ ０８０６２ ０７５０８ １１４８８ ０６２０１ １８５８９

１２ ０８０７８ ０７６８７ ０８０７７ ０７５２６ １１４９２ ０６２１９ １８６０３

平均值（ｍｅａｎ） ０８０３９ ０７６４３ ０８０３６ ０７４９１ １１４６８ ０６１８８ １８５６５

ＲＳＤ／％ ０３９ ０４５ ０４３ ０３９ ０２２ ０３６ ０１７

表８　不同柱温对相对校正因子的影响
Ｔａｂ８　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｎｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

柱温

（ｃｏｌｕｍｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）／℃

相对校正因子（ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）

盐酸药根碱

（ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

盐酸巴马汀

（ｐａｌｍａｔｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

盐酸小檗碱

（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

芦荟大黄素

（ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ）

大黄素

（ｅｍｏｄｉｎ）

大黄酚

（ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ）

大黄素甲醚

（ｐｈｙｓｃｉｏｎ）

２０ ０７９２５ ０７５８８ ０７９１２ ０７２６５ １１２４５ ０６０２２ １８３２４

２５ ０８０１２ ０７６０１ ０７９８４ ０７３４６ １１３６８ ０６０９８ １８４５７

３０ ０８０３６ ０７６３７ ０８０３３ ０７４９７ １１４７１ ０６１８７ １８５６１

３５ ０８１４９ ０７７１２ ０８０９１ ０７５８１ １１５３３ ０６２７７ １８６３５

平均值（ｍｅａｎ） ０８０３１ ０７６３５ ０８００５ ０７４２２ １１４０４ ０６１４６ １８４９４

ＲＳＤ／％ １２ ０７３ ０９５ １９ １１ １８ ０７３

　　固定其他色谱条件不变，考察了色谱柱（Ｓｈｉｍ－
ｐａｃｋＶＰ－ＯＤＳ、ＳｙｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＲＰ１８、ＺＯＲＢＡＸ

ＳＢ－Ａｑ）对相对校正因子的影响，结果见表９，可知
均无明显影响（ＲＳＤ＜５％）。



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
//

） ·１８９５　 ·
　

表９　不同色谱柱对相对校正因子的影响
Ｔａｂ９　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｕｍｎｓｏｎｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

色谱柱　　

（ｃｏｌｕｍｎ）　　

相对校正因子（ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）

盐酸药根碱

（ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

盐酸巴马汀

（ｐａｌｍａｔｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

盐酸小檗碱

（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

芦荟大黄素

（ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ）

大黄素

（ｅｍｏｄｉｎ）

大黄酚

（ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ）

大黄素甲醚

（ｐｈｙｓｃｉｏｎ）

Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋＶＰ－ＯＤＳ ０８０３６ ０７６３７ ０８０３３ ０７４９７ １１４７１ ０６１８７ １８５６１

ＳｙｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＲＰ１８ ０８２３３ ０７７９８ ０８１７６ ０７６２９ １１６２４ ０６２９５ １８７１１

ＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ａｑ ０８０１０ ０７５１４ ０８００１ ０７２８４ １１２３３ ０６０３６ １８３９６

平均值（ｍｅａｎ） ０８０９３ ０７６５０ ０８０７０ ０７４７０ １１４４３ ０６１７３ １８５５６

ＲＳＤ／％ １５ １９ １２ ２３ １７ ２１ ０８５

２５１０　色谱峰定位　采用相对保留时间法，分别
考察内标和其他待测成分在不同色谱柱下的相对保

留时间，采用待测成分保留时间／大黄酸保留时间计
算，结果均无明显差异（ＲＳＤ＜５％）。
２５１１　相对校正因子的重复性考察　３个不同实

验人员采用“２５８”项下方法对相对校正因子进行
测定并计算，结果见表１０。ＲＳＤ均 ＜３％，相对校正
因子值具有较好的重现性。因此，采用３个实验人
员测定的平均相对校正因子作为本次 ＱＡＭＳ试验的
校正因子。

表１０　相对校正因子的重复性考察
Ｔａｂ１０　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｓｔｕｄｙｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

实验人

（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｅｒ）

相对校正因子（ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）

盐酸药根碱

（ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

盐酸巴马汀

（ｐａｌｍａｔｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

盐酸小檗碱

（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

芦荟大黄素

（ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ）

大黄素

（ｅｍｏｄｉｎ）

大黄酚

（ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ）

大黄素甲醚

（ｐｈｙｓｃｉｏｎ）

Ⅰ ０８０３６ ０７６３７ ０８０３３ ０７４９７ １１４７１ ０６１８７ １８５６１

Ⅱ ０８０５２ ０７６６２ ０８０５１ ０７５０８ １１４９８ ０６２３３ １８５９２

Ш ０８０７１ ０７６７８ ０８０６７ ０７５２１ １１５１２ ０６２５４ １８６１６

平均值（ｍｅａｎ） ０８０５３ ０７６５９ ０８０５０ ０７５０９ １１４９４ ０６２２５ １８５９０

ＲＳＤ／％ ０２２ ０２７ ０２１ ０１６ ０１８ ０５５ ０１５

２５１２　ＥＳＭ与 ＱＡＭＳ法测定结果比较　取１２批
坐浴安散样品（Ｓ１～Ｓ１２），分别按“２１１”下方法
制备供试品溶液，依法进样测定，记录峰面积，分

别用 ＥＳＭ和 ＱＡＭＳ法计算 ８个成分的含量并进
行比较，结果见表 １１。２种方法所得含量的相对
平均偏差（ＲＡＤ）均 ＜３％，表明 ＱＡＭＳ法的计算
值与 ＥＳＭ测定值无明显差异，本研究建立的
ＱＡＭＳ法稳定可行。
３　讨论
３１　供试品溶液制备方法的确定

本研究比较了不同浓度甲醇 （５０％、７０％、
１００％）及不同提取工艺（超声和加热回流）对坐浴安
散中成分提取结果的影响。结果显示，以１００％甲醇

为提取溶剂，色谱峰具有较好的峰形和分离度，基线

噪声较小；２种提取工艺提取效果差异较小，为了实
验简便及节省能源，将超声方法用于供试品溶液的

制备。

３２　色谱条件的确定
含量测定中 ８个待测成分最大吸收波长有差

异，用单一波长检测，很难兼顾每个成分的最佳响应

值。使用紫外可见分光光度计，对 ８个化合物在
２００～４００ｎｍ范围内进行全波长扫描，在不考虑有较
大干扰的末端吸收下，根据各成分的紫外吸收图谱

来确定检测波长［１２］。观察各成分光谱的吸收曲线，

结合２０２０年版《中华人民共和国药典》及相关文献
报道［１３－１４］，最终确定芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、
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　　　　 表１１　ＥＳＭ与ＱＡＭＳ测定坐浴安散中８种成分的含量比较
Ｔａｂ１１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ８ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＺｕｏｙｕ’ａｎＳａｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＳＭ ａｎｄＱＡＭＳ

编号

（ｎｕｍｂｅｒ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（μｇ·ｇ－１）

大黄酸（ｒｈｅｉｎ） 药根碱（ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ） 巴马汀（ｐａｌｍａｔｉｎｅ）

ＥＳＭ ＥＳＭ ＱＡＭＳ ＲＡＤ／％ ＥＳＭ ＱＡＭＳ ＲＡＤ／％

Ｓ１ ２１９８６ ２３３８８ ２３４７６ ０１９ ２１７５６ ２１９８４ ０５２
Ｓ２ ２２１８４ ２３３８１ ２３４６３ ０１８ ２１３１０ ２１５２２ ０４９
Ｓ３ ２２１３２ ２４１９５ ２４２９７ ０２１ ２１０６４ ２１２７０ ０４９
Ｓ４ ２２２１２ ２３６６３ ２３７４９ ０１８ ２０７６３ ２０９５８ ０４７
Ｓ５ ２２５９５ ２３９６８ ２４０５１ ０１７ ２１１０８ ２１３０３ ０４６
Ｓ６ ２２３８５ ２３７６１ ２３８４４ ０１７ ２０８８３ ２１０７６ ０４６
Ｓ７ ２２３８５ ２４３２９ ２４４２８ ０２０ ２２９３７ ２３１８２ ０５３
Ｓ８ ２２１０６ ２３４０６ ２３４８９ ０１８ ２０５８５ ２０７７８ ０４７
Ｓ９ ２１９５４ ２３２３４ ２３３１７ ０１８ ２０４４３ ２０６３５ ０４７
Ｓ１０ ２２０９１ ２３３７５ ２３４５９ ０１８ ２０５６３ ２０７５７ ０４７
Ｓ１１ ２０２２６ ２２８４２ ２２９８０ ０３０ ２０６０５ ２０８６２ ０６２
Ｓ１２ １９９５５ ２２２８９ ２２４１８ ０２９ １９８６７ ２０１０６ ０６０

编号

（ｎｕｍｂｅｒ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（μｇ·ｇ－１）

小檗碱（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ） 芦荟大黄素（ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ） 大黄素（ｅｍｏｄｉｎ）

ＥＳＭ ＱＡＭＳ ＲＡＤ／％ ＥＳＭ ＱＡＭＳ ＲＡＤ／％ ＥＳＭ ＱＡＭＳ ＲＡＤ／％

Ｓ１ １１３０２ １１４２２ ０５３ ８６８６ ８８００ ０６５ １９０９７ １９８６４ １９７
Ｓ２ １１７１９ １１８４６ ０５４ ８７２９ ８８４２ ０６４ １９１６３ １９９２８ １９６
Ｓ３ １１２８０ １１３９７ ０５２ ８６６４ ８７７５ ０６４ １９０５６ １９８１７ １９６
Ｓ４ １１１６０ １１２７２ ０５０ ８５９３ ８７０１ ０６２ １８８９７ １９６４７ １９５
Ｓ５ １１３３３ １１４４５ ０４９ ８７２９ ８８３７ ０６２ １９１９８ １９９５５ １９３

Ｓ６ １１００１ １１１０６ ０４８ ８６４５ ８７５２ ０６２ １９０２４ １９７７３ １９３

Ｓ７ １１８１７ １１９４３ ０５３ ８６４２ ８７５１ ０６２ １９５９０ ２０３６５ １９４

Ｓ８ １１２５３ １１３６９ ０５１ ８５２７ ８６３４ ０６２ １８７７６ １９５２４ １９５

Ｓ９ １０７６３ １０８６８ ０４９ ８４６９ ８５７６ ０６２ １８６３３ １９３７７ １９６

Ｓ１０ １０８３８ １０９４４ ０４９ ８５１８ ８６２５ ０６３ １８７５２ １９５０２ １９６

Ｓ１１ １１１８５ １１３３４ ０６６ ８０１６ ８１３４ ０７３ １７５９５ １８３７１ ２１６

Ｓ１２ １０７６４ １０９０２ ０６４ ７９５８ ８０７５ ０７３ １７４５５ １８２２０ ２１４

编号

（ｎｕｍｂｅｒ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（μｇ·ｇ－１）

大黄酚（ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ） 大黄素甲醚（ｐｈｙｓｃｉｏｎ）

ＥＳＭ ＱＡＭＳ ＲＡＤ／％ ＥＳＭ ＱＡＭＳ ＲＡＤ／％

Ｓ１ １４６１２ １５４５２ ２７９ １８１０４ １７２２１ ２５０

Ｓ２ １４６１３ １５４４９ ２７８ １５６３４ １５１６１ １５３

Ｓ３ １４５３４ １５３６６ ２７８ １５５６９ １５１０２ １５２

Ｓ４ １４４１４ １５２３５ ２７７ １５１８２ １４７６４ １４０

Ｓ５ １４６４５ １５４７６ ２７６ １５４８２ １５０３１ １４８

Ｓ６ １４５１６ １５３４０ ２７６ １５３３１ １４８８６ １４７

Ｓ７ １４８１０ １５６５５ ２７７ １９１９５ １８１３６ ２８４

Ｓ８ １４３１８ １５１３６ ２７８ １５１０９ １４７０３ １３６

Ｓ９ １４２１６ １５０２９ ２７８ １５０１７ １４６１２ １３７

Ｓ１０ １４３０８ １５１２７ ２７８ １４９９９ １４６１９ １２８

Ｓ１１ １３４９８ １４３２１ ２９６ １４４９８ １４２６９ ０７９

Ｓ１２ １３３９１ １４２０４ ２９５ １４３０９ １４０６８ ０８５

　注（ｎｏｔｅ）：．以盐酸药根碱计（ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）；．以盐酸巴马汀计（ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｐａｌｍａｔｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）；．以盐酸
小檗碱计（ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｂｅｒｂｅｒｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）
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大黄酚、大黄素甲醚的检测波长为２５４ｎｍ，药根碱、
巴马汀、小檗碱的检测波长为３４５ｎｍ。在 ＨＰＬＣ实
验中进行波长切换，采用分段波长法检测，兼顾含量

测定及指纹图谱的整体性。

流动相体系考察了乙腈 －水和乙腈 －０１％磷
酸溶液，结果显示，以乙腈 －０１％磷酸溶液为流动
相时，基线平稳，色谱峰出峰情况较好，无拖尾现象。

同时对梯度洗脱的时间程序进行了大量摸索，最终

在文中选定的洗脱程序下进样时，色谱峰较多且分

离度好，指纹图谱整体性得到保证［１５］。

３３　质量分析结果评价
本研究建立了１２批坐浴安散的指纹图谱，相似

度以对照指纹图谱为参考在０９５２～０９９４，表明这
１２批样品质量相对稳定。结合 ＣＡ、ＰＣＡ、ＯＰＬＳ－ＤＡ
一系列化学计量学方法对其进行分析，结果不同批

次样品出现一定的差异，筛选出１３个 ＶＩＰ值 ＞１的
共有峰，分别为峰２、峰４、峰６（药根碱）、峰８（巴马
汀）、峰９（小檗碱）、峰１１、峰１２、峰１６、峰１７、峰１８
（芦荟大黄素）、峰１９（大黄酸）、峰２１（大黄素）、峰
２２（大黄酚）。本方中大黄主要化学成分包括结合型
和游离型蒽醌类，具有清热泻火、凉血解毒和逐瘀通

经等功效［１６］；功劳木主要含有小檗碱、巴马汀、氧化

小檗碱等生物碱类化合物，具有清热燥湿、泻火解毒

的功效，药理活性主要为抗氧化、抗炎和抑菌等［１７］。

依据本方君臣佐使配伍原理，结合 ＯＰＬＳ－ＤＡ结果
和主要药效成分，选择大黄酸等８个成分进行定量。
含量测定ＱＡＭＳ法选择大黄酸为内参物，建立了药
根碱等其他７个待测成分的相对校正因子，同时以
ＥＳＭ验证 ＱＡＭＳ法的准确性，结果表明２种方法准
确度无明显差异。但是从测定结果来看，不同批次

的坐浴安散８个成分含量存在一定的批间差异，可
能与所用饮片产地、批次、厂家和制剂加工等因素有

关，提示在今后的生产中饮片产地、厂家、控制生产

参数等因素可以相对固定，以保证制剂质量的稳

定［１８］。

综上所述，本研究建立的指纹图谱和含量测定

方法稳定可行，化学计量学分析可为坐浴安散的质

量评价提供依据。
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