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摘要： 目的　 评价藿香正气胶囊质量。 方法　 建立 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 分析采用Ｗｅｌｃｈ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＸＢ⁃Ｃ１８色谱柱 （２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 ２％ 甲酸， 梯度洗脱； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２６０ ｎｍ， 再进行

正交偏最小二乘方判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）。 结果　 １２ 批样品指纹图谱中有 ７ 个共有峰， 相似度 ０􀆰 ６９５～ ０􀆰 ９９６， 不同企

业生产的样品质量存在一定差异， ２ 个主要差异的特征峰为 ４ 号峰 （甘草酸铵） 和 ２ 号峰 （陈皮）。 结论　 该方法简

便、 稳定、 准确， 可用于藿香正气胶囊的质量控制。
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　 　 藿香正气胶囊由广藿香、 紫苏叶、 白芷、 炒白术、 陈

皮、 法半夏、 姜厚朴、 茯苓、 桔梗、 甘草等 １３ 味药材组

成［１］ ， 具有理气和中、 解表化湿之功效， 可用于治疗感冒、
呕吐、 泄泻和中暑， 被列入 《新型冠状病毒肺炎诊疗方案

（试行第四版） 》 医学观察期推荐用药［２］ ， 目前关于该制

剂中指标成分检测方法的报道较多， 但尚无指纹图谱相关

报道［３⁃９］ 。 为了更全面地反映藿香正气胶囊所含成分的种

类， 弥补检测单一成分在质量控制方面的不足， 本实验建

立该制剂 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并结合化学计量学对其进行检

测， 以期为其质量控制与评价提供参考［１０］ 。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 型高效液相色谱仪 （美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司）； ＸＳ２０４ 型电子天平 （万分之一）、 ＸＰＲ２０５ ／ Ａ 型电

子天平 （十万分之一） ［梅特勒⁃托利多 （上海） 有限公

司］； ＫＱ５２００Ｅ 型台式超声波清洗器 （昆山市超声仪器有

限公司）； Ｄｉｒｅｃｔ⁃Ｑ５ ＵＶ ｋｉｔ 型自动纯水机 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 橙皮苷 （批号 １１０７２１⁃２０２２２０， 纯度

９７􀆰 ２％ ）、 甘草酸铵 （批号 １１０７３１⁃２０２１２２， 纯度 ９４􀆰 ４％ ）、
欧前胡素 （批号 １１０８２６⁃２０２２１９， 纯度 ９９􀆰 ０％ ）、 厚朴酚

（批号 １１０７２９⁃２０２０１５， 纯度 ９９􀆰 ０％ ）、 和厚朴酚 （批号

１１０７３０⁃２０１９１５， 纯度 ９９􀆰 ８％ ） 对照品均购于中国食品药品

检定研究院。 藿香正气胶囊来源于 １２ 家生产企业 （编号

Ａ１～Ａ３６）， 具体见表 １。 乙腈为色谱纯； 其余试剂均为分

析纯； 水为超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件　 Ｗｅｌｃｈ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＸＢ⁃Ｃ１８色谱柱 （５ μｍ， ４􀆰 ６
ｍｍ×２５０ ｍｍ）， 以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂； 流动

相乙腈 （ Ａ） ⁃０􀆰 ２％ 甲酸 （ Ｂ）， 梯度洗脱 （ ０ ～ １０ ｍｉｎ，

　 　 　 　 　 　 表 １　 样品信息

编号 企业 编号 企业 编号 企业

Ａ１ 药企 Ａ Ａ１３ 药企 Ａ Ａ２５ 药企 Ｂ
Ａ２ 药企 Ａ Ａ１４ 药企 Ａ Ａ２６ 药企 Ａ
Ａ３ 药企 Ａ Ａ１５ 药企 Ａ Ａ２７ 药企 Ｃ
Ａ４ 药企 Ａ Ａ１６ 药企 Ａ Ａ２８ 药企 Ｄ
Ａ５ 药企 Ａ Ａ１７ 药企 Ａ Ａ２９ 药企 Ｅ
Ａ６ 药企 Ａ Ａ１８ 药企 Ａ Ａ３０ 药企 Ｆ
Ａ７ 药企 Ａ Ａ１９ 药企 Ａ Ａ３１ 药企 Ｇ
Ａ８ 药企 Ａ Ａ２０ 药企 Ａ Ａ３２ 药企 Ｈ
Ａ９ 药企 Ａ Ａ２１ 药企 Ａ Ａ３３ 药企 Ｉ
Ａ１０ 药企 Ａ Ａ２２ 药企 Ａ Ａ３４ 药企 Ｊ
Ａ１１ 药企 Ａ Ａ２３ 药企 Ａ Ａ３５ 药企 Ｋ
Ａ１２ 药企 Ａ Ａ２４ 药企 Ａ Ａ３６ 药企 Ｌ

５％ ～１０％ Ａ； １０ ～ ２０ ｍｉｎ， １０％ ～ １５％ Ａ； ２０ ～ ３０ ｍｉｎ， １５％
Ａ； ３０ ～ ３５ ｍｉｎ， １５％ ～ ２０％ Ａ； ４０ ～ ６０ ｍｉｎ， ２０％ ～ ５５％ Ａ；
６０～８０ ｍｉｎ， ５５％ Ａ； ８０ ～ ８５ ｍｉｎ， ５５％ ～ １００％ Ａ）； 体积流

量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２６０ ｎｍ。
２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液 　 称取各对照品适量， 加甲醇制成每

１ ｍＬ含橙皮苷、 甘草酸铵、 欧前胡素、 厚朴酚、 和厚朴酚

各 ２００ μｇ 的溶液， 即得［１１］ 。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液 　 称取本品粉末约 １􀆰 ０ ｇ， 精密称定，
置于具塞锥形瓶中， 精密加入 ２０ ｍＬ ８０％ 甲醇， 密塞， 称

定质量， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， 放冷， ８０％ 甲醇补足减失的质

量， 摇匀， 过滤， 取续滤液， 即得［１２⁃１３］ 。
２􀆰 ２􀆰 ３　 阴性样品溶液　 根据处方比例和工艺， 分别去除陈

皮、 甘草和法半夏、 厚朴和白芷， 制成相应阴性样品， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备， 即得。
２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 １　 精密度试验 　 精密吸取同一份供试品溶液， 在
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“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 每次 １０ μＬ， 测得各

共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ０％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ
均小于 ２􀆰 ０％ ， 表明仪器精密度良好［１４］ 。
２􀆰 ３􀆰 ２　 稳定性试验 　 精密吸取同一份供试品溶液， 于 ０、
２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测

得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ０％ ， 相对峰面积

ＲＳＤ 均小于 ２􀆰 ０％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 重复性试验　 取本品 ６ 份， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法

制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测

得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ０％ ， 相对峰面积

ＲＳＤ 均小于 ２􀆰 ０％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ４　 图谱生成　 将 ２４ 批样品 （Ａ１～ Ａ２４） 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项

下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定， 将相关数据导入 “中药色谱指纹图谱相似度评价系

统”， 以 Ｓ１ 为参照图谱， 设定时间窗宽度为 ０􀆰 ５０ ｍｉｎ， 采

用多点校正法自动进行 Ｍａｒｋ 峰匹配， 中位数法生成图

谱［１５⁃１６］ ， 见图 １～２。

１． 未知成分 Ａ　 ２． 未知成分 Ｂ　 ３． 橙皮苷 　 ４． 甘草酸

铵　 ５． 欧前胡素　 ６． 和厚朴酚　 ７． 厚朴酚

图 １　 对照品 ＨＰＬＣ 色谱图

注： Ｒ 为对照， Ｓ２～ Ｓ２５ 为样品 （Ａ１～Ａ２４）。

图 ２　 ２４ 批藿香正气胶囊 ＨＰＬＣ 指纹图谱

２􀆰 ５　 共有峰归属 　 取 “２􀆰 ２􀆰 １” 至 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下的对照

品、 供试品 （Ａ１）、 阴性样品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件

下进样测定， 结果见图 ３， 根据 “２􀆰 ４” 项下结果共标定 ７
个共有峰， 其中 ３ 号峰为橙皮苷， ４ 号峰为甘草酸铵， ５ 号

峰为欧前胡素， ６ 号峰为和厚朴酚， ７ 号峰为厚朴酚， ２ 号

峰来源于陈皮。 再按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备水提取供试

品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 经阴性样品

及 ＨＰＬＣ 指纹图谱比对， 发现 １ 号峰来源于水提药材

成分［１７］ 。
２􀆰 ６　 相似度分析　 将 １２ 批样品 （Ａ２５～ Ａ３６） 相关数据和

图谱导入 “中药色谱指纹图谱相似度评价系统”， 计算其

注： ａ～ ｅ 分别为缺厚朴、 缺甘草、 缺陈皮、 缺白芷阴性

样品及供试品。

图 ３　 阴性样品、 供试品 ＨＰＬＣ 色谱图

与对照图谱的相似度， 结果见表 ２。 由此可知， 各批样品

相似度在 ０􀆰 ６９５～０􀆰 ９９６ 范围内， 其中 ６ 批大于 ０􀆰 ９０， ６ 批

小于 ０􀆰 ９０， 表明不同企业生产的制剂质量存在一定

差异［１８］ 。
表 ２　 相似度测定结果

编号 相似度 编号 相似度 编号 相似度

Ａ２５ ０􀆰 ９５３ Ａ２９ ０􀆰 ９３６ Ａ３３ ０􀆰 ９３０
Ａ２６ ０􀆰 ９９６ Ａ３０ ０􀆰 ６９５ Ａ３４ ０􀆰 ９６８
Ａ２７ ０􀆰 ７０４ Ａ３１ ０􀆰 ７８８ Ａ３５ ０􀆰 ７５５
Ａ２８ ０􀆰 ８３２ Ａ３２ ０􀆰 ８９３ Ａ３６ ０􀆰 ９０３

２􀆰 ７　 化学计量学研究　 将 “２􀆰 ６” 项下相似度大于 ０􀆰 ９ 的

样品分为 Ａ 组， 相似度小于 ０􀆰 ９ 的样品分为 Ｂ 组， 以共有

峰峰面积为因变量， 采用 ＳＩＭＣＡ１４􀆰 １ 软件进行正交偏最小

二乘方判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）， 结果见图 ４。 由此可知， 模

型解释率参数 Ｒ２Ｘ 为 ０􀆰 ６０４， Ｒ２Ｙ 为 ０􀆰 ７６４， 预测参数 Ｑ２

为 ０􀆰 ５８１， 均满足软件模型拟合结果可接受值 （ ＞０􀆰 ５） 要

求， 表明模型稳定可靠。

图 ４　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分散点图

为了避免模型过度拟合而出现的假阳性结果， 本实验

通过 ２００ 次置换检验对模型进行验证， 结果见图 ５。 由此可

知， 纵轴与 Ｑ２ 回归线相交值在 ０ 以下， 表明该模型有效，
无过度拟合［１９］ 。

图 ５　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 置换保留度图

模型中变量投影重要度 （ＶＩＰ） 能直观反映差异标志

物， 而且其数值越大， 组间差异影响权重越大。 本实验以
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ＶＩＰ 值＞１ 为标准， 筛选出造成组间差异的主要色谱峰为 ４
号峰 （甘草酸铵） 和 ２ 号峰 （陈皮）， 见图 ６。

图 ６　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ＶＩＰ 值图

３　 讨论与结论

为了充分获取藿香正气胶囊中的有效成分， 全面反映

该制剂质量， 本实验以甘草酸铵为参照峰， 不同条件下有

效成分峰个数及总峰面积为评价指标， 对提取方法、 提取

溶剂、 提取溶剂用量、 提取时间进行考察， 最终确定为

“２􀆰 ２􀆰 ２ ” 项下供试品溶液制备方法［２０］ 。
目前， 藿香正气胶囊生产批文 （共 ３８ 个） 和生产企

业较多， 但关于该制剂质量方面的研究较少， 而且集中在

指标成分检测， 指纹图谱仍是空白［３⁃９］ 。 因此， 本实验收集

了 １２ 家企业共 ３６ 批藿香正气胶囊， 建立该制剂 ＨＰＬＣ 指

纹图谱， 并对其进行相似度分析， 发现不同企业生产的样

品质量存在差异， 再通过 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析筛选出质量差异差

异标志物， 分别为 ４ 号峰 （甘草酸铵） 和 ２ 号峰 （陈

皮） ［２１］ ， 即主要来源于甘草、 陈皮加水提取， 提示不同企

业生产过程中可能存在生产工艺、 药材质量不一致等问题，
故建议应严格把控药材质量和生产工艺， 以期保证产品

质量［２２］ 。
另外， 藿香正气胶囊组方药材多， 成分复杂， 其中 ３

味采用醇提取， ９ 味采用水提取。 本实验所指认的 ５ 个特

征峰中来自醇提药味的占比较大， 今后可对水提药味所含

成分作进一步研究， 以期更全面地反映该制剂的质量。
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