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摘要# 目的!建立补肾强身片 "淫羊藿’ 菟丝子’ 金樱子等# Q̂AS指纹图谱& 方法!该药物 )(!乙醇提取液的分析
采用@N01768C[+S"’色谱柱 ""(( ..h%H* ..% #H4 (.#( 以乙腈+(H"!磷酸为流动相% 梯度洗脱( 体积流量
(H) .AI.06( 检测波长 #") 6.( 柱温 %( i& 再通过聚类分析’ 主成分分析’ 正交偏最小二乘判别分析对指纹图谱进
行评价& 结果!"# 批样品的 Q̂AS指纹图谱中有 #( 个共有峰% 并鉴定出 , 个 "原儿茶酸’ 红景天苷’ 绿原酸’ 金丝
桃苷’ 特女贞苷’ 朝藿定S’ 淫羊藿苷’ 山柰素’ 宝霍苷$#% 相似度 (H’%$ ‘(H,4(& "# 批样品可分成 $ 类% 并找到
% 个差异标志物% 包括特女贞苷和绿原酸& 结论!该方法简便可靠% 可用于补肾强身片的质量控制&
关键词! 补肾强身片( Q̂AS指纹图谱( 聚类分析( 主成分分析( 正交偏最小二乘判别分析
中图分类号! ?#’%H"!!!!!文献标志码! @!!!!!文章编号! "(("+")#’"#("4#($+())"+()
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!!补肾强身片是由淫羊藿’ 菟丝子’ 金樱子’ 女
贞子’ 狗脊 "烫# ) 味药材加工制成的中药成方制

剂% 具有补肾强身的功效% 临床上主要用于治疗腰
酸足软’ 头晕耳鸣’ 眼花心悸等)"* % 其质量标准
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收载于 0卫生部药品标准中药成方制剂 "第 ")
册#1 )#* % 采用显微鉴别’ 颜色反应和薄层鉴别进
行质量评价% 其中供试品溶液制备方法简单% 但存
在杂质干扰’ 专属性差等问题)$* & 目前% 相关文
献报道主要涉及淫羊藿苷)%* ’ 金丝桃苷))* ’ 原儿
茶酸)**等成分含有量的测定% 但中药复方制剂化
学成分复杂% 是多成分’ 多靶点起效% 故仅测定单
一化合物显然不能全面反映其整体质量情况& 由于
中药指纹图谱能兼顾中药复方制剂成分的复杂性和
相关性)4* % 而且补肾强身片的相关研究尚未见报
道% 故本实验将建立其 Q̂AS指纹图谱% 以期为该
药物的质量控制提供科学依据&
HI仪器与试药

岛津D7Z7R/AS+$(@超高效液相色谱仪% 配置
AS$(+@o二元梯度泵’ CBA+$(@S进样器’ C ô+
F$(@ ô@检测器’ S9j+#(@S柱温箱( C/R8>R0P3
Ŝ##%C’ Ŝ##)o电子天平( bs+$((o-超声波清
洗器 "昆山市超声仪器有限公司#( F0110+s超纯
水机&

乙腈为色谱纯 "美国 G>67X:711公司#( 甲醇
和磷酸为分析纯 "广州化学试剂厂#&

红景天苷 "批号 ""(’"’+#(")(4#’ 特女贞苷
"批号 """,#*+#("%(%#’ 金丝桃苷 "批号 """)#"+
#(")(4#’ 绿原酸 "批号 ""(4)$+#("%")#’ 原儿茶
酸 "批号 ""(’(,+#("#()#’ 山柰素 "批号 ""(’*"+
#("$"(#’ 淫羊藿苷 "批号 ""(4$4+#(")"*#’ 朝藿
定S "批号 """4’(+#(")($# 对照品均购自中国食
品药品检定研究院& 淫羊藿 "批号 #(")(,#(#’ 女
贞 子 " 批 号 #(")(,#( #’ 菟 丝 子 " 批 号
"*($"),"(" #’ 狗脊 "批号 #(")(,#( #’ 金樱子
"批号 #(")(,#(# 均购自安国市祁澳中药饮片有限
公司% 经广东省药品检验所林锦锋副主任中药师鉴
定为正品&

补肾强身片共 "# 批% 购自北京同仁堂科技发
展股份有限公司制药厂 "编号@" ‘@*# 和景忠山
国药 "唐山# 有限公司 "编号[" ‘[*#&
JI方法与结果
#H"!色谱条件!@N01768C[+S"’色谱柱 ""(( ..h
%H* ..% #H4 (.#( 流动相 (H"!磷酸 "@# +乙腈
"[#% 梯度洗脱 "( ‘"% .06% )! ‘")![( "% ‘
%# .06% ")! ‘)"![#( 体积流量 (H) .AI.06(
柱温 %( i( 检测波长 #") 6.( 进样量 # (A&
#H#!溶液的制备
#H#H"!供试品溶液!取补肾强身片 #( 片% 除去包

衣% 研细% 精密称取约 (H$ N% 置于具塞锥形瓶中%
精密加入 )(!乙醇 #) .A% 密塞% 称定质量% 超声
处理 $( .06% 放冷% )(!乙醇补足减失的质量% 摇
匀% 滤过% 取续滤液% 即得&
#H#H#!对照品溶液!精密称取各对照品适量% 加
甲醇制成每 " .A含红景天苷 #(H4 (N’ 特女贞苷
#"H, (N’ 金丝桃苷 #$H$ (N’ 绿原酸 #"H( (N’ 原
儿茶酸 #(H) (N’ 山柰素 #"H* (N’ 淫羊藿苷
#$H) (N’ 朝藿定S#$H’ (N的溶液% 即得&
#H#H$!药材溶液!按照补肾强身片的制备工艺%
将狗脊和菟丝子粉碎成粉末% 淫羊藿’ 女贞子和金
樱子制成浸膏% 根据处方比例称取% 按 +#H#H",
项下方法处理% 即得&
#H$!方法学考察
#H$H"!精密度试验!取同一供试品溶液 "批号
")"#()"$#% 在 +#H", 项色谱条件下进样 * 次%
以 , 号峰 "图 "# 为参照% 测得 #( 个共有峰的相
对保留时间 ?Co均小于 (H)!% 相对峰面积 ?Co
均小于 #H"!% 相似度不低于 (H,4% 表明仪器精密
度良好&
#H$H#! 重复性试验 ! 取同一批样品 "批号
")"#()"$#% 平行制备 * 份供试品溶液% 在 +#H",
项色谱条件下测定% 以 , 号峰 "图 "# 为参照% 测
得 #( 个共有峰的相对保留时间?Co均小于 (H)!%
相对峰面积 ?Co均小于 #H4!% 相似度不低于
(H,,% 表明该方法重复性良好&
#H$H$!稳定性试验!取同一供试品溶液 "批号
")"#()"$#% 在 +#H", 项色谱条件下于 (’ #’ %’
’’ "#’ #% M 测定% 以 , 号峰 "图 "# 为参照% 测
得 #( 个共有峰的相对保留时间?Co均小于 (H4!%
相对峰面积?Co均小于 #H,!% 相似度 "H(% 表明
溶液在 #% M内稳定性良好&
#H%!指纹图谱的建立!按 +#H#H", 项下方法制
备 "# 批供试品溶液% 各取 # (A% 在 +#H", 项色
谱条件下测定% 分析 Q̂AS指纹图谱% 确定 #( 个
共有峰% 编号 " ‘#( "图 "#&
#H)!共有峰归属与鉴定
#H)H"!药材归属!取 +#H#H$, 项下药材溶液各
# (A% 进样分析% 结果见表 "&
#H)H#!成分鉴定!取 +#H#H#, 项下对照品溶液
# (A% 进样分析% 比较样品色谱图与对照品的保
留时间% 鉴定了 , 个色谱峰% 分别为原儿茶酸 "$
号峰#’ 红景天苷 ") 号峰#’ 绿原酸 "* 号峰#’
金丝桃苷 ""( 号峰#% 特女贞苷 ""# 号峰#% 朝藿
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图 HIB[C<指纹图谱共有峰
2#QOHI<"33"0)&(b."-B[C<-#0Q&’)’#0+.

!! 表 HI药材归属
$(1OHI@P0&’.%#)."-3&!#,#0(43(+&’#(4.

峰号 淫羊藿 女贞子 菟丝子 金樱子 狗脊
" q g g q g
# g g g g q
$ q q g q q
% g g q g g
) g q g g g
* q g q g g
4 q g q g g
’ g g q g q
, g g q g q
"( q g q g g
"" g g q g g
"# g q g g g
"$ q g q g g
"% g q g g q
") q g g g g
"* q g g g g
"4 q g q g g
"’ q g g g g
", q g g g g
#( q g g g g

!!注! q表示检测出该成分% g表示未检测出该成分

定S "") 号峰#% 淫羊藿苷 ""* 号峰#% 山柰素
""4 号峰#% 宝霍苷B"#( 号峰#& 色谱图见图 #&

图 JI对照品色谱图
2#QOJI<%’"3(+"Q’(3"-’&-&’&0,&.*1.+(0,&.

#H*!相似度评价!将 "# 批样品的指纹图谱 "图
$# 导入 +中药色谱指纹图谱相似度评价系统
#("#@版 "国家药典委员会#,% 以@" 为参照% 采
用平均数法生成对照图谱% 进行相似度评价)’* %
结果见表 #% 可知 # 个厂家各批样品质量存在一定
差异&

图 KIHJ 批样品B[C<指纹图谱
2#QOKIB[C<-#0Q&’)’#0+."-+P&46&1(+,%&."-.(3)4&.

表 JIB[C<指纹图谱相似度
$(1OJI:#3#4(’#+#&."-B[C<-#0Q&’)’#0+.

厂家 !!! 编号
相似度

"厂内%( ‘%# .06#
相似度

"厂间%( ‘%# .06#
相似度

"厂间%( ‘## .06#
相似度

"厂间%## ‘%# .06#
北京同仁堂 @" (H,4% (H,4( (H,’( (H,*,

@# (H,*, (H,)) (H,4% (H,%)
@$ (H,4, (H,)4 (H,’# (H,4$
@% (H,’( (H,)’ (H,’* (H,4"
@) (H,$% (H’’# (H,4) (H’%’
@* (H,$, (H’,( (H,44 (H’%)

景忠山国药 [" (H,$, (H’%$ (H,)’ (H)’%
[# (H,)$ (H,"# (H,’" (H44,
[$ (H,$, (H’*% (H,’( (H*"*
[% (H,)’ (H,$* (H,*4 (H’’$
[) (H,44 (H,$% (H,** (H’’%
[* (H,4* (H,$* (H,4" (H’4%

#H4!聚类分析!以共有峰峰面积为变量% 导入
C ĈC ##H( 软件中% 选择欧氏距离平方作为测度进
行聚类分析% 结果见图 %& 由图可知% "# 批样品分
为 $ 类% 其中 @" ‘@% 归为一类% @) ‘@*’ [% ‘

[* 归为一类% [" ‘[$ 归为一类% 与相似度评价基
本一致&
#H’!主成分分析!主成分分析可反映数据原始状
态% 直观显示不同样品间的整体差异),* & 将共有
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图 SI聚类分析 $<8& 树状图
2#QOSI<8!&0!’"Q’(3

峰峰面积输入 -Z<71表格% 得到 "# h#( 数据矩阵%
导入 CBFS@+̂"$H( 软件中进行主成分分析% 结果
见图 )& 由图可知% "# 批样品可分为 $ 组% 其中
@" ‘@% 为一组% @) ‘@*’ [% ‘[* 为一组% [" ‘
[$ 为一组% 与聚类分析一致&

图 VI主成分分析 $[<8& 得分图
2#QOVI[<8.,"’&)4"+

#H,!正交偏最小二乘判别分析!ĵAC+o@将正交
信号校正方法 "jCS# 与偏最小二乘法 " ÂC# 结
合% 并对 ÂC 进行修正% 过滤掉与反应没有直接
关系的变化% 更好地区分组间差异% 并找到导致差
异的标志物)"(+""* & 本实验在聚类分析和主成分分
析的基础上% 采用正交偏最小二乘判别分析
"ĵAC+o@# 过滤与模型分类不相关的正交信号%
获得 ĵAC+o@模型% 具有较高的解释率和预测率%
其模型质量参数 ?#a为 (H’#"% ?#p为 "% s# 为
(H,*$& 从得分矩阵图 "图 *# 可看出% $ 组样品
聚类良好% 显著分离& 结合变量重要性投影
"_B̂# 法% 筛选出具有统计学意义的 % 个差异标
志物 "_B̂l"% 图 4#% 其影响程度依次为峰 4 l
峰 " l峰 "# "特女贞苷# l峰 * "绿原酸#% 其载
荷图见图 ’ "图中每 " 个点代表 " 个化合物% 偏离

中心越远% 表明对应变量对模型的贡献越大#&

图 \I正交偏最小二乘判别分析 $@[C:7A8& 得分散点图
2#QO\I@[C:7A8.,"’&.,(++&’)4"+

图 WIf=[图
2#QOWIf=[)4"+

图 YI载荷散点图
2#QOYIC"(!#0Q .,(++&’)4"+

KI讨论
补肾强身片君药淫羊藿的主要活性成分为黄酮

类% 其代表性成分有淫羊藿苷’ 朝藿定 S’ 宝藿
苷+$等)"#* % 另外组方中其他中药材的主要成分有
黄酮)"$* ’ 萜类)"%* ’ 苯乙醇苷)")*等& 根据其结构
和性质% 本实验分别以不同比例乙醇+水’ 甲醇+水
为提取溶剂% 同时考察加热回流和超声 # 种提取方
式% 发现 )(!乙醇提取率最高% 而且毒性较低%
故选择其作为提取溶剂( 加热回流和超声提取所得
到的色谱图无明显区别% 考虑到操作简便% 选择超
声提取& 再考察超声提取 #(’ $(’ %(’ *( .06% 发
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现当提取时间超过 $( .06 后% 所得到的色谱图无
明显变化% 故选择超声提取 $(.06& 综上所述% 样
品处理方法为 )(!乙醇超声提取 $( .06&

中药成方制剂化学成分复杂% 极性范围较大%
故采用反相色谱梯度洗脱法& 本实验考察了 $ 种不
同规 格 的 色 谱 柱% 发 现 @N01768C[ S"’ 柱
"%H* ..h"(( ..% #H4 (.# 较合适& 由于黄酮
类化合物常带有酚羟基% 未解离的羟基与固定相作
用较强% 导致拖尾现象发生% 故在流动相中加入酸
调节 TG& 比较了甲醇’ 乙腈与水’ 醋酸’ 甲酸’
磷酸溶液等流动相组合% 发现乙腈+(H"!磷酸为最
佳流动相& 对柱温 "$(’ $)’ %( i# 进行了考察%
发现 %( i时分离度最佳& ô@检测器于 ",( ‘
%(( 6.波长处检测样品% 发现在 #") 6.下主要色
谱峰峰面积最大% 检测到的色峰峰数量最多& 综上
所述% 色谱条件为以乙腈+(H"!磷酸为流动相% 在
%( i下梯度洗脱% 检测波长 #") 6.&

本实验建立了补肾强身片的 Q̂AS指纹图谱%
标定 #( 个共有峰% 确定其归属药材% 并指认出其
中 , 种化学成分% 并发现不同厂家样品的质量存在
一定差异& 补肾强身片现行标准比较简单% 难以保
证其质量的稳定% 而指纹图谱能更全面表征药物质
量信息% 并反映其一致性和稳定性)"** % 可为完善
补肾强身片的质量标准提供参考&
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