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摘要： 目的　 优化肺纤方提取工艺。 方法　 建立 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 对共有峰峰面积进行主成分分析。 以主成分综合评

分为评价指标， 料液比、 提取时间、 提取次数为影响因素， 正交试验优化提取工艺。 结果　 ９ 批样品指纹图谱中有 ３３
个共有峰， ６ 个主成分累积方差贡献率达 ９７􀆰 ７２５％ 。 最优条件为 １２ 倍量水提取 ２ 次， 每次 １ ｈ， 主成分综合评分 ３􀆰 ３３。
结论　 该方法稳定可行， 可用于提取肺纤方。
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　 　 中药复方具有多成分、 多靶点、 协同发挥疗效的特点，
在研究其提取工艺的过程中倾向于采用能反映整体提取效

果的指标， 而不是某一种或一些指标成分［１⁃２］ 。 指纹图谱作

为一种综合、 整体、 可量化的定性定量分析手段， 能较好

地体现复方制剂中各类成分与疗效的相关性， 国内外主要

将其用于成分分析和质量控制研究［３⁃１０］ 。 由于中药复方提

取物成分复杂、 各成分权重系数难以确定， 故需要结合统

计学方法进行综合评价。 主成分分析常被应用于综合评

价［１１⁃１２］ ， 基于其方差最大原则， 把数据中的自变量进行归

一化处理， 减少相互重叠信息， 即降维思想， 同时将多指

标转化为少数相互独立的综合指标， 用于反映大部分信息。
肺纤方为江苏省中西医结合医院全国名老中医朱启勇

主任的临床验方， 由丹参、 赤芍、 桃仁、 水蛭、 麦冬、 木

蝴蝶等药材组成， 具有补肺肾阴、 化肺络瘀之功效， 临床

上用于治疗阴虚血瘀引起的肺间质纤维化， 在常规治疗基

础上联合其治疗时可使动脉血气、 肺功能、 症状积分明显

改善， 疗效显著。 但该方剂型为汤剂， 患者使用不便， 故

拟按照医院制剂备案技术要求， 在物质基础不发生改变的

前提下将其开发为颗粒剂。 本实验遵循中医传统采用水提

取方法， 依据中药复方制剂整体性的特点， 将指纹图谱技

术与主成分分析相结合优化肺纤方提取工艺， 以期将该方

开发成医院制剂、 服务广大患者奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ 高效液相色谱仪， 配置 Ａｌｌｉａｎｃｅ ２６９５ 四

元泵、 自动进样系统、 ２９９６ 二极管阵列检测器 （美国

Ｗａｔｅｒｓ公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 型纯水器 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；

ＡＴ２０１ 型电子天平 （十万分之一， 瑞士梅特勒⁃托利多公

司）； ＫＱ⁃２５０Ｅ 型超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公

司）； Ｂｕｃｈｉ⁃２００ 旋转蒸发仪 （瑞士 Ｂｕｃｈｉ 公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 丹参 （批号 ２０１８０４０１⁃０４） 购自贵州同

德药业有限公司； 水蛭 （批号 １７０８２４） 购自南京松龄中药

饮片 有 限 公 司； 桃 仁 （ 批 号 １７０８０１０ ）、 赤 芍 （ 批 号

１８０２００３）、 麦冬 （批号 １８０４０１１） 购自亳州市万珍中药饮

片厂； 木蝴蝶 （批号 ２０１７０７２４） 购自南京松龄中药饮片有

限公司， 均由江苏省中医药研究院钱士辉研究员鉴定为正

品， 符合 ２０１５ 版 《中国药典》 一部相关规定。 乙腈为色谱

纯； 其余试剂均为分析纯。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 提取液制备　 称取方中各味药材共 ９ 份， 每份含药量

为 １１４ ｇ， 置于圆底烧瓶中， 按照表 １ 因素水平回流提取

后， 考察料液比 （Ａ）、 煎煮时间 （Ｂ）、 煎煮次数 （Ｃ） 对

提取效果的影响， 合并后浓缩至 ５００ ｍＬ， 冷藏备用。
表 １　 因素水平

水平 Ａ 料液比 Ｂ 煎煮时间 ／ ｍｉｎ Ｃ 煎煮次数 ／ 次
１ １ ∶８ ３０ １
２ １ ∶１０ ６０ ２
３ １ ∶１２ ９０ ３

２􀆰 ２　 供试品溶液制备 　 精密吸取 “ ２􀆰 １” 项下提取液

５ ｍＬ， 蒸干， 残渣加甲醇溶解并定容至 １０ ｍＬ 量瓶中， 超

声 （功 率 ２５０ Ｗ） 处 理 ３０ ｍｉｎ， 放 冷， 定 容 后 摇 匀，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 即得。
２􀆰 ３　 色谱 条 件 　 奥泰 ＡｌｌｔｉｍａＴＭ Ｃ１８ 色谱柱 （ ２５０ ｍｍ ×
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４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸， 梯度洗脱 （０ ～
２０ ｍｉｎ， ２％ ～ ３％ 乙腈； ２０ ～ ２１ ｍｉｎ， ３％ ～ ６％ 乙腈； ２１ ～
４１ ｍｉｎ， ６％ ～１４％ 乙腈； ４１～７１ ｍｉｎ， １４％ ～２７％ 乙腈； ７１～
８６ ｍｉｎ， ２７％ ～ ４５％ 乙腈）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温

３５ ℃； 检测波长 ２８３ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ４　 精密度试验　 按照 ２０１５ 年版 《中国药典》 方法进行

考察， 在 “２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 测得 ３３ 个共有

峰保 留 时 间 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０４％ ～ １􀆰 ４８％ ， 峰 面 积 ＲＳＤ 为

０􀆰 ３２％ ～１􀆰 ９５％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ５　 重复性试验　 按照 ２０１５ 年版 《中国药典》 方法进行

考察， 在 “２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 测得 ３３ 个共有

峰保 留 时 间 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ６３％ ～ ２􀆰 ６６％ ， 峰 面 积 ＲＳＤ 为

０􀆰 ０２％ ～１􀆰 ２２％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ６　 稳定性试验　 按照 ２０１５ 年版 《中国药典》 方法进行

考察 （２４ ｈ 内）， 在 “２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 测得

３３ 个共有峰保留时间 ＲＳＤ 为 ０􀆰 １５％ ～ １􀆰 ３６％ 、 峰面积 ＲＳＤ
为 ０􀆰 ５４％ ～２􀆰 ９８％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ７　 ＨＰＬＣ 指纹图谱建立 　 精密吸取 ９ 份 “２􀆰 ２” 项下供

试品溶液， 每份 １０ μＬ， 在 “２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测

定， 通过中药色谱指纹图谱相似度评价系统 （２００４Ａ 版）
对所得结果进行分析， 采用中位数法生成对照指纹图谱

（Ｒ）， 共标定 ３３ 个共有峰， 见图 １。

图 １　 ９ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱

２􀆰 ８　 共有色谱峰的标识及归属分析　 精密称取方中处方量

药材 （水蛭主要包含蛋白质和氨基酸， 故未对其进行检

测）， 置于圆底烧瓶中， 加 １２ 倍量水回流提取 ２ 次， 每次

６０ ｍｉｎ， 按 “２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３”
项色谱条件下进样 １０ μＬ 测定， 记录色谱图， 确认共有峰

药材归属， 结果见图 ２。 确认了 ２８ 个共有峰的来源， 分别

来自丹参 （１０、 １６、 １７、 ２５、 ３０、 ３２ 号峰）、 麦冬 （７、 １８、
１９、 ２０ 号峰）、 赤芍 （１、 ２、 ３、 ５、 ２４、 ２６ 号峰）、 桃仁

（９、 １４、 １５ 号峰）、 木蝴蝶 （ １１、 １３、 １４、 ２１、 ２７、 ２８、
２９、 ３１、 ３３ 号峰）。

图 ２　 肺纤方及组成药材的 ＨＰＬＣ 色谱图
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２􀆰 ９　 数据处理

２􀆰 ９􀆰 １　 主成分分析　 将表 １ 数据录入 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行

因子分析， 得到可以代表原始峰面积的主成分、 贡献率及

解释的总方差， 见表 ２。 主成分个数的提取原则为筛选特征

值大于 １ 者［１３］ ， 故前 ６ 种成分的初始特征值分别为

１７􀆰 ６７８、 ５􀆰 ８７６、 ３􀆰 ６０６、 ２􀆰 ５３９、 １􀆰 ４７７、 １􀆰 ０７３， 方差贡献

率 分 别 为 ５３􀆰 ５６９％ 、 １７􀆰 ８０７％ 、 １０􀆰 ９２７％ 、 ７􀆰 ６９４％ 、
４􀆰 ４７７％ 、 ３􀆰 ２５１％ ， 累积方差贡献率为 ９７􀆰 ７２５％ ， 包含了大

部分相关信息。
将第 １～ ３ 主成分作为变量， 建立三维投影图载荷图

（图 ３）， 在投影图中距离原点较远的点为权重较大的成分。
在第 １、 第 ２ 主成分中， 峰 １ ～ ６、 ８ ～ １８、 ２０、 ２２、 ２５ ～ ２６、
３０～３１、 ３３ 的系数较大， 可反映上述色谱峰的相关信息；
同理， 第 ３ 主成分主要反映了峰 ７、 ２３ 的相关信息。

图 ３　 各主成分载荷图

表 ２　 各主成分总方差

主成分
初始特征值 提取平方和载入

合计 方差 ／ ％ 累积贡献率 ／ ％ 合计 方差 ／ ％ 累积贡献率 ／ ％
１ １７􀆰 ６７８ ５３􀆰 ５６９ ５３􀆰 ５６９ １７􀆰 ６７８ ５３􀆰 ５６９ ５３􀆰 ５６９
２ ５􀆰 ８７６ １７􀆰 ８０７ ７１􀆰 ３７７ ５􀆰 ８７６ １７􀆰 ８０７ ７１􀆰 ３７７
３ ３􀆰 ６０６ １０􀆰 ９２７ ８２􀆰 ３０３ ３􀆰 ６０６ １０􀆰 ９２７ ８２􀆰 ３０３
４ ２􀆰 ５３９ ７􀆰 ６９４ ８９􀆰 ９９７ ２􀆰 ５３９ ７􀆰 ６９４ ８９􀆰 ９９７
５ １􀆰 ４７７ ４􀆰 ４７７ ９４􀆰 ４７４ １􀆰 ４７７ ４􀆰 ４７７ ９４􀆰 ４７４
６ １􀆰 ０７３ ３􀆰 ２５１ ９７􀆰 ７２５ １􀆰 ０７３ ３􀆰 ２５１ ９７􀆰 ７２５
７ ０􀆰 ４９３ １􀆰 ４９４ ９９􀆰 ２１８
８ ０􀆰 ２５８ ０􀆰 ７８２ １００􀆰 ０００

２􀆰 ９􀆰 ２　 正交试验分析　 以提取指纹图谱共有峰主成分所得

综合评分 （Ｆ） 为评价指标， 主成分得分 ＝主成分因子得

分 × 相 应 方 差 算 数 平 方 根［１４］ ， 即 Ｆ ＝ ０􀆰 ５３５ ６９Ｆ１＋
０􀆰 １７８ ０７Ｆ２ ＋ ０􀆰 １０９ ２７Ｆ３ ＋ ０􀆰 ０７６ ９４Ｆ４ ＋ ０􀆰 ０４４ ７７Ｆ５ ＋

０􀆰 ０３２ ５１Ｆ６； 料液比 （ Ａ）、 提取时间 （ Ｂ）、 提取次数

（Ｃ） 为影响因素， 正交试验优化提取工艺， 结果见表 ３，
方差分析见表 ４。

表 ３　 试验设计与结果

试验号 Ａ 料液比 ／ 倍 Ｂ 提取时间 ／ ｍｉｎ Ｃ 提取次数 ／ 次 Ｄ（空白） Ｆ 综合评分

１ １ ∶ ８（１） ３０（１） １（１） （１） －４􀆰 ７１３
２ １ ∶ ８（１） ６０（２） ２（２） （２） －２􀆰 ６４４
３ １ ∶ ８（１） ９０（３） ３（３） （３） ０􀆰 ０４２
４ １ ∶ １０（２） ３０（１） ２（２） （３） ０􀆰 １４２
５ １ ∶ １０（２） ６０（２） ３（３） （１） －０􀆰 ０１２
６ １ ∶ １０（２） ９０（３） １（１） （２） ２􀆰 １１９
７ １ ∶ １２（３） ３０（１） ３（３） （２） ２􀆰 ０１８
８ １ ∶ １２（３） ６０（２） １（１） （３） １􀆰 ７８６
９ １ ∶ １２（３） ９０（３） ２（２） （１） １􀆰 ２６０
Ｋ１ －２􀆰 ４３８ －０􀆰 ８５１ －０􀆰 ２６９ －１􀆰 １５５ —
Ｋ２ ０􀆰 ７５０ －０􀆰 ２９０ －０􀆰 ４１４ ０􀆰 ４９８ —
Ｋ３ １􀆰 ６８８ １􀆰 １４０ ０􀆰 ６８３ ０􀆰 ６５７ —
Ｒ ４􀆰 １２６ １􀆰 ９９１ １􀆰 ０９７ １􀆰 ８１２ —

表 ４　 方差分析

来源 离均差平方和 自由度 Ｆ 值 Ｐ 值

Ａ ２８􀆰 ０６６ ２ ４􀆰 ６４７ ＞０􀆰 ０５
Ｂ ６􀆰 ３２８ ２ １􀆰 ０４８ ＞０􀆰 ０５
Ｃ ２􀆰 １３１ ２ ０􀆰 ３５３ ＞０􀆰 ０５

Ｄ（误差） ６􀆰 ０４ ２ — —

　 　 注：Ｆ０􀆰 ０５（２，２） ＝ １９􀆰 ００。

由表 ３ 可知， 各因素影响程度依次为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ， 理论最

优工艺为 Ａ３Ｂ３Ｃ３； 由表 ４ 可知， 各因素均无显著影响

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 综合考虑时间、 成本等各方面因素， 最终确定

最优工艺为 Ａ３Ｂ２Ｃ２， 即加 １２ 倍量水提取 ２ 次， 每次

６０ ｍｉｎ。
２􀆰 ９􀆰 ３　 验证试验 　 根据处方比例称取 ３ 份药材， 按
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“２􀆰 ８􀆰 ２” 项下优化工艺提取， 按 “２􀆰 ２” 项下方法制备供

试品溶液， 在 “２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 计算各共

有峰面积主成分综合评分， 结果见表 ５。 由此可知， 工艺

稳定可行， 可用于工业化生产。
表 ５　 验证试验结果 （ｎ＝３）

编号 综合评分

１ ３􀆰 ３８０
２ ３􀆰 ２９０
３ ３􀆰 ３２０

平均值 ３􀆰 ３３０
ＲＳＤ ／ ％ １􀆰 ３８０

３　 讨论

中药复方发挥药效的关键， 在于其多成分、 多靶点的

协同作用。 因此， 在选择中药复方最优提取工艺的过程中，
如果只选用某一或某几种成分的含有量作为评价指标， 则

无法反映全方整体提取水平。
指纹图谱是一种评价中药复杂成分体系质量标准的有

效手段， 能较好地反映其整体上的相近程度， 包括以峰面

积、 相对保留时间、 相对峰面积为指标进行定性和半定量

分析， 在中药复方提取工艺优化中具有一定优势［１５］ 。 本实

验比较了不同梯度甲醇⁃水、 乙腈⁃水的分离效果， 确定文

中色谱条件； 通过中药色谱指纹图谱相似度评价系统 （Ａ
版） 对 ９ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱进行分析， 得到对照指纹

图谱 （Ｒ） 及 ３３ 个共有峰， 并将其作为提取工艺优化指

标。 方法学研究结果显示， 本实验所建立的方法具有良好

的精密度、 稳定性、 重复性， 可用于指标成分定量分析。
考虑到各组分权重系数难以确定， 本实验采用主成分

分析， 将高维数据降到低维， 把 ３３ 个共有峰组合成 ６ 个涵

盖了原始色谱峰 ９７􀆰 ７２５％ 信息的综合指标， 从而较好地浓

缩、 简化数据， 为进一步正交试验极差分析和方差分析奠

定基础。
综上所述， 本实验建立了肺纤方 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并

与主成分分析等化学计量学方法相结合， 用未知结构成分

的模糊数据 （特征色谱峰的总因子得分） 进行多指标的综

合评定， 从而优化该方提取工艺。 该方法既全面反映了药

材整体提取水平， 又在数据处理方面简单易行， 具有较好

的实用性和借鉴意义。

参考文献：

［ １ ］ 　 刘　 芳， 周小江， 袁志鹰， 等． 基于指纹图谱结合多指标测

定的玄参药材等级质量研究［ Ｊ］ ． 中草药， ２０１９， ５０（ ５）：
１２３８⁃１２４３．

［ ２ ］ 　 王　 瑞， 闫玺镁， 顾　 超， 等． 多成分指标定量结合指纹图

谱分析评价不同产地柴胡的质量 ［ Ｊ］ ． 时珍国医国药，
２０１８， ２９（１０）： ２５２２⁃２５２５．

［ ３ ］ 　 汪露露， 何丹丹， 王　 满， 等． 基于指纹图谱与主成分分析

相结合的复方虎杖方提取工艺研究［ Ｊ］ ． 中草药， ２０１７， ４８
（２）： ２７８⁃２８２．

［ ４ ］ 　 谢　 凡， 施崇精， 杨秀清， 等． 基于信息熵理论的正交设计

结合指纹图谱优选加味四妙颗粒的提取工艺［ Ｊ］ ． 中草药，
２０１８， ４９（６）： １３３１⁃１３３７．

［ ５ ］ 　 杜　 平， 刘　 文， 卿勇军， 等． 不同评价指标对芍药甘草汤

提取 工 艺 优 化 的 影 响 ［ Ｊ ］ ． 中 成 药， ２０１８， ４０ （ １０ ）：
２１８８⁃２１９３．

［ ６ ］ 　 刘东方， 赵丽娜， 李银峰， 等． 中药指纹图谱技术的研究进

展及应用［Ｊ］ ． 中草药， ２０１６， ４７（２２）： ４０８５⁃４０９４．
［ ７ ］ 　 Ｊｉｎｇ Ｊ， Ｐａｒｅｋｈ Ｈ Ｓ， Ｗｅｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉ⁃
ｃｉｎｅｓ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１３， ４４： ３９⁃４５．

［ ８ ］ 　 施崇精， 李雨珂， 刘小妹， 等． ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ 多波长切换指纹

图谱结合化学计量学评价不同产地川牛膝的药材质量［ Ｊ］ ．
中华中医药杂志， ２０１９， ３４（６）： ２４３１⁃２４３６．

［ ９ ］ 　 涂奇军， 徐　 玲， 聂　 晶， 等． 蛇胆陈皮制剂中陈皮 ＵＰＬＣ
指纹图谱［Ｊ］ ． 中成药， ２０１８， ４０（１０）： ２２３３⁃２２３７．

［１０］ 　 李海英， 贺　 鹏， 樊启猛， 等． 桃红四物汤的 ＨＰＬＣ 指纹图

谱的总量统计矩及一次稳态投料量分析［Ｊ］ ． 中国实验方剂

学杂志， ２０１９， ２５（１５）： ３７⁃４３．
［１１］ 　 王璐璐， 刘炳周， 王　 满， 等． 主成分分析结合均匀设计法

用于优选桂芍巴布贴制备工艺的研究［ Ｊ］ ． 中草药， ２０１６，
４７（１０）： １６８２⁃１６８９．

［１２］ 　 李卫飞， 许金凯， 支美汝， 等． 基于正交设计和主成分分

析、 层次分析相结合的知母盐炙工艺优化［Ｊ］ ． 中华中医药

杂志， ２０１８， ３３（９）： ４１６７⁃４１７０．
［１３］ 　 刘仁权． ＳＰＳＳ 统计软件 ［ Ｍ］． 北京： 中国中医药出版

社， ２００７．
［１４］ 　 程翼宇， 瞿海斌． 医药信息学及数据分析处理技术［Ｍ］．

北京： 化学工业出版社， ２００６．
［１５］ 　 周梦楠， 王亚静， 张　 怡， 等． 基于 ＨＰＬＣ 指纹图谱和主成

分分析考察醒脑静注射液的配伍稳定性［Ｊ］ ． 中国实验方剂

学杂志， ２０１９， ２５（１９）： ８０⁃８６．

４８５１

２０２０ 年 ６ 月

第 ４２ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ６


