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摘要： 目的　 建立风湿骨痛胶囊 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并对其批间一致性进行评价。 方法　 该药物 ７０％ 甲醇提取液的分析

采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （ ２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 ２％ 磷酸， 梯度洗脱； 体积流量

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ２１０、 ２３５、 ３１０ ｎｍ； 柱温 ３０ ℃， 通过中药色谱指纹图谱相似度评价系统 （２０１２ 版） 进行相似

度分析， 通过 ＳＩＭＣＡ１３􀆰 ０ 软件进行偏最小二乘法、 判别分析、 聚类分析。 结果 　 ２０ 批样品指纹图谱中有 ３１ 个共有

峰， 相似度 ０􀆰 ９５７～０􀆰 ９８５， 鉴定出原儿茶酸、 盐酸麻黄碱、 盐酸伪麻黄碱、 绿原酸、 芹糖甘草苷、 甘草苷、 苯甲酰新

乌头原碱、 甘草素、 异甘草苷、 甘草酸。 ２０ 批样品所含成分较一致， 但共有峰峰面积存在差异。 结论　 该方法专属

性强， 高效快速， 可为风湿骨痛胶囊的质量控制提供依据。
关键词： 风湿骨痛胶囊； 批间一致性； ＨＰＬＣ 指纹图谱； 相似度分析； 偏最小二乘法⁃判别分析； 聚类分析
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　 　 风湿骨痛胶囊由制川乌、 制草乌、 甘草、 麻黄、 红花、
木瓜、 乌梅制成的中药复方制剂， 具有温经散寒、 通络止

痛的功效， 用于寒湿闭阻经络所致的弊病， 风湿性关节炎

等［１⁃４］ 。 ２０１５ 年版 《中国药典》 对麻黄进行了 ＴＬＣ 鉴别、
ＨＰＬＣ 含量测定； 对制川乌、 制草乌进行了 ＴＬＣ 限量检测

及紫外分光光度法测定乌头总生物碱。 相关文献利用液质

联用技术对方中制川乌、 制草乌的 ９ 个乌头类生物碱做了

定量研究［５］ 。
指纹图谱是基于对中药及中药制剂物质量群整体作用

的认识， 通过中药化学成分的光谱或色谱图， 实现鉴别中

药及中药制剂真实性， 评价质量一致性和产品稳定性［６⁃９］ 。
化学模式识别技术可以对具有模糊性和整体性的中药指纹

图谱实现数据降维、 识别和分类， 是筛选质量差异标志物

的重要数学方法， 具有较高的预测精度和较强的线性数据

分析 分 类 等 优 势， 如 主 成 分 分 析 （ ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣＡ）、 偏最小二乘法⁃判别分析 （ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ
ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＬＳ⁃ＤＡ ）、 判 别 分 析

（ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ， ＤＡ ）、 偏 最 小 二 乘 法⁃判 别 分 析

（ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＬＳ⁃ＤＡ） 等， 已

广泛应用于指纹图谱等多维数据的处理分析中［１０⁃１３］ 。 目

前， 采用指纹图谱结合化学模式识别技术评价不同批次风

湿骨痛胶囊的质量稳定性研究还未见报道。 本实验通过建

立指纹图谱结合化学模式识别技术分析评价风湿骨痛胶囊

的质量稳定性和批次一致性。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪、 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｇ１３１５Ｃ
ＤＡＤ 检测器、 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｏｐｅｎ Ｌａｂ ＣＤＳ ２． ｘ 化学工作站 （美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＡＥ２００ 电子分析天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ
公司）； ＳＫ１２００Ｈ 超声波清洗器 （上海科导超声仪器有限

公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ｉｎｔｅｒｇｒａｌ 水纯化系统 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 磷酸、 乙腈为色谱纯 （美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公

司）； 水为超纯水； 其他试剂均为分析纯。 盐酸麻黄碱

（批号 １７１２４１⁃２０１８０９， 纯度＞９８％ ）、 盐酸伪麻黄碱 （批号

１７１２３７⁃２０１５１０， 纯度＞９８％ ） 对照品购于中国食品药品检

定研究院； 苯甲酰新乌头原碱 （批号 ＤＳＴ１９１０２３⁃０５６， 纯

度＞ ９８％ ）、 芹糖甘草苷 （批号 ＤＳＴ１９１１０２⁃１３９， 纯度 ＞
９８％ ） 对照品购于乐美天医药 ／德思特生物公司； 绿原酸

（批 号 ＡＦ７０７０３０９， 纯 度 ＞ ９８％ ）、 甘 草 素 （ 批 号

ＡＦ８０５２２０２， 纯度＞９８％ ） 对照品购于成都埃法生物科技有

限公司； 甘草苷 （批号 ０７０００３⁃２０１６０２， 纯度＞９８％ ）、 异甘

草苷 （批号 ２５００２６⁃２０１５１１， 纯度 ＞ ９８％ ）、 甘草酸单铵

（批号 ０７００２０⁃２０１５０８， 纯度＞９８％ ） 对照品购于上海奈启生

物科技有限公司。 风湿骨痛胶囊共 ２０ 批， 由国药集团精方

（安徽） 药业股份有限公司提供， 批号分别为 １８０１０７、
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１８０２０１、 １８０４０８、 １８０５０１、 １８０５０３、 １８０５０４、 １８０６０２、 １８１２０６、
１９０１０１、 １９０１０３、 １９０１０５、 １９０１０６、 １９０１０８、 １９０３０２、 １９０３０３、
１９０３０４、１９０３０６、１９０３０７、１９０３１０。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０􀆰 ２％ 磷酸 （Ｂ）， 梯

度洗脱， 程序见表 １； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃；
检测波长 ２１０ ｎｍ （０ ～ ２０ ｍｉｎ）、 ３１０ ｎｍ （２０ ～ ３６ ｍｉｎ）、
２３５ ｎｍ （３６～６０ ｍｉｎ）； 进样量 １０ μＬ。

表 １　 梯度洗脱程序

时间 ／ ｍｉｎ Ａ 乙腈 ／ ％ Ｂ ０􀆰 ２％ 磷酸 ／ ％
０～１０ ５ ９５
１０～２５ ５～１５ ９５～８５
２５～２８ １５～２０ ８５～８０
２８～４０ ２０～２８ ８０～７２
４０～４７ ２８～５２ ７２～４８
４７～６０ ５２～９５ ４８～５

２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液 　 称取各对照品适量， ７０％ 甲醇溶解，
即得 （质量浓度分别为盐酸麻黄碱 １３４􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ、 盐酸伪

麻黄碱 ２２８􀆰 ７ μｇ ／ ｍＬ、 绿原酸 １８􀆰 ３０ μｇ ／ ｍＬ、 苯甲酰新乌头

原碱 ４５􀆰 ３０ μｇ ／ ｍＬ、 芹糖甘草苷 ３６􀆰 ４０ μｇ ／ ｍＬ、 甘草苷

１１７􀆰 ９ μｇ ／ ｍＬ、 异甘草苷 ３１􀆰 ５０ μｇ ／ ｍＬ、 甘草素１７􀆰 ８０ μｇ ／ ｍＬ、
甘草酸 １３２􀆰 ３ μｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液制备　 取装量差异项下胶囊内容物， 研

细， 取约 ０􀆰 ８ ｇ， 精密称定， 置于 ５０ ｍＬ 具塞锥形瓶中， 精

密加入 ７０％ 甲醇 １０ ｍＬ， 称定质量， 超声 （功率 ２５０ Ｗ、
频率 ４０ ｋＨｚ） 处理 ３０ ｍｉｎ， 放冷， ７０％ 甲醇补足减失的质

量， 摇匀， 滤过， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 １　 精密度试验　 取同一份供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项

色谱条件下进样测定 ６ 次， 以甘草酸峰为参照， 测得共有

峰相对保留时间、 相对峰面积 ＲＳＤ 分别在 ０ ～ ０􀆰 ６２％ 、
０􀆰 １２％ ～２􀆰 ８５％ 范围内， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ２　 重复性试验　 取同一批胶囊装量差异项下内容物，
研细， 平行 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， 以甘草酸为参照， 测

得共有峰保留时间、 相对峰面积 ＲＳＤ 分别在 ０􀆰 ０１％ ～
０􀆰 ３３％ 、 ０􀆰 ２８％ ～４􀆰 ７３％ 范围内， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 稳定性试验　 取同一批胶囊装量差异项下内容物，
研细， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 室温下于

０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
以甘草酸峰为参照， 测得共有峰相对保留时间、 相对峰面

积 ＲＳＤ 分别在 ０􀆰 ０１％ ～ ０􀆰 ２３％ 、 ０􀆰 １２％ ～ ３􀆰 ７１％ 范围内， 表

明溶液在室温下 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 相对保留时间、 相对峰面积 　 ２０ 批样品中共有峰

相对保留时间 ＲＳＤ 在 ０􀆰 ０１％ ～ ０􀆰 ４９％ 范围内， 表明其相对

稳定； 相对峰面积 ＲＳＤ 在 ３􀆰 ７４％ ～７１􀆰 ７８％ 范围内， 表明其

差异较大。
２􀆰 ４　 ＨＰＬＣ 指纹图谱建立

２􀆰 ４􀆰 １　 图谱生成　 取 ２０ 批样品， 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 （２０１２
版） ” 软件， 设置时间窗宽度为 ０􀆰 ２ ｍｉｎ， 采用多点校正法

进行全峰匹配， 共确定 ３１ 个共有峰， 见图 １。

图 １　 ２０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱

２􀆰 ４􀆰 ２　 共有峰指认和参照峰选择 　 吸取 “２􀆰 ２” 项下对照

品、 供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结果

见图 ２。 通过文献查阅， 指认出 ２ 号峰为原儿茶酸； 通过

ＤＡＤ 检测器紫外吸收值比对， 指认 ４ 号峰为盐酸麻黄碱， ５
号峰为盐酸伪麻黄碱， ８ 号峰为绿原酸， １２ 号峰为芹糖甘

草苷， １３ 号峰为甘草苷， １５ 号峰为苯甲酰新乌头原碱， １７

号峰为异甘草苷， １９ 号峰为甘草素， ２２ 号峰为甘草酸， 再

选择与相邻色谱峰分离效果良好、 保留时间稳定的 ２２ 号峰

（甘草酸） 作为参照。
２􀆰 ４􀆰 ３　 相似度分析　 将 ２０ 批样品相关数据导入 “中药色

谱指纹图谱相似度评价系统” （２０１２ 版） 软件， 以对照图

谱为参照［１４］ ， 计算相似度， 结果见表 ２。

７４４３

２０２１ 年 １２ 月

第 ４３ 卷　 第 １２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２１

Ｖｏｌ． ４３　 Ｎｏ． １２



４． 盐酸麻黄碱　 ５． 盐酸伪麻黄碱　 ８． 绿原酸　 １２． 芹糖甘草苷　 １３． 甘草苷　 １５． 苯甲酰新乌

头原碱　 １７． 异甘草苷　 １９． 甘草素　 ２２． 甘草酸

图 ２　 对照品 （Ａ）、 供试品 （Ｂ） ＨＰＬＣ 色谱图

表 ２　 ２０ 批样品相似度

编号 相似度 编号 相似度

Ｓ１ ０􀆰 ９７３ Ｓ１１ ０􀆰 ９８１
Ｓ２ ０􀆰 ９７５ Ｓ１２ ０􀆰 ９８１
Ｓ３ ０􀆰 ９６７ Ｓ１３ ０􀆰 ９７３
Ｓ４ ０􀆰 ９６２ Ｓ１４ ０􀆰 ９８３
Ｓ５ ０􀆰 ９７８ Ｓ１５ ０􀆰 ９８６
Ｓ６ ０􀆰 ９５７ Ｓ１６ ０􀆰 ９８５
Ｓ７ ０􀆰 ９６８ Ｓ１７ ０􀆰 ９８５
Ｓ８ ０􀆰 ９７８ Ｓ１８ ０􀆰 ９７６
Ｓ９ ０􀆰 ９８３ Ｓ１９ ０􀆰 ９８３
Ｓ１０ ０􀆰 ９７１ Ｓ２０ ０􀆰 ９８２

２􀆰 ５　 化学模式识别分析

２􀆰 ５􀆰 １ 　 主 成 分 分 析 （ ＰＣＡ ） 　 将 共 有 峰 数 据 导 入

ＳＩＭＩＣＡ１３􀆰 ０ 软件， 进行无监督的 ＰＣＡ 分析［１５］ ， 结果见图

３。 由此可知， ２０ 批样品可分为 ２ 类， 区分度较为明显。

图 ３　 ２０ 批样品 ＰＣＡ 得分图

２􀆰 ５􀆰 ２　 偏最小二乘法⁃判别分析 （ＰＬＳ⁃ＤＡ） 　 将共有峰数

据导入 ＳＩＭＣＡ１３􀆰 ０ 软件， 在 ＰＣＡ 分析的基础上建立有监督

的 ＰＬＳ⁃ＤＡ 判别分析， 获得 ＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图、 ＶＩＰ 图、 聚类

分析图， 分别见图 ４ ～ ６。 由图 ４ 可知， ２０ 批样品可分为 ２
个区域。 由图 ５ 可知， ５ 号峰为伪麻黄碱， １９ 号峰为甘草

素， １４ 号峰为麻黄碱， ２２ 号峰为甘草酸， １５ 号峰为苯甲酰

新乌头原碱， １３ 号峰为甘草苷， ２ 号峰为原儿茶酸， 贡献

值均大于 １； １１ 号峰是制川乌、 制草乌、 红花、 乌梅的共

有峰， ７ 号峰是木瓜、 乌梅的共有峰， ２７、 ３０ 号峰来自甘

草， ３ 号峰是制川乌、 制草乌共有峰， ６ 号峰来自红花， 均

对分类有显著影响， 即为主要成分的质量标志物。 由图 ６
可知， ２０ 批样品可聚为 ２ 大类， 与图 ４ 一致。

图 ４　 共有峰 ＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图

图 ５　 共有峰 ＶＩＰ 图

３　 讨论

本实验对样品处理方法进行考察， 确定以 ７０％ 甲醇超

声提取 ３０ ｍｉｎ 制备供试品溶液。 再对检测波长进行考察，
发现 ２１０ ｎｍ （０～ ２０ ｍｉｎ）、 ３１０ ｎｍ （２０ ～ ３６ ｍｉｎ）、 ２３５ ｎｍ
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图 ６　 ２０ 批样品聚类分析图

（３６～６０ ｍｉｎ） 的分段程序检测效果最佳。
２０ 批风湿骨痛胶囊的 ＨＰＬＣ 指纹图谱中确定 ３１ 个共有

峰， 指认出麻黄碱、 甘草苷、 苯甲酰新乌头原碱等 １０ 种成

分。 采用 《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》 （２０１２ 版）
软件分析， 结果相似度均大于 ０􀆰 ９５， 说明风湿骨痛胶囊质

量稳定。 但 ＰＣＡ、 聚类分析和 ＰＬＳ⁃ＤＡ 均将 ２０ 批样品明显

分成 ２ 类， 结合化学模式识别方法结果， 说明不同批次样

品共有峰存在一定的差异。 调取生产批记录分析发现， ２０
批样品中编号为 １～８ 的采用不同批次的原料药材， 而编号

为 ９～２０ 的采用同一批次的原料药材， 指纹特征也具有更高

的相似性， 即该产品的制备工艺具有较高的稳定性， 与实

验结果完全吻合， 说明原料差异对成品的影响是重要因素

之一。 为了保证生产过程批次间的一致性， 应加强对原料

药材进行质量控制， 并且对质量合格的多个批次原料药材

进行校兑后再投入生产也是可供选择的策略之一。
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