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摘 　要 :依托时间匹配、光谱信息辅助 ,利用自编的 VB 程序 ,建立并比较了时间匹配和

时间匹配参考光谱信息两种识别中药指纹图谱共有峰的方法 ,并成功地应用于肉苁蓉

的高效液相色谱2二极管阵列检测器 ( HPL C2DAD) 法指纹图谱的建立。结果表明 ,只

需要人为设置色谱峰大小下限、保留值相对误差上限和最大吸收波长差值上限三个参

数 ,VB 程序编制的指纹分析系统就能快速对所有样本进行共有峰识别和模糊数学处

理 ,实现了无人工干预下的中药指纹图谱共有峰的自动识别 ,指纹图谱的建立过程客

观 ,并且节省大量时间 ,其中参考光谱法识别结果更准确。
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中药是中华民族的瑰宝 ,现代化是中药走向世界、实现国际化的前提 ,其制剂的质量水平控制是现代

化的中心环节[1 ] 。以指纹图谱[2 ,3 ]规范中药制剂的质量 ,被评价为中药质量控制的里程碑[4 - 6 ] 。国家食品

药品监督管理局 2002 年发布了《中药注射剂色谱指纹图谱实验研究技术指南 (试行)》[7 ] 。色谱法是研究

指纹图谱的首选方法 ,高效液相色谱 ( H PL C)因具有灵敏、重现、适用对象广泛、分离效率高等特点而被广

泛应用[8 ] 。

峰匹配是指纹分析的关键 ,保留时间或相对保留值常常作为色谱指纹图谱的共有峰识别标准[9 ] 。但

是 ,由于中药体系的复杂性和 HPL C 仪器系统的微小波动 ,同一组分在各色谱图中的保留时间不尽相同。

通常采用添加内标物或者人工选定标定峰来校正保留时间[10 ] 。根据选定标定峰的数目有一点、两点或者

多点校正方法。一点法对非线性推移校正结果较差 ,两点法可以部分校正非线性推移 ,多点法效果最好 ,

但是加大了操作者的难度[11 ] 。陈闽军等[10 ]用遗传算法进行色谱图匹配 ,实现了自动优化标定 ,但需要在

色谱图中分区间定义局部特征 ,有可能导致区间邻接位置的同一色谱峰被划分入不同的区间 ,使自动匹配

结果有时与观察特征不一致 ,须通过手动校正进行调整。朱臻宇等[12 ] 提出一种全排序模板匹配算法 ,克

服了原算法中的某些错配、漏配等缺陷。但是 ,全排序模板是所有样本的总和 ,数据量大 ,不利于大批量样

本和峰数目很多的样本的处理。当样本之间差异较大时 ,其同一物质的色谱峰应当彼此靠近的分析前提

也难以保证。倪力军等[ 13 ] 选取前后两个参数点 ,采用图论中的最短路径算法寻找最佳匹配峰组 ,最大程

度地匹配可能的色谱峰并极少出现错配、漏配峰组 ,无需手动校正。因此以保留时间为基础 ,结合其它色

谱信息综合进行峰匹配成为必然。王龙星等[14 ]提出了在保留时间的一定范围内参考峰高的算法 ,能较好

地定量评价指纹图谱间的相似性。但是峰高的定性作用很不可靠 ,当样品间的组分差异比较大或者大小

相似的峰密集出现时 ,峰高的参考意义不大。二极管阵列检测器 (DAD) 灵敏度高、重现性好 ,能得到光谱

信息[ 15 ] ,可以反映检测对象的部分结构信息 ,有利于复杂体系的峰识别[16 - 19 ] 。李博岩等[16 ]提出了光谱相

关色谱的概念 ,并且分析处理了一些中药色谱指纹图谱 ,结果表明该方法实用、可靠 ,仍有待进一步发展和

完善。但在具体应用中还要借助人工干预 ,而非自动地全图谱处理。
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本文依托时间匹配、光谱信息 (最大吸收波长)辅助 ,利用 VB6. 0 自编的程序 ,实现了无人工干预下的

中药指纹图谱共有峰的识别及相似度分析 ,有利于指纹图谱的客观化和标准化。

1 　算法设计

1 . 1 　时间匹配识别共有峰

本文采用已知活性组分的峰作为参考峰 ,综合了内标法的优势 ,优先保证活性物的匹配有利于反映主

要信息。两个不同样本中 ,按照相对保留时间最接近的峰认为是共有峰的原则 ,设计时间匹配算法 ,具体

算法如下 : 取两个样本 P1、P2 ,依次取 P1 中的峰 i ,与 P2 中未匹配的相对保留值最小的峰 j 比较。如果

差值不大于预设值 N t (其取值根据实际情况而定) ,认为有可能是共有峰 ,记录并取 P2 样本中的下一个峰

比较 ;如果差值大于 N t ,并且 P2 j 的相对保留值比 P1 i 小 ,继续比较 ,若 P2 j 的相对保留值比 P1 i 大 ,说明

P2 中与 P1 i 有可能匹配的峰已经找完。取出其中与 P1 i 最接近的峰 P2 m ,如与 P1 样本的下一个峰 i + 1

的相对保留值差大于与 i 峰的差值 ,说明 i 峰与 m 峰匹配 ,取两峰各项参数的均值记为准共有图谱的一个

峰 ;反之 ,说明 i 峰与 m 峰不是最佳匹配 ,如 m - 1 峰是可能峰 ,则 i 峰与 m - 1 匹配 ,否则 ,认为 P2 中没有

峰与之匹配。完成以上计算 ,继续取 P1 样本中的下一个峰按照上述方法识别 ,直至 P1 样本峰全部识别

结束 ,得到一个准共有图谱 ;再以准共有图谱为标准 (新 P1) 识别下一个样本 (新 P2) ,直至所有样本识别

完成 ,得到共有图谱作为指纹图谱。其流程见图 1。

图 1 　时间匹配算法流程图
Fig. 1 　Schematic diagram of time matching arithmetic

1 . 2 　参考光谱识别共有峰

在出峰比较密集的情况下 ,仅用相对保留值作为定性依据 ,结果不可靠。二极管阵列检测器可以在

200～400 nm 波长范围内得到任意保留时间色谱峰的吸收光谱 ,同一组分在两个不同色谱图中 ,虽对应的

保留时间有些差异 ,但它们的光谱相同或相似[ 16 ] ,可以利用各色谱峰的吸收光谱进行共有峰辅助识别。

依次取样本 PP1 (或者准共有样本) 中的峰 i ,在样本 PP2 中找出所有与 i 的相对保留值相差不超过

N t 的可能峰。选出其中最大吸收波长λmax与 i 峰最接近的 m 峰 ,如果波长差值大于预设值 N l ,认为没有

匹配峰 ,否则反算 m 峰与 i + 1 峰的相对保留值和λmax的差值。若大于与 i 峰的差值则判定 i 峰与 m 峰匹

配 ;反之 ,如果 m - 1 峰是可能峰则判定 i 峰与 m - 1 峰匹配 ,否则认为 P2 中无匹配峰。相匹配的峰各项

参数的算术平均值作为准共有样本的一个峰 ,所有样本的准共有样本作为指纹图谱。具体算法如图 2。

2 　实验部分

2 . 1 　仪器、试剂及样品

Waters 1525 型高效液相色谱仪 (美国) ,包括二极管阵列检测器 ( Waters 2996) 。借助 Empower 软件

进行数据采集及处理。BRANSON SB32002T 型超声波振荡器 (上海) 。旋转蒸发仪 (河南巩义英裕高科

仪器厂) 。

甲醇 (色谱纯) ,三氟乙酸 (分析纯) ,超纯水 ,松果菊苷对照品由北京大学药学院提供。
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图 2 　参考光谱算法流程图
Fig. 2 　Schematic diagram of time2spectrum2matching arithmetic

实验使用 12 个不同来源的肉苁蓉 Cistanche[20 - 22 ]样品。具体信息如表 1。

表 1 　样品信息表

Table 1 　The information of samples

No. Name Cultivating area No. Name Cultivating area

1 Cistanche. deserticola. Neimenggu 7 Cistanche. tubelosa Xingjiang

2 Cistanche. lanz houensis Lanzhou 8 Cistanche. deserticola Alashan

3 Cistanche. deserticola Neimenggu gudengkou 9 Cistanche. deserticola Gansu yumen

4 Cistanche. deserticola Ningxia 10 Cistanche. salsa Qinghai

5 B oschiakia. rossia Qinghai 11 Cistanche. deserticola Yinchuan

6 Cistanche. tubelosa Xinjiang 12 Cistanche. deserticola Neimenggu

2 . 2 　实验条件

色谱柱为 Nucleodur C18 (250 ×3. 9 mm i. d. , 5μm) 柱 ;流速 :0. 6 mL/ min。梯度洗脱程序 :0 →11

min ,90 % A ,10 %B ;11 →12 min ,90 % →88 % A ,10 % →12 %B ; 12 →16 min ,88 % →85 %A ,12 % →15 %B ;

16 →50 min ,85 % →70 %A , 15 % →30 %B ; 50 →115 min ,70 % →55 %A ,30 % →45 %B ;115 →120 min ,

55 % →0 %A ,45 % →100 %B。其中 ,A 相是水 (含 0. 1 %三氟乙酸) ,B 相为甲醇。二极管阵列检测器检测

波长范围 :210～400 nm。进样体积 :10μL 。

2 . 3 　实验方法

图 3 　肉苁蓉样品的 HPLC2DAD 重叠图( 从前向后
依次是 1 # ～12 # )
Fig. 3 　Overlap chromatograms of Cistanche samples

准确称取 4. 0 g 肉苁蓉干燥粉末 ,加入 100 mL 甲醇 ,超声提取 60 min ,过滤 ;残渣再分别加入 60 mL 、

40 mL 甲醇各提取 30 min ,合并滤液 ,浓缩至 25 mL ,定

容。

样品提取液经 0. 22μm 滤膜过滤 ,按照 2. 2 色谱条

件依次测定 12 个肉苁蓉样品 ,得到各样品色谱重叠图 ,

见图 3 (从前向后依次是 1 # ～12 # ) 。提取面积百分比大

于 0. 35 %的峰作为有效峰组成相应样本 ,进行共有峰识

别。

3 　结果与讨论

3 . 1 　重现性和稳定性

方法的重现性通常用标准溶液来进行考察 ,而试样
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的稳定性以一个或几个特征峰来衡量 ,这种方式不能反映整个图谱的变化情况以及方法的重现性和稳定

性。本文将所得样本 ,按照模糊数学方法计算相似度 ,则可进行全面评价。下面分别以 59 min 左右的峰

(经过光谱和标准加入法鉴定为松果菊苷)进行单峰评价 ,以夹角余弦法计算相似度进行总体评价。

重现性试验以蒙特肉苁蓉 (4 # )为试样 ,连续三天各测一次 ,在同一天测三次 ,检验方法的重现性。稳

定性试验 :将蒙特肉苁蓉提取液 ,每 3 h 测一次 ,连续进样三次 ,检验样品稳定性。结果见表 2。单峰评价

(峰面积)与总体评价的结果大体一致 ,均认为方法重现性良好 ,样品稳定性较差 ,但是前者认为日内明显

优于日间重现性 ,后者则认为重现性一致。可见 ,单峰评价具有片面性 ,采用总体评价更合理。

表 2 　重现性、稳定性检验结果

Table 2 　Repeatability and stability

Holistic evaluation
Similarity (vectorial

angle cosine method)

Single peak evaluation

RSD ( %)
( Peak area)

RSD ( %)
(Relative retention times)

Repeatability
Int ra2day
Inter2day

0. 991
0. 991

0. 78
1. 8

0. 40
0. 82

Stability 0. 980 6. 8 0. 48

3 . 2 　程序可靠性检验

对同一样本进行共有峰识别 ,两种方法均把原样本作为准共有样本 ;将 12 个样本以不同顺序进行识

别 ,两种方法的识别结果均保持不变 ;人为剔除任意样本中一个共有峰 ,两种方法的识别共有样本中相应

的峰均消失。以上检验表明 ,按照 1. 1 和 1. 2 中所述算法建立的 VB 程序无误。

3 . 3 　两种共有峰识别方法比较

分别以时间匹配法和参考光谱法对 8 个荒漠肉苁蓉正品和全部 12 个供试品进行了共有峰的识别 ,得

到共有峰作为指纹图谱。详见表 3。由表可见 ,时间匹配法得到的共有峰始终比参考光谱法多 ,说明存在

一些峰虽然相对保留值处在可能匹配的范围 ,但是最大吸收波长差异很大 (超过 20 nm) ,并非同一物质。

本实验中 , N t 最佳取值是 0. 15 ,此时两种方法判定的共有峰均比较多。考虑到仪器方法的固有波动

性 , N t 取值过小会导致共有峰数目少 ,即使同一物质的峰也可能错判为非共有峰 ; N t 取值过大则会造成

误判 ,前面部分峰的误判可能造成后面部分继续判定错误 ,反而减少共有峰总数。另外 ,8 个正品荒漠肉

苁蓉样品的共有峰数目明显高于全部共有样本 ,说明正品之间比较一致 ,与其它品种之间存在较大差异。

表 3 　两种识别方法指纹图谱共有峰数的比较

Table 3 　Comparison of common peak numbers identif ied by the two methods

N t
Cistanche. deserticola[8 ] All samples[12 ]

Time matching Time2spect rum2matching Time matching Time2spect rum2matching

0. 005 1 1 0 0

0. 01 3 2 1 1

0. 05 11 7 4 2

0. 1 12 10 8 4

0. 12 12 11 8 5

0. 15 13 11 9 5

0. 2 13 10 10 5

0. 3 16 9 10 5

0. 4 17 6 12 5

0. 5 17 7 12 6

传统的人工识别 ,对于出峰比较密集 ,并且形状大小差异不大的区域 ,难以作出准确判断 ,只能主观判

定 ,用计算机处理则可避免这种主观差异。例如在 6 # 和 7 # 样品色谱图中 , 6 # 样品的第 24 号峰与 7 # 样

品的第 19 号峰、20 号峰的相对保留值和峰形都比较接近 ,均有可能匹配 ,人工识别困难。时间匹配法 ,判

别 6 # 样品的第 24 号峰与 7 # 样品的 20 号峰是共有峰 ,但比较各色谱峰的光谱图 ,判定 7 # 样品的 20 号峰

是 6 # 样品第 24 号峰的共有峰 ,用程序处理则迅速、客观 (表 4) 。
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再如 3 # 和 8 # 样品 ,用时间匹配和参考光谱法分别得到 20 和 19 个共有峰 ,其中时间匹配法多出的一

个峰是将最大吸收波长分别是 230. 3 nm 和 328. 6 nm 的两个峰判别为共有峰 ,虽然两峰的相对保留值的

差值在 N t 范围内 ,时间匹配法认定为共有峰 ,但这两个峰明显不是同一物质 ,详见表 4。这进一步表明 ,

同时考虑相对保留值和最大吸收波长的参考光谱法可以更准确的识别共有峰。

表 4 　共有峰识别方法比较表

Table 4 　Comparison of identif ication methods

Sample Peak No. Relative retention time (min) Area percent ( %) λmax (nm)

6 # 24 1. 244 0. 9452 230. 3

7 # 19 1. 227 0. 9648 228. 0

20 1. 248 0. 2111 220. 8

3 # 30 1. 585 0. 3319 230. 3

8 # 26 1. 641 0. 8174 328. 6

4 　结论

按照相对保留值最接近建立的时间匹配识别法以及同时参考相对保留值与二极管阵列检测器的光谱

信息 (最大吸收波长或者整个光谱)建立的参考光谱识别法 ,只需要人为设置有效峰大小下限、时间相对差

值上限和最大吸收波长差值上限三个参数 ,VB 程序编制的指纹分析系统就能快速对所有样本进行共有

峰识别和模糊数学处理。使指纹图谱的建立过程客观化 ,避免了除实验环节外的人为影响 ,有利于更好的

发挥质量评价的作用 ,并且节省大量时间。在使用二极管阵列检测器的多维信息检测器时 ,参考光谱法

(或者参考其它多维信息)可以更准确的识别共有峰。
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Automatic Identif ication of the Common Peaks
in the Chromatographic Fingerprints of

Traditional Chinese Medicines

FEN G Qi2yu , CAO Yu2hua 3 , GON G Li2dong
( S chool of Chemical and M ateri al En gi neeri ng , J i angnan Universi t y , W u x i 214122)

Abstract : Automatic identification of t he common peaks in the chromatograp hic fingerp rint s of

t raditional Chinese medicines was established based on two met hods of time matching and time2
spect rum2matching identification which are based on t he relative retention time and spect rum of each

peak , respectively. Automatic identification was accomplished by t he self2built p rogram utilizing VB

programming language. Two methods have been successf ully applied in the chromatograp hic fingerp rint s

of Cistanche salsa. It showed t hat if t he parameters including the lowest peak area , t he permissible

deviation of retention time and upper limit of difference of the maximum absorption wavelength were

set , t he fingerp rint analysis system could rapidly identify t he common peaks and do similarity analysis

automatically. The fingerp rint established wit h t his system was more accurate and consistent , and

avoided personal bias. Compared wit h time2spect rum2matching identification , time matching was more

accurate and reliable.

Keywords : Fingerp rint analysis ; Common peak identification ; Cistanche salsa ; High performance Liquid

chromatograp hy2p hotodiode array detector ( H PL C2DAD)
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