
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

白芍饮片 HPLC指纹图谱的定量标示研究

赫　炎 1 , 赵慧东 2 , 唐力英 2 , 王祝举 2 , 张启伟 23

(1. 中国中医科学院 中医临床基础医学研究所 , 北京 100700;

2. 中国中医科学院 中药研究所 , 北京 100700)

[摘要 ]　目的 :探讨如何应用 HPLC指纹图谱的计量技术对白芍炒制过程及白芍饮片进行质量控制。方法 :

中试生产研制白芍饮片 , HPLC, PFA (p rincipal factor analysis)。结果 :获得了较稳定的白芍饮片 HPLC图谱 ;在不同

产地和不同饮片品种图谱的 10个特征峰中 ,通过各个峰之间的联带变化在不同饮片中的分布规律 ,运用 PFA的信

息处理技术 ,抽取出能反映对 HPLC谱中峰群有影响的 2个公共因子 ,其累计贡献率为 6418% ,根据各峰对因子的

载荷和 communality筛选出的 7个峰可作为主要反映图谱形状变化的目标峰群。结论 : HPLC指纹图谱和 PFA可用

于白芍的炒制工艺过程和饮片的质量控制。
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　　白芍为毛茛科植物芍药 Paeon ia lactifora Pall.

的干燥根。味苦、酸 ,性微寒。具有平肝止痛 ,养血

调经 ,敛阴止汗的功效。中医临床用于头痛眩晕 ,胁

痛 ,腹痛 ,四肢挛痛、血虚萎黄 ,月经不调 ,自汗 ,盗汗

等。白芍药用多为炮制品。现行的白芍炮制方法有

酒炒制和炒制。但尚无对饮片含量限定的计量指

标 [ 1 ]。为了探讨对白芍炮制过程中的质量控制 ,作

者对白芍饮片 HPLC图谱的具体检测和计量标识技

术进行了研究。

1　材料与方法

1. 1　仪器与试药 　W aters 600型四元液相色谱泵 ,

996型光电二极管阵列检器 , M illennium 2010色谱

管理系统 ;乙腈和纯水 (HPLC级 ) ,其他试剂均为分

析纯。芍药苷购自中国药品生物制品检定所 (批号

07362200219)。

白芍药材由安徽沪谯饮片厂提供。饮片包括安

徽 ,浙江和四川产白芍药材的中试生产饮片及市售

饮片 ,具体饮片品种有白芍片、炒白芍和酒白芍 (表

1)。药材均由中国中医研究院吴连英研究员鉴定。

1. 2　色谱分析 　D iamonsil C18分析柱 ( 416 mm ×

250 mm, 5μm) ;流动相 A 乙腈 2B 水 (每 100 mL水

加磷酸 0101 mL ) , 线性梯度洗脱 , 0 ～ 20 m in,

10% ～30%A; 20 ～50 m in, 30% ～40% A; 50 ～60

　　 表 1　样品编号及炮制方法

编号 药材产地 饮片品种 炮制
1 亳州　　　 白芍片 软化切制阴干
2 亳州　　　 炒白芍 软化切 ,炒制
3 亳州　　　 酒白芍 软化切 ,酒炒制
4 浙江　　　 炒白芍 软化切 ,炒制
5 浙江　　　 酒白芍 软化切 ,酒炒制
6 浙江　　　 白芍片 软化切制阴干
7 四川　　　 炒白芍 软化切 ,炒制
8 四川　　　 酒白芍 软化切 ,酒炒制
9 四川　　　 白芍片 软化切制阴干
10 安徽 (市售 ) 炒白芍 　
11 安徽 (市售 ) 炒白芍 　
12 安徽 (市售 ) 白芍片 　
13 安徽 (市售 ) 炒白芍 　
14 安徽 (市售 ) 炒白芍 　
15 安徽 (市售 ) 酒白芍 　
16 安徽 (市售 ) 炒白芍 　

m in,保持 40%A。流速 1 mL·m in
- 1

;检测波长 230

nm;柱温 35 ℃;进样量 20μL。

1. 3　参照物溶液的制备 　称取芍药苷 210 mg,置

于 5 mL量瓶中 ,加 50%甲醇定容。

1. 4　供试品液制备 　称取样品粉末约 1125 g,置于

10 mL量瓶中 ,用 50%甲醇定容 ,超声 30 m in,放置

室温 ,定容至刻度 ,过滤备用。

1. 5　精密度试验 　精密吸取供试品溶液 10μL,重

复进样 5次 ,测定 10个共有峰面积 ,计算 RSD ,各峰

面积的 RSD 211% ～311% ,精密度良好。

1. 6　重复性试验 　取同一样品粉末 5份 ,分别制备

供试品溶液 ,在所选色谱条件下测定各峰面积 ,计算

其 RSD ,各峰的 RSD 213% ～411% ( n = 5) ,表明该
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方法重复性良好。

1. 7　稳定性试验 　取供试品溶液方法制备供试品 ,

在所选色谱条件下分别在 0, 2, 4, 8, 12, 24, 48 h进

样测定 ,所测各峰面积 RSD在 113% ～218% ,表明

供试品溶液在 48 h内稳定。

2　HPLC图谱的计量研究

图 1为等量混合饮片的 HPLC图谱 ,其中 5号峰

为芍药苷。图 2为不同饮片的 HPLC指纹图谱。分

别以 HPLC图谱中 10个共有峰的面积为图谱特征

值 ,计算饮片之间相关系数 (表 2)作为图谱之间相似

程度。结果显示安徽亳州产地的炒白芍和酒白芍很

相似 ( r = 0199)。但他们同白芍片比较略有不同 ( r =

0186)。提示炒制对饮片的整体药用成分的组成是具

有一定影响。但在杭芍和川芍中 ,未见有这种明显差

异。说明仅从图谱的相似度尚不能灵敏反映出饮片

品种之间的图谱结构变化。提示需对图谱做进一步

的结构分析。因此本研究采用了因子分析对图谱中

峰群变化的共性规律进行了追踪和分离。

图 1　白芍 HPLC图

图 2　不同白芍饮片的 HPLC图

表 2　饮片之间 HPLC图相似度

样品
峰号

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 1100 　 　 　 　 　 　 　 　
2 0186 1100 　 　 　 　 　 　 　
3 0186 0199 1100 　 　 　 　 　 　
4 0184 0195 0195 1100 　 　 　 　 　
5 0185 0189 0189 0198 1100 　 　 　 　
6 0183 0195 0195 0199 0197 1100 　 　 　
7 0189 0178 0177 0187 0192 0183 1100 　 　
8 0185 0173 0172 0185 0192 0181 0199 1100 　
9 0187 0185 0184 0194 0198 0191 0196 0196 1100

　　注 :样品号见表 1

以不同产地饮片 HPLC图谱的 10个共有峰面

积为定量依据 (见图 1) ,通过它们在不同饮片中相

关的变化规律 , 运用 PFA ( p rincipal factor analy2
sis)

[ 2 ]抽取出能反映影响峰群的公共因子作为计量

尺度 (2个因子的累计贡献率为 6418% ) ,从而追踪

影响药用物质基础整体变化的质量控制因素。并依

据各共有峰对该计量尺度变异的贡献大小 (Load2
ing) ,对各峰群在炮制过程质量控制中反应和变化

进行了研究 ,见表 3。

表 3显示 2, 3, 5, 7, 8, 9, 10峰在不同样品中的

变化主要是由 2个因子和样品特有属性决定。其中

Communalities显示这 2个共性因素所引起的变异占

各相应峰总变异的比值。由于它们均大于 70% ,所

以说明这些峰主要由这 2个因素共同影响 ,决定指

纹图谱形状变异。而 1, 4, 6峰的变化主要与样品的

自有属性相关 ,无明显变化规律。图 3显示了不同

产地药材不同饮片品种的图谱取值在这两个主因子

1和因子 2形成平面的分布。结果因子 1可以明显

将川芍、杭芍的饮片与亳芍区分开来 (其中 ,根据市

场调研 , 市售饮片的药材均来至于安徽产地 ) ,表 3

显示因子 1主要影响 2, 3, 5, 7峰 ,既反映在芍药苷

和芍药内酯苷等化合物变化。应属于反映药材产地

属性 ,说明产地与药用物质基础之间的重要关系 ,即

药材的道地性。而因子 2主要影响 8, 9, 10峰。既

与苯甲酰芍药苷和其他 2个配糖基化合物变化有

关。从图 3可见 ,它可随工艺的变化而变。但由于

本研究所收集的样品仅为 16,与所分析的峰群数比

仅为 116倍 ,只能从探索性研究的角度提供研究信

息 ,进一步的验证性研究还有待于大样本收集和检

测。

图 3　不同饮片在主因子平面上的分布

3　讨论

2005年版《中国药典 》白芍项下虽然收载了酒

白芍、炒白芍和白芍片 3种炮制品 ,且对药材芍药苷

的含量作了限定标准 ,但尚无相应饮片质量标准。
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　　 表 3　PFA分析结果

峰号
旋转前共性因子负荷

因子 1 因子 2

Communalities

从因子 1 从因子 2 Multip le R2Square

旋转后共性因子负荷 (Varimax)

因子 1 因子 2

1 - 1375 1451 1141 1344 1794 1199 1551

2 1736 1421 1542 1720 1824 - 1835 1145

3 - 1895 - 1305 1802 1895 1937 1946 1018

4 - 1241 1464 1058 1273 1969 1069 1518

5 - 1915 - 1205 1837 1879 1958 1930 1119

6 - 1099 1143 1010 1030 1957 1045 1168

7 1910 1193 1829 1866 1971 1790 1492

8 - 1040 1954 1002 1912 1978 - 1362 1884

9 - 1709 1536 1502 1789 1928 1484 1745

10 1048 1881 1002 1779 1981 - 1345 1812

白芍炮制过程中有药材的软化、切片、炒制多个加工

环节 ,其中软化中又涉及到具体浸泡时间和用水量 ,

炒制也涉及到辅料、用量、加热温度、加热时间等因

素。这些参数的不同无疑会影响饮片的药用物质基

础整体改变。显然仅用芍药苷为限定含量标准无法

整体反映和控制饮片的质量。作者在酒白芍、炒白

芍和白芍片 3个饮片品种的炮制研究中 ,发现仅以

芍药苷和 /或饮片的浸出物含量为过程质量控制指

标 ,在相同的产地药材和工艺条件下 ,不同批次饮片

的含量变化作为质量标示 ,其可信度 ( reliability)不

大 ,仅以它们作为质量标准无法灵敏地反映大生产

中不同生产批次之间物质基础的差异。为此本研究

引入饮片 HPLC指纹图谱 ,并对其图谱计量标示技

术进行了探讨。以期为整体反映饮片药用物质基础

改变提供灵敏的指标。

在具体分析中 ,若直接采用 PCA (主成分分析 )

对峰群进行分析 ,其累计贡献率较比 PFA 的略大

(贡献率为 68% ) ,但考虑各样品的固有特性的存

在 ,既峰面积不随产地和加工等因素影响而变化的

变异部分 ,本研究采用了 PFA的技术 ,以复相关系

数平方替代了各峰的总变异 ,抽取能最灵敏反映峰

群之间共变的潜在因子 ,而 PCA是以各峰的总变异

(标化后为 1) ,因此 PCA是提炼能最灵敏反映总变

量 (峰群 )所有的变异的潜在因子。即从信息量的

角度寻找和解释图谱变异。忽视了峰群的变化既由

共性和个性因素所致 ,因此抽取的因子往往不能有

效地反映图谱的结构变化 ,可信度低 ,且缺少直观意

义。而 PFA是抽取能最灵敏反映峰群之间的协方

差 (即图谱之间的形状变化 )的潜在因子。由于这

些因子是反映峰群变化的共性问题 ,对追踪影响峰

群共振的主要炮制因素尤为适用。因此作者对其在

中药炮制的质量控制的应用进行了探讨。
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Quan tititive study for chroma tograph ic f ingerpr in ts of

processed products of Paeon ia lactif lo ra

HE Yan1 , ZHAO hui2dong2 , TANG L i2ying2 , WANG Zhu2ju2 , ZHANG Q i2wei2

(1. Institu te of B asic C lin ical M edicine, Ch ina A cadem y of Chinese M edica l Sciences, B eijing 100700, Ch ina;
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[ Abstract] 　O bjective: To exp lore the utility of Principal Factor Analysis ( PFA ) in chromatographic data for quality control.

M ethod: Chromatographic fingerp rints of p rocessed root p ieces of Paeon ia lactif lora were determ ined by HPLC, the PFA was used for

data p rocessing. Result: The quantitative differences among different growing areas and different p rocessing batches were found with

the method. Conclusion: The method could be used in quality control for monitoring between2batch p roducts of traditional Chinese
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pharmaceutical p rocess.

[ Key words] 　Principal Factor Analysis; Paeon ia lactif lora; chromatographic fingerp rints
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大孔吸附树脂法分离精制逍遥丸

杨志欣 3 , 裴广杰 , 李永吉 , 王艳宏 , 王　锐 , 刘　俊
(黑龙江中医药大学 药学院 , 黑龙江 哈尔滨 150040)

[摘要 ]　目的 :通过对 12种大孔吸附树脂筛选 ,寻找适用于分离精制逍遥丸的树脂种类及方法。方法 :以芍

药苷、柴胡皂苷 A、阿魏酸、甘草酸的静态、动态吸附量和脱附率为指标大范围筛选树脂 ,通过单因素试验确定分离

精制逍遥丸的优选操作条件。结果 : D - 101 - 1树脂具有较好的吸附性能和解吸效果。吸附完全后 ,先以水洗脱 ,

除去杂质 ,再收集 50%及 70%乙醇洗脱液 ,药材与树脂 (干重 )的比例为 5∶1。结论 : D - 101 - 1树脂综合性能良

好 ,适用于逍遥丸的分离精制。

[关键词 ]　逍遥丸 ;大孔吸附树脂 ;精制方法
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　　逍遥丸是由柴胡、白芍、当归、白术、茯苓、薄荷、

甘草等 7味中药组方制成 ,源于宋代《太平惠民和

剂局方 》,可疏肝健脾、养血调经 ,目前临床多用于

妇科疾病 [ 1, 2 ]
,疗效肯定。然而该制剂服用量大、质

量不易控制 ,亟待工艺现代化 ,尤其是精制工艺的深

入研究。大孔吸附树脂 [ 3 ]是一种新型的有机高聚

物吸附剂 ,由于其具有操作简便、树脂易再生、有机

溶剂用量小等优点 ,近年来被广泛地应用于中药单、

复方的分离精制。本实验采用大孔树脂精制逍遥

丸 ,方法简单可行 ,取得了令人满意的效果。

1　仪器与试药

美国 W aters公司 2695 型高效液相色谱仪 ,

2996型紫外检测器 , empower工作站。柴胡等药材

购自哈尔滨市药材公司 ,经黑龙江中医药大学生药

教研室鉴定为 2005年版《中国药典 》正品。芍药苷

对照品 (中国药品生物制品检定所 ,批号 07362
9913)、阿魏酸对照品 (中国药品生物制品检定所 ,

批号 077329708)、甘草酸单铵盐对照品 (美国 Sigma

公司 )、柴胡皂苷 A对照品 (上海医药研究所 ,批号

050106)。甲醇、乙腈 (色谱纯 ) ;水 (超纯水 ) ;其余

为分析纯。大孔树脂 ( HPD100, HPD - 100A,

HPD300, HPD400, HPD450, HPD500,沧州宝恩化工

有限公司 ; LSA30, LSA40,西安蓝晓科技有限公司 ;

D101, D - 101 - 1, DM301, DS - 401,天津市海光化

工有限公司 )。

2　方法与结果

2. 1　含量测定

2. 1. 1　色谱条件 　大连物理化学研究所 C18色谱柱

( 416 mm ×220 mm , 5μm) ,流速 1 mL·m in
- 1

,柱温

30 ℃,柴胡皂苷 A的流动相乙腈 2水 (37∶63) ,检测

波长 208 nm;芍药苷、阿魏酸的流动相甲醇 2水 ( 1%

醋酸 ) (25∶75) ,芍药苷检测波长 232 nm,阿魏酸检

测波长 323 nm;甘草酸单胺盐的流动相甲醇 21%醋

酸 (70∶30) ,检测波长 252 nm。

2. 1. 2　标准曲线考察　精密称取柴胡皂苷 A对照品

3168 mg,置 5 mL量瓶中 ,加甲醇溶解并定容至刻度。

分别用微量移液器精密移取 125, 250, 500, 750, 1 000

μL的对照溶液 ,稀释至 1 mL, HPLC进样 10μL。精

密称取芍药苷对照品 3145 mg,置 5 mL量瓶中 ,加甲

醇溶解并定容至刻度。分别用微量移液管精密移取

150, 400, 600, 800, 1 000μL的对照溶液 ,置 2 mL量

瓶 ,定容。精密称取阿魏酸 2108 mg,置 10 mL量瓶

中 ,加甲醇溶解并定容至刻度。分别用微量移液管精

密移取 400, 800, 1 200, 1 600μL,置 2 mL量瓶 ,定容。
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