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基于三波长融合谱的系统指纹定量法

鉴定龙胆泻肝丸的真实质量

孙国祥!，- 张静娴
（沈阳药科大学药学院，辽宁 沈阳 ’’""’+）

摘要：建立了龙胆泻肝丸（4%5/6"50.*/"5 7.&&，489:;）三波长融合高效液相色谱（<;4=）指纹图谱，以系统指纹定

量法全面鉴定 489:; 的质量。采用反相高效液相色谱法（>;,<;4=），运用多波长融合指纹图谱技术对色谱图进

行处理，以黄芩苷为参照物峰，确立了 +& 个共有指纹峰，以宏定性相似度为参量对 ’! 个厂家的 ’! 批 489:; 进行

聚类分析，确定用其中 ’" 批生成对照指纹图谱（>?;），以此 >?; 为标准用系统指纹定量法评价 ’! 批 489:; 的质

量。结果鉴别出 # 批质量完全合格，’ 批含量明显偏高，! 批化学成分数量和分布比例不合格。基于多波长融合技

术的系统指纹定量法是评价中药真实质量的可靠方法。
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H.J* 1.-.&"I.H#；4%5/6"50.*/"5 7.&&（489:;）



! 第 " 期 孙国祥，等：基于三波长融合谱的系统指纹定量法鉴定龙胆泻肝丸的真实质量

! ! 龙胆泻肝丸（!"#$%）由龙胆、柴胡、黄芩、栀子
（炒）、泽泻、关木通、车前子（盐炒）、当归（酒炒）、

地黄、炙甘草 #$ 味药组方，是中医治疗肝胆实火、三
焦湿热的重要良药，临床上用于治疗肝胆湿热所致

的头晕目赤、耳鸣耳聋、耳部疼痛、胁痛口苦、尿赤涩

痛、湿热带下等症［#］。国家药典中有龙胆泻肝丸中

龙胆苦苷含量的测定方法［#］，也有采用高效液相色

谱法（&%!’）测定黄芩苷［%］和同时测定龙胆苦苷、
栀子苷含量［"］的报道，但尚未见关于其指纹图谱研

究的报道。信息融合技术是协同利用多源信息，以

获得对同一事物或目标的更客观、更本质认识的信

息综合处理技术［&］。它比直接从各信息源得到的

信息更全面，对事物的评价更客观、更有价值。目前

关于指纹图谱的信息融合技术的报道较少。聂磊

等［’］采用主成分分析方法对不同特征吸收波长下

栀子的指纹图谱进行融合，并与整合法进行了比较。

花汝凤等［(］对补中益气汤双波长指纹图谱按平均

值法融合并进行整体性分析。范骁辉等［)］运用串

行融合和并行融合两种方式进行色谱指纹图谱融

合，同时提出了一种评价多元色谱指纹图谱相似度

的新方法。本实验采用高效液相色谱(二极管阵列
检测器联用（&%!’(")"）技术，测定 !"#$% 多个
特征吸收波长下的色谱图，经筛选，用 %’&，%*$ 和
"%( *+ 波长下的色谱图建立了融合指纹图谱，并采
用系统指纹定量法［*］评价了 #% 个厂家的 #% 批样品
的化学成分分布比例、数量和化学成分整体含量差

异，为 !"#$% 的质量控制提供了新的参考。

!" 系统指纹定量法原理

! ! 中药是一个复杂的体系，中药指纹图谱是从 !
维向量空间反映中药质量的模型方法。中药指纹图

谱评价是针对样品指纹向量 ! +（ "#，"%，⋯，"!）和

对照指纹向量 " +（ ##，#%，⋯，#!）两个系统的定性

定量差异比较，"$ 与 #$ 为各指纹峰面积。将双定性

相似度（ %, 与 %, -）
［,］均值 %+ 称为宏定性相似度

（见式（#）），其能够整体监测中药化学指纹数量和
分布比例；按 %+ 数值大小将中药样品定性划分为 *
个质量级别（见表 #），当样品的 %+ 值满足表 # 中的
某值时认为其中药化学成分数量、分布比例满足相

应级的要求，因此 %+ 是对中药化学成分数量和分

布比例的系统定性评价。将双定量相似度（ & 与
’）［*］均值 ’+ 称为宏定量相似度，见式（%），’+ 兼

顾了大小指纹峰对定量相似度的贡献。按 ’+ 值大

小将中药样品定量划分为 * 个质量级别（见表 #）。

表 !" 系统指纹定量法划分中药的质量级别
!"#$% !" !&’ ()"$*+, -./%.0 /*1*/%/ #, +2% 0,0+%3"+*4

()"5+*6*%/ 6*57%.8.*5+ 3%+2-/

$./01 %+ ’+ 2 3 ! 45/6789

! #$ : ,’ ,’ - #$’ %$ : $’ ;1<8

" #$ : ,$ ,$ - ##$ %$ : #$ ;1881.

# #$ : *’ *$ - #%$ %$ : #’ =>>0

$ #$ : *$ )’ - #%’ %$ : %$ ?7*1

% #$ : )$ )$ - #"$ %$ : "$ +>01./81

& #$ : ($ ($ - #&$ %$ : &$ @>++>*

’ #$ : ’$ ’$ - #’$ %$ : ’$ 01?1@87A1

( . $ : ’$ $ - / 0 $ : ’$ 7*?1.7>.
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! ! 设 ! 和 " 与 ! +（#，#，⋯，#）的夹角余弦分别为
"( 和 ")，分别代表样品和对照指纹图谱的指纹峰信

号均化程度。%+ 和 ’+ 具有实际意义的前提是 "( 和

") 的差异性很小，这是因为 "( 和 ") 比值与定量相

似度（宏观含量相似度 *，投影含量相似度 +）直接相
关（见式（"））。根据 ") 是比较标准，定义 "( 的相对

标准偏差的绝对值为 !，称为指纹均化性变动系数
（见式（&））。按 ! 大小将中药定性划分为 * 个质量
级别（见表 #），! 是一限定参数，主要控制样品指纹
谱与对照指纹谱的均化性差异。用 %+、’+ 和 ! 相结
合来鉴定中药质量级别的方法称为系统指纹定量法，

判定样品的质量级别时必须同时满足三者条件。
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!" 实验部分

! ! #" 仪器与试剂
% % !"#$%&’ ##&& 型液相色谱仪，配有 (!(、四元低
压梯度泵、在线脱气装置、自动进样器，)*%+ ,’-.
’#/& 工作站（!"#$%&’ 公司），01’! 旋转蒸发仪（上
海亚荣生化仪器厂），,-2’32#34!5,##&, 分析天平
（北京赛多利斯天平有限公司）；67.’&5 型超声波
清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；6(8 型控温
电热套（山东鄄城华鲁仪器公司）。

% % 甲醇、乙腈（色谱纯，山东禹王实业有限公司禹
城化工厂），冰醋酸（色谱纯，天津市科密欧化学试

剂开发中心），(’9（体积分数，下同）乙醇（分析纯，
康科德科技有限公司），水为去离子水。龙胆苦苷

（"%&’#/:#;2/4#<%，=>,）、黄芩苷（ ?-#;-$#&，5)@）、
甘草酸单铵（ "$A;A22*#B#; -;#<，=CD!）和绿原酸
（;-EE%/’-&&#; -;#<，)=!）对照品（供含量测定用，
中国药品生物制品检定所）。#! 批 @(F=>（生产厂
家，批 号）：,#（ 北 京 同 仁 堂 制 药 有 限 公 司，
)&)*&!*）；,!（赤峰天奇制药有限公司，!&&)&#!#）；
,*（河北药都药业有限公司，!&&)&##!）；,$（河南百
年康鑫药业有限公司，!&&"#&&#）；,’（石家庄海天
药业有限公司，!&&"&(&#）；,+（沈阳中药制药有限
公司，&"#&&#）；,"（哈 药 集 团 世 一 堂 制 药 厂，
&"#&#$+）；,)（ 白 城 市 多 邦 药 业 有 限 公 司，
!&&"&*&!）；,(（丹东药业有限公司，&"#&&#）；,#&
（药都制药集团有限公司，&)&#&+）；,##（辽宁金丹
药业有限公司，!&&)&###）；,#!（山东仙河药业有限
公司，&"&)&!）；均购于药店，其中 ,# , ,$ 为水丸，
,’ , ,## 为大蜜丸，,#! 为浓缩丸。
! ! !" 溶液的配制
% % 对照品溶液：精密称取龙胆苦苷对照品 ’- &
+"，置于 !’ +@ 容量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀
得 !&& +" G @ 的对照品溶液。同法分别配制 ’&&
+" G @ 的黄芩苷、甘草酸单铵和绿原酸对照品溶液。
% % 样品供试液：取 @(F=>（水丸）)- "’ "，剪碎，精
密称定，加入 +& +@ "’9 乙醇回流提取 ! *，过滤，
残渣中加入 ’& +@ "’9 乙醇继续回流 #- ’ *。合并
两次滤液，减压浓缩至约 !& +@，加水 )& +@ 沉淀
!$ *，过滤并浓缩；然后用 ’&9 乙醇定容至 !’ +@，
摇匀做供试液。同法制备与水丸原生药材量相当的

大蜜丸供试液和浓缩丸供试液。

! ! $" "#$% 指纹图谱的检测条件
% % )%&’32A ,D@ )#) 5(, 柱（!&& ++ . $- + ++，’

!+）；流动相：! 相为 #9 C!; 水溶液，5 相为 #9
C!; 乙腈溶液；线性梯度洗脱程序：&"* +#&，#&&9
!；*"( +#&，#&&9 !"’9 5；("!! +#&，’9 5"
#&9 5；!!"*& +#&，#&9 5"#!- ’9 5；*&"$’ +#&，
#!- ’9 5"#)9 5；$’"+& +#&，#)9 5"*&9 5；+&"
)& +#&，*&9 5"+&9 5；)&")’ +#&，+&9 5""’9
5。流速：#- & +@ G +#&；检测波长：!’$ &+、!)& &+、
*!+ &+；柱温：（*&- & / &- #’）H；进样量：#& !@。
! ! %" $&’(# 融合谱的检测波长的确定
% % 精密吸取供试品溶液 #& !@，用 (!( 采集 !&&
, $&& &+ 波长范围的光谱图，结果表明，大部分组
分在 !’$ &+ 有较强吸收，黄酮类、有机酸类化合物
在 !"& , *+& &+ 波长范围有较大吸收，因此本实验
选取 !’$ &+、!+’ &+、!)& &+、*!+ &+、*’& &+ ’ 个
波长进行检测。重叠比较 ’ 个检测波长的色谱图，
在不同色谱图上选择指纹峰信号最大且指纹峰数最

多的区段，最终确立按表 ! 所示时间段对 !’$ &+、
!)& &+ 和 *!+ &+ * 个检测波长的谱图进行融合。
融合点选择在无色谱峰处，以不损失谱峰为原则，信

号按谱图记录的原始信号大小（即不作任何改变）

融合（连接）。如果不同谱图基线信号的纵坐标有

差异需要将信号整体平移至同一基线信号水平。

表 !" 龙胆泻肝丸（$&’(#）融合指纹谱检测波长区段的构成
)*+,- !" &-.-/.012 3*4-,-25.6 7*25- /1891:0.012 1;

.6- ;<:012 ;025-79702.: ;17 $&’(#

I#+% 2-&"% G +#& # G &+
% & 0 #’ J & !)&
#’ J & 0 ’& J ’ !’$
’& J ’ 0 ’( J & *!+
’( J & 0 "! J ’ !)&
"! J ’ 0 "" J ’ !’$
"" J ’ 0 (’ J & !)&

$" 结果

$ ! #" 系统适用性
% % 精密吸取各对照品和供试品溶液分别进样 #&
!@，记录 !’$ &+、!)& &+ 和 *!+ &+ 波长下的色谱
图。按表 ! 时间段融合谱图（见图 #），对比保留时
间及在线紫外光谱图可知 #$，#)，*(，’& 号峰分别是
)=!，=>,，5)@ 和 =CD!。因 5)@ 峰与相邻峰分离
良好且稳定，并在本系统条件下测得其理论板数不

低于 #+& &&&，因此选其作为参照物峰。考察 ’ 个检
测波长的空针 ! * 和供试液 ! * 的色谱图，确认 )*
+#& 附近出现的小峰为溶剂干扰峰，应排除其为指
纹峰；确定洗脱时间为 (’ +#&。
$ ! !" 精密度
% % 精密吸取 ,* 号供试液 #& !@，连续进样 + 次，
记录 !’$ &+、!)& &+ 和 *!+ &+ 波长下的色谱图。

·&!*·
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按表 # 时间段融合指纹谱，以黄芩苷的保留时间和
峰面积为参照，计算各指纹峰相对保留时间的相对

标准偏差（!"#）均小于 $% &$，相对峰面积的 !"#
均小于 "% &$，表明检测系统的进样精密度良好。

图 !" 绿原酸（!"#）、龙胆苦苷（"$%）、黄芩苷（&!’）、甘草酸
（"()#）的 ($’! 谱图和样品 # 的融合 ($’! 谱图

*+,- !" ($’! ./012341,0325 16 !"#，"$%，&!’，"()# 378
695+17 ($’! ./012341,032 16 532:;< #（%#）

$ - $" 稳定性
! ! 精密吸取 "" 号供试液，分别在制备样品后 &，
’，(，$$，$’ % 进样 $& !&，记录 #)’ ’(、#*& ’( 和
"#+ ’( 波长下的色谱图。按表 # 时间段融合指纹
谱，以黄芩苷的保留时间和峰面积为参照，计算各指

纹峰相对保留时间的 !"# 均小于 $% &$，相对峰面
积的 !"# 均小于 "% &$，表明样品在 $’ % 内稳定。
$ - %" 重复性
! ! 取 "" 号样品制备供试液 ) 份。精密吸取供试
液 $& !& 进样测定，记录 #)’ ’(、#*& ’( 和 "#+ ’(
波长下的色谱图。按表 # 时间段融合指纹谱，以黄
芩苷的保留时间和峰面积为参照，计算各指纹峰相

对保留时间的 !"# 均小于 $% &$，相对峰面积的
!"# 均小于 "% &$，表明方法的重复性良好。
$ - &" ’=>"$ 三波长融合指纹图谱的建立和系统
指纹定量法鉴定评价

! ! 将 $# 个厂家的 &#)*+ 供试液分别进样检测，
记录 #)’ ’(、#*& ’( 和 "#+ ’( 波长下的色谱图。
按表 # 时间段融合指纹谱，以黄芩苷峰（", 号峰）为
参照物峰，按峰出现率 $&&$ 计，确定 +" 个指纹峰。
以平均值法计算生成准对照指纹图谱（+!,+）并计
算 $# 批样品的双定性相似度。由于宏定性相似度
代表不同样品化学指纹数量和分布比例与对照指纹

图谱的相似性程度，因此以 !( 为参量进行系统聚

类分析，结果 "#、""、"’、")、"+、"(、"*、",、"$&、"$$

为第 $ 类，"$ 和 "$# 为第 # 类（见图 #）。选择第 $
类样品，用孙国祥等［,］研制的“中药色谱指纹图谱

超信息特征数字化评价系统 "% &”软件按平均值法
计算生成 &#)*+ 对照指纹图谱（!,+）（见图 "），
以此 !,+ 为评价标准，计算 $# 批样品的 !(，"( 及

! 值并按表 $ 的限度划分 &#)*+ 的质量级别（见
表 "），仅 "$ 和 "$# 质量较差，其他批样品的质量均
为良好以上。

图 ’" !’ 批龙胆泻肝丸宏定性相似度聚类谱系图
*+,- ’" (+<030./+.3; .;954<0+7, 373;?5+5 6+,90< 16 !’ @34./<5

16 ’=>"$5 @? 23.01 A93;+434+B< 5+2+;30+4?

图 $" !’ 批 ’=>"$ 融合 ($’! 指纹图谱和对照指纹图谱（C*$）
*+,- $" D/0<< E3B<;<7,4/ 695+17 ($’! 6+7,<0:0+745 16

!’ @34./<5 16 ’=>"$5 378 4/< C*$

表 $" 系统指纹定量法鉴定 !’ 批 ’=>"$ 的结果
D3@;< $" F93;+4? 108<05 16 !’ @34./<5 16 ’=>"$5 +8<74+6+<8

@? 4/< 5?54<234+. A9374+6+<8 6+7,<0:0+74 2<4/18

"-(./0 !( "( 1 $ ! *2-30
"# & 4 *( (( 4 + & 4 &* "
"" & 4 ** *" 4 & & 4 &’ #
"’ & 4 ,& (( 4 & & "
") & 4 *, ** 4 " & 4 &) #
"+ & 4 ," ,( 4 & & 4 &) $
"( & 4 ,’ $#* 4 + & 4 $" %
"* & 4 ," $$$ 4 ’ & 4 &$ #
", & 4 ,’ $$$ 4 * & 4 &, #
"$& & 4 ,+ *# 4 ’ & 4 &$ #
"$$ & 4 ,$ $$* 4 & & 4 $" #
"$ & 4 (* )& 4 ( & 4 &" &
"$# & 4 () +# 4 + & 4 $# ’

·$#"·



色 谱 第 !" 卷

! ! "# 整体评价 "#$%& 的质量
# # 若规定 !!#$ " %& 时样品化学成分数量和分布
比例为合格，则仅 #’ 和 #’! 不合格；若含量相似度
的合格标准为 "&$ %"!%’!&$（ !%$( ’&），则 )"
因含量高不合格（! * $ " ’+ 也表明其指纹信号均化
性与对照指纹图谱差异较大）；其余 , 批完全合格。
按表 ! 的规定鉴定 ’! 批样品，其质量级别见表 +。

$# 讨论

# # 按照“!( !”节样品供试液制备的方法，考察了
以水、!&$ 乙醇、&$$ 乙醇、"&$ 乙醇和 ,&$ 乙醇为
溶剂提取样品，前三者以 %$$ 乙醇沉淀 !- %，后二
者以水沉淀 !- %，甲醇超声提取 +$ !&’，分别记录
色谱图。以色谱指纹图谱相对信息量指数 #(（其综
合了指纹峰信号强度、信号分布均匀性、信息量和分

离效率以及制剂取量$（!)）等信息）［’$］为优化目

标函数，#( 越大越好。结果显示以 !&$ 乙醇和 "&$
乙醇为提取溶剂时的 #( 值相同，但以 !&$ 乙醇提取
时的峰数较少，故选择 "&$ 乙醇为提取溶剂。
# # 龙胆泻肝丸药味多，化学成分复杂，单波长色谱
图难以完整地反映制剂的化学成分特征，因此采用

融合技术对不同波长的色谱图进行融合，可实现指

纹图谱最大信息化原则。进一步研究应该对关键组

分色谱峰进行 *+,-./#（质谱）定性研究，同时采
用分解定量相似度对其重点控制。基于遵从研究复

杂性科学方法论的原理，中药质量控制的特点要求

必须采取宏观和综合量化的手段控制中药的真实

性、稳定性和一致性。

%# 结论

# # 中药是一个复杂的体系，因此应该以复杂性科
学理论和方法加以认识和控制［’’］。系统指纹定量

法是在对中药系统化学指纹整体定性分析合格基础

上，直接对中药系统指纹进行整体定量鉴别，是对中

药进行质量整体量化评价的可靠方法。本方法可为

中药的质量控制提供有益的新参考，具有实用性和

可操作性。可以预见，一旦建立中药原料和中成药

指纹对照品标准即实现对照指纹图谱标准采用随行

实时检测方式，系统指纹定量法将进入生产质量控

制领域。中药要想真正得到世界认可首要问题是必

须解决中药系统整体化学物质组含量的稳定性，我

们认为中药系统整体化学物质组含量合格的最低标

准是必须控制 "! 在 "$$ . ’+$$ 范围内，系统指纹
定量法为实现这一目标奠定了重要控制方法学的理

论核心。
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