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摘要  目的: 采用反相高效液相色谱法对附子理中丸融合指纹图谱进行研究。方法: 采用 Cen turyS IL C
18
BDS色谱柱 ( 250 mm

@ 41 6 mm, 5Lm ); 以水 ( A ) -乙腈 ( B)为流动相梯度洗脱 ( 0~ 10 m in, 3% y 7% B; 10~ 20 m in, 7% y 15% B; 20~ 60 m in, 15%

y 70% B并保持 10 m in) ;流速 11 0 mL# m in- 1;柱温 ( 3010 ? 01 2) e ; 检测波长为 265, 280, 254, 230 nm。结果: 运用多波长融

合指纹图谱技术对色谱图进行处理,确立 31个共有峰, 同时建立了附子理中丸的统一化色谱指纹图谱, 并用 /中药色谱指纹

图谱超信息特征数字化评价系统 3100软件对四波长融合后的指纹图谱进行数字化评价, 结果表明融合后的指纹图谱信息更

加丰富。结论: 所建立的多波长融合指纹图谱可用于附子理中丸的质量控制。
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Study onmulti- wavelength fusionHPLC fingerprint of Fuzilizhong pills
*

REN Pei- pe,i SUN Guo- x iang
**
, SUN L i- na

( College ofPharm acy, Shenyang Pharm aceu t icalUn ivers ity, Sh enyang 110016, Ch ina)

Abstract Objective: To study and estab lish the multi- w avelength fusionHPLC fingerprint for Fuzilizhong pills.

Methods: The chrom atographic fingerprints w ere bu ilt by using Century SIL C18 BDS as sta tionary phase and w ater

( A) - acetonitrile( B ) as mob ile phase w ith g rad ien t e lut ion( 0- 10m in, 3% y 7% B; 10- 20 m in, 7% y 15% B;

20- 60 m in, 15% y 70% B, then ma inta ined 10m in) at the f low rate of 110 mL# m in- 1. The co lumn temperature

w as mainta ined at( 30 ? 012) e and the detect ion w aveleng th w as set at 265, 280, 254 and 230 nm. Results: The

technique o fmult- w ave lengh fusion fingerprin tw as applied during processing the fingerprints. Therew ere 31 com-

mon peaks in the fingerprin.t M eanwh ile, the unified chrom atographic f ingerprint o f Fuzilizhong p ills w as estab-

lished. The softw are o f / D ig it ized Evaluation System fo r Super- In format ion Characteristics of the Tradit iona l Ch-i

neseM edic ineF ingerprints 3. 00 was employed to estimate the fusion f ingerprints. The results show that the inform a-
t ion of fusion fingerprint w as more abundan.t Conclusions: The mu lti- w ave leng th fusion f ingerprints analysis is

specific and may serve for qua lity identificat ion and comprehensive evaluat ion of Fuzilizhong pills.

Key words: Fuzilizhong p ills; multi- w avelength fusion fingerprin;t unified chromatograph ic fingerprint

附子理中丸由附子 (制 )、党参、白术 (炒 )、干

姜、甘草 (炙 ) 5味药组成, 该方来源于宋代 5太平惠

民和剂局方6, 温中健脾, 主要用于脾胃虚寒、脘腹
冷痛、呕吐泄泻、手足不温

[ 1]
。目前关于附子理中

丸质量控制的文献主要为乌头类生物碱的含量测

定
[ 2, 3]
。高文兰等

[ 4]
利用薄层扫描法对附子理中丸

中单味药材进行鉴定, 忻丁烯等
[ 5 ]
建立了附子理中

丸中农药有机氯、重金属、砷及微量元素的测定方

法,张奇凤等
[ 6]
采用火焰原子吸收法和石墨炉原子

吸收法分析了附子理中丸中 21种无机微量元素的

含量,但现有方法不能够全面地控制该制剂的质量,

且未见附子理中丸指纹图谱的有关报道。

生物学中,信息融合可以提高鉴别的准确度,已

成为研究的热点。关于指纹图谱信息融合技术,目前

相关报道较少,且不同研究者所采用的信息融合手段

各不相同。聂磊等
[ 7]
采用主成分分析方法进行多维

数据的融合,对不同特征吸收波长下栀子的指纹图谱

进行处理,在保证数据信息损失最小的前提下, 使数
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据处理量大为减少,并与整合法进行了比较。范骁辉

等
[ 8, 9]
运用串行融合和并行融合 2种方式进行色谱指

纹图谱的信息融合, 同时提出了一种基于信息融合

的中药多元色谱指纹图谱相似性的计算方法, 计算

机仿真和中药产品实际应用结果表明, 该方法能够

评价多元色谱指纹图谱相似度。指纹图谱融合技术

以非分离、快速、简便为优点,以宏观指纹特征为基

础,与计算机技术相结合, 实现指纹图谱的全面和整

体评价。本文采用多波长融合指纹图谱技术对附子

理中丸四波长下液相色谱指纹图谱进行融合研究,

并对不同批次附子理中丸 HPLC指纹图谱进行数字

化评价,该方法能够准确快速地得到样品指纹图谱

中丰富的信息,对附子理中丸质量控制可提供有益

参考。

1 仪器与试药

111 仪器 Ag ilen t 1100型液相色谱仪 ( DAD检测

器、四元低压梯度泵、在线脱气装置、自动进样器 ) ,

ChemStat ion工作站 (A gilent科技有限公司 )。RE-

52旋转蒸发仪 (上海亚荣生化仪器厂 ), BS 110S电

子天平 (北京赛多利斯仪有限公司 )。

112 药品与试剂 对照品尿苷 (批号: 110887 -

200202)、5-羟甲基糠醛 (批号: 111626- 200503)、

京尼平苷 (批号: 110749 - 200613)、甘草酸铵 (批

号: 110731- 200614)购自中国药品生物制品检定

所。甲醇 (色谱纯,山东禹王实业有限公司禹城化工

厂 ),乙腈 (色谱纯, DIMA TECHNOLOGY INC1) ,水为
去离子水。样品为市售附子理中丸 (规格: 9 g每丸 )。

2 溶液配制

211 对照品溶液 精密称取 5-羟甲基糠醛 ( 5-

HMF)对照品适量,加 50%甲醇溶液制成每 1 mL含

200 Lg的溶液, 摇匀, 即得 5 - HMF对照品溶液。

同法配制尿苷、京尼平苷、甘草酸铵的对照品溶液,

浓度均为 200 Lg# mL- 1。

212 供试品溶液 取样品 1丸 (约 9 g ), 剪碎,精

密称定,加 10倍量 95%乙醇, 回流提取 2 h, 滤过,

残渣加 8倍量相同溶剂继续回流 115 h, 合并滤液,
减压浓缩至 20mL, 水沉 24 h,回收乙醇至 4mL,最

后用 50%甲醇定容至 25 mL,摇匀,即得。进样前用

0145 Lm滤膜过滤。
3 色谱条件及系统适用性试验

CenturyS IL C18 BDS柱 ( 250 mm @ 416 mm, 5

Lm);以流动相水 ( A )―乙腈 ( B )梯度洗脱 ( 0~ 10

m in, 3% y 7% B; 10 ~ 20 m in, 7% y 15% B; 20~ 60

m in, 15% y 70% B并保持 10 m in); 流速 110 mL#

m in
- 1
; 柱温 ( 3010 ? 012 ) e ; 检测波长为 265, 280,

254, 230 nm;进样量 5 LL。

取各对照品溶液和附子理中丸供试品溶液分别

进样 5 LL,对比保留时间及紫外光谱图可知, 5号峰

为尿苷, 8号峰为 5- HMF, 15号峰为京尼平苷, 25

号峰为甘草酸。 5- HMF的峰强度适中, 且与其他

峰分离良好,因此选作参照物峰, 实验时其理论板数

应不低于 42000。正常检测条件下, 记录基线及供

试品溶液在 2 h内变化情况, 二者比较表明流动相

系统无干扰,样品测定时间确定为 70m in。

4 方法学考察

411 精密度试验 精密吸取 S6样品的供试品溶液

5 LL,连续进样 6次,记录色谱图。结果各峰相对保

留时间的 RSD均小于 211%, 相对峰面积的 RSD均

小于 213% ,表明检测系统的进样精密度良好。
412 溶液稳定性试验 取 S6样品制备供试品溶

液, 分别在制备后的 0, 3, 6, 12, 24 h进样测定,记录

色谱图。结果各峰相对保留时间的 RSD均小于

213% ,相对峰面积的 RSD均小于 215%, 表明供试
品溶液在 24 h内稳定。

413 重复性试验 取 S6样品 6份制备供试品溶

液, 精密吸取 5 LL进样并检测,记录色谱图。结果

各峰相对保留时间的 RSD均小于 211% ,相对峰面
积的 RSD均小于 212%,表明方法重复性良好。
5 附子理中丸多波长融合指纹图谱研究

511 多波长融合指纹图谱的建立 实验中对不同

波长下的指纹图谱进行考察, 结合 3D光谱图, 结果

显示 0~ 7 m in的色谱图在 230 nm及 265 nm时指

纹信息丰富, 7~ 32m in色谱峰在 280 nm响应值最

高, 32~ 45 m in时在 254 nm信息相对较多, 45 m in

以后 230 nm的指纹峰最多。另外, 在色谱峰归属

时, 尿苷、5- HMF、京尼平苷、甘草酸的色谱峰分别

在 265, 280, 240, 250 nm下信号最强,而在其他波长

下色谱峰信号较弱或无信号。为了得到更加丰富且

真实的关于样品的信息, 对以上 4个波长的信号进

行融合是必要的。实验中曾考虑用波长切换采集信

号, 但考虑到波长变化造成的基线波动可能对分析

结果产生影响,因此选择了多波长融合指纹图谱技

术来进行样品的指纹图谱处理。将 10批样品的供

试品溶液在高效液相色谱仪上进样分析,记录色谱

图并积分处理, 将 4个波长下的指纹图谱导入 /中

药色谱指纹图谱超信息特征数字化评价系统 3100
软件

[ 10]
,将 265 nm的 0 ~ 7 m in, 280 nm 的 7~ 32

m in, 254 nm的 32~ 45m in和 230 nm的 45~ 70 m in
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色谱图进行融合,通过对 10批样品的色谱图进行比

较,以各峰的共有率 100%为依据, 以 5- HMF峰为

参照物峰,确定 31个共有指纹峰。以 S6样品为例,

色谱图见图 1。

图 1 S6样品在不同波长下的 HPLC指纹图谱

Fig 1 TheH PLC f ingerprin ts of S6 under d ifferen tw avelengths

用色谱指纹图谱指数 F及色谱指纹图谱信息

量指数 I等参数
[ 11]
对融合前后指纹图谱进行评价,

以 S6样品为例,结果见表 1。由表 1可知在表观进

样量 (Q )相同的前提下, 融合指纹图谱的 F 和 I值

均高于各单波长下的值。考虑到分析方法的时间因

素 (T 为末指纹峰的保留时间 )出现 254 nm和 265

nm时 F r, F r( t)和 Ir, Ir( t)对应值略高。F r( q)和 Ir( q)是

由 1 mg药材提取物进样后获得的值,用进样量进行

校正。S是指纹图谱的总熵值, 代表信息量的大小。

结果表明融合后的指纹图谱信息更加丰富。

表 1 不同波长时 S6样品指纹图谱指数的比较

Tab 1 The com par ison am ong f ingerpr in ts determ ined

under d ifferent wave length s of S6

序号

( N o1)

参数

( param ete r)

nm

230 254 265 280

融合谱

( fusion)

1 T /m in 62149 49179 49179 64163 62149

2 Q /mg 019 019 019 019 019

3 F 3317 32 35 3216 3919

4 F r 2715 3218 3519 2518 3216

5 F r( t ) 27 3211 3511 2512 3119

6 F r( q) 3414 3217 3517 3313 4017

7 I 1516 1513 1516 15 1613

8 I r 1217 1517 1610 1118 1313

9 I r( t ) 1215 1514 1517 1116 1311

10 I r( q) 1519 1516 1519 1513 1616

11 S 216 218 218 217 219

512 10批样品统一化色谱指纹图谱的建立  中药

统一化色谱指纹图谱
[ 12]
是将 RT i =

tR ( i)

tR ( E)
计算所得称

为统一化相对时间, tR ( E)为末指纹峰保留时间,则得

RT
 

= ( RT 1, RT 2, ,, 1)统一化相对时间向量; 将 RA i

=
A i

Amax
计算所得称为统一化相对峰面积, Amax为最大

指纹峰面积,可得RA
 

= ( RA 1, RA 2, ,, 1, ,, RA n )统

一化相对峰面积向量,由RA
 

对RT
 

作图得统一化色谱

指纹图谱。通过统一化变换可实现所有色谱指纹图

谱在同一坐标系中作出, 有利于比较指纹图谱特征

及化学计量学模糊识别方法的应用
[ 12]
。用 /中药色

谱指纹图谱超信息特征数字化评价系统 3100软件
计算生成 10批样品融合指纹图谱 ( S1~ S10 )及对

照指纹图谱 ( RFP)的统一化 HPLC指纹图谱见图 2,

其表明各批样品间存在差异。

513 附子理中丸四波长融合指纹图谱的数字化评
价 用孙国祥等开发的 /中药色谱指纹图谱超信息
特征数字化评价系统 3100软件对 10批附子理中丸

HPLC指纹图谱进行评价, 结果见表 2。除 S10外,

指纹图谱基线分离程度 B= 01967~ 1, 说明指纹峰
分离良好;指纹信号均化系数 C和峰面积比率 D均

代表指纹峰积分信号的均化性, C及 D越接近 1, 信

号的均化性越好, 本实验 C= 01343 ~ 01636, D=
01352~ 01609,表明信号均化性不突出;代表各成分
的总体含量和与积分信号大小的总积分面积和A T

)413)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 3)



图 2 附子理中丸统一化的 HPLC指纹图谱和对照指纹图谱 RFP

Fig 2 The norm al izationH PLC fingerprin ts of Fu zil izhong p ills and its referen tial fingerp rint

表 2 附子理中丸 HPLC指纹图谱数字化评价结果

Tab 2 D ig itized evaluation re su lts of HPLC fingerprints of Fuz ilizhong p ills

序号

( No1 )

参数

( parameter)
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

1 n 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31

2 m 30 30 30 30 29 29 29 29 29 28

3 B 1 1 1 1 01967 01 967 01967 01967 01967 01933

4 C 01624 01588 01496 01635 01544 01 618 01636 01349 01343 0145

5 A _
geo 15615 13315 15919 14916 15016 1431 0 11310 15511 14210 12614

6 A _avg 26616 26214 33012 25810 27514 2341 7 19718 40011 40311 35015

7 D 01587 01509 01484 01580 01547 01 609 01572 01388 01352 01361

8 G 01119 01115 01122 01124 01109 01 133 01132 01131 01125 01139

9 A
T 8263 8133 10235 7997 8538 7275 6130 12402 12495 10866

10 H
 ) 2110 2012 3018 2214 2512 201 3 1713 3710 3810 3311

11 W
 ) 0123 0122 0124 0124 0121 01 26 0125 0125 0124 0127

12 N 765029 59752 800278 754275 464861 545399 28719 56125 44437 35192

13 R
T 25613 25711 251 25513 29418 2491 2 24116 229 24813 22511

14 R
 ) 813 813 811 812 915 8 718 714 8 713

15 S 01792 01763 01705 01752 01694 01 740 01743 01717 01672 01707

16 T /m in 62173 62148 62171 62148 62139 621 49 6214 62126 62136 62145

17 Q /mg 019 019 019 019 019 01 9 019 019 019 019

18 F 4214 3818 3319 4218 3515 391 9 3912 2219 2211 2714

19 F r 3415 3117 2716 3510 2910 321 6 3211 1818 1811 2214

20 F r( t) 3318 3110 2710 3413 2815 311 9 3114 1814 1717 2119

21 F r( q) 4313 3916 3416 4317 3612 401 7 4011 2314 2216 2810

22 S 219 218 216 219 218 21 9 219 212 211 214

23 I 1617 1612 1519 1617 1611 161 3 1519 1312 1310 1417

24 I r 1316 1312 1219 1316 1311 131 3 1310 1018 1016 1210

25 I r( t) 1313 13 1217 1314 1219 131 1 1218 1016 1014 1118

26 I r( q) 1710 1615 1612 1710 1614 161 6 1612 1314 1312 1510

27 X 2154 2140 2114 2156 2121 21 44 2146 1173 1170 1186

28 SF 01731 01753 01790 01872 01837 01 885 01794 01825 01821 01829

29 C /% 6114 6519 10312 6916 6611 831 2 4814 18519 18916 12617
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= 6130~ 12459,平均峰高H
 )

= 1713~ 3810,说明 10批

样品的化学成分含量差异较大;分离度均化系数 S=

01672~ 01792,表明各峰间距较理想;指纹图谱指数
F、指纹图谱相对指数 F r、指纹图谱信息量指数 I、指

纹图谱相对信息量指数 Ir代表指纹信号大小、信号均

匀化程度、分离效率高低及信息量多少,均越大越好,

根据实验结果, 考虑到储藏及加工等因素的影响, 对

于附子理中丸多波长融合指纹图谱的 F、F r、I和 Ir应

分别不低于 22, 18, 13, 10。SF为夹角余弦相似度, 从

表中可看到, 10批样品的多波长融合指纹图谱相似

度均较低, 若规定融合指纹图谱的相似度不低于

0180,则 S1、S2、S3和 S7这 4批样品的相似度不合

格,这可能与药材投料量、生产工艺等因素有关。此

10批附子理中丸的定量相似度只有 S3较为理想, S1、

S2、S4、S5、S6和 S7含量较低, S8、S9和 S10含量明显偏

高,反映了不同厂家该制剂质量存在很大差异。

6 讨论

611 提取方法考察 取 S6样品 6份, 分别以水、

25%乙醇、50%乙醇、75%乙醇、95%乙醇和甲醇为

溶剂提取样品,按样品的供试液制备方法进行溶液

制备, 前三者以 80%乙醇醇沉, 后三者水沉。均进

样 5 LL, 记录色谱图, 结果发现 6种提取溶剂所得

色谱图无显著差异。由于样品中蜂蜜含量较高 (约

占 50% ),为了防止供试品溶液中含有大量蜂蜜对

色谱柱造成损害,考察了蜂蜜在以上 6种溶剂中的

溶解性,发现其难溶于 95%乙醇。因此选择 95%乙

醇提取附子理中丸样品。

612 流动相的选择 实验中考察了不同比例的水

-甲醇、水 - 乙腈及水 ( 1%冰醋酸 ) -乙腈 ( 1%冰

醋酸 )为流动相时的色谱图, 发现以水 -甲醇为流

动相时分离情况不理想, 而后两者为流动相时色谱

图基本一致,因此选择水 -乙腈进行洗脱。

613 小结  本文运用多波长融合指纹图谱技术建
立了附子理中丸的 HPLC指纹图谱。该方法可以更

加全面地反映样品所含化学信息。将色谱指纹谱变

换为统一化色谱指纹图谱,能够更加直观、真实地展

现指纹图谱的特征全貌。应用 /中药色谱指纹图谱

超信息特征数字化评价系统 0对附子理中丸的多波
长融合指纹图谱进行数字化评价,分别从分离度、信

号强度、均化程度、时间效率、化学信息量、相似度等

多方面反映了样品指纹图谱的信息, 丰富而且详尽,

能够对图谱隐含的定性、定量信息进行多侧面、全方

位的数据挖掘。所建立的附子理中丸多波长融合指

纹图谱具有较好的精密度和重复性, 为附子理中丸

的质量控制提供了一种新参考方法。
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