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基于高效液相色谱法指纹图谱和一测多评法的

荷芪散质量评价
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摘要　目的：建立不同批次荷芪散的高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）指纹图谱，并采用一测多评（ＱＡＭＳ）法测定其中甘草苷、毛
蕊异黄酮葡萄糖苷、金丝桃苷、荷叶碱、芦荟大黄素、橙黄决明素６种成分的含量。方法：采用 ＨＰＬＣ，以金丝桃苷为内参
物，建立１０批荷芪散的指纹图谱及其余５个成分的相对校正因子（ＲＣＦ），并测定其含量，比较 ＱＡＭＳ法与外标（ＥＳＭ）法
的差异性。结果：建立的ＨＰＬＣ指纹图谱共标定了２８个共有峰；金丝桃苷与甘草苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、荷叶碱、芦荟
大黄素、橙黄决明素的ＲＣＦ分别为１５２、０７１、０４３、０７１、０５６，ＲＳＤ＜３０％，ＱＡＭＳ法与 ＥＳＭ法的测定结果差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。结论：高效液相色谱法指纹图谱结合ＱＡＭＳ法可为评价荷芪散的质量提供参考。
关键词　荷芪散；一测多评法；指纹图谱；高效液相色谱法；相对校正因子
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　　荷芪散是深圳市中医院内分泌病科团队在传统
中医药理论指导下，经临床不断摸索、反复筛选总结

而形成的有效中药复方制剂，由荷叶、黄芪、苍术、泽

兰、决明子、冬瓜皮、山药和甘草等８味药组成，方以
荷叶、黄芪为君药，苍术、泽兰为臣药，冬瓜皮、决明

子、山药共为佐药，使以甘草，全方共奏益气健脾祛

湿、升清降浊、活血利水轻身之效。前期临床观察证

实，荷芪散可有效改善多囊卵巢综合征患者和糖尿

病前期患者的临床症状，降低体质量，调节性激素及

胰岛素水平、卵巢大小和卵泡发育，纠正糖脂代谢紊

乱［１４］；降低代谢综合征的中医证候积分，显著控制

体质量指数，减轻胰岛素抵抗，调整糖、脂代谢紊乱，

降低瘦素，升高脂联素水平，减少肿瘤坏死因子的分

泌［５６］。实验研究表明，荷芪散可通过上调局部卵巢

组织ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路中相关重要信号传导分子
的基因表达，下调拮抗因子的基因表达，改善多囊卵

巢综合征模型大鼠的卵巢组织形态、胰岛素抵抗及

糖脂代谢，且无肝功能不良反应［７］。故为了确保临

床应用的有效性、稳定性和安全性，本研究将运用指

纹图谱技术结合一测多评（ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ＭｕｌｔｉｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｂｙＳｉｎｇｌｅｍａｒｋｅｒ，ＱＡＭＳ）法评价荷
芪散的质量，为临床用药提供保证。
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１　仪器与试药
１１　仪器　岛津ＬＣ２０３０型高效液相色谱仪（日本
岛津公司）、Ａ３Ｓ１０１０ＣＥ型超纯水机（美国艾科浦
公司）。

１２　试剂　甲醇、甲酸、三乙胺为色谱纯，购于美国
默克公司；水为超纯水。

１３　分析样品　对照品甘草苷（批号：１１１６１０
２０１６０７）、毛蕊异黄酮葡萄糖苷（批号：１１１９２０
２０１５０５）、荷叶碱（批号：１１１５６６２０１７０６）、芦荟大黄
素（批号：１１０７９５２０１００７）、橙黄决明素 （批号：
１１１９００２０１６０５）均购于中国食品药品检定研究院；
金丝桃苷（批号：ｗｋｑ１８１１１９０１）购于四川省维克奇
生物科技有限公司；实验用１０批荷芪散样品，批号
分别为：１９０３０７、１９０３０９、１９０３１１、１９０３１２、１９０３０１３、
１９０３１４、１９０３１５、１９０３１６、１９０３１８、１９０３１９由深圳市中
医院制剂室提供。

２　方法与结果
２１　色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳＴ３
柱（５μＬ，４６ｍｍ×２５０ｍｍ）；流动相：甲醇（Ａ）
０３％甲酸０２％三乙胺水溶液（Ｂ），梯度洗脱：０～
１２０ｍｉｎ，２％～４８％ Ａ；１２０～１５０ｍｉｎ，４８％～７０％ Ａ；
体积流量：１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；检测波长：
２７０ｎｍ；进样量：１０μＬ。
２２　荷芪散样品的制备　取处方量各味药，加１０
倍量水，煎煮２次，１ｈ／次，合并煎煮液，滤过，浓缩
至５００ｍＬ，即得。
２３　供试品溶液的制备　精密吸取荷芪散样品
４０ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加水定容至刻度，摇匀，
即得供试品溶液。

２４　对照品溶液的制备　精密称取甘草苷、毛蕊异

黄酮葡萄糖苷、金丝桃苷、荷叶碱、芦荟大黄素、橙黄

决明素对照品适量，加入甲醇超声溶解，制成质量浓

度分别为 ０４３９４、０９０８９、０８０６０、０４６７１、
０１４８０、０２５３６ｍｇ／ｍＬ的单一对照品储备液，备
用。分别精密量取上述对照品溶液适量，置同一量

瓶中，加入甲醇至刻度，即得甘草苷００１３２ｍｇ／ｍＬ、
毛蕊异黄酮葡萄糖苷 ００１３６ｍｇ／ｍＬ、金丝桃苷
００９６７ｍｇ／ｍＬ、荷叶碱００３２７ｍｇ／ｍＬ、芦荟大黄素
０００７４ｍｇ／ｍＬ、橙黄决明素０００２５ｍｇ／ｍＬ的混合
对照品溶液。

２５　单味药材溶液的制备　分别称取处方量荷叶、
黄芪、泽兰、决明子、冬瓜皮、苍术、山药、甘草８味药
材，按“２２”项下方法制备各单味药材水提液样品，
并按“２３”项下方法制备各单味药材溶液。
２６　ＨＰＬＣ指纹图谱建立
２６１　 精密度试验 　 取荷芪散样品 （批号
１９０３１６），按“２３”项下方法制备供试液，并按“２１”
项下色谱条件连续进样６次，记录色谱图，计算各共
有峰峰面积和保留时间的 ＲＳＤ均小于５０％，表明
该方法精密度良好。

２６２　重复性试验　取同一批荷芪散样品（批号
１９０３１６），按“２３”项下方法平行制备６份供试液，并
按“２１”项下色谱条件依次进样测定，记录色谱图，
计算各共有峰峰面积和保留时间的 ＲＳＤ均小于
５０％，表明该方法重复性良好。
２６３　 稳定性试验 　 取荷芪散样品 （批号
１９０３１６），按“２３”项下方法制备供试液，在“２１”色
谱条件下分别于０、３、６、９、１２、１５、１８、２１、２４ｈ进样测
定，记录色谱图，计算各共有峰峰面积和保留时间的

ＲＳＤ均小于５０％，表明供试液在２４ｈ内稳定。

图１　混合对照品（Ａ）和荷芪散对照（Ｂ）指纹图谱
　　注：８：甘草苷（ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ）９：毛蕊异黄酮葡萄糖苷（ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）１５：金丝桃苷（ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ）１６：荷叶碱（ｎｕｃｉｆｅｒｉｎｅ）２７：芦荟大黄素（ｆｉ

ｂｒｏｂｌａｓｔｓ）２８：橙黄决明素（ａｕｒａｎｔｉｏｏｂｔｕｓｉｎ）
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图２　１０批荷芪散的ＨＰＬＣ指纹图谱
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图３　荷芪散和各单味药材色谱图

２６４　指纹图谱建立及相似度评价　将１０批荷芪
散样品分别按“２３”项下方法制备供试液，并按
“２１”项下色谱条件依次进样测定，记录色谱图。
将数据导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（２００４Ａ版）”，得到荷芪散的ＨＰＬＣ指纹图谱，共２８
个共有峰，其中８号峰为甘草苷，９号峰为毛蕊异黄
酮葡萄糖苷，１５号峰为金丝桃苷，１６号峰为荷叶碱，
２７号峰为芦荟大黄素，２８号峰为橙黄决明素，结果
见图１、图２。１０批荷芪散样品与生成的对照图谱
的相似度分别为０９９９、０９９９、０９９８、０９９９、０９９９、
０９９８、０９８８、０９９８、０９８８、０９９４。
２６５　共有峰归属　通过保留时间和紫外吸收对
照分析可知，指纹图谱中标定的２８个共有峰中１、
２、３、４、５、６、７、１０、１１、１４、１５、１６、１８号峰来自荷叶药
材，１、９号峰来自黄芪药材，１３、１９、２０、２１、２２、２３、
２４、２５、２６、２７、２８号峰来自决明子药材，１２、１７号峰
来自泽兰药材，８号峰来自甘草药材。结果见图３。
２７　一测多评法测定荷芪散的６个成分

２７１　线性范围　取“２４”项下各单一对照品储
备液，用甲醇稀释配制为梯度浓度的混合溶液，按照

“２１”项下色谱条件进行测定，以甘草苷、毛蕊异黄
酮葡萄糖苷、金丝桃苷、荷叶碱、芦荟大黄素、橙黄决

明素的质量浓度（ｘ，ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，峰面积（ｙ）
为纵坐标，分别绘制标准曲线，得回归方程。结果见

表１。
２７２　 精密度试验 　 取荷芪散样品 （批号
１９０３１６），按“２３”项下方法制备供试液，按“２１”项
下色谱条件连续进样６次，记录色谱图。结果甘草
苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、金丝桃苷、荷叶碱、芦荟大

黄素、橙黄决明素色谱峰峰面积的 ＲＳＤ分别为
１４６％、０５２％、０５４％、１９５％、２１５％、１５２％，表
明该方法精密度良好。

２７３　重复性试验　取同一批荷芪散样品（批号
１９０３１６），按“２３”项下方法平行制备６份供试液，
按“２１”项下色谱条件依次测定，记录色谱图。结
果显示，甘草苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、金丝桃苷、荷
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表１　各成分的线性范围

成分 线性方程 线性范围（ｍｇ／ｍＬ） ｒ

甘草苷 ｙ＝１４３０６９×１０６ｘ－４６５４８８ ０００５３～００１８４ ０９９９３
毛蕊异黄酮葡萄苷 ｙ＝３３７５２９×１０６ｘ－４４５３０８ ０００５４～００１９１ ０９９９１

金丝桃苷 ｙ＝２４２８５６×１０６ｘ－２３７８５１ ００３８７～０１３５４ ０９９９２
荷叶碱 ｙ＝５１５２５２×１０６ｘ－６１４１９２ ００１３１～００４５８ ０９９９３

芦荟大黄素 ｙ＝３２５７３８×１０６ｘ－１５５３４３ ０００３０～００１０４ ０９９９０
橙黄决明素 ｙ＝４１９１８６×１０６ｘ－９２７１４２ ０００１０～０００４０ ０９９９１

叶碱、芦荟大黄素、橙黄决明素含量的 ＲＳＤ分别为
２４５％、２１８％、４０１％、４０８％、２０２％、２０９％，表
明该方法重复性良好。

２７４　稳定性试验　取同一批荷芪散样品（批号
１９０３１６），按“２３”项下方法制备供试液，在“２１”色
谱条件下分别于０、３、６、９、１２、１５、１８、２１、２４ｈ进样
测定，记录色谱图。结果显示，甘草苷、毛蕊异黄酮

葡萄糖苷、金丝桃苷、荷叶碱、芦荟大黄素、橙黄决明

素色谱峰峰面积的 ＲＳＤ分别为 １６３％、０６７％、
０５６％、１８８％、２２６％、１６６％，表明供试液中的各
成分在２４ｈ内稳定性良好。
２７５　加样回收率试验　取已知含量的荷芪散样
品（批号 １９０３１６）约 ２ｍＬ，精密量取 ９份，分别置
１０ｍＬ量瓶中，按高、中、低浓度对照品加入量与所
取供试品中待测定成分量之比在１∶０５、１∶１、１∶１５
左右加入甘草苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、金丝桃苷、

荷叶碱、芦荟大黄素、橙黄决明素对照品，平行３份，
按“２３”项下方法制备供试液，注入液相色谱仪，按
“２１”项下色谱条件依次测定，记录色谱图，计算加
样回收率。结果显示，甘草苷、毛蕊异黄酮葡萄糖

苷、金丝桃苷、荷叶碱、芦荟大黄素、橙黄决明素的平

均回收率分别为 １０１７７％、９８３２％、９８５６％、
９８１１％、９９０１％、９９１９％，ＲＳＤ分别为 ２４０％、
２０４％、３７７％、３４２％、１４４％、４０１％。
２７６　相对校正因子计算　取“２４”项下各单一
对照品储备液，用甲醇稀释配制为梯度浓度（Ｉ：
０００５３、０００５４、００３８７、００１３１、０００３０、
０００１０ｍｇ／ｍＬ，ＩＩ：０００７９、０００８２、００５８０、
００１９６、０００４４、０００１５ｍｇ／ｍＬ，ＩＩＩ：００１０５、
００１９１、００７７４、００２６２、０００５９、０００２０ｍｇ／ｍＬ，
ＩＶ：００１３２、００１３６、００９６７、００３２７、０００７４、
０００２５ｍｇ／ｍＬ，Ｖ：００１５８、００１６４、０１１６１、
００３９２、０００８９、０００３０ｍｇ／ｍＬ，ＶＩ：００１８４、
００１９１、０１３５４、００４５８、００１０４、０００４０ｍｇ／ｍＬ）
的混合溶液，按“２１”项下色谱条件进样测定。以
金丝桃苷为内参物（Ｓ），采用多点校正法计算甘草

苷（ａ）、毛蕊异黄酮葡萄糖苷（ｂ）、荷叶碱（ｃ）、芦荟
大黄素（ｄ）、橙黄决明素（ｅ）的相对校正因子
（ＲＣＦ），公式为ｆｋｓ＝ｆｋ／ｆｓ＝（Ｃｋ×Ａｓ）／（Ｃｓ×Ａｋ）（式
中Ａｓ为内参物ｓ的峰面积，Ｃｓ为内参物 ｓ的浓度，
Ａｋ为待测成分 ｋ的峰面积，Ｃｋ为待测成分 ｋ的浓
度）［８］。见表２。

表２　各成分的相对校正因子

混合对照品浓度 ｆａ／ｓ ｆｂ／ｓ ｆｃ／ｓ ｆｄ／ｓ ｆｅ／ｓ

Ⅰ １６１ ０７２ ０４５ ０７３ ０５７
Ⅱ １５８ ０７２ ０４４ ０７４ ０５７
Ⅲ １５５ ０７０ ０４４ ０７１ ０５６
Ⅳ １５３ ０７０ ０４３ ０７０ ０５６
Ⅴ １５１ ０７２ ０４４ ０７０ ０５６
Ⅵ １５２ ０７２ ０４０ ０６９ ０５８

平均值 １５５ ０７１ ０４３ ０７１ ０５７
ＲＳＤ（％） ２４８ １４５ ４０４ ２７３ １４４

２７７　相对校正因子的重现性考察　精密吸取
“２４”项下的混合对照品溶液１０μＬ，按“２１”项色谱
条件测定，分别考察岛津ＬＣ２０３０、岛津ＬＣ２０ＡＴ２种
型号的高效液相色谱仪和ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳＴ３
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）、ＴｈｅｒｍｏＯＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬ
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）、ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＯｍｅ
ｇａＰＳＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）３种色谱柱对ＲＣＦ
的影响。见表３。结果显示，各成分ＲＣＦ的ＲＳＤ均小
于５％，表明不同色谱仪及色谱柱对ＲＣＦ无显著影响。
２７８　待测组分色谱峰定位　以金丝桃苷为内参
物（Ｓ），利用相对保留时间（ｔｋ／ｓ）和化合物的紫外
吸收特征定位待测组分色谱峰，计算不同色谱仪及

色谱柱的相对保留时间。见表４。结果显示，ＲＳＤ
均小于５％，甘草苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、荷叶碱、
芦荟大黄素、橙黄决明素的相对保留时间分别为

０８６、０８７、１０２、１５２和１５４，表明相对保留时间
的重现性较好。

２７９　一测多评法与外标法测定结果比较　取６
批荷芪散样品，按“２３”项下方法制备供试液，进样
测定，分别采用ＱＡＳＭ法和外标（ＥＳＭ）法计算各成
分含量，并利用ＳＰＳＳ２２０统计软件对２组的检测
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表３　不同高效液相色谱仪及色谱柱的相对校正因子

ＨＰＬＣ 色谱柱 ｆａ／ｓ ｆｂ／ｓ ｆｃ／ｓ ｆｄ／ｓ ｆｅ／ｓ
岛津ＬＣ２０３０ ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳＴ３ １５５ ０７０ ０４３ ０７１ ０５６

ＴｈｅｒｍｏＯＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬ １５７ ０７２ ０４３ ０７０ ０５７
岛津ＬＣ２０ＡＴ ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳＴ３ １５７ ０７１ ０４３ ０７０ ０５７

ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＯｍｅｇａＰＳＣ１８ １５５ ０７０ ０４３ ０７１ ０５６
平均值 １５６ ０７１ ０４３ ０７１ ０５６
ＲＳＤ（％） ０７４ １３５ ０００ ０８２ １０２

表４　不同高效液相色谱仪及色谱柱的相对保留时间

ＨＰＬＣ 色谱柱 ｔａ／ｓ ｔｂ／ｓ ｔｃ／ｓ ｔｄ／ｓ ｔｅ／ｓ

岛津ＬＣ２０３０ ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳＴ３ ０８６ ０８７ １０２ １５２ １５５
ＴｈｅｒｍｏＯＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬ ０８５ ０８６ １０１ １５１ １５３

岛津ＬＣ２０ＡＴ ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳＴ３ ０８６ ０８７ １０２ １５２ １５４
ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＯｍｅｇａＰＳＣ１８ ０８５ ０８６ １０１ １５１ １５３

平均值 ０８６ ０８７ １０２ １５２ １５４
ＲＳＤ（％） ０６８ ０６７ ０５７ ０３８ ０６２

表５　６批荷芪散样品的含量（ｍｇ／ｍＬ）

批号 方法 甘草苷 毛蕊异黄酮葡萄苷 荷叶碱 芦荟大黄素 橙黄决明素

１９０３１１ ＱＡＳＭ法 ００２３３ ００２３０ ００８５２ ００１０３ ０００７８
ＥＳＭ法 ００２３１ ００２１９ ００８２５ ０００９５ ０００７５

１９０３１２ ＱＡＳＭ法 ００２３９ ００２３０ ００８０８ ００１０４ ０００７７
ＥＳＭ法 ００２３６ ００２１８ ００７７５ ０００９６ ０００７４

１９０３０１３ ＱＡＳＭ法 ００２２２ ００２２９ ００８３６ ００１０２ ０００８５
ＥＳＭ法 ００２１９ ００２１７ ００８００ ０００９４ ０００８１

１９０３１４ ＱＡＳＭ法 ００２３９ ００２３１ ００７８１ ００１１１ ０００７８
ＥＳＭ法 ００２３８ ００２２１ ００７５０ ００１０３ ０００７５

１９０３１５ ＱＡＳＭ法 ００２４４ ００２２４ ００７９８ ００１１１ ０００８６
ＥＳＭ法 ００２４１ ００２１３ ００７５０ ００１０３ ０００８２

１９０３１６ ＱＡＳＭ法 ００２３８ ００２２６ ００８０４ ０００９９ ０００８１
ＥＳＭ法 ００２３５ ００２５５ ００７７５ ０００９２ ０００７７

结果进行ｔ检验，考察２种方法的差异。见表５。由
表可知，２种方法差异无统计学意义（Ｐ＞００５），表
明ＱＡＳＭ法可用于荷芪散中６个化学成分的含量
测定。

３　讨论
３１　检测波长选择　将供试品溶液进行１９０～４００
ｎｍ紫外可见光全波长扫描发现在２７０ｎｍ处下各
色谱峰的数目、丰度、分离度、灵敏度较好，最为适合

荷芪散的指纹图谱研究，且实验进行全波长扫描时

发现，甘草苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、金丝桃苷、荷叶

碱、芦荟大黄素、橙黄决明素的最大吸收波长分别为

２７６、２４８、２５５和 ３５５、２７０、２２９和 ２５９、２８５ｎｍ，在
２７０ｎｍ处均可显示较高的灵敏度，故本研究选择
２７０ｎｍ为检测波长。
３２　内参物选择　金丝桃苷对照品较廉价易得，容
易购买，在荷芪散中含量较高，稳定性好，峰位适中，

不受方中其他成分干扰，以此为内参物，各成分的相

对校正因子稳定，重现性良好，且相比方中其他成分

分离效果较好。

３３　流动相选择　本研究发现，流动相的 ｐＨ值对
指纹图谱中１４、１５（金丝桃苷）、１６（荷叶碱）号峰有
较大的影响，实验考察了甲醇０１％磷酸、甲醇
０１％磷酸０２％三乙胺溶液、甲醇０１％甲酸
０２％三乙胺溶液、甲醇０２％甲酸０１％三乙胺溶
液、甲醇０２％甲酸０２％三乙胺溶液、甲醇０３％
甲酸０２％三乙胺溶液、甲醇０４％甲酸０２％三乙
胺溶液等不同的流动相体系，只有在甲醇０３％甲
酸０２％三乙胺溶液的流动相体系下，分离效果较
佳，峰形良好，其余的流动相体系均无法分离这３个
色谱峰，故本研究最终选择甲醇０３％甲酸０２％
三乙胺溶液作为荷芪散指纹图谱和 ＱＡＭＳ的流
动相。

３４　指纹图谱结合一测多评法评价荷芪散质量的
意义　指纹图谱技术作为一种综合的、可量化的鉴
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别分析手段，具有模糊性、整体性和专属性，能全面

反映荷芪散的内在化学特征［９］。ＱＡＭＳ法通过测定
易得、廉价、稳定、有效的一个成分，根据成分间的内

在函数和比例关系，实现了同时测定多个成分的含

量［１０］。甘草苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、金丝桃苷、荷

叶碱、芦荟大黄素、橙黄决明素分别为甘草、黄芪、荷

叶、决明子的有效性代表成分，具有降脂、降血压、抗

氧化、抗菌、抗癌、抗病毒、利尿、免疫调节、清除自由

基、保肝等作用［１１１５］。故本研究以指纹图谱结合

ＱＡＭＳ法可有效地评价荷芪散质量，为临床用药的
安全性和有效性提供保证。

综上所述，本研究以甘草苷、毛蕊异黄酮葡萄糖

苷、金丝桃苷、荷叶碱、芦荟大黄素、橙黄决明素６种
成分为指标，建立的 ＱＡＭＳ结合指纹图谱法操作简
便、重现性好、专属性强、结果准确，可为荷芪散的质

量评价提供依据。
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