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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１５２、０７１、０４３、０７１、０５６，ＲＳＤ＜３０％，ＱＡＭＳ法与 ＥＳＭ法的测定结果差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。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［１４］；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［５６］。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
ＭｕｌｔｉｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｂｙＳｉｎｇｌｅｍａｒｋｅｒ，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
１１　仪器　岛津ＬＣ２０３０型高效液相色谱仪（日本
岛津公司）、Ａ３Ｓ１０１０ＣＥ型超纯水机（美国艾科浦
公司）。

１２　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。

１３　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：１１１５６６２０１７０６）、芦荟大黄
素（批号：１１０７９５２０１００７）、橙黄决明素 （批号：
１１１９００２０１６０５）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
２１　色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳＴ３
柱（５μＬ，４６ｍｍ×２５０ｍｍ）；流动相：甲醇（Ａ）
０３％甲酸０２％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：１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；检测波长：
２７０ｎｍ；进样量：１０μＬ。
２２　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。
２３　供试品溶液的制备　精密吸取荷芪散样品
４０ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加水定容至刻度，摇匀，
即得供试品溶液。

２４　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 ０４３９４、０９０８９、０８０６０、０４６７１、
０１４８０、０２５３６ｍｇ／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００１３２ｍｇ／ｍＬ、
毛蕊异黄酮葡萄糖苷 ００１３６ｍｇ／ｍＬ、金丝桃苷
００９６７ｍｇ／ｍＬ、荷叶碱００３２７ｍｇ／ｍＬ、芦荟大黄素
０００７４ｍｇ／ｍＬ、橙黄决明素０００２５ｍｇ／ｍＬ的混合
对照品溶液。

２５　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“２２”项下方法制备各单味药材水提液样品，
并按“２３”项下方法制备各单味药材溶液。
２６　ＨＰＬＣ指纹图谱建立
２６１　 精密度试验 　 取荷芪散样品 （批号
１９０３１６），按“２３”项下方法制备供试液，并按“２１”
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５０％，表明
该方法精密度良好。

２６２　重复性试验　取同一批荷芪散样品（批号
１９０３１６），按“２３”项下方法平行制备６份供试液，并
按“２１”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
５０％，表明该方法重复性良好。
２６３　 稳定性试验 　 取荷芪散样品 （批号
１９０３１６），按“２３”项下方法制备供试液，在“２１”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５０％，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（ａｕｒａｎｔｉｏｏｂｔｕｓｉｎ）
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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

２６４　指纹图谱建立及相似度评价　将１０批荷芪
散样品分别按“２３”项下方法制备供试液，并按
“２１”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０９９９、０９９９、０９９８、０９９９、０９９９、
０９９８、０９８８、０９９８、０９８８、０９９４。
２６５　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。
２７　一测多评法测定荷芪散的６个成分

２７１　线性范围　取“２４”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

“２１”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。
２７２　 精密度试验 　 取荷芪散样品 （批号
１９０３１６），按“２３”项下方法制备供试液，按“２１”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
１４６％、０５２％、０５４％、１９５％、２１５％、１５２％，表
明该方法精密度良好。

２７３　重复性试验　取同一批荷芪散样品（批号
１９０３１６），按“２３”项下方法平行制备６份供试液，
按“２１”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＝１４３０６９×１０６ｘ－４６５４８８ ０００５３～００１８４ ０９９９３
毛蕊异黄酮葡萄苷 ｙ＝３３７５２９×１０６ｘ－４４５３０８ ０００５４～００１９１ ０９９９１

金丝桃苷 ｙ＝２４２８５６×１０６ｘ－２３７８５１ ００３８７～０１３５４ ０９９９２
荷叶碱 ｙ＝５１５２５２×１０６ｘ－６１４１９２ ００１３１～００４５８ ０９９９３

芦荟大黄素 ｙ＝３２５７３８×１０６ｘ－１５５３４３ ０００３０～００１０４ ０９９９０
橙黄决明素 ｙ＝４１９１８６×１０６ｘ－９２７１４２ ０００１０～０００４０ ０９９９１

叶碱、芦荟大黄素、橙黄决明素含量的 ＲＳＤ分别为
２４５％、２１８％、４０１％、４０８％、２０２％、２０９％，表
明该方法重复性良好。

２７４　稳定性试验　取同一批荷芪散样品（批号
１９０３１６），按“２３”项下方法制备供试液，在“２１”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 １６３％、０６７％、
０５６％、１８８％、２２６％、１６６％，表明供试液中的各
成分在２４ｈ内稳定性良好。
２７５　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∶０５、１∶１、１∶１５
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“２３”项下方法制备供试液，注入液相色谱仪，按
“２１”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 １０１７７％、９８３２％、９８５６％、
９８１１％、９９０１％、９９１９％，ＲＳＤ分别为 ２４０％、
２０４％、３７７％、３４２％、１４４％、４０１％。
２７６　相对校正因子计算　取“２４”项下各单一
对照品储备液，用甲醇稀释配制为梯度浓度（Ｉ：
０００５３、０００５４、００３８７、００１３１、０００３０、
０００１０ｍｇ／ｍＬ，ＩＩ：０００７９、０００８２、００５８０、
００１９６、０００４４、０００１５ｍｇ／ｍＬ，ＩＩＩ：００１０５、
００１９１、００７７４、００２６２、０００５９、０００２０ｍｇ／ｍＬ，
ＩＶ：００１３２、００１３６、００９６７、００３２７、０００７４、
０００２５ｍｇ／ｍＬ，Ｖ：００１５８、００１６４、０１１６１、
００３９２、０００８９、０００３０ｍｇ／ｍＬ，ＶＩ：００１８４、
００１９１、０１３５４、００４５８、００１０４、０００４０ｍｇ／ｍＬ）
的混合溶液，按“２１”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 １６１ ０７２ ０４５ ０７３ ０５７
Ⅱ １５８ ０７２ ０４４ ０７４ ０５７
Ⅲ １５５ ０７０ ０４４ ０７１ ０５６
Ⅳ １５３ ０７０ ０４３ ０７０ ０５６
Ⅴ １５１ ０７２ ０４４ ０７０ ０５６
Ⅵ １５２ ０７２ ０４０ ０６９ ０５８

平均值 １５５ ０７１ ０４３ ０７１ ０５７
ＲＳＤ（％） ２４８ １４５ ４０４ ２７３ １４４

２７７　相对校正因子的重现性考察　精密吸取
“２４”项下的混合对照品溶液１０μＬ，按“２１”项色谱
条件测定，分别考察岛津ＬＣ２０３０、岛津ＬＣ２０ＡＴ２种
型号的高效液相色谱仪和ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳＴ３
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）、ＴｈｅｒｍｏＯＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬ
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）、ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＯｍｅ
ｇａＰＳＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，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。
２７８　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

０８６、０８７、１０２、１５２和１５４，表明相对保留时间
的重现性较好。

２７９　一测多评法与外标法测定结果比较　取６
批荷芪散样品，按“２３”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ＳＰＳＳ２２０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ＬＣ２０３０ ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳＴ３ １５５ ０７０ ０４３ ０７１ ０５６

ＴｈｅｒｍｏＯＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬ １５７ ０７２ ０４３ ０７０ ０５７
岛津ＬＣ２０ＡＴ ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳＴ３ １５７ ０７１ ０４３ ０７０ ０５７

ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＯｍｅｇａＰＳＣ１８ １５５ ０７０ ０４３ ０７１ ０５６
平均值 １５６ ０７１ ０４３ ０７１ ０５６
ＲＳＤ（％） ０７４ １３５ ０００ ０８２ １０２

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ＬＣ２０３０ ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳＴ３ ０８６ ０８７ １０２ １５２ １５５
ＴｈｅｒｍｏＯＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬ ０８５ ０８６ １０１ １５１ １５３

岛津ＬＣ２０ＡＴ ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔ ＨＳＳＴ３ ０８６ ０８７ １０２ １５２ １５４
ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＯｍｅｇａＰＳＣ１８ ０８５ ０８６ １０１ １５１ １５３

平均值 ０８６ ０８７ １０２ １５２ １５４
ＲＳＤ（％） ０６８ ０６７ ０５７ ０３８ ０６２

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 ００２３３ ００２３０ ００８５２ ００１０３ ０００７８
ＥＳＭ法 ００２３１ ００２１９ ００８２５ ０００９５ ０００７５

１９０３１２ ＱＡＳＭ法 ００２３９ ００２３０ ００８０８ ００１０４ ０００７７
ＥＳＭ法 ００２３６ ００２１８ ００７７５ ０００９６ ０００７４

１９０３０１３ ＱＡＳＭ法 ００２２２ ００２２９ ００８３６ ００１０２ ０００８５
ＥＳＭ法 ００２１９ ００２１７ ００８００ ０００９４ ０００８１

１９０３１４ ＱＡＳＭ法 ００２３９ ００２３１ ００７８１ ００１１１ ０００７８
ＥＳＭ法 ００２３８ ００２２１ ００７５０ ００１０３ ０００７５

１９０３１５ ＱＡＳＭ法 ００２４４ ００２２４ ００７９８ ００１１１ ０００８６
ＥＳＭ法 ００２４１ ００２１３ ００７５０ ００１０３ ０００８２

１９０３１６ ＱＡＳＭ法 ００２３８ ００２２６ ００８０４ ０００９９ ０００８１
ＥＳＭ法 ００２３５ ００２５５ ００７７５ ０００９２ ０００７７

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＞００５），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
３１　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。
３２　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。

３３　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０１％磷酸、甲醇
０１％磷酸０２％三乙胺溶液、甲醇０１％甲酸
０２％三乙胺溶液、甲醇０２％甲酸０１％三乙胺溶
液、甲醇０２％甲酸０２％三乙胺溶液、甲醇０３％
甲酸０２％三乙胺溶液、甲醇０４％甲酸０２％三乙
胺溶液等不同的流动相体系，只有在甲醇０３％甲
酸０２％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０３％甲酸０２％
三乙胺溶液作为荷芪散指纹图谱和 ＱＡＭＳ的流
动相。

３４　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［１１１５］。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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