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·中药工业·

△ ［基金项目］　浙江省重大科技专项重点社会发展项目（２０１３Ｃ０３００５）
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复方鱼腥草合剂的 ＨＰＬＣ指纹图谱建立△

应珂１，王建方１，查慧军１，郑亚纯１，金汉台２，姚建标１

１浙江康恩贝制药股份有限公司／浙江省中药制药技术重点实验室，浙江　杭州　３１００５２；
２浙江康恩贝中药有限公司，浙江　丽水　３２３４００

［摘要］　目的：建立复方鱼腥草合剂的ＨＰＬＣ指纹图谱，实现对其质量进行整体高精度的控制。方法：以Ｂｅｓｉｌ
５Ｃ１８Ｂ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）为色谱柱，以甲醇为流动相Ａ，以０１％磷酸溶液为流动相Ｂ，梯度洗脱；检测波

长为２１０ｎｍ，柱温为４０℃，进样量为５μＬ，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。建立复方鱼腥草合剂的指纹图谱，并通过对照
品和液相色谱质谱法（ＬＣＭＳ）对共有峰进行指认和归属。检测３个厂家１５批样品，并采用 “中药色谱指纹图谱相

似度评价系统”软件进行分析。结果：建立了复方鱼腥草合剂的 ＨＰＬＣ指纹图谱，标定了１６个共有峰，１５批样品
相似度均不低于０９５。结论：该方法样品处理简便，色谱条件简单、结果准确、重复性好，可以作为复方鱼腥草合
剂质量控制的方法之一。
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复方鱼腥草合剂是由鱼腥草、黄芩、板蓝根、

连翘、金银花经提取、浓缩、醇沉、配制等步骤制

备而成，具有清热解毒的功效，用于外感风热所致

的急喉痹、急乳蛾，症见咽部红肿、咽痛；急性咽

炎、急性扁桃体炎见上述证候者［１］。现代临床研究

表明，复方鱼腥草合剂可用于小儿急性上呼吸道感

染［２３］、手足口病［４５］、流行性腮腺炎［６］、儿童疱疹

性咽峡炎［７］等疾病的治疗。

复方鱼腥草合剂的执行标准是国家食品药品监

督管理局颁布的国家药品标准 ［ＷＳ１０８２１（ＺＤ
０８２１）２００２２０１２Ｚ］，其中检验内容主要包括对鱼腥
草、黄芩的薄层鉴别项，相对密度、ｐＨ等检查项，
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黄芩苷含量测定项，无法对制剂整体质量进行客观

评价，目前也没有相关文献报道相关方法。

本研究采用 ＨＰＬＣ，根据 《中国人民共和国药

典》２０１５年版通则［８］要求，进行多成分指纹图谱

研究，建立复方鱼腥草合剂的指纹图谱，并对主要

的色谱峰进行归属性研究，采用国家药典委员会

推荐的 “中药色谱指纹图谱相似度评价系统”

（２０１２１３０７２３版）进行相似度评价，以此建立更全
面可控的质量标准，以更有效地控制制剂整体质量。

１　仪器与试药

１１　仪器

ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ２０ＡＤＸＲ型高效液相色谱仪；Ｔｈｅｒｍｏ

ＵＰＬＣＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐ型液质联用仪；ＭＳＡ２２５Ｓ１ＣＥＤＵ
型电子天平（德国赛多利斯，ｄ＝００１ｍｇ，ｍａｘ＝
２２０ｇ）；ＭｉｌｌｉＱＡ１０型纯水仪（密里博中国有限公
司）；ＬＧ１０２４Ａ型高速离心机（北京京立离心机有
限公司）。

１２　试药
复方鱼腥草合剂（批号分别为Ａ１８０２４４、Ｂ１８０１５５、

１８０２０７、Ｂ１８０２２２、Ａ１８０１０５，浙江康恩贝中药有限
公司）；复方鱼腥草合剂（批号分别为１８０３０８、１８０３０５、
１８０１２２、１８０４１４、１８０１２５，浙江惠松制药有限公司）；
复方鱼腥草合剂（批号分别为１８０５００５０１、Ｖ１７１１０５、
１８０１００７０１、１８０４０３１０２、１８０５０２４０１，浙江国镜药业
有限公司）；５羟甲基糠醛对照品（批号：１１１６２６
２０１６１０）、苯甲酸钠对照品（批号：１００４３３２００３０１）、
羟苯乙酯对照品（批号：１００８４７２０１６０４）、槲皮苷对
照品（批号：１１１５３８２００５０４）、黄芩苷对照品（批号：
１１０７１５２０１３１８）、汉黄芩苷对照品（批号：１１２００２
２０１７０２）、汉黄芩素对照品（批号：１１１５１４２０１７０６）、
连翘酯苷Ａ对照品（批号：１１１８１０２０１７０７）、连翘苷
对照品（批号：１１０８２１２００５０８）、绿原酸对照品（批
号：１１０７５３２０１８１７）、鱼腥草对照药材（批号：１２１０４６
２０１６０７）、黄芩对照药材（批号：１２０９５５２０１８１０）、板
蓝根对照药材（批号：１２１１７７２０１６０８）、连翘对照药
材（批号：１２０９０８２０１２１６）、金银花对照药材（批号：
１２１０６０２０１６０８）均由中国食品药品检定研究院提供；
连翘酯苷 Ｅ对照品（成都曼斯特科技有限公司，批
号：ＤＳＴ１８０４１２０８３）；隐绿原酸对照品（上海源叶生
物科技有限公司，批号：Ｙ１２Ｏ８Ｈ４５６７８）；甲醇为色
谱纯；水为超纯水；其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果

２１　供试品溶液的制备

取本品，５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ（离心半径为
８５ｃｍ），取上清液，即得。

２２　单味药溶液的制备

参照复方鱼腥草合剂制备工艺，分别制备方中

各单味药材的单味药制剂，即得。

２３　对照品溶液的制备

精密称取５羟甲基糠醛、苯甲酸钠、羟苯乙酯、
槲皮苷、黄芩苷、汉黄芩苷、汉黄芩素、连翘酯苷Ａ、
连翘苷、绿原酸对照品适量，分别置量瓶中，加

５０％甲醇制成０１ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，即得。

２４　指纹图谱参照峰

所建立的指纹图谱中，黄芩苷所示峰具有最大的

峰面积、适中的保留时间以及稳定的峰形，因此选择

此峰作为参照峰。在后续研究中，均以此峰作为参照，

用来计算其余峰的相对峰面积及相对保留时间。

２５　色谱条件

以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂（Ｂｅｓｉｌ５Ｃ１８Ｂ

２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；以甲醇作为流动相 Ａ，
以０１％磷酸溶液作为流动相 Ｂ，梯度洗脱（０～
１５ｍｉｎ，２０％～３０％Ａ；１５～４０ｍｉｎ，３０％ ～５５％Ａ；
４０～４５ｍｉｎ，５５％ ～６５％Ａ；４５～５０ｍｉｎ，６５％ ～
８０％Ａ；５０～５５ｍｉｎ，８０％Ａ）；检测波长为２１０ｎｍ，
柱温为４０℃，进样量为５μＬ，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。

２６　ＵＰＬＣＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐ分析条件

以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂（Ｂｅｓｉｌ５Ｃ１８Ｂ

２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；以甲醇作为流动相 Ａ，
以０１％甲酸溶液作为流动相 Ｂ，梯度洗脱（０～
１５ｍｉｎ，２０％～３０％Ａ；１５～４０ｍｉｎ，３０％ ～５５％Ａ；
４０～４５ｍｉｎ，５５％ ～６５％Ａ；４５～５０ｍｉｎ，６５％ ～
８０％Ａ；５０～５５ｍｉｎ，８０％Ａ）；检测波长为２１０ｎｍ，
柱温为４０℃，进样量为５μＬ，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。

电喷雾离子源（ＥＳＩ），负离子模式检测，加热温
度为３５０℃，鞘气流速为１２Ｌ·ｍｉｎ－１，辅助气流速
为３Ｌ·ｍｉｎ－１，吹扫气流速为０Ｌ·ｍｉｎ－１，喷雾电压
为３２０ｋＶ，离子传输管温度为３２５℃。鞘气和辅助
气均为高纯氮气（纯度≥９９９９％），碰撞气为高纯氦
气；采用傅里叶变换高分辨全扫描方式，质量扫描
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范围ｍ／ｚ５０～１２００；多级质谱采用数据依赖式扫描，
诱导碰撞解离（ＣＩＤ）模式，碰撞能为３５Ｖ。

２７　方法学验证

２７１　精密度试验　取复方鱼腥草合剂（批号：
Ａ１８０２４４）样品，根据２１项下方法制备供试品溶液，
使用２５项下色谱条件连续进样检测６次，记录色
谱图，以６针平均值为模板计算其相似度，结果各
图谱共有峰与对照指纹图谱相似度均达１０００，表明
本方法仪器精密度良好。

２７２　重复性试验　取复方鱼腥草合剂（批号：
Ａ１８０２４４）样品，根据２１项下方法制备６份供试品
溶液，使用２５项下色谱条件进样分析，记录色谱
图，以６份平均值为模板计算其相似度，结果各图
谱共有峰的相似度均达０９９９以上，表明本方法重
复性良好。

２７３　稳定性试验　取复方鱼腥草合剂（批号：
Ａ１８０２４４）样品，根据２１项下方法制备供试品溶液，
分别于０、６、１２、２４ｈ使用２５项下色谱条件进样分
析，记录色谱图，以不同时间点的平均值为模板计算

其相似度，结果各图谱共有峰的相似度均达１０００，
表明供试品溶液在室温下放置２４ｈ内稳定。

２８　对照指纹图谱的建立

２８１　对照模板及相似度　选取１５批复方鱼腥草
合剂样品，根据２１项下方法分别制备供试品溶液，
使用２５项下色谱条件测定，将所得色谱图导入到
“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”（２０１２１３０７２３
版），使用平均数法生成复方鱼腥草合剂指纹图谱的

对照模板，见图１。

图１　复方鱼腥草合剂对照指纹图谱

取１５批复方鱼腥草合剂样品，根据 ２１项下
方法分别制备供试品溶液，使用２５项下色谱条件
测定，将所得色谱图与对照模板一同导入 “中药

色谱指纹图谱相似度评价系统”（２０１２１３０７２３
版），以对照模板作为参照图谱，设相似度为

１０００，计算１５批复方鱼腥草合剂的相似度，结果
见表１、图２。

表１　复方鱼腥草合剂样品相似度测定结果
来源 编号 批号 相似度

浙江康恩贝中药有限公司 Ｓ２ Ａ１８０２４４ ０９９

Ｓ３ Ｂ１８０１５５ ０９９

Ｓ４ １８０２０７ １００

Ｓ５ Ｂ１８０２２２ １００

Ｓ６ Ａ１８０１０５ ０９９

浙江惠松制药有限公司 Ｓ７ １８０３０８ ０９９

Ｓ８ １８０３０５ ０９５

Ｓ９ １８０１２２ ０９８

Ｓ１０ １８０４１４ ０９５

Ｓ１１ １８０１２５ ０９９

浙江国镜药业有限公司 Ｓ１２ １８０５００５０１ ０９７

Ｓ１３ Ｖ１７１１０５ １００

Ｓ１４ １８０１００７０１ １００

Ｓ１５ １８０４０３１０２ １００

Ｓ１６ １８０５０２４０１ １００

图２　复方鱼腥草合剂样品相似度测定色谱图

经统计分析，此１５批复方鱼腥草合剂的指纹
图谱相似度均大于０９５，表明本方法稳定、可行，
所得到的复方鱼腥草合剂的指纹图谱相似度良好。

２８２　共有峰归属　取１５批复方鱼腥草合剂样品，
以及根据２１～２３项下方法分别制备的供试品溶
液、单味药溶液对照品溶液，使用２５项下色谱条
件下测定，将所得色谱图进行对比。结合质谱数据，

确定了１６个共有峰，并对其进行归属。
对成分进行分析，５羟甲基糠醛可能来源于辅

料炼蜜；苯甲酸钠和羟苯乙酯为添加的辅料；通过

对照品比对，归属于鱼腥草的为槲皮苷；归属于黄

芩的为黄芩苷、汉黄芩苷和汉黄芩素；归属于连翘

的为连翘酯苷 Ｅ、连翘酯苷 Ａ和连翘苷；归属于金
银花的为绿原酸和隐绿原酸；样品中无归属于板蓝

根的化合物，１６个化合物的归属见图３、表２。
·１６０２·
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注：１绿原酸；２隐绿原酸；３毛蕊花糖苷；４苯甲酸钠；５连

翘酯苷Ⅰ；６连翘酯苷Ａ；７罗汉松脂苷；８白杨素６Ｃ葡萄糖

８Ｃ阿拉伯糖苷；９槲皮苷；１０羟苯乙酯；１１黄芩苷；１２黄芩

苷异构体；１３白杨素７Ｏ葡萄糖苷酸；１４ｏｒｏｘｙｌｏｓｉｄｅ；１５汉黄

芩苷；１６汉黄芩素。

图３　复方鱼腥草合剂色谱峰归属图

表２　复方鱼腥草合剂ＨＰＬＣ指纹图谱共有峰的指纹与归属

峰号 化合物
ｔＲ／
ｍｉｎ

相对

分子质量
ＥＳＩ－ 归属

１ 绿原酸 １１６７ ３５３ ［Ｍ－Ｈ］－ 金银花

２ 隐绿原酸 １２２７ ３５３ ［Ｍ－Ｈ］－ 金银花

３ 毛蕊花糖苷或其异构体 ２２９８ ６２３ ［Ｍ－Ｈ］－ 连翘

４ 苯甲酸钠 ２６２１ １２１ ［Ｍ－Ｈ］－ 辅料

５ 连翘酯苷Ⅰ ２７３４ ６２３ ［Ｍ－Ｈ］－ 连翘

６ 连翘酯苷Ａ ２８２３ ６２３ ［Ｍ－Ｈ］－ 连翘

７ 罗汉松脂苷 ３０２５ ５１９ ［Ｍ－Ｈ］－ 连翘

８ 白杨素６Ｃ葡萄糖８Ｃ
阿拉伯糖苷或其异构体

３２９５ ５４７ ［Ｍ－Ｈ］－ 黄芩

９ 槲皮苷 ３３８７ ４４７ ［Ｍ－Ｈ］－ 鱼腥草

１０ 羟苯乙酯 ３６２８ １６５ ［Ｍ－Ｈ］－ 辅料

１１ 黄芩苷 ４１３２ ４４５ ［Ｍ－Ｈ］－ 黄芩

１２ 黄芩苷异构体 ４４５５ ４４５ ［Ｍ－Ｈ］－ 黄芩

１３ 白杨素７Ｏ葡萄糖苷酸 ４５３９ ４２９ ［Ｍ－Ｈ］－ 黄芩

１４ ｏｒｏｘｙｌｏｓｉｄｅ ４６４２ ４５９ ［Ｍ－Ｈ］－ 黄芩

１５ 汉黄芩苷 ４７３７ ４５９ ［Ｍ－Ｈ］－ 黄芩

１６ 汉黄芩素 ５２１７ ２８３ ［Ｍ－Ｈ］－ 黄芩

　　注：为经对照品确认的化合物。

３　讨论

本实验建立了复方鱼腥草合剂的 ＨＰＬＣ指纹图
谱，并且鉴定了１６个共有峰，通过对照品确认了其
中９个峰的化学本质，分别为绿原酸、隐绿原酸、
苯甲酸钠、连翘脂苷 Ａ、槲皮苷、羟苯乙酯、黄芩
苷、汉黄芩苷、汉黄芩素。同时测定了１５批复方鱼
腥草合剂的指纹图谱，其相似度高，表明此方法可

以作为复方鱼腥草合剂质控的依据。

该指纹图谱的共有峰中，５羟甲基糠醛可能来
源于辅料炼蜜，防腐剂苯甲酸钠和羟苯乙酯响应均

较大，且属于辅料，拟在合成对照指纹图谱中扣除

上述３个色谱峰。另外，由于黄芩药材中的黄芩苷
含量较高，峰响应较强，对指纹图谱的建立影响较

大。故在建立对照指纹图谱模板时，扣除５羟甲基
糠醛、苯甲酸钠、羟苯乙酯和黄芩苷色谱峰。

考虑到本制剂中主要成分为酚酸类和黄酮类，

选择使用酸溶液作为水相。本方法考察了不同浓度

的甲酸水溶液、磷酸水溶液作为水相，结果显示，

０１％磷酸水溶液有较好的洗脱和分离能力，故选择
其为水相。同时比较了甲醇和乙腈２种有机相，结
果发现，甲醇可以较好地洗脱和分离样品，故选择

甲醇为有机相。

复方鱼腥草合剂由５种中药组合而成，物质成
分较为复杂，所以采用光电二极管阵列检测器

（ＰＤＡ）在２００～４００ｎｍ对复方鱼腥草合剂的供试品
溶液进行紫外扫描检测，结果供试品在２１０ｎｍ检测
波长下色谱峰信息量较大，各成分较稳定，分离效

果较好，且鱼腥草中特征性成分槲皮苷响应较大，

故选择２１０ｎｍ作为测定波长［９］。此外，本实验比较

了３种不同的色谱柱（Ｂｅｓｉｌ５Ｃ１８Ｂ、ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８、资
生堂 ＣａｐｃｅｌｌｐａｋＣ１８，规格均为 ２５０ｍｍ !

４６ｍｍ，
５μｍ）和不同柱温对特征峰分离度的影响，最终确
定为Ｂｅｓｉｌ５Ｃ１８Ｂ，柱温４０℃。

指纹图谱是一种能较为全面地呈现出样品复杂

性的方法［１０］，近年来被广泛应用于中药研究的质量

控制和评价［１１１２］，具有整体性、模糊性、专属性等

特点［１３］。结果表明，３个厂家１５批复方鱼腥草合剂
ＨＰＬＣ指纹图谱相似度均大于０９５，具有较好的一
致性。综上所述，本研究建立了复方鱼腥草合剂的

ＨＰＬＣ指纹图谱，该方法样品处理简便、色谱条件简
单、结果准确、重复性好，可以作为复方鱼腥草合

剂质量控制的方法之一。
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（ＰＡＤ）对样品进行全波长扫描，通过对比不同检测
波长色谱图发现，当检测波长为２５４ｎｍ时，火麻仁
标准汤剂水溶性成分色谱峰最多，且各色谱峰的响

应值均较高，因此选择２５４ｎｍ为检测波长。另考察
了乙腈水、乙腈０１％磷酸水和乙腈０１％甲酸水
３种流动相的分离效果，结果表明，在乙腈０１％甲
酸水梯度洗脱下，色谱图基线平稳，色谱峰分离度

良好。以峰３为参照峰，２０批火麻仁标准汤剂水溶
性成分指纹图谱的其余 ５个特征峰相对保留时间
ＲＳＤ为０７％～０９％，均小于３０％。
３１２　水溶性指纹图谱Ⅰ的评价　本研究标示了火
麻仁标准汤剂水溶性成分的６个共有峰，并通过相
似度评价软件计算出２０批火麻仁标准汤剂的对照图
谱的相似度，结果均大于０９０。各批次火麻仁标准
汤剂水溶性成分的图谱整体上基本一致。

３２　火麻仁标准汤剂脂溶性成分指纹图谱Ⅱ
３２１　色谱条件的选择　火麻仁油脂类成分如亚油
酸、α亚麻酸等成分分子结构中仅含有非共轭双键，
因此只有末端吸收，在２０５ｎｍ附近具有较强吸收，
因此选择２０５ｎｍ作为火麻仁脂溶性指纹图谱Ⅱ的检
测波长。另考察了乙腈水、乙腈０１％磷酸水和甲
醇水３种流动相的分离效果，结果在乙腈水梯度洗
脱下，色谱图基线平稳，色谱峰分离度良好。以

峰４亚油酸为参照峰，２０批火麻仁标准汤剂脂溶性
成分指纹图谱的其余３个特征峰相对保留时间 ＲＳＤ

为０２％～０８％，均小于２０％。
３２２　脂溶性指纹图谱Ⅱ的评价　本研究标示了火
麻仁标准汤剂脂溶性成分的４个共有峰，并通过相
似度评价软件计算出２０批火麻仁标准汤剂的对照图
谱的相似度，结果均大于０９０。各批次火麻仁标准
汤剂脂溶性成分的图谱整体上基本一致。

上述研究结果表明，不同产地火麻仁标准汤剂水

溶性及脂溶性成分指纹图谱相似度均较高，说明不同

产地火麻仁药材质量差异较小；研究建立的方法简

单、重复性高，为评价火麻仁药材质量提供了新的方

法，并为制定火麻仁配方颗粒质量标准提供了参考。
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国药师，２０１９，２２（５）：８５７８６０．

［１１］　刘敏，范蕾，陈桂云，等．降脂舒心合剂 ＨＰＬＣ指纹图谱
的建立及制剂安全性项目的影响因素检测［Ｊ］．中国医
药导报，２０１９，１６（９）：１１７１２２．

［１２］　熊鑫，程璐，黄传奇，等．元通合剂的高效液相色谱指纹
图谱［Ｊ］．医药导报，２０１８，３７（９）：１１１５１１１８．

［１３］　杨丽娜，曾棋平，蔡小辉，等．复方首乌藤合剂高效液相
指纹图谱研究［Ｊ］．中南药学，２０１８，１６（１）：２７３０．
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