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忘忧安神方标准煎液 ＨＰＬＣ指纹图谱建立
及４种成分含量测定△
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［摘要］　目的：建立忘忧安神方标准煎液（ＷＡＰＳＤ）高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）指纹图谱及４种指标性成分栀子
苷、甘草苷、槲皮苷、甘草酸含量测定方法，为忘忧安神方（ＷＡＰ）的质量控制提供参考。方法：制备 １０批
ＷＡＰＳＤ，采用高效液相色谱二极管阵列检测器（ＨＰＬＣＤＡＤ）对 ＷＡＰＳＤ样品进行含量测定，建立 １０批 ＷＡＰＳＤ的
ＨＰＬＣ指纹图谱，采用国家药典委员会 “中药色谱指纹图谱相似度评价系统（２０１２版）”软件对其进行相似度评价，对
共有峰进行归属及指认。结果：栀子苷质量分数为 ３６８４～５５８６ｍｇ·ｇ－１，甘草苷质量分数为 ３９６～６５７ｍｇ·ｇ－１，槲
皮苷质量分数为４５９～１３７６ｍｇ·ｇ－１，甘草酸质量分数为 １６４８～２１４０ｍｇ·ｇ－１，不同批次４种成分含量差异较大，
说明不同批次的栀子、甘草、合欢花质量差异较大。建立了ＷＡＰ的 ＨＰＬＣ指纹图谱，１０批ＷＡＰＳＤ指纹图谱与对照
图谱相似度均大于０９４；标定了３６个共有峰，多数峰来源于黄花菜、甘草、栀子；指认了 ４个共有峰，分别为
１７号峰栀子苷、２４号峰苷草苷、２６号峰槲皮苷、３５号峰甘草酸。结论：所建立 ＷＡＰＳＤ多指标成分测定及指纹图
谱方法灵敏度高、准确性好、有较高稳定性，能体现ＷＡＰ组分的整体特征，可为ＷＡＰ后续开发及其成品制剂的质
量控制提供参考。
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传统汤剂在中医临床应用中较为广泛且疗效显

著，但其制备、携带不便，服用剂量大。在中药新

剂型的研发和生产过程中，保证其成品与传统汤剂

的化学和生物等效性是剂型变革的核心，用适宜的

方法和标准评价现代制剂质量与传统汤剂的一致性，

有助于保障中医临床用药更加安全有效［１］。标准汤

剂、标准煎液、物质基准均是以中医理论为指导，

保持原方疗效为目的，以传统制法为依据，经统一

化、标准化工艺制备而成的制剂中间体［２４］，在融合

现代制备工艺的基础上极大限度保存了传统汤剂的

完整性，其代表了制剂的整体内在质量，以这个中

间体为基础，可实现对制剂原料药的追溯以及向成品

制剂的延伸，是经典名方乃至所有中药及其复方制剂

研发的基准［５］，可用于评价制剂的制备工艺、药效和

质量标准，是现代中药研究的热点与发展趋势［６］。

甘麦大枣汤出自医圣张仲景的 《金匮要略》，

为安神剂，具有养心安神、和中缓急之功效，主治

情志不舒、思虑过度、躁扰不宁的脏躁症［７］。现代

研究表明［８］，甘麦大枣汤具有镇静、催眠、抗抑郁

等药理作用。忘忧安神方是以经典名方甘麦大枣汤

为基础方，由甘肃地产药材黄花菜及栀子等多味药

食同源的中药组方而成。方中君药黄花菜，又名金

针菜、忘忧草等，味甘而微凉。《本草纲目》记载

其有利湿热、宽胸膈、安五脏、安寐解郁，治酒疸

等作用［９］。该药与方中其他药合用，共奏滋阴降火、

舒肝和胃、养心安神、平衡阴阳之功效。对目前社

会环境因素影响及工作强度加大导致人群中出现的

身体乏力、消化功能减弱、睡眠质量下降等亚健康

问题具有较好的临床疗效。

本课题组前期已优化处方标准煎液提取工艺，

方法稳定，拟开发为疗效持久、服用剂量小、质量

稳定、携带方便、更易于被患者所接受的口服液制

剂。为了保证忘忧安神方后续研发的口服液制剂能

保持原方的疗效与特点，有必要建立原组方标准煎

液的质量控制方法。本研究遵循经典名方遵古溯源

的研究思路［１０］，以复方标准煎液为切入点，采用

高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）建立忘忧安神方标准煎液
指纹图谱，通过单味药及阴性样品指纹图谱对其中

的色谱峰进行溯源研究，以获得专属的、整体的化

学特征综合信息，并结合多指标成分测定［１１］，建

立忘忧安神方全面、有效而切实可行的质量评价

体系，为后期成品口服液制剂的质量标准研究及

饮片标准煎液成品制剂的量值传递相关性研究
奠定基础，同时，可为基于中药标准煎液的中药

临床验方研究及新药开发提供有益的研究经验和

技术参考。

１　材料

１１　仪器

Ａｇｌｉｅｎｔ１２６０型二极管阵列检测器（ＤＡＤ）高效液
相色谱仪（美国安捷伦科技有限公司）；ＣＡＶ２１４Ｃ型
电子分析天平（美国奥豪斯公司）；８０１型电动离心
机（金坛市恒丰仪器厂）；ＹＲＥ３０１型旋转蒸发仪
（巩义市予华仪器有限责任公司）；９８１Ｂ型电子调
温电热套（天津市泰斯特仪器有限公司）；ＭｉｌｌｉＱ
Ｃｅｎｔｕｒｙ型超纯水机。

１２　试药

对照品栀子苷（批号：Ｙ２５Ｊ９Ｃ５３６３７）、甘草苷（批
号：Ｚ２８Ｍ１０Ｘ８４１６４）、槲皮苷（批号：Ｐ１９Ｄ１０Ｆ１０６４２０）、
甘草酸铵（批号：Ｐ１３Ａ９Ｌ６７６０２）均购自上海源叶生
物科技有限公司，纯度均≥９８％；乙腈（批号：
２０２００３０２）、磷酸（批号：２０１６０３０７）均购自天津大茂
化学试剂厂，均为色谱纯。

收集忘忧安神方处方饮片各１０批，其中黄花
菜购于各地药材市场，其在 《中华人民共和国药

典》（以下简称 《中国药典》）２０１５年版中未记载，
经甘肃中医药大学药学院李成义教授鉴定为百合科

萱草属植物黄花菜 ＨｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓｃｉｔｒｉｎａＢａｒｏｎｉ的干燥
花蕾；其余饮片采购于各大零售药店，经前期的鉴

定及初步质量评价，均符合 《中国药典》２０１５年
版规定。
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２　方法与结果

２１　全方含量测定方法建立

２１１　色谱条件　色谱柱为ＡｇｉｌｅｎｔＨＣＣ１８（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）０１％磷酸水溶
液（Ｂ），梯度洗脱（０～１５ｍｉｎ，５％ ～２２％Ａ；１５～
２６ｍｉｎ，２２％～３４％Ａ；２６～３４ｍｉｎ，３４％ ～６０％Ａ；
３４～４２ｍｉｎ，６０％～７０％Ａ；４２～４５ｍｉｎ，７０％～５％Ａ）；
记录时间为４５ｍｉｎ；流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３０℃；
检测波长：２３７ｎｍ（栀子苷、甘草苷）、２５４ｎｍ（槲
皮苷、甘草酸）；进样量：１０μＬ。
２１２　混合对照品制备　分别精密称取栀子苷６１４ｍｇ、
甘草苷０９２ｍｇ、槲皮苷１９５ｍｇ、甘草酸铵２３２ｍｇ，
置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇定容至刻度，摇匀，即得
质量浓度分别为栀子苷 ６１４μｇ·ｍＬ－１、甘草苷
９２μｇ·ｍＬ－１、槲皮苷 １９５μｇ·ｍＬ－１、甘草酸铵
２３２μｇ·ｍＬ－１的混合对照品母液，备用。
２１３　供试品溶液制备　分别称取忘忧安神方处方
饮片随机组方 Ｔ１～Ｔ１０，按课题组前期研究标准煎
液最佳提取工艺，即加 １０倍量水，浸泡１ｈ，武火
煮沸后改用文火，煎煮３次，每次１ｈ，滤过；合并
滤液，浓缩并定容至５００ｍＬ（生药量为０３１ｇ·ｍＬ－１），
得全方标准煎液，精密量取标准煎液２ｍＬ，加７０％
甲醇８ｍＬ，称质量，超声 ３０ｍｉｎ，补足减失的质
量，５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ），上
清液过０４５μｍ滤膜，既得供试品溶液。
２１４　方法学考察
２１４１　线性关系考察　分别精密量取混合对照品
母液 ０２５、０５、１０、２０、４０、５０ｍＬ于 ５ｍＬ
量瓶中，甲醇定容，摇匀，得到系列混合对照品溶

液，用 ０４５μｍ微孔滤膜滤过，进样。以各对照品
的质量浓度（Ｘ，μｇ·ｍＬ－１）为横坐标，峰面积值（Ｙ）
为纵坐标，通过计算，得线性方程，结果表明，各

对照品在相应浓度范围内线性关系良好，见表１。

表１　忘忧安神方标准煎液中４种成分的线性关系
对照品 回归方程 ｒ 线性范围／μｇ·ｍＬ－１

栀子苷 Ｙ＝１３４１２Ｘ＋８８３５６ ０９９９７ ３０７～６１４０

甘草苷 Ｙ＝１８３６１Ｘ＋１４６８５ ０９９９７ ４６～９２０

槲皮苷 Ｙ＝１３５７７Ｘ＋０９２５５ ０９９９８ ９７５～１９５０

甘草酸铵 Ｙ＝６５８８４Ｘ－５０２８８ ０９９９３ １１６～２３２０

２１４２　精密度试验　取 Ｔ１供试品溶液，连续进
样６次，按２１１项下色谱条件进样检测，得各指

标性成分保留时间 ＲＳＤ均小于１％，峰面积的 ＲＳＤ
均小于４％，表明仪器精密度良好。
２１４３　稳定性试验　取 Ｔ１供试品溶液，分别在
０、４、８、１２、２４、３６ｈ，按２１１项下色谱条件进
样检测，得各指标性成分保留时间ＲＳＤ均小于１％，
含量ＲＳＤ均小于３％，表明各指标成分在３６ｈ内稳
定性良好。

２１４４　重复性试验　取 Ｔ１供试品溶液６份，按
２１１项下色谱条件进样检测，得各指标性成分保
留时间 ＲＳＤ均小于 １％，峰面积 ＲＳＤ均小于 ３％，
表明仪器重复性良好。

２１４５　加样回收率试验　精密量取已知含量的
Ｔ１标准煎液２ｍＬ，加入适量的各对照品溶液，按
２１３项下方法制备，按２１１项下色谱条件进样检
测，计算４种指标成分的平均加样回收率为９５％ ～
１０５％，ＲＳＤ均小于３％，见表２。

表２　忘忧安神方标准煎液中４种成分含量测定的
加样回收率试验结果（ｎ＝６）

成分
样品中

含量／ｍｇ

对照品

加入量／
ｍｇ

测得量／
ｍｇ

回收率／
％

平均回

收率／％
ＲＳＤ／
％

栀子苷 １６７３８ １６５７５ ３３８８０ １０３４２

３３８２２ １０３０７

３４２５６ １０５６９

３４２８０ １０５８３

３３０５４ ９８４３

３３７７２ １０２７７

１０３２０ ２６０

甘草苷 ０２０２２ ０２０４０ ０３９８２ ９６１１

０３９６４ ９５２０

０３９７０ ９５５０

０４０００ ９６９７

０３９６６ ９５３１

０４０１２ ９７５８

９６１１ １０１

槲皮苷 ０４５０４ ０４４９６ ０８８５５ ９６７７

０８９７５ ９９４２

０８９８５ ９９６５

０８９１６ ９８１３

０８８８８ ９７５１

０８９０７ ９７９２

９８２３ １１３

甘草酸 ０７３３６ ０７２９ １４９３２ １０４１９

１４９０５ １０３８２

１５００２ １０５１５

１５０５６ １０５９０

１５０４７ １０５７７

１４９７３ １０４７５

１０４９３ ０８０

·８３５·
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２２　１０批标准煎液含量测定

取上述１０批忘忧安神方标准煎液 Ｔ１～Ｔ１０，按
照２１３项下方法制备供试品溶液，按照 ２１１项
下色谱条件进行进样分析，记录色谱峰，分别代

入回归方程，计算１０批忘忧安神方标准煎液中栀
子苷、甘草苷、槲皮苷、甘草酸含量，结果见表

３、图 １。结果表明，１０批忘忧安神方标准煎液
中栀子苷质量分数为３６８４～５５８６ｍｇ·ｇ－１、甘草苷
质量分数为 ３９６～６５７ｍｇ·ｇ－１、槲皮苷质量分数
４５９～１３７６ｍｇ·ｇ－１、甘草酸质量分数为 １６６４～
２１１４ｍｇ·ｇ－１，不同批次间４种成分含量差异较大，
表明不同批次的原药材质量存在差异。

表３　１０批忘忧安神方标准煎液中４种成分的
含量测定结果（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ｍｇ·ｇ－１

批次
质量分数

栀子苷 甘草苷 槲皮苷 甘草酸

Ｔ１ ４００８±００６ ５２０±００６ １１１０±０２０ １８９８±００３

Ｔ２ ３６８４±０２１ ５５０±００５ １３３４±０１３ １７９１±００３

Ｔ３ ３８９８±０２９ ４０２±００９ ４５９±００９ １８８３±０２２

Ｔ４ ５２３８±０８４ ６５７±０１２ ８４２±０２２ １９２５±０１６

Ｔ５ ４３３０±０２１ ５７５±００３ １３７６±０２３ １９７３±０１５

Ｔ６ ５０８６±０８７ ４２１±００６ ８９３±０１７ １６４８±０２５

Ｔ７ ５５８６±０３３ ５３１±００６ １１８８±０２６ １８９９±０２８

Ｔ８ ５３３４±０７７ ３９６±００５ １２３０±００２ １７５１±００９

Ｔ９ ４４８８±０２８ ５８４±００７ ６９３±００３ ２１０４±００８

Ｔ１０ ４２４６±０４９ ５２１±００６ ８３５±０１４ ２１４０±０２７

图１　混合对照品和忘忧安神方标准煎液
供试品溶液的ＨＰＬＣ图

２３　全方标准煎液指纹图谱建立

２３１　色谱条件　色谱柱为ＡｇｉｌｅｎｔＨＣＣ１８（２５０ｍｍ×

４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）０１％ 甲酸水
溶液（Ｂ），梯度洗脱（０～１６ｍｉｎ，３％ ～１０％Ａ；
１６～３４ｍｉｎ，１０％ ～１９％Ａ；３４～３８ｍｉｎ，１９％ ～
２０％Ａ；３８～５４ｍｉｎ，２０％ ～２８％Ａ；５４～６０ｍｉｎ，
２８％ ～３４％Ａ；６０～６５ｍｉｎ，３４％ ～４６％Ａ；６５～

８０ｍｉｎ，４６％～５８％Ａ）；流速：０８ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱
温：３０℃；检测波长：２６０ｎｍ；进样量：１０μＬ。
２３２　对照品制备　精密吸取２１２项下对照品母
液１ｍＬ，加甲醇定容至５ｍＬ，制成质量浓度分别为
栀子苷１２２８μｇ·ｍＬ－１、甘草苷１８４μｇ·ｍＬ－１、槲
皮苷３９μｇ·ｍＬ－１、甘草酸铵４６４μｇ·ｍＬ－１的混合对
照品溶液，既得。

２３３　供试品溶液制备
２３３１　全方供试品制备　分别精密量取２１３项
下标准煎液 Ｔ１～Ｔ１０各 ２ｍＬ，加蒸馏水定容至
１０ｍＬ，５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ），
上清液过０４５μｍ滤膜，既得全方指纹图谱供试品
溶液。

２３３２　单味饮片溶液制备　按照各单味药在全方
中的配比，分别称取各单味药，按２３３１项下方
法制备单味饮片供试品溶液。

２３３３　阴性样品溶液制备　分别称取除各单味药
的其余药材，按２３３１项下方法，制备缺各单味
药的阴性对照溶液。

２３４　方法学考察
２３４１　精密度试验　精密吸取同一供试品溶液
（Ｔ１），按２３１项下色谱条件连续进样 ６次，记录
色谱图。以峰面积较大、出峰时间稳定的栀子苷为

参照峰，计算得到各特征峰相对保留时间的 ＲＳＤ＜
０５％，相对峰面积的 ＲＳＤ＜３％，相似度均大于
０９９，表明仪器精密度良好。
２３４２　稳定性试验　精密吸取同一供试品溶液
（Ｔ１），按 ２３１下色谱条件分别于 ０、２、４、８、
１２、２４ｈ进样，记录色谱图。以栀子苷为参照峰，
计算得到各特征峰相对保留时间的 ＲＳＤ＜０５％，相
对峰面积的 ＲＳＤ＜３０％，相似度均大于０９９，表
明供试品溶液在 ２４ｈ内稳定性良好。
２３４３　重复性试验　精密吸取６份 Ｔ１的样品溶
液，按２３３１项下方法制备供试品溶液 ６份，再
按２３１项下色谱条件进样，记录色谱图。以栀子
苷为参照峰，计算得到各特征峰相对保留时间的

ＲＳＤ＜０２％，相对峰面积的 ＲＳＤ＜３０％，相似度
均大于０９９，表明方法具有较好的重复性。

２４　１０批标准煎液指纹图谱相似度评价及色谱峰
归属和指认

２４１　指纹图谱相似度评价　按照２３１项下色谱
条件，对１０批标准煎液进行指纹图谱测定，记录图

·９３５·
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谱。将１０批标准煎液的指纹图谱测定结果以ＡＩＡ格
式依次导入 “中药色谱指纹图谱相似度评价系统”

（２０１２年版），以 Ｓ１为参照图谱，时间窗宽度为
０２ｓ，通过多点校正后，采用平均数相关系数法进行
图谱自动匹配，生成１０批样品共有模式图谱，１０批
标准煎液的 ＨＰＬＣ指纹图谱及其共有模式图谱（Ｒ）
见图２。进行相似度计算，结果显示，１０批样品与
对照指纹图谱相似度分别为 ０９８５、０９６７、０９４３、
０９８８、０９７５、０９８８、０９８９、０９７６、０９８７、０９９５。
说明样品制备方法及所建立指纹图谱稳定可靠，能

反映忘忧安神方标准煎液整体特征，可作为其质量

控制的参照依据。

图２　１０批忘忧安神方标准煎液指纹图谱
及其对照指纹图谱

２４２　共有峰确立及指标成分标定　对１０批次忘
忧安神方标准煎液 ＨＰＬＣ共有模式图谱进行分析后，
确定了３６个共有峰。通过与混合对照品图谱比对，
确定 １７号峰对应栀子苷，２４号峰对应甘草苷，
２６号峰为槲皮苷，３５号峰对应甘草酸，见图３。

注：１７栀子苷；２４甘草苷；２６槲皮苷；３５甘草酸。

图３　忘忧安神方标准煎液指标成分指认

２４３　色谱峰归属分析　取各单味药溶液、阴性供
试品溶液、全方供试品溶液，按２３１项下色谱条
件进行测定，记录各色谱图。将各单味药、阴性、

全方共有模式色谱峰进行匹配，同时比对各共有峰

保留时间及紫外光谱图，确定各共有峰归属。结果

显示，各单味药对共有峰的贡献程度有所差异，君

药黄花菜及栀子、甘草、合欢花４味药对共有峰贡
献较大，其他各味药对共有峰贡献不大，但在指纹

图谱中均有体现，表明所建立的指纹图谱可以反映

忘忧安神方主要药效物质组成。

３　讨论

本研究建立了忘忧安神方中 ４种成分的 ＨＰＬＣ
含量测定方法及指纹图谱质量评价方法，考察确定

了指标性成分的选择、提取溶剂、色谱条件。

３１　指标成分选择

为了与传统汤剂保持一致，本研究标准煎液的

提取以水为溶媒，并结合与忘忧安神方处方组成相

似的复方制剂相关的研究及 《中国药典》２０１５年版
中饮片含量测定指标［１２１３］，确定性质稳定且水溶性

较好、含量相对较高且具有解郁安神作用的栀子苷、

甘草苷、槲皮苷、甘草酸４种成分作为含量测定成
分［１４１６］，同时，这４种成分具有较好的专属性，栀
子苷为栀子的指标性成分，甘草苷、甘草酸为甘草

的指标性成分，槲皮苷为合欢花的指标性成分，建

立其含量测定的方法，可为后期忘忧安神方中栀子、

甘草、合欢花饮片标准煎液成品制剂的转移率研究
奠定基础。

３２　提取溶剂

含量测定时分别考察了水、８０％甲醇、７０％甲
醇、６０％甲醇、５０％甲醇作为提取溶剂，结果发现，
７０％甲醇作为提取溶剂时４种成分的含量相对较高，
故最终确定７０％甲醇为含量测定提取溶剂。

３３　色谱条件

在含量测定波长选择过程中，ＤＡＤ对栀子苷、
甘草苷、槲皮苷、甘草酸铵对照品进行全波长扫描

（１９０～４００ｎｍ），结果栀子苷、甘草苷在２３７ｎｍ左
右有最大吸收，槲皮苷、甘草酸的最大吸收波长分

别为２５６、２５２ｎｍ。综合分析将２３７ｎｍ作为栀子苷、
甘草苷含量测定波长，２５４ｎｍ作为槲皮苷、甘草酸
含量测定波长。

由于大多数化学成分在２５４ｎｍ均有紫外吸收，
故在指纹图谱的前期研究过程中选择２５４ｎｍ作为指
纹图谱测定波长，结果栀子苷与其他色谱峰相应值

差别较大，因此，选择 ２５４ｎｍ附近的波长：２５０、
２５２、２５６、２５８、２６０、２６５ｎｍ，最终发现２６０ｎｍ下
各色谱峰响应值均较高，峰形较好且基线平稳，故

确定指纹图谱测定波长为２６０ｎｍ。
流动相分别考察了乙腈水、乙腈０１％磷酸、

乙腈０２％甲酸、乙腈０１％甲酸的洗脱效果。结果
·０４５·
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乙腈水的色谱峰的数量少且峰形不好，加入适量的
酸后色谱峰变得丰富，而含０１％甲酸流动相洗脱后
色谱峰分离度略优于 ０１％磷酸。增加甲酸含量至
０２％后，色谱峰峰形及分离度几乎没有变化，由于
酸性过强容易对色谱柱造成损耗，最终确定选择乙

腈０１％甲酸作为指纹图谱流动相。
目前，很多学者致力于单味药材饮片标准汤

剂配方颗粒的研究［１７２０］，也有少数学者对于经典名

方标准汤剂（物质基准）进行研究［２１２２］。中药用药讲

求君臣佐使，即复方配伍的汤剂是中药用药的主要

形式，本研究以复方标准煎液为模式标准，选择指

纹图谱结合多指标成分定量分析的方法，建立忘忧

安神方的质量控制技术及评价体系，在明确临床患

者所用煎服汤剂的药学品质的基础上，进一步将这

一标准用于后续的制剂研发和生产上，通过对饮

片标准煎液成品制剂进行出膏率、指标成分转移
率的快速测定及指纹图谱相似度分析，实现对单味

饮片中间体成品制剂的量值传递相关性研究及制
剂生产全过程质量控制，缩小成品制剂的批间差

异，以保证制剂的有效物质群和质量基本稳定。另

外，通过将各单味饮片中各成分信息与全方标准煎

液的比较，能够更好地提升中药配伍、组方的科学

性和规范性。
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