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基于HPLC指纹图谱的白芍及酒白芍比较分析
△
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［摘要］ 目的：建立白芍及酒白芍的高效液相色谱法（HPLC）指纹图谱，结合出膏率和指标性成分含量测定，

评价白芍炮制前后的质量属性。方法：采用 HPLC，以 InertSustainSwiftTM C18（250 mm×4. 6 mm，5 μm）为色谱柱，

乙腈-0. 1% 磷酸溶液为流动相梯度洗脱，检测波长为 230 nm，柱温为 30℃，体积流量为 1. 0 mL·min–1，进样量为

15 μL，分别建立白芍药材及炮制品酒白芍的指纹图谱；采用 HPLC 测定炮制前后样品中芍药苷的含量；运用指纹

图谱相似度评价方法，结合出膏率及指标性成分含量测定对白芍和酒白芍进行比较研究。结果：建立了白芍及酒白

芍的 HPLC 指纹图谱，标定了 30批次样品的 8个共有峰。15批白芍及 15批酒白芍与各自的对照图谱比较相似度分

别为 0. 988~0. 999 和 0. 991~0. 999，生品与炮制品比较相似度达 0. 999。炮制前后出膏率平均变化幅度为 2. 45%。

含量测定结果表明，炮制前后芍药苷质量分数变化为–2. 13%~0. 49%。结论：建立的方法可对白芍及酒白芍的质量

属性进行有效评价，具有一定的应用价值。
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[Abstract] Objective: To establish the high performance liquid chromatography (HPLC) fingerprints for Paeoniae

Radix Alba (PRA) and rice wine-processed Paeoniae Radix Alba (PPRA) and to evaluate the quality of PRA before and after

processing based on extraction rate and content of index component. Methods: HPLC conditions are as follows:

InertSustainSwiftTM C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm), column temperature of 30 ℃ , gradient elution with acetonitrile-

0.1% phosphoric acid solution, flow rate of 1.0 mL·min–1, injection volume of 15 μL, and detection wavelength of 230 nm.

The fingerprints of PRA and PPRA were respectively established and compared and the content of paeoniflorin in the two

kinds of samples was determined by HPLC. Based on the similarity of fingerprint, extraction rate, and index component

content, the quality of PRA and PPRA was compared. Results: According to the HPLC fingerprints, the 15 batches of PRA

and 15 batches of PPRA separately shared 8 peaks. The similarities of PRA fingerprints to the reference fingerprints were in

the range of 0.988-0.999 and the corresponding range for PPRA was 0.991-0.999. The similarity in fingerprint between the

raw and processed products was 0.999. The average variation of extraction rate after processing was 2.45% and the variation

of the paeoniflorin content was – 2.13%-0.49%. Conclusion: The established method can effectively reflect the quality

properties of PRA and PPRA, which is of certain application value.

[Keywords] Paeoniae Radix Alba; rice wine-processed Paeoniae Radix Alba; fingerprint; similarity evaluation

白芍始载于《神农本草经》，为毛茛科植物芍药

Paeonia lactiflora Pall. 的干燥根，性微寒，味微苦、

酸，具有养血调经、敛阴止汗、柔肝止痛、平抑肝

阳等功效[1]。现代研究表明，白芍所含的化学成分有
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单萜类、三萜类、黄酮类、鞣质、多糖等化合物[2]，

具有抗炎、镇痛、保肝、抗氧化等多种药理作用[3-6]。

《中华人民共和国药典》（以下简称《中国药典》）

2020年版白芍项下收载了炒白芍、酒白芍 2种炮制

品，炒白芍长于养血敛阴，酒白芍长于缓急止痛、

缓和酸寒之性[7]。宋代《扁鹊心书》中首次出现白芍

“酒炒”炮制[8]，一直沿用至今。与炒白芍相比，酒

白芍的炮制工艺有更多的影响因素，如黄酒用量、

浸润时间等。《中国药典》 2020年版规定，白芍酒

炒时每 100 kg 饮片的黄酒用量为 10~20 kg，但并未

规定具体的工艺参数，如温度、时间等。酒白芍炮

制工艺的常用评价指标为芍药苷含量，但不同研究

者筛选出的最佳炮制条件不完全相同[9-10]。酒炒会使

芍药苷含量降低，也会使其他成分如多糖、苯甲酸

等的含量发生变化，从而影响白芍的药效[11-12]。只以

芍药苷作为指标性成分往往过于单一，难以反映中

药整体成分群的变化。因此，对酒白芍整体质量进

行评价，比较酒炒前后的变化，有利于酒白芍的质

量控制及炮制工艺的研究。

指纹图谱具有整体性、模糊性的特点，中药成

分复杂，采用指纹图谱技术可以充分反映中药中化

学成分的整体状况，适合中药整体质量控制，同时

结合指标性成分含量测定和出膏率，有利于从多指

标角度比较生品与炮制品的区别[13-14]。白芍药材主要

为栽培品，主产于安徽亳州、四川中江、浙江磐安

和山东菏泽[15-16]。为了比较白芍酒炒前后的变化，且

考虑到白芍多以水煎液入药，本实验选择安徽亳州、

四川中江、浙江磐安 3个主产地的白芍样品，建立

了白芍及炮制得到的酒白芍水煎液的指纹图谱，对

其进行相似度评价。芍药苷是白芍中的主要活性成

分，所以同时选择芍药苷含量作为评价指标，结合

炮制前后出膏率变化，对其进行系统的质量研究。

1 材料

1. 1 仪器

U3000型高效液相色谱仪（DAD检测器、CM 7. 2
色谱工作站，赛默飞世尔科技中国有限公司）；QE-

200型高速万能粉碎机 （浙江屹立工贸有限公司）；

BSA 224S型电子分析天平、BT 125D型电子分析天平

（赛多利斯科学仪器北京有限公司）；JM-B10002型电

子天平 （余姚市及纪铭称重校验设备有限公司）；

HH-6型电热恒温水浴锅（北京科伟永兴仪器有限公

司）；SHB-Ⅲ型循环水式多用真空泵（郑州长城科工贸

有限公司）；DZF-6051型真空干燥器（北京利康达圣

科技有限公司）。

1. 2 试药

对照品芍药苷 （批号：110736-201842，纯度：

97. 4%，中国食品药品检定研究院）；水为娃哈哈纯

净水（杭州娃哈哈集团有限公司）；甲醇、乙腈、磷

酸为色谱纯（美国Thermo Fisher Scientific公司）。

白芍及酒白芍均由亿帆医药股份有限公司提供，

经北京中医药大学中药学院刘春生教授鉴定为毛茛

科植物芍药 Paeonia lactiflora Pall. 的干燥根及炮制

品，详细信息见表1。

2 方法与结果

2. 1 酒白芍的制备

依据 《中国药典》 2020年版标准，取白芍样

品，加黄酒拌匀，闷透，置炒制容器内，用文火炒

至规定的程度时，取出，放凉[1]。每 100 kg白芍用黄

酒15 kg，文火炒至微黄色。

2. 2 对照品溶液的制备

精密称取芍药苷对照品 11. 14 mg，置于 25 mL

量瓶中，加甲醇制成质量浓度为 445. 60 μg·mL–1的

对照品母液。

2. 3 供试品溶液的制备

精密称取白芍 （或酒白芍） 3. 0 g 于 500 mL 的

表1 白芍及酒白芍来源

产地

安徽省亳州市谯城区

四川省德阳市中江县

浙江省金华市磐安县

白芍编号

B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15

酒白芍编号

J1
J2
J3
J4
J5
J6
J7
J8
J9
J10
J11
J12
J13
J14
J15
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圆底烧瓶中，加水 200 mL，100℃加热回流 65 min，

用 2层 300目尼龙纱布滤过后放冷，滴加去离子

水调整体积至 200 mL，取滤液 10 mL 离心 10 min

（10 000 r·min–1，离心半径为5. 79 cm），过0. 45 μm滤

膜，即得。

2. 4 HPLC指纹图谱的建立

2. 4. 1 色谱条件 色谱柱： InertSustainSwiftTM C18
色谱柱 （250 mm×4. 6 mm，5 μm）；流动相：乙腈

（A） -0. 1%磷酸溶液（B），梯度洗脱（0~5min，3%A；

5~25 min， 3%~9%A； 25~40 min， 9%~11%A； 40~

55 min，11%~12%A；55~70 min，12%~18%A；70~

90 min， 18%~34%A； 90~100 min， 34%~47%A；

100~115 min，47%~95%A）；检测波长：230 nm；柱

温：30℃；流速：1. 0mL·min–1；进样量：15 μL。

2. 4. 2 指纹图谱处理方法 将数据以 cdf. 的格式导

入国家药典委员会“中药色谱指纹图谱相似度评价

系统”（2012版）软件，对前 8 min的色谱峰进行剪

切，采用中位数法，时间窗宽度为 0. 1 min，进行全

谱峰匹配，计算相似度。

2. 4. 3 精密度试验 按照 2. 3项下方法制备供试品

溶液 1份 （B15），按照 2. 4. 1 项下色谱条件，连续

进样 6次进行测定，图谱按照 2. 4. 2项下方法处理。

结果显示，白芍与酒白芍的相似度均为 1. 000，剔

除芍药苷色谱峰的影响后，白芍与酒白芍的相似度

均为 1. 000。以芍药苷为参照，各共有峰的相对保

留时间RSD均小于 0. 07%，相对峰面积RSD均小于

2. 52%，说明仪器精密度良好。

2. 4. 4 重复性试验 按照 2. 3项下方法制备供试品

溶液 6份 （B15），分别测定，图谱按照 2. 4. 2 项下

方法处理。结果显示，白芍相似度均大于 0. 999，
酒白芍相似度均大于 0. 995，剔除芍药苷色谱峰的

影响后，白芍相似度均大于 0. 995，酒白芍相似度

均大于 0. 964。以芍药苷为参照，各共有峰的相对

保留时间RSD均小于 0. 06%，相对峰面积RSD均小

于3. 78%，说明该方法重复性良好。

2. 4. 5 稳定性试验 按照 2. 3项下方法制备供试品

溶液 1份 （B1），分别在 0、2、4、8、12、24 h 测

定，图谱按照 2. 4. 2 项下方法处理。结果显示，白

芍与酒白芍相似度均大于 0. 999，剔除芍药苷色谱

峰的影响后，白芍相似度均大于 0. 996，酒白芍相

似度均大于 0. 999。以芍药苷为参照，各共有峰的

相对保留时间 RSD均小于 0. 06%，相对峰面积 RSD

均小于2. 81%，说明样品在24 h内保持稳定。

2. 5 指纹图谱相似度分析

2. 5. 1 指纹图谱的采集和共有模式的建立 将15批
白芍药材及酒白芍的数据按照 2. 4. 2 项下方法进行

处理，系统根据多批次样品色谱图的共有模式生成

对照图谱 R，经标定有 8个共有峰，结果见图 1~2，
其中 8号色谱峰为芍药苷。由于芍药苷色谱峰峰面

积过大，而其他峰峰面积均较小，为了避免芍药苷

贡献率太高，掩盖峰面积较小的峰的差异而导致分

析结果的误差，因此相似度评价中剔除了芍药苷色

谱峰的影响。为方便下文数据分析及表达，将芍药

苷色谱峰编号为 8，其余峰按照从左至右顺序进行

编号。

2. 5. 2 白芍和酒白芍相似度评价 利用“中药色谱指

纹图谱相似度评价系统”（2012版）软件分别生成白芍

药材和酒白芍对照图谱，比较各样品与相应对照图谱的

相似度，结果见表2，各批次白芍药材与其对照图谱之

间相似度为0. 988~0. 999，各批次酒白芍与其对照图谱

之间相似度为0. 991~0. 999。剔除芍药苷色谱峰的影响

后再次计算相似度，结果见表3。各批次白芍药材与其

对照图谱之间相似度为 0. 915~0. 995，各批次酒白芍

图1 白芍药材HPLC指纹图谱

图2 酒白芍HPLC指纹图谱
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与其对照图谱之间相似度为 0. 951~0. 998，相似度

均大于0. 9，说明整体上相似性良好。

2. 5. 3 白芍与酒白芍HPLC指纹图谱比较 通过指

纹图谱相似度软件评价白芍和酒白芍，两者之间色

谱峰相似度较高，区别较小，对照图谱比较相似度

达 0. 999，见图 3，表明酒炒对于整个峰群影响较

小。因为芍药苷的出峰时间适中，峰面积较大且稳

定，因此以芍药苷为参照峰，计算相对峰面积，结

果见表 4。通过 8个共有峰相对峰面积比较可知，炮

制后 6号峰较生品有所下降，7号峰基本不变，其余

的峰相对峰面积均有不同程度的增加。

2. 6 指标性成分定量分析

取白芍和对应的酒白芍，按照 《中国药典》

2020年版一部[1]中白芍项下芍药苷的含量测定方法

制样，并进行测定，计算炮制前后芍药苷的含量变

化，结果见表 5。由表 5可知，白芍中芍药苷质量分

数为 2. 20%~5. 28%，平均质量分数为 3. 23%；酒白

芍中芍药苷质量分数为 2. 52%~3. 21%，平均质量分

数为 2. 94%。含量变化平均值为–0. 29%，说明酒

炒会影响芍药苷的含量。

2. 7 水提液出膏率分析

按照 2. 3 项下方法分别制备白芍炮制前后的供

试品溶液，置于已恒重的蒸发皿中，水浴蒸干，

60 ℃真空干燥箱中干燥 3 d，取出冷却后准确称取

质量，按照公式（1）和（2）分别计算出膏率和出

膏率变化幅度，结果见表6。
出膏率=干膏质量/药材质量×100% （1）
变化幅度=酒白芍出膏率–白芍出膏率 （2）
由表 6可见，不同批次样品之间出膏率差别较

大，15批白芍药材的平均出膏率为 19. 73%，整体出

膏率为 13. 53%~24. 50%，其中 B13出膏率最高，

B15出膏率最低；炮制后 15批酒白芍的平均出膏率

表2 白芍及酒白芍指纹图谱相似度

样品

白芍

编号

B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15

相似度

0.997
0.997
0.997
0.994
0.997
0.998
0.999
0.996
0.999
0.999
0.997
0.990
0.999
0.993
0.988

样品

酒白芍

编号

J1
J2
J3
J4
J5
J6
J7
J8
J9
J10
J11
J12
J13
J14
J15

相似度

0.999
0.992
0.993
0.990
0.997
0.998
0.998
0.999
0.999
0.999
0.997
0.993
0.997
0.996
0.991

表3 白芍及酒白芍指纹图谱相似度（剔除芍药苷后）

样品

白芍

编号

B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15

相似度

0.971
0.995
0.995
0.992
0.972
0.983
0.995
0.969
0.984
0.994
0.972
0.915
0.991
0.925
0.981

样品

酒白芍

编号

J1
J2
J3
J4
J5
J6
J7
J8
J9
J10
J11
J12
J13
J14
J15

相似度

0.998
0.987
0.986
0.987
0.995
0.987
0.983
0.996
0.997
0.993
0.970
0.951
0.974
0.989
0.973

注：S1. 白芍；S2. 酒白芍。

图3 白芍及酒白芍HPLC对照图谱比较

表4 白芍和酒白芍共有峰峰面积分析（-x±s, n=15）
峰号

1
2
3
4
5
6
7
8

tR/min
9.290
30.892
39.687
49.826
71.661
78.947
92.448
45.450

相对峰面积

白芍

0.214±0.069
0.025±0.024
0.090±0.045
0.103±0.023
0.032±0.014
0.018±0.036
0.033±0.022
1.000±0.260

酒白芍

0.259±0.041
0.026±0.019
0.107±0.059
0.116±0.025
0.042±0.010
0.013±0.012
0.033±0.016
1.123±0.156

注：以白芍中芍药苷峰面积为1计算。
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为 20. 98%，整体出膏率为 15. 89%~26. 82%，其中

J8出膏率最高，J3出膏率最低。

比较白芍炮制前后出膏率的变化可知，第 1、
11、13、14批样品炮制后出膏率下降，且第 11、13
批下降较明显；其余批次均有不同程度的升高，其

中第 8、15批样品出膏率升高幅度较大。出膏率变

化幅度为–18. 57%~36. 38%，剔除第 1、11、13、
14批的异常值后平均变化幅度为2. 45%。

3 讨论

3. 1 流动相体系及检测波长的选取

本实验分别考察了甲醇-水、甲醇-0. 1% 磷酸、

乙腈 -水、乙腈 -0. 1% 磷酸的流动相体系，由出峰

数、柱压及指纹图谱整体的分离度，最终选择乙腈-

0. 1% 磷酸水作为流动相；选择 210~300 nm 的波长

对供试品溶液进行扫描，发现在 230 nm条件下，基

线相对平稳，响应值高，峰数量较多，分离度较好，

因此选取230 nm作为检测波长。

3. 2 白芍及酒白芍质量评价

本实验通过建立白芍酒炒前后的 HPLC 指纹图

谱，进行相似度评价，发现白芍与酒白芍之间相似

度较高；含量测定结果表明，白芍酒炒前后指标性

成分芍药苷质量分数变化为–2. 13%~0. 49%，整体

呈下降趋势。白芍酒炒后出膏率整体呈上升趋势，

第 1、11、13、14批炮制后出膏率反而降低，原因

可能为不同产地及批次白芍之间本身存在质量差异，

以及药材净制过程中去细根、去皮操作不完全一致

等。这也提示在白芍的生产加工过程中应注意规范

化，以保证药材质量。

3. 3 白芍炮制前后的成分变化

从整体上分析，白芍炮制前后对芍药苷含量影

响较大，由指纹图谱相对峰面积结果可知，峰 1炮
制后相对峰面积有不同程度的升高，可能原因为酒

润、炒制过程中增加了该成分的溶出[17]；峰6炮制后

相对峰面积有所下降，可能原因为炒制及煎煮过程

中该成分受到破坏，及转化为其他成分等[18]。白芍

的主要成分为芍药苷、芍药内酯苷、苯甲酰芍药苷

等，本实验结果中，白芍酒炒后芍药苷的含量大部

分降低，少数升高。芍药苷的含量有很多影响因素，

如炮制温度、储存方式等。刘亮镜等[17]研究表明，

白芍酒炒之后芍药苷含量略有升高，原因可能为乙

醇促进了芍药苷的溶出。但大部分研究者发现，白

芍酒炒会降低芍药苷、苯甲酸的含量，增加芍药内

酯苷、苯甲酰芍药苷的含量[19-20]。芍药苷在炮制过程

中可能会转化为芍药内酯苷和苯甲酰芍药苷，芍药

苷受热不稳定，炒制过程中易被破坏；而苯甲酸是

白芍中的有害成分，炮制后含量减少，因此筛选最

佳炮制工艺，有利于提高白芍质量[21-22]。

本研究建立的方法稳定可行，可以系统地对白

表6 白芍及酒白芍出膏率及变化幅度

%
白芍

编号

B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15

出膏率

22.52
17.43
14.33
14.75
23.51
14.95
24.33
19.67
18.75
24.34
23.26
19.21
24.50
20.86
13.53

酒白芍

编号

J1
J2
J3
J4
J5
J6
J7
J8
J9
J10
J11
J12
J13
J14
J15

出膏率

21.85
21.00
15.89
16.61
24.00
16.94
25.41
26.82
23.36
24.59
18.94
19.87
21.45
20.79
17.22

变化幅度

–0.67
3.57
1.56
1.86
0.49
1.99
1.08
7.15
4.61
0.25

–4.32
0.66

–3.05
–0.07
3.69

表5 白芍及酒白芍中芍药苷质量分数及变化

%
白芍

编号

B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15

芍药苷质量分数

3.08
3.44
2.20
3.06
3.33
2.69
3.13
3.30
2.49
2.98
2.77
3.96
4.05
5.28
2.74

酒白芍

编号

J1
J2
J3
J4
J5
J6
J7
J8
J9
J10
J11
J12
J13
J14
J15

芍药苷质量分数

3.04
2.76
2.52
2.58
3.17
3.18
2.92
3.08
2.74
2.83
3.01
3.21
2.95
3.15
2.98

质量分数变化

–0.04
–0.68
0.32

–0.48
–0.16
0.49

–0.21
–0.22
0.25

–0.15
0.24

–0.75
–1.10
–2.13
0.24
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芍酒炒前后整体成分群的相似性和差异性进行比较，

同时成分的变化也是炮制前后药理作用研究的基础，

也可为其他药材炮制的研究提供参考。
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