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加味逍遥提取物超高效液相色谱指纹图谱研究 
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摘  要：目的  研究并建立加味逍遥提取物（柴胡、栀子、丹皮、白芍、当归、白术、茯苓、甘草、薄荷和干姜）的超高效

液相色谱指纹图谱，为加味逍遥提取物质量控制提供简便、可靠方法。方法  采用超高效液相色谱法，以 UPLCTM HSS T3
色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）为分析柱，乙腈-0.05%磷酸水溶液为流动相，梯度洗脱，柱温 30℃，体积流量为 0.3 mL/min，
检测波长 238 nm。结果  加味逍遥提取物中多数峰可以达到基线分离。用中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2012 年版对 10
批样品的指纹图谱进行峰匹配，确定 34 个共有峰，10 批加味逍遥提取物中共有峰的相对保留时间 RSD 值小于 1%，指纹图

谱的相似度均在 0.97 以上，选取共有峰在单味药材中除茯苓、柴胡、白术外，均找到归属。结论  该法建立的指纹图谱稳

定性好，灵敏度高，可作为加味逍遥提取物的质量控制方法，并为其复杂成分的研究提供参考和依据。 
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Abstract: Objective  To provide a sensitive method for evaluation of extract of Modified Xiaoyao (Bupleuri Radix, Cape jasmine, 
Paeonol, Paeoniae, Alba Radix, Angelicae Sinesis Radix, Atractylodis Macrocephalae Rhizoma, Poria, Glycyrrhizae Radix et 
Rhizoma, Menthae haplocalycis Herba, and Zingiberis Rhizoma Praeparatum) by UPLC fingerprint. Methods  UPLC was performed 
on UPLCTM HSS T3 column (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm). The mobile phase was a gradient of acetonitrile-0.05 % phosphoric acid. 
The detection wavelength was set at 238 nm. The flow rate was 0.3 mL/min and column temperature was 30 ℃. Results  Most peaks 
could be separated preferably, and the RSD values of the relative relation time of 10 batches of extract of Modified Xiaoyao were lower 
than 1%, 34 common peaks were obtained in the fingerprint of 10 batches of extract of Modified Xiaoyao with the help of peaks match 
with Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint of TCM. The similarity among fingerprints was calculated more 
than 0.97. The common peaks selected belonged to all the ingredients that could be used to classify the species, but Poria, Bupleuri 
Radix and Atractylodis Macrocephalae Rhizoma did not share common peaks. Conclusion  The fingerprint could be used as a method 
of quality control and provides evidence for the research of effective components of Xiaoyao Powder. 
Keywords: extract of Modified Xiaoyao; UPLC; fingerprint 
     

加味逍遥方最早源自宋代《太平惠民和剂局方》

中逍遥散，在后世使用过程中，根据患者治疗情况，

增加栀子和牡丹皮两味药从而形成新方，具有疏肝

解郁、活血调经的作用[1]。临床上可用于治疗抑   
郁[2-3]、失眠[4]、妇科类疾病[5]。现有加味逍遥方质

量控制的方法主要为薄层色谱法及指标性成分含量 
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控制[6]。然而，加味逍遥方处方复杂，涉及十味药，

目前暂时还无法通过控制提取物中的含量指标来全

面控制质量。故可采用指纹图谱法，从整体上分析

复杂化学物质的组成，是被国内外广泛接受的中药

质量评价模式。目前中药指纹图谱的评价大多采用

计算相似度的方法，主要包括夹角余弦法[7]、相关

系数法[8]。本实验采用 UPLC-UV 指纹图谱，可较

为全面表征加味逍遥方的成分，且具有快速、准确

的优势。 
1  仪器与试药 

Watets 超高效液相色谱仪-AcquityTM（美国 
waters 公司），Empower 色谱工作站，梅特勒分析

百万分之一天平 XP6，梅特勒电子分析天平

ML503，梅特勒电子分析天平 XS205（梅特勒公司），

AS 系列超声波清洗机（天津奥特赛恩斯仪器有限

公司）。 
加味逍遥提取为实验室自制产品，批号

20150507 、 20150508 、 20150509 、 20150510 、

20150511 、 20150512 、 20150512 、 20150513 、

20150514、20150515，共 10 批。 
对照品栀子苷（批号 110749-201316）、芍药苷

（ 批 号 110736-201438 ） 和 甘 草 苷 （ 批 号

111610-201106）均购自中国食品药品检定研究院，

供含量检测；甘草酸铵（EDQM）、苯甲酰芍药苷（批

号 20140419）、芍药内酯苷（批号 20130825）由天

津马克生物公司，供含量检测；乙腈为色谱纯

（Merck 公司），磷酸为色谱纯（天津市风船化学试

剂科技有限公司），水为超纯水（MILLI-Q 型超纯

水器制备），其他试剂为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  溶液的制备 
2.1.1  供试品溶液的制备  取加味逍遥提取物，精

密称取 0.15 g 于 10 mL 量瓶，用超纯水定容，超声

至提取物完全溶解，用 0.22 μm 的滤膜滤过，作为

供试品溶液。 
2.1.2  对照品溶液的制备  精密称取栀子苷对照

品，溶解于色谱甲醇中，配置成质量浓度为 93.688 
μg/mL 的对照品溶液。 
2.1.3  单味药水提取溶液制备  按照药典药材比例

进行单提，精密称取柴胡 15 g、当归 15 g、白芍 15 
g、白术 15 g、茯苓 15 g、甘草 12 g、丹皮 22.5 g、
栀子 22.5 g、薄荷 3 g；、生姜 5 g，分别加 100 mL

水，保持沸腾 2.5 h，放冷，离心，过 0.22 μm 滤膜，

即得单水提液。 
2.2  色谱条件的确立 
2.2.1  检测波长的确定  200～400 nm 全波长扫

描，经比较后发现 238 nm 处基线平稳，出峰多，

因此确定检测波长为 238 nm。 
2.2.2  流动相的选择  本实验比较了甲醇-水、乙腈

-水、乙腈-0.05%磷酸水溶液、乙腈-0.1%磷酸水溶

液 4 种流动相洗脱系统，结果发现，乙腈-0.05%磷

酸水溶液梯度洗脱时，色谱峰的峰形和分离度均较

好，所以选择乙腈-0.05%磷酸水溶液作为流动相。

洗脱梯度，见表 1。 
2.2.3  色谱柱的考察   实验中考察了 UPLCTM 
HSS T3 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）、

UPLCTM BEH C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 
μm）和 UPLCTM BEH Shield RP18 色谱柱（50 mm
×2.1 mm，1.7 μm），比较后发现，UPLCTM HSS T3
色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）出峰多，分离

效果较好，所以选择 UPLCTM HSS T3 色谱柱（100 
mm×2.1 mm，1.8 μm）进行后续研究。 

表 1  液相梯度洗脱条件 
Table 1  UPLC gradient elution conditions 

时间/min 体积流量/(mL·min−1) 磷酸-水/% 
0 0.3 95 
5 0.3 95 
8 0.3 87 
13 0.3 85 
14 0.3 85 
23 0.3 55 
24 0.3 0 
26 0.3 0 
27 0.3 95 
29 0.3 95 

2.2.4  色谱条件的确立  根据以上研究，最终确立

的色谱条件为：采用超高效液相色谱法，以

UPLCTM HSS T3 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 
μm）为分析柱，流动相为 0.05%磷酸水溶液（A）-
乙腈（B）；柱温 40℃，体积流量为 0.3 mL/min，检

测波长 238 nm；进样量 2 μL；分析时间 29 min，结

果见图 1。 
2.3  方法学考察 
2.3.1  精密度试验  取同一供试品溶液（批号 
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图 1  加味逍遥提取物逍遥散的指纹图谱 
Fig.1  UPLC fingerprint of extract of Modified Xiaoyao 

20150507），按上述色谱条件，连续进样 6 次，相似

度软件计算相似度，结果相似度值均大于 0.98，表

明色谱分析系统稳定，仪器精密度较好。 
2.3.2  稳定性试验   取同一供试品溶液（批号

20150507），分别在 0、1、2、4、8、12、24 h 进行

检测，用相似度软件计算相似度，结果相似度值均

大于 0.98，表明 24 h 内供试品溶液稳定。 
2.3.3  重复性试验 取同一批号制剂 6 份（批号

20150507），制备供试品溶液，按上述色谱条件方法

进行检测，6 份供试品溶液测得的色谱指纹图谱，

用相似度软件计算相似度，结果相似度值均大于

0.98，表明重复性良好。 
2.4  结果 
2.4.1  样品指纹图谱采集  分别精密吸取对照品溶

液 2 μL、供试品溶液 2 μL，注入高效液相色谱仪，

按上述色谱条件进行测定，记录色谱图。测定 10

批加味逍遥提取物的指纹图谱。 
2.4.2  共有峰的确定 根据 10 批加味逍遥提取物进

样结果，对保留时间在 2～25 min 的色谱峰进行积

分，选择吸收强，稳定性好，特征明显的色谱峰作

为共有峰。8 号峰（即栀子苷）因其在各批样品中

含量较高，峰形稳定，与其他峰分离良好，选作内

参比峰。以色谱峰对内参比峰的相对保留时间定性，

通过筛选，共标定 34 个共有峰，见图 2。 
2.5  相似度计算   

采用国家药典委员会的中药色谱指纹图谱相似

度评价系统（2012 年版），对 10 批逍遥提取物的指

纹图谱进行分析，以色谱峰的平均值建立对照指纹

图谱，利用相关系数法计算指纹图谱的相似度。由

于参照峰栀子苷的响应非常高，故分别计算了全谱

峰匹配、34 个共有峰匹配及 33 个共有峰匹配（去栀

子苷），结果相似度值均不小于 0.97，结果见表 2～4。 

 
图 2  10 批加味逍遥提取物的 UPLC 指纹图谱 

Fig.2  UPLC fingerprints of 10 batches of extract of Modified Xiaoyao 
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表 2  加味逍遥提取物 10 批全峰匹配相似度计算结果 
Table 2  Similarity caculations of 10 batches of extract of Modified Xiaoyao  

 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S 
S1 1 0.997 0.998 0.999 0.999 0.999 1 1 0.999 0.999 1 
S2 0.997 1 0.995 0.996 0.997 0.997 0.997 0.997 0.996 0.997 0.997 
S3 0.998 0.995 1 0.999 0.998 0.999 0.998 0.998 0.999 0.998 0.999 
S4 0.999 0.996 0.999 1 0.999 0.999 0.999 0.999 1 0.999 1 
S5 0.999 0.997 0.998 0.999 1 1 0.999 0.999 0.999 0.999 1 
S6 0.999 0.997 0.999 0.999 1 1 0.999 0.999 0.999 0.999 1 
S7 1 0.997 0.998 0.999 0.999 0.999 1 1 0.999 0.999 1 
S8 1 0.997 0.998 0.999 0.999 0.999 1 1 0.999 0.999 1 
S9 0.999 0.996 0.999 1 0.999 0.999 0.999 0.999 1 0.999 1 
S10 0.999 0.997 0.998 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 1 0.999 
S 1 0.997 0.999 1 1 1 1 1 1 0.999 1 

表 3  加味逍遥提取物 10 批 34 个共有峰匹配相似度计算结果 
Table 3  Similarity caculations of 10 batches of extract of Modified Xiaoyao of 34 common peaks 

 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S 
S1 1 0.998 0.999 0.999 1 1 1 1 0.999 1 1 
S2 0.998 1 0.996 0.997 0.998 0.998 0.997 0.997 0.997 0.998 0.998 
S3 0.999 0.996 1 1 0.999 0.999 0.999 0.999 1 0.999 0.999 
S4 0.999 0.997 1 1 1 1 1 1 1 0.999 1 
S5 1 0.998 0.999 1 1 1 1 1 1 0.999 1 
S6 1 0.998 0.999 1 1 1 1 1 1 0.999 1 
S7 1 0.997 0.999 1 1 1 1 1 1 1 1 
S8 1 0.997 0.999 1 1 1 1 1 1 0.999 1 
S9 0.999 0.997 1 1 1 1 1 1 1 0.999 1 
S10 1 0.998 0.999 0.999 0.999 0.999 1 0.999 0.999 1 1 
S 1 0.998 0.999 1 1 1 1 1 1 1 1 

表 4  加味逍遥提取物 10 批 33 个共有峰（去栀子苷）匹配相似度计算结果 
Table 4  Similarity caculations of 10 batches of extract of Modified Xiaoyao of 33 common peaks (without geniposide )  

 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S 
S1 1 0.986 0.994 0.997 0.998 0.998 0.999 0.998 0.997 0.999 0.999 
S2 0.986 1 0.976 0.981 0.986 0.985 0.983 0.981 0.981 0.989 0.987 
S3 0.994 0.976 1 0.998 0.994 0.996 0.994 0.994 0.998 0.993 0.997 
S4 0.997 0.981 0.998 1 0.998 0.999 0.998 0.997 1 0.996 0.999 
S5 0.998 0.986 0.994 0.998 1 0.999 0.998 0.998 0.998 0.996 0.999 
S6 0.998 0.985 0.996 0.999 0.999 1 0.999 0.998 0.999 0.997 1 
S7 0.999 0.983 0.994 0.998 0.998 0.999 1 0.999 0.998 0.997 0.999 
S8 0.998 0.981 0.994 0.997 0.998 0.998 0.999 1 0.997 0.996 0.998 
S9 0.997 0.981 0.998 1 0.998 0.999 0.998 0.997 1 0.996 0.999 
S10 0.999 0.989 0.993 0.996 0.996 0.997 0.997 0.996 0.996 1 0.998 
S 0.999 0.987 0.997 0.999 0.999 1 0.999 0.998 0.999 0.998 1 

 
2.6  共有峰归属认定   

共有峰归属认定利用平均值生成加味逍遥提取

物的共有模式（图 3、4）。以《中国药典》2015 年

版加味逍遥散配方比例按“2.2”项下制备加味逍遥

方各单味药及其对照组方的样品，用“2.2.4”项下

色谱条件进样生成指纹图谱，以保留时间和紫外光

谱确认各共有峰的来源（图 5）。来源于薄荷的是 8、
24、25 号峰，来源于栀子的是 1、2、3、4、5、6、 
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图 3  加味逍遥提取物对照指纹图谱 

Fig. 3  UPLC reference fingerprint of extract of Modified Xiaoyao 

 

 

A-薄荷；B-茯苓；C-栀子；D-当归；E-生姜；F-丹皮；G-甘草；H-柴胡；I-白术；J-白芍；a 为加味逍遥提取物色谱图；b 为单水提药材色谱图 
A-Menthae haplocalycis Herba; B-Poria; C-Gardeniae Fructus; D-Angelicae sinensis Radix; E-Zingiberis Rhizoma Recens; F-Moutan Cotex; 
G-Glycyrrhizae Radix et Rhizoma; H-Bupleuri Radix; I-Atractylodis macrocephalae Rhizoma; J-Paeoniae Radix alba; a-Chromatogram of extract of 
Modified Xiaoyao; b- Chromatogram of extract of single Chinese medicine 

图 4  加味逍遥提取物与单味药对照色谱图 
Fig.4  UPLC of extract of Modified Xiaoyao and single Chinese medicine  
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图 5  各共有峰紫外光谱图 
Fig. 5  UV spectrum of common peaks 

9、10、11、12、14、22、23、24、25、26、27、28
号峰，来源于当归的是 7、16 号峰，来源于生姜的

是 30、34 号峰，来源于丹皮的是 7、8、15、17、
29 号峰，来源于甘草的是 18、19、20、21、31、32、
33 号峰，来源于白芍的是 13、15、29 号峰。在加

味逍遥提取物的 10 味药中，柴胡、茯苓、白术没有

色谱峰显示在共有模式中，由于茯苓中的成分绝大

部分为多糖，白术为挥发油和多糖，在此系统内无

法出峰，而柴胡中含量较高的为皂苷，但在水提过

程中降解或转化，所以这 3 味药物没有色谱峰出现。 
3  讨论 

本实验建立了加味逍遥提取物 UPLC 指纹图

谱，采用国家药典委员会的中药色谱指纹图谱相似

度评价系统软件（2012 年版），生成了加味逍遥提
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取物指纹图谱的共有模式，确定了 34 个共有峰，计

算了 10 批加味逍遥提取物的指纹图谱的 3 种相似

度，分别采用全谱匹配计算相似度，34 个共有峰匹

配计算相似度和 33 个共有峰（去栀子苷峰）计算相

似度，结果 3 种相似度计算结果均大于 0.97，说明

栀子苷的大峰没有影响到指纹图谱的相似度计算，

34 个共有峰的相似度结果可信。 
本实验明确了 34 个共有峰的药材归属，并通过

标准品和 LC-MS 等方法确定了峰 11、13、15、16、
18、29、32、34 分别为栀子苷、芍药内酯苷、芍药

苷、阿魏酸、甘草苷、苯甲酰芍药苷、甘草酸和 6-
姜辣素，为加味逍遥方定量指标的选择和确定提供

了参考。 
对于加味逍遥方此类药味多、成分复杂的中药

复方，仅通过含量检测难以全面的控制质量。指纹

图谱中包含着大量反映复方的内在化学物质信息的

数据和变量[9]，虽无法对全含量进行检测，但可有

效获取样品与样品的批间差异，较为全面的控制工

艺过程中的质量。 
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