
 

强肝胶囊 HPLC 指纹图谱研究 
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摘  要：目的  建立强肝胶囊 HPLC 指纹图谱并对其进行化学模式识别。方法  采用 Diamonsil C18柱（250 mm×4.6 mm，5 
μm），在 230 nm 波长下，以乙腈-0.05%磷酸水溶液进行梯度洗脱，测定了 44 批强肝胶囊样品；应用相似度分析软件建立强

肝胶囊指纹图谱的共有模式，并对色谱峰进行了指认。结果  建立强肝胶囊 HPLC 指纹图谱，在确定的方法下，得到 44 批

强肝胶囊的色谱图，并获得了 44 批样品的相似度；确定共有峰 14 个，其中 13 个归属到各药材，11 个已确认成分。结论  强
肝胶囊的 HPLC 指纹图谱的构建和共有色谱峰成分的确定为强肝胶囊药品质量控制提供更全面的参考。 
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强肝胶囊收载于国家药典委员会编《国家药品

标准》，由茵陈、板蓝根、丹参、白芍、秦艽等 16
味药组成，具有清热利湿、补脾养血、益气解郁之

功效[1]。 
研究证明，强肝胶囊有较强的抗肝纤维化作用，

具有保护肝细胞、促进肝细胞再生、恢复肝功能和

抑制纤维化作用[2]，其中多种中药成分对肝损伤均

有明显作用。陈理等[3]采用 HPLC 法同时测定强肝

胶囊中丹参酮 IIA 和甘草酸的量，罗晨曲等[4]利用

HPLC 法对强肝胶囊中龙胆苦苷进行测定。现行的

用 1～2 种化学成分表征中药质量的质控方法，无法

表征中药制剂的物质基础和化学成分群的整体性和

复杂性，难以全面控制强肝胶囊的内在质量。本研

究采用 HPLC 法建立了强肝胶囊的指纹图谱，并对

所得图谱进行分析、解析，建立了强肝胶囊指纹图

谱的指标参数评判标准，为全面控制强肝胶囊的质

量提供了参考。 
1  仪器与材料 

安捷伦液相色谱仪 1100 系列，包括 G1310A 四

元液相梯度泵、G1313A 自动进样器、G1314A VWD
检测器、CO—201 柱温箱、安捷伦色谱工作站。

AB204—N 电子天平（Mettler Toledo）；Autoscience 
As3120 超声仪；Seastae R501B 旋转蒸发仪。 

乙腈为色谱纯，甲醇，乙醇，磷酸均为分析纯，

水为天磁纯净水。所测 44 批强肝胶囊成品均由石家

庄东方药业有限公司提供，批号见表 1。 
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表 1  强肝胶囊样品 
Table 1  Samples of Qianggan Capsule 

编号 批 号 编号 批 号 编号 批 号 

S1 20100651 S16 20100538 S31 20100540

S2 20100652 S17 20100543 S32 20100432

S3 20100316 S18 20100430 S33 20100428

S4 20100215 S19 20100317 S34 20100325

S5 20091250 S20 20100431 S35 20100536

S6 20091146 S21 20100319 S36 20091038

S7 20090934 S22 20110435 S37 20100214

S8 20090522 S23 20100537 S38 20091143

S9 20090203 S24 20100542 S39 20070925

S10 20081037 S25 20100427 S40 20071245

S11 20071035 S26 20100429 S41 20070415

S12 20070205 S37 20100541 S42 20081244

S13 20100320 S28 20100434 S43 20090310

S14 20100426 S29 20100539 S44 20090416

S15 20100433 S30 20100322   
 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱为 Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 
μm）；检测波长 230 nm；柱温 30 ℃；体积流量 1.0 
mL/min；进样量 10 μL；流动相为乙腈-0.05%磷酸

水溶液，梯度洗脱：0～15 min，0～10%乙腈；15～
50 min，10%～30%乙腈；50～65 min，30%～60%
乙腈；65～70 min，60%～100%乙腈。 
2.2  供试品溶液制备 

取本品内容物，混匀，取胶囊粉末约 1.0 g，精

密称定，置烧瓶中，加入 70%甲醇 100 mL，超声处

理 1 h，取下，放至室温，离心 5 min，取上清液浓

缩至约 10 mL，用约 20 mL 水溶解转移至分液漏斗

中，用水饱和正丁醇萃取 3 次，每次用量分别为 30、
20、20 mL，合并 3 次萃取液，减压浓缩至干，用

甲醇溶解定容至 10 mL 量瓶中，摇匀，0.45 μm 微

孔滤膜滤过，取续滤液，即得。 
2.3  测定方法 

精密量取供试品溶液 10 μL，注入高效液相色

谱仪，记录 70 min 色谱图，色谱图见图 1。 
2.4  方法学考察 
2.4.1  精密度试验  取批号为 20100316 的胶囊样

品 1 份，按“2.2”项下方法制备供试品溶液，精密

量取同一供试品溶液，连续进样 5 次，考察色谱峰

相对保留时间和相对峰面积的一致性。8 号峰芍药

苷峰形好，分离度较好，且为强肝胶囊原指控指标，

为主要有效成分，因此选为参照峰，计算其中 14
个色谱峰相对保留时间的 RSD 均小于 0.6%，相对

峰面积的 RSD 均小于 4.0%。 
2.4.2  重复性试验  取批号为 20100316 的胶囊样

品 5 份，按“2.2”项下方法制备供试品溶液，考察

色谱峰相对保留时间和相对峰面积的一致性。以芍

药苷为参照峰，计算其中 14 个色谱峰相对保留时间

的 RSD 均小于 0.1%，相对峰面积的 RSD 均小于

5.0%。 
2.4.3  稳定性试验  取批号为 20100316 的胶囊样

品 1 份，按“2.2”项下方法制备供试品溶液，分别

在 0、3、6、9、12、24 h 进样分析，考察色谱峰相

对保留时间和相对峰面积的一致性。以芍药苷为参

照峰，计算其中 14 个色谱峰相对保留时间的 RSD
均小于 0.2%，相对峰面积的 RSD 均小于 4.0%。表

明供试品溶液在 24 h 内基本稳定。 
2.5  指纹图谱的测定 

按照确定的指纹图谱检测方法测定了 44 批强

肝胶囊指纹图谱，对 44 批样品指纹图谱进行数据分

析，结果确定有 14 个色谱峰为强肝胶囊所共有，因

此，确定它们为共有指纹峰，且共有峰的总面积占

总峰面积的 90%以上。 
2.6  指纹图谱分析 

采用国家药典委员会编的“中药色谱指纹图谱

相似度评价系统 2004A 版”。参数设置：（a）参照

图谱：采用 20100651（S1）样品作为相似度计算时

校正的参照图谱。（b）时间窗宽度：0.10。（c）校

正方式：多点校正。校正色谱峰的确定：实验记录

了保留时间 2 h 的色谱图，结果表明特征峰在 0～65 
min 收集完全，因此，在指纹图谱检测方法中规定

仅记录 0～65 min 中的特征峰。（d）指纹图谱的生

成：从 44 批中选择 10 批样品色谱图生成指纹图谱

见图 1-A，生成的对照指纹图谱见图 1-B，相似度

计算结果见表 2，10 批样品相似度均在 0.9 以上，

符合要求。按照确定的指纹图谱检测方法测定了 44
批强肝胶囊指纹图谱，将测定获得数据采用《中药

色谱指纹图谱相似度评价系统（2004 B）》与生成的

对照指纹图谱进行了相似度评价，结果见表 3。 
上述数据表明，44 批样品中仅有 5 批样品相似

度低于 0.9，其余 39 批强肝胶囊的指纹图谱的相似

度均大于 0.9。说明本品的质量稳定性较好。相似度

低于 0.9 的样品批号分别为 20071035、20070205、 



 

 
 
 

 
 
 

图 1  10 批强肝胶囊样品指纹图谱 (A) 和对照指纹图谱 (B) 
Fig. 1  HPLC fingerprints of ten batches of Qianggan capsule samples (A) and compared fingerprints (B) 

 
表 2  10 批样品相似度评价结果 

Table 2  Similarities for ten batchs of samples 

相似度 
批 号 

参照图谱 对照图谱 

20100651 1.000 0.988 

20100319 0.992 0.980 

20100435 0.994 0.987 

20100537 0.973 0.981 

20100542 0.978 0.991 

20100427 0.995 0.993 

20100429 0.980 0.971 

20100541 0.945 0.965 

20100325 0.938 0.961 

20100316 0.955 0.984 

 
20070925、20071245、20081244，均为 2007 年，可

能与当年原料药材有关。 
2.6  色谱峰指认 
2.6.1 对照药材归属  分别精密吸取供试品溶液，16 

表 3  44 批样品相似度评价结果 
Table 3  Similarities for 44 batchs of samples 

编号 相似度 编号 相似度 编号 相似度 

S1 0.988 S16 0.969 S31 0.982 

S2 0.984 S17 0.987 S32 0.992 

S3 0.984 S18 0.988 S33 0.992 

S4 0.988 S19 0.977 S34 0.961 

S5 0.991 S20 0.983 S35 0.993 

S6 0.990 S21 0.980 S36 0.995 

S7 0.914 S22 0.987 S37 0.988 

S8 0.979 S23 0.981 S38 0.968 

S9 0.957 S24 0.991 S39 0.898 

S10 0.924 S25 0.993 S40 0.839 

S11 0.753 S26 0.971 S41 0.904 

S12 0.858 S27 0.965 S42 0.813 

S13 0.913 S28 0.991 S43 0.971 

S14 0.99 S29 0.983 S44 0.949 

S15 0.994 S30 0.990   
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味药材及各阴性样品 10 μL，注入高效液相色谱仪，

记录 65 min 色谱图。对保留时间一致且阴性样品图

谱中未出现的色谱峰进行分析比较，根据紫外光谱

信息，对全方与药材指纹谱中的相关峰进行指认，

确定特征峰的药材归属。通过强肝胶囊复方与全方

药材相关性研究，确认强肝胶囊复方 HPLC 指纹图

谱的 14 个共有特征峰的来源，其中 1 号峰不能得到

归属，其余指纹峰来自白芍（4 个）、丹参（3 个）、

甘草（2 个）、秦艽（2 个）、茵陈（1 个）、黄芪（1
个），5 号峰可能来自秦艽或/和茵陈。 
2.6.2  对照品法指认复方中各成分  利用对照品对

各峰的成分进行指认，分别精密吸取供试品溶液，

对照品溶液各 10 μL，注入高效液相色谱仪，记录

65 min 色谱图，通过各峰保留时间和色谱行为的比

较，对各峰进行指认。共指认了 8 个色谱峰，分别

为 2 号峰（没食子酸）、4 号峰（丹参素）、6 号峰（龙

胆苦苷）、7 号峰（芍药内酯苷）、8 号峰（芍药苷）、

10 号峰（甘草苷）、12 号峰（丹酚酸 B）、14 号峰

（甘草酸）。 
2.6.3  HPLC-MS 指认复方中各成分  实验同时比

较了在 ESI“+”离子和“−”离子条件下的信息情

况，结果在“−”离子条件下离子信息较多；而在

“+”离子条件下，噪音的水平相对较高，ESI“+”
离子和“−”离子条件测定结果见图 5。 

通过对各化合物的质谱裂解信息的分析，并结

合现有对照品和文献报道进行比对，对强肝胶囊中

化学成分进行了结构推测。结果指认出 7 个主要成

分，见表 4。经过质谱指认，可以确定原未知峰 9
号峰黄芪成分为毛瑞异黄酮苷，11 号峰白芍成分为

没食子酰芍药苷，13 号峰丹参成分为丹酚酸 A，5 

 
 

 

 

 
 
 

图 4  液质图谱 
Fig. 4  Chromatogram of HPLC-MS 
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表 4  强肝胶囊 HPLC-MS 分析结果 
Table 4  Analytic result of HPLC-MS 

峰号 保留时间 / min [M－H]−(m/z) 化合物 

6 40.159～40.951 356 龙胆苦苷 

7 43.138～43.988 481 芍药内酯苷 

9 48.574～49.283 447 毛蕊异黄酮苷 

10 50.739～51.602 417 甘草苷 

11 51.980～52.477 631 没食子酰芍药苷

12 61.624～61.919 717 丹酚酸 B 

13 64.755～65.027 494 丹酚酸 A 
 
号峰仍未知。结合上述对照品指认结果，14 个峰中

11 个峰已确定了成分。 
3  讨论 

分别对提取溶剂、提取方式、提取时间、萃取

溶剂和萃取次数进行考察，实验结果表明，70%甲

醇超声 1 h，正丁醇萃取 3 次所得色谱峰总数多，且

峰面积相对较大，分离度好。 
初始采用甲醇-0.05%磷酸水溶液进行梯度洗

脱，龙胆苦苷，芍药苷等成分未能很好的洗脱出来，

基线漂移严重，把有机相改成乙腈，基线基本平稳，

各峰分离度有所改善，且峰形较好。 
使用二极管阵列检测器对样品进行 200～400 

nm 的全波长扫描，并对各波长下的色谱图进行分

析比较。结果表明，在 230 nm 下检测到的峰的数

目较多，各峰分离良好，特征峰明显且峰形较好，

从图谱中可以尽可能的获取色谱组分信息以反映体

系组成的全貌，且 230 nm 为原指标成分芍药苷的

最大吸收，因此选定 230 nm 为测定波长。 
本品提取工艺为水煎煮，本品中化学成分多为

水溶性物质成分，因此选用了 HPLC 法建立其指纹

图谱主要针对水溶性成分。在选定的色谱条件下，

测定了 44 批强肝胶囊样品指纹图谱，得到 44 批强

肝胶囊与对照图谱的相似度，其中 5 批相似度在 0.9
以下。经过分析，07、08 年产胶囊样品的指纹图谱

中，一些峰相对峰面积减小，一些峰相对峰面积增

大，其原因可能是不同年限所投料药材的品种、质

量、产地、来源有关；或是生产过程中操作步骤不

同引起，也可能是放置年限导致的某些峰相对峰面

积减小。所以，对于强肝胶囊的质量应该从源头和

生产全过程进行监测，严格控制原药材的质量及其

投放量，对生产过程中提取、浓缩、干燥的温度和

时间予以严格控制，如有必要，可检测各提取液的

指标成分含量，从而保证强肝胶囊成分中有效成分

的含量相对稳定。 
实验研究过程中发现，在强肝胶囊指纹图谱中，

丹参酚酸B的色谱峰降低而丹参素和丹酚酸A的色

谱峰在增加，在同批的丹参药材图谱中丹参素峰很

小，而且未检测到丹酚酸 A 峰，因此，怀疑丹酚酸

B 在提取过程中部分转化为丹参素和丹酚酸 A，具

体原因有待于进一步研究。 
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