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摘 要 目的 建立归芪通脉合剂的指纹图谱，结合化学模式识别评价其质量。方法 以芸香柚皮苷为参照峰，采用《中药色谱指

纹图谱相似度评价系统（2012版）》建立13批归芪通脉合剂的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，指认共有峰并进行相似度评价；进

行层次聚类分析（HCA）、主成分分析（PCA）和正交偏最小二乘法-判别分析（OPLS-DA），以变量重要性投影（VIP）值大于1为标准

筛选影响制剂质量的差异标志物。结果 13批归芪通脉合剂指纹图谱共有19个共有峰，相似度为0.928～0.990；指认了8个共有

峰，分别为7号峰（羟基红花黄色素A）、8号峰（芍药内酯苷）、9号峰（芍药苷）、10号峰（毛蕊异黄酮葡萄糖苷）、12号峰（甘草苷）、14

号峰（甘草酸铵）、16号峰（芸香柚皮苷）、19号峰（橙皮苷）。HCA结果显示，13批样品可分为3类，其中S5、S9、S11～S13为一类，

S4、S8为一类，S1～S3、S6～S7、S10为一类。PCA结果显示，主成分1～7的累计方差贡献率为92.115%。OPLS-DA结果显示，芸

香柚皮苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸铵和11、1号峰对应成分的VIP值均大于1。结论 建立了归芪通脉合剂的HPLC指纹图谱，结合

化学模式识别技术可用于评价该制剂的整体质量；芸香柚皮苷等6个成分是影响归芪通脉合剂质量的差异标志物。
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish the fingerprint of Guiqi tongmai mixture and evaluate its quality in combination with 

chemical pattern recognition. METHODS Using narirutin as reference peak， HPLC fingerprint of Guiqi tongmai mixture was 

established with Similarity Evaluation System of Chromatographic Fingerprint of TCM （2012 edition）. Common peaks identification 

and similarity evaluation were conducted. Hierarchical cluster analysis （HCA）， principle component analysis （PCA） and orthogonal 

partial least square-discriminate analysis （OPLS-DA） were performed， and the value of variable importance in the projection （VIP） 

greater than 1 was taken as the standard to screen the differential markers affecting the quality of Guiqi tongmai mixture. 

RESULTS Nineteen common peaks in the HPLC fingerprints of thirteen batches of Guiqi tongmai mixture were calibrated， and the 

similarities of them were 0.928-0.990； eight common peaks were identified， including the peak 7 （hydroxysafflor yellow A）， peak 

8 （albiflorin）， peak 9 （paeoniflorin）， peak 10 （calycosin-7-O-glucoside）， peak 12 （liquiritin）， peak 14 （ammonium glycyrrhizinate）， 

peak 16 （narirutin） and peak 19 （hesperidin）. According to the results of HCA， thirteen batches of samples could be clustered into 

three categories： S5， S9 and S11-S13 were clustered into one category； S4 and S8 were clustered into one category； S1-S3， S6- 

S7 and S10 were clustered into one category. The results of PCA indicated that the accumulative variance contribution rate of the 

principle components 1-7 was 92.115%. The results of OPLS-DA showed that VIP values of narirutin， paeoniflorin， liquiritin， 

ammonium glycyrrhizinate， the components corresponding to peak 11 and peak 1 were greater than 1. CONCLUSIONS HPLC 

fingerprint of Guiqi tongmai mixture is established， and it could be used for quality evaluation of Guiqi tongmai mixture by 

combining with chemical pattern recognition techniques. Six 

components such as narirutin are differential markers affecting 

the quality of Guiqi tongmai mixture.
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归芪通脉合剂由黄芪、当归、川芎、红花、赤芍、党

参、桃仁、白术、陈皮、茯苓、甘草、地龙、僵蚕、蜈蚣14味

中药组成，由经典名方“补阳还五汤”加减而成，全方以

活血行气药为主，辅以通经活络之品，具有活血通络、行

气化瘀的功效，主要用于缺血性脑卒中恢复期气虚血瘀

证的临床治疗，对手足不遂、肢体麻木、舌强语蹇等症状

的缓解效果较好[1]。

本课题组前期对归芪通脉合剂的提取工艺进行了

优化，并建立了黄芪甲苷和羟甲基红花黄色素A的含量

测定方法[1]。该药的现行质量标准除对制剂性状、装量、

密度、pH值和微生物限度进行规定外，仅要求采用薄层

色谱法对制剂中的党参、赤芍和黄芪进行定性鉴别[2]，且

尚未见归芪通脉合剂质量控制的相关研究报道。由于

中药复方制剂疗效的发挥是多种化学成分共同作用的

结果，故药材的薄层鉴别和单个或数个成分的含量测定

无法充分反映归芪通脉合剂的整体质量[3]。

指纹图谱结合化学模式识别可实现对中药饮片及

其制剂整体质量的全面分析。中药指纹图谱技术能较

充分地提取中药及其复方制剂色谱图中的化学成分信

息，具有信息量大，专属性、整体性和模糊性强的特点，

是目前中药制剂分析的常用方法之一[4]。化学模式识别

技术可分为两类：一类是无监督的分析方法，包括层次

聚类分析（hierarchical cluster analysis，HCA）和主成分分

析（principle component analysis，PCA）等；另一类是有监

督的分析方法，包括偏最小二乘法-判别分析和正交偏

最小二乘法 -判别分析（orthogonal partial least square-

discriminate analysis，OPLS-DA），上述方法可通过对指

纹图谱中的多维数据信息进行分类、降维等处理，筛选

出其中的质量差异标志物，从而客观、系统、全面地分析

中药及其复方制剂的整体质量，并为其质量控制提供依

据[5]。基于此，本研究拟建立归芪通脉合剂的高效液相

色谱（HPLC）指纹图谱，同时结合化学模式识别技术全

面、系统地评价该药的质量，旨在为后续的质量控制、药

效学和作用机制研究提供参考，为相关中药新药的开发

提供依据。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有 LC-20AD 型 HPLC 仪、

AUW-120D 型十万分之一电子天平（日本 Shimadzu 公

司），5810R 型低温高速离心机（德国 Eppendorf 公司），

Milli-Q型超纯水仪（美国Millipore公司），KQ-600DE型

超声波清洗仪（昆山市超声仪器有限公司）等。

1.2　主要药品与试剂

芍药苷对照品（批号 110736-201842，纯度 97.4%）、

毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品（批号111920-201606，纯度

97.6%）、甘草苷对照品（批号 111610-201607，纯度

93.1%）、甘草酸铵对照品（批号 110731-201720，纯度

97.7%）均购自中国食品药品检定研究院；羟基红花黄色

素 A 对照品（批号 MUST-19082111，纯度 98.1%）、芍药

内酯苷对照品（批号 MUST-19041601，纯度 99.1%）、橙

皮苷对照品（批号MUST-19030701，纯度 98.5%）均购自

成都曼思特生物科技有限公司；芸香柚皮苷对照品（批

号DST200519-098，纯度99.2%）购自成都德思特生物技

术有限公司；甲醇、乙腈、磷酸均为色谱纯，水为超纯水，

其余试剂均为分析纯。

13 批归芪通脉合剂 [编号 S1～S13，批号分别为

20210512、20210620、20210725、20210808、20210826、

20210924、20211005、20211028、20211205、20211219、

20220108、20220117、20220223，规格100 mL（每1 mL相

当于饮片总量0.85 g）]均由漯河市第一人民医院制剂室

提供。

2　方法与结果
2.1　色谱条件

色谱条件参考相关文献[1]：以 Gemini Phenomenex 

C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）为色谱柱，以乙腈（A）-

0.1%磷酸溶液（B）为流动相进行梯度洗脱（0～5 min，

15%A→20%A；5～30 min，20%A；30～53 min，20%A→
80%A；53～58 min，80%A→15%A）；流速为0.8 mL/min；

柱温为30 ℃；检测波长为230 nm；进样量为5 μL。

2.2　溶液的制备

2.2.1　混合对照品溶液　取羟基红花黄色素A、芍药内

酯苷、芍药苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、甘草苷、甘草酸铵、

芸香柚皮苷、橙皮苷对照品适量，精密称定，加甲醇溶

解，得到上述各成分质量浓度分别为 524.89、406.47、

30.19、81.98、170.37、121.15、318.43、60.06 μg/mL的混合

对照品溶液。

2.2.2　供试品溶液　精密吸取归芪通脉合剂样品 2.5 

mL，用甲醇定容至 10 mL量瓶中，超声（功率 120 W，频

率40 kHz）提取30 min，静置后取上清液1.5 mL，置于离

心管中，以 14 000 r/min 离心 10 min，取上清液，经 0.22 

μm微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.3　HPLC指纹图谱的建立

2.3.1　精密度试验　精密吸取“2.2.2”项下编号为S4的

供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件连续测定 6次，以芸

香柚皮苷为参照峰，计算各共有峰的相对峰面积和相对

保留时间。结果显示，各共有峰相对峰面积的 RSD 为

0.21%～2.53%（n＝6），相对保留时间的RSD为0.02%～

0.28%（n＝6），表明方法精密度良好。

2.3.2　稳定性试验　精密吸取“2.2.2”项下编号为S4的

供试品溶液，分别于室温下放置0、3、6、12、18、24 h时按

“2.1”项下色谱条件测定，以芸香柚皮苷为参照峰，计算

各共有峰的相对峰面积和相对保留时间。结果显示，各

共有峰相对峰面积的 RSD 为 0.22%～3.24%（n＝6），相

对保留时间的 RSD 为 0.02%～0.76%（n＝6），表明样品
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溶液在室温下放置24 h内稳定性良好。

2.3.3　重复性试验　精密吸取“2.2.2”项下编号为S4的

供试品溶液 6份，按“2.1”项下色谱条件测定，以芸香柚

皮苷为参照峰，计算各共有峰的相对峰面积和相对保留

时间。结果显示，各共有峰相对峰面积的 RSD 为

0.13%～3.13%（n＝6），相对保留时间的RSD为0.05%～

1.12%（n＝6），表明方法重复性良好。

2.3.4　HPLC指纹图谱的建立　精密吸取按“2.2.2”项下

方法配制的各批归芪通脉合剂供试品溶液，按“2.1”项下

色谱条件测定，将所得图谱数据导入《中药色谱指纹图

谱相似度评价系统（2012版）》，以色谱峰数量及峰面积

均较稳定的S4样品为参照，采用中位数法，设置时间窗

宽度为0.2 min，经多点校正后进行色谱峰匹配、叠加，得

到叠加指纹图谱和对照指纹图谱（R）[6]。结果显示，13

批样品共有19个共有峰，详见图1。

2.3.5　共有峰的指认　将编号为S4的供试品溶液与混

合对照品溶液的色谱图进行叠加对比后，共指认了8个

共有峰，分别为7号峰（羟基红花黄色素A）、8号峰（芍药

内酯苷）、9号峰（芍药苷）、10号峰（毛蕊异黄酮葡萄糖

苷）、12号峰（甘草苷）、14号峰（甘草酸铵）、16号峰（芸

香柚皮苷）、19号峰（橙皮苷）。结果见图2。

2.3.6　相似度评价　应用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统（2012版）》对 13批归芪通脉合剂样品的图谱进

行相似度评价。结果显示，13批样品图谱与对照指纹图

谱的相似度分别为 0.983、0.989、0.961、0.990、0.987、

0.983、0.988、0.976、0.928、0.986、0.980、0.989、0.985，表

明13批归芪通脉合剂的化学成分一致性较好，整体质量

相对稳定。因芸香柚皮苷的分离度较好、峰面积较大、

峰形和保留时间稳定，故选择芸香柚皮苷为参照峰，得

到 13 批样品 19 个共有峰相对保留时间的 RSD 为

0.05%～1.94%，说明各批样品共有峰的保留时间较为稳

定；19个共有峰相对峰面积的RSD为 6.30%～35.33%，

表明部分成分含量可能存在较大差异。

2.4　HCA

以 19个共有峰峰面积为变量，使用SPSS 25.0软件

进行标准化处理，采用Ward法以平方欧氏距离为测度

进行HCA[7]。结果（图3）显示，当平方欧氏距离为15时，

13批样品可分为 3类，其中 S5、S9、S11～S13为一类，

S4、S8为一类；S1～S3、S6～S7、S10为一类，提示不同批

次归芪通脉合剂样品的化学成分存在差异，推测可能与

其原饮片来源差异有关。

2.5　PCA

以 19个共有峰峰面积为变量，使用SPSS 25.0软件

进行PCA。结果（表1）显示，以特征值大于1为标准，筛

选得到7个主成分，其累计方差贡献率达到92.115%，表

明这 7个主成分可以反映 13批归芪通脉合剂原始色谱

图中的大部分信息[8]。旋转因子载荷系数能综合反映各

成分对不同主成分的影响，其绝对值越大则成分对主成

分的影响越大[9]。结果显示，主成分 1中，16号峰（芸香

柚皮苷）、12号峰（甘草苷）和11号峰的因子载荷系数较

大，分别为 0.948、0.927、0.745，说明其对制剂质量的影

响较大；9号峰（芍药苷）是影响主成分2的主要因子（因

子载荷系数为0.835）；14号峰（甘草酸铵）和7号峰（羟基

红花黄色素A）是对主成分3影响较大的特征向量（因子
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图1　13批归芪通脉合剂样品的HPLC叠加指纹图谱和
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图3　13批归芪通脉合剂样品的HCA树状图
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载荷系数分别为 0.888、0.757）；17号峰和 19号峰（橙皮

苷）是主成分 4的主要决定因子（因子载荷系数分别为

0.842、0.696）；主成分 5中，18号峰和 2号峰的因子载荷

系数较大，分别为0.874、0.832；主成分6主要反映了6号

峰和4号峰的信息（因子载荷系数分别为0.933、0.774）；

主成分 7主要反映了 5号峰的信息（因子载荷系数为

0.776）。

2.6　OPLS-DA

为更好地分析样品之间的差异，本研究根据PCA、

HCA 结果，以 19个共有峰峰面积为变量，使用 SIMCA 

14.1软件对13批归芪通脉合剂样品进行OPLS-DA。结

果显示，模型X矩阵的解释能力参数（RX
2）、模型的稳定

性参数（RY
2）和模型的预测能力参数（Q2）分别为 0.763、

0.942、0.816，均大于 0.5，表明建立的模型拟合较好，具

有较高的稳定性和预测性[10]，可用于分析不同批次归芪

通脉合剂样品之间的质量差异。OPLS-DA 得分图（图

4）显示，13批样品可分为3类，与HCA结果一致。

在 OPLS-DA 载荷图中，各色谱峰投影点离原点越

远，表明其代表的变量权重值越大[11]。由该载荷图（图

5）可知，16、9、12、14、11、1、7号峰对应成分具有较大的

贡献。

变量重要性投影（variable importance in the pro-

jection，VIP）值越大，表示对应成分对样品的分类贡献

越大。本研究以 VIP 值＞1为标准[12]，筛选影响归芪通

脉合剂质量的差异标志物。结果（图 6）显示，共筛选得

到 6个对样品质量影响较大的共有峰，依次为 16号峰

（芸香柚皮苷）、9号峰（芍药苷）、12号峰（甘草苷）、14号

峰（甘草酸铵）、11号峰、1号峰。

3　讨论
3.1　提取条件的考察

本课题组前期考察了不同提取溶剂（75%甲醇、50%

甲醇、25%甲醇、水）和超声提取时间（15、30、45 min）对

供试品溶液色谱峰数量和响应强度的影响。结果显示，

以75%甲醇为溶剂超声提取30 min时，所得供试品溶液

色谱图中色谱峰的数量较多且响应较强，故选择75%甲

醇为提取溶剂，超声提取时间为30 min。

3.2　色谱条件的优化

本课题组前期对流动相（乙腈-0.1%甲酸溶液、乙

腈 -0.05% 磷酸溶液、乙腈 -0.1% 磷酸溶液、乙腈 -0.2%

磷酸溶液）、柱温（25、30、35 ℃）、流速（0.8、1.0、1.2 

mL/min）、洗脱程序进行了优化。结果显示，当选择流

动相为乙腈-0.1%磷酸溶液、柱温为 30 ℃、流速为 0.8 

mL/min并进行梯度洗脱时，所得色谱图的基线较平稳，

色谱峰数量较多，色谱峰分离度和峰形较好。同时，本

课题组使用二极管阵列检测器在190～800 nm波长下对

归芪通脉合剂供试品溶液进行了扫描，通过对比不同检

测波长下各色谱图中的色谱峰数量、色谱峰响应强度和

基线稳定性发现，在230 nm波长处采集的色谱图基线较

平稳，色谱信息较丰富，色谱峰峰面积较大，故确定检测

波长为230 nm。

3.3　指纹图谱结果分析

为排除个别超常数据对结果的影响，本研究在建立

13批归芪通脉合剂样品的HPLC指纹图谱时选择了中

位数法，使得到的对照指纹图谱更具代表性[13]。13批样

品与对照指纹图谱的相似度为 0.928～0.990，表明归芪

通脉合剂的制备工艺稳定性较好；但样品中部分成分色

谱峰相对峰面积的RSD较大，这可能与样品原饮片来源

不同有关；另外，从归芪通脉合剂样品中识别出8种化学

成分，分别来自处方中的黄芪、红花、赤芍、甘草和

陈皮[1]。

表1　归芪通脉合剂PCA特征值及方差贡献率

主成分

1

2

3

4

5

6

7

初始特征值
总计
5.004

3.046

2.810

2.629

1.629

1.372

1.011

方差贡献率/%
26.337

16.033

14.790

13.838

8.574

7.220

5.323

累计方差贡献率/%
26.337

42.370

57.160

70.998

79.572

86.792

92.115

旋转后特征值
总计
3.195

2.980

2.770

2.368

2.229

2.088

1.873

方差贡献率/%
16.813

15.683

14.577

12.461

11.733

10.989

9.858

累计方差贡献率/%
16.813

32.497

47.074

59.534

71.267

82.257

92.115
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图4　13批归芪通脉合剂样品的OPLS-DA得分图
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图5　13批归芪通脉合剂样品的OPLS-DA载荷图
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图6　归芪通脉合剂各共有峰的VIP值
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3.4　化学模式识别结果分析

指纹图谱分析结果可在一定程度上反映出各批次

样品化学成分组成的相似性和含量的高低，为进一步提

取指纹图谱中的有效信息，本研究采用化学模式识别技

术对共有峰的峰面积进行了分析[14]。HCA结果显示，13

批归芪通脉合剂样品可分为3类，其中S5、S9、S11～S13

为一类，S4、S8为一类，S1～S3、S6～S7、S10为一类，这

可能与原饮片采收地点和时间不同有关。利用PCA进

行降维分析，筛选得到7个导致13批样品分类差异的主

成分，由旋转因子载荷矩阵可知，8个已知成分中有6个

成分与该制剂质量差异有关。OPLS-DA 结果显示，芸

香柚皮苷（16号峰）、芍药苷（9号峰）、甘草苷（12号峰）、

甘草酸铵（14号峰）和 11、1号峰对应成分的VIP值均大

于 1，表明这 6个成分是影响样品质量的差异标志物。

有研究表明，芍药苷可通过激活脑卒中大鼠体内的环磷

酸腺苷/蛋白激酶A/环磷酸腺苷反应元件结合蛋白通路

来发挥改善神经功能的作用[15]；芸香柚皮苷具有较强的

抗氧化和抗炎活性，能减轻脑缺血/再灌注损伤，具有神

经保护作用[16]；甘草苷可通过抑制细胞间黏附因子 1的

表达和降低髓过氧化物酶的活性来减轻脑缺血/再灌注

诱发的炎症反应[17]；甘草酸铵是活性成分甘草酸的单铵

盐，能通过减少脑缺血/再灌注损伤过程中丙二醛的生成

而抑制脑神经细胞的凋亡[18]。可见，6个差异标志物中

的4个已知成分对缺血性脑卒中均有改善作用，其中芍

药苷和芸香柚皮苷分别为处方中赤芍和陈皮的主要活

性成分，甘草酸铵和甘草苷为处方中甘草的主要活性成

分，因此建议严格把关制剂中赤芍、甘草和陈皮饮片的

质量，并在现有的归芪通脉合剂质量标准中增加芍药

苷、甘草酸铵、甘草苷和芸香柚皮苷的含量测定项。

由于归芪通脉合剂的化学成分复杂，且部分紫外吸

收较弱的化合物（如黄芪甲苷）难以通过二极管阵列检

测器进行测定[19]，因此在后续研究中，可在分离纯化的

基础上结合质谱和核磁共振等技术确认未知成分的结

构，使用多种技术手段对样品中的化学成分进行更为全

面的分析。

综上所述，本研究建立了归芪通脉合剂的HPLC指

纹图谱，结合化学模式识别分析可用于评价归芪通脉合

剂的整体质量；芸香柚皮苷等6个成分是影响该制剂质

量的差异标志物。
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