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摘 要 目的：建立火把花根片中间体的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱。方法：采用HPLC法。色谱柱为用 Inertsil ODS-4，流动

相为乙腈-0.1％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为0.75 mL/min，检测波长为220 nm，柱温为30 ℃，进样量为10 μL。以雷公藤晋碱为参

照，测定10批样品的HPLC图谱，采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》（2004 A版）进行共有峰指认和相似度评价。结果：10

批火把花根片中间体的HPLC图谱有25个共有峰，相似度均＞0.90。经验证，10批样品HPLC图谱与对照指纹图谱具有较好的一

致性。结论：该研究所建指纹图谱可为火把花根片中间体的鉴别和质量评价提供参考。

关键词 火把花根片；中间体；高效液相色谱法；指纹图谱

Study on HPLC Fingerprints of Huobahuagen Tablets Intermediate

ZHENG Dingding1，2，ZHANG Xiaomei1，YANG Yi2，CHEN Yilong1，LI Na1，YAO Yuanyuan1，YANG Dajian1（1.

Chongqing Academy of Traditional Chinese Medicine，Chongqing 400065，China；2.College of Pharmacy，South-

west University，Chongqing 400715，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the HPLC fingerprints for Huobahuagen tablets intermediate. METHODS：HPLC was per-

formed on Inertsil ODS-4 column with mobile phase consisted of acetonitrile-0.1％ phosphoric acid（gradient elution）at the flow

rate of 0.75 mL/min. The detection wavelength was set at 220 nm，and column temperature was 30 ℃. The sample size was 10 μL.

Using wilforgine as reference，HPLC chromatograms of 10 batches of samples were determined. Common peak identification and

similarity evaluation were performed by using Similarity Evaluation System for TCM Chromatographic Fingerprint（2004 A edi-

tion）. RESULTS：There were 25 common peaks in HPLC chromatograms of 10 batches of samples，and similarity degrees were

higher than 0.9. After validated，HPLC chromatograms of 10 batches of samples were in good agreement with control fingerprints.

CONCLUSIONS：The established fingerprint can provide reference for identification and quality evaluation of Huobahuagen tab-

lets intermediate.

KEYWORDS Huobahuagen tablets；Intermediate；HPLC；Fingerprint
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昆明山海棠为卫矛科植物昆明山海棠Tripterygium-

hypoglaucum（Levl.）Hutch 的干燥根[1]，始载于《本草纲

目》，又名紫荆皮、紫金皮、火把花等，具有祛风除湿、祛

瘀通络、续筋接骨之功效，有抗炎、免疫抑制、抗肿瘤及

抗人类免疫缺陷病毒等药理作用[2]，主要成分为生物碱

和萜类等[3-6]。火把花根片中间体是以昆明山海棠去皮

的根芯为单一原料，经水煎醇沉工艺所制得，其成品火

把花根片是其中间体与辅料按特定比例混合压片而成

的中药制剂，临床上用于治疗类风湿性关节炎、慢性

肾炎和红斑狼疮等自身免疫性疾病，效果良好 [4-5]。

高效液相色谱法（HPLC）具有分离效能高、选择性

好、检测灵敏高、分析速度快、应用范围广等特点，已成

为常用的中药HPLC指纹图谱研究方法。中药HPLC图

谱所反映的是中药内在化学成分的种类与数量，在判断

中药真伪优劣、控制中药原材料、中间体和成品的质量，

以及衡量批间差异性等方面起到重要的作用[6]。火把花

根片中间体是火把花根片成型前的重要环节，其药材昆

明山海棠所含的雷公藤甲素、雷公藤红素既是有效成分

又是毒性成分[7-10]，中间体的质量及提取工艺的稳定是

保证制剂临床用药安全有效的前提。本研究拟对火把

花根片中间体建立HPLC指纹图谱，完善其中间体的质

量评价体系，为保证火把花根片质量稳定、临床用药安

全有效提供依据。

1 材料

1.1 仪器

1260型 HPLC 仪，包括 G1311B 四元泵、G1329B 进

样器、G1316A 柱温箱、G1314FVWD 检测器、Agilent 色

谱工作站（美国Agilent公司）；AEG-45SM型十万分之一

电子分析天平（日本Shimadzu公司）；BP121S型万分之

一电子分析天平（北京赛多利斯科学仪器有限公司）；

KQ250DB型数控超声波清洗器、HH-2KYY型恒温水浴

锅（巩义市予华仪器有限责任公司）。

1.2 试剂

火把花根片大生产中间体（编号：S1～S3）、自制

火把花根片中间体（编号：S4～S10）均由重庆市药研

院制药有限公司提供；没食子儿茶素对照品（批号：

FY10540924）、表 没 食 子 儿 茶 素 对 照 品（批 号 ：

FY10510801）、儿茶素对照品（批号：FY10480928）、雷公

藤晋碱对照品（批号：140925）、雷公藤次碱对照品（批

号：150623）均购自成都普菲德生物科技有限公司，纯度

均≥98.0 ％；表儿茶素对照品（南京景竹生物科技有限

公司，批号：14082007，纯度：≥98.0％）；雷公藤碱庚对照

品（中国医学科学研究院药物研究所自制，质谱检测确

证结构，HPLC检测纯度≥98.0％）；去甲泽拉木醛对照

品（成 都 曼 斯 特 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 ：

MUST-14061002，纯度：≥98％）；乙腈为色谱纯，其余试

剂均为分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱：Inertsil ODS-4（250 mm×4.6 mm，3 µm）；流

动相：乙腈（A）-0.1％磷酸溶液（B），梯度洗脱（0～5 min，

10％→20％ A；5～25 min，20％→24％A；25～30 min，

24％→30％ A；30～55 min，30％→40％ A；55～70 min，

40％ →41％ A；70～85 min，41％ →42％ A；85～100

min，42％→48％ A；100～105 min，48％→53％ A；105～

110 min，53％→58％ A；110～135 min，58％→85％ A；

135～150 min，85％→90％ A；150～165 min，90％ A）；

流速：0.75 mL/min；检测波长：220 nm；柱温：30 ℃；进样

量：10 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取待测成分对照品各

适量，加甲醇制成没食子儿茶素、表没食子儿茶素、儿茶

素、表儿茶素、雷公藤晋碱、雷公藤碱庚、雷公藤次碱、去

甲泽拉木醛质量浓度分别为 0.007 5、0.006 8、0.028 8、

0.010 1、0.077 6、0.006 1、0.060 5、0.003 1 mg/mL的混合

对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取样品粉末（过3号筛）2 g，精密称

定，置于具塞锥形瓶中，加乙酸乙酯40 mL，超声（功率：

250 W，频率：40 kHz）处理40 min，冷却，滤过，精密加水

振摇提取2次，每次40 mL；合并乙酸乙酯液，蒸干，残渣

加甲醇溶解并转移至10 mL量瓶中，加甲醇定容，摇匀，

滤过，取续滤液，即得。

2.3 方法学考察

2.3.1 精密度试验 取“2.2.2”项下供试品溶液（编号：

S1）适量，按“2.1”项下色谱条件连续进样测定6次，以雷

公藤晋碱的保留时间和峰面积为参照，记录各共有峰相

对保留时间和相对峰面积。结果，25个共有峰相对保留

时间的 RSD＜0.2％（n＝6），相对峰面积的 RSD＜3.0％

（n＝6），表明方法精密度良好。

2.3.2 稳定性试验 取“2.2.2”项下供试品溶液（编号：
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S1）适量，分别于室温下放置0、2、4、8、12、24 h时按“2.1”

项下色谱条件进样测定，以雷公藤晋碱峰的保留时间和

峰面积为参照，记录各共有峰相对保留时间和相对峰面

积。结果，25个共有峰相对保留时间的 RSD＜0.12％

（n＝6），相对峰面积的RSD＜3.0％（n＝6），表明供试品

溶液室温放置24 h内基本稳定。

2.3.3 重复性试验 精密称取样品（编号：S1）适量，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，共 6份，再按“2.1”项

下色谱条件进样测定，以雷公藤晋碱峰的保留时间和峰

面积为参照，记录各共有峰相对保留时间和相对峰面

积。结果，25个共有峰相对保留时间的 RSD＜1.5％

（n＝6），相对峰面积的RSD＜3.0％（n＝6），表明本方法

重复性良好。

2.4 HPLC指纹图谱的生成及相似度、共有峰相关分析

2.4.1 HPLC指纹图谱的生成 取10批样品各适量，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条

件进样测定，采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》

（2004 A 版）对 10批样品的 HPLC 图谱进行分析，以 S1

样品为参照图谱，时间窗宽度为 0.10 min，采用中位数矢

量法并多点矫正后自动匹配，得HPLC指纹图谱，详见图

1、图2。

2.4.2 相似度分析 采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统》（2004 A版）对10批样品的HPLC图谱进行比较

分析。结果，10批样品（S1～S10）相似度均＞0.9，表明

10批样品质量稳定，详见表1。

表1 10批样品相似度评价结果

Tab 1 Similarity evaluation of 10 batches of samples

编号
S1

S2

S3

S4

S5

相似度
0.916

0.911

0.924

0.989

0.994

编号
S6

S7

S8

S9

S19

相似度
0.996

0.960

0.992

0.993

0.990

2.4.3 共有峰相关分析 采用《中药色谱指纹图谱相似

度评价系统》（2004 A版）对10批样品的HPLC图谱进行

比较分析。10 批样品有 25 个共有峰，其中 1号峰为没

食子儿茶素，2号峰为表没食子儿茶素，3号峰为儿茶素，

4号峰为表儿茶素，12号峰为雷公藤晋碱，13号峰为雷

公藤碱庚，15号峰为雷公藤次碱，22号峰为去甲泽拉木

醛；由于雷公藤晋碱出峰时间居中且稳定，与相邻峰分

离较好，因此选择12号峰（雷公藤晋碱）作为参照峰计算

其他共有峰相对于 12号峰的相对保留时间和相对峰面

积，详见表2、表3。

表2 10批样品HPLC图谱共有峰的相对保留时间

Tab 2 Relative retention time of common peaks in

HPLC chromatograms of 10 batches of sam-

ples

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12（S）

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

S1

0.102 2

0.115 7

0.132 6

0.150 8

0.166 0

0.188 2

0.585 5

0.705 0

0.762 9

0.808 1

0.846 6

1.000 0

1.048 1

1.066 2

1.127 1

1.148 9

1.169 0

1.246 9

1.281 0

1.293 7

1.304 9

1.334 1

1.355 8

1.375 9

1.487 4

S2

0.102 1

0.115 6

0.132 5

0.150 7

0.167 0

0.186 9

0.584 6

0.704 3

0.762 6

0.808 1

0.847 1

1.000 0

1.047 7

1.065 0

1.125 2

1.147 5

1.166 8

1.244 5

1.278 5

1.291 1

1.302 2

1.331 3

1.352 9

1.372 9

1.485 0

S3

0.102 2

0.115 8

0.132 6

0.150 7

0.167 1

0.188 0

0.585 6

0.704 7

0.760 7

0.807 5

0.846 9

1.000 0

1.048 4

1.064 2

1.124 9

1.148 9

1.166 7

1.245 3

1.279 9

1.292 8

1.303 8

1.332 9

1.354 5

1.374 7

1.487 6

S4

0.102 0

0.115 4

0.132 2

0.150 4

0.166 8

0.187 4

0.584 7

0.704 4

0.762 5

0.807 5

0.846 8

1.000 0

1.048 3

1.063 8

1.123 7

1.147 9

1.164 9

1.243 2

1.277 8

1.290 4

1.301 2

1.330 2

1.351 7

1.371 9

1.484 1

S5

0.101 9

0.115 4

0.132 2

0.150 4

0.166 8

0.187 1

0.584 3

0.704 2

0.763 1

0.807 8

0.847 3

1.000 0

1.048 2

1.063 9

1.123 6

1.147 3

1.164 7

1.242 6

1.277 0

1.289 6

1.300 4

1.329 4

1.350 9

1.371 1

1.483 2

S6

0.101 8

0.115 3

0.132 0

0.150 1

0.166 5

0.187 0

0.584 3

0.703 7

0.762 6

0.807 9

0.847 4

1.000 0

1.048 2

1.064 0

1.123 8

1.147 2

1.164 9

1.242 5

1.276 8

1.289 3

1.300 2

1.329 1

1.350 6

1.370 7

1.482 7

S7

0.101 8

0.115 3

0.132 2

0.150 3

0.166 7

0.187 5

0.585 0

0.704 3

0.762 7

0.808 3

0.848 0

1.000 0

1.048 4

1.064 5

1.124 4

1.147 6

1.165 8

1.243 5

1.277 8

1.290 3

1.301 3

1.330 4

1.351 9

1.372 1

1.484 3

S8

0.102 5

0.116 0

0.132 9

0.151 2

0.167 6

0.187 2

0.585 8

0.703 8

0.765 0

0.809 0

0.847 6

1.000 0

1.048 4

1.067 2

1.128 1

1.148 6

1.170 1

1.247 4

1.280 9

1.293 4

1.304 8

1.333 6

1.355 2

1.375 2

1.487 5

S9

0.102 3

0.115 7

0.132 7

0.151 2

0.167 3

0.188 0

0.585 1

0.701 3

0.763 1

0.808 1

0.847 3

1.000 0

1.049 8

1.065 3

1.125 5

1.148 6

1.167 1

1.248 1

1.278 8

1.291 5

1.302 2

1.331 8

1.353 2

1.373 0

1.485 7

S10

0.102 5

0.115 9

0.132 8

0.151 1

0.167 5

0.187 6

0.585 2

0.700 7

0.764 4

0.808 3

0.847 3

1.000 0

1.049 7

1.067 9

1.128 7

1.149 8

1.170 9

1.251 0

1.282 0

1.294 6

1.305 6

1.335 2

1.356 7

1.376 5

1.489 3

RSD，％
0.236 3

0.211 6

0.230 2

0.263 7

0.289 7

0.246 5

0.092 0

0.205 8

0.150 0

0.055 2

0.048 7

0.000 0

0.062 7

0.136 4

0.165 1

0.075 2

0.190 0

0.224 4

0.141 3

0.142 2

0.150 2

0.156 6

0.156 9

0.150 2

0.146 8

3 讨论

3.1 供试品制备方法的选择

本试验考察了甲醇提取、乙酸乙酯提取、乙酸乙酯

提取-水萃取 2次、乙酸乙酯提取-水萃取 3次等处理方

572.07

384.22

191.37

－0.48
0 23.91 47.01 71.72 95.62 119.53 143.43 167.34

t，min

s10
s9
s8
s7
s6
s5
s4
s3
s2
s1

图1 10批样品HPLC叠加指纹图谱

Fig 1 HPLC overlay fingerprints of 10 batches of sam-

ples

mA
U

287.84

191.40

94.96

－1.48
0 23.91 47.01 71.72 95.62 119.53 143.43 167.34

t，min

图2 样品HPLC对照指纹图谱

Fig 2 HPLC control fingerprint of samples
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U
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法，以及不同提取时间（20、30、40、50 min），不同料液比

（1 ∶ 10、1 ∶ 20、1 ∶ 30）对结果的影响。结果表明，以乙酸乙

酯提取-水萃取3次（料液比1 ∶ 10）超声提取40 min时提

取效果最佳，待测成分图谱基线平稳，峰形较好。

3.2 色谱条件的选择

试验在已有基础上选择了色谱柱 Inertsil ODS- 4

（250 mm × 4.6 mm，3 μm）[11-13]，考察了乙腈 - 水、乙

腈-0.4％甲酸水、乙腈-0.1％磷酸等流动相，以及 216、

220、260 nm 检测波长对结果的影响。结果显示，以乙

腈-0.1％磷酸溶液为流动相、检测波长为220 nm时待测

成分色谱图基线平稳且峰形较好。

3.3 火把花根片中间体质量的思考

火把花根片是雷公藤制剂中毒性最小、疗效确切的

中药免疫抑制剂的代表。在其中间体的控制上，目前仍

没有明确标准，仅凭经验判别和依靠半数致死量（LD50）

来判断其毒副作用，致使产品在一定程度上存在潜在的

不稳定因素。同时作为雷公藤制剂，其工艺稳定对保障

制剂的安全有效显得尤其重要。因此，本试验选择对既

能体现药材质量，又能保障成品质量的中间体进行整体

性质量控制研究。

本试验所构建的火把花根片中间体HPLC指纹图谱

有 25个共有峰，且 10批样品相似度均＞0.90，表明各批

次间工艺较稳定。本研究通过对中间体以HPLC指纹图

谱的整体性来进行质量控制，达到了控制火把花根片中

间体提取过程中可能影响产品质量因素的目的，完善了

火把花根片中间体的质量评价体系，保证了终产品质

量，可为临床用药安全性和疗效稳定性提供可靠依据。
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表3 10批样品HPLC图谱共有峰的相对峰面积

Tab 3 Relative peak areas of common peaks in HPLC

chromatograms of 10 batches of samples

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12（S）

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

S1

0.291 2

0.225 4

1.032 7

0.495 1

0.533 4

0.746 9

0.165 8

0.505 3

0.638 8

0.507 4

0.353 6

1.000 0

0.135 4

0.174 3

0.429 2

0.625 4

2.182 9

0.892 3

0.081 1

0.213 3

0.131 8

0.249 4

0.119 0

0.147 0

0.110 2

S2

0.277 4

0.235 7

1.038 4

0.511 6

0.533 6

0.770 8

0.163 0

0.451 3

0.625 0

0.510 1

0.368 4

1.000 0

0.129 7

0.177 9

0.415 9

0.602 6

2.321 9

0.906 8

0.094 0

0.207 6

0.129 6

0.235 5

0.128 8

0.155 5

0.106 0

S3

0.280 8

0.234 0

1.033 8

0.513 7

0.515 9

0.763 9

0.158 8

0.453 4

0.630 0

0.493 0

0.363 1

1.000 0

0.130 9

0.178 3

0.413 8

0.571 2

2.267 7

0.928 4

0.079 5

0.196 3

0.128 6

0.237 1

0.118 3

0.153 7

0.109 6

S4

0.326 2

0.353 3

1.639 6

0.822 7

0.493 3

0.839 8

0.246 8

0.427 4

0.791 5

0.535 3

0.684 8

1.000 0

0.159 7

0.193 7

0.457 9

0.548 9

2.832 7

1.152 4

0.094 3

0.213 6

0.152 1

0.239 1

0.168 7

0.299 4

0.118 8

S5

0.286 1

0.361 3

1.563 3

0.799 9

0.532 4

0.932 3

0.231 9

0.524 8

0.679 5

0.560 1

0.534 3

1.000 0

0.142 5

0.204 2

0.427 0

0.474 0

2.681 7

1.081 0

0.078 7

0.210 0

0.150 8

0.249 3

0.171 6

0.319 6

0.106 9

S6

0.304 4

0.329 1

1.612 0

0.718 3

0.410 4

0.798 2

0.202 0

0.519 5

0.695 1

0.535 2

0.538 2

1.000 0

0.133 1

0.169 0

0.403 2

0.505 8

2.267 8

1.021 3

0.084 0

0.179 0

0.121 1

0.218 5

0.154 4

0.266 2

0.090 7

S7

0.352 5

0.377 4

1.831 2

0.843 4

0.455 3

0.927 2

0.218 9

0.549 7

0.805 2

0.632 4

0.559 5

1.000 0

0.147 8

0.229 8

0.445 2

0.595 5

2.699 3

1.168 0

0.074 9

0.215 2

0.143 4

0.248 5

0.168 0

0.216 3

0.113 6

S8

0.312 5

0.348 2

1.614 8

0.775 3

0.491 0

0.559 9

0.187 0

0.560 3

0.728 3

0.579 0

0.452 2

1.000 0

0.135 6

0.185 9

0.434 7

0.559 7

2.262 2

1.020 2

0.071 0

0.201 9

0.129 4

0.238 7

0.151 9

0.199 9

0.103 8

S9

0.373 6

0.364 3

1.594 5

0.800 4

0.461 1

0.886 1

0.212 6

0.577 8

0.777 0

0.679 2

0.517 7

1.000 0

0.144 5

0.191 3

0.433 1

0.574 4

2.637 2

1.054 3

0.070 7

0.226 2

0.147 0

0.242 8

0.153 3

0.325 5

0.107 3

S10

0.332 4

0.342 0

1.435 5

0.822 7

0.650 3

0.813 9

0.206 5

0.530 0

0.731 1

0.973 1

0.532 2

1.000 0

0.135 1

0.211 4

0.512 8

0.580 0

2.462 2

1.138 4

0.066 8

0.212 4

0.138 2

0.221 3

0.147 4

0.273 1

0.096 9

RSD，％
10.276 0

19.042 9

20.505 6

20.338 8

12.667 5

13.459 2

15.113 9

9.892 3

9.482 1

23.879 9

21.549 1

0.000 0

6.647 8

9.876 2

7.051 4

8.019 9

9.436 3

9.820 3

11.742 7

6.178 7

7.782 8

4.559 0

13.424 6

29.733 9

7.521 9
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