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越婢加术汤的HPLC指纹图谱建立、含量测定及化学模式识别分析Δ
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摘 要 目的：建立越婢加术汤的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，测定其中盐酸麻黄碱和盐酸伪麻黄碱的含量，同时进行化学模

式识别分析。方法：以甘草酸铵为参照，使用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012版）》建立10批越婢加术汤的HPLC指纹

图谱并进行相似度评价，结合混合对照品指认共有峰；采用HPLC法测定盐酸麻黄碱和盐酸伪麻黄碱的含量；采用SPSS 26.0软件

进行聚类分析，采用SIMCA 13.0软件进行主成分分析和偏最小二乘法-判别分析，并筛选影响越婢加术汤质量的差异性成分。结

果：越婢加术汤指纹图谱中共有20个共有峰，与对照指纹图谱的相似度均大于0.92；共指认了2个色谱峰，分别为甘草苷（峰11）和

甘草酸铵（峰18）。盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱检测质量浓度的线性范围分别为0.98～48 μg/mL（r＝0.999 9）、1.02～51 μg/mL（r＝

0.999 2）；精密度、重复性、稳定性（24 h）试验的RSD均小于2％；平均加样回收率分别为105.67％（RSD＝2.88％，n＝9）、104.15％

（RSD＝2.02％，n＝9）；含量分别为0.008 1～0.014 3、0.002 5～0.011 8 mg/mL。聚类分析结果显示，10批越婢加术汤可聚为3类，

S1聚为一类，S3聚为一类，S2、S4～S10聚为一类。主成分分析结果显示，S3位于得分图的最右侧，S1位于得分图的右侧，S2、

S4～S10位于得分图的中部。偏最小二乘法-判别分析结果与聚类分析、主成分分析基本一致，且峰9、峰3、峰12、峰8、峰19、峰18

（甘草酸铵）、峰13、峰20、峰11（甘草苷）的重要性投影值均大于1。结论：所建HPLC指纹图谱和含量测定方法操作简便、准确，结

合化学模式识别可用于越婢加术汤的质量控制。峰9等9个成分为影响越婢加术汤质量的差异性成分。
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Establishment of HPLC Fingerprints，Content Determination and Chemical Pattern Recognition Analysis

of Yuebi Jiazhu Decoction
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the HPLC fingerprints of Yuebi jiazhu decoction，determine the contents of ephedrine

hydrochloride and pseudoephedrine hydrochloride and carry out chemical pattern recognition analysis. METHODS：Using ammonium

glycyrrhizinate as control，HPLC fingerprint of 10 batches of Yuebi jiazhu decoction was established and the similarity was

evaluated with Similarity Evaluation System for TCM Chromatographic Fingerprint （2012 edition），and common peaks were

identified in combination with mixed control. HPLC method was used to determine the contents of ephedrine hydrochloride and

pseudoephedrine hydrochloride. SPSS 26.0 software was used for cluster analysis；SIMCA 13.0 software was used for principal

component analysis and partial least squares discriminant analysis；the differential components affecting the quality were screened.

RESULTS：There were 20 common peaks in the fingerprint of Yuebi jiazhu decoction，and the similarities with control fringerprint

were all greater than 0.92. Two peaks were identified，which were liquiritin（peak 11）and ammonium glycyrrhizate（peak 18）. The

linear range of ephedrine hydrochloride and pseudoephedrine hydrochloride were 0.98-48 μg/mL（r＝0.999 9）and 1.02-51 μg/mL

（r＝0.999 2），respectively. RSDs of precision，reproducibility and stability tests （24 h） were all less than 2％ . The average

recoveries were 105.67％（RSD＝2.88％，n＝9）and 104.15％（RSD＝2.02％，n＝9），respectively. The contents of ephedrine

hydrochloride and pseudoephedrine hydrochloride were 0.008 1-0.014 3，0.002 5-0.011 8 mg/mL. Results of cluster analysis

showed that among the 10 batches of Yuebi jiazhu decoction，S1 was clustered into one class，S3 was clustered into one class，and

S2，S4-S10 were clustered into one class. The results of principal component analysis showed that S3 was located at the far right

side of the scoring plot，S1 at the right side of the scoring plot，and S2，S4-S10 at the middle of the scoring plot. The results of

partial least squares discriminant analysis were basically consistent with the results of cluster analysis and principal component

analysis. The variable importance projection values of peak 9，peak 3，peak 12，peak 8，peak 19，peak 18 （ammonium

glycyrrhizinate），peak 13，peak 20 and peak 11（liquiritin）were greater than 1. CONCLUSIONS：Established HPLC fingerprint

and the method for content determination are simple and accurate. Combined with chemical pattern recognition，they can be used

for the quality control of Yuebi jiazhu decoction. Nine

components such as peak 9 are the differential components

affecting the quality of Yuebi jiazhu decoction.
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越婢加术汤出自《金匮要略》[1]，由麻黄、石膏、白术、

生姜、甘草和大枣等6味药材组成，常用于风湿热痹、水

肿、肾炎的临床治疗[2－3]。此方中，麻黄解表发汗以消水

肿，为君药；石膏性寒以清涤里热又牵制麻黄发越过猛，

为臣药；白术健脾利湿并强麻黄利尿消肿之功，为佐药；

再以生姜、大枣、甘草补中和胃并牵制麻黄发汗而耗伤

津液[4]；诸药合用，共奏发汗利水、清热除烦之功[5]。越婢

加术汤主要含有生物碱类、黄酮类、挥发油类、三萜类、

多糖类等有效成分，其中盐酸麻黄碱和盐酸伪麻黄碱为

生物碱类成分，具有止咳平喘、发汗利尿的作用；甘草苷

为黄酮类成分，具有抗抑郁、保护心脏和神经等活性；甘

草酸铵为齐墩果烷型三萜类成分，具有抗炎、抗病毒、保

肝、保护神经等活性[6－10]。由于越婢加术汤的化学成分

复杂，加之药材产地、批次、煎煮方式的不一致，使得煎

液质量不稳定，从而导致临床用药差异[11]。此外，目前

关于越婢加术汤的研究多集中于其临床应用方面[12－13]，

且2020年版《中国药典》（一部）也未收载该方的质量标

准，因此对越婢加术汤进行质量控制就显得尤为重要。

指纹图谱具有系统性、整体化的特点，能比较客观、

完整地反映中药复方中尽可能多的化学成分信息，已被

广泛用于中药复方的质量控制和评估领域[14－16]。化学

模式识别是化学计量学的重要组成部分，包括聚类分析

（CA）、主成分分析（PCA）、偏最小二乘法 -判别分析

（PLS-DA）等，其能通过变换和构造模型，使复杂数据简

单化，最终实现对样品的分类[17]。基于此，本研究在参

考2020年版《中国药典》（一部）[18]的基础上，建立了越婢

加术汤的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并测定了该

方君药麻黄中盐酸麻黄碱和盐酸伪麻黄碱的含量，同时

结合CA、PCA、PLS-DA进行化学模式识别分析，旨在为

越婢加术汤的质量控制提供参考。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有 2695-2998型HPLC仪及配

备的Empower 3色谱工作站（美国Waters公司）、AB135-

S型电子天平（瑞士Mettler Toledo公司）、ZDHW型调温

电热套（北京中兴伟业仪器有限公司）、HC-2518型高速

离心机（科大创新股份有限公司中佳分公司）、

KQ55200V 型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公

司）等。

1.2 主要药品与试剂

甘草酸铵对照品（批号53956-04-0，纯度94.20％）购

自上海诗丹德标准技术服务有限公司；盐酸麻黄碱对照

品（批号 171241-201809，纯度 100.0％）、盐酸伪麻黄碱

对照品（批号 171241-201809，纯度 99.8％）、甘草苷对照

品（批号 111610-201607，纯度 93.1％）均购自中国食品

药品检定研究院；732型强酸苯乙烯阳离子交换树脂（粒

径 1 mm，批号C10716501）购自上海麦克林生化科技有

限公司；甲醇（色谱纯）、乙腈（色谱纯）均购自北京百灵

威科技有限公司，其余试剂均为分析纯，水为纯净水。

麻黄饮片、白术饮片、石膏饮片、甘草饮片、生姜和

大枣经山西中医药大学中药学系裴香萍副教授鉴定，分

别为麻黄科植物草麻黄Ephedra sinica Stapf的干燥草质

茎、菊科植物白术Atractylodes macrocephala Koidz.的干

燥根茎、豆科植物甘草 Glycyrrhiza uralensis Fisch.的干

燥根和根茎、姜科植物姜Zingiber officinale Rosc.的新鲜

根茎、鼠李科植物枣 Ziziphus jujuba Mill.的成熟果实。

除生姜、大枣（生姜的产地均为山西，大枣的产地均为河

北，均购自山西省晋中市各超市）外，其余饮片均购自山

西省晋中市各药店及诊所。10批越婢加术汤中麻黄等4

种饮片样品的来源信息见表1。

表 1 10批越婢加术汤中麻黄等 4种饮片样品的来源

信息

Tab 1 Source information of 4 kinds of decoction pieces

such as E. sinica in 10 batches of Yuebi jiazhu

decoction

样品
序号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

麻黄
产地
内蒙古
甘肃
内蒙古
河北
内蒙古
内蒙古
山西
山西
甘肃
内蒙古

批号
1908001

20190201

20200301

201102

190602

190703CP3037

201201

201201

20190201

20201106

白术
产地
河北
浙江
浙江
河北
山西
浙江
河北
浙江
安徽
山西

批号
20200404

200201

224200102

2007007

200802

201202

2007007

201002CP070

200402

200802

石膏
产地
河北
山东
河北
河北
河北
湖北
河北
山东
河北
山东

批号
201003

201102

181103

190501

319010001

200102

201001

1912032

201002

1912032

甘草
产地
内蒙古
甘肃
新疆
山西
山西
甘肃
内蒙古
内蒙古
河北
内蒙古

批号
2020050211

20200802

2010021093

200401

A201101

272200201

2010010

20200517

201001

2010010

2 方法与结果

2.1 指纹图谱建立

2.1.1 色谱条件 以Hypersil BDS C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）为色谱柱，以乙腈（A）-0.1％磷酸溶液（含0.04％三

乙胺）（B）为流动相进行梯度洗脱（0～50 min，5％A→

17.5％ A；50～70 min，17.5％ A→35％ A；70～85 min，

35％A→50％A）；流速为1 mL/min；检测波长为230 nm；

柱温为30 ℃；进样量为10 μL。

2.1.2 越婢加术汤的制备 由于原方中各饮片用量较

大，因此根据各味饮片的常用剂量、配比功效以及前期

药理研究获得的有效剂量范围进行调整，得到越婢加术

汤的处方比例如下：麻黄 9 g、石膏 18 g、甘草 6 g、大枣

15 g、生姜9 g、白术9 g[19－21]。参照越婢加术汤古代煎煮

方法，取水 600 mL，加入麻黄煮 30 min 后，纳诸药大火

煮沸再小火微沸煮至 200 mL，即得越婢加术汤（每升药

液含生药总量 330 g）[1]。同法制得 10批（编号为 S1～
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S10）。煎煮时采用相同容器并结合重复性试验以保证

制备过程的一致性。

2.1.3 供试品溶液的制备 取“2.1.2”项下 10批越婢加

术汤各4 mL，加甲醇6 mL，称定质量，超声（功率200 W，

频率 40 kHz）处理 20 min，放冷至室温，再次称定质量，

用甲醇补足减失的质量，摇匀，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，即得供

试品溶液。

2.1.4 混合对照品溶液的制备 精密称取甘草苷、甘草

酸铵对照品，加甲醇溶解，制得甘草苷、甘草酸铵质量浓

度分别为0.02、0.2 mg/mL的混合对照品溶液。

2.1.5 精密度试验 取“2.1.3”项下供试品溶液（编号

S1）适量，按“2.1.1”项下色谱条件连续进样测定6次，以

甘草酸铵为参照，计算各共有峰的相对保留时间和相对

峰面积。结果显示，20个共有峰相对保留时间的 RSD

均小于 1.5％（n＝6），相对峰面积的 RSD 均小于 2.5％

（n＝6），表明方法精密度良好。

2.1.6 重复性试验 取“2.1.2”项下越婢加术汤（编号

S1），共 6份，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.1.1”项下色谱条件进样测定，以甘草酸铵为参照，计

算各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结果显示，

20个共有峰相对保留时间的RSD均小于 1.5％（n＝6），

相对峰面积的RSD均小于 2.5％（n＝6），表明方法重复

性良好。

2.1.7 稳定性试验 取“2.1.3”项下供试品溶液（编号

S1），分别于室温下放置0、2、4、8、12、24 h时按“2.1.1”项

下色谱条件进样测定，以甘草酸铵为参照，计算各共有

峰的相对保留时间和相对峰面积。结果显示，20个共有

峰相对保留时间的RSD均小于 1.5％（n＝6），相对峰面

积的RSD均小于 2.5％（n＝6），表明供试品于室温下放

置24 h内稳定性良好。

2.1.8 指纹图谱的建立 取“2.1.2”项下 10批越婢加术

汤，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项

下色谱条件进样测定，记录色谱图。将10批越婢加术汤

的色谱图导入《中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（2012版）》进行分析，以S1为参照图谱（该批样品的色

谱信息较多），采用中位数法，设置时间窗宽度为0.1 min，

对色谱峰进行多点校正和全峰匹配，得到10批越婢加术

汤的叠加指纹图谱和对照指纹图谱（R）。结果显示，10

批越婢加术汤共有20个共有峰，详见图1、图2。

2.1.9 共有峰的指认 经与混合对照品色谱图[由于甘

草苷、甘草酸铵与盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱的结构存

在差异，无法采用相同的色谱条件进行检测，因此选择

甘草苷、甘草酸铵为对照。取“2.1.4”项下混合对照品溶

液，按“2.1.1”项下色谱条件进样，得到色谱图（图 3）]比

对，共指认了2个共有峰，分别为甘草苷（峰11）、甘草酸

铵（峰 18）。因甘草酸铵色谱峰峰面积适中、分离度较

好，故以甘草酸铵为参照。

2.1.10 相似度评价 采用《中药色谱指纹图谱相似度

评价系统（2012版）》对 10批越婢加术汤样品进行相似

度评价。结果显示，与对照指纹图谱（R）相比，10批样品

的相似度均大于 0.92，表明 10批样品的质量差异较小。

结果见表2。

表2 10批越婢加术汤的相似度评价结果

Tab 2 Similarity evaluation results of 10 batches of

Yuebi jiazhu decoction

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

R

S1

1.000

0.746

0.757

0.813

0.973

0.826

0.936

0.935

0.778

0.977

0.923

S2

0.746

1.000

0.955

0.925

0.742

0.967

0.790

0.904

0.980

0.774

0.933

S3

0.757

0.955

1.000

0.971

0.764

0.930

0.751

0.917

0.971

0.754

0.936

S4

0.813

0.925

0.971

1.000

0.835

0.911

0.792

0.947

0.952

0.808

0.954

S5

0.973

0.742

0.764

0.835

1.000

0.827

0.924

0.942

0.786

0.969

0.926

S6

0.826

0.967

0.930

0.911

0.827

1.000

0.880

0.932

0.978

0.850

0.964
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图1 10批越婢加术汤的HPLC叠加指纹图谱

Fig 1 HPLC superimposed fingerprints of 10 batches

of Yuebi jiazhu decoction

图2 越婢加术汤的对照指纹图谱

Fig 2 Control fingerprint of Yuebi jiazhu decoction
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图3 甘草苷、甘草酸铵混合对照品的HPLC图

Fig 3 HPLC chromatogram of liquiritin and ammo-

nium glycyrrhetate mixed control
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2.2 含量测定

2.2.1 色谱条件 以Venusil XBP Polar-Phenyl（250 mm×

4.6 mm，5 μm）为色谱柱，以甲醇 -0.1％磷酸溶液（含

0.04％三乙胺）（1.5∶98.5，V/V）为流动相；检测波长为210 nm；

流速为1 mL/min；柱温为30℃；进样量为10 μL。

2.2.2 供试品溶液的制备 将用酸和碱溶液预处理过

的阳离子交换树脂装入交换柱（直径2 cm，柱高20 cm），

并经酸-碱-酸处理（用 1 mol/L稀盐酸缓慢流过树脂，用

量约为树脂体积的3倍，再用酸浸泡1 h后，用水冲洗至

洗脱液 pH为 5左右；随后用 1 mol/L氯化钠缓慢流过树

脂，用量与酸相同，再用碱浸泡 1 h后，用水洗至洗脱液

pH为 9左右；再以上述同样方法进行酸处理）后转型为

H+型。取“2.1.2”项下越婢加术汤50 mL，用1 mol/L稀盐

酸将越婢加术汤调节pH至1～2后，以每小时1.5倍柱体

积流过已转型的交换柱，并用水冲洗至洗脱液完全无

色，再用 2 mol/L氨水 100 mL以每小时 1.5倍柱体积洗

脱，收集氨水洗脱液，于 60 ℃水浴中蒸干，残渣用 2 mL

甲醇复溶，经 0.22 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，即得供

试品溶液。

2.2.3 混合对照品溶液 精密称取盐酸麻黄碱、盐酸伪

麻黄碱对照品，用甲醇溶解，制得盐酸麻黄碱、盐酸伪麻

黄碱质量浓度分别为0.048、0.051 mg/mL的混合对照品

溶液。

2.2.4 阴性对照溶液 按“2.1.2”项下方法制备缺麻黄

的阴性对照药液，再按“2.2.2”项下方法制备阴性对照

溶液。

2.2.5 系统适用性试验 取上述混合对照品溶液、供试

品溶液（编号S1）和阴性对照溶液，按“2.2.1”项下色谱条

件进样测定，记录色谱图。结果显示，盐酸麻黄碱和盐

酸伪麻黄碱与相邻色谱峰的分离度均大于 1.5，理论板

数按盐酸麻黄碱峰计均大于 3 000，阴性对照对两种成

分的测定无干扰。结果见图4。

2.2.6 线性关系考察 取“2.2.3”项下混合对照品溶液

适量，加甲醇释释并定容，制得盐酸麻黄碱质量浓度分

别为 0.98、2.4、4.8、12、24、48 μg/mL，盐酸伪麻黄碱质量

浓度分别为1.02、2.55、5.1、12.75、25.5、51 μg/mL的混合

系列对照品溶液。取上述系列溶液，按“2.2.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积。以各待测成分的质量浓度

（X，μg/mL）为横坐标、对应峰面积（Y）为纵坐标进行线

性回归。结果显示，盐酸麻黄碱的回归方程为Y＝2.0×

107X－1 959.1（r＝0.999 9），盐酸伪麻黄碱的回归方程为

Y＝1.0×107X－3 263.7（r＝0.999 2），表明盐酸麻黄碱、盐

酸伪麻黄碱在各自的质量浓度范围内与峰面积成良好

的线性关系。

2.2.7 精密度试验 取“2.2.3”项下混合对照品溶液，按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定 6次，记录峰面积。结果

显示，盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱峰面积的RSD分别为

1.37％、1.63％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.2.8 重复性试验 取“2.1.2”项下越婢加术汤（编号

S1），共 6份，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按标准曲

线法计算样品中两种成分的含量。结果显示，盐酸麻黄

碱、盐酸伪麻黄碱含量的 RSD 分别为 1.42％、1.79％

（n＝6），表明方法重复性良好。

2.2.9 稳定性试验 取“2.2.2”项下供试品溶液（编号

S1），分别于室温下放置0、2、4、8、12、24 h时按“2.2.1”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果显示，盐酸麻

黄碱、盐酸伪麻黄碱峰面积的 RSD 分别为 1.37％、

1.21％（n＝6），表明供试品于室温下放置 24 h内稳定性

良好。

2.2.10 加样回收率试验 取已知含量的样品（编号

S1），每份 1 mL，共 9份，每 3份各按已知含量的 0.5、1、2

倍加入单一对照品溶液（取盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱

对照品适量，加甲醇溶解并稀释，制得盐酸麻黄碱、盐酸

注：1.盐酸麻黄碱；2.盐酸伪麻黄碱

Note：1.ephedrine hydrochloride；2. pseudoephedrine hydrochloride

图4 盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱的混合对照品溶液、供

试品溶液和阴性对照溶液的HPLC图

Fig 4 HPLC chromatograms of mixed control，test

sample and negative control of ephedrine hy-

drochloride and pseudoephedrine hydrochlo-

ride
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伪麻黄碱质量浓度分别为0.048、0.051 mg/mL的单一对

照品溶液）适量，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再

按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算加

样回收率。结果显示，盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱的平

均加样回收率分别为 105.67％、104.15％，RSD 均小于

3％（n＝9），表明方法准确度良好。结果见表3。

表3 盐酸麻黄碱等成分的加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 3 Results of recovery tests of ephedrine hydro-

chloride and other components（n＝9）

待测成分
盐酸麻黄碱

盐酸伪麻黄碱

已知量，μg

12.56

12.56

12.56

12.56

12.56

12.56

12.56

12.56

12.56

9.71

9.71

9.71

9.71

9.71

9.71

9.71

9.71

9.71

加入量，μg

6.00

6.00

6.00

12.00

12.00

12.00

24.00

24.00

24.00

5.10

5.10

5.10

10.20

10.20

10.20

20.40

20.40

20.40

测得量，μg

19.03

19.05

19.03

24.88

24.67

25.35

38.85

37.14

37.78

15.08

15.08

15.09

20.15

20.37

20.24

30.33

30.57

31.71

加样回收率，％
107.83

108.17

107.83

102.67

100.92

106.58

109.54

102.42

105.08

105.29

105.29

105.49

102.35

104.51

103.24

101.08

102.25

107.84

平均加样回收率，％
105.67

104.15

RSD，％
2.88

2.02

2.2.11 样品含量测定 按“2.1.2”项下方法制备10批越

婢加术汤，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按标准曲

线法计算样品中两种成分的含量。每个样品平行测定3

次，结果见表4。

表4 10批越婢加术汤中盐酸麻黄碱等成分的含量测定

结果（n＝3，mg/mL）

Tab 4 Results of content determination of ephedrine

hydrochloride and other components in 10

batches of Yuebi jiazhu decoction（n＝3，mg/mL）

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

盐酸麻黄碱
0.012 6

0.013 6

0.014 3

0.009 6

0.008 1

0.010 6

0.012 9

0.010 0

0.011 4

0.010 5

盐酸伪麻黄碱
0.009 7

0.010 5

0.010 3

0.007 1

0.002 5

0.005 8

0.007 7

0.005 0

0.009 4

0.011 8

2.3 CA

以 10批越婢加术汤HPLC指纹图谱的 20个共有峰

峰面积为变量，以平方欧氏距离为测度，采用SPSS 26.0

软件进行CA。结果显示，当距离为 10时，10批样品可

聚为 3类，其中 S1聚为一类、S3聚为一类，其余聚为一

类。这表明10批样品质量存在一定差异，推测可能与饮

片的产地差异相关。结果见图5。

2.4 PCA

以 10批越婢加术汤HPLC指纹图谱的 20个共有峰

峰面积建立 10×20 矩阵，采用 SIMCA 13.0 软件进行

PCA。结果显示，S3位于得分图的最右侧，S1位于得分

图的右侧，S2、S4～S10位于得分图的中部，与上述 CA

结果基本一致。结果见图6。

2.5 PLS-DA

以 10批越婢加术汤HPLC指纹图谱的 20个共有峰

峰面积建立10×20矩阵，采用SIMCA 13.0软件进行PLS-

DA。由PLS-DA得分图可见，在 95％置信区间内，10批

样品聚成3类，其中S3位于得分图的左上侧，S1位于左

下侧，S2、S4～S10位于中部偏右，与上述CA、PCA结果

基本一致（图 7）。在 PLS-DA载荷图中，若数据点越偏

离原点，表示其对应变量权重越大[22]。结果显示，20个

共有峰中峰9、峰12、峰3、峰19的权重较大（图8）。

变量重要性投影（VIP）值越大，表明其对分类的贡

献越大，以VIP值＞1.0为标准[23]，采用SIMCA 13.0软件

筛选影响越婢加术汤质量的差异性成分。结果显示，有

图5 10批越婢加术汤的聚类分析树状图

Fig 5 Dendrogram of cluster analysis of 10 batches of

Yuebi jiazhu decoction
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图6 10批越婢加术汤的PCA得分图

Fig 6 PCA scoring plot of 10 batches of Yuebi jiazhu

decoction
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9个共有峰的 VIP 值＞1，VIP 值由大到小依次为峰 9＞

峰3＞峰12＞峰8＞峰19＞峰18（甘草酸铵）＞峰13＞峰

20＞峰11（甘草苷）。结果见图9。

3 讨论

3.1 色谱条件的确定

3.1.1 指纹图谱的色谱条件 本课题组前期分别对

Waters Atlantis T3（150 mm×4.6 mm，5 μm）、Waters XSelect

HSS T3（150 mm×4.6 mm，5 μm）、Hypersil BDS C18（250

mm×4.6 mm，5 μm）等3种不同类型的C18色谱柱进行了

考察，结果发现，采用封尾的Hypersil BDS C18时，所得色

谱峰峰形对称、分离度好且基线平稳，故选择指纹图谱

的色谱柱为 Hypersil BDS C18。同时，本课题组对甲

醇-0.1％甲酸溶液、乙腈-0.1％甲酸溶液、甲醇-0.1％磷酸

溶液以及乙腈-0.1％磷酸溶液（含0.04％三乙胺）等不同

流动相体系进行了比较，结果显示，前3种流动相体系所

得色谱峰峰形较差且信息较少，故选择乙腈-0.1％磷酸

溶液（含0.04％三乙胺）为流动相。此外，本课题组还比

较了不同检测波长（210、230、250、270、290 nm）下的色

谱图，结果显示，当检测波长为230 nm时，所得色谱峰数

量较多，能较全面、完整地反映越婢加术汤整方的化学

成分信息，虽然盐酸麻黄碱和盐酸伪麻黄碱在该波长条

件下均不出峰，暂未能指认这两种成分，但鉴于中药指

纹图谱的整体性，故选择检测波长为230 nm。

3.1.2 含量测定的色谱条件 本课题组前期分别对

Waters Atlantis T3（150 mm×4.6 mm，5 μm）、Waters XSelect

HSS T3（150 mm×4.6 mm，5 μm）、Hypersil BDS C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）等3种不同类型的C18色谱柱进行了考察，

结果发现，上述C18色谱柱所得盐酸麻黄碱和盐酸伪麻

黄碱的色谱峰峰形较差，通过参照2020年版《中国药典》

（一部）“麻黄”项下含量测定的色谱条件，本研究最终选

择了麻黄专用柱（Venusil XBP Polar-Phenyl）[18]。同时，

本课题组又对甲醇-0.1％磷酸溶液（含 0.04％三乙胺）、

甲醇-0.1％磷酸溶液（含0.1％三乙胺）以及甲醇-0.1％磷

酸溶液（含 0.2％三乙胺）等不同流动相体系进行了比

较，结果发现，以甲醇-0.1％磷酸溶液（含0.04％三乙胺）

为流动相时，所得色谱峰峰形较好。此外，本课题组还

比较了不同检测波长（205、207、210、213、215 nm）下的

色谱图，结果显示，当检测波长为210 nm时，柱效更高且

峰形更好。

3.2 供试品处理方法的确定

本课题组前期比较了越婢加术汤未经处理、甲醇溶

解未经超声处理以及甲醇超声处理等3种方法，结果发

现，以甲醇超声处理后所得样品色谱图的杂峰较少，有

利于共有峰及待测成分色谱峰的分析与辨认。含量测

定供试品处理方法主要包括有机溶剂萃取法、加酸超声

法和阳离子交换树脂法等[24－25]，本课题组前期参考上述

文献，结果发现，经阳离子交换树脂法纯化后盐酸麻黄

碱和盐酸伪麻黄碱能够完全分离，所得的色谱峰峰

形好。

3.3 测定结果的分析

由于盐酸麻黄碱和盐酸伪麻黄碱结构的特殊性，无

法与其他活性成分在同一波长下被检出，故为尽可能体

现更多成分，在指纹图谱中暂未指认上述两种成分。指

纹图谱结果显示，10批越婢加术汤的HPLC叠加指纹图

谱共有20个共有峰，其与对照指纹图谱的相似度均大于

0.92。经与混合对照品对比，指认峰 11为甘草苷，峰 18

为甘草酸铵。

由于越婢加术汤中活性成分较多，其君药麻黄中的

主要活性成分为盐酸麻黄碱和盐酸伪麻黄碱[6]，并鉴于

图7 10批越婢加术汤的PLS-DA得分图

Fig 7 PLS-DA scoring plot of 10 batches of Yuebi jiazhu

decoction
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图8 10批越婢加术汤中20个共有峰的PLS-DA载荷图

Fig 8 PLS-DA loading plot of 20 common peaks in 10

batches of Yuebi jiazhu decoction
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Fig 9 VIP values of 20 common peaks in 10 batches of

Yuebi jiazhu decoction

9 3 12 8 19 18 13 20 11 14 10 16 6 17 1 2 5 7 4 15

峰号

3

2

1

0

－1

－2

V
IP

值

··2729



China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 22 中国药房 2021年第32卷第22期

2020年版《中国药典》（一部）中“麻黄”项下含量测定的

指标成分为盐酸麻黄碱和盐酸伪麻黄碱[18]，故选择这两

种成分为含量测定的指标。含量测定结果显示，10批越

婢加术汤中盐酸麻黄碱和盐酸伪麻黄碱的含量分别为

0.008 1～0.014 3、0.002 5～0.011 8 mg/mL，其中 S4、S5

样品中上述成分的含量相对较低。由于仅有S4样品中

麻黄饮片的产地为河北，提示河北产麻黄饮片所含有效

成分的含量与其他产地样品存在较大差异；而 S5样品

中的各味饮片有与其他批次饮片相同的产地，由此推测

相同产地不同批次的麻黄饮片质量也存在差异。

3.4 化学模式识别结果的分析

CA、PCA、PLS-DA结果均显示，10批越婢加术汤可

聚为3类，S1、S3分别为一类，其余为一类。这表明不同

产地或相同产地不同批次饮片对越婢加术汤的质量均

有影响，其中S3与其余样品的差异较为明显，将其所含

饮片产地与其余批次进行比较后推测，新疆产甘草与其

余产地产甘草的质量存在差异（S3样品中的各味饮片有

与其他批次饮片相同的产地，仅甘草产地为新疆）。有9

个共有峰的VIP值＞1，分别为峰9、峰3、峰12、峰8、峰19、

峰 18（甘草酸铵）峰 13、峰 20、峰 11（甘草苷），其中峰 9、

峰 3、峰 12、峰 8对应成分的VIP值较高，经与各单味饮

片的色谱图比较后发现，上述4个色谱峰均来自麻黄，提

示麻黄可能是造成越婢加术汤质量差异的重要因素。

综上所述，本研究所建HPLC指纹图谱和含量测定

方法操作简便、准确，结合化学模式识别可用于越婢加

术汤的质量控制。峰9等9个成分为影响越婢加术汤质

量的差异性成分。
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