枣仁安神胶囊HPLC指纹图谱与化学模式识别分析
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摘要：目的 建立枣仁安神胶囊HPLC指纹图谱，通过化学模式识别的方法全面评价其内在质量。方法 采用高效液相色谱法（HPLC），确定了12个批次安神胶囊指纹图谱的15个共有峰，明确鉴定了其中3个共有峰的化学成分。采用指纹图谱相似度评价，结合主成分分析和聚类分析对不同生产厂家12批枣仁安神胶囊的质量进行评价。结果 12批枣仁安神胶囊样品图谱与对照图谱比较，不同厂家相似度差距较大，质量不稳定。主成分分析与聚类分析均可将不同生产厂家的枣仁安神胶囊很好的分为3类，且分类结果基本一致。结论 所建立的HPLC指纹图谱分析方法高效、稳定，结合化学模式识别研究可有助于枣仁安神胶囊的整体质量控制及质量评价。
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HPLC Fingerprint and Chemical Pattern Recognition of Zaorenanshen Capsules
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Abstract：Objective To develop a method to establish the fingerprint of traditional Chinese medicine Zaorenanshen capsules by HPLC, and access the quality of Zaorenanshen capsules by chemical pattern recognition techniques. Method HPLC method was used to established Zaorenanshen capsules standard fingerprint consisting of 16 common peaks and 3 compounds were identified. .The fingerprints of Zaorenanshen capsules of PLA were further analyzed by chemometric methods including similarity analysis(SA), hierarchical clustering analysis(HCA),principal component analysis(PCA). The intrinsic quality of 12 batches Zaorenanshen capsules was evaluated by above methods. Results Compare the exponent atlas and the contrast atlas of 12 slaps zaorenanshen capsules,their similarity are unstable,principal compinent analysis and cluster analysis both can divide these different manufacturers, Zaorenanshen capsules into three parts,and the two results are argeed.Conclusion  The developed method of chromatographic fingerprint in noval,simple,and reliable.The results indicate that the chemical pattern recognition is suitable for the analysis of fingerprint date,which can be applied as one measure for the quality evaluation of Zaorenanshen capsules. 
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枣仁安神胶囊为纯中药制剂，由酸枣仁、丹参、五味子组成，具有镇静、催眠作用，主要用于神经衰弱患者心、肝血虚证引起的失眠及头晕、健忘等[1-3]。采用高效液相色谱法（HPLC）法建立枣仁安神胶囊指纹图谱，并对指纹图谱进行分析，综合运用指纹图谱相似度评价、系统聚类和主成分分析等化学模式识别方法，建立枣仁安神胶囊的质量控制与评价体系，为全面控制枣仁安神胶囊的质量提供参考。

1仪器与试剂
1.1药品及试剂  12批枣仁安神胶囊，台州南峰制药有限公司（批号：131150），黑龙江济仁制药有限公司（批号：140410，140305，140506），解放军第202医院制剂室（批号：20101129，20110722，20140402，
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20130313）贵州同济堂（批号：140203，131202，100101，140101）；丹参酮ⅡA对照品，批号：110766-200518，五味子醇甲，批号：110857-201211，丹参素钠，批号：110855-201311；乙腈、甲醇（色谱纯），批号：同为20121208，天津市科密欧化学试剂有限公司；磷酸（分析纯），批号：20100726，天津市科密欧化学试剂有限公司。
1.2仪器  日本岛津LC-20AT 高效液相色谱仪（配二元泵、脱气装置、SPD-20A紫外检测器）、LCsolution工作站，日本岛津公司；Milli-Q 超纯水系统，法国Millipore 公司；KDC-40低速离心机，科大创新股
份公司中佳公司；KQ-400DB型数控超声清洗器，昆山市超声仪器有限公司；FA 2004A电子分析天平，上海垒固仪器有限公司。
2  方法与结果

2.1  色谱条件 迪马公司Diamonsil(钻石）C18色谱柱（250mm×4.6mm,5µm),以乙腈（A）-0.5%磷酸水溶液（B）为流动相。梯度洗脱程序：1～5min,90%～83%B；10～30min,83%～70%B；30～36,70%～58%B；36～44,58%～47%B；44～48,47%～46%B；48～57,46%～30%B；57～80,30%～0%B，柱温为30℃，流速1mL·min-1,检测波长为230nm,进样量10µL。

2.2  溶液制备

2.2.1  供试品溶液制备  取不同批次枣仁安神胶囊各2.5g，分别置于50mL容量瓶中，加入适量甲醇，超声提取30min,定容至刻度，然后3000r·min-1离心10min，取上清液浓缩至5mL,用0.45μm微孔滤膜过滤，供HPLC进样分析。

2.2.2  对照品溶液制备 分别精密称取对照品丹参酮ⅡA，五味子醇甲，制得浓度分别为0.23，0.27mg·mL-1的对照品混合溶液，用0.45μm微孔滤膜过滤，供HPLC进样分析。

2.3  方法学考察
2.3.1  精密度试验 取同一批（批号20101129）供试品溶液，连续进样5次，按2.1项下色谱条件进行检测，得指纹图谱，并以10号峰为参照峰，计算其他15个主要色谱峰的相对保留时间和相对峰面积的RSD。各共有峰的相对保留时间RSD＜2.5%，相对峰面积RSD＜3.0%。结果表明，该仪器的精密度良好，符合指纹图谱要求。

2.3.2  稳定性试验  取同一批（批号20110722）供试品溶液，分别在0，2，4，8，16，24h进样，按2.1项下色谱条件进行检测，得指纹图谱，并以10号峰为参照峰，计算其他16个主要色谱峰的相对保留时间和相对峰面积的RSD。各共有峰的相对保留时间RSD＜1.5%，相对峰面积RSD＜4.4%。实验结果表明，供试品溶液在24h内稳定。

2.3.3  重复性试验      取同一批次（批号20140402：）供试品份，按2.2.1项下的制备方法，分别制成供试品溶液，按2.1项下色谱条件进行检测，得指纹图谱，并以10号峰为参照峰，计算其他15个主要色谱峰的相对保留时间和相对峰面积的RSD。各共有峰的相对保留时间RSD＜0.9%，相对峰面积RSD＜4.8%。实验结果表明，分析方法重现性良好。

2.4  指纹图谱的构建和解析      取12批枣仁安神胶囊，按照2.1项下色谱条件测定并记录色谱图，确定枣仁安神胶囊中16个主要色谱峰为共有峰。应用国家药典委员会《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》软件（2004A）进行色谱峰的匹配，12批供试品的叠加图见图1。以批号为J20110722的供试品图谱为参照图谱，采用中位数法（时间窗为0.1）进行多点校正生成12批枣仁安神胶囊的对照指纹图谱，即枣仁安神胶囊指纹图谱的共有模式图，见图2，并计算不同批次枣仁安神胶囊之间的相似度。不同批次的样品与对照图谱比较相似度评价结果为0.562，0.791，0.775，0.763，0.904，0.916，0.795，0.844，0.731，0.728，0.785，0.588。解放军202医院制剂室各批次样品相似度评价结果为0.766，0.812，0.943，0.902；贵州同济堂各批次样品相似度评价结果为0.969，0.98，0.958，0.894；黑龙江省济仁制药有限公司各批次样品相似度评价结果为0.939，0.98，0.972。枣仁安神胶囊的质量存在明显差异，其主要原因可能是由于12批次的枣仁安神胶囊胶囊来自4个不同厂家，由于不同厂家的原料来源、生产工艺及环境不同，使得枣仁安神胶囊的相似度存在一定的差异，且来自同一厂家的样品的相似度较接近，明显高于总体相似度评价结果。表明了枣仁安神胶囊产品均一性较差，该方法能客观的反映出不同厂家不同批次枣仁安神胶囊的相对质量。
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图1  12批枣仁安神胶囊HPLC指纹图谱纵向叠加图

Figure1  Vertical overlap of HPLC fingerprint for 12 batches of Zaorenanshen capsules
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图2  12批枣仁安神胶囊HPLC指纹图谱共有模式图

Figure 2 Common pattern of HPLC fingerprints of Zaorenanshen capsules
2.5  主要色谱峰的鉴定 在2.1项相同条件下测定2种成分的混合对照品溶液，对照品色谱图经与共有模式图的保留时间对比，确定了枣仁安神胶囊样品中2个主要成分分别为1号峰丹参酮ⅡA，10号峰五味子醇甲。

2.6  化学模式识别分析
2.6.1  主成分分析  采用SIMCA-P11.5DEMO统计分析软件对来自4个不同厂家的12批枣仁安神胶囊样本进行主成分分析以观察不同生产厂家生产的样本分布的细微差别。以12批枣仁安神胶囊作为观察对象，以16个色谱峰的峰面积为变量，建立12×16的原始数据矩阵，经中值标度化后进行统计分析[4]。本实验相关系数的特征根与方差贡献率表见表1，表中显示前3个主成分的贡献率达到了88%，反映了前3个主成分能够体现枣仁安神胶囊的基本特征。分别取第一、第二、第三主成分建立坐标系，将多维多息的样本信息在损失少部分信息的前提下，将潜变量投影在三维空间上，以观察其样本分布。得到的12批样本的PCA得分图和载荷图，分别用来观察样本的分布状况和分析变量对样本分类所起的作用，详见图3及图4。

如图3所示，不同来源的样本三维得分图上都能够得到良好的区分，图中每一个点代表一个样本，从图中可以看出12批枣仁安神胶囊可大致分为3类。

如图4所示，图中每一个点代表一个色谱峰。各色谱峰对第一、第二及第三个主成分综合作用贡献，距离载荷图（0,0）点越远的变量，贡献程度越高，代表该峰对样本数据分布所起的作用越大。图5显示了各色谱峰对第一主成分的贡献，绝对值越大，贡献程度越高，对样本分类所起的作用越大。2、3、4、10、11、12、13、14、15及16峰等10个色谱峰因子绝对值较大，结合图3的三维主成分得分图分析，前9个峰在第一主成分中呈明显的正相负荷，表明其增加，第一主成分增大；16号色谱峰在第一主成分中有明显的逆相负荷，表明其增加，第一主成分减少。其他对第一主成分影响相对较小。批号G140101偏离其他批号样品分类（见图3），以各色谱峰对G140101的得分贡献柱形图分析，进一步得知批号G140101的偏离是由7号峰的影响所致。批号J20140402偏离其他批号样品分类（见图3），以各色谱峰对J20140402的得分贡献柱形图分析，进一步得知批号J20140402的偏离是由1、5、6号峰的影响所致，图5显示16号峰对样品的分类有很大的影响作用，经枣仁安神胶囊复方指纹图谱与空白进样图谱的比较分析得知16号峰为杂质峰。

表1  相关系数的特征根与方差贡献率

Tab1  Eigenvalues and contribution rates of correlation index
	主成分
	特征根
	方差贡献率/%
	累计贡献率/%

	1
	10.003
	62.517
	62.517

	2
	2.194
	13.710
	76.277

	3
	1.89
	11.812
	88.039
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图3  枣仁安神胶囊共有峰三维主成分分析得分图

Figure 3  3D Score plot of PCA of Zaorenanshen capsules
[image: image5.png]RERY

1288.51

a5.58

azee

021

10

0.0

1304

26.08

.13

s2.17

65.22

7828

.30




图4  枣仁安神胶囊共有峰三维主成分分析载荷图

Figure 4  3D Loading diagram of PCA of Zaorenanshen capsules
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图5  各色谱峰对第一主成分贡献折线图

Figure 5  Contribution of different chromatography peaks to first principal component
2.6.2 聚类分析      聚类分析[5]是按“物以类聚”的原则，探索性的将研究对象分为相对同质的群组的统计分析技术，是将特征相近的观测单位或变量进行分类处理的基本方法，是一种现今数据挖掘常用的方法之一。

本研究以12批样品的16个共有色谱峰的峰面积为变量，运用SPSS16.0统计分析软件系统聚类方法，选用组间平均连锁法（between-groups linkage),利用欧几里得距离(Euclidean distance)作为样品的测度，对12批样品进行聚类分析，聚类结果见图6. 结果显示，当阈值为20时，12批样品被分为2类，G组样品为一组，其他为另一组；当阈值为10～15时，12批样品被分为3类，与二维得分图比较，G140101相对偏离G组的3个样本，与聚类分析中G140101最后一个聚于G组的结果一致；当阈值为5～10时，12批样品被分为4类，与二维得分图比较，J20140402相对偏离J组的3个样本，与聚类分析中J20140402最后一个聚于J组的结果一致。分类结果的差异性，由于阈值即反映变量差异大小，选用不同阈值反映了对指标的不同考察尺度，即不同标尺所聚类别不同。
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图6  不同批次枣仁安神胶囊聚类分析

Figure 6  HCA of different batches of Zaorenanshen capsules 
3  讨论
本研究对12批枣仁安神胶囊进行了HPLC指纹图谱构建和解析，标定了16个共有峰，计算了中位数相似度，并经与对照品谱图比对明确了3个主要成分。对12批制剂样品进行了主成分分析和系统聚类分析，主成分分析结果是把12批制剂样品分为3类，与样品来源基本一致，聚类分析将12批制剂样品分为2类或3类，与上述结果基本相同，其中的细微差别可能是由于分析方法原理不同所致。所以仅以单一相似度并不能完全对制剂质量做出评价。对12批本实验对枣仁安神胶囊的HPLC指纹图谱进行了多方面的比较考察，发现样品主要受2、3、4、10、11、12、13、14、15号峰所代表成分影响，且来自同一厂家的样品基本可以归为一类，不同厂家的样品还存在较大的差异，均一性较差，需进一步的改善以达到统一的标准。
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