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芪葛颗粒HPLC指纹图谱的研究

柯雪红，罗艳，李东晓，
黄可儿
（广州中医药大学第一附属医院，广东 广州 510405）
摘要：目的  建立芪葛颗粒（黄芪、葛根、陈皮）的 HPLC 指纹图谱，为芪葛颗粒的质量评价提供方法。方法  样品经50 %甲醇提取后，采用RP-HPLC法，色谱柱为Hypersil ODS2 C18柱（250 mm×4.6 mm，5 μm)，以0.1 %柠檬酸水溶液-甲醇为流动相，梯度洗脱，流速1.0 mL·min-1，检测波长250 nm，柱温30 ℃。采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统( 2004 A版) ，对10批不同批次的芪葛颗粒化学成分指纹图谱进行相似度计算，并且通过与对照品比较对主要共有峰进行指认。结果  芪葛颗粒HPLC-DAD指纹图谱中标定了22个共有峰，各峰分离度良好，18个共有峰可归属到各药材，其中12，18，20号峰来源于黄芪，1，2，3，5，7，8，9，13，14，16，17，19，20号峰来源葛根，15，21，22号峰来源于陈皮。并指认了12个色谱峰，3号峰为3＇-羟基葛根素、5号峰为葛根素、9号峰为大豆苷、12号峰为毛蕊异黄酮葡萄糖苷、13号峰为染料木苷、15号峰为橙皮苷、17号峰为大豆苷元、18号峰为毛蕊异黄酮、19号峰为染料木素、20号峰为芒柄花素、21号峰为川陈皮素、22号峰为桔皮素。结论  该方法具有良好的精密度、重复性、稳定性，各共有峰间分离度高，可用于芪葛颗粒的质量综合评价。
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HPLC fingerprint of Qige Granules

KE Xue-hong，LI Dong-xiao，LUO Yan，HUANG Ke-er* ( The Fist Hospitol Affiliated to Guangzhou University of TCM  Guangzhou  China  510405 )
Abstract: Objective  To establish an HPLC method for fingerprint analysis of  Qige Granules for its quality control. Methods  Sample was extracted with 50% methanol，The chromatographic behaviors were obtained by Hypersil ODS2 C18 column (250  mm  ×  4.6 mm, 5 μm) with gradient elution  using 0.1% citric acid and methanol as the mobile phase. The column temperature was set at 30℃ and the flow rate was 1.0 mL/min. The detection wavelength was set at 250 nm. The common mode of HPLC fingerprint for 10 batches of Qige Granules was established with Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint of Traditional Chinese Medicine (2004A edition) and the common  peaks were identified  by  reference  compounds. Results   Fingerprints of 10 batches of Qige Granules were established and the similarities to the common mode were above 0.95. Totally 22 common peaks were found, and18 belonged to herbs. 3 mutual peaks (peak 12、18、20) were from Astragalus membranaceus, 13 mutual peaks(peak 1、2、3、5、7、8、9、13、14、16、17、19、20）were from Pueraria lobata, and 3 mutual peaks(peak 15、21、22) were from Citrus reticulata Blanco . Based on the retention time of reference substances, 12 constituents including 3'-hydroxy Puerarin (peak3 ), Puerarin (peak 5), Daidzin (peak 9), Calycosin-7-O-beta-D-glucoside (peak 12), Genistin 7-O-β-D-glucoside (peak 13), Hesperidin (peak15 ), Daidzein (peak17 ), Calycosin (peak 18), Genistein (peak 19), Formononetin (peak 20), Tangeretin (peak21 ), and Nobiletin (peak 22)were identified. Conclusion   This method is specific and reliable, which will be conducive to the quality control of Qige Granules. 
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乙醇（酒精）引起的胃粘膜损伤性疾病是临床上常见的多发性、难治疾病，包括胃溃疡、胃炎、胃粘膜应激性损伤等。中医在治疗及预防胃黏膜损伤性疾病主要以具有健脾益气、疏肝理气、温阳活血作用的中药复方为主。芪葛颗粒处方为临床经验方，源于黄芪葛根汤，黄芪-葛根为临床常用对药[1-2],本研究芪葛颗粒由黄芪、葛根、陈皮药材组成，具有养胃健脾，益气生肌，解酒毒的功效，可用于胃黏膜损伤、脾胃虚弱等疾病的预防治疗以及酒前酒后的保健作用[3]。但该方药效物质基础及质量控制的研究尚未见报道。黄芪、葛根、陈皮所含化学成分组成复杂，个别成分的定性定量分析难以全面反映芪葛颗粒中所含化学成分的种类与数量。指纹图谱可以全面地反映药物所含化学成分的种类和数量，可提高对中药复方质量控制[4-7]。为更有效地控制制剂质量，确保其临床用药的安全、有效，本实验采用HPLC-DAD法建立芪葛颗粒指纹图谱，应用对照品对其主要特征峰进行化学指认，并对复方化学成分指纹图谱色谱峰的归属进行了研究。
1 材料
1.1 仪器  2695高效液相色谱仪、2996二极管阵列检测器、Empower2色谱工作站，美国Waters公司；XS105 DualRange电子分析天平，瑞士mettler toledo公司； SK3300LH超声波清洗器，上海科导超声仪有限公司；Hypersil ODS2 C18柱，大连依利特公司。
1.2 药物及试剂  黄芪（康美药业股份有限公司，批号：140310581）；葛根（北京同仁堂安徽（亳州）饮片有限责任公司，批号：401002456P）；陈皮（广东紫和堂大药房有限公司，批号：20141001）。三种饮片经广州中医药大学袁小红教授鉴定，黄芪为豆科植物蒙古黄芪Astragalus membranaceus（Fisch）Hunge的干燥根，葛根为豆科植物野葛pueraria lobata (wild) ohwi的干燥根，陈皮为芸香科植物橘Citrus reticulata Blanco的干燥成熟果皮，均符合《中华人民共和国药典》 (2010 版一部) 的有关规定。
    葛根素对照品（批号：110752-201313）、大豆苷（批号：111738-201302）、毛蕊异黄酮葡萄糖苷（批号：111920-201304）、染料木苷（批号：11709-200501）、橙皮苷（批号：110721-200613）、大豆苷元（批号：111502-200402）、染料木素（批号：11709-200501）、芒柄花素（批号：111703-200603），中国食品药品检定研究院；
桔皮素（批号：C3D-15121411）、3＇-羟基葛根素（批号：C3D-1514110）、川陈皮素（批号：C3D-15131411），加拿大Cato公司；毛蕊异黄酮美国Sigma公司，批号：B9938）；西咪替丁片（
英国葛兰素史克有限公司，批号：13070158；芪葛颗粒（院内制剂）；乙睛、甲醇均为色谱纯（德国Merck公司），其余试剂均为分析纯，水为超纯水。
2 方法与结果

2.1 色谱条件  色谱柱：依利特Hypersil ODS2 C18柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：0.1 %柠檬酸水溶液（A）-甲醇（B），梯度洗脱（0～20 min，10 %～25 % B；20～45 min，25 %～35 % B；45～50 min，35 %～37 % B；50～-55 min，37 % B；55～60 min，37 %～45 % B；60～65 min，45 %～50 % B；65～70 min，50 %～60 % B；70～75 min，60 %～70 % B；75～80 min，70 %～80 % B；80～85 min，80 %～90 % B）；流速1.0 mL•min-1；检测波长250 nm；柱温30 ℃，记录时间为85 min，进样量20 μL。

2.2 混合对照品溶液的制备
 12 种对照品分别用甲醇溶解配制成储备液，精密吸取各对照品适量，配制成浓度分别为3＇-羟基葛根素0.129 mg•mL-1、葛根素0.693 mg•mL-1、大豆苷11.35 µg•mL-1、毛蕊异黄酮葡萄糖苷22.80 µg•mL-1、染料木苷56.25 µg•mL-1、橙皮苷57 µg•mL-1、大豆苷元10.45 µg•mL-1、毛蕊异黄酮8.35 µg•mL-1、染料木素5.25 µg•mL-1、芒柄花素5.72 µg•mL-1、川陈皮素7.90 µg•mL-1、桔皮素4.10 µg•mL-1的混合对照品溶液。
2.3 供试品溶液的制备
 取芪葛颗粒样品1.0 g，精密称定，置于10 mL 量瓶中，加50 %甲醇适量，超声处理30 min，放冷，50 %甲醇定容至刻度，摇匀，0.22 µm微孔滤膜过滤，取续滤液，即得。

2.4 单味药及缺各单味药材复方阴性供试品溶液的制备
称取黄芪、葛根、陈皮及缺各单味药材复方阴性药材，按照各味药的处方配比与处方工艺提取制备，并依照2.3项下方法制备单味药供试品溶液。

2.5 方法学考察

2.5.1 精密度试验  取批号为16010909的芪葛颗粒，按2.3项下方法制备供试品溶液，按2.1项下的色谱条件连续进样6 次，记录色谱图，以大豆苷为参照峰，计算各共有峰相对保留时间及相对峰面积，结果各峰相对保留时间的RSD均小于0. 1 %；相对峰面积的RSD均小于2.0 %；采用国家药典委员会中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A 版）处理，结果相似度均大于0.99，表明仪器精密度良好。

2.5.2 重复性试验
  取批号为16010909的芪葛颗粒，按2.3项下方法分别制备供试品溶液6份，按2.1项下的色谱条件进样，记录色谱图，以大豆苷为参照峰，计算各共有峰相对保留时间及相对峰面积，结果各峰相对保留时间的RSD均小于0. 5 %；相对峰面积的RSD均小于3.5 %；采用国家药典委员会中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A 版）处理，结果相似度均大于0.99，说明方法重复性较好。

2.5.3 稳定性试验
取批号为16010909的芪葛颗粒，按2.3项下方法制备供试品溶液，按2.1项下的色谱条件分别在0，2，4，8，12，24 h依次进样测定，记录色谱图，以大豆苷为参照峰，计算各共有峰相对保留时间及相对峰面积，结果各峰相对保留时间的RSD均＜0. 5 %；相对峰面积的RSD均＜3.0 %；采用国家药典委员会中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A 版）处理，结果相似度均大于0.99，表明供试品溶液在24 h内保持稳定。

2.6 指纹图谱的建立及特征峰的标定 

2.6.1 10批芪葛颗粒HPLC指纹图谱的建立及相似度评价  取10批芪葛颗粒，依照2.3项下方法分别制备10批芪葛颗粒样品溶液，依据2.1项下色谱条件分别进样，记录色谱图。采用国家药典委员会中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A 版）对10批样品数据进行分析，采用多点校正后进行自动匹配，10批样品均数为共有模式，并计算相似度，各批之间相似度均在0.95以上。结果见图1、图2和表1。[image: image1.jpg]




图1 芪葛颗粒HPLC对照指纹图谱

Figure 1  HPLC reference fingerprint of Qige Granules
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图2  10批芪葛颗粒样品的HPLC指纹图谱
Figure 2 HPLC fingerprint for 10 batches of Qige Granules

表1 10批芪葛颗粒的相似度
Table 1 Similarity of common peaks for 10 batches of Qige Granules
	
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S9
	S10
	对照

	S1
	1.000 
	0.989 
	0.992 
	0.996 
	0.988 
	0.979 
	0.968 
	0.972 
	0.970 
	1.000 
	0.997 

	S2
	0.989 
	1.000 
	1.000 
	0.999 
	0.999 
	0.999 
	0.999 
	0.972 
	0.970 
	1.000 
	0.992 

	S3
	0.992 
	1.000 
	1.000 
	0.999 
	0.999 
	0.999 
	0.999 
	0.972 
	0.971 
	1.000 
	0.989 

	S4
	0.996 
	0.999 
	0.999 
	1.000 
	0.965 
	1.000 
	1.000 
	0.973 
	0.971 
	0.999 
	0.993 

	S5
	0.988 
	0.999 
	0.999 
	0.965 
	1.000 
	0.987 
	1.000 
	0.973 
	0.971 
	0.999 
	0.998 

	S6
	0.979 
	0.999 
	0.999 
	1.000 
	0.987 
	1.000 
	0.955 
	0.972 
	0.971 
	0.999 
	0.997 

	S7
	0.968 
	0.999 
	0.999 
	1.000 
	1.000 
	0.955 
	1.000 
	0.972 
	0.971 
	0.999 
	0.990 

	S8
	0.972 
	0.972 
	0.972 
	0.973 
	0.973 
	0.972 
	0.972 
	1.000 
	0.978 
	0.970 
	0.974 

	S9
	0.970 
	0.970 
	0.971 
	0.971 
	0.971 
	0.971 
	0.971 
	0.978 
	0.976 
	0.969 
	0.972 

	S10
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	0.999 
	0.999 
	0.999 
	0.999 
	0.970 
	0.969 
	1.000 
	0.999 

	对照
	0.997 
	0.992 
	0.989 
	0.993 
	0.998 
	0.997 
	0.999 
	0.974 
	0.972 
	0.999 
	1.000 


2.6.2 特征峰的确定及主要色谱峰的指认  通过比较10批芪葛颗粒的色谱图，共标定22个共有特征色谱峰，22个共有特征色谱峰的面积占总面积大于90 %。通过与对照品比对，分别指认了12个色谱峰，其中3号峰为3＇-羟基葛根素、5号峰为葛根素、9号峰为大豆苷、12号峰为毛蕊异黄酮葡萄糖苷、13号峰为染料木苷、15号峰为橙皮苷、17号峰为大豆苷元、18号峰为毛蕊异黄酮、19号峰为染料木素、20号峰为芒柄花素、21号峰为川陈皮素、22号峰为桔皮素，见图2。保留时间分别为14.03，23.59，28.14，34.94，36.32，49.16，60.53，64.93，67.40，74.29，77.88，80.65 min。在色谱图中9号峰是大豆苷，其保留时间在28 min左右，该峰为共有峰、峰强度较高、分离度理想，因此以该峰作为参照峰。结果见图3。
[image: image4.png]



3.3'-羟基葛根素；5.葛根素；9.大豆苷；12.毛蕊异黄酮葡萄糖苷；13.染料木苷；15.橙皮苷；17.大豆苷元；18.毛蕊异黄酮；19.染料木素；20.芒柄花素；21.桔皮素；22.川陈皮素
图3 芪葛颗粒（A）与混合对照品（B）的图谱
3.3'-hydroxy Puerarin ; 5.Puerarin ;9 Daidzin; 12.Calycosin-7-O-beta-D-glucoside;13.Genistin 7-O-β-D-glucoside; 15.Hesperidin ;17.Daidzein ; 18.Calycosin; 19.Genistein ;20.Formononetin; 21.Tangeretin ; 22.Nobiletin 
Figure 3 HPLC chromatograms of Qige Granules ( A) and mixed reference substances ( B)


2.6.3 共有峰药材归属  分别吸取各单味药材、复方及缺各单味药材复方阴性的供试品溶液，注入液相色谱仪，得到复方、药材、复方阴性供试品的指纹图

谱。通过保留时间及光谱信息对比，对指纹图谱中的部分共有峰进行了归属，18个共有峰归属到各药材，其中12，18，20号峰来源于黄芪(图4)，1，2，3，5，7，8，9，13，14，16，17，19，20号峰来源葛根（图5），15，21，22号峰来源于陈皮(图6)。
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图4 芪葛颗粒与黄芪药材 HPLC色谱图

Figure4   HPLC chromatograms of Qige Granules and Astragalus membranaceus（Fisch）Hunge.
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图5 芪葛颗粒与葛根药材 HPLC色谱图

Figure 5 HPLC chromatograms of Qige Granules and pueraria lobata (wild) ohwi

[image: image7.png]020

010 Ev:2
000 PRE A

000 S00  fom0 1500 2000 2500 G0m 3600 40b0 4500 000 5500 6000 eso0 7000 7500 G000 G5
L




图6 芪葛颗粒与陈皮药材 HPLC色谱图

Figure 6   HPLC chromatograms of Qige Granules and Citrus reticulata Blanco

3 讨论 

3.1 色谱条件的选择  本研究对流动相系统及检测波长进行筛选。结果0.1 %柠檬酸水溶液+甲醇紫外吸收较弱，对样品中各成分的吸收值影响较小，分离度理想，特征峰明显，最终确定0.1 %柠檬酸水溶液+甲醇梯度洗脱。采用二级阵列管检测器进行全波长扫描，芪葛颗粒大部分成分在250 nm附近有较大吸收，因此选择250 nm作为指纹图谱检测波长。

3.2提取溶剂的筛选  供试品溶液的制备主要对提取溶剂甲醇浓度（25 %，50 %，75 %，100 %）进行筛选。结果采用50 %甲醇提取得到的色谱峰数目及分离度较优，色谱图基线平稳，故选50 %甲醇作为提取溶剂。

3.3 共有峰的归属  比较复方与组方药材的色谱图发现，组方药材对共有峰的贡献为黄芪 (12，18，20) 、葛根 (1，2，3，5，7，8，9，13，14，16，17，19，20) 、陈皮 ( 15，21，22) 。结果显示黄芪和葛根的大部分色谱峰都能与复方对应，有良好的相关性，但陈皮的45分钟前色谱峰在复方中没有体现，可能是由于复方在煎煮过程中，成分之间相互发生作用，某些成分转化或损失而导致。有些成分无法归属，可能是在生产过程中由其他物质转化生成，例如4号峰，单味药材中并不存在，可能是在制剂制备过程中3种药材共煎而产生的。 综上所述，复方与组方药材的成分存在差异，两者之间并非简单的加和关系。本实验对复方成分的来源归属作了初步研究，为阐明芪葛颗粒的药效物质基础提供了实验依据。对于复方各成分的结构确定，还需结合 UPLC-Q-TOF-MS /MS 等手段进行深入研究。

本实验建立芪葛颗粒HPLC指纹图谱，共标定22个共有峰，并指认了其中12个色谱峰。采用相似度方法分析对不同批次芪葛颗粒指纹图谱进行评价。该方法稳定、可靠，精密度、重复性好，较全面反映了芪葛颗粒整体特征信息，为制剂质量评价提供了依据。 
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