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生姜泻心汤高效液相色谱指纹图谱的建立
章从恩!!王焕君!于小红!张学强!李!月!赵奎君!马致洁?"首都医科大学附属北京友谊医院中药剂科!
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摘!要!目的!建立生姜泻心汤高效液相色谱指纹图谱分析方法"为生姜泻心汤的质量控制和临床应用提供参考# 方法!收集生
姜泻心汤组方药味的不同批次饮片"按药材产地和批号排列组合制备得到 $# 批生姜泻心汤)采用高效液相色谱法对生姜泻心汤
水煎液进行分析"并进行指纹图谱分析方法学考察)采用’中药色谱指纹图谱相似度评价系统$"##@ D版%(进行指纹图谱的分
析"并通过主要化学成分对照品进行共有峰的指认# 结果!指纹图谱方法学研究结果显示"精密度&重复性及稳定性考察结果中"
参照峰保留时间的 *+,均k"f"参照峰面积的 *+,均kUf)共标定出 @$ 个具有较好分离度的共有峰"通过对照品指认了其
中 C5姜辣素&绿原酸等 =个共有峰)$#批生姜泻心汤相似度l#I==# 结论!本研究建立的指纹图谱方法具有良好的精密度&重复性
和稳定性"可为生姜泻心汤的质量控制&药理学研究等提供依据#
关键词!生姜泻心汤) 高效液相色谱) 指纹图谱分析) 共有峰
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!主管药师% 研究方向"中药消化药理毒理% &5L(,)" gM6%"#\
MML*;6/*;M.

? 通信作者"副主任药师% 研究方向"中药消化药理毒理% &5
L(,)" $B%$$C@>#=$\$CB;M-L

!!生姜泻心汤是临床常用的经典方剂&出自-伤寒论.第 $U>
条’伤寒汗出解之后&胃中不和&心下痞鞕&干噫食臭&胁下有
水气&腹中雷鸣下利者&生姜泻心汤主之( +$, % 生姜泻心汤由
半夏泻心汤减干姜二两&加生姜四两而成&其原方组成为生姜
#四两$*半夏#半升$*人参#三两$*黄芩#三两$*甘草#三两&
炙$*黄连#一两$*干姜#一两$和大枣#十二枚&劈$&共 %味药
材% 方中重用生姜&取其和胃降逆*宣散水气而消痞满)配合

黄连*黄芩*半夏和干姜辛开苦降*散结消痞)人参*大枣等补
益脾胃)故能治水热互结于中焦*脾胃升降失常所致的痞
证+"5@, % 目前&生姜泻心汤在临床上的应用非常广泛&主要被
用于治疗肠胃炎+U5C, *消化不良+>5%, *呕吐+=5$#, *结直肠癌+$$,和
泄泻#腹泻$ +$"5$@,等症&其治疗消化系统疾病的疗效确切+C&$U, %
目前对于生姜泻心汤的研究主要集中在临床应用及药理药效
方面&对于其质量控制方法尤其是色谱指纹图谱方法未见报
道&亟待建立完善的生姜泻心汤质量控制方法&为其临床应用
及药理药效研究提供参考% 本研究通过高效液相色谱法#7,47
8632-3L(.M6),c*,/ M73-L(+-43(870&_RT9$建立生姜泻心汤的色
谱指纹图谱&为生姜泻心汤的质量控制提供科学参考%
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EF材料
EGEF仪器

液相色谱串联离子阱飞行时间质谱#T95HO5OGX5PQ$&自
动进样器&柱温箱&Z:检测器#日本岛津公司$)T95PQ 1-)*+,-.
工作站)U@"@A小型台式高速冷冻离心机#德国 &886./-32$)
jQ"#U型电子分析天平 #梅特勒5托利多仪器有限公司$)
H.63+1,)GFQ5QR9$% 色谱柱#@IC LLs"U# LL&U (L$ #日本岛
津公司$)[hB"##&型超声波清洗器#昆山市超声仪器有限公
司$)A&5U" D型旋转蒸发仪#上海亚荣生化仪器厂$)循环水
真空泵#上海知信实验仪器技术有限公司$)移液器 #德国
&886./-32公司$%
EGHF药材

实验所用药材法半夏*炙甘草*黄芩*干姜*黄连和大枣购

于首都医科大学附属北京友谊医院中药剂科&人参购于盛实
百草药业有限公司&生#鲜$姜购于北京人卫中药饮片厂% 经
首都医科大学附属北京友谊医院赵奎君教授鉴定&法半夏为
天南星科植物半夏!2%<==21 $<?%1$<#O7*.N;$ b36,+;的干燥块茎
的炮制加工品)炙甘草为豆科植物甘草 H=D6D??;2I1 9?1=<%#2#
X,1M7;的干燥根和根茎的炮制品)黄芩为唇形科植物黄芩
+69$<==1?21 E1261=<%#2#S6-34,的干燥根炮制品)生姜为姜科植物
姜J2%42E<?5AA262%1=<A-1M;的新鲜根茎炮制品)干姜为姜科植
物姜 J2%42E<?5AA262%1=<A-1M;的干燥根茎炮制品)黄连为毛茛
科植物云连 B5C$2#$<<$1 a());的干燥根茎炮制品)人参为五加
科植物人参 !1%1"42%#<%4 9;D;P60的干燥根和根茎炮制
品)大枣为鼠李科植物枣 J2I2C;9#K9K9E1 P,));的干燥成熟果
实% 各药材具体来源和批号见表 $%

表 EFU味药材的产地和批号
1$REFD%+2+)$%"$#$)7R$6&’)0,R"%#(-U :+)7#(-6%$7+6+()$5?’+)"#","7+&+)"

药材 编号 产地 批号 编号 产地 批号 编号 产地 批号
生姜 D$ 四川 $%$##%#B D" 河南 $%$##@#" DB 山东 $%#="C#"
人参 b$ 吉林 $%#U$$#" b" 吉林 $>#%$"#@ bB 吉林 $>#@#>#B
法半夏 9$ 甘肃 $%#@#U#$ 9" 山东 $>#=$"#B 9B 甘肃 $%#%#>#B
黄芩 F$ 山西 $%#U#%#$ F" 陕西 $>#C"$#$ FB 河南 $C$"#>#$
炙甘草 &$ 内蒙古 $%#C"B#B &" 宁夏 $>#%#>#" &B 宁夏 $%$#$"#"
干姜 X$ 河南 $%#%#=#@ X" 山东 $%#C$$#" XB 河南 $%$##=#$
黄连 S$ 四川 $%#U$##C S" 陕西 $%#B$##" SB 重庆 $>#>"B#B
大枣 _$ 山西 $%#%#B#@ _" 河南 $%#=$@#$ _B 河北 $%$##>#"

EGIF药品与试剂
对照品"绿原酸#批号为 $@#>B#&含量"=%f&成都克洛玛

生物科技有限公司$)甘草苷#批号为 $$$C$#5"#$C#>&含量以
=BI$f计&中国食品药品检定研究院$)姜黄素#批号为 #%"B5
=%#"&中国食品药品检定研究院$)C5姜辣素#批号为 $$$%BB5
"#$%#C&含量"==I=f&中国食品药品检定研究院$)黄芩素#批
号为 @=$5C>5%&含量"=%f&中国药品生物制品检验所$)汉黄
芩素#批号为 $UB5$%5@&含量"=%f&中国药品生物制品检验
所$)黄芩苷#批号为 $$#>$U5"#$#$C&含量以 =@I#f计&中国药
品生物制品检验所$)盐酸小檗碱#批号为 $$#>$B5"#$%$@&含
量" %CI>f&中国食品药品检定研究院$)黄连碱 #批号为
b"#UC#&含量"=%f&上海源叶生物科技有限公司$% 水为屈臣
氏蒸馏水)甲醇*甲酸为色谱纯#X,1763QM,6.+,2,M公司$%

HF方法
HGEF色谱条件

色谱柱为 H.63+1,)GFQ5QR9$% 色谱柱#@IC LLs"U# LL&
U (L$&流动相为 #I$f甲酸水溶液#D$5#I$f甲酸甲醇溶液
#b$&按照表 " 进行梯度洗脱% 流速为 #I% L)JL,.&检测波长
为 "U@ .L&柱温为 @# t&进样量为 $# ()%
HGHF供试品溶液的制备

参照-伤寒论.第 $U> 条生姜泻心汤药味组成及配比&经
过改进后制备生姜泻心汤水提液% 准确称取生姜 $" 4&人参
= 4&黄芩 = 4&炙甘草 = 4&法半夏 = 4&干姜 B 4&黄连 B 4&大枣
= 4&置于圆底烧瓶中&加 % 倍量水充分浸润&放置浸泡用 B 层
纱布过滤&滤渣加 C 倍量水微沸回流提取 "# L,.&过滤&合并
"次的滤液&浓缩至 U# L)&得生药质量浓度为 $I"C 4JL)&@ t
冷藏备用% 取生姜泻心汤药液&加适量超纯水稀释至
#I$ 4JL)&涡旋 $ L,.&@ t下以 $" ### 3JL,.离心 $# L,.&取上

!!!! 表 HF梯度洗脱程序
1$RHF4%$7+")6"506+()K%(&"70%"#

时间JL,. 流动相比例Jf
D b

# =U U
B =U U
% %# "#
$B CU BU
"C @B U>
@B B% C"
U% "% >"
CB $U %U
CC U =U
>C U =U
%# =U U

清液&以 #I"" (L微孔滤膜过滤&得供试品溶液% 参考文献&
将处方中的 %种药材按不同产地和批号进行排列组合&投药制
备得到 $# 批生姜泻心汤+$C5$>, % 排列组合结果见表 B)具体药
材来源组成见表 $% $# 批生姜泻心汤#Q$/Q$#$分别按照上
述方法制备供试品溶液%

表 IFEX批生姜泻心汤药材来源批号随机分组表
1$RIF!$)7(,#(0%&"6$R5"(-EX R$6&’"#(-

>’")2b+$)2 c+"W+)7"&(&6+()
批次 生姜 人参 法半夏 黄芩 炙甘草 干姜 黄连 大枣
Q$ D" bB 9B FB &" XB SB _B
Q" D$ bB 9$ F$ &B XB S$ _"
QB DB b" 9$ F" &B X" S" _B
Q@ DB bB 9" F" &$ XB S" _$
QU D$ bB 9B F$ &$ X" S$ _"
QC D" b$ 9$ F" &B XB SB _$
Q> D$ b" 9B F" &B X$ SB _B
Q% D$ b$ 9$ F$ &" X" S$ _B
Q= DB bB 9" F$ &$ XB S$ _B
Q$# D" b$ 9$ FB &B X$ SB _"
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HGIF对照品溶液的制备
取各对照品适量&精密称定&加甲醇配制成对照品溶液

#绿原酸 $## (4JL)&甘草苷 ># (4JL)&黄连碱 $## (4JL)&盐酸
小檗碱 "U (4JL)&黄芩苷 "## (4JL)&黄芩素 "U (4JL)&汉黄芩
素 =# (4JL)& C5姜辣素 B# (4JL)&姜黄素 B# (4JL)$&以
#I"" (L微孔滤膜过滤&@ t冷藏备用%
HGMF方法学考察
"I@I$!精密度试验"取同一供试品溶液#Q$$&按’"I$(项下色
谱条件连续进样 C次&记录图谱%
"I@I"!重复性试验"按’"I"(项下供试品溶液制备方法&平行
制备 Q$生姜泻心汤供试品溶液 C份#Q$5$/Q$5C$&按’"I$(项
下色谱条件进样分析&记录图谱%
"I@IB!稳定性试验"将供试品溶液 Q$ 分别在 #*"*@*%*$" 和
"@ 7按’"I$(项下色谱条件进样分析&记录色谱图%
HGNF指纹图谱的建立及相似度评价

将混合对照品溶液按照’"I$(项下的色谱条件进行测定&
记录色谱图% 取 $# 批生姜泻心汤#Q$/Q$#$按照’"I$(项下
的方法进行测定&记录色谱图% 按照-中药色谱指纹图谱.要
求&将 $#批生姜泻心汤供试品溶液的图谱导入’中药色谱指
纹图谱相似度评价系统#"##@ D版$(进行分析&对峰面积较
大*分离度较好的色谱峰进行标定%

IF结果
IGEF方法学考察结果
BI$I$!参照峰的选择"在生姜泻心汤的指纹图谱中&选择峰
面积较大而且稳定*分离度较好的 U 个峰#$ 号*C 号*$% 号*
">号和 B$号峰$作为指纹图谱方法学考察的参照峰&且上述
峰分布在指纹图谱的整个时间段内% 在以下的方法学考察
研究中&均以各供试品溶液色谱图中的 $ 号*C 号*$% 号*">
号和 B$号色谱峰为参照峰&计算其保留时间的 *+,和峰面
积的*+,%
BI$I"!精密度考察结果"记录 C次进样的色谱图&将数据导入
指纹图谱相似度评价软件进行处理&进行色谱峰匹配&C 次进
样的图谱与对照图谱相似度均l#I==%% 计算各参照峰保留时
间的 *+,&结果均k#IB%f)计算其峰面积的 *+,&结果均k
"I=Uf)表明该方法精密度良好&符合特征图谱相关要求% 精
密度考察结果见表 @/U%

表 MF精密度考察结果#保留时间$##aO$
1$RMF;%"&+#+()6"#6%"#056##%"6")6+()6+,"$##aO$

进样次数 $号峰 C号峰 $%号峰 ">号峰 B$号峰
$ $@I=$U "UI#>> @$I>$$ U@I$CC C#IUBU
" $@I=$@ "UI$$$ @$I>BC U@I"B= C#IC"U
B $@I=C# "UI$#@ @$I>B@ U@I"B= C#IC$#
@ $UI#C= "UI$$" @$I>=# U@I"># C#IC"#
U $@I=U@ "UI#=" @$I>@# U@I"CC C#ICBB
C $@I=%" "UI#%> @$I>#= U@I$@> C#IU@U
*+,Jf #IB% #I#C #I#> #I$# #I#>

BI$IB!重复性考察结果"记录 C次进样的色谱图&将数据导入
’中药色谱指纹图谱相似度评价系统#"##@ D版$(进行处理&
进行色谱峰匹配&C 次进样图谱与对照图谱相似度均l#I==U%
计算各参照峰保留时间的*+,&结果均k$IB#f)计算其峰面积
的*+,&结果均k@I%$f)表明该方法的重复性好&符合特征图
谱相关要求% 重复性考察结果见表 C/>%

表 NF精密度考察结果#峰面积$##aO$
1$RNF;%"&+#+()6"#6%"#056##K"$:$%"$$ ##aO$

进样次数 $号峰 C号峰 $%号峰 ">号峰 B$号峰
$ B@$ @#U >U# >C# " "$C >%% U$ UU" =%@ $" "%> $$=
" B@U U"$ >"> $%= " "#C C$% U$ "$$ %BC $" "U" $B>
B B@" C"@ >"= $C@ " "$U $C> U$ "UU "#> $" "C@ #$>
@ BCB =$C >$= "BB " "$U #@% U$ B@> >%> $" "C$ =U=
U B@$ @B@ >BB #@% " "$@ ##U U$ "#C @>= $" ">C =C$
C BC# %=B >B" >@> " "$B $#$ U$ B>% >>$ $" ">B @B$
*+,Jf "I=U $I@B #I$C #I""C #I$#

表 OF重复性考察结果#保留时间$##aO$
1$ROF!"K"$6$R+5+6/ 6"#6%"#056##%"6")6+()6+,"$ ##aO$

进样次数 $号峰 C号峰 $%号峰 ">号峰 B$号峰
$ $UIC"B "UI#@$ @$I#UU UBIUB# C#I"#U
" $UIU@% "UI#$> @$I$@$ UBICU> C#IB@%
B $UI@@> "UI"$$ @$IB%% UBI>%U C#IB=C
@ $UIC"% "UI$C@ @$IB%B UBI%"$ C#I@=>
U $UI$B> "UI$UB @$I@$# UBI%BB C#I"U>
C $UI"CC "UI$@C @$I@"B UBIC%% C#I$>$
*+,Jf $IB# #IB# #IB= #I"" #I"$

表 PF重复性考察结果#峰面积$##aO$
1$RPF!"K"$6$R+5+6/ 6"#6%"#056##K"$:$%"$$ ##aO$

进样次数 $号峰 C号峰 $%号峰 ">号峰 B$号峰
$ B@$ $%# >B$ #%$ " B"# $>= UB U#% U"# $" U#% C#"
" BUC UU@ >>@ >C$ " $@" >=# U# >%C %#@ $$ ==B B>$
B B%@ CB> >=$ "$C " $"$ "C# U$ @B% BU= $" C>U UUC
@ B>U UCC >U" B#= " "=@ =>$ @> "%= UCU $" U%> @%$
U B>" @B# %"C $UB " $=# U@C U# U"= $@" $" %#$ @BB
C BU@ U@# >B" U@> " "U# U$$ @= ="C "=@ $" "#U %B=
*+,Jf @I@" @I%$ BICC @I#$ "I@@

BI$I@!稳定性考察结果"记录 C次进样的色谱图&将数据导入
’中药色谱指纹图谱相似度评价系统#" ##@ D版$(进行处理&
进行色谱峰匹配&C 次进样图谱与对照图谱相似度均l#I==>%
计算各参照峰保留时间的*+,&结果均k#IUUf)计算其峰面积
的*+,&结果均k@IB>f)表明供试品溶液在 "@ 7内稳定&符合
特征图谱相关要求% 稳定性考察结果见表 %/=%

表 UF稳定性考察结果#保留时间$##aO$
1$RUF>6$R+5+6/ 6"#6%"#056##%"6")6+()6+,"$ ##aO$

进样次数 $号峰 C号峰 $%号峰 ">号峰 B$号峰
$ $UI""> "@I=%% @$I$@= UBICC> C#I$B%
" $UI$U$ "UI#%% @$I@$@ UBI>@U C#I$>
B $UIB>@ "UI#=> @$I"#= UBIC#% C#I$C=
@ $UI"> "UI$"C @$I"= UBIUC= C#I#%C
U $UI$U> "UI#>B @$I$%C UBI@=C C#I#@C
C $UI"%@ "UI$C$ @$IBUC UBIU@@ C#I#B@
*+,Jf #IUU #I"B #I"U #I$> #I$#

表 ZF稳定性考察结果#峰面积$##aO$
1$RZF>6$R+5+6/ 6"#6%"#056##K"$:$%"$$ ##aO$

进样次数 $号峰 C号峰 $%号峰 ">号峰 B$号峰
$ BB% B#B >@@ C%U " $=B C@@ U$ $@@ C%C $" >$# $"=
" B@% "C@ >@% $>$ " ""@ "#" U$ "#C $%$ $" >#% C$#
B B$U >%U >C" =%B " "B" @#C U@ U%% @B" $$ @%$ UCB
@ B@U #%$ >@U %$% " "#C C@@ @= >B" #"> $" C#" @=U
U BB% C@> >"= BB# " #$= =CC U" U$$ %>$ $" C@% U$$
C BC# >%U >UC CUC " ""@ B>> @= $"" B>= $$ %C$ >U$
*+,Jf @IB> $IU@ BI>B BI%@ @I"=

IGHF指纹图谱的构建
将 $#批药材的供试品溶液在上述色谱条件下进行分析&

导入’中药色谱指纹图谱相似度评价系统#"##@ D版$(进行
处理&以 Q$为参照谱&采用平均数法&时间窗宽度设定为 #I$&
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多点校正&色谱峰自动匹配&生成对照指纹图谱&并计算相似
度% 混合对照品_RT9图见图 $% 生姜泻心汤_RT9指纹图谱
见图 "#编号 Q$/Q$#为 $#批样本的液相色谱&A为对照指纹
图谱$&共标定出 @$个共有峰%
IGIF指纹图谱相似度评价

指纹图谱相似度越接近 $&说明色谱图间相似度值越高%
$#批生姜泻心汤指纹图谱相似度见表 $#% 由表 $#可见&$#批
样品的相似度都l#I==&表明不同批次生姜泻心汤之间相似度
良好&质量稳定&说明用于后期药效实验的生姜泻心汤品具有
较好的稳定性&同时该指纹图谱可为生姜泻心汤药理药效实验
的重复性提供参考%

MF讨论
本研究中&生姜泻心汤供试品制备方法参考传统煎煮方

!!!!

$#;绿原酸)$>;甘草苷)"#;黄连碱)"@;盐酸小檗碱)">;黄芩苷)
BB;黄芩素)B@IC5姜辣素)B%;汉黄芩素)B=;姜黄素

$#;M7)-3-46.,M(M,/) $>;4)0M0337,g,.) "#;N(,M(),.) "@;N63N63,.6
70/3-M7)-3,/6) ">;N(,M(),.)BB;N(,M()6,.) B@IC5M*3M*L,.)

B%;d-4-.,.) B=;M*3M*L,.
图 EF混合对照品V;[?图

Q+2 EFV;[?(-,+W"7%"-"%")&"

图 HFEX批生姜泻心汤指纹图谱
Q+2 HFV;[?-+)2"%K%+)6(-EX R$6&’"#(->’")2b+$)2 c+"W+)7"&(&6+()

表 EXFEX批生姜泻心汤指纹图谱相似度
1$REFX >+,+5$%+6/ (-&’%(,$6(2%$K’+&-+)2"%K%+)6(-EX

R$6&’"#(->’")2b+$)2 c+"W+)7"&(&6+()
编号 相似度 编号 相似度
Q$ #I==> QC #I==C
Q" #I==% Q> #I==>
QB #I==U Q% #I==@
Q@ #I==U Q= #I==>
QU #I==U Q$# #I==U

法% 同时&前期考察了不同流动相梯度洗脱系统#乙腈5水*甲
醇5水和 #I$f甲酸甲醇5#I$f甲酸溶液$*不同柱温#"#*"U*B#
和 @# t$和不同流动相流速##IC*#I% 和 $ L)JL,.$% 结果发
现&流动相为 #I$f甲酸甲醇5#I$f甲酸水&柱温为 @# t&流动
相流速为 #I% L)JL,.的分离效果最好&故选择上述条件进行
分析%

本研究应用_RT9法成功建立了生姜泻心汤指纹图谱&标
定了 @$个共有峰&并通过对照品对比确认了绿原酸*甘草苷*
黄连碱*盐酸小檗碱*黄芩苷*黄芩素*汉黄芩素*C5姜辣素和姜
黄素 =个共有峰)查阅文献可知&绿原酸来自于大枣+$%, &甘草
苷来自于甘草&黄连碱*盐酸小檗碱来源于黄连+$=5"#, &黄芩苷*
黄芩素*汉黄芩素来源于黄芩+"$, &C5姜辣素*姜黄素来源于生
姜和干姜+"", % 另外&生姜泻心汤中人参为贵重药材&其成分的

指认非常重要&但是本研究中人参主要成分为末端吸收*紫外
吸收低且干扰大+"B5"@, &故暂未进行分析% 本研究也未发现半
夏的指标性成分&尚不能体现其专属性成分% 在后续研究中将
进一步采用质谱检测器并重点对亲水性成分进行研究&建立更
加全面的生姜泻心汤液相指纹图谱分析方法%

本研究进行了精密度*重复性和稳定性等方法学考察&结
果表明&所用色谱方法符合指纹图谱技术定性研究要求)$# 批
生姜泻心汤相似度l#I=U&表明不同批次的生姜泻心汤之间相
似度良好&质量稳定% 表明该方法可以为生姜泻心汤的质量控
制提供参考&保证后期药效学实验所用的生姜泻心汤质量稳
定&为实验的重复性作参考&且对生姜泻心汤的临床应用有重
要意义%
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