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妇科九味洗剂高效液相色谱法特征指纹图谱及成分定量研究
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摘要： 目的 建立妇科九味洗剂的高效液相色谱法（HPLC）特征指纹图谱及多指标成分测定方法。方法 该研究于2020年5—8
月在芜湖市中医医院制剂室实验室中进行。采用HPLC法，色谱柱Agilent Zorbax SB-C18（4.6 mm×150 mm，5 µm），流动相甲醇-0.4％
甲酸不同比例梯度洗脱，波长334 nm，柱温30 ℃；13批妇科九味洗剂样品的特征图谱运用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”
（2012版）评价其相似度；同时测定咖啡酸、木犀草苷和蒙花苷的含量。结果 13批样品共标定16个共有峰，相似度均在0.91以上；
通过对照品比对，识别出咖啡酸、木犀草苷和蒙花苷成分。3个成分分别在5.82～58.20 ng（r=0.999 5）、9.44～94.40 ng（r=0.999 5）、
20.08～200.80 ng（r=0.999 6）范围内呈现良好的线性关系。结论 所建立的方法简单，准确可靠，可用于妇科九味洗剂的质量控制。
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The characteristic fingerprint of Fuke Jiuwei lotion and quantitative analysis of
its components by HPLC

XU Bin,LIANG Chaofeng,HAN Xiaoke
Author Affiliation:Preparation Room, Wuhu Hospital of Traditional Chinese Medicine, Wuhu, Anhui 241000, China
Abstract： Objective To establish an HPLC characteristic fingerprint and multi-components determination of Fuke Jiuwei lotion.
Methods The study was conducted in the Preparation Room of Wuhu Hospital of Traditional Chinese Medicine from May 2020 to Au‐
gust 2020. An HPLC method was adopted. The separation was performed on an Agilent ZORBAX SB-C18 (4.6 mm×150 mm, 5 µm) with
methanol-0.4% formic acid as the mobile phase with gradient elution. The detection wavelength was 334 nm, and the temperature was
30 ℃. The characteristic fingerprints of 13 batches of Fuke Jiuwei lotion were determined, and the similarity was evaluated by the "Sim‐
ilarity Evaluation System of TCM Chromatographic Fingerprint" (2012 edition). Meanwhile, caffeic acid, luteolin and linarin were deter‐
mined.Results Totally 16 common peaks were defined of the 13 batches of Fuke Jiuwei lotion, and the similarity of each batch was
above 0.91. The components of caffeic acid, luteolin and linarin were identified by comparison with reference substances. These three
constituents showed good linearity at 5.82～58.2 ng (r=0.999 5), 9.44～94.4 ng (r=0.999 5) and 20.08～200.8 ng (r=0.999 6).Conclu⁃
sion The method was simple, accurate and reliable, which can be used for the quality control of Fuke Jiuwei lotion.
Key words： Principal component analysis; Fuke Jiuwei lotion; Fingerprint; Caffeic acid; Luteolin; Linarin; Chromatogra‐
phy,high pressure liquid

妇科九味洗剂（批准文号为皖药制字Z20050018） 对质量控制的需求。而中药指纹图谱着眼于中药

是由芜湖市中医医院妇科专家根据多年临床经验， 的物质基础，能够全面地反映制剂包含的化学信

联合本制剂中心制成的以清热解毒、杀虫灭菌为主 息，有效地控制产品质量［10-12］。本研究于 2020年 5
要功效的纯中药制剂，其主要提取工艺为加水提取 —8月，首次建立了妇科九味洗剂的HPLC特征图
两次，合并浓缩而成，用于治疗细菌性、霉菌性、滴虫 谱，并对其中咖啡酸、木犀草苷和蒙花苷的含量进

性阴道炎及宫颈炎等症，疗效确切，作用显著，在我 行定量研究，通过相似度评价，为全面评价本制剂

院妇科应用广泛，作为我院产业化明星产品之一，带 的质量提供了依据。

来了显著的社会效益和经济效益。药理研究表明， 1 仪器与材料

方中白鲜皮、蒲公英、紫花地丁、野菊花均具有清热 仪器：Waters e2695高效液相色谱仪，包括 2695
解毒等功效［1-4］ 而苦参、蛇床子、百部、地肤子、土荆 四元泵，2489紫外检测器，美国Waters公司；XP205
皮均具有抗菌杀虫

，

等功效［5-9］。 型电子天平，Mettler Toledo公司。
目前本制剂的质量标准仅采用薄层色谱法对 材料：13批妇科九味洗剂样品由本院制剂室生

苦参和蛇床子进行定性鉴别，已无法适用现代中药 产，批号为 200610（S1）、200606（S2）、200531（S3）、
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200112（S4）、191117（S5）、191022（S6）、191008
（S7）、191002（S8）、190907（S9）、190905（S10）、
190804（S11）、190803（S12）、190612（S13）。相关饮
片信息见表 1。木犀草苷（批号 111720-201609）咖
啡酸（批号 110885-200102），蒙花苷（批号 111528-

，

201308）以上对照品均购于中国食品药品检定研
究院，纯度

，

均≥98%；甲醇、乙腈为色谱纯；其余试剂
均为分析纯。

2 方法与结果

2.1 色谱条件 色谱柱安捷伦 Zorbax-SB C18（150
mm×4.6 mm，5 µm）；甲醇为流动相 A，0.4%甲酸为
流动相 B，波长 334 nm，进样量 5 µL，柱温 30 ℃［13］。
按下表2进行梯度洗脱。

表2 梯度洗脱程序表

时间 流动相A/% 流动相B/% 时间 流动相A/% 流动相B/%
0 min 12 88 45 min 45 55
15 min 20 80 55 min 70 30
17 min 27 73 60 min 90 10
30 min 35 65

2.2 供试品溶液的制备 精密量取样品（S1-S13）2
mL，置 50 mL量瓶中，加入稀乙醇至刻度，摇匀，过
微孔滤膜（0.45 µm），取续滤液，即可。
2.3 指纹图谱研究结果

2.3.1 精密度试验 取样品（S1）供试液，按“2.1”项
下色谱条件注入液相色谱仪，连续进样测定 6次，以
7号色谱峰为参照，计算 16个共有峰的相对保留时
间和相对峰面积，结果各峰的相对保留时间RSD均
≤0.11％，相对峰面积的RSD均≤2.98％，表示精密度
良好，符合 2020年中国药典四部附录（通则 9101）关
于液相色谱测定有关规定。

2.3.2 稳定性试验 取样品（S1）供试液，按“2.1”项
下色谱条件注入液相色谱仪，分别在 0、2、4、6、8、
10、12 h时间下进样，以 7号色谱峰为参照，计算其
余各色谱峰的相对保留时间和相对峰面积，结果各

峰的相对保留时间 RSD均≤0.09％，相对峰面积的

RSD均≤2.99％，说明样品溶液在 12 h内保持稳定。
符合 2020年中国药典四部附录（通则 9101）关于液
相色谱测定有关规定。

2.3.3 重复性试验 取样品（S1）6份供试液，按
“2.1”项下色谱条件注入液相色谱仪，以 7号色谱峰
为参照，计算其余各色谱峰的相对保留时间和相对

峰面积，结果各峰的相对保留时间RSD均≤2.88％，
相对峰面积的 RSD均≤3.10％，重复性良好。符合
2020年中国药典四部附录（通则 9101）关于液相色
谱测定有关规定。

2.3.4 特征指纹图谱结果与分析 取上述 13批妇
科九味洗剂供试液，按照“2.1”色谱条件进样测定。
打开“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”（2012
版），将得到的各批样品色谱图数据输入后进行数

据匹配，设置 S1为参照图谱，运用中位数法，时间宽
度为 0.1，经过多点校正、自动匹配后生成对照指纹
图谱（R）和 13批制剂样品的叠加指纹图谱，得到 16
个共有峰。采用“中药色谱指纹图谱相似度评价系

统”（2012版）进行分析，计算 13批制剂样品指纹图
谱与对照指纹图谱的相似度。

13批制剂样品号：S1、S2、S3、S4、S5、S6、S7、S8、
S9、S10、S11、S12、S13的相似度分别为 0.967、0.975、
0.962、0.945、0.912、0.991、0.981、0.994、0.989、0.992、
0.998、0.977、0.945；均值为 0.971±0.025。相似度评
价结果显示，13批制剂与对照图谱相似度均>0.91，
相似度良好［14-16］。

通过与对照品色谱图比对，指认出 3个成分，分
别为 5号峰咖啡酸，9号峰木犀草苷，13号峰蒙花
苷。13批样品特征指纹图谱见图1。
2.4 3种成分的含量测定
2.4.1 线性关系考察 精密称取咖啡酸、木犀草苷、

蒙花苷对照品各 14.55、11.80、12.55 mg，加甲醇制成
浓度分别为 58.2、47.2、62.75 mg/L的对照品母液，分
别从各个母液中精密量取5、10、16 mL置50 mL量瓶
中，加甲醇至刻度，摇匀，即得各浓度分别为 5.82、

表1 相关饮片信息

饮片名称 产地 批号 厂家

苦参 吉林 191101、190401 芜湖振龙齐欣药业有限公司

百部

地肤子

野菊花

土荆皮

湖北

河北

安徽

安徽

047190101
154190701、154171201
21912197、1803197
190802、190303

杭州民泰（亳州）中药饮片有限公司

杭州民泰（亳州）中药饮片有限公司

杭州民泰（亳州）中药饮片有限公司

安徽致良中药饮片有限公司

紫花地丁 河南 190801、190303 安徽致良中药饮片有限公司

蒲公英 安徽 190910、190303 亳州市善安堂中药饮片有限公司

白鲜皮 未知 190912、180806 亳州市善安堂中药饮片有限公司

蛇床子 安徽 1807001 安徽亳源药业饮片有限公司
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注：1—咖啡酸；2—木犀草苷；3—蒙花苷。
图1 妇科九味洗剂13批样品HPLC特征指纹图谱

9.44、20.08 mg/L的混合对照品溶液。在“2.1”色谱条
件下分别进样 1、2、4、6、8、10 µL，以进样量和峰面积
作为横坐标（X）和纵坐标（Y），进行线性回归，见表3。
表3 妇科九味洗剂各成分定量的线性关系试验结果

成分

咖啡酸

回归方程

Y=2 401.4X+1 676.2
r值

0.999 5
线性范围/ng
5.82～58.20

木犀草苷 Y=2 219.1X-2 685.5 0.999 5 9.44～94.40
蒙花苷 Y=1 908.4X+2 850.3 0.999 6 20.08～200.8

2.4.2 精密度试验 取样品（S1）供试品溶液，注入液
相色谱仪，进样量5 µL，连续测定6次，得到咖啡酸峰
面积（RSD=0.90%）、木犀草苷峰面积（RSD=2.06%）、
蒙花苷峰面积（RSD=0.98%）表示精密度良好。
2.4.3 稳定性试验 取样 S1）供试品溶液，注入
液相色谱仪，进样量 5 µL，分别在 0、2、4、6、12、24 h
时间下进样分析，测得咖啡酸峰面积（RSD=

品（

，

1.41%）、木犀草苷峰面积（RSD=0.80%）、蒙花苷峰
面积（RSD=0.70%）符合 2020年中国药典四部附录
（通则 9101）关于液相

，

色谱测定有关规定。提示在

24 h内，供试品溶液稳定。
2.4.4 重复性试验 取上述样品供试品 6份，注入
液相色谱仪，进样量 5 µL，测得咖啡酸、木犀草苷、
蒙花苷的平均含量和RSD分别为 0.164 6 g/L（RSD=
1.79%）、0.132 3 g/L（RSD=2.07%）、0.340 5 g/L（RSD=
1.59%）表明重复性良好。符合 2020年中国药典四
部附录 则9101）关于液相色谱测定有关规定。（通

，

2.4.5 加样回收率试验 精密量取 S1供试品溶液
1 mL，共 6份，置 50 mL量瓶中，分别精密加入咖啡
酸（58.2 mg/L）3.3 mL、木犀草苷（47.2 mg/L）2.8 mL、
蒙花苷（62.75 mg/L）5.5 mL，加入稀乙醇至刻度，摇
匀，过微孔滤膜（0.45 µm），取续滤液，即可。将得到

的供试液注入液相色谱仪，进样量 5 µL。结果各个
成分平均加样回收率分别为 100.8%、98.1%、
100.4%，RSD 分别为 1.16%、1.81%、1.06%。符合
2020年中国药典四部附录（通则 9101）关于液相色
谱测定有关规定。

2.4.6 含量测定 取13批妇科九味洗剂（S1-S13）各
2 mL，按照“2.2”方法进行处理后，依据“2.1”色谱条
件进行测定，混合对照品及样品色谱图见图2，表4。
表4 妇科九味洗剂13批样品中3种成分含量测定结果（/ g/L）
样品 咖啡酸 木犀草苷 蒙花苷 样品 咖啡酸 木犀草苷 蒙花苷

S1 0.16 0.14 0.33 S8 0.11 0.11 0.31
S2 0.10 0.09 0.23 S9 0.13 0.12 0.17
S3 0.11 0.10 0.30 S10 0.14 0.12 0.17
S4 0.11 0.12 0.31 S11 0.15 0.15 0.21
S5 0.15 0.16 0.25 S12 0.12 0.13 0.19
S6 0.19 0.20 0.27 S13 0.11 0.12 0.20
S7 0.10 0.13 0.24

3 讨论

3.1 流动相及波长的确定 研究考察了甲醇-0.1%
磷酸、甲醇-0.2%甲酸、甲醇-0.4%甲酸、乙腈-0.2%甲
酸系统对特征图谱的分离情况，通过分析各个系统

对整个色谱峰的分离效果及特征峰信息量，最终确

定甲醇-0.4%甲酸作为流动相。通过全波长扫描，重
点对波长230、250、270、300、334、350 nm下的特征指
纹图谱进行了考察，发现在334 nm下，特征图谱的信
息量较大，特征峰的响应值较高，基线平稳度较好。

3.2 共有峰的确认及来源 妇科九味洗剂HPLC特
征指纹图谱共标定出共有峰 16个，通过对照品比
对，识别出咖啡酸、木犀草苷和蒙花苷成分，查阅相

关文献可知，蒙花苷为野菊花特有成分，咖啡酸和

木犀草苷在野菊花和蒲公英中均存在［17-19］。
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注：1—咖啡酸；2—木犀草苷；3—蒙花苷。
图2 妇科九味洗剂样品及混合对照品HPLC色谱图：A为样品；B为混合对照品

3.3 批间差异性分析 13批样品生产中部分饮片
来自于不同批次，故 3个成分的含量存在一定的差
异，但 13批样品相似度均>0.91，说明批间差异性较
小，各个批次相似度较好，表明该生产工艺具有较

好的稳定性和较高的成分保留率。

本研究首次建立了妇科九味洗剂HPLC特征指
纹图谱及咖啡酸、木犀草苷和蒙花苷三种成分含量

测定，方法简便快捷，实用性强，为有效地控制本制

剂的质量提供了科学的方法。后续研究将建立更

多的成分测定，以期能更全方位控制制剂的质量。
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