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·药品质量与检验·

基于 HPLC 图谱和一测多评法的沙棘颗粒质量评价研究

左玲燕1,张少杰2

( 1 广州市药品检验所一分所,广东广州 510000;2 广州中医药大学,广东广州 510000)

摇 摇 摘要: 目的 旨在构建沙棘颗粒的高效液相色谱(HPLC)指纹图谱,并通过一测多评(QAMS)技术对其中的关键活

性成分进行定量分析,实现对沙棘颗粒质量的系统评价。 方法 采用 HPLC 法建立沙棘颗粒指纹图谱,并通过相似度评

价、主成分分析(PCA)对指纹图谱进行分析;选取槲皮素为内参物,构建山柰素、异鼠李素含量的 QAMS 模型,并与外标

法(ESM)进行结果对比。 结果 9 批沙棘颗粒的 HPLC 指纹图谱中有 13 个共有峰,识别出槲皮素、山柰素、异鼠李素这三

种成分,相似度为 0. 92 ~ 1. 00。 PCA 分析显示,沙棘颗粒供试品主要差异体现在峰 1(槲皮素)、峰 2(山柰素)、峰 3(异鼠

李素)。 此外,对于 3 种成分的分析结果,QAMS 法与 ESM 法测定值无显著差异。 结论 研究建立的 HPLC 指纹图谱及

QAMS 法操作简便、效率高、准确性好、耐用性强,为沙棘颗粒的质量评价提供了可靠的参考依据。
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摇 摇 ABSTRACT:Objective The aim of this study was to construct high performance liquid chromatography (HPLC) fingerprint of
Seabuckthorn granules, and quantitatively analyze the key active components by one test and multiple evaluation (QAMS) technique,
so as to achieve systematic evaluation of seabuckthorn granules quality.Methods The fingerprints of Seabuckthorn granules were estab鄄
lished by HPLC, and analyzed by similarity evaluation and principal component analysis (PCA). Using quercetin as internal reference,
the QAMS model of kaempferol and isorhamnetin content was constructed, and the results were compared with those of external standard
method (ESM). Results There were 13 common peaks in the HPLC fingerprints of 9 batches of Seabuckthorn granules, and quercetin,
kaempferol and isorhamnetin were identified with similarity ranging from 0. 92 to 1. 0. PCA analysis showed that the main differences of
sea buckthorn granules were peak 1(quercetin), peak 2(kaempferol) and peak 3(isorhamnetin). In addition, there was no significant
difference between QAMS method and ESM method in the analysis results of the three components. Conclusion The HPLC fingerprint
and QAMS method established in this study are simple, efficient, accurate and durable, and provide a reliable reference for the quality
evaluation of Seabuckthorn granules.
摇 摇 Key words:High performance liquid chromatography; Fingerprints; Sea buckthorn granules; One test multiple evaluation

method; Quality evaluation

摇 摇 沙棘颗粒是一种以沙棘果实为主要原材料通过
简单提取混合干燥等加工过程制得的颗粒制剂,具有
消咳祛痰、缓食化滞、行血散结等多重功效也1页。 沙棘
果实蕴含丰富的营养成分,包括多糖类、黄酮类、氨基
酸、维生素、微量元素等物质。 其中,槲皮素、山柰素、
异鼠李素等黄酮类化合物尤为显著。 现代药理学研
究进一步揭示,沙棘中的黄酮类化合物能有效地抑制
血小板凝聚、改善微循环、提升血管的柔韧性与可塑

性以及优化心肌舒张功能等多种效应也2-3页。 目前,已
有采用薄层色谱对沙棘颗粒总黄酮含量以及单一黄
酮类成分的测定也4-6页。 然而,鉴于沙棘颗粒中包含较
多的生物活性组分,采用单一组分检测方法进行检测
可能会导致无法对药物质量作出准确而全面的评估。
高效液相色谱法(HPLC)在中药材质量评价中应用广
泛,能够快速、准确、定量地分析中药材中的主要活性
成分,并通过建立中药材的 HPLC 指纹图谱,全面评
价中药材的整体质量也7-9页。 对于多组分活性物质检
测,一测多评法(QAMS)为一种高效检测方法,其不
仅能够同时对多种成分进行测定,还能够有效降低成
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本,而且操作便捷,具有快速实用的特点也10-14页。 因
此,本文采用 HPLC 法建立沙棘颗粒的指纹图谱,同
时采用 QAMS 法测定黄酮类成分,包括槲皮素、山柰
素、异鼠李素的含量,以期为沙棘颗粒质量标准的优
化提供有力的数据支撑。

1摇 仪器与材料

1. 1摇 仪器 摇 美国 Agilent 公司的 1260 型高效液相
色谱仪;日本 Shimadzu 公司的岛津 Nexera XR 高效
液相色谱仪;美国Millipore 公司的纯水器;上海普睿
斯特公司的 YP12001 型万分之一电子分析天平;瑞
士 Mettler Toledo 公司的 XS105DU 型十万分之一电
子天平;浙江华恒公司的 HH03 精密电子天平;深圳
福洋科技公司的 F-010SD 型超声波清洗仪;长沙
MKE 公司的 MK-21A 型台式高速小型离心机。
1. 2摇 材料摇 甲醇、乙腈为色谱纯,纯净水为娃哈哈,
其余试剂均为分析纯。 本研究所用的对照品包括槲
皮素(批号:100081-201610,纯度逸99. 1% )、山柰
柰素(批号:110861-201611,纯度逸99% )以及异鼠
李素(批号:110860-201611,纯度逸99. 8% ),均购
自北京普天同创生物科技有限公司;沙棘颗粒样品
由三家生产企业提供,规格均为 15 g /袋。 其中 A
企业共三批(批号:201905、201906、200907,编号:
S1、S2、S3),B 企业共 3 批(批号:202006、202009、
202012,编号: S4、 S5、 S6), C 企业共 3 批 (批号:
202001、202003、202005,编号:S7、S8、S9)。

2 摇 方法与结果

2. 1 摇 色谱条件摇 本研究中选用 Agilent C18 色谱柱
(规格:250 mm伊4. 6 mm,5 滋m)进行分离。 流动相
采用乙腈(A)与 0. 1%磷酸水溶液(B)的混合体系,
通过梯度洗脱法实现组分的有效分离。 具体梯度洗
脱程序见表 1。
2. 2摇 溶液的制备
2. 2. 1摇 对照品溶液的制备摇 分别选取适量槲皮素、
山柰素和异鼠李素作为对照品,精确称量后,以 70%
甲醇为溶剂进行定容,制备 3 种混合对照品溶液,其
质量浓度分别为 13. 33、14. 67、16. 67 滋g / mL。

表 1摇 色谱柱梯度洗脱参数

洗脱时间(min) 乙腈(A)比例

0 ~ 1 5% ~7%
1 ~ 5 7% ~28%
5 ~ 23 28% ~32%
23 ~ 33 32% ~44%
33 ~ 37 44% ~95%

流速设定为 1. 0 mL / min,检测波长为 365 nm,柱温为 25益,
进样量为 10 滋L

2. 2. 2摇 供试品溶液的制备摇 精确称量 3. 0 g 的研细

沙棘颗粒,将其置于带有塞子的锥形瓶中。 然后精确

加入 70%甲醇溶液 50 mL,再次精确称量记录总质

量。 并采用超声处理技术,以 40 kHz 和 400 W 的参
数处理 30 min。 处理完毕后,待溶液冷却至室温,并
重新称量以确定质量变化。 若质量有所下降,则用

70%甲醇溶液加至原质量。 充分摇匀后,通过微孔滤

膜(0. 45 滋m)进行滤过,所得滤液即为所需产品。
2. 3摇 HPLC 指纹图谱分析

2. 3. 1摇 专属性考察摇 以“2. 1冶设定条件为基准,将
以上所述得到的混合对照品溶液、供试品溶液和空
白溶剂(70%甲醇)分别进行定量进样(10 滋L),并
记录其色谱图。 图 1 结果显示,在所有对照品成分

的出峰位置上,空白溶剂均未显示出任何吸收峰,证
实溶剂无干扰。 同时,供试品溶液与混合对照品溶
液中各对照品成分的色谱峰分离度符合要求,色谱

系统分离效能无问题。 结果表明本实验方法具备较

高的专属性,可用于沙棘颗粒中 3 个关键成分的含

量测定。

图 1摇 沙棘颗粒对照品和供试品溶液的 HPLC 色谱

图。 A:阴性样品;B:对照品;C:供试品;1:槲皮素;
2:山柰素;3:异鼠李素。 HPLC:高效液相色谱法

2.3.2摇 精密度试验摇 对混合对照品溶液进行连续 6 次

的精准进样,并对色谱图进行详尽的记录。 经检测分
析计算相对标准偏差(RSD)。 其中RSD槲皮素 =0. 34%、
RSD山柰素 = 0. 78%、RSD异鼠李素 = 0. 52%,均<1. 0%。 表
明检测仪器精密度良好,可为实验结果的可靠性提

供有力保障。
2.3. 3摇 重复性试验 摇 采用 S1 沙棘颗粒 6 份,依照

“2.2.2冶的方法制备供试品溶液。 随后,采用“2. 1冶项下

设的色谱条件进行连续进样操作,并详细记录色谱图。
结果显示,槲皮素、山柰素、异鼠李素含量的 RSD 分别
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为1. 82%、2. 23%、2. 09%。 表明该方法重复性良好。
2. 3. 4 摇 稳定性试验 摇 用 S1 沙棘颗粒样品,依照

“2. 2. 2冶的方法制备供试品溶液。 随后,采用“2. 1冶项
下设的色谱条件进行连续进样操作,将得到的制备品

在 0、2、4、8、12、16、24 h 分别进行检测,对色谱图进行

详尽的记录。 结果显示,槲皮素、山柰素、异鼠李素峰

面积的 RSD 分别为 0. 97%、1. 12%、1. 33%,结果表

明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。
2. 3. 5 摇 指纹图谱研究 摇 取 9 批沙棘颗粒,采用

“2. 2. 2冶的方法进行供试品溶液的制备,并依据

“2. 1冶的色谱条件进样分析,并详细记录色谱图。
随后,将得到的数据导入“中药色谱指纹图谱相似

度评价系统(版本号:2012. 130723)冶进行匹配和共

有峰标识,以 S1 号样品的色谱图为基础参照。 利用

中位数法以及共有峰匹配,最终生成了参照图谱

(R)和叠加图谱,如图 2 所示。 经过细致的对比分

析,精准识别出 3 个关键共有峰。 进一步结合对照

品的保留时间以及紫外吸收图谱信息,成功鉴定出

这 3 种成分,分别是槲皮素(对应峰 1)、山柰素(对
应峰 2)和异鼠李素(对应峰 3)。
2. 3. 6摇 相关性分析摇 对于样品间的相关性分析,本
研究使用 Origin 2022 工具进行分析,分析变量为 3 个

不同企业生产的 9 个批次沙棘颗粒样品的 3 个共有

峰的峰面积,用以评价不同企业生产的沙棘颗粒的相

似度,结果如图 3 所示。 其中,热图色调以红蓝为主,
蓝色渐变至红色的过程映射其相关性强度由低到高,
显著程度通过相关系数 P 表示。 结果显示,各批次沙

棘颗粒间存在明显正相关性,相关系数为 0. 92 ~1. 00
之间,说明不同企业生产的沙棘颗粒在质量上具有较

强的稳定性。 进一步比较发现,同一家生产企业不同

批次之间的沙棘颗粒的相关性显著高于不同生产企

业之间的相关性,提示不同生产企业生产的沙棘颗粒

在质量上存在一定的差异。
2.3.7摇 主成分分析(PCA)摇 为了评价不同企业生产的

沙棘颗粒的质量差异,进一步采用 SIMCA 14. 1 软件进

行 PCA 分析,分析变量为 9 批沙棘颗粒指纹图谱中 3
个共有峰的峰面积 S。 由图 4 可见,拟合参数 R2X =
0. 924>0. 5,预测参数 Q2 =0. 612>0. 5,证明此模型具有

较强预测能力。 由图可知,3 种颜色分别代表沙棘颗粒

的源头生产企业,相同颜色色块的聚合度表明各自不

同批次产品无较大偏差,而不同颜色色块的离散度表

明不同企业间存在较大成分差异。 这一结果揭示了沙

棘颗粒质量差异的内在原因,也为后续的质量控制和

生产优化提供了科学依据。

图 2摇 沙棘颗粒样品的 HPLC 指纹图谱

图 3摇 不同批次沙棘颗粒样品指纹图谱的相关性分

析。***P臆0. 001

图 4摇 PCA 得分图。 PCA:主成分分析

2. 4摇 QAMS 含量测定

2. 4. 1摇 线性关系考察摇 取用“2. 2. 1冶项制得的混合

对照品溶液,取不同量分为 5 组(0. 1、0. 25、0. 5、
1. 25、2. 5 mL),再以 70%的甲醇进行定容,精确至 5.
0 mL,进行充分摇匀,最终得到 5 组不同浓度的混合

对照品溶液。 然后采用“2. 1冶项下的色谱条件,对 5
组对照品溶液进行分析,并详细记录色谱峰面积,并
绘制标准曲线。 据此,获得了沙棘颗粒中 3 个活性成

分的线性回归方程及相应的浓度区间(表 2)。 结果

显示,在相应的浓度范围内,3 种活性成分的峰面积

与其质量浓度之间存在良好线性相关。

·9·天津药学摇 Tianjin Pharmacy摇 2025 年 1 月 第 37 卷 第 1 期摇 January 2025摇 Vol. 37 No. 1



表 2摇 沙棘颗粒中 3 种活性成分线性回归方程

成分 回归方程 R2 线性范围(滋g / mL)

槲皮素 Y=37. 526X-5. 609 0. 998 1. 624 ~ 66. 723
山柰素 Y=44. 617X-12. 125 0. 999 1. 147 ~ 43. 658
异鼠李素 Y=66. 745X-14. 922 0. 999 2. 216 ~ 93. 566

2. 4. 2摇 精密度试验摇 在精密度试验中,选取沙棘颗
粒(S1)作为供试品,并依照“2. 1冶连续 6 次进样测
定,最终得到槲皮素、山柰素和异鼠李素的峰面积。
这 3 种活性成分的 RSD臆2. 5% ,充分说明仪器的精
密度较高,降低了实验误差。
2.4.3摇 重复性试验摇 选取沙棘颗粒粉末(S1)作为供试
品,依照“2. 2. 2冶的方法制备 6 份供试品溶液。 然后,严
格遵循“2.1冶所述的色谱条件,连续进行多次进样,并准
确记录槲皮素、山柰素和异鼠李素的峰面积。 计算得到
3 个成分的RSD<2.28%,表明该方法重复性良好。
2.4.4摇 稳定性试验摇 在稳定性试验中,选取沙棘颗粒
粉末(S1)作为供试品,以“2. 1冶的色谱条件为参照,持
续进行样品的进样测定(测定时间为制备后的 0、2、4、
8、12、16、24 h),并记录槲皮素、山柰素和异鼠李素的峰
面积。 经精确计算,3 个成分的 RSD<3. 10%,表明该方
法稳定性良好。
2.4.5摇 加样回收率试验摇 取已知含量的 0. 25 g 沙棘
颗粒粉末(S1),精确称量 6 份,加入等量的对照品溶
液,以“2. 2. 2冶的方法进行供试品溶液制备,而后采用
“2. 1冶的条件进行分析得到峰面积,进一步计算槲皮
素、山柰素和异鼠李素的加样回收率和 RSD。 结果如
表 3 所示,表明该方法具有良好的准确度。
2. 4. 6摇 相对校正因子(fc / i)的测定摇 以槲皮素为内
参物,依据“2. 4. 1冶得到的线性关系,依据以下公式对
槲皮素与山柰素、异鼠李素的 fc / i值进行计算。 表 4
结果表明测定结果具有较高的准确性和稳定性。

覼e / i =覼e / 覼i =Cc伊Ai / (Cc伊Ac)
摇 摇 Ac:活性成分峰面积,Cc:活性成分浓度,Ai:待
测成分 i 峰面积,C i:待测成分 i 浓度。
2. 4. 7摇 耐用性考察摇 选取上述混合对照品溶液,研
究不同色谱仪以及不同色谱柱(尺寸均为 250 mm伊
4. 6 mm,粒度为 5 滋m)对各成分 f 的影响,见表 5。
随后,采用 Waters e2695 色谱仪和 Welch Ultimate襆

XB-C18 色谱柱,分别研究不同柱温和流速对各成
分的影响。 表 6 结果表明,不同仪器、色谱柱、柱温
和流速对的影响均较小,说明该方法耐用性良好。
2. 4. 8摇 QAMS 与外标法(ESM)比较摇 将 9 批沙棘颗
粒样品,依照“2. 2. 2冶项下的方法制成供试品溶液,并
对样品中的 3 个关键成分进行含量测定。 测定方法
选用 QAMS 和 ESM 技术,最终得到的 2 组数据输入

至 SPSS 21 进行 Pearson 相关性分析。 根据以下公式
计算相对误差:

相对误差=(W1-W2) / W2伊100%
(W1 和 W2 分别代表 QAMS 和 ESM 所测含量)

摇 摇 结果显示,这 2 种方法测得的成分含量差异不大,
且相对误差臆2.5%。 表 7 结果表明,QAMS 与 ESM 的

结果无明显差异,QAMS 可用于沙棘颗粒含量的测定。
表 3摇 沙棘颗粒活性组分加样回收率与 RSD 结果

成分 加样回收率(% ) RSD(% )
槲皮素 99. 30 2. 25
山柰素 102. 10 1. 17
异鼠李素 100. 90 1. 36

RSD:相对标准偏差

表 4摇 沙棘颗粒活性组分 fc / i与 RSD 结果

成分 fc / i均值 RSD(% )
槲皮素 1. 524 2. 26
山柰素、异鼠李素 0. 767 2. 10

表 5摇 不同色谱仪、色谱柱下沙棘颗粒的待测成分值

色谱仪 色谱柱 f槲皮素 / 山柰素 f槲皮素 / 异鼠李素

Agilent 1260 Agilent 5 TC-C18 1. 586 0. 868
Welch Ultimate襆 XB-C18 1. 592 0. 877

Waters e2695 Agilent 5 TC-C18 1. 583 0. 866
Welch Ultimate襆 XB-C18 1. 594 0. 873

均值 1. 589 0. 871
RSD(% ) 1. 56 1. 17

表 6摇 不同柱温和流速对值的影响

柱温(益) f槲皮素 / 山柰素 f槲皮素 / 异鼠李素 流速(mL/ min) f槲皮素 / 山柰素 f槲皮素 / 异鼠李素

20 1. 566 0. 862 0. 8 1. 602 0. 783
25 1. 573 0. 857 1. 0 1. 591 0. 775
30 1. 559 0. 853 1. 2 1. 600 0. 781
35 1. 556 0. 851
均值 1. 564 0. 856 均值 1. 598 0. 780
RSD(%) 0. 62 0. 45 RSD(%) 0. 36 0. 42

表 7摇 QAMS 和 ESM含量测定结果比较

编号 槲皮素(%)
山柰素(%)

QAMS ESM RSD

异鼠李素(%)

QAMS ESM RSD
S1 0. 147 0. 126 0. 128 1. 88 0. 353 0. 355 0. 65
S2 0. 149 0. 124 0. 129 1. 92 0. 357 0. 359 0. 72
S3 0. 148 0. 125 0. 130 2. 03 0. 355 0. 358 0. 69
S4 0. 135 0. 117 0. 119 1. 74 0. 347 0. 349 0. 56
S5 0. 132 0. 118 0. 121 1. 82 0. 345 0. 348 0. 59
S6 0. 129 0. 115 0. 119 1. 85 0. 344 0. 346 0. 62
S7 0. 127 0. 120 0. 122 1. 75 0. 339 0. 342 0. 55
S8 0. 127 0. 119 0. 121 1. 83 0. 336 0. 338 0. 53
S9 0. 126 0. 116 0. 119 1. 84 0. 334 0. 338 0. 50

QAMS:一测多评法;ESM:外标法
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3摇 讨论

3. 1摇 指纹图谱分析摇 指纹图谱作为呈现中药整体

化学成分的关键方式,不仅拥有特定的量化参数,还
在国际上赢得了对中药质量评估的广泛认可。 同时,
化学计量学依靠样品多组分特征信息的精准计算特

性,加上软件应用的便利推广,已然在中药材的道地

性探究及多成分剖析中占据了举足轻重的地位。 本

研究聚焦于沙棘颗粒,构建的 9 批样品的 HPLC 指纹

图谱相似度在 90%以上,表明了样品之间的高度统

一性,并且借助对照品明确了其中的 3 个共有峰,为
沙棘颗粒的质量管控提供了有力的数值支撑。 同时,
在 PCA 的框架下,样品间的相似性分析显示,3 个不

同企业生产的样品存在一定离散性,说明不同企业生

产的样品在活性组分上具有一定的差异,究其原因可

能是道地药材的来源差异性以及药品加工工艺的多

样性。 通过 PCA 分析结果可以发现,峰 1(槲皮素)、
峰 2(山柰素)、峰 3(异鼠李素)在区分不同企业沙棘

颗粒指纹图谱中扮演了关键角色。 这 3 种成分有望

成为沙棘颗粒含量的标志性指标。
3. 2摇 QAMS 研究 摇 QAMS 在指纹图谱及中药成分

含量测定及中药质量标准分析中具有重要的作用,
能显著降低实验成本,提高检验效率。 由于实验特

殊性,本研究将市面上多家公司生产的高效液相色

谱仪及相应的色谱柱进行了比对分析,通过结果数

据可以发现,将槲皮素作为内参物,山柰素和异鼠李

素的 RSD 值合规,且几乎无差异性。 按照两种算法

进行实验分析和对比,发现两种分析方法的测定结

果无明显差异,印证了此方法具有一定的可依赖性。
因此,建立的 QAMS 方法在沙棘颗粒含量测定方面

具有显著的应用价值。 这一成果不仅为沙棘颗粒的

质量控制提供了科学依据,也为相关领域的深入研

究奠定了基础。
综上,本研究将指纹图谱技术与定量分析多成

分 QAMS 相融合,全面且深入地评估了沙棘颗粒的

品质,并借助 PCA 等方法精准呈现不同批次样品,
不同生产源头之间的细小差异。 此方法具有易操

作、省时高效及结果精确等显著优势,能够为沙棘颗

粒质量标准的优化提供有力的参考依据。
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