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杞菊地黄丸 HPLC 指纹图谱的建立及特征峰的归属分析 
    

李澍才，王颖*(四川省食品药品检验检测院，成都 610097) 
 

摘要：目的  建立杞菊地黄丸的 HPLC 指纹图谱，为科学评价及有效控制杞菊地黄丸的质量提供可靠方法。方法  采用

CAPCELL PAK MG C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)，以乙腈-0.1%磷酸水溶液为流动相进行梯度洗脱，检测波长

225 nm，采集时间 80 min。建立指纹图谱，采用中药指纹图谱相似度评价系统对抽取的 239 批样品进行指纹图谱的相似

度评价。结果  建立指纹图谱共有 23 个特征峰，采用对照品和对照药材比对的方法对特征峰进行归属。239 批次样品中

238 批次的指纹图谱与对照指纹图谱的相似度>0.9，相似度良好。结论  建立的杞菊地黄丸 HPLC 指纹图谱可用于制剂的

质量控制，为杞菊地黄丸的整体质量评价及控制提供依据。 
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Establishment of HPLC Fingerprint of Qiju Dihuang Pill and the Attribution Analysis of Characteristic 
Peaks 
 
LI Shucai, WANG Ying*(Sichuan Provincial Food and Drug Inspection Institute, Chengdu 610097, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC fingerprint of Qiju Dihuang pill, and provide an effective and reliable 
method for the quality evaluation and quality control of Qiju Dihuang pill. METHODS  The HPLC fingerprint analysis was 
carried out on a column of CAPCELL PAK MG C18(250 mm×4.6 mm, 5 μm), using a mobile phase of acetonitrile-0.1% 
phosphoric acid solution. The detection wavelength was set at 225 nm, and the total run time was 80 min. The control fingerprint 
was established by similarity evaluation system of chromatographic fingerprint of traditional Chinese medicine, and the 
similarity of 239 batches of samples was evaluated. RESULTS  There were 23 characteristic common peaks in HPLC 
chromatograms and all the characteristic common peaks were identified by comparison of both the reference substance and the 
reference herbs. The similarity of the 238 batches in 239 batches of samples was >0.9, and the similarity was good. 
CONCLUSION  The established HPLC fingerprint information of Qiju Dihuang pill can be used for the quality control, and 
provide a basis for the overall quality evaluation and control of Qiju Dihuang pill.  
KEYWORDS: Qiju Dihuang pill; fingerprint; characteristic peak; attribution analysis; HPLC 
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杞菊地黄丸为国家基本药物，处方由枸杞子、

菊花、熟地黄、酒萸肉、牡丹皮、山药、茯苓、

泽泻等 8 味药组成，具有滋肾养肝之功效，用于

肝肾阴亏，眩晕耳鸣，羞明畏光，迎风流泪，视

物昏花等症[1]。 
杞菊地黄丸疗效确切，广泛应用于临床[2-4]。

方中重用熟地大补肾阴，为君药，辅以酒萸肉、

枸杞子补肾养肝明目；山药滋肾补脾；菊花疏散

风热，清肝明目，以助君药。佐以泽泻泻肾降浊，

牡丹皮清散肝火，茯苓健脾渗湿，与君臣相合，

补而不滞。诸药相合，共奏滋肾养肝明目之功[5]。

因此，方中药材的稳定性关系着制剂的质量，同

时也影响着临床使用的安全性及有效性。现执行

的药典标准仅检测莫诺苷、马钱苷和丹皮酚，处

方中其他中药无控制手段，不能全面反映该制剂

的质量情况。中药指纹图谱是采用现代分析方法

建立的一种能够全面反映中药复杂体系和丰富鉴

别信息的鉴别技术，能够有效表征中药质量，广

泛用于中药的质量控制及评价[6-10]。杞菊地黄丸指

纹图谱的研究较少，谢彩侠等[11]建立了近红外光

谱和 HPLC 联用指纹图谱，应用于 30 批次杞菊地

黄丸(浓缩丸)的质量分析。孙国祥等[12-13]建立了

HPLC 指纹图谱，应用于 11 批次杞菊地黄丸(大蜜

丸)质量分析。这些报道中未明确杞菊地黄丸指纹

图谱中的特征峰的来源，也未区分 2 种制法——

大(小)蜜丸和水蜜丸的指纹图谱。本研究拟分别

建立杞菊地黄丸大 (小 )蜜丸和水蜜丸的指纹图

谱，并进行特征峰归属分析，还对抽检的大量杞
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菊地黄丸样品进行质量评价。 
1  材料与试药 

Agilent1200 高效液相色谱仪(DAD 检测器，

美国 Agilent 公司)；XS105DV 电子天平(梅特勒托

利 多 公 司 ) ； Mili-Q 纯 水 仪 (Millipore 公 司 ) ；

MultiReax 涡旋仪(Heidolph 公司)；CAPCELL PAK 
MG C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)(资生堂公

司)。乙腈、甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯。 
对照品：绿原酸(批号：110753-201415；纯度：

96.1%)、木犀草苷(批号：111720-201408；纯度：

93.5%) 、 3,5-O- 二 咖 啡 酰 基 奎 宁 酸 ( 批 号 ：

111782-201405；纯度：94.3%)、23-乙酰泽泻醇 B(批
号：111846-201203；纯度：98.3%)和 5-羟甲基糠

醛(批号：111626-201509；纯度：98.7%)均购自中

国食品药品检定研究院；莫诺苷(成都曼思特生物

科技有限公司，批号：MUST-14070102；纯度：

95.0%)。对照药材：山药(批号：121137-201305)、
枸杞子 (批号：121072-201410)、熟地黄 (批号：

121196-200804)、菊花(批号：121384-201103)、茯

苓 ( 批 号 ： 121117-201308) 、 山 茱 萸 ( 批 号 ：

121495-201303)、泽泻(批号：121081-201406)和牡

丹皮(批号：121490-201102)均购自中国食品药品检

定研究院。 
样品：大蜜丸(北京同仁堂科技发展股份有限

公司制药厂，批号：15013307；规格：每盒 90 g)；
水蜜丸(河南省宛西制药股份有限公司，批号：

150302；规格：每盒 72 g)；全国市售杞菊地黄丸

抽检的 239 批次，其中大(小)蜜丸 148 批次，水蜜

丸 91 批次。 
2  方法与结果 
2.1  测试溶液的制备 
2.1.1  对照品溶液的制备  取绿原酸、木犀草苷、

3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸、23-乙酰泽泻醇 B、莫诺

苷、5-羟甲基糠醛等对照品适量，精密称定，分别加

甲醇制成每 1 mL 约含 0.1 mg 的溶液，摇匀，即得。 
2.1.2  对照药材溶液的制备  按照杞菊地黄丸处

方取山药、枸杞子、熟地黄、菊花、茯苓、山茱

萸、泽泻、牡丹皮等对照药材适量，粉碎成细粉，

分别称取粉末约 1 g，置具塞烧瓶中，精密加入 80%
甲醇 20 mL，称定质量，水浴加热回流 1 h，放冷，

用 80%甲醇补足减失的质量，摇匀，0.45 μm 滤膜

过滤，取续滤液，即得各对照药材溶液。 
2.1.3  供试品溶液的制备  取本品水蜜丸研碎，

或取大蜜丸剪碎，混匀，称取约 2 g，精密称定。

置具塞烧瓶中，精密加入 80%甲醇 20 mL，密塞，

称定质量，水浴加热 1 h，冷却至室温，用 80%甲

醇补足减失的质量，摇匀，0.45 μm 滤膜过滤，取

续滤液，即得。 
2.1.4  阴性对照溶液的制备  按照杞菊地黄丸处

方比例和制法，制成仅缺少 1 味对照药材、不加

炼蜜的阴性样品，按“2.1.3”项下方法处理，即

得对应药材的阴性溶液。 
2.2  色谱条件 

Agilent 1200 高效液相色谱仪，配置 DAD 检

测器，检测波长为 225 nm，色谱柱为 CAPCELL 
PAK MG C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)，柱

温 30 ℃；流动相 A 为乙腈，流动相 B 为 0.1%磷

酸 水 溶 液 ， 梯 度 洗 脱 (0~5 min ， 5% → 10%A ；

5~25 min，10%→17%A；25~40 min，17%→30%A；

40~60 min，30%→50%A；60~70 min，50%→95%A；

70~80 min，95%→5%A)；流速为 1.0 mL·min–1；

进样体积为 20 µL；色谱记录时间为 80 min。 
2.3  方法学考察 
2.3.1  仪器精密度试验  取同一份“2.1.3”项下

杞菊地黄丸供试品溶液(批号：15013307)，按“2.2”

项下色谱条件连续进样 6 次，记录各色谱峰保留

时间和峰面积。以 22 号峰(丹皮酚)为参照峰，测

各特征峰相对保留时间 RSD<1%，相对峰面积

RSD<5%，显示仪器精密度良好。 
2.3.2  重复性试验  取大蜜丸样品 6 份(批号：

15013307)和水蜜丸样品 5 份(批号：150302)，按

“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.2”项

下色谱条件进行测定，记录各色谱峰保留时间和

峰面积，见图 1。以 22 号峰(丹皮酚)为参照峰，测

各特征峰相对保留时间 RSD<1%，相对峰面积

RSD<5%。并采用中药指纹图谱相似度评价系统进

行评价，色谱图的相似度均>0.99，显示该方法重

复性良好。 
2.3.3  稳定性试验  取同一份“2.1.3”项下杞菊

地黄丸供试品溶液(批号：15013307)，按“2.2”项

下色谱条件分别于 0，2，4，12，24 h 测定，记录

各色谱峰保留时间和峰面积。以 22 号峰(丹皮酚) 
为参照峰，测各特征峰相对保留时间 RSD<1%，

相对峰面积 RSD<5%，显示供试品溶液在 24 h 内

稳定性良好。 
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图 1  大蜜丸和水蜜丸重复性考察图谱 
A–大蜜丸(n=6)；B–水蜜丸(n=5)。 
Fig. 1  Reproducibility chromatograms of big-honeyed pills 
and water-honeyed pills 
A–big-honeyed pills(n=6); B–water-honeyed pills(n=5). 
 
2.4  特征峰归属 

供试品色谱图中共检出 23 个特征峰，其中有

10 个色谱峰可用对照品来定性(即 5-羟甲基糠醛、

莫诺苷、绿原酸、马钱苷、芍药苷、木犀草苷、

3,5-O-二咖啡酰基奎宁、蒙花苷、木犀草素、丹皮

酚)，其余 13 个峰采用对照药材和阴性对照进行归

属，即在相同条件下测定，根据供试品色谱图中

与对照药材色谱图中保留时间及紫外吸收光谱均 

一致且阴性无干扰的峰归属为该味药材的峰。通

过上述方法确定，本品色谱图各特征峰的具体归

属见图 2 及表 1。 
 

表 1  特征峰的归属 
Tab. 1  Attribution of characteristic peaks 

峰号 名称 峰号 名称 

1 熟地黄 1* 
(5-羟甲基糠醛) 

13 菊花 5 

2 酒萸肉 1(莫诺苷) 14 菊花 6 
3 牡丹皮 1 15 菊花 7 
4 菊花 1(绿原酸) 16 菊花 8(蒙花苷) 
5 酒萸肉 2(马钱苷) 17 菊花 9 
6 牡丹皮 2(芍药苷) 18 菊花 10(木犀草素)
7 牡丹皮 3 19 菊花 11 
8 菊花 2(木犀草苷) 20 牡丹皮 5 
9 牡丹皮 4 21 菊花 12 

10 酒萸肉 3 22 牡丹皮 6(丹皮酚) 
11 菊花 3(3，5-O-二咖啡酰

基奎宁) 
23 菊花 13 

12 菊花 4   

注：*利用对照药材和阴性对照进行归属的特征峰。 
Note: *Characteristic peaks identified by negative reference substance 
and reference herbs. 
 
2.5  对照指纹图谱的建立 

从每个生产企业中选择一批样品，共选择 43
批大(小)蜜丸和 30 批水蜜丸，按照上述方法处理

并测定，记录色谱图。分别将大(小)蜜丸和水蜜丸

样品色谱图导入中药指纹图谱相似度评价系统进

行指纹图谱合成，并采用“中位数”法获得各自的

对照特征图谱，色谱图见图 3。比较大(小)蜜丸和

水蜜丸样品的对照特征图谱，特征峰基本一致。 

 

 
 
图 2  特征峰归属色谱图 
1~23–特征峰。 
Fig. 2  HPLC chromatogram of attribution of characteristic peaks 
1–23–characteristic peak. 
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图 3  杞菊地黄丸[大(小)蜜丸和水蜜丸]对照特征图谱 
A−大(小)蜜丸；B−水蜜丸。 
Fig. 3  HPLC chromatogram of Qiju Dihuang pills(big, 
small-honeyed pills and water-honeyed pills) 
A−big, small-honeyed pills; B−water-honeyed pills. 
 

2.6  样品测定及结果分析 
采用本研究拟定的方法对本次抽取的 239 批

样品进行指纹图谱测定，并采用中药指纹图谱相

似度评价系统进行相似度计算，结果 148 批大(小)
蜜丸中有 37 批样品相似度<0.80，91 批水蜜丸中

有 9 批样品相似度<0.80，相似度结果见图 4。分

析其相似度低的原因，这些样品 5-羟甲基糠醛峰

差异较大，因此影响了相似度计算。采用除 5-羟
甲基糠醛峰外的其他特征峰进行相似度计算，结果

除 1 批为 0.85 外，其他均>0.90，相似度结果见图 5。 
 

 
图 4  相似度结果 
A−148 批大(小)蜜丸；B−91 批次水蜜丸。 
Fig. 4  Similarity result 
A−148 batches of big-honeyed pills and small-honeyed pills; B−91 
batches of water-honeyed pills. 

 
 

图 5  相似度结果(不包含特征峰 1) 
A−148 批大(小)蜜丸；B−91 批次水蜜丸。 
Fig. 5  Similarity result(without characteristic peak 1) 
A−148 batches of big-honeyed pills and small-honeyed pills; B−91 
batches of water-honeyed pills. 
 

3  讨论 
3.1  供试品溶液制备的选择 

本研究考察了不同比例甲醇(50%，80%，100%)
进行提取的情况，通过试验结果可知，甲醇作为

提取溶剂，大蜜丸样品不能溶散，50%甲醇和 80%
甲醇差异不大，考虑到 50%甲醇含水比例较高，

糖分等杂质提取较多，对柱子污染较大，因此

终选择 80%甲醇作为提取溶剂。 
3.2  流动相考察和检测波长选择 

本研究共考察了乙腈-0.1%磷酸溶液、乙腈-
水、甲醇-0.1%磷酸溶液、甲醇-水等 4 种流动相组

成，进行梯度洗脱。结果发现，乙腈-0.1%磷酸溶

液作为流动相时，供试品色谱峰中的个数较多，

因此 终选择乙腈-0.1%磷酸溶液为测定流动相。

同时考虑到所选波长应能同时检出尽量多的峰，

因此通过二极管阵列检测器对各波长进行筛选，

终选择了 225 nm 作为测定波长。 
3.3  5-羟甲基糠醛对相似度计算的影响与质量

控制 
本研究共检出 23 个特征色谱峰，在计算相似

度时发现特征峰 1(5-羟甲基糠醛)影响了相似度的

计算，导致结果异常。从熟地黄阴性样品色谱图(图
6)可知杞菊地黄丸中 5-羟甲基糠醛来源于熟地黄；

同时制剂中加入的炼蜜可通过加热蜂蜜产生，蜂

蜜中葡萄糖等单糖化合物在高温或弱酸条件下脱

水产生 5-羟甲基糠醛，因此杞菊地黄丸中 5-羟甲

基糠醛还可能来源于制剂中的炼蜜[14-15]。根据中

国药典 2020 年版一部中杞菊地黄丸的“制法”计 
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图 6  熟地黄阴性样品色谱图 
Fig. 6  HPLC chromatogram of negative sample of Rehmannia 
 
算，水蜜丸中炼蜜含量为 26%~59%，熟地黄含量

为 18%~20%，大(小)蜜丸中炼蜜含量为 44%~58%，

熟地黄含量为 13%~15%；样品中的炼蜜直接影响

色谱图中 5-羟甲基糠醛色谱峰的大小，但不同来

源炼蜜的质量不同，不同样品中炼蜜对 5-羟甲基

糠醛色谱峰的影响并不一致，因此 5-羟甲基糠醛

不适合用于蜜丸类样品的相似度计算。5-羟甲基糠

醛具有神经毒性[16]，239 批样品中有 46 批的 5-羟
甲基糠醛较高，建议对杞菊地黄丸中 5-羟甲基糠

醛含量开展质量控制。 
3.4  小结 

本研究建立杞菊地黄丸的 HPLC 指纹图谱，

其中共有 23 个特征峰，所对应特征峰的相对保留

时间稳定，方法学考察表明精密度、稳定性、重

复性均符合要求。利用中药色谱指纹图谱相似度

评价系统，计算出相似度符合国家相关要求，为

科学评价及有效控制杞菊地黄丸的质量提供可靠

方法。 
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