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基于 HPLC-ELSD 指纹图谱与化学计量学相结合的舒眠胶囊质量评价 
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摘要：目的  建立舒眠胶囊 HPLC-ELSD 指纹图谱与化学计量学相结合，全面、系统评价舒眠胶囊质量的方法。方法  采

用 ACE Excel AR C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm，5.0 μm)，流动相为乙腈-水，梯度洗脱，柱温 30 ℃，流速为 1.0 mL·min–1， 
ELSD 漂移管温度 50 ℃，N2 流速为 3.0 mL·min–1。用 HPLC-ELSD 对 15 批次舒眠胶囊进行分析，建立指纹图谱共有模式，

采用聚类分析(cluster analysis，CA)、主成分分析(principal component analysis，PCA)等化学计量学方法进行区分与比较，

寻找导致不同批次间差异的主要标志性成分。结果  共确定了 16 个共有峰，归属了 10 个共有峰的药材来源，通过对照

品比对指认了 4 个共有峰归属，分别为柴胡皂苷 a、芍药内酯苷、芍药苷、槲皮苷，样品相似度均>0.90，CA 将样品分为 3
类，PCA 筛选出不同批次间差异的主要标记物，分别为 3(芍药苷)，14，15 号峰。结论  本研究建立的 HPLC-ELSD 指纹图

谱与 HPLC-DAD 指纹图谱相结合能对舒眠胶囊产品一致性、稳定性进行全面有效评价，可用于舒眠胶囊的质量综合评价。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish the HPLC-ELSD fingerprint of Shumian capsules and combine it with stoichiometry 
to comprehensively and systematically evaluate the quality of Shumian capsules. METHODS  The chromatographic column 
was ACE Excel AR C18(4.6 mm×250 mm, 5.0 μm), the mobile phase was acetonitrile-water for gradient elution at a flow rate of 
1.0 mL·min–1 , the columm temperature was 30 ℃, ELSD evaporator tube temperature was 50 ℃ and the flow of N2 was 
3.0 mL·min–1. Fifteen batches of samples were determined by HPLC-ELSD and a common mode of fingerprint was established. 
Based on the results, stoichiometry methods such as cluster analysis(CA), principal component analysis(PCA) were used to find 
main marker that caused the difference of the preparation. RESULTS  There were 16 common peaks, then 10 peaks were 
tracked assigned and four peaks were identified as saikosaponin a, albiflorin, paeoniflorin and quercitrin. Similarities of samples 
were > 0.90. The CA divided the samples into three categories, and three main markers for differences between different batches, 
peake 3(paeoniflorin), 14 and 15 were screen out by PCA. CONCLUSION  The established HPLC-ELSD fingerprint combine 
with HPLC-DAD fingerprint in this study can comprehensively and effectively evaluate the consistency and stability of Shumian 
capsules, and can provide a quality evaluation reference of Shumian capsules in the future. 
KEYWORDS: Shumian capsules; HPLC-ELSD; fingerprint; stoichiometry; quality evaluation 
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舒眠胶囊为中药复方制剂，由酸枣仁(炒)、柴

胡(酒炒)、白芍(炒)、合欢花、合欢皮、僵蝉、蝉

蜕、灯心草 8 味药材制成，有疏肝解郁、宁心安

神的功效[1]。中药具有多组分、多靶点的特点，指

纹图谱是基于多指标成分对中药制剂进行质量控

制的有效手段[2]，同时结合化学计量学方法，更全

面地体现中药的内在品质[3]。舒眠胶囊中起镇定催

眠作用的主要活性成分为皂苷类成分，但其含有

的酸枣仁皂苷和柴胡皂苷的紫外吸收均属于末端

吸收[4-5]，采用紫外检测器测定吸收较弱、干扰较

多。蒸发光散射检测器(evaporative light-scattering 
detector，ELSD)是一种质量型通用检测器，其响 
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应值与被测物的质量成正比关系，不受官能团

的影响，对末端吸收和无紫外吸收的成分均有响

应[6]。舒眠胶囊 HPLC-DAD 指纹图谱研究检测了

在 254 nm 波长下有紫外吸收的成分[7]，但紫外吸

收较弱的成分在 254 nm 波长下难以有较好响应。

本研究作为舒眠胶囊 HPLC-DAD 指纹图谱的补充

研究，进一步采用 HPLC-ELSD 对舒眠胶囊中含量

较大的主成分及紫外吸收较弱的成分进行检测，

与舒眠胶囊 HPLC-DAD 指纹图谱结合，共同筛选

出导致舒眠胶囊质量差异的标志性成分。全面、

系统地评价舒眠胶囊质量，期望为舒眠胶囊的质

量评价提供参考。 
1  材料 
1.1  仪器与试剂 

SHIMADZU Nexera-I LC-2040C 3D 型高效液

相色谱仪(日本 SHIMADZU 公司)；Alltech ELSD- 
800 型 ELSD(美国奥泰科技有限公司)；KQ5200E
型超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司 )；

Mettler AE-240 电子天平(瑞士梅特勒-托利多仪器

有限公司)；WP-UP-Ⅱ-20 超纯水机(四川沃特尔科

技发展有限公司)。 
乙腈为色谱纯(国药集团化学试剂有限公司)，

水为超纯水，其余溶剂均为分析纯。 
1.2  药材 

15 批舒眠胶囊(贵州大隆药业有限责任公司，

规格：每粒 0.4 g；S1~S15 批号分别为 20160721，

20160722 ， 20160801 ， 20171201 ， 20171006 ，

20171108 ， 20171002 ， 20170504 ， 20170601 ，

20170910 ， 20170702 ， 20170305 ， 20170404 ，

20170205，20170103)；芍药内酯苷、芍药苷、槲

皮苷、柴胡皂苷 a 对照品均购自四川省维克奇生物

科 技 有 限 公 司 ( 批 号 分 别 为 wkq18050205 ，

wkq18032104，wkq18041101，wkq18040903；纯

度均≥98%)。酸枣仁(炒)、柴胡(酒炒)、白芍(炒)、
合欢花、合欢皮、蝉蜕、僵蚕、灯心草药材经贵

州医科大学刘春花副教授鉴定均为正品，由贵州

大 隆 药 业 有 限 责 任 公 司 提 供 ， 批 号 分 别 为

Z001P20180501，Z002P20180401，Z003P20180402，

Z003P20180501，Z005P20180503，Z006P20180502，

Z007P20180502，Z008P20180401。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

采 用 ACE Excel AR C18 色 谱 柱 (4.6 mm× 
250 mm，5.0 μm)，流动相乙腈(A)-水(B)，梯度洗

脱(0~5 min，10%→13%A；5~30 min，13%→28%A；

30~45 min，28%→40%A；45~65 min，40%A；

65~70 min，40%→55%A；70~80 min，55%→95%A；

80~95 min，95%→95%A)。进样量 15 μL，柱温 30 ℃，

流速 1.0 mL·min–1，N2 流速 3.0 mL·min–1，漂移管

温度 50 ℃。 
2.2  溶液的制备 
2.2.1  对照品溶液的制备  分别精密称取芍药内

酯苷、芍药苷、槲皮苷、柴胡皂苷 a 适量，加甲醇

配制成浓度分别为 1.128 0，0.357 0，1.430 0，

0.527 0 mg·mL–1 的储备液，分别精密量取上述对

照品储备液适量，置于 5 mL 量瓶中，用甲醇稀释

至刻度，摇匀，得浓度分别为 225.6，71.40，286.0，

105.4 μg·mL−1 的混合对照品溶液。 
2.2.2  供试品溶液的制备   取舒眠胶囊内容物

1.0 g，精密称定，置 50 mL 磨口具塞锥形瓶中，

精密加入乙醇 10 mL，称重，回流提取 30 min，取

出，放冷，再称重，用乙醇补足失重，摇匀，过

滤，取续滤液，滤液过 0.22 μm 微孔滤膜，即得。 
2.2.3  阴性对照溶液的制备  按舒眠胶囊处方工

艺分别制备缺酸枣仁、缺柴胡、缺白芍、缺合欢

花、缺合欢皮、缺僵蚕、缺蝉蜕、缺灯心草的阴

性样品，按“2.2.2”项下方法制备阴性对照溶液。 
2.2.4  单味药材溶液的制备  按舒眠胶囊处方工

艺分别制备酸枣仁、柴胡、白芍、合欢花、合欢

皮、僵蚕、蝉蜕、灯心草的单煎液浸膏，按“2.2.2”

项下方法制备单味药材溶液。 
2.3  数据处理 

利用中药指纹图谱相似度评价系统(2012 年

版)、SPSS 22.0、SIMCA 14.1 软件对 15 批舒眠胶

囊指纹图谱进行分析。 
2.4  方法学考察 
2.4.1  仪器精密度试验  取舒眠胶囊 S8 样品(批
号：20170504)内容物 1.0 g，精密称定，按“2.2.2”

项下方法制备供试品溶液，在“2.1”项色谱条件

下，连续进样测定 6 次，记录芍药苷等 16 个主要

色谱峰保留时间和峰面积。结果显示，以芍药苷

为参照峰，各共有峰相对保留时间和相对峰面积

RSD<5.0%，表明仪器精密度良好。 
2.4.2  稳定性试验  取舒眠胶囊 S8 样品(批号：

20170504)内容物 1.0 g，精密称定，按“2.2.2”项

下方法制备供试品溶液，在“2.1”项色谱条件下，

分别在 0，2，4，8，12，24 h 进样测定，记录芍
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药苷等 16 个主要色谱峰保留时间和峰面积。结果

显示，以芍药苷为参照峰，各共有峰相对保留时

间和相对峰面积 RSD<5.0%，表明供试品溶液在

24 h 内稳定性良好。 
2.4.3  重复性试验  取舒眠胶囊 S8 样品(批号：

20170504)内容物 1.0 g，精密称定，按“2.2.2”项

下方法制备供试品溶液，按“2.1”项色谱条件下

测定，记录芍药苷等 16 个主要色谱峰保留时间和

峰面积。结果显示，以芍药苷为参照峰，各共有

峰相对保留时间 RSD<0.3%，相对峰面积 RSD< 
5.3%，表明该方法的重复性较好，能满足舒眠胶

囊 HPLC-ELSD 指纹图谱的测定要求。 
2.5  指纹图谱的建立与分析 
2.5.1  共有峰的确定  按“2.2.2”项下方法制备

15 批次供试品溶液，在拟定色谱条件下分别进样，

根据 HPLC 提供的相关参数建立舒眠胶囊的指纹

图谱。以 S1 样品(批号：20160721)图谱为参照图

谱，采用中位数法对 15 批舒眠胶囊指纹图谱进行

多点校正，建立共有模式，得到 HPLC-ELSD 对照

指纹图谱，见图 1。比较 15 批舒眠胶囊样品色谱

图，确定了 16 个共有峰。其中 3 号峰分离度较好、

峰面积较大，且在不同批次样品中稳定存在，选

其为参照峰，以获得其他共有峰的相对保留时间

和相对峰面积。15 批次舒眠胶囊 HPLC-ELSD 叠

加指纹图谱见图 2。 
2.5.2  相似度评价  采用中药色谱指纹图谱相似

度评价系统(2012 年版)进行相似度计算，以样品的

HPLC-ELSD 对照指纹图谱(图 1)为对照，进行相

似度评价。15 批次舒眠胶囊样品相似度分别为

0.992，0.991，0.993，0.989，0.992，0.992，0.994，

0.996，0.996，0.996，0.984，0.990，0.995，0.991， 
 

 
图 1  舒眠胶囊 HPLC-ELSD 对照指纹图谱 
3(S)−参照峰。 
Fig. 1  HPLC-ELSD control fingerprint of Shumian capsules 
3(S)−reference peak. 

 
图 2  15 批舒眠胶囊样品的 HPLC-ELSD 叠加图谱 
Fig. 2  HPLC-ELSD overlay fingerprint of 15 batches of 
Shumian capsule samples 
 

0.997，均>0.90，表明 15 批舒眠胶囊样品整体质

量差异较小，产品一致性、稳定性较好。 
2.5.3  指纹图谱共有峰归属及指认  通过 HPLC- 
ELSD 对照指纹图谱与单味药材 HPLC-ELSD 指纹

图谱和阴性对照 HPLC-ELSD 指纹图谱比对，确认

指纹图谱共有峰的药材归属。通过比对分析，16
个共有峰中，明确了 10 个共有峰的来源。4 号峰

来源于酸枣仁；11，12 号峰来源于柴胡；2，3，8，

9，10 号峰来源于白芍；7，13 号峰来源于合欢花。

其中单煎酸枣仁中未出现 4 号峰，缺酸枣仁中也

没有出现 4 号峰，但其他药材阴性对照中均有 4
号峰，推测它是酸枣仁与其他药材在煎煮过程中

生成，故归属自酸枣仁药材。9，10，13 号峰在归

属时也出现了同样的情况，为验证这 4 个峰的归

属，采用未煎煮的单味药材提取测定，结果发现 4，

9，10，13 号峰均出现于原药材中。通过混合对照

品图谱与 HPLC-ELSD 对照指纹图谱比较，共指认

了 4 种成分，即芍药内酯苷(2 号峰)、芍药苷(3 号

峰)、槲皮苷(7 号峰)、柴胡皂苷 a(11 号峰)。结果见

图 3~5。 
 

 
图 3  舒眠胶囊单味药材 HPLC-ELSD 指纹图谱 
A−酸枣仁(炒)；B−柴胡(酒炒)；C−白芍(炒)；D−合欢花；E−合欢皮；

F−僵蚕；G−蝉蜕；H−灯心草。 
Fig. 3  HPLC-ELSD fingerprint of single medicinal herb of 
Shumian capsules 
A−Ziziphi Spinosae Semen(stir fried); B−Bupleuri Radix(stir fried with 
wine); C−Paeoniae Radix Alba(stir fried); D−Albiziae Flos; E−Albizia 
Cortex; F−Bombyx Batryticatus; G−Cicadae Periostracum; H−Junci Medulla. 
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图 4  阴性对照 HPLC-ELSD 指纹图谱 
A−缺酸枣仁(炒)；B−缺柴胡(酒炒)；C−缺白芍(炒)；D−缺合欢花；E−
缺合欢皮；F−缺僵蚕；G−缺蝉蜕；H−缺灯心草。 
Fig. 4  HPLC-ELSD fingerprint of negative control 
A−lack of Ziziphi Spinosae Semen(stir fried); B−lack of Bupleuri 
Radix(stir fried with wine); C−lack of Paeoniae Radix Alba(stir fried); 
D−lack of Albiziae Flos; E−lack of Albizia Cortex; F−lack of Bombyx 
Batryticatus; G−lack of Cicadae Periostracum; H−lack of Junci Medulla. 
 

 
图 5  混合对照品图谱 
2−芍药内酯苷；3−芍药苷；7−槲皮苷；11−柴胡皂苷 a。 
Fig. 5  Mixed reference spectrum 
2−albiflorin; 3−paeoniflorin; 7−quercetin; 11−saikosaponin a. 
 
2.6  化学模式识别 
2.6.1  聚类分析  以 16 个共有峰面积为变量，应

用 SPSS 22.0 软件，以欧氏平方距离为区间、组间

平均连接法对 15 批舒眠胶囊进行系统聚类分析，

结果见图 6。15 批舒眠胶囊样品聚为 3 大类，S1、

S2、S3、S8、S12、S14 聚为Ⅰ类，S4、S9、S10、

S13、S15 聚为Ⅱ类，其余样品聚为Ⅲ类。 
 

 
图 6  15 批舒眠胶囊聚类分析图 
Fig. 6  Dendrogram of cluster analysis of 15 batches of 
Shumian capsules 

 
2.6.2  主成分分析  主成分分析是无监督模式识

别方法，它根据数据本身的属性来判断样本的类

别，能反映数据的原始状态，主要用于概括各组

样本间的总体分布情况、自然聚集状态和发现异

常样本等[8]。将 15 批次舒眠胶囊共有峰峰面积进

行标准化处理，运用 SIMCA 14.1 软件进行主成分

分析。主成分的特征值及贡献率是选择主成分的

依据，前 3 个主成分因子特征值分别为 8.771，

4.301，1.018，均>1；方差贡献率分别为 58.474%，

28.674%，6.784%，累积方差贡献率达 93.932%，

表明前 3 个主成分因子基本能反映舒眠胶囊的总

体信息。故以前 3 个主成分建立坐标系进行投影，

得到反映批次间质量相似性和差异性的分类情

况：15 个样品分别聚成 3 类，S1、S2、S3、S8、

S12、S14 聚为Ⅰ类，S10、S13、S15、S4、S9 聚

为Ⅱ类，其余样品聚为Ⅲ类，与聚类分析结果一

致，见图 7。距离原点较远的点为在前 3 个主成分

因子中权重值较大的成分，分别是 3 号峰(芍药苷)、
14 号峰、15 号峰，表明这 3 个色谱峰是导致不同批

次间样品质量差异的主要标志性成分，见图 8。 
 

 
图 7  舒眠胶囊样品的主成分分析散点得分图 
Fig. 7  Principal component analysis scatter plot scores of 
Shumian capsule samples 

 

 
图 8  舒眠胶囊成分的载荷分析 
Fig. 8  Load analysis of components in Shumian capsules 
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3  讨论 
试验中对比了不同流动相 (甲醇 -水、甲醇

-0.1%甲酸、甲醇-0.1%乙酸、乙腈-0.1%甲酸水、

乙腈-水)、色谱柱温度(30，35，40 ℃)，结果发现

用乙腈-水作为流动相，柱温 30 ℃时特征峰表达明

显、分离度较高。考察了漂移管温度(50，60，70 ℃)、
N2 流速(2.0，2.5，3.0 mL·min–1)，结果表明漂移管

温度为 50 ℃，N2 流速为 3.0 mL·min–1 基线较平稳，

峰形较好。在样品前处理时，为更好地检测制剂

中皂苷类成分，在预实验过程中采用了 5%浓氨试

液的甲醇试液、正丁醇加酸碱提取，经研究发现

提取液浓度较高，不易进样、峰型效果不佳，且

基线漂移严重。实验又考察了不同提取方式(超声、

回流)、提取时长(30，60，90 min)、提取溶剂(25%，

50%，75%，无水的甲醇溶液和 25%，50%，75%，

无水的乙醇溶液)的提取效果，综合考虑选择了采

用无水乙醇回流提取 30 min，在此条件下能简便

快速地提取出更为丰富全面的成分。 
本研究在 HPLC-DAD 指纹图谱研究的基础

上，进一步使用 ELSD 研究舒眠胶囊中的主要成

分 及 紫 外 吸 收 较 弱 的 成 分 。 建 立 了 舒 眠 胶 囊

HPLC-ELSD 指纹图谱，确定了 16 个共有峰，归

属了 10 个共有峰的药材来源，指认了 4 个化学成

分。方法学考察结果(仪器精密度、稳定性、重现

性)良好，且 15 批次舒眠胶囊指纹图谱具有较好的

相似度。 
聚类分析将 15 批次舒眠胶囊聚为 3 大类：S1、

S2、S3、S8、S12、S14 聚为Ⅰ类，S4、S9、S10、

S13、S15 聚为Ⅱ类，其余样品聚为Ⅲ类。本研究

作为 HPLC-DAD 指纹图谱研究[7]的补充研究，聚

类分析结果中的Ⅰ类包含了 HPLC-DAD 指纹图谱

研究中的Ⅰ类；Ⅱ类也均存在于 HPLC-DAD 指纹

图 谱 研 究 的 Ⅱ 类 中 ； Ⅲ 类 的 S5 、 S6 、 S7 与

HPLC-DAD 指纹图谱研究也基本一致。由于 ELSD
的响应与被测物的质量相关[9]，DAD 的响应与紫

外吸收强度相关[10]，因此本研究与舒眠胶囊 HPLC- 
DAD 指纹图谱研究的聚类结果也存在不同之处，

HPLC-DAD 指纹图谱研究Ⅱ类中的 S8、S14、S15
在本研究中被聚为Ⅰ类；S11 在本研究中被聚为Ⅲ

类。主成分分析筛选出 3 号峰(芍药苷)、14 号峰、

15 号峰为影响不同批次舒眠胶囊质量差异的主要

标志性成分，舒眠胶囊 HPLC-DAD 指纹图谱研究

也筛选出芍药苷、槲皮素、槲皮苷等 6 个成分为

影响舒眠胶囊质量差异的主要标志物，这提示在

舒眠胶囊生产过程中应重点监测芍药苷、槲皮素、

槲皮苷等 8 个成分的质量变化，达到控制舒眠胶

囊整体质量稳定的目的。 
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