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清热解毒颗粒的 HPLC 指纹图谱建立及聚类分析 
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摘要：目的  建立清热解毒颗粒的 HPLC 指纹图谱，并进行聚类分析。方法  色谱柱为 Phenomenex C18(250 mm×4.6 mm，

5 μm)，以甲醇-0.1%磷酸溶液为流动相梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min1，柱温为 30 ℃，检测波长为 325 nm。采用“中药

色谱指纹图谱相似度评价系统”(2012 版)进行相似度评价，采用 SPSS 21.0 软件对 15 批样品进行聚类分析。结果  建立

了清热解毒颗粒的 HPLC 指纹图谱，确定了 22 个共有峰，指认了 4 个峰，相似度均≥0.916。15 批样品可聚为 3 大类，

S1~S7 聚为Ⅰ类、S8~S10 聚为Ⅱ类，S11~S15 聚为Ⅲ类。结论  采用 HPLC 建立的指纹图谱方法简单，重复性好，可用于

清热解毒颗粒的质量控制和工艺评价。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish the HPLC fingerprint chromatogram of Qingre Jiedu granules, and to conduct cluster 
analysis. METHODS  HPLC was performed on Phenomenex C18 column(250 mm×4.6 mm, 5 μm) with the mobile phase 
consisted of methanol-0.1% phosphoric acid solution in gradient mode. The flow rate was 1.0 mL·min1 under the temperature of 
30 ℃, with a detection wavelength of 325 nm. The similarity evaluation was carried out by Similarity Evaluation System for 
TCM Chromatographic Fingerprint (2012 Edition). Cluster analysis was carried out by using SPSS 21.0 statistical software. 
RESULTS  The HPLC fingerprint of Qingre Jiedu granules with 22 commons peaks, and four of them were identified by 
comparing with reference substances. The similarity was ≥0.916. Fifteen batches of samples were divided into 3 categories. 
S1S7 could be grouped into category Ⅰ; S8S10 could be grouped into category Ⅱ; S11S15 could be grouped into category Ⅲ. 
CONCLUSION  The established method is simple and reproducible. The fingerprint and cluster analysis results can be used for 
the quality control and process evaluation. 
KEYWORDS: Qingre Jiedu granules; HPLC; fingerprint; cluster analysis 
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清热解毒颗粒具有多个同名异方品种，其中

中国药典 2015 年版一部中收载的清热解毒系列品

种[1-2]和另外 2 个医院制剂品种[3-4]处方均与本研

究不同，本研究清热解毒颗粒执行标准为《中药

成方制剂》第十三册(WS3-B-2618-97)，处方由黄

连、水牛角、玄参、金银花、地黄、大青叶、连

翘、知母、石膏九味药组成[5]，具有清热解毒、养

阴生津、泻火之功效，主要用于风热型感冒、流

行性腮腺炎及轻、中型乙型脑炎等。清热解毒颗

粒成分复杂，生产厂家众多，但现行标准简单，

仅有【性状】、【鉴别】理化鉴别、【检查】项。目

前该处方质量标准研究较少[6-7]。中药指纹图谱能

较全面、系统的反映中成药的特征化学信息，是

现行公认的中药及天然药物 有效的控制技术之

一[8-10]。本研究采用 HPLC 梯度洗脱对清热解毒颗

粒进行指纹图谱研究[11]，对共有的 22 个色谱峰进

行了归属，并对其结果进行聚类分析，为其全面

的质量控制和工艺评价提供参考。 
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1  仪器与试剂 
LC-20AD高效液相色谱仪(日本 SHIMADZU，

四元泵，PDA 检测器，LC solution 色谱工作站，

自动进样器)；BSA 124S-CW 型电子天平(德国赛

托利斯公司)；KQ-500E 型超声波清洗器(昆山市超

声仪器有限公司)。 
甲醇(分析纯，国药集团化学试剂有限公司)；

甲醇(色谱纯，Sigma 公司)；磷酸(分析纯，国药集

团化学试剂有限公司)；水为超纯水；金银花对照

药材(批号：121060-201608)、知母对照药材(批号：

121070-200503) 、 黄 连 对 照 药 材 ( 批 号 ：

120913-201310) 、 大 青 叶 对 照 药 材 ( 批 号 ：

121367-200602) 、 连 翘 对 照 药 材 ( 批 号 ：

120908-201216) 、 地 黄 对 照 药 材 ( 批 号 ：

121180-201506) 、 玄 参 对 照 药 材 ( 批 号 ：

121008-201609) 、盐酸小檗碱对照品 ( 批号：

120913-201310，含量以 86.8%计)、连翘酯苷 A 对

照品(批号：111802-201102，含量以 93.2%计)、绿

原酸对照品(批号：110753-201817，含量以 96.8%
计)、芒果苷对照品(批号：111607-200402，含量以

99.0%计)均由中国食品药品检定研究院提供；清热

解毒颗粒 [北京东升制药有限公司，批号：

17430502，17430503，17430504；河南辅仁堂制

药有限公司，批号： 20170302 ， 20170901 ，

20170902；江西济民可信金水宝制药有限公司，

批号：171201；江西铜鼓仁和制药有限公司，批

号：171201，171202，171203；河北万岁药业有

限公司，批号：170501，170502，161002，170501(无
蔗糖)、171001(无蔗糖)]均为市售品，编号依次为

S1~S15。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱：Phenomenex C18(250 mm×4.6 mm，

5 μm)；流动相为甲醇(A)-0.1%磷酸溶液(B)；梯度

洗脱(0~20 min，16%→23%A；20~30 min，23%→

30%A；30~40 min，30%→27%A；40~55 min，27%
→41%A；55~65 min，41%A；65~75 min，41%→

42%A；75~85 min，42%→48%A；85~95 min，48%
→45%A；95~105 min，45%→55%A；105~115 min，
55%A)，流速为 1.0 mL·min1；柱温 30 ℃；进样

量 10 μL；检测波长 325 nm。 
2.2  供试品溶液的制备 

取装量差异项下的清热解毒颗粒适量，研细，

取约 2 g 或 1 g(无糖)，精密称定，置具塞锥形瓶中，

精密加入 50%甲醇 15 mL，密塞，称定质量，超

声 30 min，放冷，再称定重量，用 50%甲醇补足

减失的重量，摇匀，离心，取上清液，即得。 
2.3  对照品和对照药材溶液的制备 

精密称取绿原酸、连翘酯苷 A、芒果苷、盐

酸小檗碱对照品适量，加甲醇制成每 1 mL 含绿原

酸 12.18 µg、连翘酯苷 A11.04 µg、芒果苷 12.24 µg、
盐酸小檗碱 13.02 µg 的混合对照品溶液，摇匀，

即得。再取金银花、知母、黄连、大青叶、连翘、

地黄、玄参各 1 g，按处方工艺制备，再按“2.2”
项下制备方法，分别制成各药材的对照药材溶液。 
2.4  方法学考察 
2.4.1  仪器精密度试验  取清热解毒颗粒(批号：

17430502)，按“2.2”项下方法制备供试品溶液，

按“2.1”项下色谱条件连续进样 6 次，以 4 号峰

为参照，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰

面积。结果各共有峰相对保留时间 RSD 均

<0.1%(n=6)，相对峰面积 RSD 均<2.0%(n=6)，表

明仪器精密度良好，符合指纹图谱的技术要求。 
2.4.2  重复性试验   取清热解毒颗粒 (批号：

17430502)6 份，分别按“2.2”项下方法制备供试

品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定，以 4
号峰为参照，记录各共有峰的相对保留时间和相

对峰面积。结果相对保留时间 RSD 均<0.1%(n=6)，
相对峰面积 RSD 均<2.8%(n=6)，表明本方法重复

性良好，符合指纹图谱的技术要求。 
2.4.3  稳定性试验   取清热解毒颗粒 (批号：

17430502)，按“2.2”项下方法制备供试品溶液，

分别于 0，3，6，9，12，24 h 按“2.1”项下色谱

条件进样测定，以 4 号峰为参照，记录各共有峰

的相对保留时间和相对峰面积。结果相对保留时

间 RSD 均 <0.7%(n=6)，相对峰面积 RSD 均

<2.9%(n=6)，表明供试品溶液在 24 h 内基本稳定。 
2.5  结果与分析 
2.5.1  清热解毒颗粒指纹图谱的建立与分析  取
15 批药材按“2.2”项下方法制备供试品溶液，再

按“2.1”项下色谱条件测定，得到 15 批清热解毒

颗粒的液相色谱图，再采用“中药色谱指纹图谱

相似度评价系统”(2012 版)对 15 批药材样品的

HPLC 图谱进行分析，得到 HPLC 叠加指纹图谱，

见图 1。经过谱峰多点校正生成共有模式的对照指

纹图谱，见图 2，确定 22 个共有峰。 
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图 1  15 批清热解毒颗粒 HPLC 叠加指纹图谱 
4绿原酸；5芒果苷；12连翘酯苷 A；22盐酸小檗碱。 
Fig. 1  HPLC fingerprints overlap of 15 batches of Qingre Jiedu granules  
4chlorogenic acid; 5mangiferin; 12forsythoside A; 22berberine hydrochloride. 

 

图 2  清热解毒颗粒对照指纹图谱 
4绿原酸；5芒果苷；12连翘酯苷 A；22盐酸小檗碱。 
Fig. 2  HPLC standard fingerprint chromatogram of Qingre 
Jiedu granules  
4chlorogenic acid; 5mangiferin; 12forsythoside A; 22berberine 
hydrochloride. 

2.5.2  共有峰的标定与指认  分别依次精密吸取

“2.3”项下制备的 7 味药材的对照药材溶液各

10 μL，注入高效液相色谱仪，按“2.1”项下色谱

条件进行测定，测得 7 味药材 HPLC 色谱图，见

图 3。根据色谱峰的保留时间和光谱图对其进行归

属，得出 1~4，15~17 号色谱峰归属为金银花药材；

5，6 号色谱峰归属为知母药材；7，20~22 号色谱

峰归属为黄连药材；8，18~19 号色谱峰归属为玄

参药材；9，11~12 号色谱峰归属为连翘药材，10
号色谱峰归属为大青叶药材；13~14 号色谱峰归属

为地黄药材。根据已确认的 22 个共有峰，通过与

对照品溶液的保留时间和光谱图比对，指认了其

中的 4 个峰，分别为绿原酸(4 号峰)、芒果苷(5 号

峰)、连翘酯苷 A(12 号峰)、盐酸小檗碱(22 号峰)，
在色谱图中选择归一化峰面积 大的 4 号峰作为

参照峰(S)。 

 
图 3  7 味药材 HPLC 图 
Fig. 3  HPLC chromatograms of seven herbal pieces  

2.5.3  相似度计算  采用“中药色谱指纹图谱相

似度评价系统”(2012 版)对 15 批样品的指纹图谱

数据进行分析，计算 15 批清热解毒颗粒与对照指

纹图谱之间的相似度。结果显示，15 批样品相似

度分别为 0.960，0.970，0.976，0.990，0.977，0.977，
0.991，0.925，0.933，0.916，0.967，0.967，0.964，
0.973，0.957，均≥0.916。 
2.6  聚类分析 

以 15 批样品 22 个共有峰的相对峰面积为原
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始数据，应用 SPSS 21.0 软件，采用组间平均数联

结法进行聚类分析，结果见图 4。由图 4 可知，15
批样品可聚为 3 大类：S1，S2，S3，S4，S5，S6，
S7 聚为Ⅰ类，S8，S9，S10 聚为Ⅱ类，S11，S12，
S13，S14，S15 聚为Ⅲ类。 

 
图 4  15 批样品聚类分析树状图 
Fig. 4  Result of cluster analysis of 15 batches  

2.7  主成分分析 
以 15 批指纹图谱 22 个共有峰面积为原始数

据，导入 SPSS 21.0，进行主成分分析，提取了一

个主成分，以编号为 X 轴，样品得分为 Y 轴，绘

制散点图，见图 5。由图 5 可知，样品 S1，S2，
S3，S4，S5，S6，S7 聚为Ⅰ类，S8，S9，S10 聚为

Ⅱ类，S11，S12，S13，S14，S15 聚为Ⅲ类，与“2.6”
项下聚类分析考察结果一致。 

 
图 5  15 批样品主成分分析 
Fig. 5  Result of principal component analysis in 15 batches 
sample   

2.8  4 种成分含量测定 
对 15 批样品进行了绿原酸、芒果苷、连翘酯

苷 A、盐酸小檗碱 4 种成分的含量测定，结果见

表 1。 

表 1  每袋样品中 4 种成分含量 
Tab 1  Contents of four components in one bag of samples  

mg 
编号 绿原酸 芒果苷 连翘酯苷 A 盐酸小檗碱

S1  9.12 1.23 7.40 0.95 
S2  8.60 1.39 7.18 1.29 
S3 10.53 1.70 7.54 2.04 
S4 13.15 0.93 8.10 2.24 
S5 11.96 0.78 7.60 1.94 
S6 13.07 0.97 6.07 2.35 
S7  6.65 0.67 3.86 0.83 
S8  3.25 0.57 3.49 0.61 
S9  3.51 0.62 3.39 0.60 

S10  3.29 0.63 3.74 0.62 
S11 12.89 2.88 3.31 1.41 
S12 15.78 2.18 3.71 1.40 
S13 16.40 3.34 3.85 1.52 
S14 19.69 3.40 4.56 1.74 
S15 18.53 1.51 4.12 2.42 

3  讨论 
3.1  供试品溶液制备的考察 

考察了不同的提取溶剂[甲醇、乙醇、50%甲

醇、50%甲醇-盐酸(100∶1)]对色谱峰的影响，结

果以 50%甲醇提取特征峰 丰富；考察了加热回

流、超声 2 种提取方式，结果表明超声提取方式

特征峰面积更大，这可能是因为特征峰含有绿原

酸、连翘酯苷 A 类似结构的化合物，而这类化合

物不是很稳定，加热回流会加剧其分解；另外还

考察了提取时间(15，30，50 min)的提取效率，结

果表明提取 30 min 效果 佳。 
3.2  色谱条件的选择 

对清热解毒颗粒样品在 190~400 nm 内的 3D
光谱图进行分析，结果在 325 nm 处色谱峰较集中，

大小适中，分离度好，故选择 325 nm 作为检测波

长。实验还考察了乙腈(甲醇)-水，乙腈(甲醇)-0.1%
磷酸水系统，结果显示甲醇-0.1%磷酸水系统分离

效果好，峰型 佳。 
3.3  相似度分析 

15 批样品中有 12 批次相似度>0.95，即使相

似度 低的 S8~S10 批样品也没有峰缺失情况，且

都能归属到处方中 7 味药材的特征峰，说明本次

收集到的清热解毒颗粒具有较好的相关性，工艺

稳定性良好，整体质量较稳定。但来自同一企业

的 3 批(S8~S10)样品相似度均<0.95，从含量测定

结果也得出，这 3 批次样品中 4 种成分含量 低，

表明该企业所用原料较差，经计算，其 22 号峰盐
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酸小檗碱含量也低于理论值，因此将 0.95 作为相

似度评价的阈值，可有效地对样品质量优劣进行

评价。 
3.4  聚类分析 

聚类分析结果表明，15 批样品可聚为 3 大类。

Ⅰ类为北京东升制药有限公司、河南辅仁堂制药

有限公司和江西济民可信金水宝制药有限公司 3
家企业样品，Ⅱ类为江西铜鼓仁和制药有限公司

样品，Ⅲ类为河北万岁药业有限公司样品，各企

业批次间差异较小，但不同企业峰面积差异较大，

各成分间的含量比例差异较大，这可能是由于所

用原药材或者生产工艺差异所致，Ⅰ类为 3 个企业

样品，其具体原因有待进一步探究。 
综上所述，本实验所建立的清热解毒颗粒

HPLC 指纹图谱分析方法，精密度高、专属性强、

稳定性和分离度好。通过比较确定了 22 个共有峰，

指认了 4 个峰，并将各特征峰归属到处方中药材，

体现了药材与清热解毒颗粒的相关性，可以有效

地评价清热解毒颗粒的质量。 
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