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复方苦参肠炎康片 HPLC 指纹图谱及多成分含量测定 
   

胡丹(宿州市食品药品检验检测中心，安徽 宿州 234000) 
 

摘要：目的  采用 HPLC 建立复方苦参肠炎康片指纹图谱定性和 8 个成分定量分析的测定方法，为复方苦参肠炎康片的

质量控制提供更为可靠的方法和依据。方法  采用 HPLC 同时测定复方苦参肠炎康片中京尼平苷酸、苦参碱、绿原酸、

氧化苦参碱、芍药苷、黄芩苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵的含量，采用 Agilent TC-C18 柱 (250 mm4.6 mm，5 m)，流动

相为乙腈(A)-0.05%磷酸溶液(B)，梯度洗脱；检测波长为 220 nm，柱温为 30 ℃，流速为 1.0 mL·min1，进样量为 10 L。

选取黄芩苷为参照峰，并使用中药色谱指纹图谱相似度评价系统对指纹图谱进行相似性评价，确定共有峰。结果  京尼

平苷酸、绿原酸、苦参碱、氧化苦参碱、芍药苷、黄芩苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵质量浓度的线性范围分别为

1.080~9.723(r=0.999 8)，5.213~46.92(r=0.999 6)，18.95~170.5(r=0.999 4)，31.79~286.1(r=0.999 7)，49.53~445.8(r=0.999 4)，
113.5~1022(r=0.999 5)，70.77~636.9(r=0.999 6)，10.69~96.21(r=0.999 5) gmL1；定量限分别为 0.867 0，1.051，1.123，

1.021，0.903 1，0.896 1，1.063，1.216 gmL1；平均加样回收率分别为 98.6%，99.0%，98.4%，98.7%，98.8%，99.1%，

98.9%，98.8% (RSD 均<2.0%，n=6)；仪器精密度、重复性、稳定性(48 h)试验的 RSD 均<2.0%(n=6)。14 批次复方苦参肠

炎康片的指纹图谱与其指纹图谱共有模式相比较相似度均>0.9，标定了共有峰 22 个，并对其中 8 个共有峰进行了指认和

归属。结论  所建立的 HPLC 指纹图谱分离效果良好，特征性强，方法稳定简单，多指标成分含量测定同时结合指纹图

谱分析能更为全面地对复方苦参肠炎康片的质量进行控制。 
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Fingerprint of Fufang Kushen Changyankang Tablets and the Content Determination of Its Multi- 
components by HPLC 
 
HU Dan(Suzhou Food and Drug Inspection and Testing Center, Suzhou 234000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for the qualitative analysis of fingerprints and quantitative analysis of 8 
components of Fufang Kushen Changyankang tablets by HPLC, and to provide a more reliable method and basis for the quality 
control of Fufang Kushen Changyankang tablets. METHODS  The determination was performed on AgilentTC-C18(250 mm× 
4.6 mm, 5 μm) column with mobile phase consisted of acetonitrile(A)-0.05% phosphoric acid(gradient elution) at the flow rate of 
1.0 mL·min1. The detection wavelength was set at 220 nm. The column temperature was set at 30 ℃ and the injection volume 
was 10 μL. Baicalin was selected as the reference peak. The HPLC fingerprints were analyzed and the similarity was evaluated 
with Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint of Traditional Chinese Medicine. RESULTS  The linear 
range was 1.0809.723 μg·mL1 (r=0.999 8)for geniposidic acid, 5.21346.92 μg·mL1 (r=0.999 6) for chlorogenic acid, 
18.95170.5 μg·mL1(r=0.999 4) for matrine, 31.79286.1 μg·mL1(r=0.999 7) for oxymatrine, 49.53445.8 μg·mL1(r=0.999 4) 
for paeoniflorin, 113.5102 2 μg·mL1(r=0.999 5) for baicalin, 70.77636.9 μg·mL1(r=0.999 6)for berberine hydrochloride, 
10.6996.21 μg·mL1(r=0.999 5) for ammonium glycyrrhizinate, limits of quantitation were 0.867 0, 1.051, 1.123, 1.021, 
0.903 1, 0.896 1, 1.063, 1.216 μg·mL1; average recoveries were 98.6%, 99.0%, 98.4%, 98.7%, 98.8%, 99.1%, 98.9%, 98.8% 
(RSD<2.0%, n=6), respectively; RSDs of precision, reproducibility and stability tests (48 h) were <2.0%(n=6). Compared with 
the common pattern of fingerprints, the similarities of 14 batches of samples were >0.9 with 22 common peaks, 8 of which were 
identified and assigned. CONCLUSION  The HPLC fingerprints established have a good separation effect with strong 
characteristics. The method is stable and simple. The better quality control of Fufang Kushen Changyankang tablets can be 
achieved by multi-index composition determination combined with fingerprint analysis. 
KEYWORDS: Fufang Kushen Changyankang tablets; fingerprint; HPLC; multi-component determination; quality control 
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复方苦参肠炎康片由苦参、黄连、黄芩、白

芍、车前子、金银花、甘草、颠茄流浸膏 8 味中

药组成。方中苦参清热燥湿[1-3]；黄连、黄芩药材

清热燥湿，泻火解毒[4-7]；白芍养血调经，敛阴止
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汗，柔肝止痛[8-9]；车前子清热利尿通淋，渗湿止

泻[10-11]；金银花清热解毒，疏散风热[12-13]；甘草

清热解毒、调和诸药[14-15]。复方苦参肠炎康片现

收于中国药典 2015 年版一部，标准中以苦参中苦

参碱和氧化苦参碱为含量测定指标成分，对上述

其他药材有效成分并未做出标准规定，难以全面

控制其内在质量。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。本研究建立

了复方苦参肠炎康片的 HPLC 指纹图谱，并同时

测定京尼平苷酸、绿原酸、苦参碱、氧化苦参碱、

芍药苷、黄芩苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵 8 个成

分的含量，旨在对复方苦参肠炎康片质量进行整

体性评价和描述，为全面控制该药质量提供科学

依据。 
1  材料 
1.1  仪器 

Waters e2695 高效液相色谱仪(美国 Waters 公

司，配备 2 695 Alliance 四元梯度泵、2 695 Alliance
自动进样器、Empower3 色谱工作站、2 998 二极

管 阵 列 检 测 器 ) ； ABS-135S 型 电 子 天 平 (d= 
0.01 mg，瑞士梅特勒公司)；KQ-500E 数控超声波

清洗器(昆山市超声仪器有限公司)；D115 烘箱(德
国 Binder 公司)。  
1.2  药品与试剂 

复方苦参肠炎康片(通化东宝药业股份有限公

司，批号：170502，170805，171021，171103，

180421，180623，181005，181220，190105，190214，

190502，190423，190612，190125，编号分别为

S1~S14，规格为每片 0.4 g)；京尼平苷酸(批号：

111828-201805；纯度：98.1%)、绿原酸(批号：

110753-201817；纯度：96.8%)、苦参碱 (批号：

110805-201709；纯度：98.7%)、氧化苦参碱(批号：

110780-201508；纯度：92.5%)、芍药苷 (批号：

110736-201842；纯度：97.4%)、黄芩苷(批号：

110715-201821；纯度：95.4%)、盐酸小檗碱(批号：

110713-201814；纯度：86.7%)、甘草酸铵(批号：

110731- 201720；纯度：97.7%；1 mg 甘草酸铵相

当于甘草酸为 0.979 5 mg)均购自中国食品药品检

定研究院；甲醇、乙腈(色谱纯，德国 Merck 公司)；
其他试剂均为分析纯，水为超纯水。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件  

色 谱 柱 为 Agilent TC-C18 色 谱 柱 (250 mm 
4.6 mm，5 m)；流动相为乙腈(A)-0.05%磷酸溶

液(B)，梯度洗脱：0~5 min，5%(A)，5~10 min，

5%→10%(A)，10~20 min，10%→20%(A)，20~ 
30 min，20%→35%(A)，30~40 min，35%→50%(A)，
40~50 min ， 50%→ 60%(A)， 50~60 min ， 60% 
5%(A)；流速为 1.0 mL·min1；检测波长为 220 nm；

柱温为 30 ℃；进样量为 10 μL。 
2.2  溶液的制备 
2.2.1  混合对照品溶液  精密称取京尼平苷酸、

绿原酸、苦参碱、氧化苦参碱、芍药苷、黄芩苷、

盐酸小檗碱、甘草酸铵对照品各适量，加甲醇超

声处理(功率：500 W，频率：40 kHz)使各对照品

溶解，配制成每 1 mL 含京尼平苷酸 27.01 μg、绿

原 酸 130.3 μg、 苦 参 碱 794.8 μg、 氧 化 苦 参 碱

473.7 μg、芍药苷 1 238 μg、黄芩苷 2 838 μg、盐

酸小檗碱 1 769 μg、甘草酸铵 267.3 μg 的混合对照

品储备液，精密量取对照品储备液 3 mL 置 25mL
棕色量瓶中，用甲醇稀释至刻度，室温避光保存，

备用。 
2.2.2  供试品溶液  取本品 10 片，除去糖衣，精

密称定，研细，取 0.6 g，精密称定，置 25 mL 量

瓶中，加入三氯甲烷 20 mL、浓氨试液 2 mL，超

声处理(功率 500 W，频率 40 kHZ)30 min，放冷，

用三氯甲烷稀释至刻度，摇匀，滤过，精密量取

续滤液 5 mL，置 10 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，

摇匀，滤过，取续滤液，即得。 
2.3  HPLC 指纹图谱的建立及方法学验证 
2.3.1  仪器精密度试验  取同一批样品(批号：

170502)的供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件连

续进样 5 针，记录色谱图，以黄芩苷为参照峰，

结果各共有峰相对峰面积和相对保留时间的 RSD
分别为 0.21%~0.89%和 0.63%~1.02%，均<2%，表

明仪器精密度良好。 
2.3.2  稳定性试验  取同一批样品(批号：170502)
的供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件分别在 0，6，

12，18，24，36，48 h 进样，记录色谱图，以黄芩

苷为参照峰，结果各共有峰相对峰面积和相对保

留 时 间 的 RSD 分 别 为 0.71%~1.19% 和 0.38%~ 
1.09%，均<2%，表明供试品溶液在 48 h 内稳定。 
2.3.3  重 复 性 试 验   取 同 一 批 样 品 ( 批 号 ：

170502)，按“2.2.2”项下方法制备 6 份供试品溶

液，按“2.1”项下色谱条件分析，记录色谱图，

以黄芩苷为参照峰，结果各共有峰相对峰面积和

相 对 保 留 时 间 的 RSD 分 别 为 0.41%~1.29%和
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0.81%~1.68%，均<2%，表明方法重复性良好。 
2.3.4  指纹图谱的建立及相似度分析   取样品

(S1~S14)，依照“2.2.2”项下方法分别制备 14 批

供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件对 14 批样品

进样检测分析，记录色谱数据，将 14 批样品的色

谱数据的 CDF 文件导入“中药色谱指纹图谱相似

度评价系统”(2012 年 A 版) 软件对 14 批样品的

HPLC 图谱进行分析，以 S1 的样品的图谱为参考

图谱，时间窗宽度设为 0.2 min，采用多点校正后

自动匹配指纹图谱，并以中位数法生成对照图谱，

建立复方苦参肠炎康片指纹图谱共有模式，结果

见图 1。14 批样品与对照图谱的相似度分别为

0.990，0.977，0.985，0.953，0.973，0.954，0.964，

0.934，0.947，0.965，0.941，0.976，0.935，0.967。

其相似度均>0.9，说明复方苦参肠炎康片各批次与

指纹图谱共有模式的相似度良好，质量较为稳定。 
2.3.5  共有峰指认  采用“中药色谱指纹图谱相

似度评价系统”(2012 年 A 版)对 14 批样品的 HPLC
图谱进行比较分析，以批号为 170502 (S1)样品的

图谱为参考图谱，时间窗宽度设为 0.2 min，采用

多点校正后自动匹配指纹图谱，并以中位数法生

成对照图谱，见图 1。14 批样品共有 22 个共有峰，

在 22 个共有峰中，通过与对照品保留时间和紫外吸

收光谱比对，指认出 6 号峰为京尼平苷酸、10 号峰

为绿原酸、11 号峰为苦参碱、14 号峰为氧化苦参碱、

15 号峰为芍药苷、20 号峰为黄芩苷、21 号峰为盐酸

小檗碱、22 号峰为甘草酸铵。20 号峰黄芩苷与相邻

峰分离完全，峰面积适中，设为参照峰(S)。 
2.4  多指标成分的含量测定研究 
2.4.1  系统适用性试验  按“2.1”项下色谱条件

分别精密吸取“2.2”项下混合对照品溶液、供试

品溶液各 10 μL 进样，结果各待测成分与前后峰分

离度均>1.5，对称因子为 1.04~1.22，理论板数以

京尼平苷酸、绿原酸、苦参碱、氧化苦参碱、芍

药苷、黄芩苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵峰计均> 
7 700。色谱图见图 2。 
2.4.2  线性关系考察  分别精密吸取“2.2.1”项

下混合对照品储备液 1.0，2.0，3.0，5.0，7.0，9.0 mL
置于 25 mL 量瓶中，加甲醇溶液稀释至刻度，摇

匀，得系列混合对照品溶液，精密吸取上述系列

混合对照品溶液按“2.1”项下色谱条件测定，

记录色谱图。以质量浓度为横坐标(x，μg·mL1)，
峰面积为纵坐标(y)进行线性回归，绘制各组分标

准曲线，计算回归方程和相关系数。结果表明：

在试验范围内成良好的线性关系；将各对照品溶

液逐级稀释后，以信噪比(S/N)约为 10.0 时的浓

度为各成分的定量限(n=3，RSD=0.69%)。结果

见表 1。 
 

 
图 1  14 批样品 HPLC 叠加指纹图谱和共有峰图谱 
Fig. 1  HPLC superposed fingerprints and common peak of 14 batches of samples 
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图 2  高效液相色谱图 
A对照品溶液；B供试品溶液；6京尼平苷酸；10绿原酸；11苦参碱；14氧化苦参碱；15芍药苷；20黄芩苷；21盐酸小檗碱；22甘草

酸铵。 
Fig. 2  HPLC chromatogram 
Astandard solution; Bsample solution; 6geniposidic acid; 10chlorogenic acid; 11matrine; 14oxymatrine; 15paeoniflorin; 20baicalin;  
21berberine hydrochloride; 22ammonium glycyrrhizinate. 

 
表 1  线性关系考察结果  
Tab. 1  Results of linear range investigation  

待测成分 回归方程 r 线性范围/ 
μg·mL1 

定量限/ 
μg·mL1 

京尼平苷酸 y=403.2x+2.321 0.999 8 1.080~9.723 0.867 0 

绿原酸 y=332.5x+4.021 0.999 6 5.213~46.92 1.051 

苦参碱 y=326.3x+1.125 0.999 4 18.95~170.5 1.123 

氧化苦参碱 y=512.3x+1.452 0.999 7 31.79~286.1 1.021 

芍药苷 y=371.1x+4.023 0.999 4 49.53~445.8 0.903 1 

黄芩苷 y=362.1x+3.251 0.999 5 113.5~102 2 0.896 1 

盐酸小檗碱 y=4.241x+3.021 0.999 6 70.77~636.9 1.063 

甘草酸铵 y=265.4x+3.211 0.999 5 10.69~96.21 1.216 

 
2.4.3  仪器精密度试验  精密吸取“2.2.1”项下

混合对照品溶液 10 μL，按“2.1”项下色谱条件连

续进样 6 次，记录峰面积。结果京尼平苷酸、绿

原酸、苦参碱、氧化苦参碱、芍药苷、黄芩苷、

盐酸小檗碱、甘草酸铵峰面积的 RSD 分别 0.79%，

1.02%，0.96%，0.85%，0.76%，0.89%，1.01%，

0.97%，1.02% (n=6)，表明仪器精密度良好。 
2.4.4  稳 定 性 试 验   取 同 一 批 次 样 品 (批 号 ：

170502)的供试品溶液，分别于制备后 0，6，10，

15，30，48 h 按“2.1”项下色谱条件进样测定，

记录峰面积。结果京尼平苷酸、绿原酸、苦参碱、

氧化苦参碱、芍药苷、黄芩苷、盐酸小檗碱、甘

草酸铵峰面积的 RSD 分别为 0.87%，0.69%，

0.96%，1.03%，0.69%，0.72%，0.87%，0.91%，

1.03%(n=6)，表明供试品溶液 48h 内稳定性良好。 
2.4.5  重 复 性 试 验   取 同 一 批 次 样 品 (批 号 ：

170502)的供试品溶液，按“2.2.2”项下方法制备

供试品溶液，共 6 份，再按“2.1”项下色谱条件

进样测定，记录色谱图，按外标法计算复方苦参

肠炎康片中上述 8 个成分含量及其 RSD 值。结果

京尼平苷酸、绿原酸、苦参碱、氧化苦参碱、芍

药苷、黄芩苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵含量的平

均值分别为 0.2634，1.256，4.752，8.021，12.53，

28.54，17.56，2.654 mg·g1，RSD 分别 0.59%，

0.77%，0.88%，1.02%，1.21%，0.69%，0.91%，

1.02%(n=6)，表明方法重复性良好。 
2.4.6  加样回收率试验  取已知含量的复方苦参

肠炎康片(批号：170502)细粉，精密称取 0.3 g，分

别置 25 mL 量瓶中，共 6 份，分别加入“2.2.1”

项下混合对照品储备液 3.0 mL，按“2.2.2”项下

方法制备，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，

记录色谱图，计算各成分加样回收率及其 RSD 值，

结果京尼平苷酸、绿原酸、苦参碱、氧化苦参碱、

芍药苷、黄芩苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵的平均
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加样回收率分别为 98.6%，99.0%，98.4%，98.7%，

98.8%，99.1%，98.9%，98.8%，RSD 分别为 0.55%，

1.02%，0.79%，0.67%，0.54%，0.63%，0.69%，

0.77%(n=9)。 
2.4.7  样品测定  取复方苦参肠炎康片 14 批，按

“2.2.2”项下方法，平行制备 3 份，按“2.1”项

下色谱条件测定，记录京尼平苷酸、绿原酸、苦

参碱、氧化苦参碱、芍药苷、黄芩苷、盐酸小檗

碱、甘草酸铵的峰面积，代入“2.4.2”项下线性

关系考察回归方程计算复方苦参肠炎康片中上述

8 个成分含量。结果 14 批样品中京尼平苷酸含量

为 0.216 3~0.285 6 mg·g1、绿原酸的含量为 1.063~ 
1.402 mg·g1、苦参碱的含量为 4.324~ 5.231 mg·g1、

氧化苦参碱的含量为 7.635~ 8.365 mg·g1、芍药苷

的含量为 11.63~13.68 mg·g1 、黄芩苷的含量为

27.18~32.24 mg·g1、盐酸小檗碱的含量为 15.64~ 
19.02 mg·g1 、 甘 草 酸 铵 的 含 量 为 2.247~ 
3.129 mg·g1，RSD 分别为 8.3%，8.26%，7.7%，

5.0%，2.5%，4.3%，5.2%，5.1%，11.1%，说明同

一厂家不同批次质量存在一定差异。结果见表 2。 
3  讨论 
3.1  检测波长的选择 

本研究在 190~400 nm 波长段扫描供试品溶

液，结果在 280 nm 和 220 nm 波长处色谱峰信息

较多，但是 280 nm 波长处色谱峰基线不平稳，

220 nm 波长处各色谱峰与相邻色谱峰分离完全，

基线平稳，目标成分京尼平苷酸、绿原酸、苦参

碱、氧化苦参碱、芍药苷、黄芩苷、盐酸小檗碱、

甘草酸铵色谱峰响应值适中，故本研究分析波长

选择 220 nm 作为最终测定波长。 
3.2  流动相的选择 

参考复方苦参肠炎康片含量测定流动相系

统[16-17]，分别考察乙腈-磷酸水溶液和甲醇-磷酸

水溶液流动相系统，结果乙腈-磷酸水溶液作为

流动相各色谱峰分离度效果最好，检出峰数量较

多，峰信号强度也比其他系统高，进而考察不同

浓度磷酸水溶液(0.2%，0.1%，0.05%)对色谱峰

信息的影响，均能得到较好结果，因此流动相确

定为低浓度的磷酸溶液(0.05%)-乙腈梯度洗脱，

既可以使峰良好的分离又可以延长色谱柱的使

用寿命。 
3.3  提取方法的选择 

提取方法考察了加热回流提取法和超声提取

法，结果显示，2 种提取方法对色谱峰信息无显著

性影响，但超声提取法效率高，且操作简便，故

选取超声提取法作为供试品溶液的提取方法。在

此基础上，再考察不同提取溶媒(三氯甲烷、50%
甲醇、甲醇)的提取效果，结果供试品用三氯甲烷

提取较充分，故选用三氯甲烷提取、甲醇作为稀

释溶剂对样品进行处理。 
 

表 2  复方苦参肠炎康片中 8 个成分含量的结果(n=3) 
Tab. 2  Determination results of 8 components in Fufang Kushen Changyankang tablets(n=3)    mg·g1 

批号 京尼平苷酸 绿原酸 苦参碱 氧化苦参碱 芍药苷 黄芩苷 盐酸小檗碱 甘草酸铵 

170502 0.263 4 1.256 4.752 8.021 12.53 28.54 17.56 2.654 

170805 0.253 1 1.302 4.562 8.125 11.63 30.25 18.25 3.025 

171021 0.236 7 1.247 4.862 7.925 12.69 29.53 17.21 2.354 

171103 0.225 3 1.223 4.923 7.851 12.87 27.18 19.02 2.247 

180421 0.285 6 1.362 5.021 7.635 11.98 28.46 18.63 2.415 

180623 0.271 2 1.125 5.124 7.685 13.24 27.58 18.01 2.364 

181005 0.261 9 1.063 4.754 8.215 13.02 30.29 17.69 2.895 

181220 0.250 1 1.236 5.002 8.032 13.68 31.06 16.87 3.124 

190105 0.243 2 1.402 4.742 8.115 12.24 29.68 15.64 3.025 

190214 0.232 4 1.382 4.324 8.365 12.69 30.29 16.39 3.129 

190502 0.216 3 1.296 5.231 7.956 13.02 31.62 17.21 2.852 

190423 0.220 3 1.321 5.021 7.812 13.37 32.24 18.24 2.691 

190612 0.234 5 1.214 5.102 8.053 13.02 31.25 18.02 2.705 

190125 0.230 5 1.169 4.986 8.121 12.98 31.41 17.52 2.514 

RSD/% 8.3 7.7 5.0 2.5 4.3 5.2 5.1 11.1 
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3.4  测定结果分析 
本研究运用 HPLC 测定了 14 批次复方苦参肠

炎康片的指纹图谱，并采用“中药色谱指纹图谱

相似度评价软件”(2012 A 版本)建立了该制剂指纹

图谱的共有模式，结果显示不同批次间的复方苦

参肠炎康片的相似度为 0.934~0.990，表明其质量

较稳定。选取 8 个成分作为该制剂的指标性成分

进行质量控制，14 批次复方苦参肠炎康片含量测

定结果 RSD 为 2.5%~11.1%，表明不同批次间的含

量存在一定的差异，可能与不同产地、不同采收

年限、不同采收期的药材投料有关，建议加强对

药材的相关性指标成分的含量进行检测，并同时

严格控制提取生产工艺参数。 
本研究在建立 HPLC 指纹图谱质控方法的基

础上，建立了复方苦参肠炎康片中 8 个共有峰同

时定量测定的方法，尽可能全面地表现出该复方

制剂的内在质量，所建立的方法快速准确，简便

高效，重复性好，可作为复方苦参肠炎康片质量

控制和评价的方法。 
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