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【摘要】 目的  建立利胆合剂君臣组分指纹图谱，鉴定其主要活性物质，研究利胆合剂君臣组分的药效物
质基础。方法  制备利胆合剂君臣组分基准溶液，采用超高效液相色谱法（UPLC）测定利胆合剂君臣组分的指
纹图谱，并开展方法学研究。使用 Waters Acquity UPLC HSS T3 色谱柱（粒径 1.8 μm，100 mm×2.1 mm），以乙
腈、1% 磷酸-水溶液为流动相进行梯度洗脱，柱温 35 ℃，进样量 1 μL，流速 0.3 mL/min，检测波长 210～600 nm 
全扫描。结果  建立的利胆合剂君臣组分 UPLC 指纹图谱分析显示，各供试液样品指纹图谱峰型一致，可判
断茵陈、连翘、熟大黄的药材饮片、提取物和颗粒剂 3 种样品的药材质量相当；鉴定了绿原酸、连翘苷、连翘
脂苷 A、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚 8 种主要活性物质。10 个批次的利胆合剂君臣
组分颗粒剂成分稳定，绿原酸和连翘苷在相应浓度范围内与峰面积的线性关系良好，线性回归方程分别为 
y＝3 954.10x+4 362.00（R2＝0.999 5）和 y＝2 097.70x+349.75（R2＝0.999 9）；加样回收率为 99.30%～102.11%，
相对标准偏差（RSD）为 0.05%～0.23%。结论  利胆合剂君臣组分的 UPLC 指纹图谱和主要活性物质鉴定表
征了利胆合剂整体与部分的差异，为利胆合剂组方的成药制剂开发及药物作用机制研究提供实验依据，也为中
药复方制剂的质量控制提供方法学借鉴。
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【Abstract】 Objective  To  establish  the  fingerprints  of  monarch  and  minister  components  in  Li-Dan-He-Ji 
(LDHJ) in order to identify their main active substances and study medicinal effective material basis of LDHJ monarch 
and minister components.  Methods  The standardized solutions of monarch and minister components in LDHJ were 
prepared. The fingerprints of monarch and minister components in LDHJ were determined by ultra performance liquid 
chromatography (UPLC) and the methodology was studied. Waters Acquity UPLC HSS T3 (particle size of 1.8 μm, 100 
mm×2.1 mm) chromatographic column was used to separate the components, and the mobile phase of acetonitrile-1% 
phosphoric  acid  liquid  solution  was  applied  to  carry  out  gradient  elution;  the  flow  rate  0.3  mL/min,  the  column 
temperature of 35 ℃, the sample size of 1 μL and the detection wavelength ranging from 210-600 nm were set up for 
full scanning.  Results   The UPLC fingerprints of monarch and minister components in LDHJ were established, the 
fingerprint peak types of the sample solutions provided for testing were consistent, which could judge that the medicinal 
material qualities of the three samples of Yinchen, Forsythia suspensa and cooked rhubarb prepared as medicinal piece, 
extract or granule types were equivalent; 8 main active substances, including chlorogenic acid, forsythoside-A, forsythin, 
aloe-emodin,  rhein,  emodin,  chrysophanol,  and  physcion  were  identified.  The  compositions  of  monarch  and  minister 
components  in LDHJ  in 10 different granule batches were stable, under corresponding concentration  range,  the  linear 
relationships  of  chlorogenic  acid  and  forsythin  with  peak  areas  were  good,  and  the  linear  regression  equations  were  
y = 3 954.10x + 4 362.00 (R2 = 0.999 5) and y = 2 097.70x + 349.75 (R2 = 0.999 9), respectively. The average recovery 
rate  range  of  added  sample  was  99.30%-102.11%  and  relative  standard  deviation  (RSD)  range  was  0.05%-0.23%.   
Conclusion  The  UPLC  fingerprints  of  LDHJ monarch  and  minister  components  and  the  identification  of  the  main 
active substances in LDHJ characterize the overall and partial differences in LDHJ, which provides experimental basis 
for  the  development  of  patent  medicine  of  LDHJ  prescription  and  the  study  of  drug  mechanism,  and  also  provides 
methodology reference for the quality control of Chinese herbal compound preparation.
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  婴儿胆汁淤积性肝病（ICH）是儿科常见病和疑

难病，也是儿童肝病就诊及住院的首位病因，是婴儿

期致死或致残的重要原因之一［1］。该病如得不到及

时有效的治疗，可能进展为胆汁性肝硬化或终末期

肝病，导致患儿死亡或需要肝移植［2］。目前用于 ICH

治疗的药物非常有限，迄今为止，有且只有熊去氧胆

酸（UDCA）经过美国食品和药物管理局（FDA）批准

用于ICH的治疗［3］。然而，UDCA的疗效远不如人意，

约 1/3 的患儿应答不佳，且由于疾病谱系适应证的限

制，UDCA 在婴儿中的临床应用范围较窄［4］。因此，

研发安全有效的 ICH 治疗药物迫在眉睫。

  利胆合剂是华中科技大学同济医学院附属武汉

儿童医院中西医结合科总结 30 余年治疗 ICH 用药

经验筛定的中药复方［5-6］。该复方的君臣组分由茵

陈、连翘、熟大黄3味中药组成，具有清利中焦湿热、

散上焦热毒、解下焦於毒的功效。本课题组在前期

研究中根据利胆合剂组方采用中药配方颗粒剂对胆

汁淤积的婴儿和幼龄大鼠进行干预治疗，均显示能

有效改善胆汁淤积症状［7-11］。然而，利胆合剂的药

效物质基础尚不清楚。

  中药复方体系复杂，其综合药效的发挥是药效

物质基础中多个活性成分、多个靶点、多种信号转

导通路共同调节的结果［12］。通过中药的药效物质

基础研究，能够明确中药的有效成分，研究多种药效

物质之间的关系，解释其作用机制，有利于揭示中药

发挥临床疗效的科学内涵，为诠释中医配伍理论提

供科学依据［13］。同时，通过阐明中药的药效物质基

础，能够确保中药安全、有效且质量可控，实现以药

效物质为导向的质控标准的制定［14］。本课题组前

期研究在君臣组方的药物机制研究中已获得突破，

为进一步研究君臣组方，本研究应用现代工艺制备

利胆合剂君臣组分基准溶液，采用超高效液相色谱

（UPLC）技术建立了利胆合剂君臣组分的指纹图谱，

鉴定了其中 8 个主要活性物质，旨在为利胆合剂质

量标准的制定及成药的研发奠定基础，也为课题组

后续研究提供实验依据。

1 仪器与试药 

1.1  仪器与试剂：UPLC仪由美国Waters公司提供。

绿原酸、连翘酯苷 A、连翘苷、芦荟大黄素、大黄酸、

大黄素、大黄酚、大黄素甲醚均采购于中国食品药

品检定研究院；乙腈（色谱纯）购自天津恒兴化学试

剂制造有限公司，其他试剂为分析纯，使用纯净水。

1.2  分析样品：茵陈、连翘、熟大黄药材饮片、提取

物、颗粒剂均采购于华润三九医药有限股份公司，

符合《中国药典》标准。颗粒剂检测 10 个批次。

2 方法与结果 

2.1  对照品溶液的制备：① 绿原酸：称取绿原酸对

照品加入50%甲醇制成40 mg/L绿原酸对照品溶液。

② 连翘酯苷 A 和连翘苷：称取连翘酯苷 A、连翘苷 

对照品加入甲醇分别制成 100 mg/L 连翘酯苷 A 和

200 mg/L 连翘苷对照品溶液。③ 游离蒽醌混合对

照品溶液：称取芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄

酚和大黄素甲醚对照品加入甲醇分别制成芦荟大黄

素、大黄酸、大黄素、大黄酚 80 mg/L 溶液和大黄素

甲醚 40 mg/L 溶液；量取上述溶液各 2 mL 混匀，得

到每 1 mL 含芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚各 

16 μg，含大黄素甲醚 8 μg 的游离蒽醌混合对照品溶

液。④ 混合对照品溶液：称取绿原酸对照品溶液 

300 μL、连翘酯苷 A 和连翘苷对照品溶液各 150 μL、
游离蒽醌混合对照品溶液 400 μL，混匀。

2.2  单方供试品溶液的制备：称取茵陈、连翘、熟

大黄药材饮片粉末、提取物和颗粒剂适量，分别置

于容量瓶中，加入热水和氨水，于涡旋仪上混匀，再

加入甲醇，涡旋混匀，超声 10 min 使其溶解，然后用

甲醇稀释至刻度，摇匀、滤过，取续滤液，得到茵陈、

连翘、熟大黄的粉末、提取物和颗粒剂供试品溶液。

2.3  复方供试品溶液的制备

2.3.1  利胆合剂君臣组分原药材水提取液的制备：

按处方比例称取茵陈、连翘药材饮片粉末各 3 g 和

熟大黄药材饮片粉末 1 g，置于 25 mL 容量瓶中，加

入热水 20 mL，氨水 0.2 mL，旋转震摇，超声 10 min

使其溶解，用水稀释至刻度，摇匀、滤过，取续滤液。

2.3.2  利胆合剂君臣组分原药材醇提取液的制备：

按处方比例称取茵陈、连翘药材饮片粉末各3 g和熟

大黄药材饮片粉末 1 g，置于 25 mL 容量瓶中，加入

甲醇 20 mL、氨水 0.2 mL，旋转震摇，超声 10 min 使 

其溶解，用甲醇稀释至刻度，摇匀、滤过，取续滤液。

2.3.3  利胆合剂君臣组分颗粒剂溶液的制备：按处

方比例称取茵陈、连翘颗粒剂各 0.3 g 和熟大黄颗

粒剂 0.17 g，置于 25 mL 容量瓶中，加入 10 mL 水、 

0.2 mL 氨水混匀，再加 10 mL 甲醇混匀，超声 10 min

使其溶解，用甲醇稀释至刻度，摇匀、滤过，取续滤液。

2.4  色谱条件：选用 Waters Acquity UPLC HSS T3

色谱柱（粒径 1.8 μm，100 mm×2.1 mm），柱温 35 ℃， 

进样量为 1 μL，以乙腈为流动相 A、1% 磷酸-水溶

液为流动相 B，流速为 0.3 mL/min，进行梯度洗脱， 

30 min 可洗脱完毕，检测波长 210～600 nm 全扫描，

理论塔板数按各成分计均大于8 000。
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2.5  UPLC 指纹图谱

2.5.1  茵陈 UPLC 指纹图谱（图 1）：各供试液样品与

绿原酸对照品均有共同峰，且指纹图谱的基本峰型

一致，可判断茵陈的药材饮片、提取物和颗粒剂3种 

样品均含绿原酸，且药材质量相当。

稀释至刻度，得到线性浓度对照品溶液，按色谱条

件进行测定。以进样量为横坐标（x），峰面积为纵

坐标（y）绘制标准曲线，计算回归方程（表 1）。各活

性成分的峰面积与质量浓度间线性关系较好（r＞
0.999 0），满足定量检测要求。

2.5.2  连翘 UPLC 指纹图谱（图 2）：各供试液样品

与连翘苷、连翘酯苷 A 对照品均有共同峰，且指纹

图谱的基本峰型一致，可判断连翘的药材饮片、提

取物和颗粒剂 3 种样品均含连翘苷、连翘酯苷 A，且

药材质量相当。

2.5.3  熟大黄 UPLC 指纹图谱（图 3）：各供试液样

品与游离蒽醌混合对照品均有共同峰，且指纹图谱

的基本峰型一致，可判断熟大黄的原药材、提取物

和颗粒剂 3 种样品均含芦荟大黄素、大黄酸、大黄

素、大黄酚、大黄素甲醚，且药材质量相当。

2.5.4  利胆合剂君臣组分 UPLC 指纹图谱（图 4）：

各供试液样品与 8 个混合对照品（绿原酸、连翘苷、

连翘酯苷 A、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、

大黄素甲醚）均有共同峰，说明均含上述 8 种物质；

但利胆合剂君臣组分各供试液样品指纹图谱的基本

峰型有所差异，与利胆合剂君臣组分药材饮片水提

取液和醇提取液相比，颗粒剂中的 8 个活性成分更

容易析出。

2.6  方法学考察

2.6.1  线性关系：分别精密量取绿原酸和连翘苷对

照品溶液各 1 mL，置于棕色量瓶中混匀，加入甲醇 图 3 熟大黄不同样品 UPLC 指纹图谱

注：3A 为游离蒽醌混合对照品，3B 为熟大黄药材饮片，3C 为熟大
黄提取物，3D 为熟大黄颗粒剂；UPLC 为超高效液相色谱

图 1 茵陈不同样品 UPLC 指纹图谱

注：1A 为绿原酸对照品，1B 为茵陈药材饮片，1C 为茵陈提取物，
1D 为茵陈颗粒剂；UPLC 为超高效液相色谱

图 2 连翘不同样品 UPLC 指纹图谱

注：2A 为连翘苷对照品，2B 为连翘酯苷 A 对照品，2C 为连翘药材饮
片，2D 为连翘提取物，2E 为连翘颗粒剂；UPLC 为超高效液相色谱
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2.6.4  稳定性：分别使用 10 个不同批次的茵陈、连

翘、熟大黄颗粒剂制备相关供试品溶液和鉴定标准

对照品溶液，上机检测。结果表明 10 个批次混合的

利胆合剂君臣组分颗粒剂在绿原酸、连翘苷、连翘

脂苷 A、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄

素甲醚 8 个成分的出峰处高度吻合，可见颗粒剂不

同批次之间质量稳定。

2.6.5  加样回收率：精密量取利胆合剂君臣组分颗

粒剂溶液适量，分别加入相当于含量 50%、100%、

200% 的绿原酸和连翘苷对照品溶液，制备得到低、

中、高不同浓度的供试溶液，进样测定绿原酸和连

翘苷的含量，并计算其加样回收率。结果表明，绿

原酸和连翘苷加样后的平均回收率都较高，RSD＜
2.00%，该方法准确度较好（表 2）。

3 讨 论 

3.1  色谱条件的优化

3.1.1  色谱柱的选择：为提升中药复杂体系的分离

效果，本研究根据中药成分包含的极性与非极性物

质多溶于水的原理，选择不同颗粒键合技术的色谱

柱，进行反向色谱分析，实验结果表明，能完全耐水

的高强度硅胶颗粒为填料的 C18 色谱柱能更好地分

离极性和非极性中药成分。

3.1.2  洗脱系统的选择：本研究对甲醇-水和乙腈-水 

2 个洗脱系统进行了考察，结果显示，甲醇-水体系

分离的峰型较宽，分离度不够好，全部洗脱时间也较

长；乙腈-水体系分离的峰型较窄，柱效较高，洗脱

时间较短，故选择乙腈-水体系。

3.1.3  检测波长的选择：利胆合剂君臣组分的成分

较复杂，很难通过单一波长对所有物质进行检测。

本研究采用二极管整列检测器进行 210～600 nm 全

波长扫描，经分析，277 nm波长下标定的8个主要活 

性成分检测信号最强，故采集 277 nm 的指纹图谱。

表 1 绿原酸和连翘苷对照品的线性回归方程及线性范围

对照品 线性回归方程 线性范围（mg/L） R2

绿原酸 y＝3 954.10 x+4 362.00 6.24～187.20 0.999 5
连翘苷 y＝2 097.70 x+349.75 6.76～202.80 0.999 9

注：R2 为决定系数，检测波长为 277 nm

表 2 利胆合剂君臣组分颗粒剂加样回收率

编号
样品含量
（mg）

加标
〔mg（%）〕

加标后
测得量（mg）

回收率
（%）

平均回收率
（%）

RSD
（%）

编号
样品含量
（mg）

加标
〔mg（%）〕

加标后
测得量（mg）

回收率
（%）

平均回收率
（%）

RSD
（%）

  绿原酸  连翘苷
1 25.54 12.48（  50） 38.47 101.18 1 35.87 13.52（  50） 49.04 99.29
2 38.34 100.84 100.92 0.23 2 49.02 99.25 99.30 0.05
3 38.30 100.74 3 49.07 99.35
4 24.96（100） 51.67 102.32 4 27.04（100） 62.72 99.70  
5 51.49 101.96 102.11 0.18 5 62.67 99.62 99.53 0.22
6 51.54 102.06 6 62.46 99.28
7 49.92（200） 75.71 100.33 7 54.08（200） 89.71 99.73
8 75.60 100.19 100.14 0.21 8 89.68 99.70 99.59 0.22
9 75.39   99.91 9 89.36 99.34

注：RSD 为相对标准偏差

图 4 利胆合剂君臣组分不同样品 UPLC 指纹图谱

注：4A 为 8 种成分混合对照品，4B 为利胆合剂君臣组分药材饮片
水提取物，4C 为利胆合剂君臣组分醇提取物， 

4D 为利胆合剂君臣组分颗粒剂；UPLC 为超高效液相色谱

2.6.2  精密度：精密量取绿原酸和连翘苷对照品混

合溶液，按色谱条件进行测定，连续进样 6 次，绿原

酸和连翘苷的平均色谱峰面积分别为 254 616.17、

35 870.42，相对标准偏差（RSD）为 0.10% 和 0.90%，

表明检测方法的精密度良好。

2.6.3  重复性：取同一组样品制备供试品溶液 ,

重复测定 6 次，绿原酸和连翘苷平均含量分别为

25.535 mg、35.870 mg，RSD 分别为 0.20%、0.30%，表

明检测方法的重复性良好。
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3.2  指纹图谱的建立：中药指纹图谱是目前国内外

广泛接受的中药质量评价模式［15］。本研究考察了

利胆合剂君臣组分供试品在波长 277 nm 的分离情

况，建立了茵陈、连翘、熟大黄和利胆合剂君臣组分

的 UPLC 指纹图谱。通过比较对照品、单味药材以

及利胆合剂君臣组分的出峰位置，结果显示标定的

8 个主要活性物质共有峰均一致，表征了利胆合剂

君臣组分中化学成分的多样性及稳定性。同时，本

研究结果也表明，利胆合剂君臣组分颗粒剂质量稳

定，不同批次间差异较小，该方法能对利胆合剂颗粒

剂进行有效的质量评价。

3.3  主要活性物质的选择：根据 2015 年版《中国

药典》，本研究利胆合剂君臣组分中，君药茵陈质控

的指标成分为绿原酸；臣药连翘质控的指标成分为

连翘苷和连翘酯苷 A；臣药熟大黄质控的指标成分

为游离蒽醌类物质（包括芦荟大黄素、大黄酸、大

黄素、大黄酚、大黄素甲醚 5 种成分）。现代药理学

研究表明，绿原酸具有抗炎、抗氧化应激、保肝等作 

用［16-18］；连翘苷和连翘酯苷 A 具有抗菌、抗炎、抗

氧化、保肝等药理作用［19-22］；游离蒽醌类物质具有

抗菌、抗炎、抗氧化应激等药理作用［23-26］。选择的

8 种成分均与肝细胞损伤的病理过程有密切关系，

故作为利胆合剂君臣组分的主要活性物质进行鉴

定，科学评价利胆合剂的内在质量。

  综上，本研究建立利胆合剂君臣组分的 UPLC

指纹图谱及其主要活性物质的鉴定方法，表征了利

胆合剂整体与部分的差异，为利胆合剂组方的成药

制剂开发及药物机制研究提供实验依据，为中药复

方制剂的质控提供了方法学借鉴。同时，本研究表

明，利胆合剂君臣组分中的这 8 种主要活性物质与

肝细胞损伤病理过程关系密切，为本课题组后续化

学单体成分研究提供思路。
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