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百药煎HPLC指纹图谱的建立及其中5种成分的含量测定Δ
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摘 要 目的：建立百药煎的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，同时测定其中5种成分的含量及优选百药煎的原料酒糟。方法：采

用HPLC法，色谱柱为Waters Symmetry ShieldTM RP18，流动相为乙腈-0.1％三氟乙酸水溶液（梯度洗脱），流速为0.8 mL/min，检测波

长为280 nm，柱温为30 ℃，进样量为5 μL。以没食子酸为参照，绘制14批百药煎样品的HPLC指纹图谱；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，确定共有峰；采用SPSS 20.0软件进行聚类分析。结果：14批百药煎样品共有11个共

有峰，相似度为0.424～0.998，其中A1～A5相似度＜0.850；B1～B9样品中为共指认出5个成分，分别为没食子酸、（－）-表没食子

儿茶素、没食子酸甲酯、2，4，6-三-O-没食子酰-β-D-葡萄糖、2，4，6-三-O-没食子酰-α-D-葡萄糖。聚类分析结果显示，14批样品可聚

为3类，A1～A5聚为一类，B1、B6聚为一类，B2～B5、B7～B9聚为一类。上述5种成分的质量浓度线性范围分别为29.96～599.2

μg/mL（r＝0.999 6）、0.832～416 μg/mL（r＝0.999 6）、0.102～51 μg/mL（r＝0.999 8）、0.286 4～143.2 μg/mL（r＝0.999 8）、0.286 4～

143.2 μg/mL（r＝0.999 8）；定量限分别为 0.060、0.104、0.017、0.029、0.057 μg/mL，检测限分别为 0.018、0.031、0.005、0.009、0.017

μg/mL；精密度、稳定性、重复性、耐用性试验的 RSD 均小于 3％；加样回收率分别为 97.16％～101.88％（RSD＝1.60％，n＝6）、

96.98％～99.24％（RSD＝0.85％，n＝6）、97.70％～101.64％（RSD＝1.54％，n＝6）、97.77％～103.08％（RSD＝1.82％，n＝6）、

98.16％～101.88％（RSD＝1.24％，n＝6）。结论：本研究所建HPLC指纹图谱和聚类分析可用于评价百药煎的质量；所建含量测定

方法操作简便，可用于同时测定百药煎中5种成分的含量；稻壳类酒糟不适用于发酵百药煎。

关键词 百药煎；指纹图谱；高效液相色谱法；含量测定；酒糟；聚类分析

Establishment of HPLC Fingerprint of Chinese Gall Leaven and Content Determination of 5 Components
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish HPLC fingerprint of Chinese gall leaven，simultaneous determination of 5 components

and optimization of distillers’grains. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was carried out on Waters

Symmetry ShieldTM RP18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-0.1％ trifluoroacetic acid aqueous（gradient elution）at

the flow rate of 0.8 mL/min. The column temperature was 30 ℃，and detection wavelength was set at 280 nm. The sample size was

5 µL. Using gallic acid as reference，HPLC fingerprints of 14 batches of sample were drawn. The similarity evaluation was

performed by using Similarity Evaluation System of Chromatogram Fingerprint of TCM （2012 edition） to determine common

peaks；SPSS 20.0 software was used for cluster analysis. RESULTS：There were 11 common peaks in 14 batches of samples，and

the similarity range of 14 batches of samples was 0.424-0.998，A1-A5 was less than 0.850；5 components were identified in B1-B9

sample， i.e. gallic acid，（－）-epigallocatechin， methyl gallate， 2，4，6-tri-O-galloyl-α-D-glucose and 2，4，6-tri-O-galloyl-

β-D-glucose. The results of cluster analysis showed that 14 batches of samples could be grouped into 3 categories，i.e. A1-A5 into one

category，B1 and B6 into one category，B2-B5 and B7-B9 into one category. The linear ranges of above 5 components were

29.96-599.2 μg/mL（r＝0.999 6），0.832-416 μg/mL（r＝0.999 6），0.102-51 μg/mL（r＝0.999 8），0.286 4-143.2 μg/mL（r＝0.999 8），

0.286 4- 143.2 μg/mL（r＝0.999 8），respectively. The limits of quantitation were 0.060，0.104，0.017，0.029，0.057 μg/mL；the

limits of detection were 0.018，0.031，0.005，0.009，0.017 μg/mL，respectively. RSDs of precision，stability，reproducibility and

durability tests were all lower than 3％ . The recoveries were 97.16％ -101.88％（RSD＝1.60％，n＝6），96.98％ -99.24％（RSD＝

0.85％，n＝6），97.7％-101.64％（RSD＝1.54％，n＝6），97.77％-103.08％（RSD＝1.82％，n＝6），98.16％-101.88％（RSD＝1.24％，

n＝6），respectively. CONCLUSIONS：The established HPLC fingerprint and cluster analysis can be used to evaluate the quality of

Chinese gall leaven. The established method is simple to

operate and can be used to determine the contents of 5

components simultaneously；rice husk distillers’grains were

not suitable for fermented Chinese gall leaven.

KEYWORDS Chinese gall leaven； Fingerprint； HPLC；
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百药煎为五倍子、酒糟、茶叶经发酵加工而成饮

片[1]，始载于《太平惠民和剂局方》[2]，具有润肺化痰、生津

止渴的功效，临床多用于久咳痰多、咽痛、便血、久痢脱

肛、口疮、牙疳、痈肿疮疡等的治疗[3-4]。历代古籍《本草

纲目》[5]中记载“五倍子1斤，真茶1两，酵糟4两”；《本经

逢原》[6]记载“五倍末1斤，桔梗、甘草、真茶各1两，酵糟2

两”；由此可见，百药煎为五倍子、酒糟及其他辅料制成

的发酵品。目前，仅有《浙江省中药炮制规范》[7]和《四川

省中药饮片炮制规范》[1]中记载百药煎处方为“五倍子、

茶叶、酒糟”。酒糟不仅是百药煎的处方组成之一，同时

也可为百药煎发酵提供碳源、能量以及发酵菌种；五倍

子主要含有鞣质类成分，其在肠道内易与食物中的蛋白

质结合形成不溶于水的沉淀物，从而刺激胃肠黏膜，引

起食欲不振等不良反应[8]，但在百药煎的发酵过程中，该

成分可水解为没食子酸，进而可减弱其收敛作用，减少

胃肠黏膜刺激性及食欲不振等不良反应的发生[9-11]。目

前，关于百药煎的发酵工艺研究多以单一成分没食子酸

为评价指标 [12-14]，相关标准也仅有《浙江省中药炮制规

范》[6]中规定了百药煎中没食子酸不得少于35.0％，这并

不能全面评价百药煎的质量，且也尚未见不同酒糟种类

对百药煎发酵过程及其成品质量影响的报道。中药指

纹图谱能够较为全面地反映中药所含化学成分的种类

与数量，进而反映其质量[15-17]。基于此，本研究建立了百

药煎的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并测定了其中

没食子酸、（－）-表没食子儿茶素、没食子酸甲酯、2，4，6-

三-O-没食子酰-α-D-葡萄糖、2，4，6-三-O-没食子酰-β-D-

葡萄糖的含量，同时结合聚类分析比较了不同酒糟发酵

后百药煎的质量差异，旨在为控制百药煎的质量及优化

其炮制工艺提供参考。

1 材料

1.1 仪器

1525-2489型HPLC仪，包括二元泵、二极管阵列检

测器（美国 Waters 公司）；HWS-250型恒温恒湿培养箱

（天津市莱玻特瑞仪器设备有限公司）；BT25S型十万分

之一电子分析天平、BS210S 型万分之一电子分析天

平[赛多利斯科学仪器（北京）有限公司]；FW-200型高速

万能粉碎机（北京中兴伟业仪器有限公司）；KQ-500DV

型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

没食子酸对照品（批号：PS08121401，纯度：98.5％）、

没食子酸甲酯对照品（批号：PS161028-01，纯度：98％）、

（－）-表没食子儿茶素对照品（批号：PS000167，纯度：

98.5％）均购自成都普思生物科技股份有限公司，2，4，6-

三-O-没食子酰-α-D-葡萄糖对照品（批号：20150824-1，

纯度：98％）、2，4，6-三-O-没食子酰-β-D-葡萄糖对照品

（批号：20150824-2，纯度：98％）均由河南中医药大学药

学院自制；甲醇、乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯，

水为双蒸水。

1.3 饮片及药材

百药煎（浙江桐君堂中药饮片有限公司，编号：S1，

批号：160618；四川辅正药业有限责任公司，编号：S2，批

号：160801；四川得恩德药业有限公司，编号：S3，批号：

160822）；五倍子药材（批号：160429）购自安徽石田中药

饮片有限公司，经河南中医药大学药学院张振凌教授鉴

定为漆树科植物盐肤木（Rhus chinensis Mill）等叶上的

虫瘿，由五倍子蚜（Melaphis chinensis Baker）寄生而形

成；茶叶（绿茶，信阳吴记梦之绿茶叶有限公司，批号：

20160810）；酒糟（编号：A1～A5，雅安迅康药业有限公

司；编号：B1～B9，北京华邈药业有限公司）。取干燥酒

糟约 100 g，分离酒糟中各谷物，称定质量，计算其质量

分数，详见表1。

表1 14批酒糟中谷物的质量分数

Tab 1 Mass fraction of grains in 14 batches of distiller

编号
A1

A2

A3

A4

A5

B1

B2

B3

B4

酒糟原料
稻壳类
稻壳类
稻壳类
稻壳类
稻壳类
高粱类
高粱类
红高粱类

高粱、稻壳和
玉米混合类

组分
稻壳
稻壳
稻壳
稻壳
稻壳
高粱
高粱
高粱
高粱
稻壳
玉米

质量分数，％
74.54

73.14

68.58

79.97

73.64

100.

100.

100.

83.50

12.90

3.60

编号
B5

B6

B7

B8

B9

酒糟原料

高粱、小麦和
玉米混合类

高粱、小麦和
玉米混合类

高粱、小麦和
玉米混合类

高粱类
高粱类

组分
高粱
小麦
玉米
高粱
小麦
玉米
高粱
小麦
玉米
高粱
高粱

质量分数，％
33.76

36.25

29.99

42.25

43.30

14.45

36.22

38.59

25.19

100.

100.

2 方法与结果

2.1 样品的制备

按《浙江省中药炮制规范》[6]项下百药煎的炮制方法

制备百药煎样品：取五倍子、茶叶、酒糟[100 ∶ 6.2 ∶ 25，
m/m/m]。茶叶不粉碎，加 15倍量水煎煮 20 min，煎煮 3

次，滤过，合并滤液，浓缩；将五倍子粉末与酒糟混匀后，

加入上述浓缩后的茶叶汁，制成含水量为 45％的软材，

置于 35 ℃、相对湿度 85％的恒温恒湿培养箱中发酵 5

d，取出，切块，60 ℃烘干，即得。

2.2 百药煎的HPLC指纹图谱建立

2.2.1 色谱条件 色谱柱：Waters Symmetry ShieldTM

RP18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）-0.1％三

氟乙酸水溶液（B），梯度洗脱（0～40 min，10％A→16％A；

40～41 min，16％A→18％A；41～55 min，18％A→19％A；

55～75 min，19％ A→24％ A；75～90 min，24％ A→

10％A）；流速：0.8 mL/min；检测波长：280 nm；柱温：

30 ℃；进样量：5 μL。

2.2.2 供试品溶液的制备 精密称取“2.1”项下制备的
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百药煎样品（编号同对应的酒糟编号A1～A5、B1～B9，

过四号筛）0.2 g，置于 100 mL锥形瓶中，加甲醇 50 mL，

静置2 h，超声（功率：300 W，频率：60 kHz）提取40 min，

放冷，再次称定质量，用甲醇补足减失的质量，摇匀，经

0.22 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.2.3 混合对照品溶液的制备 分别取没食子酸、

（－）-表没食子儿茶素、没食子酸甲酯、2，4，6-三-O-没食

子酰-α-D-葡萄糖、2，4，6-三-O-没食子酰-β-D-葡萄糖对

照品各适量，精密称定，加甲醇溶解，制得含上述5种成

分质量浓度分别为 599.2、416.0、51.0、143.2、143.2 mg/L

的混合对照品溶液。

2.2.4 精密度试验 取“2.2.2”项下供试品溶液（编号：

B1）适量，按“2.2.1”项下色谱条件连续进样测定6次，以

没食子酸峰的保留时间和峰面积为参照，记录各共有峰

的相对保留时间和相对峰面积。结果，11个共有峰相对

峰面积的 RSD 均小于 3.73％（n＝6），相对保留时间的

RSD均小于0.28％（n＝6），表明该方法精密度良好。

2.2.5 稳定性试验 取“2.2.2”项下供试品溶液（编号：

B1）适量，分别于室温下放置 0、2、4、8、12、24 h 时按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定，以没食子酸峰的保留时

间和峰面积为参照，记录各共有峰的相对保留时间和相

对峰面积。结果，11个共有峰相对峰面积的RSD均小

于 3.92％（n＝6），相对保留时间的 RSD 均小于 0.23％

（n＝6），表明供试品溶液于室温下放置 24 h 内稳定性

良好。

2.2.6 重复性试验 取百药煎样品（编号：B1）适量，共6

份，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项

下色谱条件进样测定，以没食子酸峰的保留时间和峰面

积为参照，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰面

积。结果，11个共有峰相对峰面积的RSD均小于3.80％

（n＝6），相对保留时间的RSD均小于 0.15％（n＝6），表

明本方法重复性良好。

2.2.7 HPLC 指纹图谱的生成 取五倍子药材及 17批

百药煎样品（A1～A5、B1～B9、S1～S3）各适量 ，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项下色谱

条件进样测定，采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系

统》（2012版）对样品指纹图谱进行分析。由于百药煎市

售样品S1～S3图谱提取吸收信号较强、峰形明显、稳定

性较好，故以其共有峰生成标准图谱，并作为参照图谱

（S 参）进行对比。结果发现，各批样品色谱峰之间存在一

定差异，样品A1～A5与五倍子药材图谱（S 五倍子）较为相

似，样品B1～B9与S 参差异较小，推测样品A1～A5可能

未成功发酵为百药煎，详见图1。

2.2.8 相似度评价 采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统》（2012版），以 S 参为对照，进行整体相似度评

价，结果见表 2。由表 2可见，14批样品（A1～A5、B1～

B9）与 S 参的相似度分别为 0.424、0.478、0.458、0.469、

0.362、0.995、0.993、0.993、0.992、0.994、0.998、0.994、

0.991、0.983；样品间相似度差异较大，样品 A1～A5相

似度＜0.850，提示A1～A5样品可能未发酵成功。进一

步以S 五倍子为对照，对样品A1～A5进行相似度评价，结

果样品 A1～A5与 S 五倍子的相似度分别为 0.686、0.776、

0.915、0.873、0.877，提示样品A1～A5未发酵成功，故稻

壳类酒糟不适用于发酵百药煎。

表2 相似度评价结果

Tab 2 Results of similarity evaluation

项目
以S参为对照

编号
A1

A2

A3

A4

A5

B1

B2

B3

B4

B5

相似度
0.424

0.478

0.458

0.469

0.362

0.995

0.993

0.993

0.992

0.994

项目
以S参为对照

以S五倍子为对照

编号
B6

B7

B8

B9

A1

A2

A3

A4

A5

相似度
0.998

0.994

0.991

0.983

0.686

0.776

0.915

0.873

0.877

2.2.9 共有峰的指认 由于A1～A5样品未发酵成功，

故仅对样品B1～B9进行共有峰指认。结果，样品B1～

B9共有 11个共有峰，通过与混合对照品溶液的 HPLC

图谱对比，共指认出 5个成分，分别为 1号峰（没食子

酸）、2号峰[（－）-表没食子儿茶素]、3号峰（没食子酸甲

酯）、7号峰（2，4，6-三-O-没食子酰-β-D-葡萄糖）、9号峰

（2，4，6-三-O-没食子酰-α-D-葡萄糖），详见图 2。由图 2

可知，1号峰（没食子酸峰）在图谱中所占的比例较大，与

相邻色谱峰的分离度良好，符合参考峰要求，因此以其

图1 14批百药煎样品和五倍子药材的HPLC叠加指纹

图谱及参照指纹图谱

Fig 1 HPLC superposed fingerprints and reference

fingerprints of 14 batches of samples and Rhus

chinensis

S 参

B9
B8
B7
B6
B5
B4
B3
B2
B1
S 五倍子

A5
A4
A3
A2
A1

900

800

700

600

500

400

300

200

100

0

信
号

，m
V

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88
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为参照峰。以1号峰保留时间和峰面积为参照，计算其

他峰的相对保留时间和相对峰面积，结果详见表3、表4。

2.3 14批百药煎样品的聚类分析

以各共有峰的峰面积为原始数据（由于样品 A1～

A5在共有峰的出峰时间下未检测到峰面积，故以0为原

始数据），采用SPSS 20.0软件，以组间平均数联结法，夹

角余弦为样品相似度的距离公式对14批样品（A1～A5，

B1～B9）进行聚类分析，详见图3。由图3可知，14批样

品可聚为 3类，A1～A5聚为一类；B1、B6聚为一类；

B2～B5、B7～B9聚为一类。

2.4 百药煎中5种有效成分的含量测定

2.4.1 色谱条件 同“2.2.1”项下色谱条件。

2.4.2 溶液的制备 按“2.2.2”项下方法制备供试品溶

液，即得；按“2.2.3”项下方法制备混合对照品溶液，即

得；以甲醇为阴性对照溶液。

2.4.3 系统适用性试验 取“2.4.2”项下混合对照品溶

液、供试品溶液和阴性对照溶液各适量，按“2.2.1”项下

色谱条件进样测定，记录色谱，详见图4。由图4可知，5

种成分峰的分离度均大于 1.5，理论板数均大于 10 000，

阴性对照对测定无干扰。

2.4.4 线性关系考察 取“2.4.2”项下混合对照品溶液

1 mL，分别置于 1、2、5、10 mL 量瓶中加甲醇稀释至刻

度，摇匀；另精密量取稀释 10倍的混合对照品溶液 1

mL，分别置于 2、5、10、25、50 mL量瓶中，加甲醇稀释至

刻度，摇匀，得系列线性工作溶液。分别精密吸取上述

线性工作溶液各 20 μL，按“2.4.1”项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。以各待测成分质量浓度（x，μg/mL）为横

坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，结果见表5。

2.4.5 定量限与检测限考察 分别精密吸取“2.4.2”项

下混合对照品溶液适量，加甲醇倍比稀释，按“2.4.1”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积，以信噪比10 ∶ 1、3 ∶ 1
分别计算定量限、检测限。结果，没食子酸、（－）-表没

食子儿茶素、没食子酸甲酯、2，4，6-三-O-没食子酰-α-D-

注：1.没食子酸；2.（－）-表没食子儿茶素；3.没食子酸甲酯；7.2，4，

6-三-O-没食子酰-β-D-葡萄糖；9.2，4，6-三-O-没食子酰-α-D-葡萄糖

Note：1. gallic acid；2.（－）-epigallocatechin；3.methyl gallate；7.

2，4，6-tri-O-galloyl-β-D-glucose；9. 2，4，6-tri-O-galloyl-α-D-glucose

图2 高效液相色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms
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B.混合对照品溶液

9732

1

表4 9批样品HPLC图谱共有峰的相对峰面积

Tab 4 Relative peak area of common peaks in HPLC

chromatograms of 9 batches of samples

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

B1

1.000

0.038

0.021

0.027

0.005

0.015

0.014

0.017

0.031

0.007

0.012

B2

1.000

0.035

0.001

0.017

0.001

0.002

0.036

0.016

0.088

0.004

0.004

B3

1.000

0.049

0.001

0.021

0.000

0.001

0.033

0.007

0.087

0.004

0.000

B4

1.000

0.024

0.012

0.013

0.003

0.008

0.043

0.027

0.106

0.006

0.015

B5

1.000

0.032

0.002

0.014

0.001

0.001

0.034

0.014

0.085

0.005

0.002

B6

1.000

0.041

0.001

0.012

0.000

0.001

0.006

0.001

0.015

0.001

0.001

B7

1.000

0.036

0.001

0.015

0.000

0.001

0.031

0.011

0.079

0.003

0.001

B8

1.000

0.038

0.007

0.019

0.001

0.003

0.041

0.024

0.112

0.004

0.011

B9

1.000

0.037

0.014

0.018

0.001

0.003

0.040

0.021

0.111

0.004

0.013

A3
A4
A5
A1
A2
B2
B5
B7
B8
B9
B4
B3
B1
B6

0 5 10 15 20 25

图3 聚类分析树状图

Fig 3 Dendrogram of cluster analysis

表3 9批样品HPLC图谱共有峰的相对保留时间

Tab 3 Relative retention time of common peaks in

HPLC chromatograms of 9 batches of samples

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

B1

1.000

2.291

2.494

2.716

3.348

4.357

4.618

5.997

6.430

6.812

8.541

B2

1.000

2.293

2.493

2.721

3.350

4.371

4.633

6.009

6.431

6.860

8.539

B3

1.000

2.290

2.494

2.718

3.336

4.364

4.631

6.005

6.428

6.859

8.535

B4

1.000

2.291

2.494

2.718

3.349

4.363

4.623

5.998

6.424

6.856

8.535

B5

1.000

2.300

2.500

2.731

3.357

4.369

4.629

6.004

6.429

6.866

8.555

B6

1.000

2.291

2.495

2.722

3.348

4.362

4.626

6.009

6.439

6.870

8.543

B7

1.000

2.290

2.492

2.719

3.342

4.354

4.614

5.998

6.422

6.854

8.526

B8

1.000

2.298

2.494

2.726

3.355

4.364

4.623

6.002

6.425

6.854

8.536

B9

1.000

2.286

2.494

2.710

3.329

4.352

4.615

6.008

6.433

6.889

8.575

··176
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葡萄糖、2，4，6-三-O-没食子酰-β-D-葡萄糖的定量限分

别为 0.060、0.104、0.017、0.029、0.057 μg/mL，检测限分

别为0.018、0.031、0.005、0.009、0.017 μg/mL。

2.4.6 精密度试验 取“2.4.2”项下混合对照品溶液适

量，按“2.4.1”项下色谱条件连续进样测定6次，记录峰面

积。结果，没食子酸、（－）-表没食子儿茶素、没食子酸

甲酯、2，4，6-三-O-没食子酰-α-D-葡萄糖、2，4，6-三-O-没

食子酰 -β-D- 葡萄糖峰面积的 RSD 分别为 1.07％、

0.82％、0.34％、1.24％、1.69％（n＝6），表明仪器精密度

良好。

2.4.7 稳定性试验 取“2.4.2”项下供试品溶液（编号：

B1）适量，分别于室温下放置 0、2、4、8、12、24 h 时按

“2.4.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，没

食子酸、（－）-表没食子儿茶素、没食子酸甲酯、2，4，6-

三-O-没食子酰-α-D-葡萄糖、2，4，6-三-O-没食子酰-β-D-

葡萄糖峰面积的 RSD 分别为 1.50％、0.57％、1.07％、

1.97％、1.68％（n＝6），表明供试品溶液于室温下放置

24 h内稳定性良好。

2.4.8 重复性试验 取百药煎样品（编号：B1）适量，共6

份，按“2.4.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.4.1”项

下色谱条件进样测定并按标准曲线法计算样品中5种成

分的含量。结果，没食子酸、（－）-表没食子儿茶素、没

食子酸甲酯、2，4，6-三-O-没食子酰-α-D-葡萄糖、2，4，6-

三-O-没食子酰-β-D-葡萄糖的平均含量分别为40.75％、

23.21％、0.61％、1.75％、2.76％，RSD 分别为 1.22％、

0.06％、1.73％、1.35％、0.92％（n＝6），表明该方法重复

性良好。

2.4.9 加样回收率试验 取百药煎样品（编号：B1）共6

份，每份约 0.1 g，精密称定，分别加入一定量的没食子

酸、（－）-表没食子儿茶素、没食子酸甲酯、2，4，6-三-O-

没食子酰-α-D-葡萄糖、2，4，6-三-O-没食子酰-β-D-葡萄

糖对照品，按“2.4.2”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.4.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算加样

回收率，结果见表6。

表6 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 6 Results of recovery tests（n＝6）

待测成分

没食子酸

（－）-表没食子儿茶素

没食子酸甲酯

2，4，6-三-O-没食子
酰-α-D-葡萄糖

2，4，6-三-O-没食子
酰-β-D-葡萄糖

取样量，
g

0.100 2

0.100 4

0.100 2

0.100 6

0.100 5

0.100 4

0.100 2

0.100 4

0.100 2

0.100 6

0.100 5

0.100 4

0.100 2

0.100 4

0.100 2

0.100 6

0.100 5

0.100 4

0.100 2

0.100 4

0.100 2

0.100 6

0.100 5

0.100 4

0.100 2

0.100 4

0.100 2

0.100 6

0.100 5

0.100 4

样品含量，
mg

40.720

40.731

40.730

40.793

40.762

40.751

23.174

23.220

23.188

23.237

23.233

23.211

0.602

0.602

0.602

0.602

0.602

0.602

1.747

1.750

1.748

1.753

1.751

1.751

2.766

2.766

2.766

2.767

2.767

2.766

加入量，
mg

40.720

40.720

40.720

40.720

40.720

40.720

23.207

23.207

23.207

23.207

23.207

23.207

0.610

0.610

0.610

0.610

0.610

0.610

1.751

1.751

1.751

1.751

1.751

1.751

2.766

2.766

2.766

2.766

2.766

2.766

测得量，
mg

81.468

80.930

80.293

82.278

81.311

80.921

45.680

46.179

46.128

46.016

45.953

46.241

1.222

1.198

1.208

1.218

1.211

1.201

3.459

3.507

3.553

3.500

3.485

3.484

5.556

5.481

5.544

5.544

5.585

5.526

加样回收
率，％

100.07

98.72

97.16

101.88

99.58

98.65

96.98

98.93

98.85

98.16

97.90

99.24

101.64

97.70

99.34

100.98

99.84

98.20

97.77

100.34

103.08

99.77

99.03

98.97

100.87

98.16

100.43

100.40

101.88

99.78

平均加样
回收率，％

99.34

98.34

99.62

99.83

100.25

RSD，
％

1.60

0.85

1.54

1.82

1.24

2.4.10 耐用性试验 取百药煎样品（编号：B1）适量，按

“2.4.2”项下方法制备供试品溶液，再参照“2.4.1”项下色

谱条件，以不同流动相（B）浓度（0.08％、0.1％、0.12％）、

不同流速（0.7、0.8、0.9 mL/min）、不同柱温（25、30、

注：1.没食子酸；2.（－）-表没食子儿茶素；3.没食子酸甲酯；7.2，4，

6-三-O-没食子酰-β-D-葡萄糖；9.2，4，6-三-O-没食子酰-α-D-葡萄糖

Note：1. gallic acid；2.（－）-epigallocatechin；3.methyl gallate；7.

2，4，6-tri-O-galloyl-β-D-glucose；9. 2，4，6-tri-O-galloyl-α-D-glucose

图4 含量测定高效液相色谱图

Fig 4 HPLC chromatograms of content determination
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表5 回归方程与线性范围

Tab 5 Regression equations and linear ranges

待测成分
没食子酸
（－）-表没食子儿茶素
没食子酸甲酯
2，4，6-三-O-没食子酰-α-D-葡萄糖
2，4，6-三-O-没食子酰-β-D-葡萄糖

回归方程
y＝5.187×107x+4.654×105

y＝3.550×106x+4.211×103

y＝7.683×107x－1.302×103

y＝3.775×107x+5.407×103

y＝1.089×107x－7.160×102

线性范围，μg/mL

29.96～599.2

0.832～416

0.102～51

0.286 4～143.2

0.286 4～143.2

r

0.999 6

0.999 6

0.999 8

0.999 8

0.999 8

··177
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35 ℃）进样测定，记录峰面积并按标准曲线法计算样品

中5种成分的含量。结果，含量RSD均小于3％（n＝3），

表明该方法能够满足试验要求，耐用性良好。

2.4.11 样品含量测定 取 14批百药煎样品各适量，按

“2.4.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.4.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积并按标准曲线法计算样品中

5种成分的含量，平行操作3次，取平均值，结果见表7。

表7 样品含量测定结果（n＝3，％％）

Tab 7 Results of content determination of samples

（n＝3，％％）

编号

A1

A2

A3

A4

A5

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

没食
子酸

5.66

6.29

5.04

6.05

4.89

40.75

44.56

45.22

35.11

43.91

41.39

48.27

42.24

39.47

（－）-表没食子
儿茶素

0.12

0.06

0.95

1.41

0.75

23.21

28.77

40.35

15.73

25.98

24.82

31.14

29.92

27.74

没食子酸
甲酯

1.17

1.96

2.21

2.16

2.76

0.60

0.05

0.05

0.39

0.08

0.53

0.04

0.27

0.48

2，4，6-三-O-没食子
酰-α-D-葡萄糖

0.01

0.05

0.21

0.48

0.15

1.75

6.76

6.81

6.69

6.45

1.83

6.52

8.25

7.75

2，4，6-三-O-没食子
酰-β-D-葡萄糖

0.20

0.16

0.40

0.81

0.36

2.77

9.61

9.01

9.49

8.90

2.22

8.81

10.64

9.85

3 讨论

本研究通过对 14批酒糟发酵后得到的百药煎样品

分别与S 参、S 五倍子图谱进行对比后发现，样品A1～A5与

百药煎参照图谱的相似度均小于0.48，而与五倍子药材

图谱相似，相似度均大于0.68；样品B1～B9与百药煎参

照图谱相似，相似度均大于 0.98。这提示A1～A5批样

品未发酵成功，B1～B9批样品成功发酵为百药煎。

《浙江省中药炮制规范》中规定，百药煎中没食子酸

不得少于35.0％[7]。本研究14批样品中A1～A5没食子

酸的含量为 4.89％～6.29％，不符合上述规定；B1～B9

没食子酸的含量为 35.11％～48.27％，符合规定。编号

为 B1～B9的 9批酒糟包括 5批高粱类（B1～B3、B8～

B9）和 4批高粱及玉米等混合类（B4～B7）。其中，5批

高粱类酒糟发酵后得到的百药煎中没食子酸、（－）-表

没食子儿茶素、没食子酸甲酯、2，4，6-三 -O-没食子

酰-α-D-葡萄糖、2，4，6-三-O-没食子酰-β-D-葡萄糖含量

分别为 39.47％～45.22％、23.21％～40.35％、0.05％～

0.60％、1.75％～8.25％、2.77％～10.64％，4批高粱及玉

米等混合类酒糟发酵后所得百药煎样品的含量分别为

35.11％～48.27％、15.73％～31.14％、0.04％～0.53％、

1.83％～6.69％、2.22％～9.49％，各批样品间含量存在

较大差异，可能与各批酒糟中所含菌种的种类、发酵过

程中菌种复苏的数量以及环境的湿度不均匀有关[9-11]。

综上所述，本研究所建HPLC指纹图谱和聚类分析

可用于评价百药煎的质量；所建HPLC含量测定方法操

作简便，可用于同时测定百药煎中5种成分的含量。
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