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小金丸脂溶性和水溶性部位的 HPLC 指纹图谱分析
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［摘要］ 目的：建立小金丸脂溶性部位、水溶性部位的高效液相色谱法（HPLC）指纹图谱并进行指纹图谱相似度评价，探

讨小金丸的质量一致性。方法：采用 Welch Ultimate AQ-C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相选择 0.1% 磷酸水溶液

（A）-乙腈（B）梯度洗脱（脂溶性部分：0~5 min，40%B；5~10 min，40%~50%B；10~20 min，50%~60%B；20~30 min，60%~65%B；
30~40 min，65%~70%B；40~50 min，70%~80%B；50~60 min，80%~90%B；60~65 min，90%~95%B；65~75 min，95%~100%B；75~

80 min，100%B。水溶性部分：0~20 min，2%~5%B；20~30 min，5%~10%B；30~37 min，10%~20%B；37~45 min，20%~30%B；45~

50 min，30%~40%B；50~58 min，40%B），流速 1 mL·min-1，柱温 30 ℃，脂溶性部位和水溶性部位的检测波长分别设定为 202，

250 nm，进样量依次为 10，20 μL。对 5 个厂家共 30 批市售小金丸进行 HPLC 检测，使用主成分分析（PCA）对各部位色谱峰进

行分析，并对色谱峰进行指认。结果：指纹图谱共检测出 55 个色谱峰，30 批小金丸指纹图谱相似度差异较大。小金丸脂溶性

部位、水溶性部位的指纹图谱相似度 RSD 分别为 21.5% 和 32.8%，厂家间与厂家内样品质量差异较大，且脂溶性部位成分主导

小金丸化学一致性评价结果，其中，来自枫香脂的成分是影响该制剂化学差异的主要原因。结论：市售小金丸质量一致性较

差。双部位指纹图谱的建立为小金丸整体质量评控提供了新思路，可为传统丸剂的质量一致性评价提供参考。
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HPLC Fingerprint Analysis of Liposoluble and Water-soluble Fractions of Xiaojinwan
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［Abstract］ Objective： High performance liquid chromatography（HPLC）fingerprints of liposoluble

and water-soluble fractions of Xiaojinwan were established and the similarity of fingerprints was evaluated，so as

to explore the quality consistency of Xiaojinwan. Method： Chromatographic separation was carried out on

Welch Ultimate AQ-C18 column（4.6 mm×250 mm，5 μm）with the mobile phase of 0.1% phosphoric acid

solution（A）-acetonitrile（B）for gradient elution（liposoluble fraction of 0-5 min，40%B；5-10 min，40%-

50%B；10-20 min，50%-60%B；20-30 min，60%-65%B；30-40 min，65%-70%B；40-50 min，70%-80%B；50-
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60 min，80%-90%B；60-65 min，90%-95%B；65-75 min，95%-100%B；75-80 min，100%B；water-soluble

fraction of 0-20 min，2%-5%B；20-30 min，5%-10%B；30-37 min，10%-20%B；37-45 min，20%-30%B；45-

50 min，30%-40%B；50-58 min，40%B），the flow rate was 1 mL·min-1，the column temperature was 30 ℃ .

The detection wavelengths of the liposoluble and water-soluble fractions were 202，250 nm，and their injection

volumes were 10，20 μL，respectively. A total of 30 batches of Xiaojinwan from five manufacturers were

detected by HPLC，the chromatographic peaks of each part were analyzed by principal component analysis

（PCA）and identified. Result：A total of 55 chromatographic peaks were detected in the fingerprints，and the

similarity of fingerprint of 30 batches of Xiaojinwan was quite different. The relative standard deviations（RSDs）
of fingerprint similarity of liposoluble and water-soluble fractions of Xiaojinwan were 21.5% and 32.8%，

respectively. There were significant differences in the quality of samples from different manufacturers and the

same manufacturer，and the chemical consistency evaluation results were dominated by liposoluble fraction，and

the main reason for the chemical difference of this preparation was the composition of Liquidambaris Resina.

Conclusion： The quality consistency of Xiaojinwan is poor. The establishment of two-fraction fingerprint

provides a new idea for the overall quality evaluation and control of Xiaojinwan，and can provide a reference for

the quality consistency evaluation of traditional pills.

［Key words］ Xiaojinwan； liposoluble fraction； water-soluble fraction； fingerprint； similarity；
principal component analysis（PCA）；high performance liquid chromatography（HPLC）

小金丸原名小金丹，首载于清代《外科证治全

生集》，“小”寓意剂量小，“金”知其精贵，“丹”乃精

炼之意，是当代中医临床治疗乳腺增生的首选中成

药，具有培育成中成药大品种的潜力与价值［1］。此

外，小金丸对甲状腺结节、前列腺增生、带状疱症后

遗神经痛等也有较好的治疗效果［2-4］。

小金丸由麝香、木鳖子、制草乌、枫香脂、醋乳

香、醋没药、五灵脂、酒当归、地龙、香墨共 10 味药物

组成，各药材粉碎成细粉后，加淀粉与淀粉糊，泛制

糊丸。处方药味组成复杂，涵盖了树脂树胶类药

物、动物药、粪便类药物、矿物药、植物药、贵细药及

毒剧药，药材性质各异，成分繁多。2015 年版《中国

药典》仅对小金丸中双酯型生物碱含量进行限定，

以麝香酮含量作为质量控制标准，不足以客观反映

小金丸质量的全貌。熊茜等［5］测定了不同厂家不同

批次小金丸中 10 种成分的含量，但极少有关于小金

丸整体质量评控方法的研究。

中药指纹图谱从中药物质基础的角度出发，运

用现代分析检测技术，能够系统、整体、专属地表征

中药所共有的以及内在的特征，是一种有效评价中

药质量的方法［6］。本实验采用 HPLC 建立了小金丸

脂溶性和水溶性双部位指纹图谱，对 5 个厂家生产

的 30 批小金丸样品进行指纹图谱测定并分析了指

纹图谱相似度，通过主成分分析探索各批次小金丸

分类情况，最后进行药材色谱峰指认，以期填补小

金丸整体质量一致性评控方法的空缺，为实现小金

丸的质量一致性奠定基础。

1 材料

UltiMate 3000 型高效液相色谱仪（美国赛默飞

世尔科技有限公司），BSA224S 型电子分析天平（德

国赛多利斯公司）。原儿茶酸、花生四烯酸对照品

（成 都 克 洛 玛 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

170822，170217，纯度均≥98%），水为超纯水，乙腈为

色谱纯，其他试剂均为分析纯。收集 5 个厂家共 30

批市售小金丸，样品信息见表 1；人工麝香、木鳖子、

制草乌、枫香脂、醋乳香、醋没药、酒当归、地龙、五

灵脂（醋炒）饮片均由成都永康制药有限公司提供，

经成都中医药大学药学院中药炮制教研室许润春

副教授鉴定，均符合 2015 年版《中国药典》的相关项

下要求。

2 方法与结果

2.1 色谱条件 采用 Welch Ultimate AQ-C18色谱柱

（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相 0.1% 磷酸水溶液-

乙腈梯度洗脱，洗脱程序见表 2。流速 1 mL·min-1，

柱温 30 ℃；脂溶性部位和水溶性部分的检测波长分

别为 202，250 nm；进样量依次为 10，20 μL；进样前

预平衡 10 min。

2.2 对照品溶液的制备 精密称取原儿茶酸、花生

四烯酸对照品适量，分别加甲醇定容至 10 mL，配制

成质量浓度分别为 11.6，47.1 g·L-1的对照品溶液。

2.3 供试品溶液的制备

2.3.1 脂溶性部位 先将小金丸粉碎成细粉，精密
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称取 0.6 g，加入乙醚 5 mL，超声处理 30 min（功率

250 W，频率 40 kHz，下同），滤过；滤渣加乙醚 3 mL

超声 15 min，滤过；滤渣加乙醚 2 mL 洗涤，合并滤

液、洗涤液，于 40 ℃挥干溶剂，加甲醇溶解并定容至

5 mL，过 0.22 μm 微孔滤膜，即得。

2.3.2 水溶性部位 取脂溶性样品滤渣，挥干残留

溶剂，加水 5 mL，超声 30 min，于 5 000 r·min-1 离心

10 min（离心半径 200 mm），取上清液，过 0.22 μm 微

孔滤膜，即得。

2.4 方法学考察

2.4.1 精密度试验 取样品 S1 的脂溶性和水溶性

部位供试品溶液，按 2.1 项下色谱条件分别平行测

定 6 次，脂溶性部位以 9 号峰为参比峰，水溶性部位

以 23 号峰为参比峰，计算各色谱峰相对保留时间的

RSD 均≤0.08%，相对峰面积的 RSD 均≤3.8%，表明

仪器精密度良好。

2.4.2 重复性试验 取样品 S1 适量，按 2.3 项下方

法平行制备 6 份供试品溶液，按照 2.1 项下色谱条件

测定，脂溶性部位以 9 号峰为参比峰，水溶性部位以

23 号峰为参比峰，计算各色谱峰相对保留时间的

RSD 均≤1.0%，相对峰面积的 RSD 均≤4.6%，表明该

方法重复性良好。

2.4.3 稳定性试验 取样品 S1 的脂溶性和水溶性

部位供试品溶液，分别于制备后 0，2，4，8，12，24 h

按 2.1 项下色谱条件测定，脂溶性部位以 9 号峰为参

比峰，水溶性部位以 23 号峰为参比峰，计算各色谱

峰相对保留时间的 RSD 均 ≤2.4%，相对峰面积的

RSD 均 ≤3.9%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定性

良好。

2.5 指纹图谱的相似度分析 取不同厂家、不同批

次的小金丸进行指纹图谱检测，将结果导入“中药

色谱指纹图谱相似度评价系统”（2012 版），以样品

S1 指纹图谱为参照图谱，选择平均数为对照图谱生

成方法进行指纹图谱相似度分析。结果脂溶性、水

溶性部位的对照指纹图谱分别可检出 31，24 个色谱

峰，通过对照品指认，确定脂溶性部位 12 号峰为花

生 四 烯 酸 ，水 溶 性 部 位 13 号 峰 为 原 儿 茶 酸 。

见图 1。

30 批小金丸样品的脂溶性、水溶性 HPLC 指纹

图谱见图 2。结果显示脂溶性部位有 11 个共有峰，

分别为脂溶性部位第 1，2，3，4，8，9，10，15，16，18，

20 号色谱峰，水溶性部位 7 个共有峰，分别为水溶性

部位第 1，2，6，7，15，23，24 号色谱峰。将指纹图谱

相似度评价结果导入 Origin 9.0 软件进行分析，见图

3。结果发现 A，C，D，E 厂家小金丸的脂溶性部位

相似度大多数在 0.9 以上，而 B 厂家脂溶性部位的相

似度为 0.304~0.917，样品差异较大，仅 1 个批次样品

表 1 30批市售小金丸的样品信息

Table 1 Sample information of 30 batches of Xiaojinwan for sale

样品

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

厂家

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

B

B

B

B

批号

180501

161102

180301

180101

180302

181102

170701

171001

171101

181201

171102

181207

181208

1811206

160806

样品

S16

S17

S18

S19

S20

S21

S22

S23

S24

S25

S26

S27

S28

S29

S30

厂家

B

B

B

B

B

C

C

C

C

C

C

C

D

D

E

批号

170902

180903

190103

180502

180508

1804016

1807002

1809008

1803003

1712001

1804002

1801002

20180102

20171005

1609002Z

表 2 小金丸不同部位检测的梯度洗脱程序

Table 2 Gradient elution procedure for detection of different

parts of Xiaojinwan

部位

脂溶性

水溶性

t/min

0

5

10

20

30

40

50

60

65

75

80

0

20

30

37

45

50

58

乙腈/%

40

40

50

60

65

70

80

90

95

100

100

2

5

10

20

30

40

40
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相似度>0.9，说明 B 厂家小金丸的脂溶性成分变异

较大，一致性较差。水溶性部位相似度也存在厂家

之间的差异，A 和 C 厂家小金丸水溶性部位相似度

较好（均>0.9），而 B，D，E 厂家小金丸水溶性部位相

似度变异较大，B 厂家水溶性部位相似度 RSD 达

54.7%，提示其批次间差异极大，与其他厂家相比，

厂家 D 的 2 个批次小金丸水溶性部位相似度分别为

0.366，0.378，相似度较差。综上分析，提示厂家间

小金丸质量参差不齐，且同一厂家内各批次样品间

的化学成分变异也很大，说明小金丸在整体质量控

制方面还存在不足。

2.6 多元统计分析 将色谱峰三维矩阵结果引入

SIMCA-P 13.0 软件进行分析，对 30 批小金丸所有色

谱峰的峰面积进行主成分分析（PCA），见图 4，从所

有色谱峰信息中提取 2 个主成分，发现这 2 个主成

分构成的信息量占总信息量的 88.25%，基本保留了

原来变量的信息。由图 4（A1）可知，B 厂家有 2 批小

金丸与 A 厂家样品聚为一类，其他批次聚为一类，

且 E 厂家小金丸与 B 厂家样品聚为一类，说明 E 厂

家生产的小金丸与 B 厂家生产的小金丸水溶性成分

差异不大，但 A，B 厂家样品间有明显的差异；C 厂家

小金丸水溶性部位的差异较大，厂家内没有明显的

分类，且部分批次与 A 厂家聚为一类，部分批次与 B

厂家聚为一类；D 厂家有 1 批为其他 29 批样品的离

群值，说明其与大部分批次小金丸有显著差异。由

图 4（A2）可知，水溶性部位 23 号色谱峰对分类结果

具有较大贡献，是影响各批样品差异性的主要因

素。小金丸脂溶性部位和全指纹图谱色谱峰 PCA

A. 脂溶性部位；B，D. 对照品；C. 水溶性部位；12. 花生四烯酸；13. 原

儿茶酸

图 1 小金丸不同部位的 HPLC对照指纹谱

Fig. 1 HPLC control fingerprints of liposoluble fraction and

water-soluble fraction of Xiaojinwan

图 2 30批小金丸脂溶性（A）和水溶性部位（B）的 HPLC指纹谱

Fig. 2 HPLC fingerprints of liposoluble fraction (A) and water-

soluble fraction (B) of 30 batches of Xiaojinwan

图 3 30批小金丸 HPLC指纹谱的相似度分析

Fig. 3 Similarity analysis of HPLC fingerprint of 30 batches of

Xiaojinwan
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均提取 2 个主成分，累计贡献率分别为 98.09% 和

97.66%，证明 PCA 模型良好。由图 4（B1）和（C1）可
知，小金丸脂溶性部位与小金丸全成分色谱峰的

PCA 结果基本一致，说明小金丸的整体质量水平与

其脂溶性部位成分关系密切；除 A 厂家和 C 厂家有

1 批小金丸色谱峰数据为离群值外，其余各厂家小

金丸无明显的分类情况，并且由图 4（B2）和（C2）可
知，脂溶性部位 8，9 号峰对分析结果贡献最大。

2.7 药材归属峰指认 按照小金丸处方比例，精密

称取人工麝香、木鳖子、制草乌、枫香脂、醋乳香、醋

没药、酒当归、地龙、五灵脂（醋炒）9 味小金丸组方

药材（香墨为小金丸组方中的一味矿物类药物，主

要由碳元素组成，因此未对香墨进行分析），分别按

2.3 项下方法制备药材供试品溶液，按 2.1 项下色谱

条件进行检测。以 S5 小金丸样品 HPLC 色谱图为

对照，进行药材色谱峰归属，见图 5，6。结果发现脂

溶性部位 8 号和 9 号色谱峰均来自组方药材枫香

脂，提示枫香脂可能为影响小金丸整体化学成分差

异的主要因素。结果发现枫香脂、木鳖子和乳香中

含有大量的脂溶性成分，而脂溶性部位指纹图谱的

8 号和 9 号色谱峰均来自组方药材枫香脂，提示枫香

脂可能为影响小金丸整体化学成分差异的主要

因素。

3 讨论

小金丸以药材原粉直接混合入药，保留了传统

丸剂的工艺，现代临床使用量大，效果显著，是传统

丸剂的代表之一。小金丸因其复杂的处方和特殊

A1.水溶性部位色谱峰得分图；A2.水溶性部位色谱峰载荷图；B1.脂溶性部位色谱峰得分图；B2.脂溶性部位色谱峰载荷图；C1.全色谱峰得分

图；C2.全色谱峰载荷图

图 4 30批小金丸色谱峰峰面积的 PCA

Fig. 4 PCA for chromatographic peak area of 30 batches of Xiaojinwan

图 5 小金丸样品及药材脂溶性部位的 HPLC

Fig. 5 HPLC chromatograms of liposoluble fraction of medicinal

materials and Xiaojinwan
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的入药形式，导致原药材质量一致性和混合均一性

成为影响该成药质量一致性的关键因素。熊茜等［7］

和任桂林［8］拟通过粒子设计改善小金丸药材粉末的

混合均一性问题，解决了工艺环节对质量一致性的

影响，但其在质量评控方面还有明显不足。

小金丸组方药味来源各异，故本研究针对小金

丸组方复杂、药味来源各异的特点，创新性地对小

金丸脂溶性、水溶性部位分别建立 HPLC 指纹图谱，

全面地展示了小金丸的化学成分谱。结果表明同

一厂家内和厂家间小金丸样品的质量一致性均存

在问题，并且厂家之间相差较大，其引起差异的主

要原因是小金丸中脂溶性部位成分，追溯到药材，

发现枫香脂主要影响了小金丸指纹图谱相似度。

小金丸脂溶性部分和水溶性部分 HPLC 指纹图谱方

法的建立，为研究市售小金丸质量情况及小金丸整

体质量一致性评控提供了研究基础。脂溶性部位

的提取溶剂考察了石油醚、乙醚、正丁醇、乙酸乙

酯、丙酮等，水溶性部分提取溶剂考察了水和不同

体积分数（50%，70%）乙醇，利用二极管阵列检测器

（DAD）检测数据，对波长 190~400 nm 的指纹图谱

进行分析，结合色谱峰数量和峰强度综合考察，最

终确定分别选择乙醚和水为提取溶剂，脂溶性部分

选择 202 nm 作为检测波长，水溶性部分选择 250 nm

作为检测波长。通过多部位、全波段扫描的全面分

析，能够最大程度展现小金丸化学成分谱。

小金丸脂溶性部位指纹图谱色谱峰明显多于

水溶性部位，且响应值是水溶性部位的 5~10 倍，说

明小金丸中的脂溶性成分较多且含量较高，是影响

整体化学差异的主要因素，应当加强对乳香、没药、

当归尤其是枫香脂等含有较多脂溶性成分药材的

质量把控。同时，一些水溶性成分也具有很强的生

物活性。当归中的阿魏酸具有增强血管舒张、抗血

栓等活性，为小金丸中活血的药效物质基础［9-10］；原
儿茶酸来自小金丸组方药材五灵脂，具有抗炎、抗

肿瘤等药理作用，为小金丸抗炎镇痛、抗乳腺增生

的药效物质基础［11］；说明水溶性部位存在一些低含

量、高活性的物质。因此，对于小金丸这种复杂体

系中成药的整体质量评控不仅需要化学方法的把

关，同时也应根据药物特点选择合适的生物方法对

化学方法进行补充、完善，做到了真正意义上的中

成药整体质量评控。
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图 6 小金丸样品及药材水溶性部位的 HPLC

Fig. 6 HPLC chromatograms of water-soluble fraction of

medicinal materials and Xiaojinwan
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