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基于指纹图谱分析和多成分同时定量的龙血通络胶囊质量评价研究=
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OK=中药制药过程新技术国家重点实验室，江苏=连云港= = OOOMMN=

摘= =要：目的= =建立龙血通络胶囊指纹图谱，并进行多成分定量分析，为评价龙血通络胶囊提供依据。方法= =采用 hrom~sil=

CNU（ORM=mm×QKS=mm，R=μm）色谱柱，以乙腈JMKNB甲酸水溶液梯度洗脱，体积流量 NKM=miLmin，柱温 PR=℃，检测波长为

OUM、POR= nm。测定 NM批次龙血通络胶囊，建立指纹图谱，同时采用 nJqlcLjp对指纹图谱中共有峰进行指认及对部分特

征峰进行定量分析。结果= =得到分离度、重复性均较好的龙血通络胶囊指纹图谱，标示出 NU个共有峰，相似度在 MKVO以上；

采用 iCJnJqlcLjp方法指认了 NS个共有峰，其中 T个共有峰经对照品比对，分别为白藜芦醇、TIQ′J二羟基黄酮、龙血素 A、

龙血素 _、紫檀茋、OISJ二甲氧基JQIQ′J二羟基二氢查耳酮和 OJ甲氧基JQIQ′J二羟基二氢查耳酮，并对这 T个成分进行了定量分

析，平均回收率在 VUKQTB～NMNKVPB（opa均小于 OKOTB）。结论= =同时对龙血通络胶囊指纹图谱和 T个指标成分进行分析，

方法快速、简便、准确，可作为全面评价该制剂质量的有效方法之一。=
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龙血通络胶囊（原名为龙血通胶囊）是由中药

龙血竭经提取精制而成的制剂，具有活血化瘀通络

之功效，用于中风病中经络恢复期血瘀证的治疗。

龙血通络胶囊主要含有酚酸类成分，包括以 T,4′J二

羟基黄酮为代表的黄酮类化合物，以龙血素 A和龙

血素_为代表的二氢查耳酮类化合物和以紫檀茋为

代表的二苯乙烯类化合物。目前对于龙血竭药材及

其制剂的质量控制方法已有较多研究，但存在测定

成分较少xNJPz、指纹图谱和定量测定需采用不同的方

法进行分析xQJSz或需采用不常用的色谱柱进行色谱

分离，存在色谱柱粒径较小、易污染，所需体积流

量较大、浪费溶剂等缺点xTJUz。龙血通络胶囊的质量

控制方法报道较少，主要为对龙血素 A和龙血素 _

的定量测定xVz，难以全面控制制剂的内在质量。本

实验以龙血通络胶囊为分析对象，采用 emiC法同

时对龙血通络胶囊进行了指纹图谱研究（标出 NU

个共有峰）和 T个指标成分的定量测定，用于评价

龙血通络胶囊的质量。=

N= =仪器和材料=

Agilent=NOMM液相色谱仪、aAa紫外检测器、

Agilent=NOVMJSRPU=nJqlc液质联用仪、电喷雾（bpf）

离子源，美国安捷伦公司；jettler=AbOQM电子分析

天平、jettler= umJS 电子分析天平，瑞士梅特勒公

司；Centrifuge=RQNRa高速离心机，德国 bppendorf

公司；hnJORMa_ 型超声波清洗仪，昆山超声仪器

有限公司；jilliJn=Ac~demic=纯水机，密理博公司。=

NM 批龙血通络胶囊，批号分别为 NPMQMN、

NPMVMN、NPNMMN、NQMPMN、NQMPMO、NQMPMP、NQMQMN、

NQMQMR、NQMQMV、NQMRMN，江苏康缘药业股份有限

公司生产；对照品龙血素 A（批号 NNNSSMJOMMQMO，

质量分数 VVKTB）、龙血素 _（批号 NNNRRUJOMNMMS，

质量分数 VVKMB）、7,4′J二羟基黄酮（批号 NNNTUTJ=

OMNMMO，质量分数 VUKSB）、白藜芦醇（批号 NNNRPRJ=

OMMRMO，质量分数 VVKPB），均购自中国食品药品检

定研究院；对照品紫檀茋，批号 OMNNMTOP，质量分

数＞VVB，购自杭州广林生物医药科技有限公司；

对照品 OISJ二甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮和 OJ甲

氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮为实验室自制，经光谱

（rs、iCJjp 和 kjo）进行结构确证，emiC 面

积归一化法计算质量分数均大于 VUB。=

乙腈，色谱纯，美国天地公司；甲酸，色谱纯，

olb=pcientific公司；水为超纯水，其余试剂均为分

析纯。=

O= =方法与结果=

OKN= =溶液的制备=

OKNKN= =混合对照品溶液的制备= =取白藜芦醇、7,4′J

二羟基黄酮、龙血素 A、龙血素 _、紫檀茋、OISJ

二甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮和 OJ甲氧基J4,4′J

二羟基二氢查耳酮对照品适量，精密称定，加 UMB

乙醇配制成质量浓度分别为 OR、TR、SM、SM、TM、

PM、50 μg/mL 的混合对照品溶液，即得。=

OKNKO= =供试品溶液的制备= =取龙血通络胶囊内容

物，混匀，研细，取约 MKR=g，精密称定，置具塞锥

形瓶中，精密加入 UMB乙醇 RM=mi，称定质量，超

声（ORM=t，QM=kez）提取 PM=min，放冷，再称定

质量，用 UMB乙醇补足减失的质量，摇匀，即得。=

OKO= =色谱条件=

色谱柱为 hrom~sil=NMMJR=CNU柱（ORM=mm×QKS=

mm，5 μm）；流动相为乙腈JMKNB甲酸水溶液梯度

洗脱，线性洗脱程序为 M～PM=min，OOB～QMB乙腈；

PM～SM=min，QMB～QUB乙腈；体积流量 NKM=miLmin；

检测波长为 OUM=nm（指纹图谱，龙血素 A、龙血素

_、OISJ二甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮和 OJ甲氧

基J4,4′J二羟基二氢查耳酮定量测定）和 POR=nm（白

藜芦醇、7,4′J二羟基黄酮和紫檀茋定量测定）；柱温

PR=℃；进样量 10 μL；色谱图见图 N。=

OKP= =质谱条件=

bpf 离子源，正、负离子模式分别扫描，毛细

管电压 P=RMM=s，雾化气压力 PNMKPO=km~（QR=psi），

干燥气体积流量NM=iLmin，加热毛细管温度PRM=℃，

源内裂解电压 NTR=s，质量数扫描范围 mLz=NMM～
N=MMM。=

OKQ= =线性关系考察=

精密称取白藜芦醇、7,4′J二羟基黄酮、龙血素

A、龙血素 _、紫檀茋、OISJ二甲氧基J4,4′J二羟基二

氢查耳酮和 OJ甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮对照

品适量，加 UMB乙醇配制成质量浓度分别为 OQMKNU、

RVSKQQ、RUTKNR、SMOKPM、SSUKQO、ORPKNT、416.08 μg/mL

的混合对照品溶液，将其作为母液用 UMB乙醇逐倍

稀释，分别精密吸取 10 μL，注入液相色谱仪，测

定，以进样质量浓度为横坐标（u），峰面积积分值

为纵坐标（v），绘制回归曲线，计算回归方程、相

关系数和线性范围。结果分别为白藜芦醇：v＝
NRKQVP=u－OKUQN，r＝MKVVV=T，线性范围 TKRN～OQMKNU=

μg/mL；7,4′J二羟基黄酮：v＝NUKTOV=u＋QKSTP，r＝
MKVVV=U，线性范围 NUKSQ～596.44 μg/mL；龙血素 A：=
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NJ7,4′J二羟基黄酮= = OJ白藜芦醇= = SJOJ甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮= =

TJOISJ二甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮= = NRJ龙血素 A= = NSJ龙血素 _= =

NUJ紫檀茋=

NJ7,4′Jdihydroxy= fl~vone= = OJresver~trol= = SJOJmethoxyJ4,4′JdihydroxyJ=

dihydroch~lcone= = TJOISJdimethoxyJ4,4′Jdihydroxydihydroch~lcone= =

NRJloureirin=A= = NSJloureirin=_= = NUJpterostilbene=
=
图 N= =混合对照品= EAF=和供试品= EBF=在 OUM=nm= EfF=和 POR=

nm=EffF=处的 emiC图=

cigK=N= =emiC=of=mixed=reference=substances=EAF=and=sample=

EBF=at=OUM=nm=EfF=and=POR=nm=EffF=

=
v＝NOKQTM=u－NKPPR，r＝NKMMM=M，线性范围 NUKPR～

587.15 μg/mL；龙血素 _：v＝VKSOV= u－SKMQU，r＝
MKVVV=V，线性范围 NUKUO～602.30 μg/mL；紫檀茋：

v＝NUKSQO=u－TKNUO，r＝MKVVV=T，线性范围 OMKUV～

668.42 μg/mL；OISJ二甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳

酮：v＝NPKNVS= u－QKMMR，r＝MKVVV= U，线性范围

TKVN～253.17 μg/mL；OJ甲氧基J4,4′J二羟基二氢

查耳酮：v＝NSKQSM=u－SKOUS，r＝MKVVV=T，线性范

围 NPKMM～416.08 μg/mL。=

OKR= =方法学考察=

OKRKN= =精密度试验= =取同一供试品（批号 NQMQMN）

溶液连续进样 S针，以峰面积计算各指标成分opa，

分别为白藜芦醇 NKQRB、7,4′J二羟基黄酮 MKVOB、龙

血素 A=MKSTB、龙血素 _=NKMQB、紫檀茋 NKNMB、OISJ

二甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮 MKUQB和 OJ甲氧

基J4,4′J二羟基二氢查耳酮 MKVQB。=

以龙血素 _为参照峰，计算共有峰相对保留时

间及相对峰面积，结果 opa均小于 NKORB。=

OKRKO= =稳定性试验= =取同一供试品（批号 NQMQMN）

内容物，研细，取约 MKR=g，精密称定，按“OKNKO”

项方法制备供试品溶液，精密吸取 10 μL，分别于 M、

P、S、V、NO、NR=h注入高效液相色谱仪，以峰面积

计算各指标成分的 opa，分别为白藜芦醇 NKUPB、

7,4′J二羟基黄酮 NKROB、龙血素 A=NKPUB、龙血素 _=

MKUTB、紫檀茋 OKMSB、OISJ二甲氧基J4,4′J二羟基二

氢查耳酮 NKUPB和 OJ甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮

NKSMB。=

以龙血素 _为参照峰，计算共有峰相对保留时

间及相对峰面积，结果 opa均小于 OKOMB。结果表

明供试品溶液放置 NR=h稳定性良好。=

OKRKP= =重复性试验= =取同一供试品（批号 NQMQMN）

内容物，研细，取约 MKR=g，精密称定，按“OKNKO”

项方法制备供试品溶液，平行制备 S份，测定，计

算质量分数。结果白藜芦醇、7,4′J二羟基黄酮、龙

血素 A、龙血素 _、紫檀茋、OISJ二甲氧基J4,4′J二

羟基二氢查耳酮和 OJ甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳

酮的平均质量分数分别为 OKSP、TKUO、SKNP、SKUU、

NMKQM、PKUR、QKSV=mgLg，opa分别为 NKQPB、NKMVB、

MKURB、NKNOB、NKVNB、MKSQB、NKMOB。=

以龙血素 _为参照峰，计算共有峰相对保留时

间及相对峰面积，结果 opa均小于 OKVSB。结果表

明本方法重复性良好。=

OKRKQ= =回收率试验= =取同一供试品（批号 NQMQMN）

内容物，研细，取约 MKOR= g，精密称定，共称取 S

份，置具塞锥形瓶中，分别精密加入混合对照品溶

液（各指标成分质量浓度分别为白藜芦醇 ONTKO=

μg/mL、7,4′J二羟基黄酮 648.5 μg/mL、龙血素 A=

514.6 μg/mL、龙血素 B 575.8 μg/mL、紫檀茋 URMKO=

μg/mL、OISJ二甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮 PNUKQ=

μg/mL 和 OJ甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮 PVQKN=

μg/mL）P=mi，再精密加入 UMB乙醇 QT=mi，称定

质量，超声提取（ORM=t，QM=kez）PM=min，放冷，

再称定质量，用 UMB乙醇补足减失的质量，摇匀，

滤过，取续滤液离心，测定，计算回收率。结果白

藜芦醇、7,4′J二羟基黄酮、龙血素 A、龙血素 _、

紫檀茋、OISJ二甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮和 OJ

甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮的平均回收率分别

为 NMNKOUB、VUKQTB、VVKSMB、NMNKUSB、NMMKORB、

VUKRQB、NMNKVPB，opa 分别为 NKSNB、NKVQB、

NKMSB、NKURB、OKOTB、MKVUB、NKOPB。=

OKS= =指纹图谱的建立xNMz=

根据 NM 批龙血通络胶囊检测所得图谱，标定

NU个共有峰，共有峰峰面积占总峰面积 URB以上，
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tLmin=

AJf=

_Jf=

AJff=

_Jff=
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其中龙血素 _（NS号峰）分离较好，其量较稳定，

对照品易获得，因此选择龙血素 _作为参照物（p）。

采用国家药典颁布的《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统 OMMQA版》进行分析，经数据匹配，以中位

数法建立对照指纹图谱，见图 O。NM批所测供试品

色谱图与对照指纹图谱相似度分别为 MKVQN、MKVST、

MKVRS、MKVQT、MKVPU、MKVOU、MKVSR、MKVSM、MKVSU、

MKVRS。结果表明 NM批龙血通络胶囊的相似度良好，

说明龙血通络胶囊不同批次之间化学成分稳定，质

量一致性较好。=

=
=
=

图 O= = NM批龙血通络胶囊指纹图谱和对照指纹图谱=

cigK=O= =emiC=fingerprint=for=NM=batches=of=iqC=
=
OKT= =指纹图谱共有峰的鉴定=

为进一步阐明龙血通络胶囊的化学物质成分，

采用rmiCJnJqlcLjp技术对指纹图谱中各共有峰

进行指认。通过正、负离子模式扫描，采用对照品

比对，结合紫外光谱信息、jp、jpLjp 数据和相

关文献报道xNNJNSz进行分析，对龙血通络胶囊指纹图

谱中 NS个共有峰进行了指认，结果见表 N。共有峰

NN 和 NO 对应的化学成分未能查阅到其相关的文献

报道，有待于进一步研究。=

OKU= =样品定量测定=

为更好的控制产品质量，在指纹图谱研究的基

础上，对 T个共有峰进行了定量测定。取 NM批龙血

通络胶囊，按“OKNKO”项下方法制备供试品溶液，

“OKO”项下色谱条件进样分析，分别计算 T 个成分

的量，结果见表 O。结果表明除白藜芦醇外，其他 S

个成分的量较稳定，NM批样品中白藜芦醇的量差别

较大，说明在原料和生产过程中应加强对白藜芦醇

的控制。=

P= =讨论=

PKN= =检测波长的选择=

采用 aAa检测器在 NVM～QMM= nm对供试品溶

液进行扫描，结果 OUM= nm 下反映的信息较全面，

各色谱峰分离较好，因此选择 OUM= nm 作为指纹图

谱的检测波长；根据白藜芦醇、7,4′J二羟基黄酮、

龙血素 A、龙血素 _、紫檀茋、OISJ二甲氧基J4,4′J

二羟基二氢查耳酮和 OJ甲氧基J4,4′J二羟基二氢查

耳酮的最大吸收波长及吸收曲线，选择在 OUM= nm

下测定龙血素 A、龙血素 _、OISJ二甲氧基J4,4′J二

羟基二氢查耳酮和 OJ甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳

酮的量，在 POR=nm下测定白藜芦醇、7,4′J二羟基黄

酮和紫檀茋的量。=

PKO= =流动相的选择=

实验比较了乙腈J水、乙腈JMKMRB三氟乙酸溶

液、乙腈JMKNB磷酸溶液和乙腈JMKNB甲酸溶液，结

果水相中含酸对供试品色谱有较好的分离效果，乙

腈JMKNB甲酸溶液对色谱柱损害较小，因此选择乙

腈JMKNB甲酸溶液为流动相。=

本实验使用常规色谱柱实现了龙血通络胶囊指

纹图谱和多成分定量测定同时分析，与文献相比xTJUz，

节约了色谱分离溶剂，降低了色谱柱使用成本。=

本实验测定的 T个成分包括黄酮类、查耳酮类

和二苯乙烯类化合物，为龙血竭中的主要代表性成=

S=

o=
=
NPNMMN=
=
NQMQMV=
=
NQMQMR=
=
NQMPMP=
=
NQMPMO=
=
NQMPMN=
=
NPMQMN=
=
NPMVMN=
=
NQMQMN=
=
NQMRMN=

N=

O=

P=

Q=
R=

T=

NM=
V=

U=

NN=NO=

NP=
NQ=

NR=
NS=EpF=

NT=

NU=

M= = = = = = = = = = = = = UKTM= = = = = = = = = = = NTKPV= = = = = = = = = = = OSKMV= = = = = = = = = = = PQKTU= = = = = = = = = = = QPKQU= = = = = = = = = = = ROKNU= = = = = = = = = = = SMKUT=

tLmin=
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表 N= = NS个共有峰化合物名称、分子式和质谱数据=

qable=N= =Common=namesI=molecular=formulaI=and=mass=spectral=data=of=NS=common=peaks=

峰号= tLmin= 分子式= 一级离子= 实际值= EmLzF= 理论值= EmLzF= 偏差LE×NM−SF= 鉴定化合物=

NG= = VKQP= CNReNMlQ= xj＋ezH= ORRKMSR=T= ORRKMSR=O= −OKMO= 7,4′J二羟基黄酮=

xj－ez−= ORPKMRN=Q= ORPKMRM=S= −PKMP=

OG= NMKRN= CNQeNOlP= xj＋ezH= OOVKMUS=R= OOVKMUR=V= −OKRP= 白藜芦醇=

xj－ez−= OOTKMTO=R= OOTKMTN=Q= −QKVV=

P= NMKVQ= CNTeNSlR= xj＋ezH= PMNKNMU=R= PMNKNMT=N= −QKUO= TINMJ二羟基JNNJ甲氧基龙血树酮=

xj＋k~zH=

xj－ez−=

POPKMUV=S=

OVVKMVP=N=

POPKMUV=M=

OVVKMVO=R=

−NKUT=

−OKMO=

Q= NPKMV= CNSeNSlR= xj＋ezH= OUVKNMS=U= OUVKNMT=N= = MKUS= 龙血素 a=

xj＋k~zH= PNNKMUU=T= PNNKMUV=M= = MKVR=

xj－ez−= OUTKMVP=T= OUTKMVO=R= −QKNV=

R= NSKRS= CNSeNQlQ= xj＋ezH= OTNKMVT=O= OTNKMVS=R= −OKSQ= QJ甲氧基J2′,4′J二羟基查耳酮=

xj＋k~zH= OVPKMTU=R= OVPKMTU=Q= −MKOQ=

xj－ez−= OSVKMUP=M= OSVKMUN=V= −PKVT=

SG= NVKNV= CNSeNSlQ= xj＋ezH= OTPKNNO=O= OTPKNNO=N= −MKOQ= OJ甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮=

xj＋k~zH= OVRKMVQ=V= OVRKMVQ=N= −OKTU=

xj－ez−= OTNKMVU=T= OTNKMVT=S= −QKNO=

TG= OMKSR= CNTeNUlR= xj＋ezH= PMPKNOO=T= PMPKNOO=T= = MKMP= OISJ二甲氧基J4,4′J二羟基二氢查耳酮=

xj＋k~zH= PORKNMR=N= PORKNMQ=S= −NKQM=

xj－ez−= PMNKNMV=Q= PMNKNMU=N= −QKNS=

U= ORKMN= CNReNOlQ= xj＋ezH= ORTKMUM=U= ORTKMUM=U= = MKNQ= 4,2′,4′J三羟基查耳酮=

xj－ez−= ORRKMSS=P= ORRKMSS=P= −MKMT=

V= ORKSP= CNSeNSlP= xj＋ezH= ORTKNNU=Q= ORTKNNT=O= −QKRV= 4′J甲氧基JTJ羟基黄烷=

xj－ez−= ORRKNMP=O= ORRKNMO=T= −OKMV=

NM= OSKQO= CNTeNUlQ= xj＋ezH= OUTKNOU=R= OUTKNOT=U= −OKQV= UJ甲氧基JTI4′J二羟基高异黄烷=

xj－ez−= OURKNNP=T= OURKNNP=O= −NKSQ=

NP= PQKPN= CPOePOlT= xj＋ezH= ROVKOOM=U= ROVKOOO=N= = OKQO= cinn~b~rone=

xj＋k~zH= RRNKOMQ=S= RRNKOMQ=M= −NKMQ=

xj－ez−= ROTKOMR=S= ROTKOMT=R= = PKSR=

NQ= PTKUV= CPNePMlS= xj－ez−= QVTKNVU=S= QVTKNVT=M= −PKOV= socotrin 4′Jol/homoissocotrin 4′Jol=

NRG= PVKUU= CNTeNUlQ= xj＋ezH= OUTKNOS=U= OUTKNOT=U= = PKMU= 龙血素 A=

xj＋k~zH= PMVKNMU=S= PMVKNMV=T= = PKSS=

xj－ez−= OURKNNQ=Q= OURKNNP=O= −QKMV=

NSG= QNKNO= CNUeOMlR= xj＋ezH= PNTKNPT=R= PNTKNPU=Q= = OKSU= 龙血素 _=

xj＋k~zH= PPVKNOM=V= PPVKNOM=P= −NKTU=

xj－ez−= PNRKNOP=Q= PNRKNOP=U= = NKOS=

NT= QQKPO= CPNePMlS= xj－ez−= QVTKNVS=V= QVTKNVT=M= = MKNP= socotrin 4′Jol/homoissocotrin 4′Jol=

NUG= RNKMO= CNSeNSlP= xj＋ezH= ORTKNNU=N= ORTKNNT=O= −PKQO= 紫檀茋=

xj－ez−= ORRKNMP=S= ORRKNMO=T= −PKSR=

G与对照品比对鉴定的化合物=
G=Confirmed=by=reference=compounds=
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表 O= =样品定量测定结果= En=Z=PF=
qable=O= =aetermination=of=samples=En=Z=PF=

批号=

质量分数LEmg·g−NF=

白藜芦醇= 7,4′J二羟基黄酮= 龙血素 A= 龙血素 _= 紫檀茋=
OISJ二甲氧J4,4′J二=

羟基二氢查耳酮=

OJ甲氧基J4,4′J二=

羟基二氢查耳酮=

NQMQMN= OKSP= TKUO= SKNP= SKUU= NMKQM= PKUR= QKSV=

NQMRMN= OKRR= TKVM= SKOQ= SKTP= NMKNR= PKTS= QKTU=

NPNMMN= MKVQ= TKSU= SKPT= RKVU= NMKMT= OKVO= QKQR=

NPMVMN= NKMU= TKRQ= SKQR= RKUS= NMKNU= OKUR= QKRV=

NPMQMN= MKUQ= TKOU= SKMQ= RKTP= = VKUO= OKUV= QKPP=

NQMPMN= MKVO= TKTS= SKRN= RKUM= NMKPR= PKMT= QKST=

NQMPMO= MKUT= TKVR= RKVQ= RKTR= NMKMN= OKVQ= QKUN=

NQMPMP= OKOS= TKQN= RKVU= SKQO= NMKOM= PKSV= QKQU=

NQMQMR= OKOV= TKSR= RKVO= SKST= = VKPR= PKTQ= QKSM=

NQMQMV= OKQO= TKOS= RKVR= SKRP= = VKOV= PKSS= QKRO=

=

分，同时进行了指纹图谱控制，能较好地控制龙血

通络胶囊质量。=
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