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摘= =要：目的= =建立注射用活血通络的指纹图谱，并进行多成分定量分析，提升注射用活血通络质量标准。方法= =采用 qhermo=
CNU柱（NMM=mm×P=mm，NKT=μm），以甲醇JMKMRB甲酸水溶液梯度洗脱，体积流量 MKQ=miLmin，柱温 OM=℃，检测波长为 OSM=
nm。结果= =得到分离度和重现性良好的指纹图谱，确定 ON个共有峰，其中 NN个共有峰来自于赤芍药材，T个共有峰来自于

川芎药材，P 个共有峰来自桃仁药材。同时利用相似度软件对 NM 批注射用活血通络指纹图谱进行分析，各批次样品相似度

在 MKVU 以上；通过对照品比对，指认了 R 个成分，分别为苦杏仁苷、羟基芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、阿魏酸，并对其

进行定量分析。结论= = rmiC建立的注射用活血通络指纹图谱检测和 R个指标成分定量分析方法，快速、简便、准确，能有

效评价该制剂的质量。=
关键词：注射用活血通络；rmiC；指纹图谱；多成分定量测定；苦杏仁苷；羟基芍药苷；芍药内酯苷；芍药苷；阿魏酸=
中图分类号：oOUSKMO= = = = = =文献标志码：A= = = = = =文章编号：MORP=J=OSTMEOMNSFMO=J=MOSO=J=MR=
alfW=NMKTRMNLjKissnKMORPJOSTMKOMNSKMOKMNQ=

cingerprint=and=multiJcomponents=quantitative=determination=for=
euoxuetongluo=fnjection=by=rmiC=

ifk=uiaNI=OI=PI=Crf=meiJchaoQI=ur=duiJhongOI=PI=if=giaJchunOI=PI=erAkd=tenJzheOI=PI=tAkd=whenJzhongNI=OI=PI= =
ufAl=teiNI=OI=P=

NK=College=of=mharmacyI=kanjing=rniversity=of=Chinese=jedicineI=kanjing=ONMMMMI=China=
OK=giangsu=hanion=mharmaceutical=CoKI=itdKI=iianyungang=OOOMMNI=China=
PK=ptate=hey=iaboratory=of=mharmaceutical=mrocess=kewJtech=for=Chinese=jedicineI=iianyungang=OOOMMNI=China=
QK=giangsu=hanion=bcological=Agriculture=aevelopment=CoKI=itdKI=iianyungang=OOOMMNI=China=

AbstractW=lbjective= = qo=establish=a=rmiC=fingerprint=of= the=compounds= in=euoxuetongluo= fnjectionI=and= to=make=a=quantitative=
analysisK=jethods= = qhe=qhermo=CNU=ENMM=mm=×=P=mm, 1.7 μm)=column=was=used=with=a=mobile=phase=of=methyl=alcoholJMKMRB=formic=
acid=gradient=elutionI=the=flow=rate=was=MKQ=miLminI=the=column=temperature=was=OM=℃I=and= the=detection=wavelength=was=OSM=nmK=
oesults= = qhe=fingerprint=chromatography=included=ON=mutual=peaksI=of=which=NN=mutual=peaks=from=maeoniae oadix oubraI=T=mutual=
peaks=from=Chuanxiong ohizomaI=and= P=mutual=peaks=from=mersicae semenK=qhe=similarity=among=the= batches=was=more=than=MKVUK=
_ased= on= the= retention= timeI= and= rs= absorption= spectra= of= reference= compoundsI= five= componentsI= amygdalinI= oxypaeoniflorinI=
albiflorinI=paeoniflorinI=and= ferulic=acidI=were=identified=and=quantifiedK=Conclusion= = qhe=method=is=rapidI=simpleI=and=accurateI=and=
can=be=used=for=the=quality=control=of=euoxuetongluo=fnjectionK=
hey=wordsW=euoxuetongluo=fnjectionX=rmiCX=fingerprintX=multiJcomponents=quantitative=determinationX=amygdalinX=oxypaeoniflorinX=
albiflorinX=paeoniflorinX=ferulic=acid=

=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

收稿日期：OMNRJMTJOM=

基金项目：国家科技部重大新药创制“脑血栓形成急性期治疗药物——注射用活血通络的临床研究”（OMNNwuMVNMNOJNOO）=

作者简介：林= =夏（NVUR—），女，本科，工程师，研究方向为中药质量标准研究。qelW=EMRNUFURRONVPO= = bJmailW=linxiaOVTNORURS]NSPKcom=

*通信作者= =萧= =伟（NVRV—），研究员级高级工程师，博士，研究方向为中药制剂和创新中药的开发与研究。bJmailW=wzhzhJnj]tomKcom 



中草药= = Chinese=qraditional=and=eerbal=arugs= =第 QT卷=第 O期= OMNS年 N月=

= =

·OSP·=

注射用活血通络（euoxuetongluo= fnjectionI=
euqi）为桃红四物汤简方，由桃仁、赤芍、川芎 P
味中药组成，具有活血化瘀、行气通络之功效，用

于中风中经络（脑血栓形成）之急性期证属痰瘀阻

络者、半身不遂、口舌歪斜、舌强语謇、头晕目眩、

舌泽暗淡等。桃仁、赤芍、川芎都含有丰富的化学

成分，并具有广泛的药理活性xNJPz。注射用活血通络

成分研究表明，其主要含苷类、有机酸类及糖类成

分。为了更好地控制产品质量，保证临床疗效，需

提升质量标准，建立能够更加全面评价该制剂质量

的方法。目前 rmiC法因其分离效率高、样品量小、

节省溶剂、节省时间等特点越来越多的应用于中药

注射剂质量研究xQJRz。本实验以苷类、有机酸类成分

为主要分析对象，采用 rmiC同时对注射用活血通

络进行了指纹图谱xSJTz研究和 R 个指标成分的定量

测定xUz，该方法可作为全面评价注射用活血通络质

量的有效方法之一。=
N= =仪器和材料=

Agilent=NOVM超高压液相色谱仪，aAa紫外检

测器，美国 Agilent 公司；jettlerAbOQM 电子分析

天平，瑞士 jettler= qoledo公司；_pAOOQpJCt型

电子分析天平，德国 partorius 公司；Centrifuge=
RQNRa 高速离心机，德国 eppendorf 公司；jilliJn=
Academic纯水机，美国jillipore公司；hnJORMa_
型超声波清洗仪，昆山市超声仪器有限公司。=

注射用活血通络，江苏康缘药业股份有限公司

生产，批号分别为 NOMRMN、NOMSMN、NOMTMN、NOMUMN、
NOMVMN、NPMNMN、NPMQMN、NPMRMN、NPMSMN、NPMTMN；
苦杏仁苷对照品（批号 NNMUOMJOMNPMR，质量分数

以 URKUB计）、芍药苷对照品（批号 NNMTPSJOMNPPT，
质量分数以 VQKVB计）、阿魏酸对照品（批号

NNNTUTJOMNMMO，质量分数以 NMMB计），均购自中国

食品药品检定研究院；芍药内酯苷对照品（批号

jrpqJNQMPNONQ，质量分数≥VUKMB）、羟基芍药苷

对照品（批号jrpqJNQMSNNMU，质量分数≥VUKMB），
均购自成都曼斯特生物科技有限公司；甲醇，色谱

纯，美国天地公司；水为超纯水，其余试剂均为分

析纯。=
O= =方法与结果=
OKN= =色谱条件=

色谱柱为 qhermo=CNU柱（NMM=mm×P=mm，NKT=
μm）柱；流动相为甲醇JMKMRB甲酸水溶液，梯度洗

脱，线性洗脱程序为 M～S=min，NRB～OUB甲醇；S～

NO=min，OUB～QQB甲醇；NO～OM=min，QQB～TRB
甲醇；OM～OR=min，TRB甲醇；体积流量 MKQ=miLmin；
检测波长 OSM=nm；柱温 OM=℃；进样量 O=μi；理论

板数按芍药苷峰计算应不低于 NMM=MMM。=
OKO= =参照物的选择=

选择保留时间适中、分离度较好的芍药苷作为

参照物。=
OKP= =供试品溶液的制备=

取本品内容物适量，混匀，取约 MKO=g，精密称

定，置 RM=mi量瓶内，加水溶解并稀释至刻度，摇

匀，过 MKOO=μm滤膜，即得。=
OKQ= =精密度试验=

取同一供试品（批号 NOMRMN）溶液连续进样 S
针，以芍药苷为参照峰，计算共有峰相对保留时间

及主要共有峰相对峰面积，结果 opa均小于 NKUB。

又以第 N次进样所得指纹图谱作为参照计算后 R次
进样所得指纹图谱的相似度，结果相似度结果均不

小于 MKVV。=
OKR= =稳定性试验=

取同一供试品（批号 NOMRMN）内容物适量，取

约 MKO=g，精密称定，按上述供试品溶液的制备方法

制备供试品溶液，精密吸取 O=μi，分别于 M、P、S、
V、NO、NU=h注入液相色谱仪。以芍药苷为参照峰（p），
计算共有峰相对保留时间及主要色谱峰相对峰面

积，结果 opa均小于 OB。又以第 N次进样所得指

纹图谱作为参照计算后 R次进样所得指纹图谱的相

似度，结果相似度结果均不小于 MKVV。=
OKS= =重复性试验=

取同一供试品（批号 NOMRMN）内容物适量，取

约 MKO=g，精密称定，按上述供试品溶液的制备方法

制备供试品溶液，平行制备 S份，测定，计算。以

芍药苷为参照峰，计算共有峰相对保留时间及主要

色谱峰相对峰面积，结果 opa均小于 OB。又以第

N 次进样所得指纹图谱作为参照计算后 R 次进样所

得指纹图谱的相似度，结果相似度结果均不小于

MKVV。=
OKT= =指纹图谱研究=
OKTKN= =指纹图谱的建立与技术参数= =根据 NM 批注

射用活血通络检测所得图谱，标定 ON个共有峰，采

用国家药典颁布的《中药色谱指纹图谱相似度评价

系统》OMNO年版进行分析，以中位数法建立对照指

纹图谱，见图 N。NM批所测供试品色谱图与对照指

纹图谱相似度分别为 MKVUT、MKVVR、MKVUV、MKVVT、
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MKVVN、MKVVN、MKVUV、MKVUM、MKVUT、MKVUU。=
OKTKO= =指纹图谱中共有峰的归属与指认= =取赤芍药

材、桃仁药材、川芎药材粉末（过三号筛）各约 MKR=
g，精密称定置具塞锥形瓶内，加 RMB甲醇 RM= mi
超声 SM=min，取续滤液，过 MKOO=μm滤膜，即得。

按“OKN”项下色谱条件进样分析，通过保留时间和

aAa扫描分析，指纹图谱中标定的 ON个共有峰中

P、Q、R、V、NN、NO、NQ、NS、NT、OM、ON号峰来

自赤芍药材，N、O、NM、NP、NR、NU、NV号峰来自

川芎药材，S、T、U号峰来自桃仁药材。见图 O。通

过与混合对照品图谱比对，其中 U号峰为苦杏仁苷，

V号峰为羟基芍药苷，NO号峰为芍药内酯苷，NQ号
峰为芍药苷，NR号峰为阿魏酸。=
OKU= =已指认共有成分的定量测定=
OKUKN= =色谱条件= =同“OKN”项下色谱条件。色谱图

见图 P。=
OKUKO= =混合对照品溶液的制备= =取羟基芍药苷、苦

杏仁苷、芍药内酯苷、芍药苷、阿魏酸对照品适量，=

=
=
=

图 N= = NM批注射用活血通络指纹图谱及其对照指纹图谱=
cigK=N= =rmiC=fingerprint=and=control=fingerprint=for=NM=batches=of=euoxuetongluo=fnjection=

=
=
=

图 O= =注射用活血通络指纹图谱中各共有峰归属色谱图= =
cigK=O= =Chromatogram=of=each=common=peak=attribution=in=fingerprint=of=euoxuetongluo=fnjection=
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NJ苦杏仁苷= = OJ羟基芍药苷= = PJ芍药内酯苷= = QJ芍药苷= = RJ阿魏酸=
NJoxypaeoniflorin= = OJamygdalin= = PJalbiflorin= = QJpaeoniflorin=
RJferulic=acid==

图 P= = 混合对照品 = EAF= 和注射用活血通络样品 = EBF= 的
emiC图=
cigK= P= = emiC= of= mixed= reference= substances= EAF= and=
euoxuetongluo=fnjection=sample=EBF=
=
精密称定，加水制成含苦杏仁苷 N=MUOKQ=μgLmi、羟

基芍药苷 SMKP=μgLmi、芍药内酯苷 NONKQ=μgLmi、芍

药苷 N=RMOKO=μgLmi、阿魏酸 OOKQ=μgLmi的混合对照

品溶液。=
OKUKP= =供试品溶液的制备= =同“OKP”项供试品溶液

的制备方法。=
OKUKQ= =线性关系的考察= =取混合对照品溶液，依次

精密量取 MKN、MKO、MKP、MKQ、MKR、MKS=mi置 N=mi
量瓶内，加水稀释至刻度，摇匀，分别精密吸取 O=
μi，注入液相色谱仪，测定，以进样浓度为横坐标

（u），峰面积为纵坐标（v），绘制标准曲线，得回

归方程分别为苦杏仁苷 v＝MKNSU= N= u－NKMQ，r＝
MKVVV= U；羟基芍药苷 v＝NMKQPQ= u＋NKQNP= P，r＝
MKVVV= U；芍药内酯苷 v＝MKSTS= O= u－MKPQS= T，r＝
MKVVV=V；芍药苷 v＝MKQPT=U=u＋MKTUS=T，r＝MKVVV=V；
阿魏酸 v＝RKNTQ=T=u－MKPUS=T，r＝MKVVV=U。结果苦

杏仁苷、羟基芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、阿魏

酸分别在 NMUKOQ～SQVKQQ、SKMP～PSKNU、NOKNQ～
TOKUQ、NRMKOO～VMNKPO、OKOQ～13.44 μgLmi呈良好

的线性关系。=
OKUKR= =精密度试验= =取同一供试品（批号 NOMRMN）
溶液连续进样 S次，以峰面积计算各指标成分opa，
分别为苦杏仁苷 MKPNB、羟基芍药苷 NKONB、芍药

内酯苷 MKOSB、芍药苷 NKPQB、阿魏酸 NKMB。=
OKUKS= =稳定性试验= =取同一供试品（批号 NOMRMN）
内容物适量，取约 MKO=g，精密称定，按“OKP”项方

法制备供试品溶液，精密吸取 O=μi，分别于 M、P、
S、V、NO、NU=h注入液相色谱仪。以峰面积计算各

指标成分 opa，分别为苦杏仁苷 NKMPB、羟基芍药

苷 MKPUB、芍药内酯苷 NKSNB、芍药苷 MKRRB和阿魏

酸 MKSQB，结果表明供试品溶液中各成分在 NU=h内
稳定性良好。=
OKUKT= =重复性试验= =取同一供试品（批号 NOMRMN）
内容物适量，取约 MKO=g，精密称定，按“OKP”项方

法制备供试品溶液，平行制备 S份，测定，计算。

苦杏仁苷、羟基芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷和阿

魏酸的平均质量分数分别为 NMTKM、RKV、NMKM、NQTKM、
OKN=mgLg，opa分别为 MKVPB、OKUQB、MKTOB、NKMQB、

NKVSB，结果表明本方法重复性良好。=
OKUKU= =回收率试验= =取同一供试品（批号 NOMRMN）
内容物适量，取约 MKN=g，精密称定 S份，分别置 RM=
mi 量瓶中，精密量取“OKUKO”项混合对照品溶液

NM=mi置于以上 S份样品中，加水溶解稀释定容至

刻度，摇匀，过 MKOO= μm滤膜，注入超高效液相色

谱仪，测定，计算回收率。结果苦杏仁苷、羟基芍

药苷、芍药内酯苷、芍药苷和阿魏酸的平均回收率

分别为 NMOKPB、NMOKMB、VUKTB、VUKMB、VVKSB，
opa分别为 MKRVB、NKUNB、OKTSB、NKRTB、OKVTB。=
OKUKV= =样品定量测定结果= =取 NM 批注射用活血通

络，按“OKP”项下方法制备供试品溶液，并按“OKN”
项下色谱条件进样分析，分别计算 R种成分的量，

结果见表 N。=
P= =讨论=

比较了甲醇J水、乙腈J水和甲醇JMKMRB甲酸系=
=

表 N= =样品测定结果= En=Z=OF=
qable=N= =aetermination=of=five=maker=components=En=Z=OF=

批号=
质量分数LEmg·g−NF=

羟基芍药苷=苦杏仁苷=芍药内酯苷=芍药苷=阿魏酸=

NOMRMN= RKV= NMTKM= NMKM= NQTKM= OKN=

NOMSMN= SKN= NMMKQ= = UKV= NRNKM= OKM=

NOMTMN= SKS= NMNKR= NPKU= NQVKR= NKV=

NOMUMN= SKU= NNOKP= NOKQ= NRUKP= OKO=

NOMVMN= RKQ= NNUKP= NPKT= NQOKR= NKV=

NPMNMN= RKO= NNMKR= NOKV= NRRKS= OKM=

NPMQMN= SKV= NMQKP= NNKN= NQVKS= OKO=

NPMRMN= RKP= NNSKT= NMKO= NROKO= NKV=

NPMSMN= RKN= NNOKR= = VKV= NRQKP= OKP=

NPMTMN= SKM= NNPKS= = UKS= NQVKU= OKN=

N=
P=

O= Q=

R=

N=

O=

P=

Q=

R=

A=

_=

M= = = = = = = = R= = = = = = = NM= = = = = = = NR= = = = = = = OM= = = = = = = OR= = = = = = = PM=
tLmin=
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统对指纹图谱的影响，结果甲醇JMKMRB甲酸流动相

系统所得指纹图谱峰形较好，基线较平稳。比较了

在常规液相上使用 demini= CNU 柱（ORM= mm×QKS=
mm，R=μm）及在 rmiC上使用 qhermo=CNU柱（NMM=
mm×P=mm，NKT=μm）和 Agilent=CNU柱（RM=mm×PKM=
mm，NKU=μm）对指纹图谱的影响，结果在 rmiC上

使用 qhermo=CNU柱（NMM=mm×P=mm，NKT=μm）分

析指纹图谱时其分离效率高、分离度较好，故选择

用该类型色谱柱分析注射用活血通络的指纹图谱。

比较了柱温在 NR、OM、OR=℃时所得图谱，结果柱

温为 OM=℃时所得指纹图谱中 R 个指标成分分离度

在 NKS 以上；比较了体积流量为 MKPR、MKQ、MKQR=
miLmin所得图谱，结果对色谱峰分离无显著影响。

通过 aAa检测器在 NVM～QMM=nm全扫描，结果 OSM=
nm下色谱峰较多，因此选择 OSM=nm作为指纹图谱

检测和苦杏仁苷、羟基芍药苷、芍药内酯苷、芍药

苷和阿魏酸定量测定的检测波长，并且对 R个指标

成分进行了峰纯度验证，结果表明在本实验所确定

的检测条件下样品中所测定的 R个成分不含其他干

扰成分。=
本研究建立的注射用活血通络 rmiC指纹图谱

及多成分测定方法，对 ON个共有峰进行了归属，并

对其中 R个成分进行了定量分析，能够较全面控制

注射用活血通络的质量，但是其他 NS个共有峰的定

性分析还需要进一步研究。=
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