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摘 　要 :目的 　研究血府逐瘀口服液的 HPLC 指纹图谱。方法 　采用高效液相色谱法。色谱柱为 Agilent HC C18

(150 mm ×41 6 mm , 5μm) ;流动相 :012 %甲酸水溶液2乙腈 ,梯度洗脱 ;体积流量为 110 mL/ min ;柱温为 25 ℃;检
测波长为 254、320、400 nm ;进样量 :10μL 。计算 10 批样品指纹图谱的数量相似度和程度相似度。结果 　确定了
20 个共有峰 ,10 批样品指纹图谱的数量相似度在 0180 以上 ,程度相似度在 0157 以上。结论 　程度相似度比数量
相似度更能反映样品的内在差异。
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　　血府逐瘀口服液由红花、赤芍、当归、川芎、枳

壳、甘草等 11 味药材经水提精制而成 ,具有活血祛

瘀、行气止痛的功效 ,其中红花、赤芍、当归、川芎是

活血化瘀的主要药物 ,枳壳通畅血行 ,甘草起到调合

诸药的作用[1 ] 。自上市以来 ,血府逐瘀口服液以其

疗效可靠、服用方便等特点赢得了广大消费者的欢

迎 ,但由于方中药材众多 ,成分十分复杂 ,其质量控

制水平仍处于较低的水平。为更好地控制质量 ,本

实验建立了血府逐瘀口服液的 HPL C 指纹图谱 ,并

对指纹图谱的两种相似度的计算方法进行了比较。

1 　仪器与材料

Waters 2695 高效液相色谱仪 ,2996 PAD 检测

器 , Empower Pro 工作站。Excellence Plus Xp 分

析天平 ,Millipore 超纯水制备仪。

乙腈为色谱纯 ,甲酸为分析纯 ,水为超纯水。芍

药苷 (批号 1107362200628) 、羟基红花黄色素 A (批

号 1107362200628) 、阿魏酸 (批号 077329910) 、甘草

酸铵 (批号 1116372200503) 、柚皮苷 (批号 1107222
200309)对照品购自中国药品生物制品检定所。赤

芍、红花、当归、川芎、甘草、枳壳药材和血府逐瘀口

服液均由吉林敖东制药厂提供。

2 　方法与结果

211 　色谱条件 : 色谱柱为 Agilent HC C18 ( 150

mm ×416 mm , 5μm) ;流动相 : 012 %甲酸水溶液

(A)2乙腈 (B) ,梯度洗脱 : 5 %B～ 25 %B ( 0～ 55

min) ,25 %B～95 %B (55～75 min) ;体积流量为

110 mL/ min ;柱温为 25 ℃;检测波长为 254、320、

400 nm ;进样量 :10μL 。

212 　对照品溶液的制备 :精密称取羟基红花黄色素

A 对照品适量 ,加甲醇制成 0108 mg/ mL 的对照品

溶液。同法分别配制 3160 mg/ mL 芍药苷 , 0104

mg/ mL 阿魏酸 ,2139 mg/ mL 柚皮苷 ,0138 mg/ mL

甘草酸铵对照品溶液。

213 　供试品溶液的制备 :取血府逐瘀口服液适量 ,

摇匀 ,用 0145μm 滤膜滤过 ,取续滤液 ,作为供试品

溶液。

214 　指纹图谱的建立 :将各供试品溶液注入高效液

相色谱仪 ,测定各样品的 H PL C 指纹图谱 ,经比较

分析 ,确定 20 个色谱峰为各批样品共有峰。通过成

药、水提液、对照品、药材、阴性的对比研究 ,确定了

8 号峰为芍药苷 ,14 号峰为柚皮苷 ,18 号峰为甘草

酸 ,12、17 号峰分别为辅料苯甲酸钠、羟基乙酯。因

6 号峰 (羟基红花黄色素 A) 和 9 号峰 (阿魏酸) 分别

在 400、320 nm 为最大吸收 ,故得到 3 个波长下样品

的 HPL C 指纹图谱 ,其归属见图 1 和表 1。

215 　方法学考察

21511 　精密度试验 :取批号 70104 血府逐瘀口服

液 ,制备供试品溶液 ,连续进样 6 次 ,以 3 号峰和 14
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图 1 　血府逐瘀口服液在 254 nm( A) 、320 nm( B) 、400 nm( C)

下的 HPLC指纹图谱

Fig. 1 　HPLC Fingerprint of Xuefu Zhuyu Oral Liquid

at 254 nm ( A) , 320 nm ( B) , and 400 nm ( C)

表 1 　血府逐瘀口服液的 HPLC指纹图谱峰归属

Table 1 　Peak assignments of HPLC f ingerprint

of Xuefu Zhuyu Oral Liquid

峰号 成分及药材归属 峰号 成分及药材归属

1 地黄、牛膝共有峰 12 苯甲酸钠

3 桃仁 13 枳壳

6 羟基红花黄色素 A (红花) 14 柚皮苷 (枳壳)

8 芍药苷 (赤芍) 15 枳壳

9 阿魏酸 (当归、川芎) 16 枳壳、柴胡共有峰

10 当归、川芎共有峰 17 羟苯乙脂

11 当归、川芎共有峰 18 甘草酸

号峰作为校正峰 ,计算共有峰的相对保留时间和相

对保留面积[2 ] ,结果共有峰的相对保留时间的 RSD

小于 0162 % ,相对峰面积 RSD 在 1147 %以下。

21512 　重现性试验 :取批号 70104 血府逐瘀口服

液 ,制备 6 份供试品溶液 ,分别进样 ,以 3 号峰和 14

号峰作为校正峰 ,计算共有峰的相对保留时间和相

对保留面积[2 ] ,结果共有峰的相对保留时间的 RSD

小于 0174 % ,相对峰面积 RSD 在 1159 %以下。

21513 　稳定性试验 :取批号 70104 血府逐瘀口服液

供试品溶液 ,分别在 0、6、12、18、24、48 h 进样 ,以 3

号峰和 14 号峰作为校正峰 ,计算共有峰的相对保留

时间和相对保留面积[2 ] ,结果共有峰的相对保留时

间的 RSD 小于 0152 % ,相对峰面积 RSD 在 1194 %

以下。

216 　指纹图谱相似度评价 :指纹图谱相似度评价的

目标在于通过对指纹图谱进行整体上的分析 ,来达

到评价样品质量是否一致的目的。本实验运用了两

个评价软件 :国家药典委员会颁布的指纹图谱评价

软件 (数量相似度) 和自行编制的软件 (程度相似

度) 。

21611 　数量相似度 ( Qn ) 评价 :国家药典委员会的

中药色谱指纹图谱相似度评价系统的相似度计算方

法为夹角余弦法 ,其特点是强调定性而非定量。故

其计算的相似度实质为数量相似度 (由相似要素的

数量决定的相似度) [3 ] 。采用国家药典委员会的色

谱指纹图谱相似度计算软件 ,标记除 2、7、10、12、17

之外的 15 个峰 ,建立共有模式 (由软件自动生成) ,

计算 10 批样品指纹图谱的数量相似度 ,结果见表

2 ,RSD 为 31709 %。

21612 　程度相似度 ( Qu ) 评价 :程度相似度是由各

相似要素的相似程度决定的相似度。采用本实验室

相似度计算软件 ,其原理公式[3 ] 为 :假设系统 A 由

K 个要素 (a1 ,a2 ,a3 ⋯a i ⋯a K)组成 ,参照系统 B 由 L

个要素 (b1 ,b2 , b3 ⋯b j ⋯bL ) 组成 ,两个系统的相似

要素有 n 个时 ,程度相似度 Qu 为 :

　　Qu = 1 - ∑︱1 - Xai / Xbi ︱/ n , Xbi ≠0

其中 Xai为 A 色谱图中 a i 峰的峰面积或峰高 ,

Xbi为参照色谱图 B (由软件自动生成) 中对应的色

谱峰 b i 的峰面积或峰高。以参照色谱图为标准 ,以

计算数量相似度所用 15 个共有峰的峰面积为指标 ,

评价 10 批血府逐瘀口服液指纹图谱的程度相似度 ,

结果见表 2 ,RSD 为 91589 %。

表 2 　10 批血府逐瘀口服液的数量相似度和程度相似度

Table 2 　Numerical similarity and extent similarity

of ten batches of Xuefu Zhuyu Oral Liquid

批 次 数量相似度 程度相似度

41217 0. 884 0. 674

50108 0. 858 0. 744

50117 0. 866 0. 720

50406 0. 891 0. 708

61009 0. 814 0. 782

61106 0. 801 0. 751

70104 0. 823 0. 833

70115 0. 841 0. 579

70116 0. 834 0. 772

70117 0. 812 0. 691

　　由表 2 可见 ,10 批血府逐瘀口服液数量相似度
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均在 018 以上 ,可以判定 10 批样品质量基本一致。

但各批次间的程度相似度差别却很大 ,以批号为

41217 ,50406、70115、70117 样品尤为明显。

217 　质量浓度差值的比较 :为了确定两种相似度的

准确性 ,本实验对 10 批样品中羟基红花黄色素 A、

芍药苷柚皮苷、阿魏酸、柚皮苷、甘草酸进行测定。

以 10 批样品中 5 个活性成分的各平均质量浓度为

标准 ,计算各批样品中各成分的质量浓度差值 ,质量

浓度差值越大说明质量浓度差异越大 ,结果见表 3。

质量浓度差值的结果与程度相似度计算结果相符 ,

说明程度相似度比数量相似度更能反映样品的内在

差异。

表 3 　10 批血府逐瘀口服液中成分的质量浓度差值

Table 3 　Content difference of f ive ingredients in ten

batches of Xuefu Zhuyu Oral Liquid

批号
质量浓度差/ (mg ·mL - 1)

羟基红花黄色素 A 芍药苷 阿魏酸 柚皮苷 甘草酸 总差值

41217 0. 39 0. 13 0. 87 0. 43 0. 21 2. 03

50108 0. 73 0. 06 0. 14 0. 29 0. 28 1. 50

50117 0. 76 0. 02 0. 40 0. 43 0. 08 1. 69

50406 1. 03 0. 08 0. 34 0. 09 0. 29 1. 83

61009 0. 43 0. 06 0. 10 0. 29 0. 54 1. 42

61106 1. 03 0. 01 0. 07 0. 17 0. 19 1. 46

70104 0. 22 0. 14 0. 02 0. 09 0. 34 0. 81

70115 1. 03 2. 38 0. 04 0. 02 0. 60 4. 07

70116 0. 64 0. 13 0. 23 0. 22 0. 24 1. 45

70117 0. 77 0. 10 0. 35 0. 41 0. 35 1. 99

3 　讨论

相似度评价是指纹图谱研究的一个重要组成部

分 ,目前相似度的评价方法主要有距离系数法、相关

系数法、夹角余弦法等 ,基本上都是针对指纹图谱的

数量相似度而言。目前已有文献报道[3～5 ]提出程度

相似度或定量相似度 ,并将其用于评价中药材指纹

图谱 ,显示出了其相对于数量相似度的优点。本实

验随后对另外 20 个批次样品进行了指纹图谱分析

和定量测定 ,并利用数量相似度和程度相似度进行

了验证评价 ,其结果与以上 10 批样品相同 ,表现出

程度相似度与多指标定量测定的数据有很好的一致

性 ,因此以这种方法评价中药色谱指纹图谱具有可

行性。

本实验在程度相似度的计算中反映了共有峰的

峰面积对色谱图差异的影响 ,没有考虑非共有峰对

色谱图差异的影响 ;而国家药典委员会的色谱指纹

图谱相似度计算软件侧重考虑的是当一张色谱图中

存在峰缺失时 ,即非共有峰对色谱图差异的影响。

故在实际运用中可以引入整体相似度 Q , 即 Q =

( Qn + Qu ) / 2 或 Q = Qn ×Qu ,从而既从数和量的角

度反映了色谱图差异 ,又同时考虑了共有峰和非共

有峰对色谱图差异的影响。

6 号峰 (羟基红花素 A) 和 9 号峰 (阿魏酸) 分别

体现了处方中红花和当归、川芎的药材质量 ,分别在

400 nm 和 320 nm 为最大吸收。所以在进行指纹图

谱相似度评价时 ,采用了 3 个波长的 H PL C 数据 ,

即 6 号峰 (羟基红花素 A) 采用波长 400 nm 的峰面

积 ,9 号峰 (阿魏酸) 采用波长 320 nm 的峰面积 ,其

余色谱峰采用波长 254 nm 的峰面积。

对流动相乙腈2012 %甲酸溶液、甲醇2012 %甲

酸溶液、乙腈2011 %甲酸溶液、乙腈2011 %磷酸溶液

梯度洗脱体系进行了考察 ,结果乙腈2012 %甲酸溶

液体系得到的色谱峰峰形和分离度较好。比较了

190～400 nm 波长下的色谱图 ,结果 254 nm 波长

下 ,色谱峰信息最多 ,分离情况良好 ;样品中特征峰

相对保留时间 RSD 均小于 3 % ,表明色谱峰在

HPL C 图谱中相对位置稳定 ,可作为制剂的特征峰。
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