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摘= =要：目的= =建立注射用益气复脉（冻干）的 emiC指纹图谱，并建立评价其质量的指纹图谱分析方法。方法= =采用 emiC
法，色谱柱为t~tÉrs=pymmÉtry®=CNU柱（ORM=mm×QKS=mm，R=μm）；流动相为乙腈JMKMNB磷酸水溶液梯度洗脱；检测波长 OMP=
nm；柱温 PO=℃。结果= =建立了注射用益气复脉（冻干）中人参皂苷类、五味子木质素类的指纹图谱，并建立了 P种指纹图

谱分析评价方法。结论= =建立的注射用益气复脉（冻干）指纹图谱的重复性、稳定性好，采用夹角余弦法与相关系数法从两

个不同的角度评价指纹图谱，可以有效地反映益气复脉的质量，两者差异不大，而采用欧氏距离法却无法获得两张图谱的真

实相似程度，无法给出直观的综合质量评价结果。=
关键词：注射用益气复脉（冻干）；指纹图谱；相似度评价=
中图分类号：oVQPKP= = = = = =文献标志码：A= = = = = =文章编号：NSTQ=J=SPTS=EOMNRF=MQ=J=MPVM=J=MQ=
alfW=NMKTRMNLàKássnKNSTQJSPTSKOMNRKMQKMMV=

ptudy=on=emiC=fingerprint=of=viqifumai=fnjection=

eb=ph~nJsh~nNI=vrb=eongJshuáOI=plkd=iáJäáOI=afkd=iáNI=gr=AáJchunOI=vb=whÉngJäá~ngO=
NK=Chán~=mh~rm~cÉutác~ä=rnávÉrsátyI=k~nàáng=ONMMMVI=Chán~=
OK=qá~nàán=q~säy=mrádÉ=mh~rm~cÉutác~ä=CoKI=itdKI=qá~nàán=PMMQMOI=Chán~=

AbstractW=lbjective= = qo=Ést~bäásh=~n=emiC=mÉthod=for=dÉtÉrmánáng=thÉ=fángÉréránt=of=váèáfum~á= fnàÉctáonK=jethods= = qhÉ=emiC=
~n~äysás= w~s= éÉrformÉd= on= ~= t~tÉrs= pymmÉtry= CNU= coäumn= EORM= mm= ×= 4.6 mm, 5 μm) and the mobile phase consisted of 
~cÉtonátráäÉJMKMNB=éhoséhorác=~cádK= qhÉ=dÉtÉctávÉ=w~vÉäÉngth=w~s=sÉt=~t=OMP=nm=~nd=thÉ=coäumn=tÉméÉr~turÉ=m~ánt~ánÉd=~t=PO=Ⅱ K=
oesults= = qwo=kánds= of= coméonÉnts= án=váèáfum~á= for= fnàÉctáon= wÉrÉ= ádÉntáfáÉd= ~s=gánsÉnosádÉs=~nd= äágnáns=by= fángÉrérántsK=qhrÉÉ=
Év~äu~táon= mÉthods= for= fángÉréránts= of= váèáfum~á= fnàÉctáon= wÉrÉ= Ést~bäáshÉdK=Conclusion= = qhÉ= emiC= fángÉréránts= of= váèáfum~á=
fnàÉctáon=ás=st~bäÉ=~nd=rÉéroducábäÉK=qhÉ=áncäudÉd=~ngäÉ=cosánÉ=dád=not=dáffÉr=much=from=corrÉä~táon=coÉffácáÉntI=thÉy=c~n=Év~äu~tÉ=thÉ=
èu~äáty=of=váèáfum~á=fnàÉctáon=ÉffÉctávÉäy=wháäÉ=bucäádÉ~n=dást~ncÉ=c~n=not=gávÉ=~=dárÉct=vásu~ä=Év~äu~táon=on=váèáfum~á=fnàÉctáonK=
hey=wordsW=váèáfum~á=fnàÉctáonX=fángÉrérántX=sámáä~ráty=Év~äu~táon=
=

注射用益气复脉（冻干）为天津天士力之骄药

业有限公司独家生产的冻干剂型，其处方来源于古

方《生脉散》，临床上用于冠心病劳累性心绞痛气阴

两虚证，冠心病所致慢性左心功能不全Ⅱ、Ⅲ级气

阴两虚证等。组方药材为红参、麦冬、五味子，成

分较为复杂，故采用中药色谱指纹图谱技术对其进

行整体质量控制。中药指纹图谱技术可从整体上分

析复杂化学物质的组成，是被国内外广泛接受的中

药质量评价模式xNz。目前中药指纹图谱的评价多采

用计算相似度的方法，主要包括夹角余弦法xOz、相

关系数法xPz、欧氏距离法、程度相似度及改良程度

相似度法xQJUz等方法。本文按照相关技术要求建立了

其 emiC指纹图谱，并采用不同相似度计算方法，

考察了注射用益气复脉（冻干）制剂指纹图谱的相

似度，旨在为其质量控制提供参考。=
N= =仪器和材料=

t~tÉrs= OSVR 型高效液相色谱仪（美国 t~tÉrs
公司），配t~tÉrsOQUV型紫外检测器和 bméowÉr色
谱工作站；AiOMQ型万分之一电子分析天平（瑞士

jÉttäÉr公司），jáääáJn超纯水处理系统。乙腈、甲=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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醇均为色谱纯（jÉrck公司），水为超纯水，其他试

剂均为分析纯，五味子醇甲对照品（批号

NNMURTJOMMSMU，供含量测定用）购自中国食品药品

检定研究院。QM批注射用益气复脉（冻干）由天津

天士力之骄药业有限公司提供。=
O= =方法与结果=
OKN= =溶液的制备=
OKNKN= =对照品溶液的制备= =精密称取一定量的五味

子醇甲对照品，用甲醇溶解，制备成质量浓度为

RMKMR=μgLmi的对照品溶液。=
OKNKO= =供试品溶液的制备  取装量差异项下的本品

内容物约 NKP=g（相当于 O瓶量），精密称定，加 PMB
甲醇溶液 NM=mi使溶解，过迪马公司 mrobäutqj=mip=
pmb柱，体积流量约 N=miLmán，流出液弃去，再用

含 MKR=moäLi的氢氧化钠的 PMB甲醇溶液 O=mi冲洗

后，继用 PMB甲醇溶液 R= mi分次洗涤冲洗，再用

甲醇洗脱，甲醇洗脱液收集于 R= mi量瓶中至近刻

度，加甲醇至刻度，摇匀，MKQR=μm微孔滤膜过滤，

取续滤液作为供试品溶液。=
OKO= =色谱条件的选择与优化=
OKOKN= = 不同色谱柱考察 = = AgáäÉnt= moroshÉää= NOM=
bCJCNU柱、AgáäÉnt=bcäáésÉ=mäus=CNU柱、aá~monsáä®=
CNU 柱 、 mhÉnomÉnÉñ®= R= μm= CNU 柱 及 t~tÉrs=
pymmÉtry®=CNU柱对色谱峰分离效果的影响。从柱效

及木质素成分峰的分离情况（峰的个数及分离度）

考察色谱柱的优劣，结果t~tÉrs= pymmÉtry®= CNU柱
分离效果最好。=
OKOKO= =不同浓度磷酸水溶液的选择= =首先考察了

MKMNB、MKMPB、MKMRB、MKMTB、MKNB=R种不同浓度

的磷酸溶液作为流动相，对色谱分离效果的影响，

结果显示随着磷酸水溶液浓度的降低，人参中的皂

苷分离度明显提高，故再尝试仅使用超纯水作为水

相对皂苷峰分离的影响，结果发现皂苷峰的分离度

有所降低，故可知人参皂苷峰的分离度受酸度变化

影响较大xSJTz，根据色谱峰分离效果，最终选择了

MKMNB的磷酸水溶液作为水相。=
OKOKP= =柱温的选择= =本实验考察了柱温为 OR、OT、
PM、PO、PR=℃对注射用益气复脉（冻干）指纹图谱

色谱峰分离效果的影响，整体面貌相差不大，但是

综合考虑各个局部分离效果，选择柱温为 PO=℃。=
根据以上研究结果，确定液相色谱条件为：色

谱柱为t~tÉrs=pymmÉtry®=CNU柱（ORM=mm×QKS=mm，
R= μm）色谱柱；流动相为Ａ（乙腈）J_（MKMNB磷

酸），梯度洗脱（表 N）；柱温 PO=℃；检测波长 OMP=
nm；进样量 OM=μi。=

表 N= =液相梯度洗脱条件=
qable=N= =emiC=gradient=elution=conditions=

t=L=mán= 体积流量LEmi·mán−NF= ALB= _LB=
M～U= N= OM→PM= UM→TM=
U～OM= N= PM→QM= TM→SM=
OM～PM= N→NKO= QM= SM=
PM～RM= NKO= QM→RR= SM→QR=
RM～SM= NKO→N= RR→VR= QR→R=
SM～SR= N= VR= R=
SR～ST= N= VR→VU= R→O=
ST～TO= N= VU= O=
TO～TT= N= VU→OM= O→UM=
TT～UN= N= OM= UM=
=
OKP= =方法学考察=
OKPKN= = 精密度试验 = = 取同一供试品溶液（批号

OMNQMRMQ），按上述色谱条件，连续进样 S次，以相

似度软件处理，相互比较指纹图谱相似度，各样品

间相似度均大于 MKVU，表明色谱分析系统稳定，仪

器精密度较好。=
OKPKO= = 稳定性试验 = = 取同一供试品溶液（批号

OMNQMRMQ），分别在 M、Q、U、NO、NS、OM、OQ=h=T
个时间点进行检测，用计算机相似度处理软件计算

相似度，结果相似度值均大于 MKVU，表明 OQ=h内供

试品溶液稳定。=
OKPKP= =重复性试验= =取同一批号制剂 S 份（批号

OMNQMRMQ），制备供试品溶液，按上述色谱条件方法

进行检测，S 份供试品溶液测得的色谱指纹图谱，

用计算机相似度处理软件计算相似度，结果相似度

值均大于 MKVT，表明重复性良好。=
OKQ= =结果=
OKQKN= =样品指纹图谱采集= =分别精密吸取对照品溶

液 NM=μL、供试品溶液 20 μi，注入高效液相色谱仪，

按上述色谱条件进行测定，记录色谱图。测定 QM
批注射用益气复脉（冻干）制剂的指纹图谱。=
OKQKO= =共有峰的确定= =根据 PM批制剂进样结果，对

保留时间在 U～TM= mán的色谱峰进行积分，选择吸

收强，稳定性好，特征明显的色谱峰作为共有峰。U
号峰（即五味子醇甲峰）因其在各批样品中含量较

高，峰形稳定，与其他峰分离良好，故以其作为内

参比峰。以色谱峰对内参比峰的相对保留时间定性，

共标定 NU个共有峰，见图 N。=
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OKQKP= =对照指纹图谱的生成= =将“OKQKN”所得 PM
批图谱导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（OMNO年版）”软件，以平均值生成对照图谱，进行

多点校正后，全谱峰匹配，生成的注射用益气复脉

（冻干）制剂对照指纹图谱见图 N。=

=
图 N= =注射用益气复脉（冻干）对照指纹图谱=

cigK=N= =emiC=reference=fingerprint=of=viqifumai=fnjection=

OKQKQ= =色谱指纹图谱的相似度评价= =将剩余 NM 批

注射用益气复脉（冻干）制剂的色谱图与对照图谱

比较，见图 O，并采用 O种模式 P种方法进行指纹

图谱评价。=
N）全谱峰相似度= =将 NM批供试品指纹图谱与

对照指纹图谱相比较，经多点校正，计算相似度。

结果见表 O。=
O）以共有峰计算相似度= =采用夹角余弦、相关

系数及欧式距离法，以 NU个共有峰计算相似度。将

NM批供试品指纹图谱与对照指纹图谱相比较，分别

以夹角余弦、相关系数及欧式距离法计算 NU个共有

峰的相似度，结果见表 P。=
直观观察样品指纹图谱可看到，各批次样品图

谱与对照图谱无大差异，相似度较好。另以全谱峰

计算相似度和以共有峰采用夹角余弦及相关系数法

计算指纹图谱相似度，相似度值均在 MKVT以上，说=

=
图 O= = NM批制剂与对照色谱（pN）指纹图谱=

cigK=O= =emiC=reference=fingerprint=EpNF=and=matched=chromatograms=for=NM=batches=of=viqifumai=fnjection=

表 O= = NM批样品相似度（全谱）结果=
qable=O= =pimilarityEfull=spectrumF=of=NM=batches=of=samples=

= 对照= OMNOMTMN= OMNOMVMS= OMNONMMN= OMNONMMT= OMNONMNM= OMNONMNP= OMNONNMR= OMNONOMQ= OMNONOMS= OMNONONM=

对照= N= MKVVR= MKVVO= MKVVP= MKVVN= MKVUQ= MKVUS= MKVVQ= MKVUS= MKVVN= MKVVQ=

OMNOMTMN= MKVVR= N= MKVVU= MKVVV= MKVVT= MKVVN= MKVVN= MKVVT= MKVVM= MKVVS= MKVVU=

OMNOMVMS= MKVVO= MKVVU= N= MKVVT= MKVVR= MKVUR= MKVUQ= MKVVT= MKVVR= MKVVU= MKVVS=

OMNONMMN= MKVVP= MKVVV= MKVVT= N= MKVVV= MKVVQ= MKVVP= MKVVT= MKVVM= MKVVU= MKVVU=

OMNONMMT= MKVVN= MKVVT= MKVVR= MKVVV= N= MKVVT= MKVVR= MKVVS= MKVUS= MKVVS= MKVVT=

OMNONMNM= MKVUQ= MKVVN= MKVUR= MKVVQ= MKVVT= N= MKVVV= MKVUT= MKVTO= MKVUU= MKVVN=

OMNONMNP= MKVUS= MKVVN= MKVUQ= MKVVP= MKVVR= MKVVV= N= MKVUT= MKVTM= MKVUR= MKVVO=

OMNONNMR= MKVVQ= MKVVT= MKVVT= MKVVT= MKVVS= MKVUT= MKVUT= N= MKVVR= MKVVU= MKVVU=

OMNONOMQ= MKVUS= MKVVM= MKVVR= MKVVM= MKVUS= MKVTO= MKVTM= MKVVR= N= MKVVS= MKVVM=

OMNONOMS= MKVVN= MKVVS= MKVVU= MKVVU= MKVVS= MKVUU= MKVUR= MKVVU= MKVVS= N= MKVVT=

OMNONONM= MKVVP= MKVVU= MKVVS= MKVVU= MKVVT= MKVVN= MKVVO= MKVVU= MKVVM= MKVVT= N=

=

N=

t=L=mán=

NM= OM= PM= QM= RM= SM= TM=

O=

P=

Q=R=
S=
T=

U=

V=
NM=
NN=
NO=
NP=
NQ= NR=NS= NT=

NU=

M= = = Q= = = U= = = NO= = NS= = OM= = OQ= = OU= = PO= = PS= = QM= = QQ= = QU= = RO= = RS= = SM= = SQ= = SU= = TO= = TS= = UM=
t=L=mán=

pNN=
pNM=
pV=
pU=
pT=
pS=
pR=
pQ=
pP=
pO=
pN=
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表 P= = NM批样品相似度结果=
qable=P= =pimilarity=of=NM=batches=of=samples= =

方法= OMNOMTMN= OMNOMVMS= OMNONMMN= OMNONMMT= OMNONMNM= OMNONMNP= OMNONNMR= OMNONOMQ= OMNONOMS= OMNONONM=
夹角余弦= MKVVU= MKVVR= MKVVS= MKVVQ= MKVUT= MKVUV= MKVVU= MKVVM= MKVVQ= MKVVU=
相关系数= MKVVS= MKVVO= MKVVP= MKVUU= MKVTR= MKVUM= MKVVS= MKVUQ= MKVVM= MKVVS=
欧氏距离= PUP=ONN= SQM=TRU= RQO=QQT= RUQ=PPV= UVV=RQQ= TTR=SNO= RVV=VSP= TQT=PRQ= RTM=NSQ= QNT=MNS=

=
明该制剂的质量较稳定，另一方面，亦表明该制剂

生产工艺十分稳定。而采用欧氏距离法计算相似度

值，取值范围不在xM，Nz区间内，故无法直接给出

样品质量的评价，但其与另外两种计算方法检验样

品指纹图谱时，趋势基本一致，P 种不同方法之间

相互认证。采用不同相似度算法仅以共有峰计算相

似度时，需手动计算，而该样品成分复杂，峰的数

目较多，计算量大，而采用全谱峰计算相似度，可

利用现有的成熟相似度系统软件，简便快捷，较适

用于实际生产中产品的质量控制。=
P= =讨论=
PKN= =以全谱峰计算相似度=

以全谱峰计算相似度色谱指纹图谱往往比较复

杂，色谱峰的保留时间会发生漂移，从而影响指纹

图谱的相似度。多点校正对指纹图谱相似度有重大

意义。在使用相似度软件计算样品相似度过程中，

未进行多点校正即选择全谱峰匹配，结果各批样品

与对照谱图的相似度均低于 MKSOM；选择以 T号峰为

m~rkÉr峰，进行全谱峰匹配，结果显示相似度值均

在 MKVPU以上，但 V、NM、NN、NP、NQ、NS、NT、NU
号共有峰均未匹配上；选择 U号峰为 m~rkÉr峰，进

行全谱峰匹配，结果显示相似度值在 MKVSU 以上，

但 V、NP、NQ、NT号共有峰未匹配上；选择 U号及

NT 号峰为 m~rkÉr 峰，进行全谱峰匹配，结果显示

相似度值在 MKVUQ 以上，所有共有峰均匹配上，能

很好地对齐。由此可知选取不同的 m~rkÉr 峰及

m~rkÉr峰个数对计算结果有影响，且选多个 m~rkÉr
峰比选单个相似度计算结果理想。=
PKO= =以共有峰计算相似度=

采用夹角余弦法和相关系数法，以 NU个共有峰

计算相似度时，两种方法计算的相似度值相差不大。

夹角余弦法是将两张指纹图谱当作两个空间向量，

以向量间的夹角余弦值表示指纹图谱的相似度xOz，

相关系数法在数学上是用来表示所有的点是否都在

同一条直线上，即是否完全相关，以此来表示中药

指纹图谱的相似性xVz。两种方法从不同的角度评价

产品质量，均能在一定程度上反应产品的质量。=
PKP= =以欧氏距离计算相似度=

根据欧式距离数据并不能判断样品的质量，该

法无法直接给出直观的综合质量评价结果。采用欧

氏距离法计算获得的相似度值远大于 N，说明欧氏

距离虽然可以用来表示两个向量之间的真实距离，

但是作为相似度评价方法却无法获得两张图谱的真

实相似程度，非真正意义上的相似度分析方法，故

欧氏距离法不宜作为生产中产品标准的控制方法。=
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