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［摘要］　目的：建立生脉注射液ＵＰＬＣ指纹图谱及多成分含量测定方法，测定人参皂苷 Ｒｂ１、麦冬皂苷 Ｄ、五
味子醇甲等１１种活性成分的含量，为提升生脉注射液的质量标准提供实用可靠的方法。方法：采用超高效液相色
谱二极管阵列检测器（ＵＰＬＣＤＡＤ）法，使用ＷａｔｅｒｓＲＰ１８色谱柱（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ），以乙腈水为流动相，
梯度洗脱，流速为０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为４０℃，全波长扫描（１９０～４００ｎｍ）。选取五味子醇甲为参照峰，并使用中
药色谱指纹图谱相似度评价系统对指纹图谱进行相似性评价。结果：分析５厂家９批次生脉注射液指纹图谱，相似
度均大于０９１，标定共有峰４４个，对其中１１个色谱峰进行了定性定量研究，各项方法学考察结果均符合测试要
求。结论：所建立的ＵＰＬＣ指纹图谱分离效果良好，特征性强，方法稳定简单，基本能够反映生脉注射液的整体化
学成分特征，结合多种活性成分同时测定的含量测定方法，更加客观全面地对该药进行质量控制，同时可为中药注

射液安全性使用起一定的提示作用。
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生脉注射液是我国古代经典名方 “生脉散”经

现代工艺精制而成的中药注射液，是中药现代化的

重要药物之一。该药由红参、麦冬、五味子３味中
药材制得，临床上常用于辅助治疗脓毒症、感染性

或心源性休克及其他心脑血管类疾病［１３］，疗效确

切，不良反应报道相对较少，使用量大，因此对生

脉注射液进行全面质量控制显得尤为重要，以期为

临床安全提供参考。

研究者多采用高效液相色谱法及液质联用法

（ＨＰＬＣ／ＵＰＬＣＭＳ）对生脉注射液的特征成分进行分
析，现有的指纹图谱标定共有峰数量不多，多种成

分分离效果不够理想，尚未建立对３味中药材不同
成分同时测定的方法［４７］。３味中药材分别具有多种
代表性活性成分，红参中人参皂苷类成分在体内、

体外均表现出良好的抗炎活性，可明显抑制 ＮＯ分
泌，减少炎症相关基因的 ｍＲＮＡ表达，其机制可能
与调控ＩＲＦ３等通路有关；麦冬皂苷Ｄ可通过缓解内
质网应激损伤从而对阿霉素致心肌损伤小鼠产生一

定的保护作用；五味子醇甲具有一定的抗炎免疫作

用［８１０］。多成分多靶点协同发挥药效是中药复方制

剂的特色优势，生脉注射液中多种成分具有抗炎抗

氧化及逆转组织损伤的药理作用，因此对生脉注射

液化学成分进行更全面地研究显得尤为必要。

本研究采用超高效液相色谱二极管阵列检测器
法（ＵＰＬＣＤＡＤ）建立了生脉注射液全新的指纹图谱
方法，在３５ｍｉｎ内分离数十种成分，同时找到了红
参、麦冬、五味子３味中药的代表性成分，方法快
捷简单，稳定可靠，为进一步查找该药药效物质基

础提供了完整的实验依据。

１　材料

１１仪器

ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＨＣｌａｓｓ超高效液相色谱仪，
配置四元高压泵、自动进样器、ＰＤＡ检测器；Ｍｅｔｔ
ｌｅｒＡＢ２６５Ｓ电子分析天平；优普系列超纯水机（成
都超纯科技有限公司）；ＳＢ２５１２ＤＴ超声波清洗机
（宁波新芝生物科技股份有限公司）

１２试药

对照品人参皂苷 Ｒｂ１（批号１７１０１８）、人参皂苷
Ｒｂ２（批号１７１００９）、人参皂苷Ｒｄ（批号１７０５３０）、人
参皂苷 Ｒｅ（批号 １７０９２４）、人参皂苷 Ｒｆ（批号
１７１１２６）、人参皂苷Ｒｇ１（批号１８０１０５）、麦冬皂苷Ｄ

（批号１７１１２６）、五味子醇甲（批号１８０１０９）、五味子
酯甲（批号１７１２３１）均购自上海融禾医药科技有限公
司；人参皂苷Ｒｂ３（批号１１１６８６２０１５０４）、人参皂苷
Ｒｇ２（批号１１１７７９２００８０１）购于中国食品药品检定研
究院，以上对照品纯度均在９８０％～９９７％；乙腈、
甲醇（色谱纯，默克）；水（屈臣氏牌蒸馏水）。

生脉注射液共９批次，分别来源于５个不同的
厂家，药品信息见表１。

表１　不同批次生脉注射液药品信息
ｍＬ／支

编号 生产厂家 批号 规格

Ｓ１ Ａ １６１２０４０１００５ １０

Ｓ２ Ｂ １６０５０２ １０

Ｓ３ Ｃ １７０７１０１４ １０

Ｓ４ Ｃ １７０４０４２３ ２０

Ｓ５ Ｄ １７０４２５２ ２０

Ｓ６ Ｅ １７０９１３０２ １０

Ｓ７ Ｅ １７０９２９０３ １０

Ｓ８ Ｅ １７０６１１０３ ２０

Ｓ９ Ｅ １７０５３００５ ２０

２　方法与结果

２１溶液制备

２１１对照品溶液　精密称定人参皂苷 Ｒｂ１对照品

９４９ｍｇ，人参皂苷 Ｒｂ２对照品１０２２ｍｇ，人参皂苷
Ｒｂ３对照品６６９ｍｇ，人参皂苷Ｒｄ对照品６２４ｍｇ，人
参皂苷 Ｒｅ对照品 ６２４ｍｇ，人参皂苷 Ｒｆ对照品
７３５ｍｇ，人参皂苷 Ｒｇ１对照品１３２４ｍｇ，人参皂苷
Ｒｇ２对照品６５８ｍｇ，麦冬皂苷Ｄ对照品５１２ｍｇ，五味
子醇甲对照品５６０ｍｇ，五味子酯甲对照品３２７ｍｇ，
置于５ｍＬ容量瓶中，加入一定量纯甲醇，超声至完全
溶解，放置至室温后定容，作为对照品储备液待用。

分别精密吸取一定量对照品母液，置于５ｍＬ容
量瓶，定容、摇匀后，经 ０２２μｍ微孔滤膜滤过，
即得混合对照品溶液。

２１２供试品溶液制备　取生脉注射液样品轻轻摇
匀后，经０２２μｍ微孔滤膜滤过，即得供试品溶液，
编号同表１。

２２色谱条件

采用ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＳｈｉｅｌｄＲＰ１８色
谱柱（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ），以乙腈为流动
相Ａ，水为流动相Ｂ，梯度洗脱程序见表２，流速为
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０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，全波长扫描（１９０～４００ｎｍ），柱温为
４０℃，进样量为５μＬ。样品及混合对照品色谱图见
图１。

表２　定性定量色谱条件的流动相及比例
时间／ｍｉｎ Ａ乙腈／％ Ｂ水／％

００ １９０ ８１０

３０ １９０ ８１０

１２０ ２６８ ７３２

１５０ ３２０ ６８０

２３０ ３２０ ６８０

２３１ ４４０ ５６０

３５０ ６６８ ３３２

注：ＡＳ１生脉注射液样品；Ｂ混合对照品；１０人参皂苷Ｒｇ１；

１１人参皂苷Ｒｅ；１５人参皂苷Ｒｆ；１９人参皂苷Ｒｂ１；２０人参

皂苷Ｒｇ２；２２人参皂苷 Ｒｂ２；２３人参皂苷Ｒｂ３；２４五味子醇

甲；２５人参皂苷Ｒｄ；３７麦冬皂苷Ｄ；３９五味子酯甲。

图１　提取２１０ｎｍ波长下生脉注射液ＵＰＬＣ图

２３指纹图谱建立

２３１精密度试验　取 Ｓ１批次生脉注射液（批号：
１６１２０４０１００５）的供试品样品，连续进样５次，色谱条
件同２２，记录色谱图，以五味子醇甲为参比峰，计
算各共有峰相对峰面积的ＲＳＤ均小于３％，相对保留时
间的ＲＳＤ均小于２％，表明该色谱仪精密度符合要求。
２３２稳定性试验　取 Ｓ１批次生脉注射液（批号：
１６１２０４０１００５）的供试品样品，分别在 ０、２、４、６、
８、１２、２４ｈ进样，色谱条件同 ２２，记录色谱图，
以五味子醇甲为参比峰，计算各共有峰相对峰面积

的ＲＳＤ均小于 ３％，相对保留时间的 ＲＳＤ均小于

２％，表明该色谱仪稳定性符合要求。
２３３重复性试验　取批号为１６１２０４０１００５的生脉注
射液供试品样品，共６份，进样条件不变，记录色
谱图，以五味子醇甲为参比峰，计算各共有峰相对

峰面积的ＲＳＤ均小于３％，相对保留时间的 ＲＳＤ均
小于１％，表明该色谱仪重复性符合要求。
２３４参照峰选择与共有峰标定　在９批次生脉注射
液供试品指纹图谱中，五味子醇甲色谱峰分离度较

好，峰面积较大且稳定，保留时间合适，故确定

２４号五味子醇甲色谱峰为参照峰。
将９批次生脉注射液 ＵＰＬＣ指纹图导入 “中药

色谱指纹图谱相似度评价系统”２００４Ａ版进行色谱峰
匹配，经处理后共标定４４个共有峰，并确定１１个共
有峰，分别为人参皂苷Ｒｇ１（１０号峰）、人参皂苷 Ｒｅ
（１１号峰）、人参皂苷 Ｒｆ（１５号峰）、人参皂苷 Ｒｂ１
（１９号峰）、人参皂苷Ｒｇ２（２０号峰）、人参皂苷 Ｒｂ２
（２２号峰）、人参皂苷 Ｒｂ３（２３号峰）、五味子醇甲
（２４号，Ｓ）、人参皂苷 Ｒｄ（２５号峰）、麦冬皂苷 Ｄ
（３７号峰）、五味子酯甲（３９号峰），见图２～３。

图２　９批次生脉注射液ＵＰＬＣ指纹图谱

图３　指纹图谱对照图谱

２３５相似度评价　利用 “中药色谱指纹图谱相似

度评价系统”２００４Ａ版软件计算分析，９批生脉注
射液供试品色谱图中色谱图相似度均 ＞０９１，具体
数据见表３，表明批次间差异较小，制备工艺较为

·００５·
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稳定，方法准确可靠。

２４生脉注射液多指标成分定量分析
２４１线性关系考察　精密吸取各对照品储备溶液
配制混合对照品溶液，将混合对照品溶液按比例稀

释成一系列梯度浓度的混合对照品溶液，按２２项
色谱条件进样测定，记录液相色谱图。以各成分色

谱峰峰面积（Ｙ）为纵坐标，进样浓度（Ｘ）为横坐标，
制作标准曲线，回归方程等见表５。

表３　不同批次生脉注射液相似度比较
Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ 对照指纹图谱

Ｓ１ １ ０９５４ ０９８３ ０９７６ ０９１６ ０９３８ ０９４４ ０９４２ ０９５３ ０９６８

Ｓ２ ０９５４ １ ０９４３ ０９４５ ０８２１ ０８６９ ０８９ ０８８５ ０９２２ ０９１４

Ｓ３ ０９８３ ０９４３ １ ０９９２ ０９３１ ０９６２ ０９６７ ０９６５ ０９７３ ０９８６

Ｓ４ ０９７６ ０９４５ ０９９２ １ ０９２７ ０９４５ ０９５２ ０９５ ０９６７ ０９７８

Ｓ５ ０９１６ ０８２１ ０９３１ ０９２７ １ ０９４４ ０９４４ ０９３９ ０９３１ ０９６３

Ｓ６ ０９３８ ０８６９ ０９６２ ０９４５ ０９４４ １ ０９９６ ０９９６ ０９８３ ０９８

Ｓ７ ０９４４ ０８９ ０９６７ ０９５２ ０９４４ ０９９６ １ ０９９８ ０９８９ ０９８４

Ｓ８ ０９４２ ０８８５ ０９６５ ０９５ ０９３９ ０９９６ ０９９８ １ ０９８９ ０９８０

Ｓ９ ０９５３ ０９２２ ０９７３ ０９６７ ０９３１ ０９８３ ０９８９ ０９８９ １ ０９８０

对照指纹图谱 ０９６８ ０９１４ ０９８６ ０９７８ ０９６３ ０９８ ０９８４ ０９８ ０９８ １

表４　９批次生脉注射液１１个特征共有峰相对峰面积

峰号
相对峰面积

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９

１０ ０３３ ００９ ０２２ ０１８ ０３２ ０３ ０２ ０１９ ０１６

１１ ０２４ ００６ ０１５ ０１３ ０３９ ０２３ ０１９ ０１７ ０１４

１５ ００９ ００４ ００７ ００５ ０１４ ０１ ００９ ００８ ００６

１９ ０２４ ０１３ ０２９ ０２９ ０４９ ０４６ ０４ ０３９ ０３３

２０ ００７ ００３ ００６ ００４ ０１２ ００７ ００６ ００６ ００５

２２ ００９ ００７ ０１３ ０１１ ０２５ ０２３ ０２２ ０２１ ０１８

２３ ００１ ００１ ００２ ００２ ００５ ００３ ００３ ００４ ００３

２４Ｓ １ １ １ １ １ １ １ １ １

２５ ００６ ００４ ００９ ００８ ０２１ ０１８ ０１５ ０１５ ０１５

３７ ００３ ００２ ００２ ００４ ０１０ ００８ ００８ ００９ ００７

３９ ００８ ００５ ００９ ０１０ ０２３ ０１４ ０１３ ０１３ ０１３

表５　生脉注射液指标成分回归方程、峰面积与浓度相关系数（ｒ）及线性范围
成分 回归方程 ｒ 线性范围／μｇ·ｍＬ－１

人参皂苷Ｒｂ１ Ｙ＝１１９４５Ｘ＋６４４５８ ０９９９９ １０２１～１０２１１　

人参皂苷Ｒｂ２ Ｙ＝１１６３３Ｘ＋４５２０４ ０９９９７ ４５０～４４９７

人参皂苷Ｒｄ Ｙ＝１３２７６Ｘ＋２３８７１ ０９９９６ ３１９～３１９５

人参皂苷Ｒｅ Ｙ＝１３４７１Ｘ＋３００８９ ０９９９９ ６４９～６４９０

人参皂苷Ｒｇ１ Ｙ＝１２４７２Ｘ＋４６９８５ ０９９９９ ８９５～８９５０

五味子醇甲 Ｙ＝５４８０７Ｘ＋５４２２７ ０９９９７ ７４９～７４９３

人参皂苷Ｒｂ３ Ｙ＝１１６８０Ｘ＋２７８９４ ０９９９７ １６９～５６２

人参皂苷Ｒｆ Ｙ＝１５４５７Ｘ＋２４７３７ ０９９９８ ５１２～１７０６

人参皂苷Ｒｇ２ Ｙ＝１６９４９Ｘ＋１８５５８ ０９９９８ ３６３～１２１１

麦冬皂苷Ｄ Ｙ＝１８１２８Ｘ＋８０３５６ ０９９９８ １１７～３８９

五味子酯甲 Ｙ＝２３６６３Ｘ－２０１６６ ０９９９５ １５４～５１０

·１０５·
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２４２精密度试验　取同一对照品溶液，连续进样
６次，进样条件不变，记录色谱图，测定峰面积，计
算１１种成分的精密度。结果ＲＳＤ为０２０％～１１１％，
表明该色谱仪精密度良好，符合含量测定要求。

２４３稳定性试验　取同一批生脉注射液（批号：
１６１２０４０１００５）的供试品样品，分别于 ０、２、４、６、
８、１２、２０、２４ｈ进样，进样条件不变，记录色谱
图，测定峰面积，计算结果 ＲＳＤ为 ０５３％ ～
１３４％，表明样品溶液于２４ｈ稳定性良好，符合含
量测定要求。

２４４重复性试验　取同一批生脉注射液（批号：
１６１２０４０１００５）的供试品样品，共６份，平行制备供
试品溶液，进样条件不变，记录色谱图，测定峰面

积。结果ＲＳＤ为０５９％～１４５％，表明该色谱仪重
复性良好，符合含量测定要求。

２４５加样回收率试验　取同一批生脉注射液（批
号：１６１２０４０１００５）的供试品样品，共６份，每份取
２５ｍＬ于５ｍＬ容量瓶中，加入混合对照品溶液适
量，加纯水至刻度后制得供试品溶液，进样条件不

变，记录峰面积及色谱图。结果人参皂苷 Ｒｂ１、人
参皂苷 Ｒｂ２、人参皂苷 Ｒｂ３、人参皂苷 Ｒｄ、人参皂
苷Ｒｅ、人参皂苷Ｒｆ、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｇ２、
麦冬皂苷 Ｄ、五味子醇甲、五味子酯甲平均回收率
分别为 １０５２５％、９９８３％、１１００６％、１０９４３％、
９８０２％、１０４４１％、９７８９％、１１１２０％、９８７６％、
１０２７６％、１０８９１％，ＲＳＤ值分别为３１１％、２５６％、
１８９％、２４９％、２７１％、３０４％、２１２％、１５６％、
１９１％、２０６％、２００％，表明本方法准确可靠，符

合含量测定要求。

２４６含量测定　取９批次生脉注射液，按２２项色
谱条件进行测定，分别在各成分最大吸收波长处提

取峰面积进行计算，测得样品中１１种成分的含量，
结果见表６。９批次样品的人参皂苷 Ｒｂ１、人参皂苷
Ｒｂ２、人参皂苷 Ｒｂ３、人参皂苷 Ｒｄ、人参皂苷 Ｒｅ、
人参皂苷 Ｒｆ、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｇ２、麦冬
皂苷 Ｄ、五味子醇甲、五味子酯甲的含量分别为
５６９９～１０１６９、２０６３～４４６３、２７９～５０５、
１３９９～３００９、４１５２～６２１０、８２４～１６９４、
８０００～８８９９、４１４～９６９、１２８～３４２、２９０５～
７３０９、２６１～４８５μｇ·ｍＬ－１。

３　讨论

３１指纹图谱提取波长的选择

本研究中采用全波长扫描（１９０～４００ｎｍ），综合
考虑人参皂苷类成分、麦冬皂苷 Ｄ、五味子醇甲、
五味子酯甲最大吸收波长分别为：２０３、２０８、２１０、
２１６ｎｍ，最终选择 ２１０ｎｍ作为指纹图谱的提取波
长，此波长下各成分峰形良好，基线平稳，符合指

纹图谱相关要求［１１１３］。

３２色谱条件的优化

在流动相种类与比例优化过程中，本研究先后

考察了甲醇水、甲醇磷酸水、乙腈水、乙腈磷酸
水系统，结果以乙腈水为流动相的条件下，实验得
到的色谱峰数量较多，分离度较佳，经梯度洗脱可

将绝大多数成分成功分离，控制洗脱时间于３５ｍｉｎ，

表６　各成分含量测定结果（ｎ＝３）
μｇ·ｍＬ－１

名称 Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９

人参皂苷Ｒｂ１ ６１１６ １０１６９ ５６９９ ６３１２ ７７１５ ８５５２ ８０４３ ７４８８ ７９９７

人参皂苷Ｒｂ２ ２０６３ ４４６３ ２３６５ ２３４８ ３８２７ ４３６８ ４３７２ ４０４７ ４４５０

人参皂苷Ｒｂ３ ２７９ ４１７ ２８４ ３４３ ５０５ ４４８ ４０６ ３４６ ３２５

人参皂苷Ｒｄ １７０８ ２３５３ １３９９ １６８８ ２７６９ ２４１６ ２４４０ ２３７５ ３００９

人参皂苷Ｒｅ ５１３９ ５５６１ ４４８７ ４４５１ ６２１０ ５７７４ ４１５２ ６１０６ ４８５４

人参皂苷Ｒｆ １４８７ １６９４ ９７０ ８２４ １６０７ １２４１ １０７６ １０７６ １０６７

人参皂苷Ｒｇ１ ８４６９ ８８９９ ８０４２ ８１５４ ８６１１ ８８４５ ８６３６ ８０００ ８０３４

人参皂苷Ｒｇ２ ９００ ９６９ ４１４ ４８７ １０３５ ５９１ ７０６ ６０２ ６２９

麦冬皂苷Ｄ １４８ ３４２ １６８ １２８ ３６２ １４０ １３３ １７２ １５９

五味子醇甲 ５１４３ ７３０９ ３６７８ ３９６３ ２９０５ ３３５５ ３７３０ ３５１８ ４４８３

五味子酯甲 ２６１ ４１１ ３０５ ３３３ ４１６ ３６２ ３６９ ３４２ ４８５

·２０５·
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对于中药复方制剂来说，因成分种类复杂，该时长

相对合理快速；柱温对色谱峰分离存在一定影响，

本研究通过考察２５、３０、４０℃，发现４０℃条件下，
各峰分离度为最佳，不会出现峰包裹的情况［１４］。

３３样品测定结果分析

结合 ＵＰＬＣ指纹图谱与多成分含量同时测定的
方法，本研究发现，不同厂家９批次生脉注射液质
量一致性较好，总体差异较小，说明生脉注射液的

制备工艺稳定，质量可控性良好。其中一个厂家的

生脉注射液的五味子醇甲含量高于其他厂家的产品，

可能与药材采收的地点、时间等因素有关［１４］，因此

同一厂家多批次药品进行质量一致性评价也显得尤为

重要［１５］。故提升生脉注射液质量标准，首先要优化

现行色谱条件，五味子醇甲等成分也应考虑作为质量

评价指标之一，含量限度则应综合不同品牌液相的方

法耐用性考察及高分辨质谱的测定结果共同制定。

４　总结

本研究利用 ＵＰＬＣ法，在同一色谱条件下，建
立了生脉注射液指纹图谱，系统判定的 ４４个共有
峰，整体反映了其化学成分特征，同时在３５ｍｉｎ测
定了人参皂苷Ｒｂ１等１１种活性成分的含量，将模糊
鉴别与精准定量分析相结合，能系统快速地对生脉

注射液进行质量评价。中药注射液安全使用问题自

该剂型面世以来备受关注，对中药注射液化学概貌

研究不仅可以用于评价不同企业的药品生产工艺是

否稳定可控，还对临床使用具有十分重要的警示作

用，避免对某种中药甚至某种成分存在不良反应史

的患者使用，降低临床风险，为 “中医药精准医

疗”提供合理思考［１６］。
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