
２０１９年４月　第２１卷　第４期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ａｐｒ２０１９　Ｖｏｌ２１　Ｎｏ４

·中药工业·

△ ［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１６７３６６７）；中国医学科学院医学与健康科技创新工程经费资助（２０１６Ｉ２Ｍ３
０１５，２０１７Ｉ２ＭＢ＆Ｒ０９）；云南省中青年学术带头人后备人才项目（２０１３ＨＢ０９９）

 ［通信作者］　陈曦，副研究员，研究方向：中药药理与毒理；Ｔｅｌ：（０１０）５７８３３２５７，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｘｉ＠ｉｍｐｌａｄａｃｃｎ

生脉注射液 ＵＰＬＣ特征指纹图谱及１１种
成分定量分析

△

柴瑞平，路娟，吕欣锴，俞月，赵颖，陈曦

北京协和医学院 中国医学科学院 药用植物研究所，北京　１００１９３

［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（ＵＰＬＣＤＡＤ）法，使用ＷａｔｅｒｓＲＰ１８色谱柱（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ），以乙腈水为流动相，
梯度洗脱，流速为０３ｍＬ·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０９１，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［１３］，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／ＵＰＬＣＭＳ）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［４７］。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［８１０］。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（ＵＰＬＣＤＡＤ）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

１１仪器

ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＨＣｌａｓｓ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
ｌｅｒＡＢ２６５Ｓ电子分析天平；优普系列超纯水机（成
都超纯科技有限公司）；ＳＢ２５１２ＤＴ超声波清洗机
（宁波新芝生物科技股份有限公司）

１２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１１１６８６２０１５０４）、人参皂苷
Ｒｇ２（批号１１１７７９２００８０１）购于中国食品药品检定研
究院，以上对照品纯度均在９８０％～９９７％；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

２１溶液制备

２１１对照品溶液　精密称定人参皂苷 Ｒｂ１对照品

９４９ｍｇ，人参皂苷 Ｒｂ２对照品１０２２ｍｇ，人参皂苷
Ｒｂ３对照品６６９ｍｇ，人参皂苷Ｒｄ对照品６２４ｍｇ，人
参皂苷 Ｒｅ对照品 ６２４ｍｇ，人参皂苷 Ｒｆ对照品
７３５ｍｇ，人参皂苷 Ｒｇ１对照品１３２４ｍｇ，人参皂苷
Ｒｇ２对照品６５８ｍｇ，麦冬皂苷Ｄ对照品５１２ｍｇ，五味
子醇甲对照品５６０ｍｇ，五味子酯甲对照品３２７ｍｇ，
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 ０２２μｍ微孔滤膜滤过，
即得混合对照品溶液。

２１２供试品溶液制备　取生脉注射液样品轻轻摇
匀后，经０２２μｍ微孔滤膜滤过，即得供试品溶液，
编号同表１。

２２色谱条件

采用ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＳｈｉｅｌｄＲＰ１８色
谱柱（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ），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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０３ｍＬ·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／％

００ １９０ ８１０

３０ １９０ ８１０

１２０ ２６８ ７３２

１５０ ３２０ ６８０

２３０ ３２０ ６８０

２３１ ４４０ ５６０

３５０ ６６８ ３３２

注：ＡＳ１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

２３指纹图谱建立

２３１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２２，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。
２３２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 ２２，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。
２３３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。
２３４参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

２３５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 ＞０９１，具体
数据见表３，表明批次间差异较小，制备工艺较为
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稳定，方法准确可靠。

２４生脉注射液多指标成分定量分析
２４１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２２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 ０９５４ ０９８３ ０９７６ ０９１６ ０９３８ ０９４４ ０９４２ ０９５３ ０９６８

Ｓ２ ０９５４ １ ０９４３ ０９４５ ０８２１ ０８６９ ０８９ ０８８５ ０９２２ ０９１４

Ｓ３ ０９８３ ０９４３ １ ０９９２ ０９３１ ０９６２ ０９６７ ０９６５ ０９７３ ０９８６

Ｓ４ ０９７６ ０９４５ ０９９２ １ ０９２７ ０９４５ ０９５２ ０９５ ０９６７ ０９７８

Ｓ５ ０９１６ ０８２１ ０９３１ ０９２７ １ ０９４４ ０９４４ ０９３９ ０９３１ ０９６３

Ｓ６ ０９３８ ０８６９ ０９６２ ０９４５ ０９４４ １ ０９９６ ０９９６ ０９８３ ０９８

Ｓ７ ０９４４ ０８９ ０９６７ ０９５２ ０９４４ ０９９６ １ ０９９８ ０９８９ ０９８４

Ｓ８ ０９４２ ０８８５ ０９６５ ０９５ ０９３９ ０９９６ ０９９８ １ ０９８９ ０９８０

Ｓ９ ０９５３ ０９２２ ０９７３ ０９６７ ０９３１ ０９８３ ０９８９ ０９８９ １ ０９８０

对照指纹图谱 ０９６８ ０９１４ ０９８６ ０９７８ ０９６３ ０９８ ０９８４ ０９８ ０９８ 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

１０ ０３３ ００９ ０２２ ０１８ ０３２ ０３ ０２ ０１９ ０１６

１１ ０２４ ００６ ０１５ ０１３ ０３９ ０２３ ０１９ ０１７ ０１４

１５ ００９ ００４ ００７ ００５ ０１４ ０１ ００９ ００８ ００６

１９ ０２４ ０１３ ０２９ ０２９ ０４９ ０４６ ０４ ０３９ ０３３

２０ ００７ ００３ ００６ ００４ ０１２ ００７ ００６ ００６ ００５

２２ ００９ ００７ ０１３ ０１１ ０２５ ０２３ ０２２ ０２１ ０１８

２３ ００１ ００１ ００２ ００２ ００５ ００３ ００３ ００４ ００３

２４Ｓ １ １ １ １ １ １ １ １ １

２５ ００６ ００４ ００９ ００８ ０２１ ０１８ ０１５ ０１５ ０１５

３７ ００３ ００２ ００２ ００４ ０１０ ００８ ００８ ００９ ００７

３９ ００８ ００５ ００９ ０１０ ０２３ ０１４ ０１３ ０１３ ０１３

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＋６４４５８ ０９９９９ １０２１～１０２１１　

人参皂苷Ｒｂ２ Ｙ＝１１６３３Ｘ＋４５２０４ ０９９９７ ４５０～４４９７

人参皂苷Ｒｄ Ｙ＝１３２７６Ｘ＋２３８７１ ０９９９６ ３１９～３１９５

人参皂苷Ｒｅ Ｙ＝１３４７１Ｘ＋３００８９ ０９９９９ ６４９～６４９０

人参皂苷Ｒｇ１ Ｙ＝１２４７２Ｘ＋４６９８５ ０９９９９ ８９５～８９５０

五味子醇甲 Ｙ＝５４８０７Ｘ＋５４２２７ ０９９９７ ７４９～７４９３

人参皂苷Ｒｂ３ Ｙ＝１１６８０Ｘ＋２７８９４ ０９９９７ １６９～５６２

人参皂苷Ｒｆ Ｙ＝１５４５７Ｘ＋２４７３７ ０９９９８ ５１２～１７０６

人参皂苷Ｒｇ２ Ｙ＝１６９４９Ｘ＋１８５５８ ０９９９８ ３６３～１２１１

麦冬皂苷Ｄ Ｙ＝１８１２８Ｘ＋８０３５６ ０９９９８ １１７～３８９

五味子酯甲 Ｙ＝２３６６３Ｘ－２０１６６ ０９９９５ １５４～５１０
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２４２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０２０％～１１１％，
表明该色谱仪精密度良好，符合含量测定要求。

２４３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 ０５３％ ～
１３４％，表明样品溶液于２４ｈ稳定性良好，符合含
量测定要求。

２４４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０５９％～１４５％，表明该色谱仪重
复性良好，符合含量测定要求。

２４５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
２５ｍＬ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 １０５２５％、９９８３％、１１００６％、１０９４３％、
９８０２％、１０４４１％、９７８９％、１１１２０％、９８７６％、
１０２７６％、１０８９１％，ＲＳＤ值分别为３１１％、２５６％、
１８９％、２４９％、２７１％、３０４％、２１２％、１５６％、
１９１％、２０６％、２００％，表明本方法准确可靠，符

合含量测定要求。

２４６含量测定　取９批次生脉注射液，按２２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
５６９９～１０１６９、２０６３～４４６３、２７９～５０５、
１３９９～３００９、４１５２～６２１０、８２４～１６９４、
８０００～８８９９、４１４～９６９、１２８～３４２、２９０５～
７３０９、２６１～４８５μｇ·ｍＬ－１。

３　讨论

３１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［１１１３］。

３２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 ６１１６ １０１６９ ５６９９ ６３１２ ７７１５ ８５５２ ８０４３ ７４８８ ７９９７

人参皂苷Ｒｂ２ ２０６３ ４４６３ ２３６５ ２３４８ ３８２７ ４３６８ ４３７２ ４０４７ ４４５０

人参皂苷Ｒｂ３ ２７９ ４１７ ２８４ ３４３ ５０５ ４４８ ４０６ ３４６ ３２５

人参皂苷Ｒｄ １７０８ ２３５３ １３９９ １６８８ ２７６９ ２４１６ ２４４０ ２３７５ ３００９

人参皂苷Ｒｅ ５１３９ ５５６１ ４４８７ ４４５１ ６２１０ ５７７４ ４１５２ ６１０６ ４８５４

人参皂苷Ｒｆ １４８７ １６９４ ９７０ ８２４ １６０７ １２４１ １０７６ １０７６ １０６７

人参皂苷Ｒｇ１ ８４６９ ８８９９ ８０４２ ８１５４ ８６１１ ８８４５ ８６３６ ８０００ ８０３４

人参皂苷Ｒｇ２ ９００ ９６９ ４１４ ４８７ １０３５ ５９１ ７０６ ６０２ ６２９

麦冬皂苷Ｄ １４８ ３４２ １６８ １２８ ３６２ １４０ １３３ １７２ １５９

五味子醇甲 ５１４３ ７３０９ ３６７８ ３９６３ ２９０５ ３３５５ ３７３０ ３５１８ ４４８３

五味子酯甲 ２６１ ４１１ ３０５ ３３３ ４１６ ３６２ ３６９ ３４２ ４８５
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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］。

３３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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