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血栓心脉宁片的HPLC-ELSD指纹图谱研究
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摘 要 目的：建立血栓心脉宁片的高效液相色谱（HPLC）-蒸发光散射检测器（ELSD）指纹图谱。方法：色谱柱为Diamonsil C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm），柱温为40 ℃，流动相为乙腈-1％冰醋酸（梯度洗脱），流速为1.0 ml/min，采用ELSD进行测定；应用中药

色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A版）进行评价。结果：10批血栓心脉宁片的HPLC-ELSD指纹图谱有17个共有峰，精密度、

重复性、稳定性试验中各共有峰的相对峰面积与相对保留时间的RSD均＜4％；10批样品的相似度在0.880～1.000之间。结论：本

方法简便、准确、重复性好，可用于血栓心脉宁片的质量控制，可为血栓心脉宁片的深入研究提供基础。

关键词 血栓心脉宁片；指纹图谱；高效液相色谱-蒸发光散射检测器法

Fingerprint of Xueshuan Xinmaining Tablet by HPLC-ELSD
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish fingerprint of Xueshuan xinmaining tablet by using HPLC-ELSD. METHODS：The anal-

ysis was performed on Diamonsil C18 column（250 mm×4.6 mm，5 μm）with mobile phase consisted of acetonitrile-1％ acetic acid

（gradient elution）at the flow rate of 1.0 ml/min. ELSD method was used；the data were analyzed by chromatographic fingerprint

evaluation system（2004A version）. RESULTS：17 common peaks were found in HPLC-ELSD fingerprints of 10 batches of Xuesh-

uan xinmaining tablet. In precision，reproducibility and stability test，RSDs of relative peak area and relative retention time of com-

mon peaks were less than 4％. The similarities of 10 batches of samples were between 0.880 and 1.000. CONCLUSION：The meth-

od is simple，accurate and reproducible，and it is suitable for the quality control of Xueshuan xinmaining tablet. It provides basis

for the further study of Xueshuan xinmaining tablet.
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血栓心脉宁片是由川芎、槐花、丹参、水蛭、毛冬青、人工

牛黄、人工麝香、人参茎叶总皂苷、冰片、蟾酥10味中药制成的

片剂，具有益气活血、开窍止痛的功效，用于治疗气虚血瘀所

致的中风、胸痹，症见头晕目眩、半身不遂、胸闷心痛、心悸气

短；缺血性中风恢复期、冠心病、心绞痛见上述症候者[1]。药理

实验研究结果表明，血栓心脉宁片对大鼠实验性脑缺血[2]、大

鼠急性心肌梗死[3]及心血管疾病[4]均具有明显保护作用，对急

性血瘀模型大鼠血液黏度、血小板聚集及血液流变学的异常

变化有明显改善作用[5]。已有文献以单体成分丹参酮ⅡA和丹

酚酸B的含量作为质控指标评价该药的质量[6-7]，但对于该药

指纹图谱的研究尚未见报道。笔者应用高效液相色谱-蒸发光

散射检测器（HPLC-ELSD）建立了血栓心脉宁片指纹图谱的测

定方法。通过测定 10批样品，应用中药色谱指纹图谱相似度

评价系统（2004A版）对其进行评价，建立了血栓心脉宁片的指

纹图谱，为全面评价该药质量提供科学依据。

1 材料
1.1 仪器

LC-10ATVP HPLC仪、SEDEX FRANCE 75 ELSD、Chroma-

to-Solution Light 色谱工作站（日本Shimadzu公司）。

1.2 药品与试剂

血栓心脉宁片（吉林华康药业股份有限公司，批号：

110116、110118、110126、110127、110205、110301、110302、
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110303、110309、110311）；乙腈为色谱纯，水为纯净水，其余试

剂均为分析纯；芦丁、阿魏酸、丹酚酸 B、人参皂苷 Rg1、人参

皂苷 Re、胆酸、华蟾酥毒基、脂蟾毒配基、丹参酮ⅡA对照品

（中国食品药品检定研究院，批号分别为 100080-200707、

110773-200611、 111562-200908、 110703-200726、 110754-

200822、100078-200414、110803-200605、0718-9004、0766-

200011）。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：

乙腈（A）-1％冰醋酸（B），梯度洗脱（洗脱程序见表 1）；柱温：

40 ℃；流速：1.0 ml/min；漂移管温度：50 ℃；载气：N2；载气流

速：3.0 Bar。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution procedure
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2.2 对照品溶液的制备

精密称取对照品芦丁0.9 mg、阿魏酸1.8 mg、丹酚酸B 0.5

mg、人参皂苷Rg1 2.4 mg、人参皂苷Re 3.9 mg、胆酸1.9 mg、华

蟾酥毒基 1.9 mg、脂蟾毒配基 2.3 mg、丹参酮ⅡA 1.8 mg，置于

同一10 ml量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，过0.45 μm

微孔滤膜，即得。混合对照品的HPLC图见图1。

2.3 供试品溶液的制备

取血栓心脉宁片，研细，取约 0.3 g，精密称定，加甲醇 50

ml，超声处理（功率：250 W，频率：50 kHz）30 min，滤过，滤液蒸

干，残渣用90％甲醇溶解并转移至5 ml量瓶中，加90％甲醇稀

释至刻度，摇匀，过0.45 μm微孔滤膜，即得。血栓心脉宁片的

HPLC图见图2。

2.4 精密度试验

精密吸取同一供试品（批号：110309）溶液10 μl，连续重复

进样6次，按“2.1”项下色谱条件进行检测，采用中药色谱指纹

图谱相似度评价系统（2004A版）对6次测定结果进行计算，其

相似度均为0.99以上。以芦丁峰为对照峰，考察6次测定的色

谱中各共有峰的相对保留时间与相对峰面积对数值的一致

性。结果，各共有峰相对保留时间的RSD为 0.11％～0.26％，

相对峰面积对数值的RSD为0.56％～1.34％，表明本方法精密

度良好，符合指纹图谱技术要求。

2.5 重复性试验

取同一批样品（批号：110309）适量，共 6份，精密称定，分

别按“2.3”项下方法制备供试品溶液，照“2.1”项下色谱条件进

样检测，采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A版）对

6次测定结果进行计算，其相似度均为0.99以上。以芦丁峰为

对照峰，考察6份供试品色谱中各共有峰的相对保留时间与相

对峰面积对数值的一致性。结果，各共有峰相对保留时间的

RSD为0.13％～0.42％，相对峰面积对数值的RSD为0.50％～

2.08％，表明本方法重复性良好，符合指纹图谱技术要求。

2.6 稳定性试验

取同一供试品（批号：110309）溶液适量，按“2.3”项下方法

制备供试品溶液，分别于 0、4、8、12、16、24 h按“2.1”项下色谱

条件进样检测，采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（2004A 版）对 6次测定结果进行计算，其相似度均为 0.99以

上。以芦丁峰为对照峰，考察不同时间进样获得的供试品色

谱中各共有峰的相对保留时间与相对峰面积对数值的一致

性。结果，各共有峰相对保留时间的RSD为 0.11％～0.57％，

相对峰面积对数值的RSD为1.06％～1.97％，表明在24 h内供

试品溶液的指纹图谱基本稳定，没有明显的变化，符合指纹图

谱技术要求。

2.7 血栓心脉宁片标准指纹图谱的建立

比较 10批供试品溶液的图谱给出的相关参数，其中有 17

个峰（包含S峰在内）是各批供试品共有的，因此确定这 17个

峰为其共有指纹峰。综合考虑出峰面积、出峰时间及分离度

等因素，发现芦丁在制剂中的含量最高、色谱峰分离度较好且

纯度较高，因此选择芦丁峰作为S峰。2号峰为丹酚酸B，3号

峰为人参皂苷Rg1，4号峰为人参皂苷Re，12号峰为胆酸，13号

峰为华蟾酥毒基，14号峰为脂蟾毒配基，17号峰为丹参酮ⅡA，其

余峰为未知物。10批血栓心脉宁片的HPLC指纹图谱见图3。

2.8 相似度计算

利用中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A版）软件

对 10批样品进行相似度分析。结果，相似度为 0.88～1.00，表
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图1 混合对照品的HPLC图
S.芦丁；1. 阿魏酸；2.丹酚酸B；3.人参皂苷Rg1；4.人参皂苷Re；5.胆酸；

6.华蟾酥毒基；7.脂蟾毒配基；8.丹参酮ⅡA

Fig 1 HPLC chromatograms of mixed control
S.rutin；1.ferulic acid；2. salvianolic acid B；3. ginsenoside Rg1；4. gin-

senoside Re；5. cholalic acid；6. cinobufagin；7. resibufogenin；8. tan-

shinone ⅡA
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图2 血栓心脉宁片的HPLC图

Fig 2 HPLC chromatograms of Xueshuan xinmaining tablet
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明10批样品中的化学成分基本一致。血栓心脉宁片的标准指

纹图谱相似度数据见表2。

表2 血栓心脉宁片的标准指纹图谱相似度

Tab 2 Similarity of standard fingerprint of Xueshuan xin-

maining tablet

相似度
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

对照

S1

1.000

1.000

0.997

0.992

0.993

0.997

0.887

1.000

1.000

0.882

0.992

S2

1.000

1.000

0.998

0.995

0.996

0.999

0.896

0.999

0.999

0.890

0.994

S3

0.997

0.998

1.000

0.999

0.999

1.000

0.909

0.996

0.995

0.904

0.997

S4

0.992

0.995

0.999

1.000

1.000

0.998

0.918

0.992

0.991

0.912

0.997

S5

0.993

0.996

0.999

1.000

1.000

0.999

0.918

0.993

0.991

0.913

0.997

S6

0.997

0.999

1.000

0.998

0.999

1.000

0.909

0.997

0.996

0.903

0.997

S7

0.887

0.896

0.909

0.918

0.918

0.909

1.000

0.885

0.883

1.000

0.938

S8

1.000

0.999

0.996

0.992

0.993

0.997

0.885

1.000

1.000

0.880

0.991

S9

1.000

0.999

0.995

0.991

0.991

0.996

0.883

1.000

1.000

0.877

0.990

S10

0.882

0.890

0.904

0.912

0.913

0.903

1.000

0.880

0.877

1.000

0.934

3 讨论
3.1 提取溶剂的考察

分别采用水、甲醇、75％甲醇 3种溶剂对血栓心脉宁片超

声提取，结果以甲醇提取液效果最为理想，故选择甲醇作为提

取溶剂。

3.2 流动相的确定

试验过程中对比了乙腈-水、乙腈-1％冰醋酸溶液作为流

动相的结果，发现以乙腈-1％冰醋酸溶液进行线性梯度洗脱能

得到较好的分离效果。

3.3 检测器的确定

试验考察了 HPLC-二极管阵列检测器（DAD）和 HPLC-

ELSD的分离效果。结果发现，当使用DAD检测时，在任一特

定波长下检出的化合物数量远远少于ELSD所检测出的数量；

使用ELSD可以在多溶剂梯度的情况下获得最多有效峰，分辨

率较高。

3.4 小结

本试验在中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A版）

的辅助下，建立了血栓心脉宁片的HPLC-ELSD指纹图谱。由

于指纹图谱是由ELSD检测的，它的进样浓度的对数值与峰面

积的对数值呈正比，故在计算相对峰面积时要计算其对数值[8]。

本方法重复性、稳定性与精密度均较好，各共有峰相对保留时

间和相对峰面积的对数值均符合指纹图谱技术要求。
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Fig 3 Fingerprint chromatograms of 10 batches of

Xueshuan xinmaining tablet
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国家食品药品监督管理局、财政部联合发布《食品药品违法行为举报奖励办法》

本刊讯 为鼓励公众积极举报食品药品违法行为，及时

发现、控制和消除食品药品安全隐患，严厉打击食品药品违法

犯罪行为，确保食品药品安全，近日，国家食品药品监督管理

局与财政部联合出台了《食品药品违法行为举报奖励办法》（以

下简称《办法》）。《办法》适用于各级食品药品监管部门，对自然

人、法人和其他组织以来信、走访、网络、电话等方式，举报属于其

监管职责范围内的药品、医疗器械、保健食品、化妆品在研制、生

产、流通和使用环节中的违法行为，经查证属实并依法作出处理

后，根据举报人的申请，予以相应物质及精神奖励的行为。

餐饮服务环节食品安全的投诉举报奖励，按照各省（区、

市）制定的食品安全有奖举报管理规定执行。

《办法》明确了举报奖励应当同时符合的条件，包括：有明

确的举报对象、具体的举报事实及证据；举报内容事先未被食品

药品监管部门掌握；举报内容经查证属实并已依法作出处理。

《办法》规定，有下列情形之一的，不属于举报奖励范围：

食品药品监管部门工作人员及其直系亲属或其授意他人的举

报；假冒伪劣产品的被假冒方及其委托代理人或利害关系人

的举报；属于申诉案件的举报；其他不符合法律、法规规定的

奖励情形。

举报奖励的实施原则上限于实名举报，对匿名举报并查

处的案件，在结案后能够确定举报人真实身份，且举报人愿意

领取奖励的，应当给予奖励。
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