
康复新液 .’B;指纹图谱建立及 \ 种成分测定

吕!娜! !王钧篪! !陈丽华! !沈连刚! !李广志! !斯建勇!

"中国医学科学院北京协和医学院药用植物研究所! 教育部中草药物质基础与资源利用重点实验室! 北京
"&&"40$

收稿日期! #&"%*&7*#0

基金项目! %十二五& 国家科技重大创新药物专项 "#&""H,&4"&#*"&"*&"( #&"#H,&40&"*&&#*&&"#

作者简介! 吕!娜 ""4)4’#( 女( 硕士生( 从事天然药物化学研究) -56! ")0"&4’07("( 8*9:;6! )’&7’(#0"<==$>?9

!通信作者! 斯建勇 ""4(0’#( 男( 博士( 研究员( 从事天然药物化学研究) -56! "&"&# 7%)00#44( 8*9:;6! B̂E;<;9P6:]$:>$>A

摘要# 目的!建立康复新液 "美洲大蠊提取物# Yb\+指纹图谱( 并测定 ( 种成分含有量) 方法!该药物的分析采用
-Z1ZY-1G*O8\Z.1色谱柱 "#7& 99p’X( 99( 7 #9#$ 流动相乙腈*水 "含 &X&%!乙酸#( 梯度洗脱$ 体积流量
"X& 9\J9;A$ 检测波长 #)& A9) 结果!"& 批样品 "$j0# 指纹图谱中有 #’ 个共有峰( 相似度 &X40# j&X440 "除样
品$#) 尿嘧啶* 次黄嘌呤* 黄嘌呤* 肌苷* 原儿茶酸* 环 "甘氨酰*酪氨酸# 分别在 0X’(& j"%0X&* 0X4(& j"4)X&*
0X74( j"%4X)* "X00) j((X4* 0X(%# j")0X(* 0X77# j"%%X( #IJ9\范围内线性关系良好 ",n&X444 &#( 平均加样回
收率 "W1.# 分别为 44X)! " #X(7!#* 4)X&! " #X77!#* 44X%! " "X74!#* "&&X%! " #X)&!#* "&#X&!
"#X&4!#* 44X(! ""X))!#) 结论!该方法准确* 稳定* 简单( 可用于康复新液的质量控制)
关键词! 康复新液$ Yb\+指纹图谱$ 尿嘧啶$ 次黄嘌呤$ 黄嘌呤$ 肌苷$ 原儿茶酸$ 环 "甘氨酰*酪氨酸#
中图分类号! W4#%X#!!!!!文献标志码! Q!!!!!文章编号! "&&"*"7#)"#&")#&0*&("0*&7
$%&!"&X04(4JB$;EEA$"&&"*"7#)X#&")X&0X&#"
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!!中药指纹图谱是通过一定色谱分析手段得到的
共有峰图谱( 其标示的成分信息可以表征物种的特

征性和不同个体的相似性( 能够反映中药复杂成分
内在的均一性和稳定性( 对其产地差异和真伪鉴别
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有较好的指导作用+"*#, )
康复新液是以美洲大蠊 G+,(KD%&+.% %E+,(5%&%

\$提取物为主要成分的单方制剂( 用于各种外
伤* 溃疡* 瘘管* 褥疮的治疗( 效果独特( 应用广
泛) 虽然该方组成单一( 但因对美洲大蠊的基础研
究不够彻底( 发挥作用的药效成分并不明确( 因此
以测定总氨基酸含有量为主的现行标准+0,并不能
真实有效地反映其质量状态) 同时文献调研发现(
市面上 0 家康复新液生产厂家的提取工艺不尽相
同+’*(, ( 原药材的来源途径与饲养方式也有所差
异( 这些是否会影响到化学成分含有量及药效作用
尚无相关实验报道) 因此( 建立Yb\+指纹图谱可
以把控制剂中多成分的相对含有量( 能较全面地反
映制剂整体质量( 并且通过建立的对照指纹图谱模
型可以给不同厂家提供参考( 改进提取工艺和检测
指标( 缩小市面销售不同品牌* 批次制剂的差
异性)

近年来已有不少学者+%*4,通过 Yb\+或 Mb\+
法分析康复新液( 为快速高效评价其质量提供了参
考依据) 本实验根据文献刊载的成熟分析条件+%, (
采用较为普遍的 Yb\+法建立 "& 批不同厂家康复
新液的Yb\+指纹图谱( 同时测定尿嘧啶* 次黄嘌
呤* 黄嘌呤* 肌苷* 原儿茶酸* 环 "甘氨酰*酪氨
酸# 的含有量( 以期对其质量标准的进一步完善
提供依据)
GH仪器与试剂

2:U5LE(&& 高效液相色谱仪( 配置 2:U5LE#’)4
紫外检测器* 89P?@5L0 色谱工作站$ 2:U5LE#707
半制备液相色谱仪( 配置2:U5LE#’)4 紫外检测器*
威玛龙色谱工作站) 乙腈为色谱纯 "美国 -F5L9?
R;EF5L公司#$ 乙酸为色谱纯 "天津光复精细化工
研究所#$ 其余试剂均为分析纯$ 水为娃哈哈纯净
水) 康复新液共 "& 批 "$j0#( 除浓缩液 "$#
为四川好医生药业集团有限公司提供外( 其余均就
近购于市面药店或社区卫生服务中心( 具体见表
") 尿嘧啶* 次黄嘌呤* 肌苷对照品购自中国食品
药品检定研究院 "批号 "&&’(4*#&"0&#* "’&(("*
#&&4&0* "’&((4*#&"0&7#$ 原儿茶酸* 黄嘌呤对照
品 购 自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 " 批 号
"""&Q&###$ 环*甘氨酰酪氨酸对照品购自北京硕
康医药科技有限公司 "#&"("&&&"#( 含有量均在
4)X7!以上)
IH方法与结果
#X"!色谱条件!-Z1ZY-1G*O8\Z.1 色谱柱

!!! 表 GH样品信息
"10NGH<,-%(21)&%,%-O1273*O

编号 批号 厂家
$ "’&0#( 四川好医生药业集团有限公司
! "7&)") 内蒙古京新药业有限公司
( "(&""( 内蒙古京新药业有限公司
) "(&’&4 内蒙古京新药业有限公司
. "(&%7( 四川好医生药业集团有限公司
/ "(&)&) 湖南科伦制药有限公司
1 "%&)#) 内蒙古京新药业有限公司
2 "(&)70 四川好医生药业集团有限公司
3 "(&4&% 内蒙古京新药业有限公司
0 "("&07 内蒙古京新药业有限公司

"#7& 99p’X( 99( 7 #9#$ 流动相乙腈 "Q# *水
"含 &X&%!乙酸( /#( 梯度洗脱 "& j"& 9;A( 0!
Q$ "& j#& 9;A( 0!(0&!Q$ #& j#" 9;A( 0&!(
7&!Q$ #" j07 9;A( 7&!("&&!Q$ 07 j’& 9;A(
"&&!(0!Q#$ 体积流量 "X& 9\J9;A$ 检测波长
#)& A9$ 柱温 #7 g$ 进样量 "& #\)
#X#!供试品溶液制备!精密量取 " 9\样品$
"批号 "’&0#(#( 定容至 "& 9\量瓶中( 摇匀( 静
置( &X## #9微孔滤膜过滤( 取续滤液待用$ 其余
样品直接过滤( 取续滤液待用)
#X0!方法学考察
#X0X"!精密度试验!取 " 份供试品溶液 "批号
"("&07#( 连续进样 ( 次后( 对 #0 个共有峰 "峰面
积大于总面积 "&!以上# 的保留时间和峰面积进
行计算( 测定各共有峰保留时间和峰面积 W1.介
于 &X&#! j"X4#!及 &X)(! j#X74!之间( 均小
于 0!( 表明仪器精密度良好)
#X0X#!稳定性试验!取 " 份供试品溶液 "批号
"(&4&%#( 于 &* #* ’* )* "#* #’ F 在 %#X"& 项
色谱条件下进样测定( 测得各共有峰保留时间和峰
面积W1.介于 &X""! j#X##!及 &X(0! j0X&&!
之间( 表明溶液在 #’ F内稳定性良好)
#X0X0!重复性试验!取同一供试品溶液 "批号
"(&4&%# ( 份( 在 %#X"& 项色谱条件下进样测定(
测得各共有峰保留时间和峰面积 W1.介于
&X&)!j#X#0!及 &X(%! j#X)’!之间( 表明该
方法重复性良好)
#X’!指纹图谱与色谱峰的指认和鉴定!将 "& 批样
品Yb\+指纹图谱以 QSQ格式导入 %中药色谱指
纹图谱相似度评价系统 "#&"#X"0&%#0 版#&( 样品
!设为参照图谱( 经过多点校正和数据匹配后( 以
平均值法生成对照指纹图谱W) 在扣除溶剂峰的基
础上( 共确定了 #’ 个共有峰( 其保留时间 W1.介
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于 &X&#!j&X74!之间( 峰面积总和大于总面积
的 %4!( 可判定这些峰为康复新液制剂的群体特
征峰)

前期实验+"’,通过色谱柱层析* 核磁共振* 质
谱等手段( 对康复新液进行成分鉴定) 本实验确定
了其中 7 种成分( 分别为尿嘧啶* 次黄嘌呤* 肌
苷* 原儿茶酸* 环 "甘氨酰*酪氨酸#* 黄嘌呤(
具体见图 ")

"$尿嘧啶!#$次黄嘌呤!0$黄嘌呤!’$肌苷!7$原儿茶酸
!($环 "甘氨酰*酪氨酸#

"$DL:>;6!#$F P̂?C:AUF;A5!0$C:AUF;A5!’$;A?E;A5!7$PL?U?>:U*

5>FD;>:>;]!($+̂>6?"O6̂*-̂L#

图 GH各成分对照图谱
S&QNGH:*-*(*,+*+W(%21)%Q(12%-Z1(&%/O+%,O)&)/*,)O

#X7!相似度计算!"& 批不同厂家样品的指纹图谱
见图 #( 与对照指纹图谱 W "图 0# 相比( 样品
!j0的相似度范围在 &X40# j&X440 之间$ 样品
!!!!

$为浓缩液( 其色谱峰峰面积及可识别峰数量都大
于其余样品( 故不予考虑( 具体见表 #)

图 IHGV 批样品指纹图谱
S&QNIHS&,Q*(7(&,)O%-)*,01)+W*O%-O1273*O

"$尿嘧啶!#$次黄嘌呤!0$黄嘌呤!’$肌苷!7$原儿茶酸!

($环 "甘氨酰*酪氨酸#

"$DL:>;6!#$F P̂?C:AUF;A5!0$C:AUF;A5!’$;A?E;A5!7$PL?U?>:U5*

>FD;>:>;]!($+̂>6?"O6̂*-̂L#

图 JHGV 批样品对照指纹图谱
S&QNJH:*-*(*,+*-&,Q*(7(&,)%-)*,01)+W*O%-O1273*O

表 IH相似度评价结果
"10NIH:*O/3)O%-O&2&31(&)5 *Z13/1)&%,

编号 $ ! ( ) . / 1 2 3 0
厂家 好医生 京新 京新 京新 好医生 天舒欣 京新 好医生 京新 京新
相似度 &X004 &X4)4 &X4)) &X440 &X40# &X4%# &X44" &X4’% &X4)( &X4)’

JH含有量测定
0X"!色谱条件!同 %#X"& 项)
0X#!对照品溶液制备!精密称取尿嘧啶 &X&&) (7 I*
次黄嘌呤 &X&&’ 47 I* 黄嘌呤 &X&&( (4 I* 肌苷
&X&&) 44 I* 原儿茶酸 &X&’7 4 I* 环 "甘氨酰*酪
氨酸# &X&&’ ’’ I( 加水 "含 7&!乙腈# 溶解 "难
溶时 %& g加热或超声# 后( 定容至量瓶中配制贮
备液 ")(7* 44&* ((4* )44* 4")* ))) #IJ9\#(
分别精密吸取 # 9\定容至 "& 9\量瓶中( 制得对
照品 溶 液 " "%0* "4)* "00X)* "%4X)* ")0X(*
"%%X( #IJ9\#)
0X0!供试品溶液制备!同 %#X#& 项)
0X’!方法学考察
0X’X"!线性关系考察!精密吸取对照品溶液

&X"&* &X#&* &X’&* &X)&* "X(&* 0X#& 9\( 加水
"含 7&!乙腈# 稀释至 7X& 9\( 共得到 % 个 "包
括母液# 不同质量浓度( 在 %#X"& 项色谱条件下
进样 "& #\测定) 以峰面积 "N# 对质量浓度 "6#
进行回归( 再按照信噪比 "& 和 0 分别得到定量限
和检测限( 结果见表 0( 可知各成分在各自范围内
线性关系良好)
0X’X#!精密度试验!精密吸取 %0X#& 项下对照
品溶液适量( &X## #9微孔滤膜过滤( 在 %#X"&
项色谱条件下进样测定( 测得各成分峰面积 W1.
均小于 #X%!( 表明仪器精密度良好)
0X’X0!重复性试验!精密吸取 %0X#& 项下对照
品溶液 ( 份( 在 %#X"& 项色谱条件下进样测定(
测得各成分峰面积W1.均小于 "X)!( 表明该方法
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H表 JH各成分线性关系
"10NJHB&,*1((*31)&%,OW&7O%-Z1(&%/O+%,O)&)/*,)O

成分 回归方程 , 线性范围J"#I-9\l"# 定量限J"#I-9\l"# 检测限J"#I-9\l"#

尿嘧啶 Nh% &"’X46i’ &#4X" &X444 4 0X’(& j"%0X& &X&0% &X&""
次黄嘌呤 Nh0 #"#X)6i0 &")X( &X444 4 0X4(& j"4)X& &X&’& &X&"#
肌苷 Nh"# "&)6l%%"X( &X444 ’ 0X74( j"%4X) &X&0( &X&""
黄嘌呤 Nh0 )0(X46i0 7#(X’ &X444 % "X00) j((X4 &X&"0 &X&&’
原儿茶酸 Nh"" 0’06l’" "4’ &X444 7 0X(%# j")0X( &X&0% &X&""
环"甘氨酰*酪氨酸# Nh" ’%’X%6l4#(X#( &X444 ) 0X77# j"%%X( &X&0( &X&""

重复性良好)
0X’X’!稳定性试验!精密吸取供试品溶液0 "批
号 "("&07#( &X## #9微孔滤膜过滤( 于 &* #* ’*
)* "#* #’ F 在 %#X"& 项色谱条件下进样测定(
测得各成分峰面积 W1.均小于 0!( 表明溶液在
#’ F内稳定性良好)
0X’X7!加样回收率试验!精密量取含有量已知的
供试品c "批号 "(&%7(# " 9\( 精密加入每 " 9\
分别含有 ( 种对照品 (X4#* %X4#* %X"4#* #X(%(*
%X0’’* %X"&’ #IJ9\及其 #* ) 倍质量浓度的溶液

" 9\( 按 %0X0& 项下方法制备供试品溶液( 平行
0 次( 计算回收率) 结果( 尿嘧啶* 次黄嘌呤* 黄
嘌呤* 肌苷* 原儿茶酸* 环 "甘氨酰*酪氨酸# 平
均加样回收率分别为 44X)!* 4)X&!* 44X%!*
"&&X%!* "&#X&!* 44X(!( W1.分别为 #X(7!*
#X77!* "X74!* #X)&!* #X&4!* "X))!)
0X’X(!含有量测定!量取各供试品溶液适量( 按
%0X0& 项下方法制备供试品溶液( 各精密吸取
"& #\( 在 %#X"& 项色谱条件下进样测定( 外标
法计算含有量( 结果见表 ’)

表 TH各成分含有量测定结果 %’QY2B’
"10NTH:*O/3)O%-+%,)*,)$*)*(2&,1)&%,%-Z1(&%/O+%,O)&)/*,)O%’QY2B’

编号 尿嘧啶 次黄嘌呤 肌苷 黄嘌呤 原儿茶酸 环"甘氨酰*酪氨酸# 总含有量
$! "((X(0 (&0X)%!! )7X(( #74X%(!! "04X(0 "(%X04 " ’##X47
! "&X#& 74X"% "’X(& 7#X)0 "’X&4 "&X#) "("X")
( "#X)7 %#X0" #&X%0 7)X"# "7X"& &!!! "%4X"#
) ""X’7 (0X(( "’X4# ()X"0!! "7X#" &!!! "%0X0%
. ""X)7 ’4X’4 7X40 (7X’% "(X&# ""X0& "(&X&(
/ %X74 %(X"& #&X(( 7’X(( "(X)’ &!!! "%7X)7
1 "#X&4 %"X)% "4X#& ’(X7) "%X4& (7X#& #0#X)’
2 "0X)) 7%X74 7X44 ()X&0!! ")X04 ""X&% "%’X4(
3 "#X07 4)X"7 )X4’ ’4X44 #)X’& &!!! "4%X)0
0 "#X%# %"X0( #&X)# 7)X%4 "7X7" &!!! "%4X#&

!!注!!表示稀释 "& 倍后的含有量$!!表示测量结果超出检测限(但还处于趋势范围内$!!!表示峰面积值过低(忽略不计

TH讨论
本实验采用乙腈*水 "含 &X&%!乙酸# 作为流

动相进行梯度洗脱( 较甲醇*水 "含 &X&%!乙酸#*
乙腈*水 "含 &X&%!甲酸# 溶剂峰信号低* 影响
小* 出峰时间早* 分离度较好) 另外( 对照品的最
大吸收波长一般位于 #%& j#%7 A9( 但 #)& A9处出
峰数量较多( 溶剂峰影响小( 故本实验选择其作为
检测波长)

在 #)& A9波长处( 康复新液! j0Yb\+指
纹图谱的整体外观基本一致( 特征指纹峰的保留时
间也相当( 与对照图谱的相似度都大于 &X40&( 表
明不同提取方式对该方成分组成影响不大$ 康复新
液$为浓缩液( 各成分含有量较其他样品高( 峰值
较大( 并且许多非特征峰也较为明显( 因此与其他

样品的相似度较低)
通过文献调研和前期研究表明+"&*"0, ( 康复新

液含有多种核苷* 氨基酸及小分子肽类成分( 在紫
外条件下可以检测到的主要有 ’ 种核苷 "尿嘧啶*
次黄嘌呤* 黄嘌呤* 肌苷#* " 种有机酸 "原儿茶
酸#* " 种环二肽 +环 "甘氨酰*酪氨酸#, +"’, ) 因
此( 本实验选择以上几种成分进行含有量测定( 发
现除环 "甘氨酰*酪氨酸# 外其他成分含有量在各
批样品中均无明显差异( 尤其是同一厂家不同批次
之间更加相似)

另外( 有文献表明美洲大蠊富含小分子肽类成
分+"&, ( 为促进创面愈合的主要物质+"7, ) 因此( 建
议今后对康复新液有效成分含有量的测定应以该类
化合物为主)
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