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摘　要　建立了当归芍药散的ＨＰＬＣＤＡＤ指纹图谱分析方法，确定了部分特征峰的归属。采用高效液相色谱法，色谱
柱为ＷｅｌｃｈｒｏｍＣ１８柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈００５％磷酸水溶液（梯度洗脱），检测波长为２３０ｎｍ，流速为
１ｍＬ／ｍｉｎ。从建立的当归芍药散指纹图谱中，对照出当归芍药散中的２１个特征峰８个来自当归，１１个来自白芍，１３个来自
川芎，４个来自白术，２个来自茯苓，３个来自泽泻，同时鉴定出７个峰的化学结构。当归芍药散指纹图谱的结果为鉴别当归
芍药散的质量提供了依据，也为阐明各部位的药效物质基础提供了参考。
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　　当归芍药散（ＤａｎｇｕｉＳｈａｏｙａｏＳａｎ，ＤＳＳ）出自
张仲景所著《金匮要略》中，该方由当归、白芍、川

芎、白术、茯苓、泽泻六味药组成。该方原治“妇

人怀妊，腹中
!

痛”、“妇人腹中诸疾痛”，活血利

水而不伤正，养血益脾而不敛邪，为治疗水瘀互

阻、肝脾不调之良剂。方以芍药养血柔肝、缓急

止痛，佐以当归川芎调肝养血，配以茯苓、白术、

泽泻健脾利湿，使肝血足而气条达，脾运健而湿

邪除肝脾调和，从而达到活血利水，调肝理脾之

功。临床主要用于妇科疾病，也主治消化、呼吸、

泌尿、内分泌、生殖、神经、循环等多个系统病症，

体现出广泛的适应性。

复方指纹图谱不仅可以反映出所含药物本身

的信息，而且在某种程度上反映出复方是一个多样

化的天然组合化学库，考察不同配伍对复方主要特

征指纹峰的影响可以为配伍规律及物质基础的研

究提供一定的参考［１－６］。本实验采用 ＨＰＬＣＤＡＤ
方法建立当归芍药散的指纹图谱，并找到当归芍药

散部分特征峰的归属，旨为鉴别当归芍药散的质量

提供依据。
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　材　料

１１　药物与试剂
药材购自安徽协和成药业饮片有限公司，经安

徽中医学院生药教研室金传山教授鉴定药材饮片

性状均符合２０１０年版《中华人民共和国药典》规
定。芍药苷对照品（批号：１１０７３６２００９３３），川芎嗪
对照品（批号：０８１７９５０２），阿魏酸对照品（批号：
７７３９００１），购于中国药品生物制品检定所。芍药
内酯苷对照品（批号：Ａ０４７７纯度≥９６５％），白术
内酯Ｉ对照品（批号：Ａ０３７２纯度≥９６５％），２３乙
酰泽泻醇 Ｂ醋酸酯对照品（批号：Ａ０４４６纯度≥
９８％），藁本内酯对照品（批号：Ａ０２１９纯度≥
９８％），购于鼎瑞化工（上海）有限公司。甲醇、乙
腈（色谱纯，美国Ｔｅｄｉａ试剂公司）。其余试剂均为
市售分析纯。

１２　仪　器
岛津ＬＣ１０ＡＤ型高效液相色谱仪；ＳＰＤ１０ＡＤ

二极管阵列检测器；ＣＢＭ１０Ａ系统控制器；ＬＣ
ＳｏｌｕｔｉｏｎＬｉｇｈｔ英文色谱数据系统；岛津ＣＴＯ１０Ａ柱
温箱；ＡＢ１３５Ｓ型十万分之一电子分析天平（上海
梅特勒托利多仪器有限公司）。

"

　方　法

２１　色谱条件
色谱柱：ＷｅｌｃｈｒｏｍＣ１８柱 （２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ）；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；进样量：
２０μＬ；灵敏度０６４０ＡＵＦＳ；流动相：（乙腈Ａ００５％
磷酸水溶液 Ｂ）梯度洗脱，洗脱条件为：０～１５ｍｉｎ，
５％～１２％Ａ；１５～２５ｍｉｎ，１２％Ａ；２５～６０ｍｉｎ，１２％Ａ～
２５％Ａ；６０～８０ｍｉｎ，２５％Ａ～５５％Ａ；８０～１００ｍｉｎ，
５５％Ａ～７０％Ａ；１００～１２０ｍｉｎ，７０％Ａ～９５％Ａ；１２０～
１３０ｍｉｎ，９５％Ａ。检测波长：２３０ｎｍ。
２２　供试品溶液的制备

因市售制剂中芍药苷含量较低，故实验采用课

题组自己提取的复方制剂。依据前期考察的当归

芍药散最佳提取工艺方法［８］，按处方量（当归３ｇ，
白芍１６ｇ，川芎８ｇ，白术４ｇ，茯苓４ｇ，泽泻８ｇ）准
确称取各药材粗粉，充分混匀后置１０００ｍＬ圆底
烧瓶中，浸泡１ｈ，加入８倍量７５％的乙醇，温度控
制在８０℃，回流提取２次，每次１５ｈ，合并滤液，
过滤，浓缩至生药浓度为１７２ｇ／ｍＬ，取适量用甲
醇定容至最终生药浓度为４３ｍｇ／ｍＬ，微孔滤膜滤

过，取续滤液供 ＨＰＬＣ检测。单味药材、缺味药材
的溶液制备同上。

２３　对照品溶液制备
依照课题组前期研究基础［７］，分别取芍药苷、芍

药内酯苷、阿魏酸、川芎嗪、白术内酯Ⅰ以及２３乙酰
泽泻醇Ｂ醋酸酯对照品，精密称定，甲醇溶解并定
容。分别配制成质量浓度为芍药苷６００μｇ／ｍＬ，
芍药内酯苷 ４３６μｇ／ｍＬ，阿魏酸 １２０μｇ／ｍＬ，
川芎嗪２５４μｇ／ｍＬ，白术内酯Ⅰ ９１２μｇ／ｍＬ，藁
本内酯 ９８５μｇ／ｍＬ，２３乙酰泽泻醇 Ｂ醋酸酯
３８２μｇ／ｍＬ，并置 －２０℃冰箱保存备用。
２４　方法学考察
２４１　精密度　按样品制备方法制备当归芍药散
供试品溶液，连续进样５次，测定ＨＰＬＣ图，结果各
共有峰相对峰面积的ＲＳＤ小于５％，相对保留时间
的ＲＳＤ小于１％，表明仪器精密度良好。
２４２　稳定性　取当归芍药散样品，按“２２”项
下操作，分别在０、４、８、１２和２４ｈ在上述分析条件
下进样分析，记录色谱图，计算各色谱峰的相对峰

面积。结果各共有峰相对峰面积的ＲＳＤ小于２％，
相对保留时间的ＲＳＤ小于１％，表明供试品溶液在
２４ｈ内测定稳定性良好。
２４３　重复性　取５批自制当归芍药散样品，按
“２２”项下操作，在上述分析条件下对５批样品进
行重复性分析，记录色谱图，并计算各色谱峰相对

峰面积的，结果各共有峰相对峰面积的 ＲＳＤ小于
５％，相对保留时间的ＲＳＤ小于１％，表明方法的重
复性良好。

２５　指纹图谱以及峰归属的测定
２５１　指纹图谱各峰来源归属　采集全方、单味
药材和缺味组方的 ＨＰＬＣ图中各峰的保留时间和
紫外光谱图的比对，认定峰来源。结果：比较当归

芍药散全方ＨＰＬＣ图与各拆方图谱可知，在当归芍
药散指纹图谱２１个共有峰中，２、４、５、６、１０、１５、１７、
１９号峰来源于当归，１、２、４、５、６、７、８、９、１１、１２、１３
号峰来源于白芍（图１～２），用同法测定（图略）得
知，１、２、３、４、５、６、１０、１２、１４、１５、１６、１７、１９号峰来
源于川芎，２、４、１８、２０号峰来源于白术，２、４号峰来
源于茯苓，１、２、４、２１号峰来源于泽泻（表１）。
２５２　指纹图谱的测定　取芍药苷对照品溶液及
１０批当归芍药散供试样品，在上述色谱条件下进
行ＨＰＬＣ分析与混合对照品对比确定成分，结果见
图３～４。
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Ｆｉｇｕｒｅ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＤａｎｇｇｕｉＳｈａｏｙａｏＳａｎ（ＤＳＳ），Ａｎ
ｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓａｎｄＬａｃｋｏｆＡｎｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓｏｆＤＳＳｐｏｗｄｅｒ
ａ：ＤＳＳ；ｂ：ＬａｃｋｏｆＡｎｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓ；ｃ：Ａｎｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＤＳＳ，ＰａｅｏｎｉａｌａｃｔｉｆｌｏｒａａｎｄＬａｃｋｏｆ
ＰａｅｏｎｉａｌａｃｔｉｆｌｏｒａｏｆＤＳＳｐｏｗｄｅｒ
ａ：ＤＳＳ；ｂ：ＬａｃｋｏｆＰａｅｏｎｉａｌａｃｔｉｆｌｏｒａ；ｃ：Ｐａｅｏｎｉａｌａｃｔｉｆｌｏｒａ

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｏｔａｌｐｅａｋｓｏｕｒｃｅａｔｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

Ｎｏ ｔＲ／ｍｉｎ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ａｎｇｅｌｉｃａ

ｓｉｎｅｎｓｉｓ

Ｐａｅｏｎｉａ

ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ

Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍ

Ｃｈｕａｎｘｉｏｎｇ

Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ

ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ
Ｐｏｒｉａｃｏｃｏｓ

Ａｌｉｓｍａ

ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ
１ ４８７ √ √ √
２ ６２５ √ √ √ √ √ √
３ １０２６ Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ √
４ １１９６ √ √ √ √ √ √
５ １４２５ √ √ √
６ １７５７ √ √ √
７ ２４４６ Ａｌｂｉｆｏｒｉｎ √
８ ２８９４ Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ √
９ ３１８６ √
１０ ３７９ Ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ √ √
１１ ４５３７ √
１２ ４７５６ √ √
１３ ７０６６ √
１４ ７１４２ √
１５ ７４５５ √ √
１６ ７５７４ √
１７ ８１９７ √ √
１８ ８４１７ √
１９ ８９６８ Ｌｉｇｕｓｔｉｌｉｄｅ √ √
２０ ９２０４ ＡｔｒａｃｔｙｌｅｎｏｌｉｄｅⅠ √
２１ １１２５１ ＡｌｉｓｏｌＢ２３ａｃｅｔａｔｅ √

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＤＳＳｐｏｗｄｅｒ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｏｆＤＳＳｐｏｗｄｅｒ
４：Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ；７：Ａｌｂｉｆｏｒｉｎ；８：Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ；１０：Ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ；
１９：Ｌｉｇｕｓｔｉｌｉｄｅ；２０：Ａｔｒａｃｔｙｌｅｎｏｌｉｄｅ；２１：ＡｌｉｓｏｌＢ２３ａｃｅｔａｔｅ
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２５３　参照峰的选择　在ＨＰＬＣ图谱中选择峰面
积较大、出峰时间适中且稳定的色谱峰作为参照

峰，结果 ｔＲ为２８９４ｍｉｎ的色谱峰符合此条件，经
对照品认定为芍药苷的吸收峰，故选择芍药苷作为

参照峰（图５）。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｏｆＤＳＳｐｏｗｄｅｒ
１：Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ

２５４　共有指纹峰的标定及均值相似度的计算　
采集１０批 ＤＳＳ供试品的 ＨＰＬＣＵＶ指纹图谱，将
采集到得色谱图输出为ｃｄｆ格式，导入到“中药
色谱指纹图谱相似度评价系统（２００４Ａ版）”中进
行多点校正，确定共有指纹的数目，自动生成共有

模式并进行相似度计算。以芍药苷的保留时间和

峰面积积分值为１，选取了色谱图中的２１个共有
峰进行标定；以２１个共有峰峰面积的均值做模板，
利用“相关系数”法和“夹角余弦”法计算指纹图谱

的相似度，两种方法计算的相似度结果均在０９９
以上。

#

　结果与讨论

３１　色谱条件的选择
３１１　流动相梯度条件的选择　依据课题组对
当归芍药散中７成分做出的初步定性分析［７］，在

此基础上摸索流动相条件。在此基础上摸索流

动相条件。结果显示表明，流动相：乙腈（Ａ）
００５％磷酸水溶液（Ｂ）梯度洗脱，洗脱条件为：０～
１５ｍｉｎ，５％ ～１２％Ａ；１５～２５ｍｉｎ，１２％Ａ；２５～６０
ｍｉｎ，１２％Ａ～２５％Ａ；６０～８０ｍｉｎ，２５％Ａ～５５％Ａ；
８０～１００ｍｉｎ，５５％Ａ～７０％Ａ；１００～１２０ｍｉｎ，７０％Ａ
～９５％Ａ；１２０～１３０ｍｉｎ，９５％Ａ，此时流动相及梯
度的分离效果最好，１３０ｍｉｎ内出峰完全，并且３０
ｍｉｎ后无干扰峰。
３１２　检测波长的选择　精密吸取当归芍药散供
试液 ２０μＬ，进样分析，利用 ＤＡＤ检测器进行紫外

扫描检测，对 ２０８，２１０，２３０，２３８，２５４，２７６，２８０，
３００，３２０ｎｍ等 ９个波长下检测的色谱图进行比
较。确定合适的检测波长，结果供试品在 ２３０ｎｍ
检测波长下检出色谱峰信息较全、峰面积最大，且

基线较为稳定，故选择 ２３０ｎｍ作为检测波长。
３２　指纹图谱评价

建立了当归芍药散的 ＨＰＬＣＤＡＤ指纹图谱，
确定了２１个共有峰，利用“相关系数法”和“夹角
余弦法”计算指纹图谱的相似度，结果均大于０９０
以上，表明所建立的指纹图谱的技术指标稳定，重

复性好，提取工艺稳定可靠。再次基础上确认了各

共有峰的归属，并对拆方后的图谱进行了分析归

属。指纹图谱研究结果使当归芍药散中尚不明确

的众多成分由无序到有序，使各成分的来源清晰，

并依其相对保留时间和相对峰面积等参数来客观

的评价当归芍药散的内在质量。

３３　复方指纹图谱归属
当归芍药散中的２１个特征峰中２、４、５、６、１０、

１５、１７、１９号峰来源于当归，１、２、４、５、６、７、８、９、１１、
１２、１３号峰来源于白芍，１、２、３、４、５、６、１０、１２、１４、
１５、１６、１７、１９号峰来源于川芎，２、４、１８、２０号峰来
源于白术，２、４号峰来源于茯苓，１、２、４、２１号峰来
源于泽泻。

本试验首次对当归芍药散进行 ＨＰＬＣＤＡＤ指
纹图谱的相似度计算和分析。根据分析结果可看

出，当归芍药散中的特征峰大多来自于当归、白芍、

川芎３个单味药。这与当归芍药散在组方机制中
的君臣佐使也是一致的。该指纹图谱相关性分析

方法可较为准确地判别当归芍药散指纹图谱中主

要色谱峰的归属，使作者对当归芍药散体外成分的

数量、比例及存在状态有了一个很好的掌握，同时

也为当归芍药散进一步的药效物质基础分析建立

了方法。
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·新 趋 势·

２０１４年药物市场展望（１）

ＴｈｏｍｓｏｎＲｅｕｔｅｒｓ发表“Ｄｒｕｇｓｔｏｗａｔｃｈｉｎ２０１４”一文，对２０１４年药物市场进行了预测和展望。几类药物的市场前景
看好，包括Ｇｉｌｅａｄ公司的Ｓｏｖａｌｄｉ，ＧＳＫ／Ｔｈｅｒａｖａｎｃｅ公司的ＡｎｏｒｏＥｌｌｉｐｔａ和Ｇｉｌｅａｄ公司的ｉｄｅｌａｌｉｓｉｂ。
１　Ｓｏｖａｌｄｉ
２０１３年１２月，ＦＤＡ批准Ｇｉｌｅａｄ公司口服ＮＳ５Ｂ聚合酶抑制剂Ｓｏｖａｌｄｉ作为联合抗病毒片段的一部分用于治疗慢性

丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）传染病。而批准依据来自 ＮＥＵＴＲＩＮＯ、ＦＩＳＳＩＯＮ、ＰＯＳＩＴＲＯＮ和 ＦＵＳＩＯＮ的３期试验，在试验中，
Ｓｏｖａｌｄｉ优于对照或安慰剂组，并显示使ＳＶＲ１２率下降５０％～９０％。已向欧盟递交新药申请。预计该药物２０１４年市场
销售额达２４０３亿美元，于２０１７年达销售峰值９１２１亿美元。

Ｇｉｌｅａｄ公司目前正在开发Ｓｏｖａｌｄｉ的新适应证，作为ＮＳ５Ａ聚合酶抑制剂ｌｅｄｉｐａｓｖｉｒ联合制剂的一部分用于治疗基因
１型ＨＣＶ。２０１３年１２月，ＩＯＮ１、ＩＯＮ２和 ＩＯＮ３的３期试验显示了阳性结果。试验旨在评估联合 ｒｉｂａｖｉｒｉｎ或不联合
ｒｉｂａｖｉｒｉｎ的差异。结果显示Ｓｏｖａｌｄｉ／ｌｅｄｉｐａｓｖｉｒ联合制剂能干预感染过程，因而有抵消对ｒｉｂａｖｉｒｉｎ需求的潜力。２０１４年上
半年将向美国和欧盟递交申请。预计２０１４年该产品的销售额在１１１６亿美元，２０１６年增至６２３８亿美元。
２　ＡｎｏｒｏＥｌｌｉｐｔａ
在ＣＯＰＤ治疗领域，预计ＧＳＫ／Ｔｈｅｒａｖａｎｃｅ公司的ＡｎｏｒｏＥｌｌｉｐｔａ将比 Ｒｅｌｏｖａｉｒ销售更加看好，预计２０１９年销售额达

３０８１亿美元，而Ｒｅｌｏｖａｉｒ的销售额预计达２７４７亿美元。Ｒｅｌｏｖａｉｒ是由支气管扩张剂长效β２激动剂（ＬＡＢＡ）联合糖皮
质激素受体激动剂弗替卡松组成，而ＡｎｏｒｏＥｌｌｉｐｔａ是由两种支气管扩张剂：ｖｉｌａｎｔｅｒ和ｕｍｅｃｌｉｄｉｎｉｕｍ（长效毒蕈碱激动剂，
ＬＡＭＡ）组成。ＡｎｏｒｏＥｌｌｉｐｔａ于２０１３年１２月获得美国授权，批准用于长期维持性治疗慢性阻塞性肺病患者气流阻塞症
状，包括慢性支气管炎和肺气肿，可口服，并将于２０１４年的１季度投放市场。目前该药物正在等待欧盟和日本的审批。
３　Ｉｄｅｌａｌｉｓｉｂ
Ｇｉｌｅａｄ公司的ｉｄｅｌａｌｉｓｉｂ是一种口服ＰＩ３Ｋｐ１１０－δ亚单位抑制剂，于２０１３年９月递交申请用于治疗无痛性非霍奇

金淋巴瘤。２０１３年１０月，向欧盟递交该药用于治疗慢性淋巴细胞白血病（ＣＬＬ）和难治性惰性非霍奇金淋巴瘤（ｉＮＨＬ）
的申请，目前正计划向美国递交用于治疗ＣＬＬ的申请。此前在对经Ｒｉｔｕｘａｎ和烷化剂治疗后复发的ｉＮＨＬ进行的２期δ
试验中，对滤泡性淋巴瘤、小淋巴细胞淋巴瘤、淋巴浆细胞淋巴瘤／Ｗａｌｄｅｎｓｔｒｏｍ巨球蛋白血（症）和边缘带淋巴瘤的整个
响应率分别为６５％、６１％、８０％和４７％。３期试验正在进行中，预计２０２２年数据将公布。在针对 ＣＬＬ的３期试验中，
ｉｄｅｌａｌｉｓｉｂ联合Ｒｉｔｕｘａｎ显示出显著疗效，２４周无进展存活率达９３％，而单独使用 Ｒｉｔｕｘａｎ的相对应数据仅为４６％。因
而，该试验已经提前结束，并允许仅使用Ｒｉｔｕｘａｎ治疗的病患转换成联合使用ｉｄｅｌａｌｉｓｉｂ的疗法。预计至２０１７年，ｉｄｅｌａｌｉｓ
ｉｂ的销售额将超过１０亿美元，甚至可以达到１２１８亿美元。

（生命科学研究快报，本刊有删节）
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