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［摘　 要］ 　 建立了板蓝根注射液 ＨＰＬＣ 特征图谱。 采用 Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｓ Ｔ３（５ μｍ，４． ６ × ２５０ ｍｍ）色
谱柱，以甲醇为流动相 Ａ，水为流动相 Ｂ，进行梯度洗脱；流速为 ０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温为 ３０ ℃；检测波长

２５０ ｎｍ。 板蓝根注射液的色谱图基本相同，检出特征共有峰有 ９ 个。 该方法简便，灵敏度高，重复

性好，结果准确可靠，可作为板蓝根注射液有效的鉴别和质量评价方法。
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ｃｏｌｕｍｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ． Ｗｉｔｈ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ， ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ． Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ ０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３０ ℃； ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２５０
ｎｍ． Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｂａｎｌａｎｇｅｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｔｈｅ ｓａｍｅ． Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ９ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｆｅａｔｕｒｅｓ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ， ａｎｄ
ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂａｎｌａｎｇｅｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ ｆｏｒｔ； Ｂａｎｌａｎｇｅｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ； ＨＰＬＣ； ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｐｅｃｔｒｕｍ

　 　 板蓝根系十字花科植物菘蓝（ Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ
Ｆｏｒｔ． ）的干燥根，性寒、味苦，具有清热解毒，凉血利

咽的功效，为我国常用中药材，其药材和制剂质量

控制方法经多年研究探索，正往多指标系统性质量

控制方向发展。 近 １０ 年间，板蓝根及其制剂指纹

图谱研究通过改变流动相系统、优化梯度洗脱程序

以获得更多共有峰信息，并采用 ＬＣ － ＥＳＩ － ＭＳｎ

鉴定结构和对照品指认的方法，确定共有峰中氨基
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酸类、核苷类、黄酮类、嘌呤和靛蓝、靛玉红等成

分［１ － ４］。 板蓝根指纹图谱研究为特征图谱研究提

供了有力支撑，形成了（Ｒ，Ｓ） － 告依春为参照峰，
特征峰为尿苷、腺苷的板蓝根特征图谱以及表告依

春为参照峰，特征峰为尿苷、鸟苷、腺苷的板蓝根特

征图谱等。 特征图谱色谱条件进一步简化流动相

为甲醇 － 磷酸溶液系统［５ － ６］。 板蓝根注射液是一

种常见兽药品种，在治疗家禽流感、仔猪黄痢方面

具有良好的治疗效果，兽医临床应用范围尝试逐渐

拓宽，如治疗畜禽败血霉形体感染、水貂阿留申病

等［７ － ９］，目前收录于《兽药质量标准》２０１７ 年版中。
在现行的质量标准中只包括对其中的精氨酸、亮氨

酸、Ｌ －脯氨酸进行薄层鉴别和对（Ｒ，Ｓ） － 告依春

组分进行含量测定［１０］。 为了从整体上控制板蓝根

注射液的质量，同时进一步控制原料质量和生产工

艺的稳定性，本实验采用高效液相色谱法，综合现

有板蓝根及其制剂特征图谱标定的特征峰，参考现

行的质量标准［１０］板蓝根注射液（Ｒ，Ｓ） － 告依春含

量测定法使用甲醇 －水系统，建立了板蓝根注射液

的 ＨＰＬＣ 特征图谱分析方法，为进一步全面控制板

蓝根注射液的质量提供了技术依据。
１　 仪器与材料

１． １　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 液相色谱仪，Ｗａｔｅｒｓ ２９９８
ＰＤＡ 检测器（美国沃特世公司）；ＭＥＴＴＬＥＲ ＸＳ２０５ 型

电子分析天平（梅特勒 － 托利多仪器有限公司）；
ＤＴＬ ５００ 型超声波清洗机（北京德泰隆科技发展有限

责任公司）；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 型超纯水仪（Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ａ１０）。
１． ２　 材料　 甲醇为色谱纯；水为超纯水；（Ｒ，Ｓ） －
告依 春 对 照 品 （ 批 号 １１１７５３ － ２０１７０６， 含 量

１００． ０％ ，中国食品药品检定研究院）；尿苷对照品

（批号 １１１８８７ － ２０１８０３，含量 ９９． ５％ ，中国食品药

品检定研究院）； 鸟苷对照品 （批号 １１１９７７ －
２０１５０１，含量 ９３． ６％ ，中国食品药品检定研究院）；
腺苷鸟苷对照品 （批号 １１１８７９ － ２０１７０３， 含量

９９． ７％ ，中国食品药品检定研究院）；板蓝根注射液

样品 １４ 批，来源见表 １。

表 １　 板蓝根注射液样品信息

Ｔａｂ １　 Ｂａｎｌａｎｇｅｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
样品编号 来源

Ｓ１ 山西省芮城县红宝兽药有限责任公司

Ｓ２ 成都中牧生物药业有限公司

Ｓ３ 山西省芮城科龙兽药有限公司

Ｓ４ 芮城绿曼生物药业有限公司

Ｓ５ 成都乾坤动物药业股份有限公司

Ｓ６ 重庆方通动物药业有限公司

Ｓ７ 成都科锐动物药业有限公司

Ｓ８ 河南中盛动物药业有限公司

Ｓ９ 四川恒通动物制药有限公司

Ｓ１０ 开封嘉骏生物科技有限公司

Ｓ１１ 自配样品，药材产地黑龙江省齐齐哈尔市泰来县

Ｓ１２ 自配样品，药材产地黑龙江省齐齐哈尔市泰来县

Ｓ１３ 自配样品，药材产地黑龙江省大庆市

Ｓ１４ 自配样品，药材产地黑龙江省大庆市

２　 方法与结果

２． １　 色谱条件 　 采用 Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｓ Ｔ３ （５ μｍ，

４． ６ × ２５０ ｍｍ）色谱柱，以甲醇为流动相 Ａ，以水为

流动相 Ｂ，按表 ２ 中的规定进行梯度洗脱；流速为

０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ３０ ℃；检测波长为 ２５０ ｎｍ；进样

体积 １０ μＬ。

表 ２　 板蓝根注射液特征图谱梯度洗脱条件

Ｔａｂ ２　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｂａｎｌａｎｇｅｎ

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｐｅｃｔｒｕｍ
时间 ／ ｍｉｎ 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％

０ ～ ３ ３ ９７

３ ～ １０ ３→５ ９７→９５

１０ ～ ２０ ５→１０ ９５→９０

２０ ～ ３０ １０ ９０

３０ ～ ４０ １０→１５ ９０→８５

４０ ～ ６５ １５ ８５

６５ ～ ６６ １５→３ ８５→９７

６６ ～ ８０ ３ ９７

·３１·
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２． ２　 对照品溶液的制备　 分别精密称取 （Ｒ，Ｓ） －
告依春对照品、尿苷对照品、鸟苷对照品和腺苷对

照品各 ５ ｍｇ，置同一 １００ ｍＬ 量瓶中，加 ５％甲醇适

量，超声溶解后并稀释至刻度，摇匀；精密量取 ２
ｍＬ，置 ５ ｍＬ 量瓶中，用 ５％甲醇稀释至刻度，摇匀，
作为对照品混标溶液。
２． ３　 供试品溶液的制备 　 取板蓝根注射液样品，
经 ０． ４５ μｍ 滤膜滤过，取续滤液，即得。
２． ４　 检测波长的选择 　 以 ＰＤＡ 检测器进行全波

长扫描，比较板蓝根注射液样品在 ２００ ～ ４００ ｎｍ 的

吸收谱图，发现板蓝根注射液在 ２５０ ｎｍ 波长处得

到的色谱峰响应值较理想，且各峰分离良好。
２． ５　 方法学考察

２． ５． １ 　 精密度试验 　 取同一份样品，连续进样 ６
次，按上述色谱条件测定，各色谱峰相对保留时间

的 ＲＳＤ ＜ ０． ２％ ，各色谱峰峰面积的 ＲＳＤ ＜ ２％ ，结
果表明仪器系统精密度良好。
２． ５． ２ 　 稳定性试验　 取同一份样品，按上述色谱

条件测定，分别在 ０、２、４、８、１６、２４、３０ ｈ 检测，各色

谱峰相对保留时间的 ＲＳＤ ＜ ０． ５％ ，结果表明板蓝

根注射液样品稳定。
２． ６　 板蓝根注射液特征图谱的建立及相似度评价

２． ６． １ 　 特征图谱的建立　 在上述色谱条件下，测
定混合对照品溶液及板蓝根注射液样品，将色谱图

的数据导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（２０１２ 版）”，以 Ｓ２ 样品色谱图为参照图谱，采用平

均数相关系数法进行多点校正，时间窗宽度 ０． １ ｓ，
进行自动匹配，建立共有模式，共建立 ９ 个共有峰，
得到典型色谱图见图 １，不同批次样品叠加图见图

２，板蓝根注射液样品部分放大图见图 ３。
２． ６． ２　 共有峰的确认　 将 ９ 个共有峰与对照品色

谱图比对，确认其中的 ３ 号峰为尿苷，７ 号峰为鸟

苷，８ 号峰为（Ｒ，Ｓ） － 告依春，９ 号峰为腺苷，由于

（Ｒ，Ｓ） －告依春是板蓝根药材中的质控指标组分，
并且在注射液中的含量相对较高，因此，设定为参

考峰，标记为峰 Ｓ。 计算各特征峰与 Ｓ 峰的相对保

留时间，结果表明各特征峰的相对保留时间 ＲＳＤ ＜

１． ８％ ，具有较好的重现性。 按照技术要求，初步得

到板蓝根注射液的特征图谱的技术参数（表 ３）。

（Ａ． 对照品，Ｂ 板蓝根注射液样品． ；３． 尿苷，

７． 鸟苷， ８． （Ｒ，Ｓ） － 告依春，９． 腺苷）

图 １　 板蓝根注射液样品和对照品的 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｏｆ Ｂａｎｌａｎｇｅｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

表 ３　 板蓝根注射液 ＨＰＬＣ 特征图谱中特征峰保留时间

Ｔａｂ ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｐｅａｋ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ＨＰＬＣ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ｂａｎｌａｎｇｅｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
峰号 保留时间 ／ ｍｉｎ 相对保留时间 相对保留时间 ＲＳＤ ／ ％

１ ９． ５ ０． ３６１ １． ８

２ １１． ３ ０． ４３２ ０． ８

３ １３． ０ ０． ４９８ ０． ７

４ １８． １ ０． ６９０ ０． ３

５ ２０． ３ ０． ７７５ ０． ３

６ ２１． ０ ０． ８００ ０． ２

７ ２２． ２ ０． ８４９ ０． ２

８（Ｓ） ２６． ２ １． ０００ —

９ ３７． ２ １． ４２０ ０． ３

２． ６． ３ 　 相似度评价结果　 将 １４ 批板蓝根注射液

样品数据导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（２０１２ 版）”，得出相似度评价结果表（表 ４）。
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图 ２　 板蓝根注射液样品不同批次叠加图谱

Ｆｉｇ ２　 Ｏｖｅｒｌａｙ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｂａｎｌａｎｇｅｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ３　 板蓝根注射液样品部分放大图

Ｆｉｇ ３　 Ｐａｒｔｉａｌ ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｂａｎｌａｎｇｅｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅ

表 ４　 样品特征图谱与对照图谱的相似度评价结果

Ｔａｂ ４　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｐｅｃｔｒｕｍ

样品编号 相似度

Ｓ１ ０． ８６７

Ｓ２ ０． ９６６

Ｓ３ ０． ８１７

Ｓ４ ０． ９２５

Ｓ５ ０． ８９８

Ｓ６ ０． ８１５

Ｓ７ ０． ９２６

Ｓ８ ０． ８２７

Ｓ９ ０． ８６０

Ｓ１０ ０． ９７４

Ｓ１１ ０． ９１０

Ｓ１２ ０． ９５４

Ｓ１３ ０． ９９５

Ｓ１４ ０． ９８６

３　 讨论与结论

３． １　 色谱柱的选择　 本文共测试 ４ 支色谱柱，另

外 ３ 支分别是 Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＣ － Ｃ１８（２）、Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ

ＸＤＢ － Ｃ１８、Ｗａｔｅｒｓ ＳｕｎＦｉｒｅＴＭ Ｃ１８，虽然都能较好的

分离板蓝根注射液中的组分，但是相对保留时间差异

较大，ＲＳＤ 约为 ８％。 因此，本实验需要固定色谱柱型

号，使用 Ａｔｌａｎｔｉｓ Ｔ３ 柱来检测特征图谱，９ 个共有组分

峰的相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 ５％，满足实验要求。

３． ２　 检测波长的选择　 本文采用 ＰＤＡ 检测器，由

各组分的光谱图可以得出最大吸收波长：若检测波

长为 ２６０ ｎｍ（尿苷和腺苷最大吸收波长）时，告依

春响应值最低，由于告依春是主要成分，在色谱图

中峰高较小，若含量低时可能检不出；若检测波长

为 ２４０ ｎｍ（告依春最大吸收波长）和 ２４５ ｎｍ（常用

波长）时，腺苷组分响应值最低，若含量低时可能检

不出；比较检测波长 ２５０、２５２、２５４ ｎｍ 时，３ 种核苷

类组分响应值相似，告依春组分是在 ２５０ ｎｍ 响应

最大，因此，最终选用 ２５０ ｎｍ 作为检测波长。

３． ３　 不同生产企业、不同产地药材的差异　 样品

Ｓ１ ～ Ｓ１０ 来自不同生产企业，板蓝根药材也来自不

同产地，药材品质也存在不同。 相似度评价结果表

明 １４ 批样品中只有 ８ 批其相似度均在 ０． ９０ 以上，

说明不同来源的样品间相似度有差异，但是并不影

响特征峰的判断。

本文所建立特征图谱与现行标准［１０］ 板蓝根注

射液（Ｒ，Ｓ） － 告依春高效液相色谱法含量测定方
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法相比，梯度洗脱条件不同、检测波长更优化。 本

方法在尽可能获得更多共有峰的同时可使包括

（Ｒ，Ｓ） －告依春在内的所有特征峰出峰时间适宜、
分离度良好、峰形更佳。 板蓝根注射液特征图谱未

见报道，本方法与已报道的板蓝根药材或其制剂特

征图谱相比，特征峰选择更接近现行标准质量控制

指标成分，流动相系统由甲醇 － 磷酸溶液系统简化

为甲醇 －水系统，与同流动相系统指纹图谱比较标

定了更多特征峰、特征峰分离度更好。
迄今为止，尚无公认能反映板蓝根内在质量的

指标成分用于控制其药材及制剂的质量，现行的标

准［１０ － １１］主要在高效液相色谱法测定（Ｒ，Ｓ） － 告依

春的含量、薄层色谱法鉴别氨基酸类成分等方面对

板蓝根注射液进行质量控制。 本实验采用 ＨＰＬＣ －
ＰＤＡ 法，建立板蓝根注射液 ＨＰＬＣ 特征图谱，灵敏

度更高，准确性更好。 板蓝根注射液特征图谱中 ９
个特征峰包括（Ｒ，Ｓ） － 告依春、核苷类成分和另外

５ 个特征性成分，能更好、更全面地表达中药复杂

体系，有效评价板蓝根注射液内在质量的稳定性和

均一性。 该方法简便灵敏，重复性好，进一步优化

洗脱条件能提升分离效果，获得更多成分信息，可
作为板蓝根注射液有效的鉴别和质量评价方法，是
现行标准的有益补充，为中兽药标准化提供参考。
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