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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 同时测定香丹注射液 （丹参、 降香） 中丹参素、 原儿茶酸、 原儿茶醛、 香草酸、 咖啡酸、 紫

草酸、 迷迭香酸、 丹酚酸 Ｂ、 丹酚酸 Ａ 的含有量。 方法　 该药物的分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＴＣ⁃Ｃ１８色谱柱 （２５０ ｍｍ×４ ６ μｍ，
５ μｍ）； 流动相 ０ ２％ 甲酸水⁃甲醇， 梯度洗脱； 体积流量 ０ ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２６０、 ２８０、 ３２２ ｎｍ。
结果　 ９ 种成分在各自范围内线性关系良好 （ ｒ≥０ ９９９ ３）， 平均加样回收率 ９６ ５２％ ～１０３ １４％ ， ＲＳＤ ０ ８８％ ～２ ４８％ 。
结论　 该方法简便准确， 稳定可靠， 可用于香丹注射液的质量控制。
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　 　 香丹注射液是将丹参水提物和降香饱和芳香水

按照一定比例混合精制而成的现代中药制剂， 属于

国家部颁标准 （ＷＳ３⁃Ｂ⁃３２８９⁃９８） 收载的药物［１⁃３］。

现代研究［４⁃７］ 显示， 该制剂具有扩张血管、 增强冠

脉血流量等作用， 能有效干预心肌缺血、 脑缺血、
机体缺氧， 临床上广泛应用于冠心病、 心绞痛、 心
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肌梗死以及脑血管疾病的治疗， 疗效显著确切。
中药疗效的发挥是多成分、 多靶点协同作用的

结果， 故开展多成分含有量测定有利于中药材及其

相关制剂的全面质量控制［８⁃９］。 前期报道， 香丹注

射液中丹参所含的酚酸是与该制剂临床疗效密切相

关的主要活性物质［１０⁃１１］， 但目前其质量控制方法

主要是选择丹参素、 原儿茶醛、 咖啡酸、 紫草酸、
迷迭香酸、 丹酚酸 Ｂ、 丹酚酸 Ａ 中的几种［２⁃３，１２］ 或

全部［１０⁃１１］ 进行定量分析， 未涉及原儿茶酸、 香草

酸， 而且检测波长均设置为 ２８０ ｎｍ， 可能会影响

部分成分的检测灵敏度。 因此， 本实验在前期采用

ＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 法对香丹注射液化学成分进行定

性分析的基础上［１３］， 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定该制

剂中丹参素、 原儿茶酸、 原儿茶醛、 香草酸、 咖啡

酸、 紫草酸、 迷迭香酸、 丹酚酸 Ｂ、 丹酚酸 Ａ 的含

有量， 以期为其质量控制的完善提供依据。
１　 材料

１ １　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ 高效液相色谱仪， 配置

Ｇ１３１２Ｃ 二元泵、 Ｇ１３２８Ｂ 手动进样器、 Ｇ１３１６Ａ 柱

温箱、 Ｇ１３１５Ｂ 二极管阵列检测器、 Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ
５ ０ 化学工作站 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＭＳ１０５ＤＵ
型电 子 天 平 （ 瑞 士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公 司 ）； ＫＱ⁃
２５０ＤＢ 型数控超声波清洗器 （昆山市超声仪器有

限公司）； ＵＬＵＰ⁃Ｉ⁃１０ 型超纯水机 （四川优普超纯

科技有限公司）； ＱＬ⁃９０１ 型快速混匀器 （海门市其

林贝尔仪器制造有限公司）。
１ ２　 试剂与药物　 丹参素、 原儿茶酸、 原儿茶醛、
香草酸、 咖啡酸、 紫草酸、 迷迭香酸、 丹酚酸 Ｂ、
丹酚酸 Ａ 对照品 （批号分别为 ＤＳＴ１８０３０２⁃０１４、
ＤＳＴ１８０４２８⁃０８１、 ＤＳＴ１８０１０５⁃０１１、 ＤＳＴ１８０３１１⁃０８８、
ＤＳＴ１８１０１８⁃０１３、 ＤＳＴ１７０５２４⁃０２８、 ＤＳＴ１８０１０５⁃０２７、
ＤＳＴ１８０１２８⁃００９、 ＤＳＴ１８０２０１⁃００８）， 均购于成都德

思特生物技术有限公司， 纯度均大于 ９８％ 。 香丹

注射液 （批号 １５１０２０１、 １５１０２０２、 １５１０２０３， 国药

准字 Ｚ５１０２１３０９， １０ ｍＬ×５ 支）， 购于四川升和药

业股份有限公司； 色谱纯甲醇 （德国 Ｍｅｒｃｋ 公

司）； 色谱纯甲酸 （美国 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； 其

他试剂均为分析纯； 水为超纯水 （电阻率 １８ ２５
ＭΩ）， 由优普 ＵＬＵＰ⁃Ｉ⁃１０ 超纯水机系统制备。
２　 方法与结果

２ １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＴＣ⁃Ｃ１８色谱柱 （４ ６ ｍｍ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ０ ２％ 甲酸水 （ Ａ） ⁃
甲醇 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ２５ ｍｉｎ， ７％ ～ １５％ Ｂ；
２５ ～ ４５ ｍｉｎ， １５％ ～ ２５％ Ｂ； ４５ ～ ８０ ｍｉｎ， ２５％ ～

５０％ Ｂ； ８０ ～ １００ ｍｉｎ， ５０％ ～ ８０％ Ｂ）； 体积流量

０ ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２８０ ｎｍ （０ ～
４６、 ５８～１００ ｍｉｎ， 丹参素、 原儿茶酸、 原儿茶醛、
紫草 酸、 迷 迭 香 酸、 丹 酚 酸 Ｂ、 丹 酚 酸 Ａ）、
２６０ ｎｍ （４６ ～ ５２ ｍｉｎ， 香草酸）、 ３２０ ｎｍ （ ５２ ～
５８ ｍｉｎ， 咖啡酸）； 进样量 ２５ μＬ。
２ ２　 溶液制备

２ ２ １　 对照品溶液　 精密称取丹参素、 原儿茶酸、
原儿茶醛、 香草酸、 咖啡酸、 紫草酸、 迷迭香酸、
丹酚酸 Ｂ、 丹酚酸 Ａ 对照品适量， 置于 ２ ０ ｍＬ 棕

色量瓶中， 丹参素、 原儿茶酸、 原儿茶醛用 ５０％
甲醇定容， 其余对照品用甲醇定容， 制得质量浓度

分别 为 ８ ００、 ３ ２０、 ２ ４０、 ２ ６０、 ２ ００、 ３ ００、
２ ８０、 ５ ２０、 ２ ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的贮备液， 分别精密移

取 ０ ５ ｍＬ， 甲 醇 稀 释， 即 得 （ ４４４ ００、 １７８ ００、
１３３ ００、 １４４ ００、 １１１ ００、 １６７ ００、 １５６ ００、 ２８９ ００、
１２２ ００ μｇ ／ ｍＬ）， 在 ４ ℃下冷藏备用。
２ ２ ２　 供试品溶液　 精密吸取注射液 １ ０ ｍＬ， 置

于 ５ ０ ｍＬ 棕色量瓶中， 超纯水定容至刻度， 摇匀，
经 ０ ２２ μｍ 水系滤膜过滤， 即得， 在 ４ ℃下冷藏

备用。
２ ２ ３　 阴性样品溶液　 按照处方比例和工艺流程，
制备缺丹参的阴性样品， 按 “２ ２ ２” 项下方法制

备， 即得， 在 ４ ℃下冷藏备用。
２ ３　 方法学考察

２ ３ １　 专属性考察 　 精密吸取对照品、 供试品、
阴性样品溶液各 ２５ μＬ， 在 “２ １” 项色谱条件下

进样测定， 结果见图 １。 由此可知， 各成分色谱峰

与相邻峰均达到基线分离， 理论塔板数按各成分计

均大于 ５ ０００， 阴性无干扰， 表明该方法专属性

良好。
２ ３ ２　 线性关系考察 　 将 “２ ２ １” 项下对照品

溶液用甲醇依次稀释至系列质量浓度， 在 “２ １”
项色谱条件下进样测定。 以溶液质量浓度为横坐标

（Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 分别以

Ｓ ／ Ｎ＝ ３、 Ｓ ／ Ｎ＝ １０ 为检测限、 定量限， 结果见表 １，
可知各成分在各自范围内线性关系良好。
２ ３ ３　 精密度试验 　 精密吸取 “２ ２ １” 项下对

照品溶液， 在 “２ １” 项色谱条件下进样测定 ６
次， 测得丹参素、 原儿茶酸、 原儿茶醛、 香草酸、
咖啡酸、 紫草酸、 迷迭香酸、 丹酚酸 Ｂ、 丹酚酸 Ａ
峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０ ７９％ 、 ０ ９１％ 、 １ ６０％ 、 ０ ９２％ 、
１ １８％ 、 １ ３９％ 、 ０ ９８％ 、 １ ０７％ 、 １ ４０％ ， 表明仪器

精密度良好。
０５８２

２０２０ 年 １１ 月

第 ４２ 卷　 第 １１ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． １１



１． 丹参素　 ２． 原儿茶酸　 ３． 原儿茶醛　 ４． 香草酸　 ５． 咖啡酸　
６． 紫草酸　 ７． 迷迭香酸　 ８． 丹酚酸 Ｂ　 ９． 丹酚酸 Ａ
１． ｄａｎｓｈｅｎｓｕ　 ２． ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ ａｃｉｄ　 ３． ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ ａｌｄｅｈｙｄｅ　
４． ｖａｎｉｌｌｉｃ ａｃｉｄ 　 ５． ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ 　 ６． ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｉｃ ａｃｉｄ 　
７． ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃ ａｃｉｄ　 ８． ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｂ　 ９． ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ａ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

２ ３ ４　 重复性试验 　 取同一批注射液 （批号

１５１０２０３）， 按 “２ ２ ２” 项下方法平行制备 ６ 份供

试品溶液， 在 “２ １” 项色谱条件下进样测定， 测

得丹参素、 原儿茶酸、 原儿茶醛、 香草酸、 咖啡

酸、 紫草酸、 迷迭香酸、 丹酚酸 Ｂ、 丹酚酸 Ａ 含有

量 ＲＳＤ 分别为 ０ ９２％ 、 ２ ３０％ 、 １ ７８％ 、 １ ９８％ 、
０ ８７％ 、 １ ０６％ 、 ０ ７６％ 、 ０ ５１％ 、 ２ ２８％ ， 表 明

该方法重复性良好。
２ ３ ５ 　 稳 定 性 试 验 　 取 同 一 批 注 射 液

（批号 １５１０２０３）， 按 “２ ２ ２” 项下方法制备供试

品溶 液， 分 别 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ， 在

“２ １” 项色谱条件下进样测定， 测得丹参素、 原

儿茶酸、 原儿茶醛、 香草酸、 咖啡酸、 紫草酸、 迷

迭香酸、 丹酚酸 Ｂ、 丹酚酸 Ａ 峰面积 ＲＳＤ 分别为

０ ５０％ 、 １ ９９％ 、 １ ０４％ 、 ０ ９９％ 、 １ １２％ 、 １ ８２％ 、
０ ５６％ 、 ０ ６０％ 、 １ ４７％ ， 表明供试品溶液在 ２４ ｈ
内稳定性良好。
２ ３ ６　 加样回收率试验　 精密吸取各成分含有量

已知的注射液 （批号为 １５１０２０３） ０ ５ ｍＬ， 置于

５ ｍＬ棕色量瓶中， 按 １００％ 水平加入对照品溶液

０ ５ ｍＬ （丹参素、 原儿茶酸、 原儿茶醛、 香草酸、
咖啡酸、 紫草酸、 迷迭香酸、 丹酚酸 Ｂ、 丹酚酸 Ａ
质量浓度分别为 １ ５１０ ２０、 ６ １５、 ３８５ ６１、 ３ ９２、
８ ０９、 １７６ ３８、 ３２５ ９５、 ６９６ ４６、 ５２ ５４ μｇ ／ ｍＬ），
按 “２ ２ ２” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液，
在 “２ １” 项色谱条件下进样测定， 计算回收率。
结果， 丹参素、 原儿茶酸、 原儿茶醛、 香草酸、 咖

啡酸、 紫草酸、 迷迭香酸、 丹酚酸 Ｂ、 丹酚酸 Ａ 平

均加样回收率分别为 １００ ８３％ 、 １０１ ２８％ 、 １０３ １４％ 、
　 　 　 　 　表 １　 各成分线性关系

Ｔａｂ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ
成分 回归方程 ｒ 线性范围 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 检测限 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 定量限 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

丹参素 Ｙ＝ ２３ ５５Ｘ＋５８ ７８ ０ ９９９ ５ １ ７３～４４４ ００ ０ ２１ ０ ６９
原儿茶酸 Ｙ＝ ７１ ８３Ｘ＋３３ １６ ０ ９９９ ９ ０ ６９～１７８ ００ ０ ０８ ０ ２６
原儿茶醛 Ｙ＝ １５９ １０Ｘ＋１０２ ９０ ０ ９９９ ６ ０ ５１～１３３ ００ ０ ０６ ０ ２０
香草酸 Ｙ＝ １３６ ７０Ｘ＋３２ ２２ ０ ９９９ ８ ０ ５６～１４４ ００ ０ ０７ ０ ２３
咖啡酸 Ｙ＝ ２０８ １９Ｘ＋１０６ １０ ０ ９９９ ３ ０ ４３～１１１ ００ ０ ０５ ０ １６
紫草酸 Ｙ＝ ３５ ３２Ｘ－１７ ３１ ０ ９９９ ４ ０ ６５～１６７ ００ ０ ０８ ０ ２６
迷迭香酸 Ｙ＝ ４６ ７８Ｘ＋１３ ２７ ０ ９９９ ７ ０ ６０～１５６ ００ ０ ０７ ０ ２２
丹酚酸 Ｂ Ｙ＝ ３６ ７０Ｘ－２４ １９ ０ ９９９ ９ １ ８０～２８８ ００ ０ ２５ ０ ８２
丹酚酸 Ａ Ｙ＝ ９０ ８３Ｘ＋４１ ３９ ０ ９９９ ３ ０ ４７～１２２ ００ ０ ０６ ０ １９

９８ ４５％ 、 ９７ ７９％ 、 １００ ３１％ 、 ９９ ５４％ 、 ９６ ５２％ 、
１０２ ６９％ ， ＲＳＤ 分 别 为 ２ ４８％ 、 ２ ２７％ 、 ０ ９７％ 、
１ ３２％、 １ １２％、 １ ７９％、 １ ３１％、 １ ０４％、 ０ ８８％。
２ ４　 样品含有量测定 　 取 ３ 批香丹注射液， 按

“２ ２ ２” 项下方法制备供试品溶液， 每批平行 ３
份， 在 “２ １” 项色谱条件下进样测定， 计算含有

量， 结果见表 ２。
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表 ２　 各成分含有量测定结果 （μｇ ／ ｍＬ， ｎ＝３）
Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （μｇ ／ ｍＬ， ｎ＝３）

批号 丹参素 原儿茶酸 原儿茶醛 香草酸 咖啡酸 紫草酸 迷迭香酸 丹酚酸 Ｂ 丹酚酸 Ａ
１５１０２０１ １ ４９７ ９８ ６ １０ ３８０ ２４ ４ ０２ ７ ９９ １８２ ８２ ３１８ ９５ ６９９ ４８ ４９ ０３
１５１０２０２ １ ５０２ ６２ ６ ０６ ３８３ ５７ ３ ９９ ８ ０１ １７９ ３１ ３２１ ４９ ６９７ ２７ ４７ ９２
１５１０２０３ １ ４９９ １３ ６ ０８ ３８２ ７４ ４ ０４ ８ ０３ １８１ １０ ３２０ ３６ ７０１ ２４ ５０ ７９

３　 讨论

３ １　 检测指标筛选　 研究表明， 丹参素、 原儿茶

酸、 原儿茶醛、 香草酸、 咖啡酸、 紫草酸、 迷迭香

酸、 丹酚酸 Ｂ、 丹酚酸 Ａ 具有抗心脑缺血、 抑制血

小板聚集、 抗炎、 保肝肾、 抗氧化等多种显著药理

活性［１４⁃１５］。 因此， 本实验选择上述 ９ 种酚酸类成

分作为检测指标。
３ ２　 色谱条件筛选　 在前期研究中， 已对流动相

种类、 洗脱方式、 柱温等参数进行了优化［１３］， 故

本实验仅需考虑水相添加剂和检测波长即可。 所检

测的成分均为酚酸类， 常用的水相添加剂有甲酸、
乙酸［１６⁃１７］， 本实验对其种类和加入量进行了考察，
发现 ０ ２％ 甲酸水洗脱时各成分峰形最好， 色谱峰

不拖尾。 另外， 丹参素、 原儿茶酸、 原儿茶醛、 紫

草酸、 迷迭香酸、 丹酚酸 Ｂ、 丹酚酸 Ａ 在 ２８０ ｎｍ
波长处有最大紫外吸收［１８］， 而香草酸、 咖啡酸分

别在 ２６０ ｎｍ［１９］、 ３２２ ｎｍ［２０］ 波长处有最大紫外吸

收， 为了确保各成分均具有最佳的检测灵敏度， 本

实验采用分时间段变换波长模式进行分析。
４　 结论

本实验建立 ＨＰＬＣ 法同时测定香丹注射液中丹

参素、 原儿茶酸、 原儿茶醛、 香草酸、 咖啡酸、 紫

草酸、 迷迭香酸、 丹酚酸 Ｂ、 丹酚酸 Ａ 的含有量，
该方法简便准确， 稳定可靠， 可为该制剂质量控制

的完善提供参考依据。
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