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摘要  目的: 建立同时测定丹参中二氢丹参酮Ñ、降鼠尾草氧化物、隐丹参酮、丹参酮Ñ、丹参酮 Ò
A
5种脂溶性成分的超高效

液相色谱 ( UPLC)分析方法。方法: 采用W ate rs A cqu ityUPLC系统, A cqu ityUPLC BEH C18 ( 50 mm @ 2. 1 mm, 1. 7Lm )色谱柱,

流动相为乙腈 -水, 以流速为 0. 5 mL# m in- 1进行梯度洗脱; 柱温: 35 e ;样品经甲醇超声提取后,用 UPLC- PDA进行分析检

测, 检测波长为 280 nm。结果: 二氢丹参酮Ñ、降鼠尾草氧化物、隐丹参酮、丹参酮Ñ、丹参酮Ò A 5种被测成分在线性范围内均

具有良好的线性关系 ( r\ 0. 9997) ;平均回收率在 98. 5% ~ 1031 1% 之间, RSD[ 4. 2%。结论: UPLC分离效果及重复性好,且

快速、简便,可作为丹参的质量控制方法。
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Abstract Objec tive: To establish a u ltra performance liqu id chromatography(UPLC ) m ethod for simultaneous de-

term ination o f 5 lipophilic components in Salvia m iltiorrhiza. M ethods: The analyses w ere performed on aW aters

A cqu ity UPLC system, equipped w ith a b inary so lvent m anager, a sampler manager, a co lumn compartmen,t and a

PDA detector, connected toW aters Empow er 2 softw are. An A cqu ity UPLC BEH C18 co lumn ( 50mm @ 2. 1 mm,

1. 7 Lm) w as used for all ana lyses. The investigated compounds w ere separated w ith gradientmobile phase consis-

t ing of w ater and acetonitrile. The temperature o f sample managerw as set at 35 e , and the in jection vo lume w as 2
LL. Peaks w ere detected at 280 nm. Result: The investigated compounds includ ing d ihydro tansh inoneÑ , przew a-l

sk in, cryto tansh inone, tanshinoneÑ, tansh inoneÒA had good linearity( r\0. 9997) over the tested ranges. The aver-

age recoveryw as 98. 5% to 103. 1% w ith RSD[ 4. 2%. Conc lusion: The deve lopedUPLC method is simp le, sens-i

t ive and accuratew ith good repeatability, wh ich is availab le for quality contro l ofSalviam iltiorrh iza.

K ey words: u ltra performance liqu id chrom atography(UPLC ) ; Salvia m iltiorrhiza; quality contro l

丹参是唇形科植物丹参 ( Salvia m iltiorrh iza

Bge. )的干燥根及根茎
[ 1]
, 是常用中药之一, 对心血

管疾病具有明显的治疗作用
[ 2, 3 ]
。脂溶性成分是丹

参的一类代表性成分,具有多方面的药理作用,可以

抗血小板聚集,抗血栓形成,对心肌缺血和再灌注损

伤等有保护作用
[ 4]
,也是丹参质量控制的重要指标

性成分。本文建立了丹参中 5种脂溶性成分的超高

效液相色谱 ( UPLC )分析方法, 旨在为丹参质量控

制提供参考方法。

1 仪器与试药

W aters A cquity UPLC超高效液相色谱仪 (W a-

ters, M ilford, MA ), 包括二元梯度泵、恒温自动进样

器、柱温箱、二极管阵列检测器以及W aters Empow er

2软件; BRANSON 8510E - DTH 超声仪 (美国

BRANSON 公司 ) ; 0. 2 Lm 滤膜 ( W hatm an, M aid-

stone, U. K. )。

对照品二氢丹参酮 Ñ ( dihydro tansh inone Ñ )购

自 IL公司, 丹参酮 Ñ ( tansh inone Ñ )、隐丹参酮
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( cryto tansh inone)和丹参酮Ò A ( tansh inoneÒA )购自

中国药品生物制品检定所, 降鼠尾草氧化物 ( przew-

alskin)由澳门大学中药医药研究院提供 (经 HPLC

分析纯度均在 98% 以上 )。乙腈和甲醇购自德国

M erck公司 (色谱纯 ), 水为 M illi- Q水。丹参采自

安徽六安,经澳门大学李绍平博士鉴定为唇形科植

物丹参 Salviam iltiorrh iza Bge.。

2 溶液制备
2. 1 对照品混合储备液 分别精密称取对照品二

氢丹参酮Ñ、降鼠尾草氧化物、隐丹参酮、丹参酮Ñ、

丹参酮 ÒA适量于 2mL量瓶中,加甲醇定容,制成每

1 mL含二氢丹参酮 Ñ 6. 88 Lg、降鼠尾草氧化物

110. 77 Lg、隐丹参酮 97. 69 Lg、丹参酮 Ñ 9. 65 Lg、

丹参酮 ÒA 36. 92 Lg的混合溶液, 存放于 4 e 冰箱

供 UPLC分析用。

2. 2 供试品溶液 分别取丹参药材样品细粉 (过

60目筛 )约 0. 5 g, 精密称定,置具塞试管中,分别精

确加入甲醇 25mL, 称定重量, 超声提取 ( 100W, 40

kH z) 45m in, 称定重量,用甲醇补足减失的重量,静

置 10m in。上清液过 0. 2 Lm滤膜,取续滤液, 即得

供试品溶液,存放于 4 e 冰箱供 UPLC分析用。

3 色谱条件
色谱柱: Acqu ity UPLC BEH C18 co lumn( 50 mm

@ 211 mm, 117 Lm);流动相: 乙腈 ( A ) -水 ( B ) ,经

012 Lm 滤膜过滤并超声脱气, 梯度洗脱 ( 0 ~

015m in, 95% 90% B; 015~ 610 m in, 90% 77%

B; 610 ~ 718 m in, 77% 70% B; 718 ~ 910 m in,
70% 58% B; 910 ~ 1115 m in, 58% 55% B;

1115~ 1415m in, 55% 44% B; 1415 ~ 1715 m in,
44% 15% B ); 流速: 015 mL# m in- 1; 检测波长:

280 nm;柱温: 35 e 。在该色谱条件下,各成分得到

良好的分离,见图 1。

图 1 对照品 ( A)、丹参根 ( B )、丹参根茎 ( C )的 UPLC图

F ig 1 UPLC chrom atogram s ofm ixed reference s tandards ( A ), roots( B )

and rad ix( C ) ofS. m iltiorrh iza

1.二氢丹参酮Ñ ( dihydrotansh inoneÑ ) 2. 降鼠尾草氧化物 ( przew-

alsk in) 3.隐丹参酮 ( crytotan sh inon e) 4. 丹参酮 Ñ ( tansh inoneÑ )

5.丹参酮ÒA ( tansh inoneÒ A )

4 方法学考察

4. 1 线性关系、检测限 ( LOD )及定量限 ( LOQ )

 精密吸取按 / 2. 10项下方法制成的二氢丹参酮
Ñ、降鼠尾草氧化物、隐丹参酮、丹参酮 Ñ、丹参

酮 Ò A 5个成分的对照品混合储备液, 用倍比稀释

的方法以甲醇制成 5个浓度点的系列对照品混

合溶液, 在上述色谱条件下, 分别进样 2 LL, 每个

浓度进 3针, 测量峰面积值。以对照品峰面积平

均值 Y与对照品浓度 X ( Lg# mL- 1 )进行线性回

归, 结果见表 1。将混合对照品溶液用甲醇不断

进行稀释后作 UPLC分析, 得到 5个成分的 LOD

值 ( S /N = 3 )和 LOQ值 ( S /N = 10) , 结果见表 1。

表 1 5个成分的线性回归方程及 LOD、LOQ测定结果

Tab 1 The linear regression equation, LOD and LOQ data for 5 com pounds

化合物

( components)

回归方程

( reg ression equation)

线性范围

( linear range) /Lg# mL - 1
r

LOD /

Lg# mL - 1

LOQ /

Lg# mL- 1

二氢丹参酮Ñ ( dihydro tansh inoneÑ ) Y= 6. 781 @ 103X - 461. 4 0. 22~ 6. 88 0. 9999 0. 05 0. 18

降鼠尾草氧化物 ( przewalskin) Y= 1. 914 @ 103X + 1. 353 @ 103 0. 43~ 110. 77 0. 9998 0. 04 0. 07

隐丹参酮 ( c ry to tanshinone ) Y= 6. 585 @ 103X + 1. 728 @ 103 0. 38~ 97. 69 0. 9999 0. 03 0. 09

丹参酮Ñ ( tanshinoneÑ ) Y= 2. 051 @ 104X + 624. 8 0. 15~ 9. 65 0. 9998 0. 01 0. 06

丹参酮Ò A ( tanshinoneÒ A ) Y= 7. 385 @ 103X - 1. 191 @ 103 0. 15~ 36. 92 0. 9997 0. 01 0. 04

4. 2 精密度 取 / 4. 10项下各对照品线性范围中

间浓度点的对照品混合溶液, 进样 2 LL, 连续进样

6次;或每天进样 2次, 连续 3 d, 分别记录各峰面

积, 计算各峰 RSD。结果: 5种成分的日内和日间变

异分别不大于 3. 2%和 4. 2%, 表明精密度良好。

4. 3 重复性 取丹参根样品 0. 4 g、0. 5 g、0. 6 g各
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3份, 按照 / 2. 20项下方法制备低、中、高 3个浓度的

供试品溶液, 各进样 2 LL, 按上述色谱条件分析。

样品中二氢丹参酮 Ñ、降鼠尾草氧化物、隐丹参酮、

丹参酮 Ñ、丹参酮 ÒA低浓度的 RSD 值分别为

0163%, 217%, 213% , 113% , 212% ; 中浓度的 RSD

值分别 112% , 0134% , 211%, 211%, 117% ;高浓度
的 RSD 值 分别 0132% , 115% , 0177% , 217% ,
310%。结果表明方法具有良好的重复性。
414 加样回收率  精密称取已测知含量的丹参根

样品 0125 g共 9份, 分别加入一定量 (高、中、低 3

个浓度 )的 5个化合物的对照品, 按照 / 2120项下方
法制备供试溶液,进样 2 LL,按上述色谱条件测定,

分别计算回收率。其平均回收率及 RSD值见表 2。

表 2 5个化合物的加样回收率结果 (n= 3)

Tab 2 The recovery of 5 invest igated compounds

化合物 ( components)
原始量

( org inal) /Lg

加入量

( spiked) /Lg

回收率

( recove ry )%
RSD /%

二氢丹参酮Ñ 3515 54515 1001 0 311

( dihydrotanshinoneÑ ) 3515 65615 1001 0 114

3515 75315 1001 1 117

降鼠尾草氧化物 16814 55416 981 5 412

( przew alskin) 16814 69416 981 7 115

16814 83317 1031 1 215

隐丹参酮 9519 11411 991 6 114

( cry totanshinone) 9519 16311 991 8 111

9519 18411 1001 0 0172

丹参酮Ñ 1918 18012 1001 2 117

( tanshinoneÑ ) 1918 27112 1001 0 118

1918 30612 1001 1 311

丹参酮Ò
A 21611 18319 991 9 0139

( tanshinoneÒ A ) 21611 26419 991 8 112

21611 30319 991 9 0154

415 稳定性  取 / 4110项下对照品混合溶液,于 0,

1, 2, 5, 10, 20 h分别进样 2 LL, 按上述色谱条件分

析,二氢丹参酮Ñ、降鼠尾草氧化物、隐丹参酮、丹参

酮 Ñ、丹参酮 ÒA峰面积的 RSD值分别为 412% ,

217% , 417% , 311%, 310%。结果表明, 对照品混合
溶液中 5个化合物在 20 h内稳定。

5 样品测定

按 / 2120项下方法制备供试品溶液, 各进样 2

LL,按本文所述的色谱条件对丹参药材样品根及根

茎的二氢丹参酮Ñ、降鼠尾草氧化物、隐丹参酮、丹

参酮 Ñ、丹参酮 ÒA 进行含量测定, 结果: 根及根茎

中二氢丹参酮、降鼠尾草氧化物、隐丹参酮、丹参酮

Ñ、丹参酮 ÒA的含量分别依次是 01273, 01675,

01177, 01328, 11138 Lg # g
- 1
和 01514, 11257,

01328, 01336, 01937 Lg# g- 1。
6 讨论

611 本文建立了 UPLC同时测定丹参中 5种脂溶

性成分的方法, 与 HPLC
[ 5]
比较, 分析时间短, 分离

效率高,重复性好, 准确简便。

612 丹参中所含成分主要为水溶性及脂溶性两类,

其中脂溶性成分主要是丹参酮类化合物,具有抑菌、

抑制血小板聚集、改善冠状动脉供血等药理作用。

从测定结果可以看出,安徽丹参的根及根茎中同时

含有测定的 5种成分,且含量相近。
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