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香丹注射液中丹酚酸 B的 HPLC法测定
李红磊, 张忠义, 胡玉佳, 张守尧

(第一军医大学 珠江医院 药材科, 广东 广州 510282)

摘 要: 建立了 1种测定香丹注射液中丹酚酸 B含量的反相高效液相色谱法; 色谱分析柱为 Hypersil ODS( 4. 6

mm � 250 mm, 5 �m) , 流动相为甲醇- 乙腈- 甲酸- 水 (体积比 27�9 �1. 1�62. 9, 含 10 mmol/ L 的四丁基溴

化铵) , 检测波长为 285 nm, 流速为 1. 0 mL/min, 柱温为 31  时, 丹酚酸 B得到较好的分离; 丹酚酸 B进样量

在 0. 264~ 1. 584 �g 范围内线性良好, r= 0. 999 8, 方法平均回收率为 98% , 为香丹注射液质量控制提供了分

析方法。
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Determination of Salvianolic Acid B in Xiangdan Injection by HPLC
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Abstract: A gradient reversed_phase high performance liquid chromatography( RP_HPLC) was developed for

the separation of salvianolic acid B from Xiangdan injection. Chromatographic separation was performed with

a Hypersil ODS column( 4. 6 mm� 250 mm, 5 �m) at 31  with a mobile phase consisting of methanol-

acetonitrile- aminic acid- water( 27� 9� 1. 1� 62. 9 by volume, 10 mmol/ L tetrabutylammonium bromide)

at a flow rate of 1. 0 mL/ min, the mobile phase was monitored by a photodiode array detector at 285 nm. The

linear range for the detection of salvianolic acid B was 0. 264- 1. 584�g( r= 0. 999 8) , and the average re�
covery of the method was 98% . This method can be used for the quantification of salvianolic acid B in Xiang�
dan injection.
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丹参为唇形科植物丹参( Salvia miltiorrhiza Bge. )的干燥根及根茎, 具有祛瘀止痛、活血调经、清心除

烦之功效, 在临床上广泛用于心脑血管系统疾病。 丹参水溶性成分为丹参素、原儿茶醛、丹酚酸 B等,

具有抗血栓、改善血液循环、抗氧化等作用。 近年来研究发现丹酚酸类成分的抗心肌缺血的活性比丹

参素和原儿茶醛更强, 其中丹酚酸B具有强烈的抗氧化和清除氧自由基的活性, 其抗脂质过氧化作用约

为维生素 E的 1 000倍, 对肾功能不全和肝损伤均有一定的保护作用 [ 1]。鉴于丹酚酸 B的明显功效, 在

2005年版药典修订标准中改用丹酚酸 B作为复方丹参片的指标成分进行质量监控。 香丹注射液是丹参

常用临床制剂之一, 是由丹参和降香 2种药材制备成的注射液。 目前香丹注射液的质量控制标准仅将

原儿茶醛作为质量控制的指标成分, 用高效液相色谱法测定其含量 [ 2 ], 并没有对丹酚酸类成分进行控

制。 本文建立了测定香丹注射液中丹酚酸 B含量的高效液相色谱法, 该法简便、准确, 适用于常规分

析。应用本方法测定了 5个厂家生产的香丹注射液, 结果表明, 不同厂家的香丹注射液中, 丹酚酸 B的

含量差异很大, 从而说明了控制此类成分的重要性。

1 实验部分

1. 1 主要仪器与试剂

LC_6A高效液相色谱仪, SPD_6AV检测器, C_R4A数据处理仪(均为日本岛津)。

丹酚酸 B对照品由中国生物制品检定所提供, 甲醇、乙腈为色谱纯(天津四友公司) , 水为双蒸水,

甲酸、四丁基溴化铵为分析纯。
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准确称取丹酚酸 B对照品适量, 置于 25 mL 容量瓶中, 加水稀释到刻度, 即配制成质量浓度为

0. 264 mg/ mL的对照品溶液, 摇匀, 低温避光保存。

1. 2 样品制备

精密量取不同厂家的香丹注射液 5 mL 分别置于不同的 100 mL容量瓶中, 加水稀释到刻度, 摇匀,

过滤, 取续滤液作为供试品溶液, 低温避光保存。

1. 3 色谱条件

色谱柱为 Hypersil ODS( 4. 6 mm� 250 mm, 5 �m) ; 流动相为甲醇- 乙腈- 甲酸- 水(体积比 27� 9�

1. 1� 62. 9, 含 10 mmol/ L的四丁基溴化铵) ; 检测波长为 285 nm; 流速为 1. 0mL/ min, 进样体积为 10�L,

柱箱温度为 31  , 衰减( ATTN)为 4, 纸速( SPEED)为 2 mm/ min。

2 结果与讨论

2. 1 色谱条件的考察

丹酚酸 B分子中含有多个酚羟基, 极性

较大, 作者先后采用不同比例的甲醇- 水、甲

醇- 水- 乙酸、甲醇- 水- 甲酸、乙腈- 水-

甲酸、甲醇- 乙腈- 水- 甲酸为流动相进行

测试, 发现乙腈的洗脱效果优于甲醇, 流动相

中存有甲酸时的柱峰形明显优于流动相中存

有乙酸时的峰形。 但是, 当流动相中未加入

离子对试剂四丁基溴化铵时, 丹酚酸 B的色

谱峰存在明显的肩峰和严重的拖尾现象, 对

此我们在流动相中加入不同量的离子对试剂

四丁基溴化铵来调整流动相, 发现当流动相

中加入四丁基溴化铵浓度达到 6 mmol/ L时,

丹酚酸 B 的峰形明显改善, 但仍存在明显拖

尾现象, 当流动相中加入四丁基溴化铵浓度

达到 10 mmol/ L 时, 拖尾现象基本消失, 峰形

基本对称(见图 1A、B)。 同时还发现温度较

低时有利于各主要色谱峰的分离, 与文献报道基本一致 [ 3 ], 但灵敏度相对较低, 特别是当温度低于 28

 时, 基线呈明显波浪状。 为此, 实验中柱箱温度采用 31  。

2. 2 线性关系考察

用外标峰面积法考察线性关系。分别精密吸取对照品溶液 1、2、3、4、5、6�L进样测定, 所得丹酚

酸 B的峰面积对进样量( X, �L)进行线性回归, 回归方程为: Y= 1. 75� 105 X- 1. 47 � 104, r= 0. 999 8,

结果表明进样量在 0. 264~ 1. 584 �g范围内, 峰面积与进样量线性关系良好。

2. 3 稳定性与精密度考察

取某厂家香丹注射液供试品溶液, 分别在 0、2、4、6、8、10 h进样, 测得丹酚酸 B供试品峰面积

RSD为 1. 38% ; 取其中某厂家香丹注射液供试品溶液, 按样品含量测定方法测定, 连续进样 6针, 测得

进样精密度 RSD为 1. 20%。

2. 4 回收率实验

精密称取丹酚酸 B对照品适量, 加水制成 0. 122 6 mg/ mL对照品溶液。 同时量取已知含量的香丹

注射液 1 mL共 9份, 每 3份为一组, 置于 25 mL的容量瓶中, 每组分别加入上述对照品溶液 5、10、15

mL, 加水稀释到刻度, 配成低、中、高 3种浓度的溶液。 按照样品测定法进行测定, 并计算回收率, 结

果见表 1。

图 1 流动相中加入四丁基溴化铵 ( 10 mmol/ L) 时丹酚

酸 B标准品( A)及香丹注射液( B)的色谱图

Fig. 1 Chromatogram of salvianolic acid B( A) and Xiangdan

injection( B) with tetrabutylammonium bromide( 10 mmol/ L)

in the molibe phase

1. salvianolic acid
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到纯度因子为 907, 说明峰纯度较高, 不受干扰; 并将得到的紫外光谱与竹红菌甲素的标准紫外光谱图

对照而定性。

2. 4 线性方程及检出限

配制竹红菌甲素标准溶液, 质量浓度分别为 25. 2、50. 4、100. 8、201. 6、252. 0 mg/ L, 在 1. 2色谱条

件下得到竹红菌甲素的回归方程为: A= - 35. 95+ 13. 32 �( mg/L) , r= 0. 999, 线性范围 25. 2~ 252mg/ L,

检出限( S / N= 3)为 1. 2 ng。

2. 5 竹红菌提取物样品的测定

取采自云南浦江县的竹红菌样品 3批, 按 1. 4法经过前处理后, 对其中的竹红菌甲素含量进行分析,

得到其中的竹红菌甲素含量分别为 30. 6、24. 5、28. 7 mg/ g。

2. 6 回收率实验与精密度实验

称取已测出竹红菌甲素含量的样品约 1 g各 3份, 分别添加准确称量的竹红菌甲素约 50 mg, 按上述

供试品溶液制备方法处理后, 每个样品进样 5次, 测定峰面积, 考察方法的回收率与精密度。 得到回收

率分别为 98%、98%、103%以及相对标准偏差( RSD)分别为 0. 35%、0. 36%、0. 20% 。

2. 7 溶液稳定性

竹红菌甲素相对稳定, 但对光敏感, 实验过程中样品溶液要注意避光。
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2. 5 样品测定

精密吸取上述供试品溶液 10 �L, 分别注入液相色谱仪, 按外标法计算含量, 结果 BL厂家样品未检

出丹酚酸 B, 而 YA厂、SW厂、SH 厂、XG厂家样品中的丹酚酸 B含量分别为 1. 388、1. 213、2. 421、

1. 152 mg/ mL, RSD( n= 3)分别为 1. 31%、0. 93%、1. 37%、2. 00%。
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表 1 丹酚酸 B加样回收实验结果( n= 3)

Table 1 Recovery of the method( n= 3)

No
Original Added Total found Recovery

mO / mg mA /mg mF/ mg R / %

1 1. 213 0. 613 1. 838 102

2 1. 213 1. 226 2. 343 92

3 1. 213 1. 839 3. 065 101
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