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　　［摘要］　目的　建立ＲＰＨＰＬＣ法测定活血化瘀方（ｂｌｏｏｄｉｎｖｉｇｏｒａｔｉｎｇａｎｄｓｔａｓｉｓｒｅｍｏｖｉｎｇｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＢＳＰ）中丹参素、

原儿茶醛、芍药苷、葛根素、阿魏酸、丹参酮ⅡＡ及黄芪甲苷含量的方法。方法　采用 ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＴＭ ＲＰＣ１８（１５０
ｍｍ×４．６ｍｍ，３．５μｍ）色谱柱，以甲醇０．２５％（体积比）冰醋酸水溶液为流动相，流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃。丹参素、原

儿茶醛、芍药苷、葛根素、阿魏酸和丹参酮ⅡＡ采用紫外检测器，检测波长为２８０ｎｍ；黄芪甲苷采用蒸发光散射检测器，飘移管

温度９０℃，气流量２．８Ｌ／ｍｉｎ（压缩空气）。结果　丹参素、原儿茶醛、芍药苷、葛根素、阿魏酸、丹参酮ⅡＡ和黄芪甲苷的线性
范围分别为０．０１～０．８０μｇ（ｒ＝０．９９９８），０．００５～０．４μｇ（ｒ＝０．９９９７），０．０５～４μｇ（ｒ＝０．９９９８），０．００５～０．４μｇ（ｒ＝

０．９９９７），０．００６～０．５μｇ（ｒ＝１），０．００５～０．４μｇ（ｒ＝１），０．０３１～２．４６μｇ（ｒ＝０．９９９３）；加样回收率均在９７．０％～１０１．０％之

间，且ＲＳＤ均小于２％。测定了３批样品中丹参素、原儿茶醛、芍药苷、葛根素、阿魏酸、丹参酮ⅡＡ和黄芪甲苷的含量（平均

值）分别为１．１５、０．１３、４．４８、０．８０、０．７２、０．３１、３．１２ｍｇ／ｇ。结论　该方法简便、准确、灵敏，为测定ＢＳＰ中的有效成分的含量
提供参考。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（１０）：１１２５１１２９］

　　脑血管疾病是世界上最主要的致死、致残疾病

之一，严重危害人类的生命健康，通过溶栓等现代治

疗方法，虽然能快速恢复患者的血液供应，但是脑缺

血再灌注后往往伴随着更严重的脑损伤，导致脑水

肿、线粒体功能障碍、脑出血、细胞凋亡等［１２］。活血

化瘀方（ｂｌｏｏｄｉｎｖｉｇｏｒａｔｉｎｇａｎｄｓｔａｓｉｓｒｅｍｏｖｉｎｇｐｒｅ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＢＳＰ）是由治疗脑血管病的临床应用药物

圣脑康丸［３］拆方而得，因圣脑康丸中成分复杂，不利

于其质量控制，我们在大量实验的基础上进行了拆

方研究，最终确定的ＢＳＰ主要由丹参、川芎、黄芪、葛

根、赤芍等中药组成。丹参、川芎、葛根等中药材及

其有效成分均具有保护脑缺血损伤的作用［４６］，是

ＢＳＰ对脑缺血损伤的保护作用的理论基础。根据我

们初期的实验研究，ＢＳＰ对脑血管疾病尤其是脑缺

血再灌注损伤有很好的疗效，并且疗效优于圣脑康

丸。本实验首次采用高效液相色谱紫外吸收检测

器（ＲＰＨＰＬＣＵＶ）同时测定了ＢＳＰ中丹参素、原儿

茶醛、芍药苷、葛根素、阿魏酸和丹参酮ⅡＡ的含量，

并通过高效液相色谱蒸发光散射检测器 （ＲＰ

ＨＰＬＣＥＬＳＤ）测定了ＢＳＰ中黄芪甲苷的含量，为全

面检测ＢＳＰ中的有效成分提供参考方法，并为下一

步的实验研究如药效学和药代动力学提供实验

基础。

１　仪器和试药

　　美国 ＷａｔｅｒｓＡｌｌｉａｎｃｅ２６９５高效液相色谱仪

（ＨＰＬＣ），包括四元梯度泵、自动进样器、柱温箱、

Ｗａｔｅｒｓ２４８７紫外检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ２色谱工作站；

Ａｌｌｔｅｃｈ ＥＬＳＤ ２０００ＥＳ 蒸 发 光 散 射 检 测 器；

ＧＣＫ３３０８全自动空气源（北京中惠普分析技术研究

所）；精密交流净化稳压电源（鸿宝电器股份有限公

司）；赛多利斯ＢＴ２５Ｓ（ｍａｘ＝２１ｇ，ｄ＝０．０１ｍｇ）电

子天平；昆山ＫＱ５００ＤＥ型数控超声波清洗机；ＳＺ

９６自动纯水蒸馏器（上海亚荣生化仪器厂）；美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司超纯水发生器。

　　丹参、川芎、葛根、黄芪、赤芍等药材，购自西安

万寿路药材市场，经陕西省生物医药重点实验室孙

文基教授鉴定，符合《中国药典》２０１０年版相关项下

标准。丹参素（１１０８５５２００５０６）、原儿茶醛（１１０８１０

２００２０５）、芍 药 苷 （０７３６９６０８）、葛 根 素 （１１１１

０８１０２１）、阿 魏 酸 （１１０７７３２００６１１）、丹 参 酮 ⅡＡ
（０７６６２００２１３）、黄芪甲苷（０７８１２００５１０）购自中国食

品药品检定研究院。色谱甲醇（美国Ｆｉｓｈｅｒ公司）；

冰醋酸为分析纯（西安化学试剂厂），水为超纯水（自

制，并经０．２２μｍ水系滤膜过滤）。

２　方法和结果

２．１　 色 谱 条 件 　 色 谱 柱：ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙ

ＳｈｉｅｌｄＴＭＲＰＣ１８（１５０ｍｍ ×４．６ｍｍ，３．５μｍ）；流

动相为甲醇（Ａ）０．２５％（体积比）冰醋酸水溶液（Ｂ）；

程序Ⅰ：梯度洗脱（０～５ｍｉｎ，１０％→２０％Ａ；５～１０

ｍｉｎ，２０％→２５％Ａ；１０～２０ｍｉｎ，２５％→３０％Ａ；

２０～３０ｍｉｎ，３０％→８０％Ａ；３０～３５ｍｉｎ，８０％Ａ；

３５～４０ｍｉｎ，８０％→１００％Ａ），程序Ⅱ：等度洗脱

８０％Ａ２０％Ｂ；流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ；紫外检测波长：

２８０ｎｍ；ＥＬＳＤ飘移管温度９０℃，气流量２．８Ｌ／ｍｉｎ
（压缩空气）；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。丹参素、原

儿茶醛、芍药苷、葛根素、阿魏酸、丹参酮ⅡＡ采用程

序Ⅰ梯度洗脱，紫外检测器检测；黄芪甲苷采用程序

Ⅱ等度洗脱，蒸发光散射检测器检测。

２．２　对照品储备液的配制　精密称取丹参素、原儿

茶醛、芍药苷、葛根素、阿魏酸及丹参酮ⅡＡ对照品

适量，７０％甲醇溶解，配成混合对照品溶液（丹参素

为８０μｇ／ｍＬ、原儿茶醛为４０μｇ／ｍＬ、芍药苷为４００

μｇ／ｍＬ、葛根素为４０μｇ／ｍＬ、阿魏酸为５０μｇ／ｍＬ、

丹参酮ⅡＡ为４０μｇ／ｍＬ）；另精密称取黄芪甲苷对

照品适量，７０％甲醇溶解，配成浓度为４９２μｇ／ｍＬ的

对照品溶液。

２．３　供试品溶液的制备　称取ＢＳＰ药材粉末３．８０

ｇ，五味药材丹参、川芎、黄芪、葛根、赤芍的质量比为

４４４４３。丹参、川芎两味药加６倍量７０％乙

醇提取２次，每次２ｈ，合并煎液，滤过，备用；药渣与

葛根、黄芪和赤芍三味药材加１０倍量水煎煮２次，

每次２ｈ，合并煎液，滤过，备用；２次滤液合并，蒸干，

加７０％甲醇适量，超声，待样品溶解后转移至１００

ｍＬ量瓶，补充７０％甲醇至刻度，摇匀并经０．４５μｍ
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有机微孔滤膜滤过，即得。

２．４　方法学考察

２．４．１　系统适用性实验　分别取对照品储备液、供

试品溶液各１０μＬ，按２．１项下色谱条件测定，记录

色谱图（见图１、图２），丹参素、原儿茶醛、芍药苷、葛

根素、阿魏酸、丹参酮ⅡＡ和黄芪甲苷的理论塔板数

分别为６８３９、１２０２３、２２６９１、２３６７２、４８３９５、４３５８０１、

１４８３０７３；相邻色谱峰的分离度均大于１．５；对称因子

均在０．９５～１．０５之间，均符合定量分析要求。

图１　混合对照品（Ａ）和样品（Ｂ）的ＨＰＬＣＵＶ图谱

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣＵＶｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

ｏｆｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄ（Ａ）ａｎｄｓａｍｐｌｅ（Ｂ）ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

１：Ｔａｎｓｈｉｎｏｌ；２：Ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｌｄｅｈｙｄｅ；３：Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ；４：

Ｐｕｅｒａｒｉｎ；５：Ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ；６：ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ

图２　黄芪甲苷对照品（Ａ）和样品（Ｂ）的ＨＰＬＣＥＬＳＤ图谱

Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣＥＬＳＤｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

ｏｆａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｓｔａｎｄａｒｄ（Ａ）ａｎｄｓａｍｐｌｅ（Ｂ）ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

２．４．２　线性关系考察　精密吸取２．２项下的混合

对照品储备液，用７０％甲醇配制成系列的混合标准

品溶液（丹参素依次为１、２、４、８、１６、３２、６４、８０μｇ／

ｍＬ；原儿茶醛依次为０．５、１、２、４、８、１６、３２、４０μｇ／

ｍＬ；芍药苷依次为５、１０、２０、４０、８０、１６０、３２０、４００

μｇ／ｍＬ；葛根素依次为０．５、１、２、４、８、１６、３２、４０μｇ／

ｍＬ；阿魏酸依次为０．６２５、１．２５、２．５、５、１０、２０、４０、５０

μｇ／ｍＬ；丹参酮ⅡＡ依次为０．５、１、２、４、８、１６、３２、４０

μｇ／ｍＬ），进样体积１０μＬ，以峰面积积分值Ｙ 为纵

坐标，以进样量Ｘ（μｇ）为横坐标制定标准曲线，计算

回归方程和线性范围。另精密吸取２．２项下的黄芪

甲苷对照品储备液，用７０％甲醇配制成系列标准品

溶液（依次为３．１２５、６．２５、１２．５、２５、５０、１００、２００、２４６

μｇ／ｍＬ），进样体积１０μＬ，以对照品峰面积的常用对

数值Ｙ 为纵坐标，以进样量Ｘ（μｇ）的常用对数值为

横坐标进行线性回归，计算回归方程和相关系数。

以最低检测限信噪比Ｓ／Ｎ＝３和最低定量限信噪比

Ｓ／Ｎ＝１０为原则，分别计算丹参素、原儿茶醛、芍药

苷、葛根素、阿魏酸、丹参酮ⅡＡ和黄芪甲苷的最低

检测限和最低定量限，见表１，均符合定量分析

要求。　　　

２．４．３　稳定性实验　取同一供试品溶液１０μＬ，分

别于０、２、４、８、１２、２４ｈ按２．１项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。计算样品中各成分含量的ＲＳＤ，结

果丹参素、原儿茶醛、芍药苷、葛根素、阿魏酸、丹参

酮ⅡＡ及黄芪甲苷的ＲＳＤ分别为０．８５％、０．５８％、

０．６２％、０．９７％、０．９３％、０．８７％、０．７９％，均符合定

量分析要求。

２．４．４　加样回收实验和精密度实验　精密称取一

定量的ＢＳＰ药材约１．９ｇ，共９份，分别精密加入高、

中、低３个浓度的７种对照品。按２．３项下制备方

法制备样品溶液，按２．１项下色谱条件进样分析，计

算加样回收率。同一浓度１ｄ内测定５次，计算日内

精密度；同一浓度每日测定１次连续测定５ｄ，计算

日间精密度，结果见表２，均符合定量分析要求。

２．５　样品的测定　按２．３项下的方法制备３批供

试品溶液，按２．１项下色谱条件进样测定，每批分别

平行测定３次，记录峰面积，代入标准曲线，计算丹

参素、原儿茶醛、芍药苷、葛根素、阿魏酸、丹参酮ⅡＡ
及黄芪甲苷的含量，结果见表３。
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表１　ＢＳＰ中７种有效成分的线性关系

Ｔａｂ１　ＬｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｎａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｏｆＢＳＰ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｍ／μｇ ＬＯＤｍ／ｎｇ ＬＯＱｍ／ｎｇ

Ｔａｎｓｈｉｎｏｌ Ｙ＝３２４３３０Ｘ－１８７１．９ ０．９９９８ ０．０１０．８ ５ １０

Ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｌｄｅｈｙｄｅ Ｙ＝３２４６９００Ｘ－８１７８．３ ０．９９９７ ０．００５０．４ １．２５ ２．５

Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ Ｙ＝５０１６Ｘ－２８３．４５ ０．９９９８ ０．０５４ ２５ ５０

Ｐｕｅｒａｒｉｎ Ｙ＝５７９９３Ｘ－５０３．６９ ０．９９９７ ０．００５０．４ ２．５ ５

Ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ Ｙ＝１８９５４００Ｘ－２０５０．８ １．００００ ０．００６０．５ １．０６ ３．１３

ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ Ｙ＝２１６０５００Ｘ＋３７７．５９ １．００００ ０．００５０．４ １．２５ ２．５

Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ Ｙ＝１．７５５６Ｘ＋６．０５３ ０．９９９３ ０．０３１２．４６ １５．６３ ３１．２５

　ＢＳＰ：Ｂｌｏｏｄｉｎｖｉｇｏｒａｔｉｎｇａｎｄｓｔａｓｉｓｒｅｍｏｖｉｎｇｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；ＬＯＤ：Ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ；ＬＯＱ：Ｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔｙ

表２　回收率和精密度实验结果

Ｔａｂ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅａｓｓａｙ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｋｎｏｗｎａｍｏｕｎｔ
ｍ／ｍｇ

Ａｄｄｅｄａｍｏｕｎｔ
ｍ／ｍｇ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％）

Ｍｅａｎ ＲＳＤ

Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（％）

Ｉｎｔｒａｄａｙ Ｉｎｔｅｒｄａｙ

Ｔａｎｓｈｉｎｏｌ ２．１８ １．６８ １００．１ ０．８４ ０．３６ １．１４

２．１９ ２．１０ ９９．０３ １．１３ ０．５６ １．２３

２．１９ ２．５２ ９８．４０ ０．９８ ０．５３ ０．９８

Ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｌｄｅｈｙｄｅ ０．２４ ０．１８ ９８．４７ ０．７３ ０．５７ ０．７８

０．２５ ０．２３ ９９．５８ ０．９２ ０．７３ ０．８７

０．２５ ０．２８ ９９．０５ １．０８ ０．５８ ０．９５

Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ８．５１ ６．７８ ９７．５６ １．４１ ０．７７ ０．８８

８．５０ ８．４７ ９８．２２ １．０２ ０．８４ ０．９４

８．５２ １０．１６ ９９．６４ １．２１ ０．６８ １．２３

Ｐｕｅｒａｒｉｎ １．５２ １．２０ ９９．３５ ０．８９ ０．３７ ０．７８

１．５１ １．５０ ９８．１３ ０．９４ ０．４７ ０．８３

１．５３ １．８０ １０１．０ ０．９３ ０．４５ ０．８６

Ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ １．４０ １．１０ ９８．７３ ０．５３ ０．５３ ０．６８

１．４１ １．３８ ９９．０４ ０．６３ ０．３７ ０．８５

１．４０ １．６６ ９９．４６ ０．３６ ０．５７ ０．７９

ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ ０．５８ ０．４８ ９９．２４ ０．４５ ０．４１ ０．５６

０．５９ ０．６０ １００．２ ０．４７ ０．５４ ０．７２

０．５９ ０．７２ ９９．７９ ０．７６ ０．４３ ０．８５

Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ５．９４ ４．７４ ９７．１４ １．５７ ０．９８ １．２２

５．９５ ５．９２ ９８．５７ １．２６ １．１５ １．３５

５．９６ ７．１０ ９８．８４ １．６６ １．０２ １．１９

表３　ＢＳＰ中各成分的含量

Ｔａｂ３　ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｓｅｖｅｎａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｏｆＢＳＰ

ｗＢ／（ｍｇ·ｇ－１）；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｂａｔｃｈ Ｔａｎｓｈｉｎｏｌ Ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｌｄｅｈｙｄｅ Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ Ｐｕｅｒａｒｉｎ Ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ

１ １．１５±０．０１ ０．１３±０．０１ ４．４８±０．０１ ０．８０±０．０１ ０．７４±０．０１ ０．３１±０．０１ ３．１３±０．０２

２ １．１６±０．０１ ０．１３±０．０１ ４．４７±０．０２ ０．８０±０．０１ ０．７０±０．０１ ０．３０±０．０１ ３．１１±０．０２

３ １．１５±０．０２ ０．１２±０．０１ ４．４８±０．０１ ０．７９±０．０１ ０．７２±０．０２ ０．３１±０．０１ ３．１３±０．０１

　ＢＳＰ：Ｂｌｏｏｄｉｎｖｉｇｏｒａｔｉｎｇａｎｄｓｔａｓｉｓｒｅｍｏｖｉｎｇｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
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３　讨　论

３．１　ＢＳＰ供试品制备条件的考察　丹参、川芎两味

药材用７０％乙醇加热回流提取２次，葛根、黄芪和

赤芍三味药材采用水煎煮法提取２次，得到的滤液

合并，蒸干，分别用５０％、７０％、８５％甲醇溶解，结果

显示用７０％甲醇溶解检测出的有效成分含量最高，

药材中丹参素、原儿茶醛、芍药苷、葛根素、阿魏酸、

丹参酮ⅡＡ 和黄芪甲苷的含量（平均值）分别为

１．１５、０．１３、４．４８、０．８０、０．７２、０．３１、３．１２ｍｇ／ｇ。

３．２　流动相选择　采用甲醇０．５％（体积比）冰醋

酸溶液［７］为流动相测定ＢＳＰ中有效成分的含量，结

果芍药苷和葛根素分离度不理想。实验又考察了甲

醇０．７５％（体积比）冰醋酸溶液、甲醇０．２５％（体积

比）冰醋酸溶液、甲醇水为流动相以及流速和柱温

（２０℃、２５℃、３０℃）等条件对分离效果的影响，结果

只有甲醇０．２５％（体积比）冰醋酸溶液为流动相能

使有效成分达到基线分离，且在流速０．８ｍＬ／ｍｉｎ
和柱温３０℃的条件下峰形最好。得到的最佳色谱

条件为：甲醇０．２５％（体积比）冰醋酸溶液，流速０．８

ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃。

３．３　检测波长选择　丹参素、原儿茶醛、葛根素、阿

魏酸和丹参酮ⅡＡ 的最大吸收波长分别为２８０、

２８０、２５４、３２０、２７０ｎｍ，实验证明这些成分在２８０ｎｍ
处均有较大吸收值。芍药苷的最大吸收波长为２３０

ｎｍ，在２８０ｎｍ波长检测所得的最低检测限较高［８］，

但由于ＢＳＰ中芍药苷的含量较高，不影响最终的测

定结果，因此，最终选择２８０ｎｍ单波长检测，便于方

法的推广。

３．４　黄芪甲苷检测条件选择　黄芪甲苷仅在２００

ｎｍ左右有弱的末端吸收，因而操作条件须十分严

格，噪音对结果影响较大，灵敏度也较低，目前多采

用 ＨＰＬＣＥＬＳＤ和 ＨＰＬＣＵＶ 两种方法检测黄芪

甲苷［９１０］，采用 ＨＰＬＣＥＬＳＤ法更能准确、灵敏地测

定黄芪甲苷的含量。
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