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［摘要］　目的：建立同时测定丹参中２种水溶性成分和２种脂溶性成分的方法。方法：ＨＰＬＣＤＡＤ法，采用ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ
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隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ浓度分别在３．７６～１２０．２０μｇ·ｍｌ
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－１（ｒ＝０．９９９６）范围内呈良好的线性关系。４种成分精密度试验ＲＳＤ＜

１％。４８ｈ内稳定性ＲＳＤ＜１％。加样回收率为９９．７２％～１００．６３％。结论：该含量测定方法简便，分离效果好，能同时测定丹

参中迷迭香酸、丹酚酸Ｂ、隐丹参酮及丹参酮ⅡＡ四种有效成分的含量，结果准确可靠。
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　　中药丹参ＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａＳａｌｖｉａｅＭｉｌｔｉｏｒｒｈｉ
ｚａｅ为唇形科植物丹参ＳａｌｖｉａＭｉｈｉｏｒｒｈｉｚａＢｇｅ．的

干燥根及根茎，具有祛瘀止痛、活血通经、清心除烦
之功效。研究证实，丹参主要含有脂溶性和水溶性
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两类成分，不同的成分具有各自不同的药理活性。

２００５年版《中国药典》［１］中建立了分别测定丹参中水
溶性成分丹酚酸Ｂ和脂溶性成分丹参酮ⅡＡ的方
法。但要全面地控制中药丹参的质量，仅测定其中
的２个成分是远远不够的，而应该测定其中能代表
丹参作用的有效成分群。目前，对丹参中化学成分
进行测定的方法，文献中多有报道［２９］。前人建立了
同时测定丹酚酸Ｂ、丹参素、原儿茶醛、丹参酮ⅡＡ、
二氢丹参酮Ⅰ、隐丹参酮中部分成分的方法。丹参
中所含的迷迭香酸具有抗氧化、抗炎、免疫调节、抗
血栓、抗血小板聚集、抗菌、抗病毒、抗肿瘤等活
性［１０］，应作为控制丹参质量的一个重要指标。对于
含有水溶性和脂溶性成分的丹参，迫切需要建立一
种快速、简便、同时测定其中多种成分的方法。本实
验采用梯度洗脱法，建立了同时测定丹参中极性差
异较大的丹酚酸Ｂ、迷迭香酸、隐丹参酮及丹参酮Ⅱ
Ａ含量的方法，该法简便、准确、重现性好，且具有足
够的灵敏度，可为丹参药材的品质评价提供参考依
据。

１　仪器和试药

　　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＬＣ高效液相色谱仪：低压四元梯
度泵；在线脱气机；自动进样器；柱温箱；ＣｈｅｍＳｔａ
ｔｉｏｎ色谱工作站。上海淀久 ＤＪ０４药材粉碎机；

ＭＥＴＴＬＥＲＡＥ２４０电子天平；ＢＲＡＮＳＯＮＳＢ３２００
Ｔ型超声仪。迷迭香酸、丹酚酸Ｂ、隐丹参酮及丹参
酮ⅡＡ对照品均为自制，经 ＨＰＬＣ面积归一化法检
查，纯度均高于９９．０％。丹参药材由上海华宇药业
有限公司ＧｏｏｄＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＰｒａｃｔｉｃｅ（ＧＡＰ）试验基
地提供，由第二军医大学药学院宓鹤鸣教授鉴定为
丹参ＳａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａＢｇｅ．的干燥根。

　　甲醇为色谱纯（购自Ｆｉｓｈｅｒ公司），冰醋酸为分
析纯（购自上海精细科技研究所），水为娃哈哈纯净
水。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＴＣＣ１８柱
（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），柱号：８８０９２５９０２；流动
相：Ａ相为２％醋酸溶液，Ｂ相为甲醇，梯度洗脱，洗
脱程序如下：１０～１５ｍｉｎ，３０％ Ｂ～４０％ Ｂ；１５～２０
ｍｉｎ，４０％ Ｂ～６０％ Ｂ；２０～２５ｍｉｎ，６０％ Ｂ～９０％
Ｂ；２５～４０ｍｉｎ，９０％ Ｂ；检测波长为：２８１ｎｍ；流速：

１．０ｍｌ·ｍｉｎ－１；进样量２０μｌ。进样前以流动相梯
度初始条件平衡１５ｍｉｎ。

２．２　溶液的制备

２．２．１　对照品溶液的制备　分别精密称取迷迭香
酸、丹酚酸 Ｂ、隐丹参酮、丹参酮 ⅡＡ 对照品各

３０．０５、２７３．６３、５．０８、８．１８ｍｇ置２５０ｍｌ棕色量瓶
中，加５０％甲醇溶解并定容，作为对照品溶液。

２．２．２　丹参药材样品溶液的制备　精密称取丹参
药材粗粉０．３ｇ（过４０目筛，６０℃干燥至恒定质量），
置具塞锥形瓶中，加５０％甲醇５０ｍｌ，称质量，超声处
理３０ｍｉｎ后再用５０％甲醇补质量，提取液经０．４５

μｍ微孔滤膜滤过，弃去初滤液，取续滤液，即得丹参
药材样品溶液，置于４℃冰箱中保存。

２．３　方法学考察

２．３．１　系统适应性　在２．１项的色谱条件下，以对
照品溶液和样品进样，根据色谱参数计算系统适应
性。样品溶液的 ＨＰＬＣ色谱图中迷迭香酸、丹酚酸

Ｂ、隐丹参酮和丹参酮ⅡＡ 的理论塔板数分别为

１７１６２２、２１８０５９、６６５８９９和４８０１９７；分离度分别为

２．４５９、２．８１８、４．３４６和３．４３２；拖尾因子分别为

１．１０７、１．１１３、１．１２７和１．０１３，均符合含量测定要
求。对照品及样品的色谱图见图１。

图１　对照品（Ａ）和样品（Ｂ）溶液的ＨＰＬＣ／ＤＡＤ色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣ／ＤＡＤｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆ

ｓｔａｎｄａｒｄｓａｎｄｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
１：Ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ；２：ＳａｌｖｉａｍｏｌｉｃａｃｉｄＢ；３：Ｃｌｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎ；４：Ｔａｎ

ｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ

２．３．２　线性关系　精密吸取对照品混合溶液逐级
用５０％甲醇减半稀释，得６个浓度梯度的对照品混
合溶液（迷迭香酸依次为：３．７６，７．５１，１５．０３，３０．０５，

６０．１，１２０．２μｇ·ｍｌ
－１，丹酚酸 Ｂ 依次为：３４．２，

６８．４１，１３６．８１，２７３．６３，５４７．２５，１０９４．５μｇ·ｍｌ
－１，

隐丹参酮依次为：０．６４，１．２７，２．５４，５．０８，１０．１６，

２０．３２μｇ·ｍｌ
－１，丹参酮ⅡＡ 依次为：１．０２，２．０５，
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４．０９，８．１８，１６．３６，３２．７２μｇ·ｍｌ
－１）。照２．１项下

色谱条件进样测定，以对照品溶液的浓度为横坐标
（Ｘ），以峰面积值为纵坐标（Ｙ）绘制标准曲线，计算
回归方程迷迭香酸在３．７６０～１２０．２０μｇ·ｍｌ

－１的浓

度范围内，回归方程 Ｙ＝１１．２７９Ｘ－０．２３６６，ｒ＝
０．９９９９；丹酚酸Ｂ在３４．２０～１０９４．５μｇ·ｍｌ

－１的

浓度范围内，回归方程 Ｙ＝２６３．８７Ｘ ＋５３．８，ｒ＝
０．９９９９；隐丹参酮在０．６４００～２０．３２μｇ·ｍｌ

－１的

浓度范围内，回归方程 Ｙ＝４．４３９Ｘ－０．６８６５，ｒ＝
０．９９９９；丹参酮ⅡＡ在１．０２０～３２．７２μｇ·ｍｌ

－１的

浓度范围内，回归方程Ｙ＝６．９１２２Ｘ＋６．６２２４，ｒ＝
０．９９９６。

２．３．３　精密度　在２．１项色谱条件下，分别以对照
品溶液连续进样５次，计算其峰面积的相对标准偏
差（ＲＳＤ），结果迷迭香酸、丹酚酸Ｂ、隐丹参酮、丹参
酮ⅡＡ峰面积积分值ＲＳＤ分别为０．１５％、０．２２％、

０．６２％、０．５０％，符合含量测定要求。

２．３．４　稳定性　精密称取批号Ｇ２００４０３１５０２的丹
参药材粉末０．３ｇ，照２．２．５项下的方法制备样品溶
液。分别在０、３、６、１２、１８、２４、３６、４８ｈ测定４种有效
成分的峰面积，计算其ＲＳＤ，结果迷迭香酸、丹酚酸

Ｂ、隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ峰面积积分值ＲＳＤ分别为

０．０８％、０．０７％、０．１２％、０．２２％，符合含量测定要
求。

２．３．５　重复性　精密称取批号为Ｇ２００４０３１５０２丹
参药材粉末５份各约０．３ｇ，按照２．２．２项方法制备

样品溶液，测定４种有效成分的含量，计算其ＲＳＤ，
结果迷迭香酸、丹酚酸Ｂ、隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ四
种成分含量测定结果的重复性，其 ＲＳＤ 分别为

０．２１％、０．５０％、０．１６％、０．５４％，符合含量测定要
求。

２．３．６　最低检测限　将迷迭香酸、丹酚酸Ｂ、隐丹
参酮和丹参酮ⅡＡ对照品溶液分别稀释进样，以信
噪比为３１确定最低检测限分别为０．０３７５、

０．０３４２、０．０６３０、０．０１０２μｇ·ｍｌ
－１，符合含量测定要

求。

２．３．７　回收率　精密称取迷迭香酸、丹酚酸Ｂ、隐
丹参酮和丹参酮 ⅡＡ 含量分别为 ０．３０５５％、

２．０８６２％、０．０８１８％和０．１１６９％的丹参药材粉末
（批号 Ｇ２００４０３１５０２），各约０．３ｇ，分别精密加入

０．９６ｍｇ·ｍｌ－１迷迭香酸对照品溶液、６．３２ｍｇ·

ｍｌ－１丹酚酸Ｂ对照品溶液、０．２４ｍｇ·ｍｌ－１的隐丹
参酮对照品溶液、０．３５ｍｇ·ｍｌ－１的丹参酮ⅡＡ对照
品溶液各１．０ｍｌ，分别按２．２．２项方法制备样品溶
液，测定４种有效成分的含量，结果其平均加样回收
率为 １００．０７％、９９．７２％、１００．６３％、９９．８４％；其

ＲＳＤ分别为０．５３％、０．３４％、１．１３％、１．０５％，符合含
量测定要求。

２．４　样品测定　精密称取６个不同产地的丹参药
材粉末各０．３ｇ，分别按２．２．２项方法制备样品溶液
并测定，结果见表１。

表１　不同产地的丹参药材中四种成分的含量结果

Ｔａｂ１　ＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆｆｏｕｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａＳａｌｖｉａｅＭｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｅｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｒｅａｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，ｍｇ·ｇ－１）

Ｂａｔｃｈ Ｈａｂｉｔ Ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ ＳａｌｖｉａｍｏｌｉｃａｃｉｄＢ Ｃｌｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎ ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ

Ｔ２００４０２０５０１ ＧａｎｙｕＪｉａｎｇｓｕ １．６２±０．０１ １１．２９±０．０５ ０．６９±０．０２ １．４９±０．０１
Ｔ２００４０３０８０１ ＬｉｎｑｕＳｈａｎｄｏｎｇ ３．０７±０．０１ ２０．７３±０．４３ １．３８±０．０１ １．７４±０．０３
Ｔ２００４０２２４０１ ＰｉｎｇｙｉＳｈａｎｄｏｎｇ ４．３８±０．０４ ２２．５１±０．６４ １．８５±０．０５ ２．５０±０．０１
Ｇ２００３０８０１０１ ＤｏｎｇｔａｉＪｉａｎｇｓｕ １．１６±０．０４ ８．７６±０．０１ ０．０９±０．００ ０．２４±０．０２
Ｇ２００３０５０６０１ ＬｕｏｎｉｎｇＨｅｎａｎ １．０１±０．０１ ３．８１±０．００ ０．０７±０．００ ０．１８±０．０１
Ｇ２００４０３１５０２ ＢｕｎｉｎｇＪｉａｎｇｓｕ ３．０５±０．０２ ２０．８６±０．２８ ０．８１±０．０１ １．１６±０．００

３　讨　论

３．１　样品溶液的制备　在对丹参药材样品溶液的
制备中，有文献［５］报道采用５０％乙醇回流提取效果
最好，本实验对比了不同提取方法（超声、回流）、不
同提取溶剂（１００％甲醇、５０％甲醇、５０％乙醇）对丹
参药材的提取效果，结果采用超声与回流的效果相
差不大，采用５０％甲醇超声与采用５０％乙醇回流效
果相当，但较采用１００％甲醇超声的提取效果要好

得多，综合经济实用、快捷简便等各个方面，故确定
最终的提取条件采用５０％甲醇５０ｍｌ，超声处理３０
ｍｉｎ。这样既可把其中有效成分尽可能多的提取出
来，又可节约时间，方便操作。

３．２　流动相的选择　文献多用甲醇与水、乙腈与水
不同比例进行梯度洗脱，结果表明，只有脂溶性丹参
酮类成分能得到较好的分离，水溶性成分几乎不被
分离。考虑到丹参中含有极性较强的酚酸类成分，
分离效果不好，故向流动相中加入一定比例的醋酸；
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水溶性成分中，由于迷迭香酸与丹酚酸Ｂ的极性极
其接近，而隐丹参酮和丹参酮ⅡＡ属脂溶性成分，所
以无法采用等度洗脱的方法同时对４个成分进行分
离。经实验考察，采用２％的醋酸溶液和甲醇溶液
为流动相进行梯度洗脱，４个成分均能够实现良好
分离。

３．３　检测波长的选择　经紫外检测，迷迭香酸的的
最大紫外吸收为２８０～３６０ｎｍ，丹酚酸Ｂ的最大吸
收波长为２３０ｎｍ和２８５ｎｍ，丹参酮ⅡＡ的最大吸
收在２５０～２８０ｎｍ，隐丹参酮在２８１ｎｍ附近有吸
收。经实验证明，以２８１ｎｍ为检测波长，迷迭香酸、
丹酚酸Ｂ、隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ均可被检出。

　　本实验成功采用梯度洗脱的方法同时测定丹参
中迷迭香酸、丹酚酸、隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ４个成
分的含量，样品分析时间小于３５ｍｉｎ，所测定丹参药
材中４个成分的含量数据与文献［７９］报道基本一致，
因产地差异其含量表现出一些差异。这可为丹参药
材的化学评价提供方法和依据，为药典含量测定方
法的修订提供根据。
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《细支气管肺泡细胞癌》已出版

　　本书由李强、韩一平著，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８６８８，１６开，定价１３８．００元。

　　本书是国内第一部关于“细支气管肺泡癌（ＢＡＣ）”的专业性论著，分上、下两篇，系统地阐述了细支气管肺泡癌的流行病

学、生物学特性以及ＢＡＣ发生、发展的分子遗传学机制、病理组织学特征及其影像学改变和临床表现之间的关系；同时对疾病

的诊断、鉴别诊断和治疗现状，尤其是对当前ＢＡＣ的治疗热点———生物靶向治疗和外科手术术式的改进作了详细的描述，反

映了目前ＢＡＣ基础和临床研究的新动态和新进展。

　　本书的一个亮点是每一位参与编写的作者均从各自的临床实践经验出发，以病例为基础，采用图文并茂的形式，力求深入

浅出地将ＢＡＣ的病理、影像及临床特征和表现规律呈现给读者。
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