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摘  要:目的:比较不同厂家丹参注射液的质量,并应用对照品对照和高效液相色谱 - 质谱联用技

术对其主要成分进行定性分析。方法:采用 Zorbax Extend C18色谱柱, 以乙腈 - 0. 05%三氟乙酸水溶

液为流动相梯度洗脱,流速为 0. 8mL# m in
- 1
,检测波长为 288nm, 测定了 18个不同厂家生产的丹参注

射液的 HPLC- UV指纹图谱以及代表性厂家注射液的 HPLC- DAD- MS图谱。结果: 18个不同厂家

生产的丹参注射液在所含化学成分的数目和含量上差异显著;利用对照品对照和 HPLC- DAD- MS技

术指认了丹参注射液中的 15个酚酸类成分。结论:本方法可用于测定不同来源的丹参注射液的色谱指

纹图谱,并为丹参注射液的全面质量评价和生产工艺监控提供了可行的方法。
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  丹参为唇形科鼠尾草属植物丹参 (Sa lvia m iltior2

rhiza Bunge. )的干燥根及根茎
[ 1]
。现代药理学研究表

明
[ 2]
,丹参对心脑血管系统、消化系统、呼吸系统、中

枢神经系统、免疫系统等均有保护作用。丹参的化学

成分主要为脂溶性的二萜醌类和水溶性的酚酸类两大

类。早期的研究工作主要针对丹参的脂溶性成分, 20

世纪 80年代初国内学者开始对丹参及同属植物中的

水溶性成分进行分离和鉴定研究工作, 从中分离得到

20多个化合物,其中酚酸类化合物为主要成分。药理

实验证明酚酸类成分具有很强的心、脑血管方面的活

性
[ 3]
。以丹参水溶性成分为活性成分的丹参注射液

为丹参经加工制成的灭菌水溶液,具有活血化瘀,通脉

养心的作用,主要用于治疗冠心病, 心绞痛等疾病
[ 4]
。

丹参注射液近年在临床上应用广泛, 特别是在心脑血

管疾病、肝病、肾炎、肺炎、肺心病、胰腺炎、降压、五官

科、儿科等方面的治疗作用, 且用药安全, 副作用小。

目前丹参注射液的生产厂家众多, 注射液中所含化学

成分的含量也有很大差别, 所以开展丹参水溶性成分
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的研究对于控制丹参注射液质量具有重要意义。我们

先前的工作主要针对同一厂家不同批号的丹参注射

液
[ 7]
。本文首次对比了 18个不同厂家生产的丹参注

射液的指纹图谱,并通过与对照品对照和应用高效液

相色谱 - 质谱联用技术对丹参注射液中的成分进行了

分析, 共指认了 15个丹参酚酸类成分, 并分析了其化

学成分的异同,为全面控制丹参注射液的质量,加强生

产工艺控制提供了可行的质量控制方法。

一、材料与方法

1. 仪器与材料

Agilent 1100高效液相色谱仪 (Agilent Technolo2

gies, Germany), 配有二极管阵列检测器。LCQ
TM

Ad2

vantage离子肼质谱仪 ( F innigan, San Jose, CA, USA ),

配有 ESI离子源及 F inn igan Xca libur数据处理系统。

乙腈为色谱纯 (加拿大 Ca ledon公司 ),双蒸水, 其他试

剂均为分析纯。丹参注射液由 18个厂家邮寄, 来源见

表 1。对照品丹参素、紫草酸、丹酚酸 B、丹酚酸 C由

本室人员从丹参药材中分离获得, 并通过 UV, IR,

NMR, MS等方法对其进行结构确认,纯度均大于 95%

(HPLC测定 );对照品原儿茶醛、迷迭香酸购自江西本

草天工科技有限责任公司,纯度均大于 98% (HPLC测

定 );对照品原儿茶酸、香草酸、咖啡酸、阿魏酸购自中

国药品生物制品检定所, 纯度均大于 98% (HPLC测

定 )。结构式见图 1。

2. 色谱条件

( 1)液相色谱条件。

Agilent Zorbax Extend C18 ( 250mm @4. 6mm ID,

5Lm )色谱柱 (Agilent); Agilent Zorbax Extend C18保护

柱 ( 20mm @4mm ID, 5Lm );流动相采用乙腈 (A ) -

0105%三氟乙酸水溶液 ( B)进行梯度洗脱: 0~ 7m in由

2% A升至 10% A, 7~ 20m in由 10% A升至 23% A, 20

~ 35m in由 23% A升至 27% A, 35~ 50m in由 27% A升

至 60% A;流速: 0. 8mL /m in;检测波长: 288nm;柱温:

20e ;进样量: 20L l。

( 2)液相色谱 - 质谱联用条件。

液相色谱条件同上,流动相改为乙腈 (A ) - 0. 4%

甲酸水溶液 ( B);质谱条件: ESI离子源;负离子检测;

扫描范围: m / z100 ~ 1000;鞘气流速 30arb;辅助气流

速 5arb;电喷雾电压 4. 50kV;毛细管温度 350e ;毛细

管电压 - 9. 00V;管棱镜补偿电压 - 50. 00V。

3. 溶液配制

( 1)对照品溶液的制备。

分别精密称取 10个酚酸类成分对照品适量,置于

2mL容量瓶中, 70%甲醇溶解并定容至刻度,配制成浓

度已知的混合对照溶液 ( 100~ 500Lg/mL),备用。

( 2)供试品溶液的制备。

精密取丹参注射液 1. 0mL, 精密加入蒸馏水 3.

0mL,混合均匀,过 0. 22Lm微孔滤膜,即得。

二、实验结果

1. 不同厂家生产的丹参注射液指纹图谱分析

将来自 18个不同生产厂家的丹参注射液 (见表

1)进行 HPLC- UV分析, 记录色谱图 (见图 2)。

表 1 18个丹参注射液样品的生产厂家及其批号

编号 批号 生产厂家

1 041005 江苏安格药业有限公司

2 040823 云南大理药业有限公司

3 041005 浙江康恩贝制药有限公司

4 040802 四川成都天台山制药有限公司

5 040619 浙江正大青春宝药业有限公司

6 20041207 浙江宁波天真制药有限公司

7 040401 吉林东北虎药业股份有限公司

8 041204 四川雅安三九药业有限公司

9 020101 上海第一制药厂

10 040404 上海通用药业有限公司

11 020707 吉林辉南辉发制药股份有限公司

12 1101 四川宜宾制药厂

13 041106 上海通用总公司

14 03080011 上海新冈制药厂

15 040701 上海中西制药有限公司

16 040907 江西桔都药业有限公司

17 041202 四川升和制药有限公司

18 041113 山西万荣三九药业有限公司
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图 1 10个酚酸类成分的结构式 (括号中化合物编号与图 3中色谱峰的编号相一致 )

  ( 1)数据对比法。

从图 2中可以看出不同厂家生产的丹参注射液在

所含化学成分的数目及其含量上存在很大差异。对丹

参注射液指纹图谱中特征峰的峰面积 (见表 2)进行比

较,得出下面结果: ¹18个丹参注射液样品中丹参素

和原儿茶醛的峰面积均大于多酚酸类成分的峰面积,

说明药材中的主成分 (丹酚酸 B及其它多酚酸类成

分 )经提取、纯化等

工艺过程后, 大多转

变成单聚体小分子

丹参素和原儿茶醛。

º丹参药材中含量

最高, 活性最强的成

分为丹酚酸 B
[ 5]
, 但

在浙江杭州正大青春

宝药业有限公司 (批

号 为 040619, NO.

5),吉林东北虎药业

股份有限公司 (批号

为 040401, NO. 7 ),

上海第一制药厂 (批

号 为 020101, NO.

9),上海通用药业有

限公司第三公司 (批

号 为 040404, NO.

10), 吉林辉南辉发

制药股份有限公司

(批 号 为 020707,

NO. 11)和江西桔都

药业有限公司 (批号

为 040907, NO. 16 )

生产的丹参注射液

样品中丹酚酸 B的

峰面积值远远小于

18个厂家生产的丹

参注射液样品中丹

酚酸 B峰面积的平

均值, 其中 NO. 7,

NO. 10和 NO. 11丹参注射液样品中不仅丹酚酸 B的

含量偏低,而且其它酚酸类成分的峰面积值也远远小

于平均值,说明这些批次的注射液质量欠佳。»浙江

康恩贝制药有限公司 (批号为 041005, NO. 3),四川成

都天台山制药有限公司 (批号为 040802, NO. 4), 上海

通用总公司 (批号为 041106, NO. 13)和四川升和制药

有限公司 (批号为 041202, NO. 17)生产的丹参注射液
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图 2 不同厂家生产的丹参注射液的 HPLC指纹图谱

(NO. 1~ 18见表 1)

虽含有各活性成分, 但每个活性成分的峰面积值均小

于平均值,注射液活性成分的整体含量较低。¼云南

大理药业有限公司 (批号为 040823, NO. 2), 四川雅安

三九药业有限公司 (批号为 041204, NO. 8), 四川宜宾

制药厂 (批号为 1101, NO. 12), 和山西万荣三九药业

有限公司 (批号为 041113, NO. 18)生产的丹参注射液

样品中各酚酸类成分的峰面积值均接近 18个厂家生

产的丹参注射液样品中酚酸类成分峰面积的平均值。

½江苏安格药业有限公司 (批号为 041005, NO. 1), 浙

江宁波天真制药有限公司 (批号为 20041207, NO. 6 ),

上海中西药业股份有限公司新冈制药厂 (批号为

03080011, NO. 14)和上海中西制药有限公司 (批号为

040701, NO. 15)生产的丹参注射液各成分含量较高,

多酚酸类成分保留较好,各活性成分峰面积值均大于

各酚酸类成分峰面积的平均值。

( 2)软件分析法。

采用 /中药色谱指纹图谱相似度评价系统

( 2004A)0软件进行数据处理, 18个不同厂家生产的

丹参注射液色谱指纹图谱经软件系统生成可反映注射

液质量的对照图谱,以此为基准,计算样本图谱与对照

图谱的相似度,根据相似度计算结果,将 18个不同厂

家生产的丹参注射液分为 3类, 见表 3。第 1类: 5个

厂家生产的丹参注射液的指纹图谱与对照图谱的相似

度大于 0. 950, 说明这些批次的丹参注射液所含酚酸

类成分全面,质量较好;第 2类: 8个厂家生产的丹参

注射液的指纹图谱与对照图谱的相似度介于 0. 850和

01950之间,这些批次的注射液所含的酚酸类成分也

较全面,但部分成分的比例与对照图谱不完全一致;第

3类:注射液指纹图谱与对照图谱的相似度小于 0. 850

的有 5个厂家生产的丹参注射液, 这些批次的注射液

所含化学成分的整体含量偏低,注射液质量欠佳,占总

分析样品的 27. 8%。

2. 丹参注射液的 HPLC- MS分析

丹参注射液及混合对照品溶液分别在上述 HPLC

- MS条件下进样分析,液相色谱图及总离子流图见图

3, 根据化合物的质荷比及相关文献
[ 6- 7]

, 对图中的主

要色谱峰进行了MS归属,相关数据见表 4。通过与对

68



 世界科学技术 ) 中医药现代化n 基础研究  

1Wor ld Science and T echnology /Moderniza tion of Traditiona l Ch ineseMed icine andMa teria Medica2  

表 2 丹参注射液指纹图谱中共有峰的峰面积值

  色谱峰名称

样品编号   
DSS* PAD* Sa lD RA* LA* Sa l B*

1 21346. 4 23160. 3 4160. 2 6558. 1 2817. 3 6809. 5

2 8743. 5 6438. 8 2391. 4 4130. 8 3098. 6 8190. 7

3 10465. 5 15464. 4 1904. 3 1926. 5 1557. 6 3183. 4

4 8847. 6 10074. 9 901. 4 477. 1 1555. 8 3282. 5

5 5097. 3 11413. 3 1239. 9 1820. 7 833. 9 1569. 8

6 15314. 6 16729. 4 2834. 1 5078. 8 4193. 8 14299. 4

7 1607. 7 3718. 7 128. 6 91. 4 20. 1 43. 5

8 5965 7928. 1 1211. 9 4618. 6 2082 7348. 9

9 15364. 7 20341. 8 3055. 5 4693. 6 1333. 7 1535

10 6639. 2 14144. 5 1283. 1 1674. 5 499. 5 708. 8

11 2785. 8 2390. 1 402. 7 627. 9 316. 7 409. 3

12 5461. 6 7736. 1 1464. 4 3764. 4 3742 9001. 7

13 18730 32510 2861. 8 10174. 2 2104. 9 5473. 7

14 28092. 5 33953. 3 8215. 1 11977. 1 4866 8381

15 13380. 3 21625. 8 3145. 2 5099. 8 5868. 7 16919. 6

16 3391. 1 4551. 6 560. 2 1368. 5 926. 7 1757. 1

17 6477. 4 10910. 3 1332. 5 4570. 4 1570. 9 6138. 7

18 8761. 6 12171. 3 1725 9052. 1 5263. 3 17420. 3

平均值 10359. 5 14181. 3 2156. 5 4316. 9 2369. 5 6248. 5

  * 已与标准品匹对。

DSS: danshensu; PAD: protocatechu ic a ldehyde; Sa l D: sa lvianolic ac id D; RA: rosmarinic acid; LA: lithosperm ic acid; Sa l B:

sa lvianolic acid B

表 3 相似度评价结果

分类 相似度范围 样品编号

Ñ 0. 950- 0. 999 1, 13, 14, 15, 17

Ò 0. 850- 0. 950 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11,

Ó 0. 450- 0. 850 2, 7, 12, 16, 18

照品对照和 HPLC- MS分析, 指认了丹参注射液中的

15个酚酸类成分, 分别为 danshensu ( 1), protocatechuic

acid( 2), protocatechu ic aldehyde( 3), salvianolic acid I( 6

or 7), salvianolic acidH ( 6 or 7), salvianolic ac id D ( 9),

salvianolic acid N( 10), salvianolic ac id E ( 11), rosmarinic

acid( 12), lithosperm ic acid( 13), sa lvianolic ac id B( 14),

isosalvianolic acid B( 15), sa lvianolic acid L( 16), salvian2

olic acidA ( 17)和 isosalvianolic acid C( 18)。

三、实验讨论

丹参注射液中含有大量的酚酸类化合物, 且极性

范围跨度较大,故采用梯度洗脱;化合物均含有若干个

酚羟基,呈弱酸性,故采用酸性缓冲系统。采用二极管

阵列检测器对检测波长进行了考察, 结果表明酚酸类

化合物在 288nm处均呈现良好的紫外吸收, 色谱信息

最为丰富,故选用 288nm作为检测波长。
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目前,丹参注射液的质量标准收载于部颁标准第

二十册 (WS3- B - 3766- 98), 其中只对原儿茶醛进

行了含量测定;然而丹酚酸 B在药材中含量最高
[ 8]
,

且具有纤溶, 增加冠脉流量等作用, 是主要的活性成

分,在丹参注射液的指纹图谱中,各厂家生产的丹酚酸

B的含量最大可相差 10倍, 所以有必要增加对丹酚酸

B的含量测定,以全面控制丹参注射液的质量。

图 3 LC - M S色谱图:混合标准溶液 (A)及丹参注射

液样品 (B );总离子流图:混合标准溶液 ( C )及丹参注

射液样品 ( D ) . Dan shen su ( 1 ), protoca techu ic ac id

( 2) , protoca techu ic a ldehyde( 3), van illic a c id( 4), caf2

feic ac id ( 5 ), feru lic a cid ( 8) , rosm ar in ic a cid ( 12) ,

lithosperm ic acid( 13), sa lvianolic a c id B( 14), sa lvian2

o lic ac id C ( 19)

表 4 代表性丹参注射液样品中各色谱峰的数据及其指认

Peak No. tR /m in [M- H ] - (m /z) Kmax /nm A ssignment

1 11. 75 197 238, 280 Danshensu*

2 13. 09 153 260, 292 P rotoca techu ac id*

3 16. 36 137 234, 280, 312 P rotoca techu a ldehyde*

6 24. 63 537 256, 288, 312 Sa lvianolic acid I /H

7 25. 23 537 252, 290, 322 Sa lvianolic acid I /H

9 27. 04 417 250, 320 Sa lvianolic acid D
10 28. 07 535 254, 288 Sa lvianolic acid N

11 29. 99 717 250, 330 Sa lvianolic acid E

12 30. 43 359 246, 330 Rosmar inic ac id*

13 31. 80 537 254, 290, 310 Lithospe rm ic ac id*

14 35. 62 717 204, 232, 256, 288, 308 Sa lvianolic acid B*

15 36. 67 717 256, 288, 310 Isosa lvianolic ac id B

16 37. 93 717 256, 288, 310 Sa lvianolic acid L

17 38. 55 493 256, 288, 310 Sa lvianolic acid A
18 42. 47 491 242, 290, 330 Isosa lvianolic ac id C

  * 已与标准品匹对
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  对 18个不同厂家生产的丹参注射液的色谱图进

行对比分析,可以看出同一样品所含化学成分的数目

和含量存在很大差异。这主要是由于各厂家所选的丹

参药材不统一,药材品质有很大差别,其次各厂家对丹

参药材的加工工艺也有所区别, 导致丹参注射液的质

量差异明显。此外丹参注射液中丹参素和原儿茶醛的

含量明显大于多酚酸类成分的含量, 但在药材中多酚

酸类成分,特别是丹酚酸 B的含量明显大于前者, 这

说明在注射液加工过程中,调节 PH值以及静置、煎煮

时间的长短等均会影响酚酸类成分的含量。考察不同

厂家生产的丹参注射液的产品说明书, 只标识每次给

药剂量为 10mL~ 20mL, 若根据含量折算, 则给药剂量

会有很大差别,这必然会影响临床疗效。因此为确保

丹参注射液的质量和疗效, 进行丹参注射液的指纹图

谱研究,规范丹参注射液制备工艺势在必行。

指纹图谱技术被用于注射液的质量控制, 其优点

在于可全面反映注射液的化学成分及其相对比例。但

指纹图谱是通过色谱图的整体信息对注射液的质量进

行评价,而忽略了各色谱峰所代表化学成分的信息,无

法全面准确的反映中药的内在质量。高效液相色谱 -

质谱联用技术可以用来指认各色谱峰, 此二者的结合

可提高指纹图谱进行注射液质量控制的特征性, 更好

的应用于注射液质量评价, 生产加工工艺的控制以及

新药开发研究。

本文采用 HPLC- UV的方法,建立丹参注射液的

指纹图谱,为丹参注射液的质量控制提供有效方法;应

用 HPLC- MS技术,结合对照品对照方法指认了丹参

注射液中 15个活性成分,并通过对色谱图特征峰的峰

面积值进行比较以及相似度评价,对 18个不同厂家生

产的丹参注射液进行了对比研究, 分析了其在化学成

分组成和含量上的异同,为丹参注射液的全面而系统

的质量控制奠定了坚实的基础。
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A Compa ra t ive Study ofDanshen Inject ion s fr om Selected

Pharm acies Using HPLC F ingerp r in ts

XuMan, Liu Aihua, Zhang J inlan

( Sta teKey Labora tory ofNa tura l and Biom im eticDrug s, School of Pharmaceu tica l

Sciences, P eking University, Beijing 100083, Ch ina )

Cui Ya jun, GuoDean

(Shangha i Resea rch Center forTCM Moderniza tion, Shangha i Institute ofMa teria Med ica, Shangha i

Institutes for Biolog ica l Sciences, ChineseAcademy of Sciences, Shangha i 201203, China )

Th is paper compared the qua lity ofDanshen in ject ions rolled out from different pharm ac ies, and identified the key
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componen ts usingHPLC- DAD- MS. 18 Danshen injection samples collected from different pharm ac ies were ana lyzed

on a Zorbax Extend C18 column, w ith a gradient of ace ton itr ile and 0. 05% TFA at a flow ra te of 0. 8m l# m in
- 1
, and

detected at 288nm. Meanwh ile, a typ ica l injection was analyzed usingHPLC- DAD- MS technique. The invest igat ion

resu lts suggest that the 18 Danshen in jection samp les ana lyzed have a large difference in both quantity and conten,t re2

gard ing the key constituents. 15 peaks of sa lvianolic acids were ident ified, through compar ingw ith the benchmarks and

HPLC- MS analysis. It is concluded that the establishedHPLC fingerprint process is both re liable and specific, and can

be used for the comprehensive qua lity control ofDanshen injections.

Keywords: Salviam ilt iorrh iza; Danshen injection; fingerprin;t HPLC- MS

(责任编辑:王  瑀, 责任编审:张志华, 责任译审:邹春申 )

(Continued from Page 49)

E ffects of An G ong Q ing K a i L ing In ject ion on P roin flamm a tory Factor s and Adhesion

M olecules in Spon taneou sH yper ten sive R a t Having In tra cerebra lH em or rhage

Xu Ya, LiP eng tao, ChenJ ie, J ieXu

(Beijing University of ChineseMed icine, 100029Beijing )

Th is paper studies the effects ofAn GongQ ingKa iL ing Injection on the level ofTNF- A, IL- 1B in the brain tis2

sue, and sICAM- 1 in the serum ofSHR s having an intracerebral hemorrhage, in an attempt to understand the links and

effects ofAn GongQ ingKai Ling Injection in repressing inflamm atory reactions. In the study, SHRswere random ly di2

vided into six groups: norma,l mode,l low- dose treatmen,t m idd le- dose, high- dose, and positive con tro.l Intrace2

rebra l hemorrhage was induced in SHR s using collagenase×. R IA ( rad ioimmunoassay) was employed tomeasure the

concentration ofTNF- Aand IL- 1B in SHR s. brain tissues, follow ing the attack of cerebral hemorrhage. sICAM- 1

determ ination was made using an ELISA ( enzyme- linked immunosorbent assay), in line w ith the manu facturer. s in2

struct ion. R esults showed that after 48h and 7 days of intracerebra l hemorrhage induction, themed ian TNF- A, IL- 1B

and sICAM- 1 leve ls in themode lwas higher than that of control (P < 0. 01). Themedian TNF- A, IL- 1B and sI2

CAM- 1 leve ls in the treated groups was lower than that ofmode l (P < 0. 01orP < 0. 05). The med ian TNF- A, IL-

1Band sICAM- 1 levels in the high- dose groupwas lower than that of the posit ive group (P < 0. 01). It is found that

An GongQ ingKa iL ing Injection is of a not iceable effect on reduc ing the level of inflammatory factors, espec ially in the

48 hours after the onse.t In addition, it cuts down the level of sICAM- 1 in a dose- dependentmanner. It is conc luded

thatAn GongQ ingKa i Ling In jection has a noticeab le effect in preventing the onset of inflammat ion, a llow ing efficient

regu la tion ofTNF- a w ithout elim inat ing the constitu tive levels that are required for the ce ll surviva.l

Keywords: intracerebral hemorrhage; inflammat ion; proinflammatory factor; adhesionmolecu le; AnGongQ ingKa i

L ing Injection
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