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丹参酮乳房注入剂中有效成分含量测定
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［摘　要］　采用高效液相色谱测定丹参酮乳房注入剂有效成分隐丹参酮和丹参酮ⅡＡ的含量。将

供试品用正己烷萃取后挥干，甲醇溶解后检测；采用反相高效液相色谱，ＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８键合硅

胶柱（４．６×２５０ｍｍ，５μｍ）；柱温３０℃；流动相为乙腈（Ａ）－０．０２６％磷酸水溶液（Ｂ），梯度洗脱

（０～２０ｍｉｎ：Ｖ（Ａ）６０→９０，Ｖ（Ｂ）４０→１０；２０～３０ｍｉｎ：Ｖ（Ａ）∶Ｖ（Ｂ）＝９０∶１０）；流速１．２ｍＬ／ｍｉｎ；检测

波长２７０ｎｍ。丹参酮乳房注入剂中隐丹参酮含量在５００～１７５０μｇ／ｇ（ｒ＝０．９９９９）范围内线性关系

良好，平均加样回收率为１０１．１５％，ＲＳＤ为１．５５％；丹参酮ⅡＡ的含量在１１２５～３９３７．５μｇ／ｇ（ｒ＝

０．９９９９）范围内线性关系良好，平均加样回收率为１００．８９％，ＲＳＤ为１．６４％。结果显示，该方法简

单、准确、灵敏，精密度、重复性好，可作为丹参酮乳房注入剂中有效成分含量测定的参考方法。
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　　奶牛乳房炎是奶牛养殖业中最普遍、危害最大

的疾病之一［１］。据美国国家乳房炎委员会（Ｔｈｅ

ＮａｔｉｏｎａｌＭａｓｔｉｔｉｓＣｏｍｍｉｔｔｅｅ）１９９６年的统计，全球每

年因乳房炎造成的损失约３５０亿美元［２］。奶牛乳

房炎的发生，不仅给全世界奶牛业的生产造成了巨

大的经济损失，而且影响着整个畜牧业的发展［３］。

随着社会经济的迅速发展，人们生活水平也日益提

高，在日常膳食中牛奶已成为不可或缺的一部分，

但随之而来的牛奶中抗生素残留［４］、微生物超

标［５］、耐药性细菌［６］等食品安全问题也相对增多，

奶牛乳房炎的防治成为世界奶牛业的难题。中草

药等天然产物因残留低、毒副作用小、环保等特点

引起了人们的广泛关注，中草药在奶牛乳房炎治疗

中的应用也越来越普遍［７－８］。

丹参作为常用药材，具有活血化瘀，活络通痹，

安心养神，解毒凉血，排脓生肌，消肿止痛，疗疮止

痢等功效。丹参中含有多种有效成分，主要成分有

丹参酮Ⅰ、丹参酮ⅡＡ、丹参酮ⅡＢ、隐丹参酮、二氢

丹参酮等，临床上常作为杀菌消炎药使用［９］。甘志

华［１０］等将研制的“复方丹参液”用于隐性奶牛乳房

炎的治疗，结果显示治愈率达 ８７．５５％，且高效无

害、简单安全。据报道，丹参还具有抗肿瘤、抗抑

郁、抗衰老、提高机体免疫力等作用［１１］。丹参酮乳

房注入剂是由中国农业科学院兰州畜牧与兽药

研究所研发的一种用于治疗奶牛乳房炎的纯中

药制剂，其主要成分是中药丹参通过乙醇提取所

得，再按一定比例与油质辅料配制而成。药效学

和临床实验显示其用于奶牛乳房炎的治疗效果

显著，丹参酮高剂量组治愈奶牛临床型乳房炎乳

区数可达 ７２．２２％，显著优于双丁对照组，治疗

后的患牛临床症状明显改善［１２－１３］。为了更好地

控制丹参酮乳房注入剂的质量，确保临床安全用

药，建立丹参酮乳房注入剂的质量标准，本文参

考已有文献［１４－１５］，建立了更加简单、准确、灵敏

的丹参酮乳房注入剂有效成分的高效液相色谱

的定量检测方法。

１　材料与方法

１．１　仪器设备与材料　超高效液相色谱仪

（Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０，配置真空脱气机、二元泵、自动进样

器、柱温箱、二极管阵列检测器等），美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公

司；ＫＨ－３００ＤＢ型数控超声波清洗器，昆山禾创超

声仪器有限公司；电子分析天平，德国 ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公

司；ＨＨ－Ｓ４氮气吹干仪，郑州长城科工贸有限公

司；ＭＸ－Ｓ旋涡混合器，美国 ｓｃｉｌｏｇｅｘｓｃｉｌｏｇｅｘ公司。

含量测定对照品：隐丹参酮，批号：１１０８５２－

２０１５０６，ＨＰＬＣ≥９８．９％，中国食品药品检定研究

院；丹参酮ⅡＡ，批号：１１０７６６－２０１５２０，ＨＰＬＣ≥９８．

９％，中国食品药品检定研究院。

供试品：丹参酮乳房注入剂（批次：２０１３０８０６、

２０１３０８０８、２０１３０８１０），承德金奥生物技术开发有限

公司试制。

试剂：色谱纯甲醇、乙腈，美国赛默飞世尔

（ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）公司；异丙醇（色谱纯，批号：

２０１５０８０６０１），山东禹王实业有限公司化工分公司；

磷酸（分析纯，批号：２０１５０６０１），烟台市双双化工有

限公司；水为屈臣氏蒸馏水。

１．２　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－

Ｃ１８键合硅胶柱（４．６×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：以

乙腈为流动相 Ａ，以０．０２６％磷酸（取５２０μＬ磷酸

加入至２Ｌ超纯水中，即得）溶液为流动相 Ｂ，按表

１中的规定进行梯度洗脱；检测波长２７０ｎｍ；柱温

３０℃；流速１．２ｍＬ／ｍｉｎ。
表１　梯度洗脱流动相比例

时间／ｍｉｎ 流动相Ａ／％ 流动相Ｂ／％

０～２０ ６０→９０ ４０→１０

２０～３０ ９０ １０
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１．３　溶液配制的方法
１．３．１　对照品溶液配制　分别精密称取隐丹参酮
和丹参酮ⅡＡ标准品２０、４５ｍｇ置于１００ｍＬ容量
瓶中，用甲醇溶解并定容，制备成每１ｍＬ约含隐丹
参酮２００μｇ和丹参酮ⅡＡ４５０μｇ的２００％混合标
准品储备液。

１．３．２　供试品溶液配制　精密量取丹参酮乳房注
入剂２ｇ，加入乙腈３０ｍＬ，用力振摇３ｍｉｎ，再加入
正己烷１０ｍＬ，用力振摇３ｍｉｎ，静置至分层；取下层

溶液，再加入正己烷１０ｍＬ，振摇３ｍｉｎ，静置至分
层；取下层溶液置于蒸发皿中，氮气吹干，再用甲醇

溶解，定容至２５ｍＬ容量瓶中，然后用０．２μｍ有机
滤膜过滤，弃去初滤液，保留后续滤液，即得。

２　结果与分析
２．１　系统性实验
２．１．１　专属性　将配制好的对照品溶液和已知批
次（２０１３０８０６）丹参酮乳房注入剂供试品溶液，按色
谱条件进行分析，分析结果如图１（Ａ、Ｂ）所示。

图１　对照品和样品的ＨＰＬＣ色谱图（１为隐丹参酮峰，２为丹参酮ⅡＡ峰，３为杂质峰）

２．１．２　中间精密度　在色谱条件下，将配制好的
同一批次（批号：２０１３０８０６）供试品溶液连续进样
５ｄ，每天重复进样３次，记录隐丹参酮和丹参酮Ⅱ
Ａ的峰面积，得到中间精密度（表２）。

表２　丹参酮乳房注入剂的中间精密度
天数／ｄ 隐丹参酮平均峰面积 丹参酮ⅡＡ平均峰面积

１ １９０４．５ ７１８８．９

２ １８８９．３ ７１６８．６

３ １８８３．４ ７１３２．６

４ １８８６．６ ７１３５．５

５ １８７３．４ ７１１０．０

６ １８６４．９ ７０７６．３

ＲＳＤ／％ ０．７０ ０．５７

２．２　标准曲线与线性范围　按照试验用色谱条
件，将２００％标准品储备溶液梯度稀释成６个浓度
（１４０％、１２０％、１００％、８０％、６０％、４０％），然后按表
１中的方法进行分析，每个浓度的对照品溶液重复
进样３次，分别记录图谱中各浓度隐丹参酮和丹参
酮ⅡＡ的峰面积。分别以隐丹参酮和丹参酮ⅡＡ
对照品溶液的浓度（μｇ／ｍＬ）为横坐标（Ｘ），平均峰
面积为纵坐标（Ｙ）进行回归分析，绘制标准曲线，
得出回归方程（表３）。

表３　丹参酮乳房注入剂中主要成分的回归方程、
线性范围、检出限和定量限

成分
线性范围／
（μｇ·ｇ－１）

回归方程 ｒ值
检出限

／（μｇ·
ｍＬ－１）

定量限

／（μｇ·
ｍＬ－１）

隐丹

参酮
５００～１７５０ Ｙ＝３５．１３２ｘ＋８２．６６５ ０．９９９９ ２．３０ ３．８７

丹参

酮ⅡＡ
１１２５～３９３７．５Ｙ＝４２．２５ｘ＋２３６．４２ ０．９９９９ ３．５０ ４．７７

２．３　加样回收　精密量取已测定含量的同一批次
（２０１３０８０６）样品６份，每份样品中各加入一定适量
的隐丹参酮和丹参酮ⅡＡ标准品溶液，然后按照供
试品溶液制备方法，将样品萃取挥干，用甲醇定容

至２５ｍＬ容量瓶中，备用。在已选定的色谱条件下
进样分析，记录峰面积并分别计算隐丹参酮和丹参

酮ⅡＡ的加样回收率，结果见表４、表５。
２．４　重复性　精密称取６份同一批次（２０１３０８０６）
丹参酮乳房注入剂样品，每份按照供试品配制方法

将其配制成同一浓度的供试品溶液，然后按照色谱

条件进行分析，每份样品重复３次进样，记录色谱
图，求得丹参酮乳房注入剂中隐丹参酮的平均含量

为６４３．２５μｇ／ｇ，ＲＳＤ为１．５６％；丹参酮ⅡＡ的平均
含量为１８９５．３８μｇ／ｇ，ＲＳＤ为１．６２％。
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表４　样品中隐丹参酮加样回收率

分组
加入对照品含量

／（μｇ·ｍＬ－１）
样品中隐丹参酮含量

／（μｇ·ｇ－１）
实测隐丹参酮含量

／（μｇ·ｇ－１）
回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

１ ５４．８０ ６５１．０５ １３６８．８８ １０２．２３

２ ５４．００ ６５１．０８ １３４２．００ １０２．１７

３ ５５．６０ ６５６．１９ １３６２．５０ １０１．４４

４ ４８．４０ ６５２．９７ １２５９．５０ ９９．１８

５ ５２．８０ ６５４．５８ １３３８．８８ １０２．６９

６ ４８．００ ６４４．９９ １２４８．５０ ９９．２０

１０１．１５ １．５５

表５　样品中丹参酮ⅡＡ加样回收率

分组
加入对照品含量

／（μｇ·ｍＬ－１）
样品中丹参酮ⅡＡ含量

／（μｇ·ｇ－１）
实测丹参酮ⅡＡ含量
／（μｇ·ｇ－１）

回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

１ １７０．００ １９１２．２４ ４１２０．００ １０１．４７

２ １５２．４０ １９１２．１８ ３８７４．７５ １０２．８２

３ １５６．００ １９２７．５２ ３８９１．３８ １００．５１

４ １６４．８０ １９１７．９５ ３９８６．８８ ９９．５１

５ １６９．２０ １９２２．６５ ４１０８．００ １０２．４２

６ １４６．００ １８９４．２５ ３７１８．３８ ９８．６０

１００．８９ １．６４

２．５　样品含量测定　取不同批次（２０１３０８０６、
２０１３０８０８、２０１３０８１０）供试样品，每个批次样品取３

份，依照供试品配制方法制备，在实验色谱条件下

进样，计算含量，结果如表６所示。
表６　丹参酮乳房注入剂中主要成分的含量测定结果

批次 隐丹参酮平均峰面积 隐丹参酮含量／（μｇ·ｇ－１） 丹参酮ⅡＡ平均峰面积 丹参酮ⅡＡ含量／（μｇ·ｇ－１）

２０１３０８０６ １７９８．９ ６４２．０１ ６４４０．０ １８９６．１７

２０１３０８０８ １７５７．９ ６２７．８９ ６３８８．１ １８８１．１６

２０１３０８１０ １７７７．０ ６３４．４６ ６５６４．４ １９３１．４０

３　讨论与小结
３．１　检测波长的选择　结合紫外吸收光谱图以及
２０１０年版《中国兽药典》中对丹参提取物的高效液
相色谱检测方法，参考其最大吸收波长，以确保试

验灵敏度较高，选择在２７０ｎｍ波长下检测丹参酮
乳房注入剂中主要有效成分隐丹参酮和丹参酮ⅡＡ
的含量，并且在方法验证耐用性研究中证实２７０ｎｍ
是其有效成分的最适波长。

３．２　溶剂的选择与样品前处理的方法　由于丹参
提取物中有效成分均不溶于水等溶剂，所以溶剂选

取和样品前处理方法对丹参酮乳房注入剂中有效

成分隐丹参酮和丹参酮ⅡＡ的含量检测影响较大。
在选用溶剂溶解隐丹参酮和丹参酮ⅡＡ的标准样
品实验中发现，甲醇、乙腈和丙酮等均能使其溶解，

但考虑到甲醇的毒性和刺激性较小，所以选定甲醇

为溶剂。

在样品的前处理过程中，由于丹参酮乳房注入

剂的辅料是植物油，黏性较大，且不溶于甲醇等溶

剂，检测时容易损坏色谱柱，所以采用乙腈和正己

烷进行液液萃取的方式，将样品中的有效成分隐丹

参酮和丹参酮ⅡＡ萃取在溶剂乙腈中，再将乙腈挥
发后溶于甲醇中进行检测。本研究还对样品的溶

解方法做了考察，经比较超声溶解优于手动振荡溶

解；使用氮气挥干仪优于常温挥发和水浴挥发，因

此样品处理选择乙腈萃取后氮气吹干，用甲醇超声

溶解。

３．３　流动相及柱温的优化　在查阅了大量丹参提
取物液相检测方法并参照《中国兽药典》后，选择乙
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腈和磷酸水溶液作为流动相，并利用梯度洗脱的方

法检测，方法验证耐用性实验结果显示，在此流动

相下对照品出峰良好，符合要求，最终确定流动相

乙腈（Ａ）－０．０２６％磷酸水溶液（Ｂ）梯度洗脱，０～
２０ｍｉｎ时Ｖ（Ａ）（６０→９０），Ｖ（Ｂ）（４０→１０），２０～３０
ｍｉｎ时Ｖ（Ａ）∶Ｖ（Ｂ）为９０∶１０，在此条件下检测时，
目的峰峰形较好，无拖尾。

柱温对样品中隐丹参酮和丹参酮ⅡＡ的峰型
均有影响，尤其以隐丹参酮的影响最为严重，在隐

丹参酮出峰前后有一较高峰伴随，如果柱温太低，

则达不到分离效果，提高柱温能很好的改善峰型，

但考虑到样品中有效成分对温度较为敏感，选择柱

温为３０℃。
丹参酮乳房注入剂是一种新的治疗奶牛乳房

炎的纯中药制剂，主要药效成分为隐丹参酮和丹参

酮ⅡＡ，临床试验显示其对奶牛乳房炎具有良好的
效果，临床应用前景广阔。本文建立的高效液相色

谱（ＨＰＬＣ）检测丹参酮乳房注入剂中有效成分含量
的方法，峰型对称性较好，分离度、回收率较高，且

此方法操作简单、准确，精密度、重复性好，可作为

丹参酮乳房注入剂质量监控的参考方法。
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