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恤彤注射液中间体丹参提取液的指纹图谱分析及多指标含量测定 
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贵州拜特制药有限公司，贵阳 550008) 
 
摘要：目的  建立恤彤注射液中间体丹参提取液的 HPLC-UV 指纹图谱，并对其中的 5-羟甲基糠醛、丹参素、原儿茶醛、

迷迭香酸、紫草酸、丹酚酸 A 及丹酚酸 B 共 7 种指标成分进行定量分析。方法  采用 Waters Cortecs C18 色谱柱(100 mm× 
4.6 mm，2.7 μm)，流动相 0.4%甲酸水溶液(A)-0.4%甲酸乙腈(B)，流速 0.8 mL·min1，梯度线性程序洗脱，进样量 3 μL，

柱温 25 ℃，检测波长 280 nm。结果  在建立的色谱条件下，指纹图谱峰型对称，分离度较好，能较全面地反映丹参提

取液的化学信息。共确定了 24 个共有峰，10 批丹参提取液的指纹图谱相似度均>0.960；在一定质量范围内，7 种指标成

分的峰面积与质量浓度均呈良好的线性关系，加样回收率为 96.49%~100.18%，RSD 为 1.24%~2.27%(n=9)，所测定的 7
种指标成分总量为 8 202.2~12 078.7 g·g1。结论  建立的分析方法准确、简单、重复性好，HPLC-UV 指纹图谱结合定

量测定能更全面地反映丹参提取液的质量，可用于恤彤注射液中间体丹参提取液的质量评价。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish the HPLC-UV fingerprint of Salvia miltiorrhiza extract intermediate from Xutong 
injection, and simultaneously to determine the contents of 7 indicators including 5-HMF, Danshensu, protocatechualdehyde, 
rosmarinic acid, lithospermic acid, salvianolic acid A, salvianolic acid B. METHODS  The separation was achieved on a 
Waters Cortecs C18 column(100 mm×4.6 mm, 2.7 μm) with a flow rate of 0.8 mL·min1 in line gradient mode at 25 ℃. The 0.4% 
formic acid solution-0.4% formic acid acetonitrile were used as mobile phases A and B, respectively. The sample injection 
volume was set at 3 μL and detection wavelength was 280 nm. RESULTS  The established fingerprint with good resolution and 
symmetrical peak shape could comprehensively reflect the chemical information of Salvia miltiorrhiza extract. The 24 common 
peaks were identified and the fingerprint similarity among 10 batches of extract was >0.960. Within a certain mass range, the 
peak area and mass concentration of 7 indicators had a good linear relationship. The average recovery of 7 kinds of compounds was 
96.49%100.18% and the RSD was 1.24%2.27%(n=9), the total amount of the 7 indicators in the 10 batches of Salvia miltiorrhiza 
extract ranged was 8 202.212 078.7 g·g1. CONCLUSION  The established HPLC-UV method is accurate, simple and 
reproducible. HPLC-UV fingerprint combined with quantitative determination of indicators can more fully reflect the quality of 
Salvia miltiorrhiza extract to provide reference for quality evaluation of Salvia miltiorrhiza extract immediate from Xutong injection. 
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恤彤注射液也称丹参川芎嗪注射液，是由丹

参提取液和盐酸川芎嗪配伍而成的复方制剂，具

有治疗闭塞性脑血管疾病和缺血性心血管疾病的

作用[1-2]。丹参提取液质量与制剂质量密切相关，

对丹参提取液进行指纹图谱及相关成分定量分析

具有重要意义。 
丹参为唇形科植物丹参(Salvia miltiorrhiza)的

干燥根和根茎[3]，丹参水提取液中的酚酸类物质主

要有丹参素、原儿茶醛、迷迭香酸、紫草酸、丹

酚酸 A、丹酚酸 B、咖啡酸、四甲基丹酚酸 F 及异

丹酚酸 C 等，这些丹酚酸类化合物具有抗心血管

疾病、抗心肌梗死的作用[4-7]。另外，丹参是一种

含糖量较高的药材，葛婷等[8]对丹参地上部分糖类

成分的动态变化进行了研究，发现丹参地上部分
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含有葡萄糖、麦芽糖、水苏糖等；在不同生长期

中，基本呈现有规律的变化，为丹参的采摘时期

提供参考依据。黄利等[9]对不同厂家的丹参注射液

中的葡萄糖、果糖、甘露三糖、水苏糖含量进行

测定，为制剂中的糖类成分分析奠定了基础。研

究发现果糖、葡萄糖在高温或者弱酸条件下，特

别是高温灭菌的过程中，易脱水降解为 5-羟甲基

糠醛[10]。而 5-羟甲基糠醛具有肾毒性、致癌性和

遗传毒性等[11-12]，是含糖注射剂中的安全性相关物

质，中国药典 2015 年版二部中规定 5-羟甲基糠醛

在葡萄糖注射液中的含量应不超过葡萄糖标示量

的 0.02%[13]。目前研究建立的恤彤注射液及其丹参

提取液的 HPLC-UV 指纹图谱以及 HPLC 定量分析

方法均只反映了酚酸类成分信息，而对 5-羟甲基糠

醛的相关信息提及较少[14-15]。 
本研究建立了反映恤彤注射液中间体丹参提

取液化学成分信息的 HPLC-UV 指纹图谱，并对其

中的 5-羟甲基糠醛、丹参素、原儿茶醛、迷迭香

酸、紫草酸、丹酚酸 B、丹酚酸 A 进行定量分析。

本研究能更全面地评价丹参提取液的质量，为制

剂质量控制提供参考。 
1  仪器与试剂 

Agilent 1100 高效液相色谱仪(配四元梯度泵、

自动进样器、柱温箱、紫外检测器、ChemStation
工作站，美国 Agilent 公司)；Ultimate 3000 型高效

液相色谱仪(配四元梯度泵、自动进样器、柱温箱、

紫外检测器、Chromeleon 7 工作站，美国 Thermo 
Fisher)；Centrifuge 5424 离心机(德国 Eppendorf 公
司)；XS105 型分析天平(瑞士梅特勒-托利多公司)；
Milli-Q 纯水仪(美国 Millipore 公司)。 

乙腈、甲醇均为色谱纯，购自德国 Merck 公

司；甲酸、乙酸均为色谱纯，购自美国 ROE 科技

有限公司；去离子水由纯化水系统制得；丹参提

取液 (批号：20180401，20180609，20180702，
20180703 ， 20180704 ， 20190201 ， 20190202 ，

20190203，20190204，20190205，20190206)均由

贵州拜特制药有限公司提供；5-羟甲基糠醛对照品

(批号：170910；含量：99.26%)、丹参素钠对照品

(批号：171027；含量：99.04%)、原儿茶醛对照品

(批号：171126；含量：99.69%)、迷迭香酸对照品

(批号：171009；含量：99.36%)、紫草酸对照品(批
号：180107；含量：98.85%)、丹酚酸 B 对照品(批
号：170924；含量：99.96%)、丹酚酸 A 对照品(批

号：170920；含量：98.93%)均购自上海融禾医药

科技有限公司。 
2  方法与结果 
2.1  溶液的配制 
2.1.1  混合对照品溶液的配制  称取 5-羟甲基糠

醛、丹参素钠、原儿茶醛、迷迭香酸、紫草酸、

丹酚酸 B 和丹酚酸 A 适量于量瓶中，精密称定，

用含 2%乙酸的 20%甲醇水溶液溶解并定容至刻

度，制成各对照品储备液；再吸取各对照品储备

液适量于同一 10 mL 量瓶，加含 2%乙酸的 20%甲

醇水溶液稀释至刻度，制成混合对照品储备液。

储备液中 5-羟甲基糠醛、丹参素钠、原儿茶醛、

迷迭香酸、紫草酸、丹酚酸 B 和丹酚酸 A 的质量

浓度分别为 208.2，3 030，669.9，229.3，93.71，
219.3，641.7 μg·mL1。 
2.1.2  供试品溶液的制备  称取约 2.0 g 样品溶液

于 10 mL 量瓶中，精密称定，加入含 2%乙酸的

20%甲醇水溶液稀释至刻度，混匀，10 000 r·min1

离心 10 min，取上清液备用。 
2.2  HPLC-UV 条件 

Waters Cortecs C18 色谱柱(100 mm×4.6 mm，

2.7 μm)；流动相为 0.4%甲酸水溶液(A)-0.4%甲酸

乙腈溶液(B)，线性梯度洗脱程序：0~14 min，2%
→11%B，14~29 min，11%→15%B，29~52 min，
15%→20%B，52~60 min，20%→21%B，60~67 min，
21%→40%B，67~68 min，40%→88%B。紫外检

测波长 280 nm，体积流量 0.8 mL·min1，进样量

3 μL，柱温 25 ℃。 
2.3  指纹图谱方法学考察 
2.3.1  仪器精密度试验  取丹参提取液(批号：

20190201)，按“2.1.2”项下供试品溶液制备方法

制样，按“2.2”项下 HPLC-UV 条件连续进样 6
次分析，分别对 HPLC-UV 指纹图谱各共有峰的保

留时间及峰面积的变化情况进行考察。以丹参素

为参照峰，24 个共有峰的相对保留时间和相对峰

面积的 RSD 分别<0.1%和<2.0%，表明仪器精密度

良好。 
2.3.2  稳定性试验   取丹参提取液 (批号：

20190201)，按“2.1.2”项下供试品溶液制备方法

制样 1 份，室温放置 0，3，6，12，18，24 h 按“2.2”
项下 HPLC-UV 条件进样分析，考察 HPLC-UV 指

纹图谱各共有峰的保留时间及峰面积的变化情

况。以丹参素为参照峰，24 个共有峰的相对保留
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时间和相对峰面积的 RSD 均<0.2%和<4.3%。表明

供试品溶液在室温 24 h 内稳定。 
2.3.3  重复性试验   取丹参提取液 (批号：

20190201)，按“2.1.2”项下供试品溶液制备方法

平行制样 6 份，按“2.2”项下 HPLC-UV 条件进

样分析，考察 HPLC-UV 指纹图谱各共有峰的保留

时间及峰面积的变化情况。以丹参素为参照峰，

24 个共有峰的相对保留时间和相对峰面积的 RSD
均<0.3%和<1.8%，表明方法重复性良好。 
2.4  指纹图谱的建立 

将 10 批丹参提取液按“2.1.2”项下方法制备

供试品溶液，按“2.2”项下 HPLC-UV 条件进样

分析，记录 HPLC-UV 图，丹参提取液的指纹图谱

见图 1，共确定了 24 个共有峰。采用时间窗 0.1、
均值方式生成对照图谱，利用夹角余弦算法计算

各批次丹参提取液 HPLC-UV 指纹图谱相似度。10
个批次的丹参提取液指纹图谱见图 2，与对照指纹

图谱之间的相似度依次为 0.983，0.963，0.979，
0.968，0.989，0.987，0.966，0.995，0.998，0.990。 
2.5  定量测定方法学考察 
2.5.1  线性范围、检测限及定量限   精密吸取

“2.1.1”项下的混合对照品储备液适量，加含 2%
乙酸的 20%甲醇水溶液逐级稀释为储备液浓度

70%，49%，20%，8%，3%的混合对照品溶液，

按“2.2”项下 HPLC-UV 条件进行测定，以峰面

积为纵坐标(Y)，质量浓度为横坐标(X)绘制标准曲

线，得回归方程，见表 1。 

 
图 1  丹参提取液的 HPLC-UV 指纹图谱 
45-羟甲基糠醛；6丹参素；7原儿茶醛；17迷迭香酸；19紫草酸；

21丹酚酸 B；23丹酚酸 A。 
Fig. 1  HPLC-UV fingerprint of Salvia miltiorrhiza extract 
4-HMF; 6Danshensu; 7protocatechualdehyde; 17rosmarinic acid; 
19lithospermic acid; 21salvianolic acid B; 23salvianolic acid A.  

 
图 2  10 批丹参提取液的 HPLC-UV 指纹图谱 
Fig. 2  HPLC-UV fingerprint of 10 batches of Salvia 
miltiorrhiza extract  

表 1  线性试验结果 
Tab. 1  Results of linearity test 

指标 线性范围/μg·mL1 线性方程 相关系数

5-羟甲基糠醛 6.531~208.2 Y=24 789X+42.403 0.999 8

丹参素钠 95.01~3 030 Y=2 186.2X+56.256 0.999 9

原儿茶醛 21.01~669.9 Y=14 781X+94.186 0.999 6

迷迭香酸 7.192~229.3 Y=6 271.0X+3.015 1.000 0

紫草酸 2.939~93.71 Y=4 584.1X+0.164 0.999 9

丹酚酸 B 6.878~219.3 Y=3 771.8X0.119 1.000 0

丹酚酸 A 20.12~641.7 Y=9 832.3X3.657 0.999 9

以信噪比为 3 时对照品溶液质量浓度为检测

限，测得 5-羟甲基糠醛、丹参素钠、原儿茶醛、

迷迭香酸、紫草酸、丹酚酸 B 及丹酚酸 A 的检测

限分别为 10，23，17，24，26，24，553 ng·mL1；

以信噪比为 10 时对照品溶液质量浓度为定量限，

测得 5-羟甲基糠醛、丹参素钠、原儿茶醛、迷迭

香酸、紫草酸、丹酚酸 B 及丹酚酸 A 的定量限分

别为 34，311，34，486，418，381，651 ng·mL1。   
2.5.2  精密度试验 
2.5.2.1  仪器精密度试验  取丹参提取液(批号：

20180401)，按“2.1.2”项下供试品溶液制备方法

制样，按“2.2”项下 HPLC-UV 条件连续进样 6
次分析，记录 7 种成分的保留时间和峰面积，结

果表明，7 种成分的保留时间 RSD 均<0.3%，峰面

积 RSD 均<1.0%，说明仪器精密度良好。 
2.5.2.2  重复性试验   取丹参提取液 (批号：

20180401)，按“2.1.2”项下供试品溶液制备方法

平行制样 6 份，按“2.2”项下 HPLC-UV 条件进

样分析，记录峰面积，计算丹参提取液中 7 种成

分的质量浓度。结果表明，7 种化合物的质量浓度

RSD 均<1.3%，表明日内精密度良好。 
2.5.2.3  中间精密度试验  本实验室同一分析人

员在不同日期测定同一批丹参提取液 (批号：
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20190203)、不同分析人员使用同一台仪器测定同

一批丹参提取液以及同一人员使用不同仪器测定

同一批丹参提取液。结果表明，7 种化合物的质量

浓度 RSD 均<2.5%，表明中间精密度良好。 
2.5.2.4  日间精密度试验  取丹参提取液(批号：

20180401)，按“2.1.2”项下的样品配制方法每天

制备 1 份供试品溶液，连续制备 6 d，并按“2.2”
项进行分析，记录 HPLC-UV 图，并计算丹参提取

液中 7 种化合物的质量浓度。结果表明，7 种化合

物的质量浓度 RSD 均<2.8%，在中国药典 2015 年

版规定的范围之内，表明日间精密度良好。 
2.5.3  加样回收率试验  分别精密称取 9 份已测

定浓度的丹参提取液(批号：20180401) 1.0 g 于

10 mL 量瓶中，分别加入适量混合对照品溶液，用

含 2%乙酸 20%甲醇水溶液稀释至刻度，制成相当

于供试品中待测成分量 80%，100%，120%的溶液，

每个浓度平行 3 份。按“2.2”项下 HPLC-UV 条

件进行测定，记录 HPLC-UV 色谱图，计算各成分

浓度及加样回收率。其中 5-羟甲基糠醛、丹参素

钠、原儿茶醛、迷迭香酸、紫草酸、丹酚酸 B、丹

酚酸 A 的平均加样回收率分别为(100.08±2.11)%，

(100.18±2.13)%，(99.28±1.94)%，(96.49±2.10)%，

(99.19±2.17)%，(99.72±1.24)%，(99.66±2.27)%，

RSD 为 1.24%~2.27%(n=9)均符合中国药典 2015
年版中对样品中不同含量成分的要求。 
2.5.4  稳定性试验   取丹参提取液 (批号：

20180401)，按“2.1.2”项下供试品溶液制备方法

制样 1 份，室温放置 0，3，6，12，18，24 h，按“2.2”
项下 HPLC-UV 条件进样分析，记录 HPLC-UV 色

谱图，并计算丹参提取液中 7 种化合物的峰面积

RSD。结果表明，7 种化合物的峰面积 RSD 均

<3.1%，说明供试品溶液在室温下 24 h 稳定。 
2.6  样品定量测定 

取 10 批丹参提取液，按“2.1.2”项下供试品

溶液制备方法制样，按“2.2”项下 HPLC-UV 条

件进样分析，记录 HPLC-UV 色谱图，并计算丹参

提取液中 7 种化合物的质量浓度，见表 2。丹参提

取液中 5-羟甲基糠醛、丹参素、原儿茶醛、迷迭

香酸、紫草酸、丹酚酸 B 及丹酚酸 A 的质量浓度

范围分别为 333.5~921.8，6 402.3~9 368.2，397.3~ 
616.0，196.8~335.5，54.3~380.0，381.3~1 170.7，
45.4~1 136.9 μg·g1，7 种化合物总量为 8 202.2~ 
12 078.7 μg·g1。 
3  讨论 
3.1  色谱条件优化 

色谱柱、流动相体系、体积流量、柱温的优化

考察不同色谱柱对丹参提取液分离效果的影响，以

Waters Cortecs C18 柱的分离效果及峰型 佳；考察

甲酸-乙腈-水体系与乙腈-水体系，发现甲酸-乙腈-
水体系得到的峰型 好，色谱峰较多；并同时考察

了甲酸浓度(0.1%，0.2%，0.3%，0.4%，0.5%)，体

积流量(0.6，0.7，0.8，0.9 mL·min1)，柱温(25，30，
35，40 ℃)对分离效果的影响，以色谱条件为甲酸

浓度 0.4%，流速 0.8 mL·min1，柱温 25 ℃时得到

的色谱图 佳。 
3.2  稀释溶剂优化 

酚酸类成分在水溶液中稳定性较差，但在低

温、弱酸的环境下储存可以改善其稳定性。实验

表明，使用 2%乙酸的 20%甲醇水溶液作为稀释溶

剂时，酚酸类成分在室温 24 h 内稳定性良好。 

表 2  丹参提取液 7 种成分定量测定结果( sx  ，n=3)  
Tab. 2  Content of seven components in Salvia miltiorrhiza extract( sx  , n=3)                                μg·g1 

批号 
质量浓度 7 种指标质量

浓度总和 5-羟甲基糠醛 丹参素 原儿茶醛 迷迭香酸 紫草酸 丹酚酸 B 丹酚酸 A 

20180609 403.6±2.2 6 630.5±17.9 469.7±1.4 196.8±0.5  68.3±0.2  381.3±1.0   52.0±0.2 8 202.2 

20180702 921.8±2.8 9 368.2±23.9 556.2±1.7 246.2±0.3 100.2±0.5  750.7±1.4  135.4±0.9 12 078.7 

20180703 333.5±3.2 6 402.3±20.5 484.3±4.2 207.3±0.1  89.6±0.2  657.0±3.5   45.4±0.1 9 934.7 

20180704 358.7±0.4 8 466.6±29.2 616.0±0.8 284.5±0.8 380.0±2.0 1 170.7±1.6   66.7±0.3 8 219.5 

20190201 381.3±1.2 7 580.8±14.1 514.9±0.6 296.8±0.2 143.4±0.0  790.8±1.8  722.5±4.9 11 343.2 

20190202 374.5±1.2 7 528.9±61.9 455.8±0.8 284.8±1.0  84.3±0.2  455.7±0.8  750.7±2.7 10 430.5 

20190203 476.5±0.7 7 409.1±20.0 483.5±0.8 335.5±0.6 145.8±0.4  851.7±1.8 1 136.9±1.0 10 838.9 

20190204 379.1±2.4 7 277.8±19.0 460.1±3.8 235.8±0.1  72.7±0.1  414.1±5.6  583.3±1.8 9 422.9 

20190205 414.9±0.8 6 569.7±45.0 397.3±0.7 201.5±0.4  61.5±0.1  382.9±0.6  506.8±0.6 8 534.7 

20190206 603.1±0.3 7 630.0±5.9 426.6±0.4 225.7±1.0  54.3±0.0  415.3±2.1  645.2±2.0 10 000.2 

RSD/% 38.31 12.06 12.99 18.59 80.53 42.15 80.6 13.38 
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3.3  10 批丹参提取液 HPLC-UV 指纹图谱相似度

评价 
相似度结果表明，各批丹参提取液的相似度

均>0.960，由色谱图可知，10 个批次中较大峰面

积的峰没有出现缺失的情况，且峰面积较大的丹

参素和原儿茶醛在各批次间的变化相对较小，所

以相似度评价结果良好，建立的 HPLC-UV 指纹图

谱评价方法可从整体化学成分组成上对丹参提取

液质量进行评价。 
3.4  10 批丹参提取液 7 种成分的含量波动情况 

含量测定结果表明，丹参提取液中的 7 种成

分含量在批次间的波动较大，尤其以 5-羟甲基糠

醛、紫草酸、丹酚酸 B、丹酚酸 A 为显著，推

测可能是由丹参提取液复杂的成分体系与工艺波

动造成的。由于酚酸类物质的水溶液稳定性较差，

且存在复杂的互相转化关系，致使成分的含量波

动大。其中丹酚酸 B 易受温度、pH、保存时间等

因素影响而发生降解生成丹酚酸 A、紫草酸和丹

参素等化合物；另外丹酚酸 A 和紫草酸也属于不

稳定的酚酸类，丹酚酸 A 易转化成丹酚酸 F，紫

草酸易降解生成丹参素等化合物[16]。各批次提取

液中 6 种酚酸类成分的含量总和也存在较大的波

动，见表 3，同一产地药材生产得到的提取液酚酸

含量有较大差异，可见工艺波动也是造成该差异

的关键因素。而丹参提取液中的 5-羟甲基糠醛主

要来源于果糖、葡萄糖的高温加热降解，若提取

液在工艺过程中的受热时间不一，该成分的含量

波动也会很大。综上，为了控制丹参提取液的批

次一致性，应该要对加工工艺严格关注，避免加热

时间、存放时间过长等因素引起提取液质量波动。 

表 3  各批次中 6 种酚酸类化合物总量结果 
Tab. 3  Results of total amount of 6 phenolic acids in each 
batch 

批号 酚酸总量/μg·g1 批号 酚酸总量/μg·g1

20180609  7 798.6 20190202  9 560.2 
20180702 11 156.9 20190203 10 362.4 
20180703  7 886.0 20190204  9 043.8 
20180704 10 984.5 20190205  8 119.8 
20190201 10 049.2 20190206  9 397.1 

4  结论 
本研究建立了恤彤注射液中间体丹参提取液

的 HPLC-UV 指纹图谱，对各批次提取液的化学成

分组成进行整体概貌上的分析，并对其中的 5-羟
甲基糠醛、丹参素、原儿茶醛、迷迭香酸、紫草

酸、丹酚酸 B 及丹酚酸 A 共 7 种成分进行定量分

析。该方法分析简单、准确、重复性好，HPLC-UV
指纹图谱结合定量分析能更全面地反映丹参提取

液的质量，可用于丹参提取液的质量评价。 
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