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血必净注射液中有效成分的 ＨＰＬＣ法定量检测△
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［摘要］　目的：建立不同波长下同时测定血必净注射液中多种指标成分的质量控制方法。方法：ＨＰＬＣＤＡＤ
法，采用ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（４６ｍｍ ×１５０ｍｍ，５#ｍ）色谱柱，以甲醇（Ａ）０３％甲酸水（Ｂ）为流动相（梯度洗

脱），流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３５℃，检测波长２３０、２８０、３９０、３２３ｎｍ，进样量１０
#

Ｌ，对丹参素、羟基红花黄色素
Ａ、芍药苷、阿魏酸、洋川芎内酯Ⅰ五种指标成分同时进行含量测定。结果：测得血必净注射液中五种指标成分在
线性范围内均具有良好的线性关系（ｒ＞０９９９６），精密度（ＲＳＤ＜１０５％）、重复性（ＲＳＤ＜２８４％）均符合要求，平
均回收率为９８８５％～１０３２２％（ＲＳＤ＜１２７％）。三个批次血必净注射液中丹参素、羟基红花黄色素Ａ、芍药苷、阿
魏酸、洋川芎内酯Ⅰ的平均含量分别为１４２、４６４５、１４８９２、２７８、６０６μｇ·ｍＬ－１。结论：该方法简便、快速、
准确，可为血必净注射液全面质量控制标准的建立提供参考。
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血必净注射液是我国著名的急救医学专家王今

达教授，根据中西医结合 “菌、毒、炎并治”的新

理论和临床经验［１］，以血府逐瘀汤组方为基础研发

而成的中药复方注射液。其属于国家中药保护品种，

由红花、赤芍、川芎、丹参、当归 ５味中药制成，
适用于感染诱发的全身炎性反应综合征，即脓毒

症［２］。血必净注射液成分复杂，其抗炎机制具有多

靶点作用［３４］，其中丹参素可明显抑制钙离子载

体［５］；洋川芎内酯Ⅰ可保护因过氧化氢诱导的 ＰＣ１２
细胞损伤［６］；芍药苷能调节一氧化氮水平及抑制细

胞内钙超载［７８］；阿魏酸可抑制小胶质细胞活化和保

护脂多糖诱导ＰＣ１２细胞损伤［９１０］；羟基红花黄色素

Ａ可抑制炎症介质释放和降低炎性因子表达［１１１２］，

从而表现抗炎作用。此五种成分结构各不相同，如

·７５１１·
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图１所示。

图１　五种成分的化学结构式

目前，血必净注射液的检测方法主要是

ＨＰＬＣ［１３１５］。本实验为了更方便有效地控制血必净注
射液的质量，根据其药理作用和各活性成分发挥药

理作用的机制，分别从红花、赤芍、川芎、丹参和

当归等五味中药中选择具有抗菌消炎活性的羟基红

花黄色素 Ａ、芍药苷、洋川芎内酯Ⅰ、丹参素和阿
魏酸为活性指标成分［１６２０］，建立了一种简便、快速、

准确的同时测定血必净注射液多种活性指标成分的

质量控制方法，力图为血必净注射液全面质量控制

标准的建立提供参考。

１　材料与仪器

１１试剂

血必净注射液（天津红日药业股份有效公司，规

格：每支 １０ｍＬ，三批批号分别为：１２０５３０１、
１２０８１７１、１３１１０８１）；芍药苷对照品（天津中新药业
研究中心，纯度≥９８％），丹参素对照品（天津中新
药业研究中心，纯度≥９８％），洋川芎内酯Ⅰ对照品
（南京拓海生物科技有限公司，纯度≥９８％），羟基

红花黄色素 Ａ对照品（中国食品药品检定研究院，
含量以９２５％计，批号：１１６３７２０１１０６），阿魏酸对
照品（中国食品药品检定研究院，含量以９９６％计，批
号：１１０７７３２０１０１２）。甲醇（天津市大茂化学试剂厂，
分析纯），甲醇（美国ｓｉｇｍａ公司，色谱纯），甲酸（美
国ＭｅｒｉｄｉａｎＭｅｄｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，色谱纯）。

１２仪器

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５ｓｙｓｔｅｍ高效液相色谱仪，ＤＡＤ检
测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），ＢＴ１２５０Ｄ分析天平（德国
Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司），ＸＷ８０Ａ微型旋涡混合仪（上海沪
西分析仪器厂）。

２　方法与结果

２１色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，

５
#

ｍ）；流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３５℃；检测波
长：

$１＝２８０ｎｍ（丹参素、洋川芎内酯Ⅰ），$２＝
３９０ｎｍ（羟基红花黄色素Ａ），

$３＝３２３ｎｍ（阿魏酸），
$４＝２３０ｎｍ（芍药苷）；进样量：１０#

Ｌ；流动相：甲
醇（Ａ）０３％甲酸水（Ｂ），梯度洗脱。梯度洗脱条
件：０～６ｍｉｎ，８％ ～１２％Ａ；６～１１ｍｉｎ，１２％ ～
１８％Ａ；１１～２６ｍｉｎ，１８％ ～３０％Ａ；２６～３０ｍｉｎ，
３０％～４５％Ａ；３０～３１ｍｉｎ，４５％ ～８％Ａ；３１～
４０ｍｉｎ，８％Ａ。该色谱条件下，五种指标成分的色
谱图如图２所示，各化合物均得到良好分离。

注：１丹参素；２羟基红花黄色素 Ａ；３芍药苷；４阿魏

酸；５洋川芎内酯Ⅰ。

图２　２８０ｎｍ下混合对照品（Ａ）和血必净注射液（Ｂ）的
ＨＰＬＣ色谱图

·８５１１·
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２２溶液配制

２２１对照品储备液　分别精密称取丹参素、羟基
红花黄色素 Ａ、芍药苷、阿魏酸和洋川芎内酯Ⅰ对
照品适量，置于１０ｍＬ棕色容量瓶中，以５０％甲醇
定容，得到浓度分别为 １０３４、２１９０、１０８２、１０２４、
９６０μｇ·ｍＬ－１的对照品储备液，精密量取各对照品
溶液适量制成混合对照品溶液。

２２２供试品溶液　精密量取２ｍＬ血必净注射液完

全转移至１０ｍＬ棕色容量瓶中，加水定容至刻度，
摇匀，以同样方法平行制备三份，作供试品溶液。

２３方法学考察

２３１线性关系　分别吸取混合对照品溶液适量，
用近中性水逐级稀释成一系列不同浓度的对照品溶

液，摇匀，ＨＰＬＣ测定。以对照品质量浓度为横坐
标、峰面积为纵坐标绘制标准曲线，得各成分的线

性回归方程见表１。

表１　血必净注射液五种对照品的线性回归方程
成分 回归方程 ｒ 线性范围／μｇ·ｍＬ－１

丹参素 Ｙ＝７２８９２Ｘ＋１７８４７ ０９９９６ ０４～２０７

羟基红花黄色素Ａ Ｙ＝２４１８３４Ｘ－７３６１６ ０９９９８ ２０～１０２２

芍药苷 Ｙ＝１１５３７７Ｘ＋１０４１９２ ０９９９８ ３００～１４９３１

阿魏酸 Ｙ＝６１３８４４Ｘ－７５２１８ ０９９９９ ０４～２０５

洋川芎内酯Ⅰ Ｙ＝４２４６７０Ｘ－１５３２８ ０９９９９ ０４～１８１

２３２精密度试验　配制各成分与测定样品响应相
近的混标溶液，按２１项下色谱条件进样６针测定
峰面积，计算精密度。丹参素、羟基红花黄色素 Ａ、
芍药苷、阿魏酸、洋川芎内酯Ⅰ五种成分的 ＲＳＤ分
别为 １０５％、０４３％、００９％、００９％、０９６％，
５种成分的ＲＳＤ值均小于１０５％，表明仪器精密度
良好。

２３３重复性试验　按２２２项下方法平行制备６份
供试品溶液，依照２１项下色谱条件进样测定峰面
积，计算ＲＳＤ值。丹参素、羟基红花黄色素 Ａ、芍
药苷、阿魏酸、洋川芎内酯Ⅰ五种成分的 ＲＳＤ分别
为 ２８４％、０８３％、０４９％、１１１％、１２５％，各
成分 ＲＳＤ值均小于 ２８４％，表明该方法重复性
良好。

２３４加样回收率试验　精密量取已知含量的血必
净注射液样品１ｍＬ，置于高温灭菌１０ｍＬ的棕色容
量瓶中，再分别精密加入适量对照品储备液溶液，

甲醇定容，摇匀，制成供试液。平行６份，按２１项
下的色谱条件将上述６份样品溶液分别进样１０μＬ，
进行测定。计算丹参素、羟基红花黄色素Ａ、芍药
苷、阿魏酸、洋川芎内酯Ⅰ五种成分的平均回收率
和ＲＳＤ值（ｎ＝６），结果见表２。计算得到血必净注
射液中 ５种成分的平均回收率为 ９８８５％ ～
１０３２２％，ＲＳＤ小于１２７％，表明该方法加样回收
率符合要求。

表２　血必净注射加样回收率试验结果（ｎ＝６）

成分
样品中

量／μｇ
加入量／
μｇ

检出量／
μｇ

平均回收

率／μｇ
ＲＳＤ
（％）

丹参素 １４３ １４５ ２８６ ９８８５ １０２

羟基红花黄色素Ａ ４３０５ ４３８ ８６３８ ９８９３ ０８０

芍药苷 １４８９５ １５１４８ ２９８８３ ９８９５ ０９６

阿魏酸 ２８０ ２５６ ５４５ １０３２２ １２７

洋川芎内酯Ⅰ ６０５ ５７６ １１９６ １０２６６ １２５

２４　指标成分含量测定

按照２２２项下方法制备分别配制供试品溶液３
份（三个批次），按 ２１项下的色谱条件分别进样
１０μＬ，根据２３１中的线性范围计算可得，分别取
三批次的平均值，得到血必净注射液中丹参素、羟

基红花黄色素 Ａ、芍药苷、阿魏酸、洋川芎内酯Ⅰ
的平均含量分别为 １４２±０２、４６４５±１４、
１４８９２±４０、２７８±０２、６０６±０５μｇ·ｍＬ－１。

３　讨论

３１指标成分的选择

血必净注射液是由红花、当归、赤芍、川芎、

丹参五种药材提取加工制成的注射液，由于中药本

身的复杂性，笔者根据以下两个因素选择了五种成

分作为定量测定的指标成分。首先，综合血必净注

射液相关药理作用以及其中各活性成分药理作用的

作用机制，从其中选择五种相关性较大的成分作为

·９５１１·
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定量评价指标，保证指标成分发挥的药理作用能够

部分代表血必净制剂的药理作用。其次，根据 《中

华人民共和国药典》（２０１５版）及相关文献，从每种
药材中选择一种具有明显药理活性的成分作为指标

成分，即分别从红花、当归、赤芍、川芎、丹参中

选择了羟基红花黄色素 Ａ、阿魏酸、芍药苷、洋川
芎内酯和丹参素，且这五种指标成分化学结构类型

多样，有黄酮、有机酸、萜类及内酯，这使得实验

结果更具有普遍性和适用性。

３２色谱条件的选择

血必净注射液的成分复杂，为提高分析灵敏度，

减少测定干扰，实验采用梯度洗脱。发现甲醇的洗

脱效果优于乙腈。流动相考察了甲醇０２％的磷酸
水、甲醇０２％的甲酸水以及甲醇０３％的甲酸水，
结果发现甲醇０３％的甲酸水得到的色谱峰峰形和
分离度较好。在检测波长的选择上，虽然在２８０ｎｍ
检测波长下的色谱峰最多，反映的成分信息更全面，

但因五种成分结构各异，在同一波长下检测灵敏度

较低，因此，本实验选用ＤＡＤ检测器，根据五种成
分的最大吸收波长，提取不同波长下的色谱图分别

定量测定五种成分，用以提高分析准确度。

４　结论

在中药类市场国际化的大趋势之下，我国中药

材的出口贸易快速增长，但随之而来的质量安全问

题却阻碍了我国中药材产品进入国际市场，使我国

的中药材安全性遭受到了质疑［２１］。现行的中药质量

标准主要依照化学药品的质量标准模式建立，即选

定某一中药的 “有效成分”，建立相应的定量标准，

然而，对于成分复杂的复方制剂而言，只建立某单

一成分的含量测定在很大程度上存在着片面性。因

此，本实验基于血必净注射液的药味组成、化学成

分和药理作用，选择具有抗菌消炎活性的丹参素、

羟基红花黄色素、芍药苷、阿魏酸、洋川芎内酯Ⅰ
为活性指标成分，使用 ＨＰＬＣＤＡＤ法在不同波长下
同时测定５种成分。此方法简便、快速、准确，可
为血必净注射液全面质量控制标准的建立提供参考。
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