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后基本提取完全, 所以, 本文采用超声时间定为 20 min。

31 4 检测波长的选择

在测定波长选择时, 由于次野鸢尾黄素含量在本品中含

量最低, 所以在选择测定波长时尽可能优先考虑其测定时的

最大吸收, 因此选择 265 nm 作为检测波长。
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高效液相色谱法测定复方丹参喷雾剂中

丹酚酸 B和丹参酮ÒA 的含量

张永东1 , 钟颖1 , 谭鸿毅2 , 金承怀2 , 孟亚军2 , 阳国平2*
( 1. 湘西州人民医院, 湖南吉首  41600; 2. 中南大

学湘雅三医院, 长沙  410013)

摘要: 目的  建立高效液相色谱法测定复方丹参喷雾剂中丹酚酸 B和丹参酮Ò A 的含量。方法  采用高效液相色谱
法测定, 测定丹酚酸 B 色谱柱为 ult imate XB-C18柱 ( 250 mm @ 41 6 mm, 5 Lm) , 流动相为甲醇-乙腈-甲酸-水( 29B

9B 1B 61) , 流速为 1 mL # min- 1 , 检测波长为 286 nm, 柱温为室温; 测定丹参酮Ò A 色谱柱为 ultimate XB-C18柱

( 250 mm @ 41 6 mm, 5 Lm, 流动相为甲醇-水 ( 76B 24) , 流速为 1 mL # min- 1 , 检测波长 264 nm, 柱温为室温。

结果  丹酚酸 B 在 71 2~ 460 Lg# mL - 1与峰面积线性关系良好, r= 01 999 9, 平均回收率为 971 0% , RSD为 61 0%

( n= 6) ; 丹参酮Ò A 在 31 8~ 245 Lg # mL - 1与峰面积线性关系良好, r= 01 999 5, 平均回收率为 971 3% , RSD 为

81 3% ( n= 6)。结论  该方法灵敏、准确、重复性好, 可作为评价复方丹参喷雾剂质量的方法。

关键词: 复方丹参喷雾剂; 丹酚酸 B; 丹参酮Ò A ; 高效液相色谱
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Determination of salvianolic acid B and tanshinone ÒA

in Fufang Danshen Penwuji by HPLC
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Abstract: Objective  T o develop an H PLC method for the determination of salv iano lic B and tanshinone Ò A in Fufang
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Danshen Penwuji and to contr ol its qualit y. Methods The content of salv iano lic B w as analyzed with ult imate XB- C18

( 250 mm @ 41 6 mm, 5 Lm) co lumn. For saw iandic acid B the mobile phase consisted o f methano-l acetonit rile-metha-

no ic acid-water ( 29B9B 1B61) at 11 0 mL# min- 1. T he detective w aveleng th w as 286 nm. Tanshinone Ò A was ana-

ly zed wit h ultimate XB-C18 ( 250 mm @ 41 6 mm, 5 Lm ) column. Fo r tanshinone Ò A the mobile phase consisted of

methano-l w ater ( 76B 24) at 11 0 mL # min- 1 . The detectiv e w aveleng th was 264 nm. Results  The salviano lic acid B

curve w as linear at 71 2- 460Lg # L- 1 ( r = 01 999 9) . The aver age recover y w as 971 0% , with the RSD 61 0% ( n=

6) . The tanshinone Ò A curve w as linear at 31 8- 245 Lg # L - 1 ( r= 01 999 5) . The average r ecover y was 971 3% ,

w ith the RSD 81 3% ( n= 6) . Conclusion  The method is sensitive, accurate, reproducible and can be used for the

quality contr ol of Fufang Danshen Penw uji.

Key words: Fufang Danshen Penwuji; salv iano lic acid B; t anshinone Ò A ; HPLC

  复方丹参方是由丹参、三七、冰片 3 味药组成的治疗胸

中憋闷、心绞痛的经典中药方剂, 疗效肯定[1]。目前市场上

供应的剂型主要为片剂、粉针剂、滴丸等, 现代药理研究已

证实丹参的水溶性丹酚酸类及脂溶性丹参酮类均是治疗冠心

病、心绞痛的有效成分[ 2-7]。目前已上市的复方丹参制剂中

要么只考虑到丹参脂溶性成分, 要么只考虑水溶性成分, 或

者成分不富集。本实验研制了含有丹参脂溶性和水溶性两类

有效成分的复方喷雾剂, 并且这两类成分在制剂中的含量达

到要求。

复方丹参喷雾剂的制备: 丹参 1 kg、三七总皂苷 65 g、

冰片 10 g, 丹参经过超临界萃取后的醇提物与冰片混合, 加

入溶剂及相应辅料, 得喷雾剂的脂溶性部分; 另将丹参水提

物和三七总皂苷混合后加入溶剂及辅料得喷雾剂的水溶性部

分。将所制得的脂溶性部分和水溶性部分各 1 000 mL 分别

灌装于自主设计的喷雾剂装置的独立两腔中, 得复方丹参喷

雾剂样品[8- 12]。

  为了有效地控制该药品的质量, 笔者采用了 H PLC 法

分别测定水溶性成分丹酚酸 B 和脂溶性成分丹参酮Ò A 的含

量, 现报道如下。

1 仪器与试药

岛津 LC- 20A 液相色谱仪 (配备 CBM- 20AL ite 系统

控制器, LC - 20AT 输液泵 , CTO - 20A 柱温箱, SIL-

20A 自动进样器, SPD- 20A 检测器, LC so lution 工作站,

日本岛津)。

丹酚酸 B 对照品 (上海诗丹德生物技术有限公司, 批

号: 02/ 071218, 纯度> 99% ) ; 丹参酮Ò A 对照品 (供含量

测定用, 批号: 110766-200518, 中国药品生物制品检定

所) ; 甲醇、乙腈 (色谱纯, T edia 公司) ; 其余试剂为分析

纯; 复方丹参喷雾剂 (自制, 规格: 10 mL # 瓶- 1 , 批号:

080311、080312、080313)。

2 丹酚酸 B的含量测定

21 1 色谱条件[ 13- 15]

色谱柱: ultimate XB-C18 柱 ( 250 mm @ 41 6 mm, 5

Lm) ; 流动相: 甲醇-乙腈-甲酸-水 ( 29B 9B 1B 61) , 流速

为 1 mL# m in- 1, 柱温为室温, 检测波长 286 nm; 进样量

10 LL。

21 2 溶液制备

21 21 1 供试品溶液  精密吸取复方丹参喷雾剂溶液 1 mL

置于 25 mL 容量瓶中, 用甲醇稀释并定容至刻度, 摇匀,

经 01 45 Lm 微孔滤膜过滤, 取续滤液, 即得供试品溶液。

21 21 2  阴性样品溶液  按处方比例、复方丹参喷雾剂制备

工艺制备不含丹酚酸类成分的阴性样品; 取阴性样品, 按

/ 21 21 10 项下方法操作, 即得阴性样品溶液。

21 21 3  对照品溶液  精密称取丹酚酸 B 对照品41 6 mg 置于

10 mL 容量瓶中, 甲醇溶解并定容至刻度 , 配制成 460 Lg#

mL - 1的对照品储备液。

21 3  系统适应性实验

分别精密吸取对照品储备液、阴性样品及供试品溶液各

10 LL , 注入高效液相色谱仪测定, 结果见图 1。理论塔板

数按丹酚酸 B计应\3 000, 分离度应> 11 5。阴性样品中杂

质不干扰丹酚酸 B 的测定。

图 1  丹酚酸 B的色谱图

Fig 1  HPLC of salvianolic acid B

A. 对照品 ( reference ) ; B. 供试品 ( sam ple ) ; C. 阴性样品

( n egative sam ple) ; 1. 丹酚酸 B ( salvianolic acid B)
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21 4 线性关系

将对照品储备液加流动相稀释成 71 187 5、141 375、

281 75、571 5、115、230、460 Lg# mL - 1系列标准溶液, 分

别进样 10 LL, 记录峰面积, 以峰面积与浓度进行线性回

归, 得标准曲线方程 Y = 51 828 @ 103X - 11 747 @ 103 , r=

01 999 9。丹酚酸 B在 71 2~ 460 Lg # mL- 1与峰面积具有良

好线性关系。

21 5 精密度试验

取同一供试品溶液 (批号: 080311) , 连续进样 5 次,

考察丹酚酸 B 峰面积的变化情况, 计算得 RSD 为 11 45%。

结果表明, 该方法精密度良好。

21 6 稳定性试验

将供试品溶液配制后放置 0、4、8、12 h, 分别进样 10

LL, 记录色谱图 , 考察供试品溶液放置后丹酚酸 B 峰面积

的变化情况, 计算得 RSD 为 11 19%。结果表明, 供试品溶

液放置 12 h 稳定。

21 7 重复性试验

取同一批号样品 (批号: 080311) 5 份, 按 / 21 21 10

项下方法制备供试品溶液, 按 / 21 10 项下色谱条件测定并

计算, 结果 RSD分别为 2. 37% , 本法重复性好。

21 8 回收试验

取已 知 浓度 样 品 ( 批 号: 080311, 21 202 mg #

mL - 1 ) 6 份, 每份 01 1 mL , 分别精密加入丹酚酸 B 对照

品溶液 01 5 mL , 按 / 21 21 10 项下方法制备并进行量测

定法, 计 算回收率。平均回收率为 971 0% , RSD 为

61 0% , 结果见表 2。

表 1  样品回收率 ( n= 6)

Tab 1 Recovery of salvianolic acid B ( n= 6)

序号

( No1 )

样品含量

( sample

conten t )

/ mg

加入量

( added

am ount )

/ mg

测得量

( detected

amoun t)

/ mg

回收率

( recovery)

/ %

RSD

/ %

1 01 220 2 01 230 0 01 429 3 901 9

2 01 220 2 01 230 0 01 457 9 1031 4

3 01 220 2 01 230 0 01 461 3 1041 8

4 01 220 2 01 230 0 01 442 5 961 7 610

5 01 220 2 01 230 0 01 432 7 921 4

6 01 220 2 01 230 0 01 435 4 931 6

21 9 样品含量测定

取 3 批样品各适量, 按 / 21 21 10 项下方法制备, 按

/ 21 10 项下方法测定, 按外标法以峰面积计算供试品中丹酚

酸 B 的含量, 结果见表 3。

表 2  样品中丹酚酸 B的含量 ( n= 3, x ? s)

Tab 2 Content of salvianolic acid B ( n= 3, x ? s)

批号

( b atch )

含量 ( content )

/ mg # mL- 1

RSD

/ %

080311 21 16 ? 01 08 21 0

080312 21 17 ? 01 11 21 7

080313 21 13 ? 01 16 41 1

3  丹参酮Ò A 的含量测定
[ 16]

31 1  方法

丹参脂溶性成分丹参酮Ò A 的测定方法较成熟 , 本文参

考李迎春的文献[16] 测定: 色谱柱 ultimate XB-C18柱 ( 250

mm @ 41 6 mm, 5Lm) ; 流动相: 甲醇-水 ( 76B 24) , 流速:

1 mL # min- 1 , 柱温: 室温, 检测波长 264 nm, 丹参酮Ò A

的保留时间为 30 min, 其他成分无干扰。标准曲线: Y =

31 010 @ 104X - 21 165 8@ 104 , r= 01 999 5, 线性范围 31 8~

245 Lg# mL - 1。

31 2  回收试验

取已知浓度样品 (批号: 080311, 01 250 mg# mL- 1 ) 6

份, 每份 01 5 mL, 分别精密加入丹参酮 Ò A 对照品溶液

( 01 245 mg # mL- 1) 01 5 mL , 按 / 21 21 10 项下方法制备并

按含量测定法进行测定, 计算回收率。平均回收率为

971 3% , RSD 为 81 3% , 结果见表 4。

表 3  丹参酮ÒA回收试验结果 ( n= 6)

Tab 3  Recovery of tanshinoneÒA ( n= 6)

序号

( No1 )

样品含量

( sample

content )

/ mg

加入量

( added

amount )

/ mg

测得量

( detected

amount )

/ m g

回收率

( recovery)

/ %

RSD

/ %

1 01 125 0 01 122 5 01 236 5 911 0

2 01 125 0 01 122 5 01 236 7 911 2

3 01 125 0 01 122 5 01 258 3 1081 8

4 01 125 0 01 122 5 01 235 6 881 0 81 3

5 01 125 0 01 122 5 01 243 6 961 8

6 01 125 0 01 122 5 01 254 2 1051 5

31 3  样品含量测定

取 3批样品各适量 , 依法测定, 按外标法以峰面积计算

供试品中丹参酮Ò A 的含量, 结果见表 5。

表 4  样品中丹参酮ÒA的含量 ( n= 3, x ? s)

Tab 4 Content of tanshinoneÒA (n= 3, x ? s)

批号

( batch)

含量 ( con tent )

/ mg # mL- 1

RSD

/ %

080311 01 247 ? 01 006 21 3

080312 01 242 ? 01 009 31 7

080313 01 245 ? 01 007 31 1

4  讨论

41 1  指标成分的选择

丹酚酸 B、丹参素、原儿茶醛为丹参水溶性成分的代

表, 且与功效直接相关, 中国药典 2005 版采用了 RP-HPLC

法测定了丹参素的含量; 而丹酚酸 B 在本品以及原药材中

含量最高, 经现代药理学证明它在治疗心血管系统疾病方面

疗效显著, 应该对其进行含量测定。本试验建立了复方丹参

喷雾剂中水溶性有效成分丹酚酸 B 含量方法及参考文献中

脂溶性有效成分丹参酮Ò A 的含量测定方法, 建立的方法简

单、快速, 为丹参类制剂质量。

41 2  流动相的选择
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  本试验测定丹酚酸 B 时曾选择了几种不同的流动相系

统: 甲醇-水-醋酸、乙腈-水醋酸等, 只有以甲醇-乙腈-甲酸-

水 ( 29B 9B 1B 61) 分离效果最好, 丹酚酸 B 峰与其他杂质

峰达到基线分离。

41 3 柱温的选择

本研究中曾考察过 25、30、40 e 等不同柱温对测定丹

酚酸 B 结果的影响。结果表明, 各色谱峰在不同温度时几

乎无变化, 故柱温选择室温。

参考文献

[ 1] 中国药典 2005年版. 一部 [ S] . 2005: 527-528.

[ 2] Adam M atkow sk i, Sylw ia Zielinska. Act ivity of ex tract s from

leaves and roots of Salvia milt iorrhiza Bunge, S . prz ew alskii

Max im, and S. vert icillata L [ J ] . Biores ou rce Technology,

2008, 99 (16) : 7892-7896.

[ 3] 吕炳强, 范英昌, 孙莲胜. 丹酚酸 B、丹参酮 ÒA 对动脉粥样

硬化家兔血清一氧化氮及甘油三酯的影响 [ J] . 天津中医学院

学报, 2006, 25 ( 1) : 32-34.

[ 4] 郭利平, 张萌, 杜嵘, 等. 丹酚酸 B/丹参酮ÒA 不同配比对缺

氧损伤 CMEC影响 [ J ] . 中国中医基础医学杂志, 2004, 10

( 4) : 35- 38.

[ 5] 张萌, 张伯礼, 高秀梅, 等. 丹酚酸 B/丹参酮ÒA 不同配比对

肿瘤坏死因子-A损伤大鼠心肌细胞的影响 [ J] . 中国药理学通

报, 2003, 9 ( 19) : 992-994.

[ 6] 江莉华, 徐天生, 陈兴兴, 等. 高效液相色谱测定丹参中丹酚

酸 B含量的方法研究 [ J] . 时珍国医国药, 2007, 18 ( 6 ) :

1395-1396.

[ 7] 张伯礼, 高秀梅, 商洪才, 等. 复方丹参方的药效物质及作用

机理研究 [ J] . 世界科学技术中医药现代化, 2003, 5 ( 5) :

14-17.

[ 8] 张辉等, 药物新制剂手册 [ M ] . 郑州: 河南科学技术出版社,

2001: 326.

[ 9] 金勇群, 潘金火. 中药喷雾剂的研究概况 [ J ] . 时珍国医国

药, 2005, 16 ( 7) : 655-656.

[ 10] 崔福德. 药剂学 [ M ] . 北京: 人民卫生出版社, 2003.

[ 11] 刘延泽. 植物组织破碎提取法及闪式提取器的创制与实践

[ J] . 中国天然药物, 2007, 5 ( 6) : 401-407.

[ 12] 黄祖发, 袁洪, 阳国平. 可同时实现多腔喷雾的喷雾装置

[ P] . 中国专利: ZL200520050990. 6, 2005- 6-2.

[ 13] 李向军, 刘敏彦, 赵兴茹, 等. 丹参水溶性成分提取工艺研

究 [ J] . 中国中医药信息杂志, 2005, 12 ( 12) : 49-50.

[ 14] 张军, 王凤云, 詹丽玲, 等. 丹参药材提取液中丹酚酸 B稳

定性影响因素的考察 [ J ] . 中国中药杂志, 2005, 30 ( 10) :

789-790.

[ 15] 李晓红, 冯玛莉, 刘霞, 等. 高效液相色谱法测定丹芪养血

颗粒中丹酚酸 B的含量 [ J] . 中南药学, 2008, 6 ( 5) : 557-

559.

[ 16] 李迎春, 曾健青, 刘莉玫, 等. 丹参中 3种丹参酮的超临界

二氧化碳萃取及液相色谱分析 [ J ] . 色谱, 2002, 20 ( 1) :

40-42.

(收稿日期: 2010- 01-28; 修回日期: 2010-04-28)

雷帕霉素对 TGF-B1诱导的 Treg细胞的体外影响

刘华
1
, 何敏

1
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2
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摘要: 目的  体外观察雷帕霉素 ( Rapa) 对转化生长因子-B1 ( TGF-B1) 诱导的 CD4+ CD25+ T reg 细胞 ( iT reg ) 扩

增的有效性及其相关性。方法  以抗原提呈细胞 ( APC)、植物血凝素 ( PH A , 10 Lg # L- 1 )、TGF-B1 ( 71 5 ng #

L- 1) 联合刺激诱导 CD4+ CD25- T 细胞转化为 CD4+ CD25+ T reg 细胞, 培养第 5 日添加不同浓度 Rapa刺激培养 3

d 作为实验组, 设阴性对照组 (不加 Rapa) 和空白对照组 ( RPM I 1640 培养基 ) , FCM 检测各组中 CD4+ CD25+ T

细胞比例变化情况; MTT 法测定各组诱导细胞的抑制功能。结果  ¹ 阴性对照组 CD4+ CD25+ T 细胞比例较空白

对照组增高 (P< 01 01) , 而实验组 CD4+ CD25+ T 细胞比例显著升高, Rapa ( 100 ng # mL - 1 ) 增殖效应显著 ( P<

01 01) , CD4+ CD25+ T 细胞增殖比例达到 421 6% ; º 实验组 iT r eg细胞能够明显抑制同型 CD4+ CD25- T 细胞的增

殖 ( P< 01 01) 且不同浓度 Rapa之间存在差异, 100 ng # mL - 1 Rapa 抑制效应最明显 ( P < 01 01)。结论  在体外

条件下, Rapa可以促进 TGF-B1 诱导分化的 T reg细胞增殖, 且具有免疫抑制功能, 这为体外回输T reg 细胞治疗疾

病开辟了新途径。

关键词: 雷帕霉素; 转化生长因子-B1; CD4+ CD25- 调节性 T 细胞
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