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高效液相色谱一荧光法检测丹参酮ⅡA血药浓度探讨 

杨洁芳 ，徐梦雪z，陈 邕 

(1．重庆市第九人民医院药剂科，重庆 400700；2．重庆医科大学儿科学院药剂科，重庆 400014； 
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【摘 要】目的：探讨采用高效液相色谱一荧光法检测血浆中的丹参酮II A浓度的可行性。方法：采用高效液相色谱 一荧光法检 

测 10名受试者血浆中的丹参酮 ⅡA浓度。结果：口服丹参酮ⅡA后吸收较为迅速，消除较快，血药浓度个体差异较大。结论：高 

效液相色谱 一荧光法检测具有灵敏度高，杂峰干扰少的优点，为研究健康人体药代动力学试验提供测定方法。 

【关键词】高效液相色谱 一荧光法；丹参酮ⅡA 

【中国图书分类法分类~-1R94 【文献标识码】A 【收稿日期】2006-03-01 

Exploration method for detection of tanshinoneⅡA serum IeveI 

by HPlC chromatograms 

YANG Jiefang,et al 

(Department ofPharmacy,The nineth People S Hospital，Chongqing) 

【Abstract】Objective：To explore the possibility for detecting tanshinone I／A serum level by HP1C chmmatograms．Methods：To detect 

tanshinone I／A serum level in 10 healthy subjects by HPLC chromatograms．Results：After take tanshinone I／A，they were absorbed 

quickly and removed rapidly，had significant difference of blood drug level in different subjects．Conclusion：The method is demonstrated 

to be hi【sh sensitive with less disturbance which will provide a new way to perform pharmacokinetic experiment． 
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丹参酮 ⅡA作为应用较为广泛的中药制药原 

料中间体，具有扩展血管、降低血压、抗血栓 、抗菌 

消炎的功效，对治疗冠心病、心绞痛、心律过速 、痤 

疮等病症具有显著的疗效。据文献报道『l1对于丹参 

酮 ⅡA的测定主要有 HPLC—UV法、毛细管电泳法 

(CE)和 HPLC一荧光法，目前，国内尚无用高效液 

相色谱法测定人体血浆丹参酮ⅡA浓度的报道。本 

试验采用高效液相色谱 一荧光法检测血浆中的丹 

参酮ⅡA浓度，灵敏度高，杂峰干扰少，用于研究健 

康受试者口服丹参酮ⅡA片剂后体内的血药浓度， 

为研究健康人体药代动力学试验提供测定方法。 

1 材料与方法 

1．1 药品与试 剂 

丹参酮 ⅡA片剂，内标丹参酸甲酯 (由吉林通化巴里莫 

作者介绍：扬洁芳(1964一 )，女，主管药师， 

主要研究方向：临床医学。 

尔制药有限公司提供，含量99．8％)，丹参酮ⅡA对照品(由 

上海第一生化制药有限公司提供 ，批号 ：010600160，含量 

99．5％)。乙腈、甲醇为色谱纯，三乙胺、磷酸为分析纯，水为重 

蒸馏水。 

1．2 仪器与色谱条件 

仪器 ：Shimadazu一10A高效液相色谱系统 (荧光检测器 ， 

自动进样器、柱温箱，ClassVP液相工作站 )： 

色谱条件：固定相：InersilCI8色谱柱，(150mm×4．6mm， 

5 m)；流动相为 0．25％三乙胺水溶液 一乙腈 =40：60 

(v／v)，20％磷酸调节 pH为5．0；荧光检测波长 Ex为295nm， 

Em为 390nm；流速 1．0ml／min，柱温、自动进样器温度均为 

25℃，进样量 40 l测定。 

在选定的色谱条件下，测得的色谱图见图 1，丹参酮 ⅡA 

与内标物的保留时间分别为：6-3 min和 4．5min，两者峰形良 

好，分离完全，无杂质峰干扰。 

1-3 溶液配置 

精密称取丹参酮 ⅡA对照品适量 ，置于 50ml量瓶中， 

用甲醇溶解并用甲醇稀释定容至刻度，成 640．Op~g／ml；取出 

lml置于 lOOml容量瓶 中，用蒸馏水稀释定容至刻度 ，成 

64OO．0 ng，ml对照品贮备液。 
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A 

B 

A空白血浆 (blaIlk plasma)；B丹参酮ⅡA加空白血浆 

(~ shinoneⅡAin blaI1kpl~ma)；C健康受试者服药 2h后血 

浆加内标 (plasma，2h after an orM dose) 

1内标 (intemM standard) 2丹参酮 ⅡA(mnshinoneⅡA) 

图 1 人血浆中丹参酮 ⅡAHPLC图 

精密称取丹参酸甲酯适量，置于 100ml量瓶中，用甲醇 

溶解并稀释定容至刻度，为 200|L咖 l；精密量取 1．0ml，置 

5OIlll量瓶中，用蒸馏水定容成 4．0 咖 l内标溶液备用。 

1．4 血浆预处理 

精密取血浆 200 l置于 1．5ml离心管中，精密加入内标 

液 100 l，蛋 白沉淀剂乙腈 600 l，涡旋振荡混匀 10s， 

10000r／min离心 1Omin，取上清液进样 4o l测定。 

2 方法学评价 

2．1 标准曲线的制备 

精密取 6400．0 n ml丹参酮 ⅡA标准贮备液适 

量，用空白血浆依次稀释成 3200．0、1600．0、800．0、 

400．0、200．0、100．0、50．0、25．0、12．5、6．25 n#ml系列 

浓度，按上述血浆处理方法处理后进样分析，以丹参 

酮 ⅡA峰面积与内标峰面积的比值对浓度进行线 

性回归，得血浆中丹参酮 ⅡA标准曲线的回归方程 

(n=5)： 

As~i=0．0056 C+2．57×1 0 (I=O．9998) 

线性检测范围：6．25～320on ml，最低检测浓 

度为 1．25 n ml(S／N>3)。 

2．2 回收率及精密度试验 

在空白血浆中精密加入丹参酮 ⅡA标准贮备液适 

量 ，使成 6．25，200．0，1600．0 n ml 3个浓度的样品， 

按上述血浆处理方法处理后进样，由标准曲线求出 

各样品的浓度，各点浓度测定 5次，将求得的浓度 

与已知加入浓度相比，计算样品的相对回收率。连续 

测定 5天(n=5)，计算 日内、日间精密度。 

另用乙腈配制相应系列浓度的丹参酮 ⅡA标 

准溶液，不经沉淀直接测定，以此为标准，将两组峰 

面积相比，计算丹参酮 ⅡA的绝对回收率。结果见 

表 1。 

2．3 稳 定性试验 

在空白血浆中精密加入丹参酮 ⅡA贮备液适 

量，使成 6．25，200．0，1600．0 n#ml 3个浓度的样品， 

按上述血浆处理方法处理进样，并于 一76℃冰箱放 

置 Oh，24h，48h，72h，96h后取出放至室温测定，RSD 

为 0．73％～6．1％。 

在空白血浆精密加入丹参酮 ⅡA贮备液适量， 

使成 6．25，200．0，1600．0 n咖 l 3个浓度的样品，按 

上述血浆处理方法处理后置于自动进样器中，于自 

处理后的0h，2，4h，8h，12h进样，测定，RSD为0．99％ 

～ 2_3％ 

表 1 丹参酮 ⅡA血浆回收率及精密度测定结果(n=5) 
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2．4 方法 应 用 

1O名男性健康受试者禁食 12h后，清晨空腹， 

单次I=1服丹参酮 ⅡA片剂 1片(80mg)，用温开水 

250ml吞服，于给药后 0．25、0．50、0．75、1．0、1．5、3．0、 

5．0、8．0、12．0、24．0、36．0、48，0、60．Oh，各取上肢静脉 

血约 3ml，将 血浆 收集于肝素抗凝 的试 管 中 ， 

3000r／min离心 10min，分离出血浆，进行血浆预处 

理或 一8Occ冷冻保存至测定。用本法测定服药后血 

浆中丹参酮 ⅡA浓度 ，1O名健康受试者12]服 80mg 

后的平均血药浓度 一时间曲线见图2。 

：、 

1 

烂 

图 2 10名健康受试者 口服 80mg丹参酮 ⅡA片剂后 

血药浓度均值一时间曲线 

lO名中国健康志愿者单剂量 口服丹参酮 ⅡA 

片剂 80mg的血药浓度经时变化趋势基本相似，图 

2表明服药后吸收较为迅速 ，分布相短暂，消除较 

快，血药浓度个体差异较大。 

3 讨 论 

本试验采用离子抑制色谱法测定血浆中丹参 

酮 ⅡA的浓度 ，通过对乙腈和水不同配比进行筛 

选 ，并对不同的 pH条件 (pH=3．0，5．0，7．0，9．0)进 

行了试验，结果发现 pH越偏酸性，系统的灵敏度越 

高，但峰的保留时间相应延后。另外，如果单纯用乙 

腈和水作流动相 ，峰形会比较差 ，所以在流动相中 

加入少量三乙胺减弱峰的拖尾现象。最终兼顾灵敏 

度、保留时间及峰形等因素，确定流动相为 O．25％三 

乙胺水溶液 一乙腈 =40：60 (v／v)，20％磷酸调节 

pH为 5．0色谱条件。 

综合考虑内标物结构、性质、吸收曲线等因素 

选择内标。丹参酸甲酯与丹参酮ⅡA具有相同的母 

核结构，与丹参酮 ⅡA色谱行为相近，性质稳定 ，两 

者分离度良好且能够与杂质峰基线分离，系统理论 

板数较高，故采用丹参酸甲酯为内标12～。 

经荧光扫描显示丹参酮 ⅡA流动相中的最佳 

激发波长为 295nm，发射波长为 390nm，且内标在 

此波长下检测亦有良好荧光效率，杂质干扰少，因 

此选择在此波长下检测。 

文献报道中14·51，丹参酮 ⅡA血浆预处理方法采 

用液 一液萃取，方法繁琐 ，我们在试验过程中摸索 

了采用高氯酸、乙腈作为沉淀剂。经高氯酸处理后 

丹参酮ⅡA绝对回收率很低，可能是由于其被酸分 

解；而乙腈作为沉淀剂不仅与流动相中的有机相一 

致，而且沉淀蛋白效果最佳，进样后峰形良好。文献 

报道闻，采用 1：3的比例可以沉淀 99．8％的蛋白，综 

合考虑沉淀蛋白效果和检测限的要求，我们采用了 

此比例进行蛋白沉淀。 

本试验通过优化流动相 、乙腈沉淀法，并选择 

合适内标，对已报道的 HP1C方法进行了改进【71，并 

选择荧光检测法，提高了检测的灵敏度和准确性， 

同时也减少了杂峰的干扰。 
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