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丹红注射液中主要有效成分在脑缺血大鼠体内药动学研究=
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摘= =要：目的= =建立同时测定给予丹红注射液主要组分后脑缺血再灌注损伤大鼠血浆中丹参素、原儿茶酸、香草酸、丹酚酸 _

和羟基红花黄色素 A（evpA）质量浓度的 emiCJaAa 方法，为其药动学研究提供准确可靠的方法。方法= =制备大鼠大脑

中动脉栓塞（jCAl）模型，iv丹红注射液主要有效成分丹参素、原儿茶醛、丹酚酸 _和 evpA后，收集血样，采用 bclipse=

ua_JCNU（NRM=mm×QKS=mm，R=μm）色谱柱，以乙腈JMKQB磷酸水溶液为流动相进行梯度洗脱，检测波长 OUM=nm用于检测

丹参素、原儿茶酸、香草酸和丹酚酸 _，QMP= nm用于检测 evpA，柱温为 PM=℃，内标法定量。结果= =原儿茶醛在jCAl

大鼠体内迅速被代谢，P=min即可检测到其代谢产物原儿茶酸和香草酸。丹参素、原儿茶酸、香草酸、丹酚酸 _和 evpA的

进样浓度分别在 MKPR～NQM=mgLi（oO＝MKVVV=U）、MKNR～SM=mgLi（oO＝MKVVV=M）、MKMR～OM=mgLi（oO＝MKVVU=U）、MKOR～NMM=mgLi
（oO＝MKVVV=S）、MKMTR～PM=mgLi（oO＝MKVVU=R）呈良好线性关系，平均回收率均在 UMB～NOMB，日内、日间 opa均小于 NMB，

稳定性符合体内药物分析要求。大鼠 iv给予丹红注射液主要有效成分后丹参素、原儿茶酸、香草酸、丹酚酸 _和evpA的主要

药动学参数：ArCM～∞分别为（NNQPKUSO±OPMKUQM）、（QOTKMOQ±RVKOVP）、（NPRKTUR±QTKSPN）、（QNUKSPN±SSKOQO）、（OUUKTUU±UTKUMV）

mg·minLi，tNLOz分别为（TNKQVS±OVKMST）、（UOKPTV±OSKOTV）、（QMKPPN±SKMMS）、（NORKNSQ±RVKTMV）、（NTTKRTT±NNOKUPS）min。

结论= =所建立的 emiCJaAa 分析方法专属性强，各成分分离度好，分析时长适宜，操作简单快速，可用于 jCAl 大鼠体

内丹参素、原儿茶酸、香草酸、丹酚酸 _、evpA的同时测定及复方丹红注射液的药动学研究。=
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r~nges=of=d~nshensuI=protoc~techuic=~cidI=v~nillic=~cidI=s~lvi~nolic=~cid=_I=~nd=evpA=were=MKPR—NQM= = EoO=Z=MKVVV=UFI=MKNR—SM=
EoO=ZMKVVV=MFI=MKMR—OM=EoO=Z=MKVVU=UFI=MKOR—NMM=EoO=Z=MKVVV=SFI=~nd=MKMTR—PM=mgLi=EoO=Z=MKVVU=RFI=respectivelyK=qhe=me~n=recoveries=
were= between= UMB= ~nd= NOMB= ~nd= the= opa= v~lue= of= intr~Jd~y= ~nd= interJd~y= w~s= less= th~n= NMBK= qhe= results= of= st~bility= meet= the=

requirements=for=bioph~rm~ceutic~l=~n~lysisK=qhe= m~in= ph~rm~cokinetic= p~r~meters= of= d~nshensuI= protoc~techuic= ~cidI= v~nillic= ~cidI=

s~lvi~nolic=~cid=_=~nd=evpA=were=~s=followsW=ArCM~∞=were=ENNQPKUSO=–=OPMKUQMFI=EQOTKMOQ=–=RVKOVPFI=ENPRKTUR=–=QTKSPNFI=EQNUKSPN=–=

SSKOQOFI= EOUUKTUU= –= UTKUMVF=mg·minLi= ~nd= tNLOz=were= ETNKQVS= –= OVKMSTFI= EUOKPTV= –= OSKOTVFI= EQMKPPN= –= SKMMSFI= ENORKNSQ= –= RVKTMVFI=
ENTTKRTT=–=NNOKUPSF=minK=Conclusion= = qhe=method=is=simpleI=r~pidI=precise=~nd=st~bleI=which=c~n=be=used=to=the=ph~rm~cokinetic=studies=

on=the=comp~tibilities=of=d~nshensuI=protoc~techuic=~ldehydeI=s~lvi~nolic=~cid=_I=~nd=evpA=in=jCAl=r~tsK=

hey=wordsW=emiCJaAaX= cerebr~l= ischemi~X=a~nhong= fnjectionX=d~nshensuX= protoc~techuic= ~ldehydeX= s~lvi~nolic= ~cid=_X=evpAX= =

v~nillic=~cidX=protoc~techuic=~cid=

=

丹红注射液是由丹参和红花制成的中药复方

制剂，具有活血化瘀、通脉舒络等功效，临床上广

泛用于治疗冠心病、脑血管疾病、肺心病等xNJOz。丹

参中丹参素、原儿茶醛和丹酚酸 _等水溶性成分是

丹参活血化瘀功效的主要有效成分xPz，具有抗血栓、

抗氧化和改善血液循环等作用。红花总黄酮中羟基

红花黄色素 A（evpA）是红花的最有效水溶性成

分，具有良好的抗血小板聚集和抗炎活性xQJRz。有关

丹参素、原儿茶醛、丹酚酸 _和 evpA在大鼠体内

的药动学研究已有不少报道，但大多限于单体或复

方在正常大鼠体内的研究xSJVz。为进一步考察丹红注

射液中主要有效成分丹参素、原儿茶醛、丹酚酸 _

和 evpA 正交配伍后在脑缺血再灌注损伤大鼠中

药动学特征，本实验利用 emiCJaAa 技术，建立

了丹红注射液中主要有效成分（丹参素、原儿茶醛、

丹酚酸 _和 evpA）及其在脑缺血再灌注损伤大鼠

体内代谢产物（原儿茶酸、香草酸）的定量分析方

法，并运用此分析方法对被测组分在脑缺血再灌注

损伤大鼠体内的药动学特征进行研究，为丹红注射

液的临床应用提供参考。=

N= =材料=

NKN= =仪器=

Agilent= NOMM 型高效液相色谱系统（包括

dNPNNA 四元梯度泵、dNPNSA 柱温箱、dNPNRa

二极管阵列检测器、dNPNRa= aAa 检测器、

dNPOOA在线脱气机和化学工作站）；upOMRar梅

特勒精密天平（jbqqibo= qlibal 公司）；

C~sc~d~qj=_fl=jhO超纯水仪（美国 mAii公司）；

kaNMMJN氮气吹扫仪（杭州瑞诚仪器有限公司）；

niJUSN涡旋混合仪（海门市其林贝尔仪器制造有

限公司）；phRONMem 超声波清洗器（上海科导超

声仪器有限公司）；pe_JfffA循环水式多用真空泵

（河南省太康科教器材厂）；OJNSmh离心机（德国

pigm~公司）。=

NKO= =试药=

丹参素原料药（emiC 检测质量分数≥VUB，

批号 NNMRNS）购自西安鸿生生物技术有限公司；原

儿茶醛、丹酚酸 _和 evpA原料药（emiC检测质

量分数均≥VUB，批号 NQMPNO）购自南京泽朗医药

科技有限公司；对照品丹参素钠（质量分数≥VUB，

批号 OMNOMVNN）、evpA（质量分数≥VUB，批号

wMNMNM_ANP）、丹酚酸 _（质量分数≥VUB，批号

OMNNMUOO），上海源叶生物科技有限公司；原儿茶

醛和原儿茶酸对照品（质量分数≥VUB，批号

NQMPNO，南京泽朗医药科技有限公司）；香草酸对

照品（质量分数≥VUB，批号 NNMTTSJOMMQMO），中

国食品药品检定研究院；对羟基苯甲酸丙酯（内标，

质量分数≥VVB，天津光复化工研究所）；肝素钠（北

京鼎国昌盛生物技术有限责任公司，批号

O_MNMPRM）；甲醇、乙腈均为色谱纯（qedi~公司），

水为超纯水，其他试剂均为分析纯。=

NKP= =动物=

清洁级 pa大鼠，雄性，体质量（OUM±OM）g，

由上海西普尔J必凯实验动物有限公司提供，动物许

可证号 pCuh（沪）OMNPJMMNS。=

O= =方法与结果=

OKN= =溶液配制=

OKNKN= =对照品溶液的配制= =精密称取丹参素钠、原

儿茶酸、香草酸、丹酚酸 _和 evpA对照品适量，

分别用甲醇溶解配成质量浓度均为O=gLi的储备液，

Q=℃冷藏备用。临用前分别精密吸取一定量的 R种

对照品储备液，用大鼠空白血浆稀释成质量浓度分

别为丹参素钠 NQM=mgLi、原儿茶酸 SM=mgLi、香草

酸 OM=mgLi、丹酚酸 _=NMM=mgLi、evpA=PM=mgLi的

混合对照品溶液。=

OKNKO= =内标溶液的配制= =精密称取对羟基苯甲酸
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丙酯适量，用甲醇溶解配成质量浓度为 O= gLi的内

标储备液，Q=℃冷藏备用。临用前用空白血浆稀释

成质量浓度为 NMM=mgLi的内标溶液。=

OKO= =脑缺血再灌注大鼠模型制备=

大鼠实验前禁食 NO= h 以上，自由饮水。按照

iong~等xNMz的线栓法制备大鼠大脑右侧中动脉局灶

性脑缺血（jCAl）模型，脑缺血 N= h后，拔出线

栓进行再灌注。整个过程均在室温（OQ～OR=℃）

下进行。模型成功的标志是大鼠清醒后出现右眼

eorner征及对侧前肢为主的偏瘫。=

OKP= =给药与样品采集=

R只模型大鼠均按照丹参素 OM=mgLkg、原儿茶

醛 NR=mgLkg、丹酚酸 _=U=mgLkg、evpA=O=mgLkg的

给药剂量，准确称取这 Q种药物加适量生理盐水制

成药液，于大鼠再灌注同时尾 iv给药。分别在给药

后 P、NM、OM、PM、QR、SM、VM、NOM、NUM=min眼

眶静脉取血 MKR=mi，血样置肝素化离心管中，Q=℃

下 R=MMM=rLmin离心 NM=min，取上清液即得含药血浆

样品。=

OKQ= =血浆样品预处理=

精密吸取大鼠血浆样品 OMM= μi，精密加入 NR=

μi内标溶液和 NM=μi=NMB磷酸水溶液，混匀后，加

入 SMM=μi甲醇，涡旋振荡 P=min后，NP= MMM= rLmin

离心 NR= min，取 TOM= μi上清液常温下氮气吹干。

进样前，残留物精密加入甲醇JMKQB磷酸水溶液（N∶

N）NMM=μi涡旋复溶，NP=MMM=rLmin离心 NR=min后，

取上清待测。=

OKR= =色谱条件=

bclipse=ua_JCNU色谱柱（NRM=mm×QKS=mm，R=

μm），柱温为 PM=℃，自动进样，进样量 PM=μi，内

标法峰面积定量。流动相采用二元体系，A为乙腈，

_为 MKQB磷酸水溶液，梯度洗脱程序：M～NR=min，

VB～PMB=A，MKT～N=miLmin；NR～OR=min，PMB～

QMB=A，N=miLmin。双波长检测，OUM=nm用于检测

丹参素钠、原儿茶酸、香草酸和丹酚酸 _，QMP=nm

用于检测 evpA。=

OKS= =专属性考察=

按“OKR”项下色谱条件对处理后的空白血浆、

混合对照品溶液和血浆样品进行分析，结果见图 N。

结果表明，在选定色谱条件下，丹参素钠、原儿茶

酸、香草酸、丹酚酸 _、evpA与内标对羟基苯甲

酸丙酯分离完全，峰形良好，OP=min以内出峰完全

且血浆内源性杂质不干扰被测组分的测定，方法专

属性良好。
=

= = =

= = =

= = =
 

tLmin=

NJ丹参素= = OJ原儿茶酸= = PJ香草酸= = QJ丹酚酸_= = RJ内标物= = SJevpA= = AJ大鼠空白血浆= = _J大鼠空白血浆＋对照品＋内标= = CJ大鼠给药后 R=min的

含药血浆＋内标= = fJOUM=nm= = ffJQMP=nm=

NJd~nshensu= = OJprotoc~techuic=~cid= = PJv~nillic=~cid= = QJs~lvi~nolic=~cid=_= = RJfp= = SJevpA= = AJbl~nk=pl~sm~=of=r~ts= = _Jbl~nk=pl~sm~=of=r~ts=spiked=

with=mixed=reference=subst~nces=~nd=fp= = CJpl~sm~=s~mple=of=r~ts=with=drug=~fter=R=min=of=~dministr~tion=H=fp= = fJOUM=nm= = ffJQMP=nm=

图 N= =大鼠血浆 emiC图=

cigK=N= =emiC=of=plasma=in=rats=

AJf= AJff=

_Jf= _Jff=

CJf= CJff=

M= = = = = = = = R= = = = = = = = NM= = = = = = = = NR= = = = = = = OM= = = = = = = = = M= = = = = = = = R= = = = = = = = = NM= = = = = = = NR= = = = = = = OM=

S=

=
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OKT= =线性关系考察=

取混合对照品溶液，用空白血浆进行稀释，使

血浆药物质量浓度分别为丹参素钠 MKPR、NKQ、NQ、

PR、TM、NQM= mgLi；原儿茶酸 MKNR、MKS、S、NR、

PM、SM=mgLi；香草酸 MKMR、MKO、O、R、NM、OM=mgLi；

丹酚酸 _=MKOR、N、NM、OR、RM、NMM=mgLi；evpA=

MKMTR、MKP、P、TKR、NR、PM= mgLi。取上述系列混

合对照品血浆溶液，按“OKQ”项下方法处理，“OKR”

项下色谱条件测定，记录色谱图和峰面积。以血浆

中各药物的质量浓度为横坐标（u），药物与内标的

峰面积比值为纵坐标（v）进行线性回归，得标准

曲线的回归方程和相关系数，结果见表 N。按色谱

峰信噪比 pLk＝P 计，得丹参素、原儿茶酸、香草

酸、丹酚酸 _、evpA的最低检测限分别为 MKNP、

MKMQ、MKMP、MKNN、MKMN=mgLi。=

表 N= =各被测成分的线性关系=

qable=N= =iinear=relationship=of=each=measured=component=

成分= 回归方程= oO= 线性范围LEmg·i−NF=

丹参素钠= v＝MKMTN=R=u＋MKMMQ=U=MKVVV=U= MKPR～NQMKMM=

原儿茶酸= v＝MKONU=V=u－MKMQU=P=MKVVV=M= MKNR～SMKMM=

香草酸= v＝MKORS=S=u＋MKMMT=M=MKVVU=U= MKMR～OMKMM=

丹酚酸 _= v＝MKMUT=S=u－MKMSP=U=MKVVV=S= MKOR～NMMKMM=

evpA= v＝MKOSM=P=u－MKMUU=M=MKVVU=R= MKMTR～PMKMM=
=
OKU= =精密度试验=

在标准曲线线性范围内选择各成分的低、中、

高 P 个质量浓度，见表 O，以空白血浆配制成相应

的标准血浆样品，按“OKQ”项下方法进行处理，相

应色谱条件下进行检测。在 N= d内连续测定 R次计

算日内精密度，N周内连续测定 R= d 计算日间精密

度。结果见表 O，各成分日内、日间 opa 均小于

NMB，符合生物样品分析要求。=

OKV= =回收率试验=

取空白血浆配制上述各成分低、中、高 P个质

量浓度的血浆样品，每个质量浓度平行 R份，按相

同的预处理方法和色谱条件进行处理和测定。将各

测定成分的峰面积与内标峰面积之比代入回归方

程计算相应浓度，并以测定值的平均值与配制的理

论质量浓度比较，计算相对回收率。结果见表 O。=

OKNM= =稳定性试验=

平行制备 NM 份中质量浓度的混合标准血浆样

品，经处理后立即测定 N 次。R 份于 Q=℃条件下放

置 OQ=h后重新测定 N次，记录色谱峰面积，以考察=

表 O= =各成分在大鼠血浆中的精密度和回收率= E x ±=sI=n=Z=RF=
qable=O= =mrecisions=and=recoveries=of=each=reference=substance=

in=plasma=of=rats=E x ±=sI=n=Z=RF=

成分= ρLEmg·i−NF=
精密度 opaLB=

相对回收率LB=
日内= 日间=

丹参素钠= NKQM= QKPT= QKVS= NMOKUO± SKVU 

NQKMM= OKQP= RKTU= NMRKQO± UKVN 

TMKMM= NKRS= TKUO= VSKRU± TKOP 

原儿茶酸= MKSM= SKQP= RKON= NNMKON±NMKPO 

SKMM= MKVR= NKPT= NMPKRN± RKQS 

PMKMM= NKRU= PKMO= VSKUP± RKUP 

香草酸= MKOM= NKRP= SKOS= NMQKUT±NPKPP 

OKMM= NKMO= QKNT= NMPKTV± PKSU 

NMKMM= NKSM= QKNP= VTKOU± SKOV 

丹酚酸 _= NKMM= QKVO= PKOV= NMUKRN± PKMQ 

NMKMM= MKSO= UKTT= VTKMT±NMKQP 

RMKMM= NKPS= TKTR= VNKNP± VKQN 

evpA= MKPM= PKUV= QKTO= VVKVP± OKVP 

PKMM= OKOV= NKUV= NMPKTN± SKSR 

= NRKMM= NKSM= OKNV= VRKSS± TKQM 
=
各成分在血浆样品测定过程中的稳定性；R 份于

−UM=℃冰冻条件下贮存 N周，室温解冻后处理测定，

记录色谱峰面积，以考察样品的长期稳定性。结果

表明，血浆样品在 Q=℃下放置 OQ=h后丹参素钠、原

儿茶酸、香草酸、丹酚酸 _、evpA 和对羟基苯甲

酸丙酯的 opa分别为 PKSMB、MKRNB、MKVQB、QKPUB、

MKUNB和 NKMMB；血浆样品在−UM=℃下冷冻储存 N周

后丹参素钠、原儿茶酸、香草酸、丹酚酸 _、evpA

和对羟基苯甲酸丙酯的 opa分别为 QKQUB、OKURB、

OKQUB、TKOOB、RKORB和 OKMMB。各成分 opa 均小

于 NMB，表明血浆样品稳定性良好。=

OKNN= =药动学研究=

所取血样按“OKQ”项下方法处理，在“OKR”

项色谱条件下测定，记录各检测成分和内标的峰面

积，代入回归方程，计算脑缺血再灌注大鼠给药不

同时相丹参素、原儿茶酸、香草酸、丹酚酸 _ 和

evpA的血药浓度。所得血药浓度数据以 aAp=PKOKS

药动学程序软件进行非房室模型拟合，采用统计矩

法计算药动学参数。各被测成分平均血药浓度J时间

曲线见图 O，主要药动学参数见表 P。=

P= =讨论=

本实验目的是为了后期进行丹红注射液中主

要有效成分丹参素、原儿茶醛、丹酚酸 _和 evpA=
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图 O = = 各被测成分在 jCAl 大鼠体内的药 -时曲线=

E x±sI=n=Z=RF=
cigK= O= =arug-time= curves= of= each=measured= component= in=

jCAl=rats=in vivo=E x±sI=n=Z=RF=

正交配伍在脑缺血再灌注损伤大鼠体内的药动学研

究。经预试验发现给药 PM=min后血浆中基本检测不到

原儿茶醛原型药物，但其代谢产物原儿茶酸和香草酸

在给药 P=min后即能检测到，且滞留时间较长，说明

原儿茶醛在机体内被迅速代谢xNNJNOz。因此，本实验对

jCAl大鼠血浆中丹参素、原儿茶酸、香草酸、丹酚

酸 _ 和 evpA 进行了定量研究。经全波段扫描，检

测成分丹参素、原儿茶酸、香草酸、丹酚酸_、evpA

及内标对羟基苯甲酸丙酯的最大吸收波长分别为

OUM、OSM、OVM、OUS、QMP、ORU= nm。为方便、准确

地测定各成分的量，综合考虑，在 emiCJaAa 检测

通道中选取 OUM和 QMP= nm作为检测波长。此外，考

察了甲醇J磷酸水溶液体系和乙腈J磷酸水溶液体系为

流动相对色谱峰分离的影响，结果表明在乙腈JMKQB

磷酸水溶液体系下，色谱峰峰形和分离度均较好。=

表 P= =各被测成分在jCAl大鼠体内的主要药动学参数= E x±sI=n=Z=RF=
qable=P= =jain=pharmacokinetic=parameters=of=each=measured=components=in=jCAl=rats=in vivo=E x±sI=n=Z=RF=

参数= 单位= 丹参素= 原儿茶酸= 香草酸= 丹酚酸 _= evpA=

ArCM~t= mg·min·i−N= N=MTQKUNR±OUNKOPM PTSKORR±QQKQQQ NPOKPQQ±QSKQMM ORQKPSS±SKVNN NTOKMQQ±PSKVTP 

ArCM~∞= mg·min·i−N= N=NQPKUSO±OPMKUQM QOTKMOQ±RVKOVP NPRKTUR±QTKSPN QNUKSPN±SSKOQO OUUKTUU±UTKUMV 

joqM~t= min= OSKNVR±RKMTS PQKQOV±PKVQQ PTKQTP±OKTON PSKMVQ±UKQUV SQKNVT±RKTTM 

joqM~∞= min= QQKTTV±OMKMRR SSKSTN±OSKOSO QOKQRN±QKTTM NQOKMNS±QVKPTU OOOKTSQ±NORKTUQ 

tNLOz= min= TNKQVS±OVKMST UOKPTV±OSKOTV QMKPPN±SKMMS NORKNSQ±RVKTMV NTTKRTT±NNOKUPS 

tm~x= min= PKM±MKM PKM±MKM NPKPPP±RKTTQ PKM±MKM PKM±MKM 

sz= i·kg−N= NKVPS±NKMNS QKNTT±NKONU SKTQV±NKPSU PKPSP±NKNNQ NKTNV±MKSUU 

Ciz= i·min−N·kg−N= MKMNU±MKMMP MKMPS±MKMMR MKNOM±MKMQO MKMOM±MKMMQ MKMMT±MKMMP 

Cm~x= mg·i−N= QVKNSS±NOKMNR NPKOSU±NKMQS PKMVM±NKMMM NMKRMU±QKQTP PKMMT±MKTMP 

=

丹参酚酸类物质和 evpA 在酸性介质中较为

稳定，且易氧化和降解，故样品在预处理及检测中

均加入了一定量的酸性介质，并于低温下避光保

存。固相萃取具有较高的回收率xNPz，但固相萃取小

柱成本较高。液液萃取操作繁琐且不适宜血浆中

evpA的提取分离xNQz。在本实验中血浆样品采用甲

醇沉淀蛋白法预处理后浓缩样品，操作简便快速，

内源性物质对测定物质干扰较少，经方法学证实，

此法能够应用于 jCAl 大鼠血浆中丹参素、原儿

茶酸、香草酸、丹酚酸 _和 evpA的同时测定。本

实验尝试使用对羟基苯甲酸作为内标物，但效果不

理想，原因是对羟基苯甲酸结构与原儿茶酸（PIQJ

二羟基苯甲酸）极为相似，难以分离，且血浆内源

性杂质干扰对羟基苯甲酸的检测。改用对羟基苯甲

酸丙酯作为内标后，各被测组分分离度良好，内标

峰无干扰。=

本实验建立了脑缺血大鼠血浆中丹参素、原儿

茶酸、香草酸、丹酚酸 _和羟基红花色素 A同时测

定的 emiCJaAa 方法，通过专属性、线性关系、

精密度、回收率、稳定性试验充分地验证了此分析

方法的可靠性。并运用此方法对脑缺血大鼠血浆中

的丹红注射液主要有效成分及代谢产物进行了定

量分析，获得了被测组分在 jCAl 大鼠体内的相

关药动学参数。本研究对中药主要活性物质在病理

状态下的药动学特征研究具有一定的参考价值。=
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