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基于生物活性测定的注射用丹参多酚酸质量控制方法研究
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摘 要： 目的 以注射用丹参多酚酸（SAFI）体外抗血小板聚集活性为基础，建立该制剂的生物活性测定方法，并对 30批

样品进行测定，从而探索一种反映其有效性的新质控方法。方法 以家兔全血为试验系，一定浓度的SAFI与富血小板血浆

混合后，采用光学比浊法检测二磷酸腺苷（ADP）诱导的血小板聚集率，通过与丹酚酸B对照品的测定结果进行比较，运

用斜率比例法计算相对效价，并进行方法学考察验证。结果 方法学验证结果表明，建立的体外抗血小板聚集生物活性测定

法符合要求；30批次样品的相对效价均值为 0.366 1，RSD为 9.43%。结论 SAFI具有较强的抗血小板聚集活性，所建方法

适用于SAFI体外抗血小板聚集活性测定，对于补充调整SAFI的全面质量控制具有重要意义。
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Abstract: Objective To establish a bioassay method for Salvianolic Acid for Injection (SAFI) based on the in vitro anti-platelet

aggregation activity and assay 30 batches of SAFI, so as to explore a novel quality control method reflecting its effectiveness.

Methods Using rabbit whole blood as test system, a certain concentration of SAFI was mixed with platelet-rich plasma, and the

ADP-induced platelet aggregation rate was measured by optical turbidimetric method. Comparing the results with those of

salvianolic acid B, relative potency was calculated by the slope ratio method. In addition, the method was investigated by

methodological validation. Results The methodological validation results showed that the established in vitro anti-platelet

aggregation bioassay method met the requirements; the mean relative potency value of the 30 batches of samples was 0.366 1 with

an RSD of 9.43%. Conclusion SAFI has strong anti-platelet aggregation activity, and the proposed method is applicable to the in

vitro anti-platelet aggregation activity assay, which is important for complementary adjustment of the overall quality control of SAFI.
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现行的中药理化检测质量控制方法包括药材

外观形状鉴别、化学定性鉴别、指标成分检测、化学

指纹图谱等，上述方法侧重检验药材的“真伪”，但

不足以很好地反映中药有效性。因此，当下亟需有

整体观的评价方法与现行质量检测方法相互补充，

以提高中药质量的可控性。生物活性测定法是以

药物的生物效应为基础，通过生物统计工具和特定

的实验设计，测定药物有效性，进而达到控制药品

质量的一种方法［1］。生物评价技术是继形状评价、

化学评价之后，促进中药质量标准走向临床、关联
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疗效的关键举措［2］。近年来，《中国药典》和美国食

品药品管理局（FDA）《植物药研发指导原则》均收

载了生物活性测定方法［3-4］。2020 年 12 月，国家药

品监督管理局药品审评中心（CDE）发布了《中药生

物效应检测研究技术指导原则（试行）》［5］，鼓励探索

研究中药生物效应检测方法，完善中药质量控制体

系。由此可见，以生物活性作为中草药和植物药的

质量评价指标已得到国内外认可，生物活性测定法

应用于中药的质量控制将成为未来的发展趋势。

丹参 Salvia miltiorrhiza Bge.始载于《神农本草

经》，具有活血祛瘀、通经止痛、清心除烦、凉血消痈

的功效［6］。注射用丹参多酚酸（SAFI）是以丹参的水

溶酚酸类成分辅以甘露醇制备而成现代冻干粉针

剂，具有活血通络功效，临床上用于卒中病中经

络（轻中度脑梗死）恢复期瘀血阻络证的治疗［7］。本

研究从丹参活血化瘀的疗效出发，对SAFI抗血小板

聚集生物活性测定方法进行考察，评估其用于产品

质量控制的可行性，以期为产品的质量控制方法学

研究提供参考依据。

1 材料

1.1 实验动物

普通级日本大耳白兔 40只，雌性，体质量 2.0～
2.2 kg，购于天津裕达实验动物养殖有限公司，许可

证号码：SCXK（津）2016-0001。

1.2 仪器

Model 700 血小板聚集分析仪（美国 Chrono-

Log公司）；XS105 Dual电子分析天平（美国Mettler

Toledo公司）；Matrx VEM2小动物麻醉机（美国Mid

Mark公司）；LDZ5-2低速自动平衡离心机（北京医

用离心机厂）；P/N312专业比色杯，P/N365专业比色

杯垫，#311磁力搅拌子，均为美国 Chrono-Log公司

产品；Research plus 手动移液器（德国 Eppendorf 公

司）；容量瓶（德国Blau Brand公司，规格1、2、5 mL）；

G560E涡旋振荡仪（美国Scientific Industries公司）。

1.3 试剂与试药

二磷酸腺苷（ADP，美国Chrono-Log公司，批号

3490）；二水柠檬酸钠（美国 Sigma 公司 ，批号

SLBZ2215）；异氟烷（北京易则佳科技有限公司，批

号 045739）；0.9% NaCl注射液（山东齐都药业有限

公司，批号 11B19090902）；丹酚酸B标准品（天津天

士力之骄药业有限公司，批号 20140301）；注射用丹

参多酚酸（天津天士力之骄药业有限公司，规格：每

瓶 0.13 g，含丹参多酚酸 100 mg；30批，批号分别为

20180901、20180903、20180904、20180905、20181001、

20181002、20181003、20181004、20181005、20181006、

20190102、20190103、20190301、20190402、20190403、

20190404、20191201、20191202、20191203、20191204、

20200101、20200102、20200103、20200104、20200105、

20200201、20200202、20200203、20200204、20200205）；

甘露醇（天津天士力之骄药业有限公司，批号

1807001、1810001、1901002）。

2 方法和结果

2.1 溶剂的选择

根据SAFI的临床用药说明，本检测方法中的所

有溶液均使用生理盐水作为稀释溶剂进行配制。

2.2 血液材料的制备

提前预装3.8%柠檬酸钠抗凝剂3 mL于100 mL注

射器中，防止采血过程中血液凝固。

富血小板血浆（PRP）的制备：将禁食的家兔放

入异氟烷麻醉小室，麻醉后进行腹腔主动脉采血，

以体积比 1∶9补足适量的抗凝剂，全血 1 000 r/min

离心 10 min，观察上层 PRP的量，以 5 mL全血离心

出 2～2.5 mL PRP为佳；如不符合要求，则将离心后

的全血混匀后降低（800 r/min）或升高（1 200 r/min）

转速后再次离心，使得到符合要求的PRP，将离心后

的 PRP混装于 1个离心管中，敞口放置 30 min使其

与空气充分平衡，之后分装于 1.5 mL EP 管中，

待用。

贫血小板血浆（PPP）的准备：将取完 PRP的剩

余血浆重新放回离心机中，3 000 r/min离心 10 min，

取上清液即得PPP。

2.3 血小板聚集率的测定

取 PPP 300 μL加入专业比色杯用于校准调零，

另取PRP 274 μL加入专业比色杯，之后分别加入不

同浓度的样品液 20 μL，以生理盐水为阴性对照样

本，37 ℃孵育 3 min，依次加入 125 μmol/L ADP

6 μL，测定5 min内的最大血小板聚集率。

2.4 血小板聚集抑制率与相对效价的计算

血小板聚集抑制率的计算公式［5］：

血小板聚集抑制率=（阴性样本聚集率−样品聚集率）/阴

性样本聚集率

SAFI相对效价（ρSAFI）的计算公式［8］：

ρSAFI =
Ktest

Kstandard

Ktest为测试SAFI样本浓度-抑制率曲线的斜率；Kstandard为丹酚

酸B对照品浓度-抑制率曲线的斜率

2.5 系统适用性

将 20 μL生理盐水加入装有 274 μL PRP的比色

杯中作为阴性对照样本，按照“2.3”项下方法测定血
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小板聚集率，4 个阴性对照样本的聚集率应在

40%～85%，且 4 个平行样本 RSD 不大于 10%。若

聚集率低于 40%，则认为该家兔的血小板聚集率偏

低，不符合规定，可能会影响实验结果，应弃去该只

家兔的兔血，重新另取家兔，制备试验用血液材料。

2.6 专属性考察

分别配制如下溶液：（1）精密称取甘露醇适量，

加入生理盐水配制成质量浓度为 32.5 mg/mL的溶

液，作为 SAFI空白样本溶液；（2）精密称取 SAFI适

量，加入生理盐水配制成质量浓度为 2.82 mg/mL的

SAFI定量下限（LLOQ）溶液；（3）精密称取丹酚酸B

适量，加入生理盐水配制成质量浓度为 3.36 mg/mL

的丹酚酸B LLOQ溶液。

精密吸取上述溶液按照“2.3”项下方法测定血

小板聚集率，每批次空白样品重复 3次测定，计算血

小板聚集抑制率，结果见表 1。3批次 SAFI空白样

本（20180901、20181001、20190102）的平均血小板

聚集抑制率均低于 SAFI和丹酚酸B线性范围最低

点抑制率的 20%，因此认为SAFI制剂中的辅料成分

对其血小板聚集率的测定无影响。

2.7 丹酚酸B溶液线性范围考察

精密称取丹酚酸B标准品适量，加入生理盐水

配制成质量浓度为 16.00、12.80、10.24、8.19、6.55、

5.24、4.19、3.36 mg/mL 溶液，混合均匀。精密吸取

上述溶液测定血小板聚集率，计算血小板聚集抑制

率。通过将浓度-抑制率进行线性拟合可知：丹酚酸

B 标准溶液在检测体系最终质量浓度 0.117 5～

0.880 0 mg/mL 范围内线性关系良好，线性方程 y=

0.067 7 x＋0.076 7，R2=0.982 7。

2.8 SAFI溶液线性范围考察

精密称取SAFI适量，加入生理盐水配制成质量

浓度为 28.11、21.08、15.81、11.86、8.89、6.67、5.00、

3.75 mg/mL溶液，混合均匀。精密吸取上述溶液进

行血小板聚集率测定，计算血小板聚集抑制率。通

过将浓度-抑制率进行线性拟合可知：SAFI溶液在

检测体系最终质量浓度 0.188 0～1.877 8 mg/mL内

线性关系良好，线性方程 y=0.384 7 x＋0.091 6，R2=

0.980 5。

2.9 回收率考察

分别配制如下溶液：（1）精密称取SAFI适量，加

入生理盐水配制成质量浓度为 32.5 mg/mL 的溶

液；（2）精密称取丹酚酸B适量，加入生理盐水配制

成质量浓度为8.45、10.56 mg/mL的溶液；（3）分别往

32.5 mg/mL 的 SAFI 溶液中加入同体积的生理盐

水、10.56 mg/mL和 8.45 mg/mL的丹酚酸B溶液，均

匀混合，分别得测试溶液mix-C、mix-H、mix-L。

精密吸取上述测试溶液mix-C、mix-H、mix-L进

行血小板聚集率测定，重复 3 次，分别计算 mix-H、

mix-L与mix-C血小板聚集抑制率的差值。当日丹

酚酸B抗血小板聚集量效标准曲线为 y=1.340 3 x＋

0.007 6，R²=0.991 2，将上述抑制率差值代入标准曲

线中反算得到对应的丹酚酸B浓度，将其与丹酚酸

B的理论浓度相除，计算回收率，见表2。结果显示，

10.56 mg/mL 丹酚酸 B 标准溶液作为加标物，计算

平均加标回收率为 86.42%，其 RSD 值为 5.06%；

8.45 mg/mL丹酚酸B标准溶液为加标物，计算平均

加标回收率为 96.30%，其 RSD 为 7.72%；两次加标

回收率均满足试验要求（80%～120%）。

2.10 重复性试验

精密称取 SAFI 适量，分别配制成质量浓度为

21.08、15.81、11.86 mg/mL 的测试溶液，混合均匀。

精密称取丹酚酸 B 适量，分别配制成质量浓度为

16.00、12.80、10.24、8.19、6.55、5.24、4.19、3.36 mg/mL的

系列标准溶液，混合均匀。

表 1 专属性试验结果（n=3）

Table 1 Results of specific test（（n = 3））

批号

20180901

20181001

20190102

血小板聚集抑制率均值/%

SAFI空白样本

−1.0

−2.4

−0.7

SAFI（LLOQ）

13.1

16.3

17.0

丹酚酸B（LLOQ）

16.1

20.2

17.7

表 2 相对准确度试验结果（n=3）

Table 2 Relative accuracy test results（（n = 3））

10.56 mg·mL−1丹酚酸B

mix-C抑制率/%

mix-H抑制率/%

mix-H与mix-C抑制率差值/%

RSD计算值

RSD理论值

回收率/%

8.45 mg·mL−1丹酚酸B

mix-L抑制率/%

mix-L与mix-C抑制率差值/%

RSD计算值

RSD理论值

回收率/%

第1次

50.0

89.5

39.5

0.29

0.35

81.56%

第1次

84.2

34.2

0.25

0.28

88.09

第2次

50.0

92.1

42.1

0.31

87.64

第2次

89.5

39.5

0.29

102.57

第3次

54.1

97.3

43.2

0.32

90.05

第3次

91.9

37.8

0.28

98.24
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精密吸取上述溶液，测定各自的血小板聚集

率，计算对应的血小板聚集抑制率，绘制 SAFI的浓

度-抑制率量效曲线和丹酚酸B标准品的浓度-抑制

率标准曲线，计算斜率比值得到相对效价值。平行

操作 6次，结果见表 3。6次测定的当日标准曲线斜

率为 0.778 6，相对效价均值为 0.356 2，RSD 值为

7.72%，该方法的重复性符合规定（RSD≤20%）。

2.11 中间精密度试验

溶液配制及测定方法同“2.10 重复性试验”，但

该项试验要求由不同人员在不同日期基于不同仪

器使用不同来源的 PRP 测定同一批次 SAFI（批号

20180901）的相对效价，结果见表 4。6次测定的当

日标准曲线斜率为 1.989 7，相对效价均值为0.320 6，

RSD 值为 7.0%，该方法的中间精密度符合规

定（RSD≤20%）。

2.12 样品检测

试验选取 2018—2020 年生产的 30 批 SAFI，依

据“2.10”项下方法，配制相应浓度的SAFI测试溶液

和丹酚酸B系列标准溶液，分别测定其血小板聚集

率，计算血小板聚集抑制率，每批次平行测定 3次，

依据拟合所得的线性方程，计算各批次SAFI的相对

效价，结果见表 5。30批次SAFI抗血小板聚集相对

效价均值为 0.366 1（0.292 7～0.425 9），其RSD值为

9.43%，符合规定（RSD≤20%）。

3 讨论

抗血小板聚集是评价活血化瘀类中药对血小

板功能影响的经典药理实验［9］，目前已有大量文献

研究表明 SAFI［10-11］、注射用丹参多酚酸盐［12-13］、丹酚

酸 B［14-17］、丹酚酸 A［18-20］、咖啡酸［21］等丹参类制品具

有抗血小板聚集的作用。本研究基于 SAFI抗血小

板聚集的药理作用，以考察血小板功能的“金标准”——

光学比浊法［22］作为检测手段，建立了一种操作便

捷、重复性良好、测试结果准确可靠的 SAFI抗血小

板聚集相对效价测定方法。

在生物活性测定过程中，标准品的选择一直是

难点。目前，生物活性测定的标准品主要分为 4类，

一是符合同质原则的标准品，包括成分基本相似的

不同来源产品、标准对照药材、道地药材；二是具有

相同药理作用的化学药品或生物制品；三是中药成

分或组分；四是通过生物制品活性以间接换算中药

生物效价［23］。每 130 mg SAFI 中含有 100 mg 丹参

多酚酸和 30 mg辅料甘露醇，其中丹酚酸B的含量

约占 60%［24］，已有多项研究报道丹酚酸B等丹参酚

酸类成分具有显著的抗血小板聚集作用，选用丹酚

酸B作为标准品从一定程度上等同于使用具有相同

药理作用的化学品作为标准品，因此，丹酚酸B单体

符合标准品的纳入标准。

本试验方法的建立能够一定程度上为生物活

性测定法应用于中药注射剂质量评价提供方法学

借鉴。但质量评价方法的建立是一个长期的过程，

在后续的研究中还需要不断地积累多批次检测数

据，并且可以人为设计多个类别的不合格样品用以

考察该生物学活性测定方法对于不合格产品的检

出率，从而更加全面地优化该检测方法。不仅如

表 3 重复性试验结果（n=6）

Table 3 Repeatability test results（（n = 6））

考察指标

斜率

R2

相对效价

相对偏差/%

重复性试验编号

1

0.296 1

0.962 0

0.380 3

6.8

2

0.258 0

0.979 1

0.331 4

−7.0

3

0.264 8

0.928 2

0.340 1

−4.5

3

0.260 0

0.928 2

0.333 9

−6.2

5

0.296 1

0.962 0

0.380 3

6.8

6

0.289 0

0.979 1

0.371 2

4.2

表 4 中间精密度试验结果（n=6）

Table 4 Intermediate precision test results（（n = 6））

考察指标

斜率

R2

相对效价

相对偏差/%

中间精密度试验编号

1

0.678 4

0.992 4

0.341 0

6.4

2

0.610 9

0.998 9

0.307 0

−4.2

3

0.665 9

0.977 0

0.334 7

4.4

4

0.687 2

0.967 2

0.345 4

7.7

5

0.581 4

0.952 3

0.292 2

−8.9

6

0.603 4

0.967 2

0.303 3

−5.4
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此，中药的某一功效一般与多种药理作用相关，因

此未来还需通过多项实验考察不同的生物效应指

标，多角度地评价注射用丹参多酚酸的质量。对

此，可以尝试探索采用生物标志物、生物效应表达

谱等作为生物效应检测指标，运用现代科学技术不

断完善基于生物活性测定的质量评价体系。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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