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定量核磁共振技术测定注射用丹参多酚酸中咖啡酸、丹参素、原儿茶酸和

阿魏酸

李慧玲 1，单丽红 2*
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摘 要：目的  建立定量核磁共振技术（qNMR）同时测定注射用丹参多酚酸中咖啡酸、丹参素、原儿茶酸和阿魏酸。方法 

 通过 qNMR测定 4种单体酚酸，脉冲序列 zg30抑制水峰，谱宽设定 8 012.8 Hz，温度为 25 ℃，采样点数为 131 072，采集时间为

4.09 s，弛豫延迟时间为8.26 s，纵向弛豫时间为1.25 s；采样次数为16，接收器增益值为35.6，数字化仪分辨率值为18，空扫次数

为 4，发射机频率偏移为 6.0×10−6。以三氟乙酸-d为内标，根据峰面积比与质量比计算 4 种单体酚酸的含量。结果  咖

啡酸、丹参素、原儿茶酸、阿魏酸分别选取 9.47×10−6（s，H-7）、8.02×10−6（s，H-8）、5.86×10−6（s，H-8）、12.79×10−6（s，H-8）处的

信号为定量峰；分析物在 12 h 后稳定性较差，所有样品在制备后 12 h内完成测定；咖啡酸在 0.103～1.625 μg·mL−1（r2＝

0.999 3），丹参素在 2.256～3.194 μg·mL−1（r2＝0.999 5），原儿茶酸在9.699～13.584 μg·mL−1（r2=0.999 8），阿魏酸在 1.566～

2.649 μg·mL−1（r2＝0.999 6）均呈良好的线性关系；加样回收率分别为 104.9%、101.5%、104.1%、101.4%，RSD值分别为

1.6%、2.1%、2.3%、1.5%；精密度、准确性、重复性均良好。结论  建立的 qNMR可同时测定注射用丹参多酚酸中咖啡酸、

丹参素、原儿茶酸和阿魏酸。
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Determination of caffeic acid, danshensu, protocatechuic acid and ferulic acid in 
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Abstract: Objective To establish a quantitative nuclear magnetic resonance (qNMR) technique for the simultaneous determination 

of caffeic acid, danshensu, protocatechuic acid and ferulic acid in Salvianolic Acids for Injection. Methods The contents of phenolic 

acids in four monomers were determined by qNMR. Pulse sequence zg30 suppresses water peaks, with a spectral width set to 8 012.8 Hz, 

temperature was 25 ℃ , sampling points are 131 072, collection time was 4.09 s, relaxation delay time was 8.26 s, and longitudinal 

relaxation time was 1.25 s. The sampling frequency was 16, the receiver gain value was 35.6, the digitizer resolution value was 18, 

the number of spatial scans was 4, and the transmitter frequency offset was 6.0 × 10−6. The contents of phenolic acids in four 

monomers were calculated according to the integral peak area ratio and mass ratio with trifluoroacetic acid-d as the internal standard. 

Results The signal for caffeic acid, danshensu, protocatechuic acid and ferulic acid was 9.47×10−6(s, H-7), 8.02×10−6(s, H-8), 5.86×

10−6(s, H-8), and 12.79×10−6(s, H-8) respectively. Caffeic acid ranged from 0.103—1.625 μg·mL−1 (r2 = 0.999 3), danshensu ranged 

from 2.256—3.194 μg·mL−1 (r2 = 0.999 5), protocatechuic acid ranged from 9.699—13.584 μg·mL−1 (r2=0.999 8), ferulic acid ranged 

from 1.566—2.649 μg·mL−1 (r2 = 0.999 6). The recoveries were 104.9%, 101.5%, 104.1% and 101.4% respectively, and the RSD values 

were 1.6%, 2.1%, 2.3% and 1.5% respectively. The precision, accuracy, and repeatability are all good. Conclusion qNMR can 

simultaneously determine the contents of four monomeric phenolic acids in Salvianolic Acids for Injection.
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control; caffeic acid; danshensu; protocatechuic acid; ferulic acid

丹 参 是 唇 形 科 鼠 尾 草 属 植 物 丹 参 Salvia 

miltiorrhiza Bge. 的干燥根和根茎，具有活血调经、

祛瘀止痛等功效［1］，为中医临床常用药材，丹酚酸为

丹参的主要活性成分，具有抗氧化、抗炎、抗缺血等

多种药理作用［2-3］。注射用丹参多酚酸（SAFI）是在

此基础上研发的中药注射剂，主要用于临床脑卒中

的治疗，其安全性和有效性已得到证实，临床应用

广泛、疗效显著。已有大量研究证明［4-6］，SAFI检测

出含有多种成分，按化学结构主要分为单体、二聚

体、三聚体、四聚体等，主要包括丹酚酸 B、丹酚酸

D、丹酚酸E、迷迭香酸等。

近年来，中药注射剂的安全性和有效性备受关

注，现有品种的中药注射剂大多数化学成分复杂［7］，

而单体成分含量测定指标缺乏，以有效的单体成分

含量作为评价指标能较好地控制产品质量［8］。由于

部分成分结构高度相似，使用传统的高效液相色谱

法很难对SAFI的多种单体成分同时进行定量检测。

定量核磁共振技术（qNMR）具有快速、准确、操作简

捷、高度可重复等特点，通过优化建立了无需校准

曲线和复杂计算的方法，无疑是一种更理想的中药

注射剂质量控制检测技术［9-10］。

本研究建立了 qNMR 同时测定 SAFI 中咖啡

酸、丹参素、原儿茶酸、阿魏酸 4 种单体酚酸的

方法，考察方法的选择性、准确度、精密度、重

复性、稳定性等，为更好控制 SAFI 质量提供检

测依据。

1　仪器与试剂

AVANCE III TM 400 MHz 核磁共振仪购自

Bruker 公 司（瑞 士）；MS304TS 分 析 天 平 购 自

METTLER 公 司（ 瑞 士 ）；Millipore Milli-Q 

Advantage A10超纯水系统制备购自新发现科技有

限公司。

SAFI冻干粉购自天津天士力之骄药业有限公

司（批号 20180101、20180901、20180902）；咖啡酸、

丹参素、原儿茶酸、阿魏酸对照品购自天津中一制

药有限公司（批号 20180302、20180303、20180702、

20180703），质量分数均大于 98%；三氟乙酸 -d（氘

代度＞99.5%）、甲醇 -d4（氘代度＞99.8%）、氧化

氘（氘代度＞99.9%）和其他氘代溶剂购自剑桥同位

素实验室有限公司（货号分别为DLM-46-10、DLM-

24TC-10、DLM-4-100）。实验中使用的超纯水由超

纯水系统制备。

2　方法与结果

2.1　溶液制备

2.1.1　内标溶液的制备　以三氟乙酸-d为内标，以

甲醇-d4、氧化氘和三氟乙酸-d按比例 15∶15∶2制备

内标溶液。

2.1.2　对照品溶液的制备　称取咖啡酸、丹参素、

原儿茶酸、阿魏酸对照品各 5 mg 混合，充分溶解

于0.6 mL内标溶液中备用。

2.1.3　供试品溶液的制备　SAFI 冻干粉 25 mg 溶

解在 0.6 mL 内 标 溶 液 中 ，室 温 超 声 5 min ，转

移到5 mm核磁管中，摇匀。

2.2　qNMR测定条件

qNMR 分析样品测量参数如下：脉冲序列 zg30

抑制水峰，谱宽设定 8 012.8 Hz，温度为 25 ℃，采样

点数为 131 072，采集时间为 4.09 s，弛豫延迟时间为

8.26 s，纵向弛豫时间为 1.25 s；采样次数为 16，接收

器增益值为 35.6，数字化仪分辨率值为 18，空扫次

数为 4，发射机频率偏移为 6.0×10−6。每份样品重

复测定3次。

2.3　数据处理

使用Bruker Topspin 2.1软件进行数据处理，使

用 6.4×104数据点、1.0×10−5偏移和指数时间函数，

线加宽为 0.20 Hz。手动进行基线校正和积分。按

照内标法，样品质量分数（Ws）以积分结果计算。计

算公式如下：

As、Ar表示供试品特征峰和内标峰的峰面积；Ms、Mr表示供试

品特征峰和内标物的相对分子质量；ns、nr表示供试品特征峰

和内标物的质子数；ms、mr表示供试品和内标物的质量；Wr表

示内标物的质量分数

2.4　qNMR测定条件的优化

为优化核磁共振参数以获得可靠、精确和准确

的结果，考察了 2、4、6、8、10 s等多个弛豫延迟时间

对定量峰信号积分面积的影响，结果显示，弛豫延

迟时间大于8 s时样品与内标物的定量峰面积比值相对

稳定。

2.5　方法学验证

2.5.1　内标和定量峰的选择 本实验通过二

维 1H-1H COZY谱图评估选择是否存在潜在的隐藏

信号。结果表明，所有定量信号均不受其他信号

干扰。

根据文献报道［11］以及 4 个单体酚酸对照品的

Ws =
( As /ns )× Ms × mr

( Ar/nr )× M r × ms
Wr
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qNMR结果，可以确定各成分的定量峰。咖啡酸、丹

参素、原儿茶酸、阿魏酸分别选取9.47×10−6（s，H-7）、

8.02×10−6（s，H-8）、5.86×10−6（s，H-8）、12.79×

10−6（s，H-8）处的信号为定量峰。内标物应具有较

高的纯度、较少的质子数，性质较为稳定，且不能与

样品的定量峰互相干扰重叠或与样品反应。选择

三氟乙酸-d为内标物，其溶解性良好、稳定和具有

独特的单峰（8.60×10−6），不易受其他信号干扰。咖

啡酸、丹参素、原儿茶酸、阿魏酸 qNMR 定量谱图

见图1。

2.5.2　稳定性试验 取同一供试品适量，分别于 0、

2、4、8、12、18、20、24 h进行测定，发现分析物的质量

分数在 12 h后，相对标准偏差（RSD）值大于 2.77%，

稳定性较差。20和 24 h的RSD均超过 5%，推测原

因为常温下丹酚酸发生降解。因此，本实验所有样

品在制备后 12 h内完成测定。此外，三氟乙酸-d化

学位移在8.59×10−6～8.62×10−6，不干扰定量峰。

2.5.3　进样精密度试验 取供试品溶液适量，

在“2.2”项测定条件下，重复操作 6次，结果显示咖

啡酸、丹参素、原儿茶酸、阿魏酸的质量分数RSD值

分别为 0.34%、0.48%、1.02%、0.60%，提示精密度

良好。

2.5.4　重复性试验 在“2.1”项条件下制备供试品

溶液 6份，在“2.2”项测定条件下连续测定，结果显

示咖啡酸、丹参素、原儿茶酸、阿魏酸的质量分数

RSD值分别为 0.98%、0.55%、1.44%、1.69%，提示重

复性良好。

2.5.5　方法准确性试验 取已知质量分数的对照

品咖啡酸、丹参素、原儿茶酸、阿魏酸，按“2.1”项条

件下制备对照品溶液，平行制备 3份，在“2.2”项测

定条件下连续测定，每个样品重复测定 3次，记录定

量峰积分面积，按“2.3”项下方法计算所测定的 4种

单体酚酸的质量分数，与其标识质量分数进行对

比，结果一致。

2.5.6　线性关系和检测限（LOD）和定量限（LOQ） 

按“2.1”项下条件配制咖啡酸、丹参素、原儿茶酸和

阿魏酸不同浓度的对照品溶液，分别各配制 5份，溶

液样品转移至 500 μL核磁管中。在“2.2”测定条件

下得到 qNMR谱图，以 4种单体酚酸成分与内标质

量比值为横轴，以成分与内标的峰面积比值为纵

轴，绘制标准曲线。将测得的线性标准差（s）和标准

曲线斜率（S）代入公式 LOD＝3.3s/S、LOQ＝10s/S，

计算获得LOD和LOQ的值。结果见表1。

结果显示，R2≥0.999 3，表明本实验中咖啡酸、

丹参素、原儿茶酸和阿魏酸分别在 0.103～1.625、

2.256～3.194、9.699～13.584、1.566～2.649 μg·mL−1

呈现出良好的线性关系。同时，4个成分LOD分别

可达到 63.88、59.48、61.57、60.09 μg·mL−1；LOQ分别

可达到 223.14、225.33、230.85、229.41 μg·mL−1，显示

出该方法具有良好的灵敏度。

2.5.7　仪器参数的选择 改变 3个独立参数进行检

验。4种成分样品在 1～5 s内改变采集时间获得的

数据的 RSD 值为 1.22%～2.10%，在 5～10 s内改变

弛豫延迟获得的数据的 RSD 值为 1.95%～2.58%，

在5～20次内改变扫描次数获得的数据的RSD值为

0.93%～1.94%，提示在以上范围内参数都具有较高

图1　咖啡酸（A）、丹参素（B）、原儿茶酸（C）、阿魏酸（D）的qNMR定量谱图

Fig. 1　qNMR quantitative spectrum of caffeic acid (A), danshensu (B), protocatechuic acid (C) and ferulic acid (D)

表1　线性、LOD和LOQ测定结果

Table 1　Determination results of linearity， LOD and LOQ

成分

咖啡酸

丹参素

原儿茶酸

阿魏酸

线性公式

y＝0.218 4 x＋0.062 7

y＝0.546 3 x－0.085 0

y＝0.742 2 x－0.125 3

y＝1.446 8 x＋0.926 7

R2

0.999 3

0.999 5

0.999 8

0.999 6

线性范围/（μg·mL−1）

0.103～1.625

2.256～3.194

9.699～13.584

1.566～2.649

LOD/（μg·mL−1）

63.88

59.48

61.57

60.09

LOQ/（μg·mL−1）

223.14

225.33

230.85

229.41
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的稳定性。

2.5.8　加样回收率测定 平行制备 9 份供试品溶

液，分为 3组，分别加入对照品 2、3、5 mg，在“2.2”项

测定条件下采集图谱，用测试结果中定量峰积分面

积的比值（As/Ar）计算测定量，测定量与加入量的比

值为回收率。4 种单体酚酸的加样回收率分别为

104.9%、101.5%、104.1%、101.4%，RSD 值分别为

1.6%、2.1%、2.3%、1.5%。提示回收率良好。

2.6　样品定量分析

对 3 个批号样品各单体酚酸进行定量分析。

按“2.1”项方法制备供试品溶液，在“2.2”条件下进行

定量分析测定，分别记录样品qNMR图谱，计算3个批号

样品中4种单体酚酸质量分数，结果见表2。

3　讨论

传统的高效液相色谱是用于中药注射剂或其

他制剂质量控制最常见的定量分析测定方法，对于

SAFI 的质量控制也是常用技术。然而，大多数

SAFI成分定量分析常局限在几种常见的丹酚酸成

分，如丹酚酸B、紫草素、迷迭香酸等［12］。而现阶段

还缺少系统稳定的研究，原因可能是SAFI成分的综

合分析定量方法基于传统的HPLC难以建立，尚有

许多技术瓶颈问题有待解决，如化学结构高度相似

的成分难以分离、丹酚酸水溶液的不稳定、参考标

准缺乏等，而且已有研究认为中药注射剂的药效物

质成分也有可能是致敏等不良反应的主要物质［13］。

因此一种可以用于多成分的综合分析定量方法亟

待建立。其中SAFI中的单体酚酸类物质如咖啡酸、

丹参素、原儿茶酸、阿魏酸等，其药理作用主要为改

善心功能及冠脉循环、抗凝血、改善微循环，是SAFI

的药效物质和入血成分的重要组成部分，与SAFI临

床应用的安全性和有效性直接相关，因此对其进行

含量检测具有重要意义。

qNMR作为一种具有高准确度、精密度、重复性

的检测方法，经过近 30年的开展改进，不断逐渐优

化，已常用于同时测定多种中药成分，并结合统计

分析进行质量控制。已有一些研究［14-15］比较了

qNMR与传统的 HPLC方法在质量控制的优劣，发

现 qNMR 法只需要一个便捷廉价的内标就做到绝

对量化，而不像HPLC需特殊参考标准来分析制作

校准曲线，同时还要考虑进样、泵、色谱柱和检测器

校准等环节的精准控制；操作时长上也显示出突出

优势，qNMR法测定每个样品平均花费 13～15 min，

而 HPLC 测定每个样品 30～40 min，同时还涉及部

分实验设备不同步运行；在测定结果方面，qNMR可

以进行更全面的分析，而不受不同样品物化性质的

限制，例如可以测定由于缺乏发色团而无法使用

HPLC 等方法测定的甘露醇。然而，qNMR 也存在

一些限制性，例如 qNMR 法分析样品用量较大、现

有一些技术瓶颈导致灵敏度低等［16-17］。但 qNMR更

多地被证明是中药制剂质量控制的理想测定方法，

尤其是多成分结构相似、含稀有成分或没有发色团

的化合物需要定量等情况下［18］。

本研究以临床常用中药注射剂 SAFI为研究对

象，优化建立了基于 qNMR的中药注射剂质量控制

方法。为提高 qNMR法的精确度，本研究选择甲基

峰干扰较少的三氟乙酸-d制备内标溶液，并取多个

批次样品测定，以平均值作为测量结果，以及改进

数据处理方法提高结果的准确性。结果显示测得

的丹参素、阿魏酸含量略低于市售标示值，虽然可

能与实验过程中样品挥发降解有关，但同时也反映

出中药注射剂的质量问题仍然存在，其质量均一性

需要引起重视。因此，开展更深入的研究、进一步

优化改进 qNMR等质量评价技术方法，对于中药注

射剂的质量控制具有重要的意义。
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