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HPMEC-ELSD法检测注射用丹参多酚酸中大分子物质
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摘 要：目的  建立注射用丹参多酚酸（SAFI）中大分子物质（相对分子质量≥1.0×104）的高效分子排阻色谱-蒸发光散

射（HPMEC-ELSD）检测方法。方法  采用超滤离心方法（截留相对分子质量为 3 000，转速为 4 000 r·min−1）对供试品溶

液中的大分子物质进行分离富集。色谱条件为：检测器ELSD，Ultrahydrogel 500与Ultrahydrogel 250色谱柱串联，流动相

0.02%甲酸水溶液，流动相体积流量 0.6 mL·min−1，柱温 35 ℃，进样量 10 μL，压缩空气体积流量 2.5 L·min−1，漂移管温度

105 ℃，不分离模式，增益 1。结果  该方法空白无干扰，专属性良好；精密度、重复性、加样回收率均良好；右旋糖酐在

相对分子质量 2 700～36 800线性良好，回归方程为 Y＝－0.220 5 X＋10.247 0（R²＝0.994 5）；对照品溶液和供试品溶液 50 h

稳定性良好；不同流动相、流动相体积流量、柱温、压缩空气体积流量、漂移管温度等的耐用性良好。17批SAFI均未检出

大分子物质。结论  建立的HPMEC-ELSD方法简便、快捷，可用于SAFI中大分子物质的检测。
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Abstract: Objective To establish a HPMEC-ELSD method for the determination of macromolecules (relative molecular weight ≥ 1×

104) in salvianolic acid for injection (SAFI). Methods Macromolecular substances in the test solution were separated and enriched 

by ultrafiltration centrifugation (relative molecular weight cut-off 3 000, rotation speed 4 000 r ·min−1). The chromatographic 

conditions were as follows: ELSD as detector, Ultrahydrogel 500 and Ultrahydrogel 250 column in series, 0.02% formic acid 

aqueous solution as mobile phase, volumetric flowrate of mobile phase 0.6 mL·min−1, column temperature 35 ° C, injection 

volume 10 μL, compressed air volumetric flowrate 2.5 L·min−1, drift tube temperature 105 ° C, no separation mode, gain 1. 

Results The method blank without interference, with good specificity. The precision, repeatability, and sample recovery rate 

were good. The linear range of dextran relative molecular weight was 2 700—36 800, and the regression equation was Y = −0.220 
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5 X + 10.247 (R2 = 0.994 5). The reference solution and test solution were stable for 50 h. The durability of different mobile phases, 

mobile phase volumetric flowrate, column temperature, compressed air volumetric flowrate and drift tube temperature was good. No 

macromolecular substances were detected in 17 batches of SAFI. Conclution This HPMEC-ELSD method was simple and fast, and 

can be used for the detection of macromolecular substances in SAFI.

Key words: high performance molecular exclusion chromatography with evaporative light-scattering detector (HPMEC-ELSD); 

Salvianolic Acids for Injection (SAFI); macromolecular substances; dextran; relative molecular weight; ultrafiltration

中药注射剂是我国中医药创新的重要成果，具

有生物利用度高、作用迅速等优点，在急重症的治

疗方面具有明显优势，广泛应用于临床。随着我国

药品不良反应监测工作的发展，中药注射剂的安全

性问题也逐渐显现［1-4］。《国家药品不良反应监测年

度报告（2020 年）》［5］指出 2020 年中药不良反应/事

件报告按照给药途径统计，注射给药占 33.3%；注射

给药中 iv给药占 97.8%。《国家药品不良反应监测年

度报告（2021 年）》［6］指出 2021 年中药不良反应/事

件报告按照给药途径统计，注射给药占 27.5%；注射

给药中 iv给药占 97.2%。《国家药品不良反应监测年

度报告（2022 年）》［7］指出 2022 年中药不良反应/事

件报告按照给药途径统计，注射给药占 24.8%；注射

给药中 iv 给药占 97.1%。从给药途径看，2020—

2022年中药注射给药不良反应/事件占比略有下降，

但静脉给药占比仍居高不下。引起不良反应的因

素很多，段为钢等［8-10］认为工艺过程中大分子物质

的存在亦是其因素之一。关于征求中药注射剂安

全性再评价相关技术评价指导原则意见的函（食药

监安函［2010］20号）中 7个技术原则明确指出生产

工艺过程中应对高分子杂质进行控制，而《中国药

典》2020年版注射剂有关物质检查法［11］尚未收录高

分子杂质检查方法。

注射用丹参多酚酸（SAFI）是以丹参的水溶性

有效部位丹参多酚酸为活性成分，以甘露醇为骨架

材料制备而成的冻干粉针［12-13］。中药中的植物蛋

白、鞣质等大分子物质可能是引起过敏反应的因素

之一［14］，这些大分子物质如果不能在生产过程中去

除干净，有可能引起不良反应。鉴于此，本研究建

立了高效分子排阻色谱 -蒸发光散射（HPMEC-

ELSD）测定 SAFI 中大分子物质（相对分子质量≥
1.0×104）的方法，并对 17批 SAFI进行了大分子物

质检测。

1　材料

1.1　仪器

Waters Alliance HPLC 系统（美国 Waters 公司，

包括 e 2695溶剂管理系统和Empower 3.0色谱工作

站）；Alltech 6 000型蒸发光散射检测器（天津埃文

森科技有限公司）；XWK-3A空气泵（天津市华生分

析仪器厂）；XS105 电子分析天平（美国 Mettler 

Toledo 公司，称量范围 41 g/120 g，精度 0.01 mg/

0.1 mg）；KQ3200E超声波清洗器（昆山市超声仪器

有限公司，超声频率 40 kHz，超声功率 150 W）；

Milli-Q Advantage A10 超 纯 水 仪（ 德 国 Merck

公司）。

1.2　耗材

Waters UltrahydrogelTM 500 色谱柱（300 mm×

7.8 mm，6 µm）、Waters UltrahydrogelTM 250 色谱

柱（300 mm×7.8 mm，6 µm），美国 Waters 公司；

Vivaspin® 20超滤离心管（德国Sartorius公司，规格：

截留相对分子质量为3 000）。

1.3　试药和试剂

SAFI（天津天士力之骄药业有限公司，每支装

0.13 g，含丹参多酚酸 100 mg，批号 20180701、

20180702、 20180703、 20180901、 20180902、

20180903、 20180904、 20180905、 20181001、

20181002、 20181003、 20181004、 20181005、

20181006、20190101、20190102、20190103）；甲

酸（上海麦克林生化科技有限公司，色谱纯，批号

C10398052）；乙酸铵（上海易恩化学技术有限公司，

分析纯，批号 PH233166）；右旋糖酐相对分子质

量标准套（右旋糖酐 D1～D5 ，相对分子质量分别

为 2 700、5 250、9 750、13 050、36 800，中国药品

生物制品检定研究院，批号 140637～646-201203）；

丹酚酸 B（中国药品生物制品检定研究院，批号

111562～201917，质量分数96.60%）。

2　方法与结果

2.1　色谱条件

色谱柱为 Waters UltrahydrogelTM 500 色谱柱

和 Waters UltrahydrogelTM 250 色谱柱串联 ；柱温

35 ℃ ；流动相为 0.02% 甲酸水溶液；体积流量为

0.6 mL·min−1；进 样 量 为 10 µL；漂 移 管 温 度 为

105 ℃，压缩空气体积流量 2.5 L·min−1，不分流模

式，增益值1。

2.2　溶液的制备

2.2.1　对照品溶液的制备 取右旋糖酐D1、右旋糖
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酐D2、右旋糖酐D3、右旋糖酐D4和右旋糖酐D5对照

品适量，精密称定，分别加超纯水适量，制成每毫升

约含上述对照品各1.0 mg的溶液，混合均匀，即得。

2.2.2　供试品溶液的制备 取SAFI 1支，加超纯水

5 mL溶解，待分散均匀后转移至超滤离心管；再用

5 mL超纯水分3次润洗SAFI瓶，并转移至超滤离心

管中，4 000 r·min−1离心约 35 min，至超滤离心管上

管截留液体体积约 0.75 mL，转移至 2 mL量瓶中，向

超滤离心管上层加入适量超纯水，用可调节移液器

吹打混匀后一并转移至 2 mL量瓶中，定容至刻度，

摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.2.3　空白溶液的制备 取超纯水 10 mL至超滤离

心管中，4 000 r·min−1离心至超滤离心管上管截留液

体体积约 0.75 mL，转移至 2 mL量瓶中，向超滤离心

管上层加入适量超纯水，用可调节移液器吹打混匀

后一并转移至 2 mL 量瓶中，定容至刻度，摇匀，滤

过，取续滤液，即得。

2.3　专属性考察

取“2.2”项下 5种对照品溶液、供试品溶液和空

白溶液，按“2.1”项下色谱条件进样，记录色谱图。

由图 1可知，空白溶剂（G）无干扰；对照品溶液（A～

E）色谱图中5种右旋糖酐的色谱峰峰形良好。

2.4　系统适用性考察

取“2.2”项下 5 种对照品溶液（右旋糖酐 D1～

D5），按“2.1”项下色谱条件分别连续进样 5次，计算

峰面积（A）和保留时间（tR）的均值和 RSD。右旋糖

酐 D1～D5对照品溶液 A的均值分别为 4 013 238 、

3 427 818、3 742 483、2 218 978、2 146 213，RSD 分

别为 0.3%、0.1%、0.3%、0.1%、0.2%；tR的均值分别为

30.764、29.592、28.475、27.974、25.609 min，RSD 分

别为 0.1%、0.1%、0.1%、0.1%、0.2%，系统适用性

良好。

2.5　精密度考察

取“2.2”项下 5 种对照品溶液（右旋糖酐 D1～

D5），按“2.1”项下色谱条件分别连续进样 6次，计算

A和tR的RSD。5种对照品A的均值分别为4 010 319、

3 425 903、3 743 234、2 219 251、2 145 212，RSD 分

别为 0.3%、0.2%、0.3%、0.1%、0.2%；tR 的均值分

别为 30.771、29.602、28.481、27.988、25.623 min，

RSD 分别为 0.1%、0.1%、0.1%、0.2%、0.2%，表明精

密度良好。

2.6　重复性考察

根据“2.2”项下供试品溶液的制备方法制备 6

份供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样，记录 60 min

内的色谱图并计算 A 和 tR 的 RSD。供试品溶液

60 min内 2个色谱峰 A的均值分别为 19 999 064和

32 165 046，RSD分别为 0.7%和 0.7%；tR均值分别为

33.896和 36.632 min，RSD 分别为 0.1%、0.1%，表明

重复性良好。

2.7　线性考察

取“2.2”项下 5 种对照品溶液（右旋糖酐 D1～

D5），按“2.1”项下色谱条件进样，记录色谱图。以对

照品相对分子质量的对数为纵坐标，tR为横坐标，绘

制标准曲线。结果表明，右旋糖酐相对分子质量在

2 700～36 800 线性良好，回归方程为 Y＝－0.220 5 

X＋10.247 0（R²＝0.994 5）。

2.8　溶液稳定性考察

2.8.1　对照品溶液稳定性考察 取“2.2”项下 5 种

右旋糖酐对照品溶液，分别于室温放置 0～50 h，

按“2.1”项下色谱条件进样，记录色谱图并计算A和

tR的 RSD。在 50 h 内右旋糖酐 D1～D5 的 A 的均

值分别为 3 998 240、3 427 551、3 748 662、2 217 

062、2 138 416，RSD 分 别 为 0.5%、0.2%、0.3%、

0.4%、0.2%；tR 均值分别为 30.785、29.595、28.497、

27.969、25.633 min，RSD 分别为 0.2%、0.1%、0.1%、

0.2%、0.2%，表明其在50 h内稳定性良好。

2.8.2　供试品溶液稳定性考察 取“2.2”项下供试

品溶液，分别于室温放置 0～50 h后进样，记录各色

谱图并计算A和 tR的RSD。在 50 h内供试品溶液中

2 个色谱峰A的均值分别为 20 050 046、31 873 579，

RSD 分别为 0.8%、1.2%；tR 的均值分别为 33.896、

36.632 min，RSD 分别为 0.0%、0.10%，表明其在

50 h内稳定性良好。

A-右旋糖酐D5；B-右旋糖酐D4；C-右旋糖酐D3；D-右旋糖酐D2；E-右

旋糖酐D1；F-SAFI；G-空白

A-dextran D5；B-dextran D4；C-dextran D3；D-dextran D2；E-dextran 

D1；F-SAFI；G-blank

图1　空白、右旋糖酐对照品和SAFI HPMEC-ELSD

Fig. 1　 HPMEC-ELSD chromatogram of blank, dex‐

tran reference substance, and SAFI sample
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2.9　检测限

取右旋糖酐D1～D5对照品适量，加水稀释成质

量浓度分别为 10～100 μg·mL−1的系列溶液，分别精

密量取适量注入液相色谱仪，通过改变进样体积，

考察信噪比，发现右旋糖酐D1～D5对照品进样量分

别为 0.1、0.1、0.4、0.3、0.4 μg 时，信噪比约为 3∶

1，故确定右旋糖酐 D1～D5 对照品检出限分别为

0.1、0.1、0.4、0.3、0.4 μg。

2.10　加样回收率考察

取SAFI 1支，精密加入右旋糖酐D1对照品溶液

2 mL 和超纯水 3 mL，待分散均匀后转移至超滤离

心管；再用 5 mL超纯水分 3次润洗 SAFI瓶，一并转

移至超滤离心管中，4 000 r·min−1离心至超滤离心管

上管截留液体体积约 0.75 mL，转移至 2 mL量瓶中，

向超滤离心管上层加入适量超纯水，用可调节移液

器吹打混匀后一并转移至 2 mL 量瓶中，定容至刻

度，摇匀，滤过，取续滤液，即得截留溶液；记录截留

管下溶液体积，摇匀，滤过，取续滤液，即得流出溶

液；平行制备 6份。同法制备右旋糖酐D2～D5的截

留溶液和流出溶液。按“2.1”项下色谱条件进样，记

录色谱图。因右旋糖酐D1相对分子质量与膜截留

相对分子质量接近，因此截留液与流出液中均可检

出右旋糖酐 D1（截留溶液回收率均值为 68%，流出

液回收率均值为 26%，总计回收率为 94%）；右旋糖

酐D2～D5的流出液中均未检出右旋糖酐D2～D5；右

旋糖酐 D1～D5 的回收率均值分别为 94%、97%、

98%、99%、101%，RSD 分别为 1.9%、1.6%、2.0%、

1.5%、2.0%，表明准确度良好。

2.11　耐用性考察

2.11.1　色谱柱考察 取“2.2”项下对照品溶液和供

试品溶液，考察 Waters UltrahydrogelTM 500、Waters 

UltrahydrogelTM 250 2款色谱柱单用与顺序串联。2

款色谱柱顺序串联较单用对照品色谱峰的分离度、

线性佳，因此本方法采用上述2款色谱柱顺序串联。

2.11.2　不同流动相考察 取“2.2”项下对照品溶液

和供试品溶液，考察流动相分别为 0.02%甲酸水溶

液和 0.1 mol·L−1乙酸铵水溶液的色谱行为。2种流

动相下对照品和供试品色谱峰峰形、分离度、系统

适用性、精密度、相对相对分子质量线性拟合和稳

定性均良好，表明本方法流动相（采用 0.02%甲酸水

溶液或0.1 mol·L−1乙酸铵水溶液）耐用性良好。

2.11.3　流动相不同体积流量考察 根据 Waters 

UltrahydrogelTM 500色谱柱的典型操作体积流量为

0.3～0.6 mL·min−1、Waters UltrahydrogelTM 250 色谱

柱 的 典 型 操 作 体 积 流 量 为 0.5～0.8 mL·min−1，

取“2.2”项下对照品溶液和供试品溶液，考察流动相

体积流量分别为 0.5、0.6 mL·min−1的色谱行为。对

照品和供试品色谱峰峰形、分离度、系统适用性、精

密度、相对分子质量线性拟合和稳定性均良好，表

明本方法流动相体积流量（0.5～0.6 mL·min−1）耐用

性良好。

2.11.4　不同柱温考察 取“2.2”项下对照品溶液和

供试品溶液，考察色谱柱柱温分别为 30、35 ℃的色

谱行为。对照品和供试品色谱峰峰形、分离度、系

统适用性、精密度、相对分子质量线性拟合和稳定

性均良好，表明本方法柱温（30～35 ℃）耐用性

良好。

2.11.5　不同压缩空气体积流量考察 取“2.2”项下

对照品溶液和供试品溶液，考察压缩空气体积流量

分别为 2.5、2.0 L·min−1的色谱行为。对照品和供试

品色谱峰峰形、分离度、系统适用性、精密度、相对

分子质量线性拟合和稳定性均良好，表明本方法压

缩空气体积流量（2.5～2.0 L·min−1）耐用性良好。

2.11.6　不同漂移管温度考察 取“2.2”项下对照品

溶液和供试品溶液，考察漂移管温度分别为 105、

110 ℃的色谱行为。对照品和供试品色色谱峰峰

形、分离度、系统适用性、精密度、相对分子质量线

性拟合和稳定性均良好，表明本方法漂移管温

度（105～110 ℃）耐用性良好。

2.12　供试品测定

分别取 17 批 SAFI 按“2.2”项下制备供试品溶

液，进样测定，按“2.1”项下色谱条件进样，记录色谱

图。17 批 SAFI中均未测到右旋糖苷 D1～D5，检测

到的 2 个色谱峰，峰 1（tR＝33.88 min）和峰 2（tR＝

36.67 min）的 tR均大于右旋糖酐D1的 tR（30.77 min）。

右旋糖酐 D1的相对分子质量为 2 700，说明检测到

的 2个色谱峰对应组分的相对分子质量均小于

2 700。《化学名词》第二版（2016年）中指出大分子的

相对分子质量通常在 1.0×104以上。结果表明，所

测17批SAFI均未检出大分子物质。

3　讨论

目前，中药注射剂中的大分子物质的检测相关

文献报道较少［14-20］。中药注射剂由于制作工艺较繁

琐导致其杂质难以去除，或是诱发不良反应不能忽

视的一个方面［21］。有学者认为中药注射剂中的大

分子物质是导致安全性问题的主要物质基础，系统

地去除大分子物质能有效提高中药注射剂的安全

性［22］。SAFI是由丹参药材经水提后，提取液经过酸
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沉、聚酰胺柱色谱、大孔树脂柱色谱、浓缩、干燥等

工序制得丹参提取物，通过活性炭吸附、超滤等工

序进行纯化，经冻干而制成的制剂。其主要成分为

水溶性酚酸类化合物，多以丹参素和咖啡酸为结构

单元，形成不同的聚体，目前从 SAFI中分离鉴定的

酚酸类化合物有单体（9 种）、二聚体（6 种）、三聚

体（12种）、四聚体（8种）及其他衍生物（200种）。其

中主要化学成分为丹酚酸B、迷迭香酸、紫草酸、丹

酚酸D及丹酚酸Y等水溶性酚酸类成分等，相对分

子质量大多不超过 1 000［23-24］。由工艺可知相对分

子质量较大的物质如蛋白质、多肽、多糖等在提取

和制剂工艺过程中已作为杂质而去除。梁爱华

等［25-30］则认为中药注射剂生产过程中经过超滤技术

已经去掉了绝大部分的大分子物质，其残留也得到

了控制，所以大分子引起中药注射剂不良反应的可

能性较小。

贺福元等［29-30］认为中药注射剂的有效成分群通

常为小分子物质而不具有免疫原性，但可能通过一

系列化学反应等形成超分子化合物，而形成载体复

合物——超分子半抗原，进而诱发免疫应答的发

生，从而解释了某些中成药口服不过敏而作为注射

剂使用时具有免疫毒性引发过敏反应的现象。李

启艳等［16］认为MEC方法需要相近同类物质作为对

照，但由于成分复杂、无法准确判断中药中大分子

物质的结构，一般选用支链型或球型对照品，如右

旋糖酐、胰岛素等。

依据凝胶色谱的分离原理可知，相同实验条件

下，物质的相对分子质量越大，越不易进入凝胶空

隙，保留时间越短；反之相对分子质量越小，保留时

间越长［31］。通过对比蒸发光散射检测器和示差折

光检测器的试验可知，蒸发光散射检测器较示差折

光检测器具有更高的精密度、稳定性和更低的检

出限。

本研究以右旋糖酐作为对照，建立其相对分子

质量-tR关系曲线，对 SAFI中多糖类成分进行检测，

利用所建曲线计算 tR最小组分的相对分子质量；结

合《化学名词》第二版中指出大分子的相对分子质

量通常在 1.0×104以上和 SAFI相关研究［23-24］，以不

得检出相对分子质量大于 1.0×104 的组分作为

SAFI中大分子物质的控制限量。17批SAFI的测定

中 2个色谱峰（tR1为 33.88 min、tR2为 36.67 min）的保

留时间均大于相对分子质量为 1.0×104的组分的保

留时间（tR＝28.33 min），可以判定这2个色谱峰对应

组分的相对分子质量小于 1.0×104 （2 个组分不是

大分子物质），即 17 批 SAFI 中均未检出大分子物

质。采用 HPMEC-ELSD 方法，通过选择相对分子

质量接近 2 个组分的对照品进行比对，初步推测 2

个色谱峰可能为丹酚酸A（相对分子质量 494.45）和

甘露醇（相对分子质量182.17）。

李月等［32］认为大分子物质是影响中药注射剂

颜色的重要因素，《中国药典》2020 年版四部 2400 

注射剂有关物质检查法中蛋白质和鞣质的检查是

基于溶液是否出现浑浊进行判断的，中药注射剂的

颜色对浑浊现象的观察具有一定的干扰，本研究采

用HPMEC-ELSD法对中药注射剂中大分子物质进

行检测，从而减小了检验人员目测观察的不确

定性。

《中国药典》2020 年版四部 2400 注射剂有

关物质检查法中蛋白质和鞣质的检测限分别是

125.0 μg·mL−1（蛋白质，磺基水杨酸法）和6.25 mg·mL−1（缩

合鞣质，蛋白吸附法）［33］。本方法右旋糖酐D3和右

旋糖酐 D2 的检出限分别为 40 μg·mL−1（检出量

0.4 μg）和 10 μg·mL−1（检出量 0.1 μg），方法灵敏度较

药典方法有所提高。

本研究采用 Vivaspin® 20 超滤离心管（截留

相对分子质量为 3 000），考察其对质量浓度为

1 mg·mL−1 的 右 旋 糖 酐 D1 ～ D5（ 相 对 分 子 质

量 2 700、5 250、9 750、13 050、36 800）对照品溶液的

截留效果，下层流出液中均未检出右旋糖酐 D2～

D5。因右旋糖酐 D1相对分子质量略小于膜截留相

对分子质量，因此截留液与流出液中均可检出右旋

糖酐D1。

本研究建立了一种可用于 SAFI大分子物质分

离富集与检测的方法，并对 17批 SAFI中大分子物

质进行筛查。该方法操作简便、结果可靠且灵敏度

更高，可用于 SAFI中大分子物质的控制，亦可作为

其他注射剂中大分子物质控制的借鉴方法。
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