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摘要　目的：采用一测多评法测定养血止疼丸中丹参酮Ⅰ、隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ的含量，验证一测多评法（ＱＡＭＳ）的适用
性。方法：以丹参酮ⅡＡ为内参物，建立其与丹参酮Ⅰ、隐丹参酮的相对校正因子，考察不同仪器、不同色谱柱对相对校正
因子的影响。分别用外标法测定丹参酮Ⅰ、隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ的含量，后者与计算值进行比较。结果：１０批养血止疼
丸中丹参酮Ⅰ、隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ的含量可以用一测多评法进行测定，隐丹参酮、丹参酮Ⅰ含量的计算值与实测值间
无显著差异。结论：一测多评法可用于养血止疼丸中丹参酮类成分的含量测定。
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　　一测多评法是通过测定中药中一种代表性成分
的含量，依据相对校正因子推算该中药中多种待测

成分含量［１３］，并使计算值与实测值满足定量方法学

要求的一种多指标成分同步含量测定方法。“一测

多评”法作为一种适合中药特点的多指标质量评价

新模式，到目前为止，已在木瓜［４］、虎杖［５］、黄柏［６］、

甘草［７］等单味中药材，以及金银花复方制剂［８］、复方

丹参片［９］、穿心莲及其制剂［１０］、湿疹软膏［１１］等制剂

的多指标含量测定中得到应用。

养血止疼丸是河南省洛阳正骨医院内部制剂，

处方组成：丹参、鸡血藤、香附等，具有活血行气，温

经通络。用于血瘀寒凝、膝关节骨质增生引起的膝

关节疼痛、肿胀、活动受限等症。丹参是其主要药

味，隐丹参酮、丹参酮Ⅰ、丹参酮ⅡＡ均是丹参中脂
溶性成分，具有扩张血管，改善微循环，抑制血小板

凝集等作用。为建立养血止疼丸的多成分含量测定

方法，本文建立了养血止疼丸中丹参酮Ⅰ、丹参酮Ⅱ
Ａ、隐丹参酮的一测多评测定方法，并对一测多评法
用于养血止疼丸中丹参酮类成分含量测定的可行性

进行了分析。

１　仪器与试药
１１　仪器　Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪，２９９８
ＰＤＡＤｅｔｅｃｔｏｒ（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ２０Ａ
高效液相色谱仪（日本岛津公司）；ＭＥＴＴＬＥＲＡＥ２００
电子分析天平，ＡＢ１３５Ｓ型梅特勒拖利多电子天平。
色谱柱：ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８，Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ３，Ａｇｉ
ｌｅｎｔＰｕｒｓｕｉｔ５Ｃ１８，Ｗｏｎｄａｓｉｌ Ｃ１８（５μｍ，４６ｍｍ×
２５０ｍｍ）。
１２　试剂　对照品：中国食品药品检定研究院隐丹
参酮（批号：１１０８５２２００８０６）、丹参酮Ⅰ（批号：
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１１０８６７２００４０６）、丹 参 酮 Ⅱ Ａ（批 号：１１０７６６
２００６１９）。水为蒸馏水，甲醇为色谱纯，其他试剂均
为分析纯。

１３　分析样品　１０批养血止疼丸，均由河南省洛
阳正骨医院制剂科提供。

２　方法与结果［１２１８］

２１　色谱条件　ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８柱（４６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ）；以甲醇水（７５∶２５）为流动相；检测
波长为２６８ｎｍ，柱温为２０℃；进样量：１０μＬ。以丹
参酮ⅡＡ峰计理论塔板数不低于３０００。
２２　对照品溶液的制备　精密称定隐丹参酮、丹参
酮Ⅰ、丹参酮ⅡＡ对照品，置容量瓶中，加甲醇溶解，
并定容至刻度，摇匀，得浓度分别为２０５、２０３、１９８
μｇ／ｍＬ对照品溶液。
２３　供试品溶液的制备　取养血止疼丸细粉约０４
ｇ，精密称定，置锥形瓶中，精密加入甲醇３０ｍＬ，并
称定重量，超声处理（功率２５０Ｗ，频率４０ｋＨｚ）３０
ｍｉｎ，放冷，再称定重量，用甲醇补足减失的重量，摇
匀，过滤，得续滤液。

图１　混合对照品（Ａ）、养血止疼丸样品（Ｂ）

和阴性样品（Ｃ）的色谱图

　　注：１一丹参酮Ｉ；２一隐丹参酮；３一丹参酮ⅡＡ

２４　专属性试验　取缺丹参的阴性样品，按供试品
溶液的方法制备，即得阴性对照液。在选定条件下，

混合对照品和样品中隐丹参酮、丹参酮Ⅰ、丹参酮Ⅱ
Ａ分离良好，而阴性对照显示无干扰。见图１。
２５　线性关系考察　精密吸取对照品溶液２０、１５、
１０、５、２、１μＬ进样，以进样量（Ｘ）对峰面积（Ｙ）进行
线性回归，丹参酮Ⅰ的线性方程是 Ｙ＝２２３０５Ｘ＋
１０２７（ｒ＝０９９９７），线性范围００２０３～０４０６μｇ；
隐丹参酮的线性方程是 Ｙ＝１９２７１Ｘ＋７５６（ｒ＝
０９９９８），线性范围００２０５～０４１０μｇ；丹参酮ⅡＡ
的线性方程是 Ｙ＝２６９３３Ｘ＋１８３（ｒ＝０９９９９），线
性范围００１９８～０３９６μｇ；表明３种丹参酮类成分
在各浓度范围内与色谱峰面积的线性关系良好。

２６　相对校正因子计算　内参物定为丹参酮ⅡＡ，
参照相对校正因子的公式计算丹参酮Ⅰ、隐丹参酮
相对丹参酮ⅡＡ的相对校正因子。见表１。

表１　丹参酮类成分相对校正因子

进样量（μＬ） ＲＣＦ丹参酮ⅡＡ／丹参酮Ⅰ ＲＣＦ丹参酮ⅡＡ／隐丹参酮
２０ １０６１ １５９３
１５ １１０３ １６２１
１０ １０９２ １５８２
５ １１２ １５８１
２ １０８７ １６１７
１ １０８９ １６０１

平均值 １０９２ １５９９
ＲＳＤ／％ １７９ １０７

　　相对校正因子 ＲＣＦｓ／ｋ＝ｆｓ／ｋ＝ＷｓＡｋ／ＡｓＷｋ；
ｓ为内参物，ｋ为待测组分。
２７　中间精密度试验　取“２２”项下的对照品溶
液，进样５次，每次１０μＬ，分析得丹参酮Ⅰ、隐丹参
酮、丹参酮ⅡＡ的峰面积积分值。其相对标准偏差
（ＲＳＤ）分别为０３９％、０８２％、０６７％。表明仪器较
为稳定。

２８　供试品溶液稳定性试验　取同一份供试品溶
液，分别于０、４、６、８、１２、１６、２０ｈ进样１０μＬ，进行分
析。丹参酮Ⅰ、隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ的ＲＳＤ分别为
１３０％、１９６％、０８９％，表明在２０ｈ内供试品溶液
稳定。

２９　重复性试验　取同一批号养血止疼丸６份，按
“２３”项下方法制成供试品溶液，每份进样１０μＬ，
测定隐丹参酮、丹参酮Ⅰ、丹参酮ⅡＡ峰面积积分
值。结果 ＲＳＤ为 １１１％、０７８％、０８５％，显示该方
法具有良好的重复性。

２１０　回收率试验　取０２ｇ已知含量的养血止疼
丸６份，分别加入适量的混合对照液，分别用“２３”
项下的方法制得供试品溶液，按照“２１”条件测定。
结果丹参酮Ⅰ、隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ的平均回收率
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分别为 １００２％、９９８７％、１０１９％，ＲＳＤ分别为
１６５％、１３７％、０９６％。
２１１　校正因子的重复性考察　１）色谱柱及高效液
相色谱仪考察：精密吸取“２２”项下的混合对照品溶
液２０、１５、１０、５、２、１μＬ，进行测定，以丹参酮ⅡＡ为
内参物，按“２６”项下计算丹参酮Ⅰ、隐丹参酮的相
对校正因子。见表２。结果表明，相对校正因子在
不同色谱系统和不同品牌色谱柱下具有良好的适应

性。２）待测组分色谱峰的定位：试验中利用３个成
分色谱行为的不同，以丹参酮ⅡＡ为基准峰计算各
个化合物的相对保留时间，即确定其在色谱图中的

位置。相对保留值ｒｋ／ｓ＝ｔＲ（ｋ）／（ｔＲ（ｓ），ｔＲ（ｋ）：某
指标成分的保留时间，ｔＲ（ｓ）：内标的保留时间。见
表３。

表２　不同仪器和色谱柱测得相对校正因子

仪器 色谱柱

ＲＣＦ
ＲＣＦ

丹参酮ⅡＡ／丹参酮Ⅰ

ＲＣＦ
丹参酮ⅡＡ／隐丹参酮

Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８ １１６１ １５５６
Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ３ １１５９ １６０２
ＡｇｉｌｅｎｔＰｕｒｓｕｉｔ５Ｃ１８ １０７１ １５７１
Ｗｏｎｄａｓｉｌ Ｃ１８ １１０２ １５４３

ｓｈｉｍａｄｚｕＬＣ２０ＡＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８ １１１５ １６３８
Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ３ １０９６ １５８３
ＡｇｉｌｅｎｔＰｕｒｓｕｉｔ５Ｃ１８ １１２３ １５９２
Ｗｏｎｄａｓｉｌ Ｃ１８ １０６９ １６８９

平均值 １１１２ １５９７
ＲＳＤ％ ３１５７ ２９６３

表３　不同仪器和色谱柱测得相对保留值

仪器 色谱柱
相对保留值

ｒ丹参酮ⅡＡ／丹参酮Ⅰ ｒ丹参酮ⅡＡ／隐丹参酮

Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８ ０５８ ０６６
Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ３ ０５７ ０６８
ＷａｔｅｒｓＷＡＴ０５４２７５ ０５６ ０６６
Ｈｅｓｈｉｎ Ｃ１８ＤＫ ０５５ ０６５

ｓｈｉｍａｄｚｕＬＣ２０ＡＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８ ０５５ ０６９
Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ３ ０５８ ０６７
ＷａｔｅｒｓＷＡＴ０５４２７５ ０５６ ０７１
Ｈｅｓｈｉｎ Ｃ１８ＤＫ ０５３ ０７

平均值 ０５６ ０６８
ＲＳＤ％ ３０１ ３１３

２１２　样品测定结果　按“２３”项下方法制备了１０
批养血止疼丸供试品溶液，分别精密吸取１０μＬ进
样分析。采用外标法和“一测多评”法分别计算丹

参酮Ⅰ、隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ的含量。见表４。对
所得结果用 ｔ检验进行比较，表明外标法和 ＱＡＭＳ
法测定结果无显著性差异，将“一测多评”法用于养

血止疼丸中丹参酮类成分的含量测定是可行的。

３　讨论
由于丹参酮类成分受热不稳定，故未考察热提

取方式。试验采用对样品用甲醇超声处理３０ｍｉｎ。
并考察了提取溶剂的用量，结果表明，甲醇在 ３０、
４０、５０ｍＬ时测得的丹参酮 Ｉ、丹参酮ⅡＡ和隐丹参
酮的含量差异无统计学意义（Ｐ＞００５），说明甲醇
用量对丹参酮类各成分的提取效率无显著影响。最

后确定甲醇用量为３０ｍＬ。
流动相的选择，试验对５种展开系统进行了考

察。曾采用甲醇水（７０∶３０）、乙腈００２％磷酸溶液
（８０∶２０）、乙腈水（７５∶２５）等不同流动相，结果测定
流动相为甲醇水（７５∶２５）时丹参酮类成分峰形良
好，可达到基线分离，与相邻峰分离度较好。

本试验的重点是色谱峰的专属性和校正因子问

题。实验中３个丹参酮类成分在不同柱子和仪器上
出峰时间有所变化，保留时间差之间有差异。但以

丹参酮ⅡＡ为基准峰计算的各个化合物的相对保留
时间值变化不大，所以利用相对保留值能较好的解

决各化合物的定位问题。

本实验只考察了丹参酮类３个成分的相对校正
因子，且３个成分都属于同一类化合物。在后续实
验中将采用一测多评法对不同类化合物之间的校正

因子和专属性进行研究。

表４　外标法和ＱＡＭＳ法测定养血止疼丸中
３种丹参酮类成分含量（ｍｇ／ｇ）

批号 丹参酮ⅡＡ
丹参酮Ⅰ

外标法 ＱＡＭＳ
隐丹参酮

外标法 ＱＡＭＳ

１４０６０１ ０３４ ０１５ ０１７ ０２１ ０２０
１４０６０２ ０３５ ０１８ ０１９ ０２３ ０２２
１４０６０３ ０３４ ０１５ ０１６ ０２２ ０２２
１４０６０４ ０３６ ０１８ ０１９ ０２７ ０２５
１４０６０５ ０３７ ０１９ ０２１ ０２５ ０２３
１４０６０６ ０４３ ０２５ ０２３ ０３１ ０２８
１４０６０７ ０３９ ０２２ ０２１ ０２９ ０２７
１４０６０８ ０３６ ０２１ ０２２ ０２７ ０２５
１４０６０９ ０３５ ０２０ ０２１ ０２５ ０２３
１４０６１０ ０３９ ０２２ ０２３ ０２８ ０２７
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产生的“辨药之难”问题，实现了煮散饮片的精准化

鉴定和检测。基于多种现代技术体系为支撑的现代

新型饮片，精准煮散饮片体系将成为现阶段常规饮

片向“精准化”转型升级的适宜模式。
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