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　　摘要：为了制定丹参酮灌注液质量标准，采用薄层色谱（ＴＬＣ）法对制剂中的丹参酮进行定性鉴别；采用高效液相
色谱（ＨＰＬＣ）法对制剂中的隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ进行含量测定。结果表明：ＴＬＣ定性鉴别专属性强，重现性好；隐丹
参酮的线性范围为３．５４～１７．６８μｇ／ｍＬ，平均回收率为９６．８６％，ＲＳＤ值为１．１４％；丹参酮ⅡＡ的线性范围为９．１８～
４５．９２μｇ／ｍＬ，平均回收率为９８．１６％，ＲＳＤ值为０．８９％。对丹参总酮的定性鉴别、隐丹参酮及丹参酮ⅡＡ的含量测定
可应用于丹参酮灌注液的质量控制。
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　　丹参酮灌注液是中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所
运用环糊精包合技术制备的丹参酮新制剂，是一种运用药物

新技术制备出的针对奶牛乳房炎的新型中兽药。环糊精分子

包合进入的成分主要为丹参酮类化合物，其中以隐丹参酮和

丹参酮ⅡＡ的临床治疗效果最为显著确切［１］，已经有人对其

体外抑菌活性进行了研究。本试验为建立该制剂质量标准，

采用薄层色谱法［２］对制剂中主要丹参酮类化合物进行定性

鉴别，用高效液相色谱法对隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ进行含量测
定，以期为制定制剂质量标准提供依据［３］。

１　材料与方法

１．１　试验材料
丹参酮灌注液，中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所

委托河北某公司生产（批号２０１３０７２２、２０１３０７２５、２０１３０７２８）；
丹参酮提取物，由笔者所在实验室自行提取（丹参总酮含量

４１．７％、隐丹参酮含量３．１６％、丹参酮ⅡＡ含量１１．５７％）；隐
丹参酮标准品（批号：１１０８５２－２００８０６）、丹参酮ⅡＡ标准品
（批号：１１０７６６－２００６１９）购自中国药品生物制品检定所。
１．２　仪器与试剂

Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪；ＧＯＯＤＬＯＯＫ－１０００型薄层
色谱成像系统（上海科哲生化科技有限公司）；循环水式多用

真空泵（郑州长城科工贸有限公司）；ＤＨＧ－９０７０型电热恒温
鼓风干燥箱（上海鸿都电子科技有限公司）；０．２２μｍ微孔滤
膜（天津津腾实验设备有限公司）；硅胶 Ｇ板（青岛海洋化工
厂）；乙酸乙酯、无水乙醇均为国产分析纯；石油醚（６０～
９０℃）、甲醇、乙腈均为色谱纯。
１．３　丹参酮薄层鉴定

取丹参酮灌注液４０ｍＬ，加无水乙醇４０ｍＬ，摇匀，静置
１２ｈ，乙酸乙酯反复萃取３次，收集乙酸乙酯层，减压浓缩，加
入适量甲醇溶解，定容至１０ｍＬ，作为供试品溶液；另取丹参
药材０．５ｇ，加甲醇２０ｍＬ，加热回流提取１ｈ，放冷过滤，滤液
蒸干，残渣加热水洗至洗液无色，残渣加甲醇１ｍＬ溶解，作为
对照药材溶液；另取隐丹参酮对照品与丹参酮ⅡＡ对照品，加
甲醇制成１ｍｇ／ｍＬ的溶液，作为对照品溶液；按照薄层色谱
法（中国药典 ２０１０附录Ⅵ Ｂ）试验，各吸取上述 ４种溶液
５μＬ，分别点于同一硅胶Ｇ薄层板上，以石油醚（６０～９０℃）－
乙酸乙酯（５∶１）为展开剂，展开，取出，晾干，置紫外灯下
（２５３ｎｍ）视检。供试品色谱、对照药材色谱、对照品色谱在
相应的位置上显现相同颜色的斑点。

１．４　隐丹参酮及丹参酮ⅡＡ含量测定
１．４．１　色谱条件及系统适应性条件　以十八烷基硅烷键合
硅胶为填充剂，以乙腈为流动相 Ａ，以０．０２６％磷酸溶液为流
动相Ｂ，按表１的规定进行梯度洗脱。检测波长为２７０ｎｍ，柱
温为２５℃，流速为１．２ｍＬ／ｍｉｎ。理论板数按隐丹参酮峰计
算，应不低于２００００。

表１　色谱条件

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）
０～２０ ６０～９０ ４０～１０
２０～３０ ９０ １０

１．４．２　对照品溶液的制备　精确称取隐丹参酮４．４２ｍｇ，丹参
酮ⅡＡ１１．４８ｍｇ，置于２５ｍＬ容量瓶中，用甲醇溶解定容，摇匀。
隐丹参酮含量１７６．８μｇ／ｍＬ，丹参酮ⅡＡ含量４５９．２μｇ／ｍＬ。
１．４．３　供试品溶液的制备　取样品溶液１０ｍＬ，加入无水乙
醇１０ｍＬ，振摇，静置１２ｈ，乙酸乙酯反复萃取３次，收集乙酸
乙酯层，减压浓缩蒸干，加入适量甲醇溶解并定容至２０ｍＬ容
量瓶中，待测。

１．４．４　线性关系考察　用移液管分别精确吸取上述对照品
贮备液１ｍＬ，置于１０ｍＬ棕色容量瓶中，加无水甲醇稀释至
刻度，摇匀，备用。用移液管分别精确吸取该浓度溶液０．４、
０．８、１．２、１．６、２ｍＬ于２ｍＬ离心管中，加无水甲醇稀释至刻
度；将丹参酮ⅡＡ配制成浓度分别为 ９．１８、１８．３７、２７．５５、
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３６７４、４５．９２μｇ／ｍＬ的系列对照品溶液，将隐丹参酮配制成
３．５４、７０７、１０．６１、１４．１４、１７．６８μｇ／ｍＬ的系列对照品溶液备
用，以甲醇溶液作空白对照，在２７０ｎｍ的检测波长处测定上
述标准品，以峰面积对进样质量浓度进行回归分析。

１．４．５　加样回收率试验　取已知含量的１０ｍＬ样品溶液６
份，分２组，每组３份，一组加入隐丹参酮标准品１００μｇ、丹参
酮ⅡＡ标准品２００μｇ，另一组加入隐丹参酮标准品１５０μｇ、
丹参酮ⅡＡ３００μｇ。按照供试品溶液制备方法制备样品，并
按“１．４．１”的色谱条件测定峰面积并分别计算回收率及
ＲＳＤ值。
１．４．６　精密度试验　取浓度为２７．５５μｇ／ｍＬ丹参酮ⅡＡ、
１０．６１μｇ／ｍＬ隐丹参酮的对照品溶液，按照色谱条件连续测
定５次，记录峰面积。取２０１３０５１２批次样品５份，按照供试
品溶液制备方法制备，并按上述色谱条件测定、记录峰面积，

计算ＲＳＤ值。
１．４．７　样品测定　取样品３批，各批次平行取样３份，按供
试品处理方法处理，处理好的样品溶液按上述色谱条件进样、

测定和记录峰面积。计算样品中的隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ
含量。

２　结果与分析

２．１　丹参酮薄层色谱鉴定结果与分析
由图１可知，供试品色谱中，对照药材色谱、隐丹参酮及

丹参酮ⅡＡ的相应位置上有相同的颜色斑点，表明该方法具
有专一性。

２．２　含量测定结果与分析
２．２．１　线性关系考察结果与分析　以丹参酮ⅡＡ浓度 ｘ为
横坐标，峰面积ｙ为纵坐标，作标准曲线（图２），得出回归方程
为ｙ＝９４５８６ｘ－３６６１８（ｒ＝０．９９９８），结果表明丹参酮ⅡＡ质量
浓度在９．１８～４５．９２μｇ／ｍＬ范围内呈现良好的线性关系。以
隐丹参酮浓度ｘ为横坐标，峰面积ｙ为纵坐标，作标准曲线（图
３），得出回归方程为ｙ＝９４７７６ｘ＋３２４３４（ｒ＝０．９９９８），结果表
明隐丹参酮质量浓度在３．５４～１７．６８μｇ／ｍＬ范围内呈现良好
的线性关系。

２．２．２　加样回收率试验结果与分析　由表２、表３可知，隐
丹参酮的平均回收率为９６．８６％，ＲＳＤ值为１．１４％；丹参酮Ⅱ
Ａ的平均回收率为９８．１７％，ＲＳＤ值为０．８９％。
２．２．３　精密度试验结果与分析　精密度试验中的ＲＳＤ值为
０７５％，表明该方法精密度良好；重复性试验结果表明，丹参

表２　隐丹参酮回收率试验结果

隐丹参酮含量

（μｇ／ｍＬ）
添加量

（μｇ／ｍＬ）
测得值

（μｇ／ｍＬ）
回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

１２．５１ １０ ２１．９４ ９７．４７
１２．５１ １０ ２１．８８ ９７．２０
１２．５１ １０ ２１．５６ ９５．７８ １．１４
１２．５１ １５ ２７．０７ ９８．２５
１２．５１ １５ ２６．７３ ９７．１６
１２．５１ １５ ２６．２２ ９５．３１

表３　丹参酮ⅡＡ回收率试验结果

丹参酮ⅡＡ含量
（μｇ／ｍＬ）

添加量

（μｇ／ｍＬ）
测得值

（μｇ／ｍＬ）
回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

３６．７１ ２０ ５５．０８ ９７．１２
３６．７１ ２０ ５５．４３ ９７．７４
３６．７１ ２０ ５６．２２ ９９．１３ ０．８９
３６．７１ ３０ ６６．１４ ９９．１４
３６．７１ ３０ ６５．６７ ９８．４４
３６．７１ ３０ ６４．９９ ９７．４２

酮ⅡＡ平均含量为３６．２５μｇ／ｍＬ，ＲＳＤ值为０．８８％，隐丹参酮
平均含量为１４．８６μｇ／ｍＬ，ＲＳＤ值为０．９２％，表明样品中隐丹
参酮、丹参酮ⅡＡ含量测定的稳定性良好。
２．２．４　样品含量测定结果　经上述方法测定，批号
２０１３０５０５样品中隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ含量分别为 ０．２９１、
０．２７１ｍｇ／ｍＬ；批号２０１３９５１２样品中隐丹参酮、丹参酮ⅡＡ含
量分别为０．２７６、０．２６５ｍｇ／ｍＬ；批号２０１３０５１９样品中隐丹参
酮、丹参酮ⅡＡ含量分别为０．３０２、０．２８３ｍｇ／ｍＬ。

３　结论与讨论

丹参酮是从植物丹参中提取出的一类脂溶性化合物［４］，
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由于此类化合物水溶性差，已有多种关于提高丹参酮水溶性

并进行制剂改造的研究报道，石远等制备了注射用丹参酮Ⅱ
Ａ包合物，该制剂通过包合技术制备出丹参酮水溶性灌注液，
以提高药物吸收及生物利用度［５］。目前，研究团队已完成该

制剂的制备工作，将对其进行质量控制研究。目前，很多中药

新剂型及中药复方制剂都面临着成分复杂、分析难度大、标准

品不足的问题。由于丹参酮类化合物标准品只有丹参酮ⅡＡ
及隐丹参酮，本试验也只能对这２种成分进行定性鉴别及定
量分析，这２种化合物均为治疗奶牛乳房炎的有效成分。本
研究运用薄层色谱法定性鉴别灌注液中主要丹参酮类化合

物，结果表明供试品与对照品在相同位置出现斑点，表明方法

具有专一性。采用高效液相色谱法测定丹参酮ⅡＡ、隐丹参
酮的含量，具有回收率高、分离度好、精密度高、重现性好和阴

性无干扰的特点。因此对丹参酮类化合物的定性鉴别及对丹

参酮ⅡＡ、隐丹参酮２种化合物进行含量测定，能达到控制丹
参酮灌注液质量的目的，可为其质量标准的制定提供依据。
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　　摘要：选用初始体质量为（２．７８±０．０９）ｇ的刀鲚幼鱼作为研究对象，随机分为２组（每组３个重复，每个重复５００
尾），分别投喂不添加鱼油（对照组）和添加４．７６％精制鱼油（ＨＵＦＡ组）的２种配合饲料，饲养 ６０ｄ后采样。通过荧
光定量ＰＣＲ检测Δ６脂肪酸去饱和酶基因基因在刀鲚幼鱼脑、肝脏、肌肉等不同组织中的表达量。结果显示：饲料中
脂肪含量可以上调Δ６脂肪酸去饱和酶基因在组织中的表达。ＨＵＦＡ组刀鲚幼鱼 Δ６脂肪酸去饱和酶基因在肝脏、心
脏中的表达量极显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），在鳃中的表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。
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　　人工饲料中的脂肪含量关系到鱼类的营养成分、抗病力、
繁殖性能以及肌肉品质。所以，鱼类饲料中脂肪源、脂肪添加

量，特别是高不饱和脂肪酸（ｈｉｇｈｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，
ＨＵＦＡ）添加量成为人们关注的焦点。ＨＵＦＡ在调控鱼类能量
代谢、维持细胞膜结构等方面起重要作用［１－２］。鱼类特别是

海水鱼类的生长发育需要足量的ＨＵＦＡ，所以，鱼类苗种培育
中常使用强化ＨＵＦＡ的生物饵料，或者添加含有 ＨＵＦＡ的人
工饲料进行鱼苗培育［３］。鱼油富含不饱和脂肪酸，特别是多

不饱和脂肪酸（ＥＰＡ、ＤＨＡ），所以，常被作为鱼类饲料优质的
脂肪源［４］。鱼类自身也能合成 ＨＵＦＡ，其合成能力主要受体
内脂肪酸去饱和酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｄｅｓａｔｕｒａｓｅ，ＦＡＤ）、延长酶（ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｅｌｏｎｇａｓｅ，ＦＡＥ）的限制［５－６］。Δ６脂肪酸去饱和酶（Δ６ｆａｔ
ｔｙａｃｉｄｄｅｓａｔｕｒａｓｅ，ＦＡＤｓ６）可催化不饱和脂肪酸特定位置上的
单键形成双键，在 ＨＵＦＡ合成过程中起关键限速酶的作用。
研究发现，淡水鱼体内 ＦＡＤ表达量升高，会使 ＨＵＦＡ合成活
性提高［７］。鱼类的ＦＡＤ基因结构功能高度保守且活性位点
相同，但是合成 ＨＵＦＡ能力差异很大。如军曹鱼（Ｒａｃｈｙｃｅｎ
ｔｒｏｎｃａｎａｄｕｍ）、虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）等能利用亚油酸或
亚麻酸等通过去饱和及延长碳链作用合成 ＨＵＦＡ，大菱鲆
（Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｍａｘｉｍｕｓ）、斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）合成 ＨＵＦＡ的
能力较弱，需要外源补充［８］。鱼类 ＨＵＦＡ合成途径存在复杂
的进化过程。刀鲚（Ｃｏｉｌｉａｎａｓｕｓ）隶属鲱形目
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科鲚属，是长

江及浅海水域重要的洄游性经济鱼类［９］。刀鲚以肌肉肥美

著称，营养价值极高。本研究以刀鲚幼鱼为研究对象，通过投

喂添加精制鱼油的饲料，分析 Δ６脂肪酸去饱和酶在不同组
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