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品提取溶剂进行比较，发现用 70％乙醇作为提取溶剂所得的
成分含量远远高于其他溶剂提取结果，且乙醇无毒、无污染，

故选其作为提取溶剂。通过正交试验，最终选择用70％乙醇、

80 ℃回流提取2 h。

3.2 检测波长的选择

由于同时测定不同波长的成分，通过全波长扫描发现326

nm波长下 3种二咖啡酰奎尼酸类成分的响应值相对最大，因
此选择326 nm作为检测波长。

4 结论
本试验研究了不同产地加工方法对野菊花中二咖啡酰奎

尼酸类成分含量的影响，结果表明 40 ℃烘干品种中 3种二咖
啡酰奎尼酸类成分的含量最低，晒干品种次之，炒炭品种成分
含量总体相对较高。随着锅底温度的升高，3种二咖啡酰奎尼
酸类成分的含量有增大趋势，蒸后烘干品种中 3，4-二咖啡酰
奎尼酸、4，5-二咖啡酰奎尼酸含量明显高于其他炮制品。由此
可见，野菊花中二咖啡酰奎尼酸类成分的含量除与温度有关
外，还与烘晒时间长短有一定的关系。

本方法操作简便、结果准确、重复性好，可用于野菊花中

二咖啡酰奎尼酸类成分的含量测定。本试验结果可为规范野

菊花产地加工方法、控制其质量提供依据。
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摘 要 目的：建立同时测定红花注射液中腺苷和羟基红花黄色素 A 含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为

Agilent Eclipse XDB-C18（250 mm×4.6 mm，5 µm），流动相为甲醇-乙腈-0.7％磷酸溶液（梯度洗脱），柱温为 30 ℃，流速为 0.8 ml/

min，检测波长为 260 nm（0～14 min）和 403 nm（＞14～35 min）。结果：腺苷和羟基红花黄色素 A 的质量浓度分别在 1.194～

71.640、2.070～82.800 µg/ml 范围内与各自峰面积积分值呈良好的线性关系（r 均为 0.999 9）；精密度、重复性、稳定性试验的

RSD＜1％；平均加样回收率分别为101.18％和100.56％，RSD分别为1.33％和1.13％（n均为9）。结论：该方法简便、准确、重复性

好，可用于红花注射液的质量控制。

关键词 红花注射液；高效液相色谱法；腺苷；羟基红花黄色素A；含量测定

Content Determination of Adenosine and Hydroxysafflor Yellow A in Honghua Injections by HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To develop a method for the content determination of adenosine and hydroxysafflor yellow A in Hong-

hua injection. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Agilent Eclipse XDB-C18（250 mm×

4.6 mm，5 µm）with mobile phase composed of methanol-acetonitrile-0.7％phosphoric acid（gradient elution）at the flow rate of

0.8 ml/min. The column temperature was 30 ℃. The detection wavelength was set at 260 nm within 0-14 min and 403 nm within

14-35 min. RESULTS：The linear ranges of adenosine and hydroxysafflor yellow A were 1.194-71.640 µg/ml（r＝0.999 9）and

2.070-82.800 µg/ml（r＝0.999 9）. RSDs of precision，reproducibility and stability tests were all lower than 1％. The average recov-

eries were 101.18％（RSD＝1.33％，n＝9）and 100.56％（RSD＝1.13％，n＝9）. CONCLUSIONS：The methods is simple，accurate

and repeatable，and it is suitable for the guality control of Honghua injections.
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红花注射液是《中华人民共和国卫生部药品标准（中药成

方制剂第二十册）》收载的药品[1]，是由红花经提取而成的黄色

至棕红色的灭菌水溶液。它具有活血化瘀之功效，临床上主

要用于治疗闭塞性脑血管疾病、冠心病和脉管炎等症。红花

的主要活性成分羟基红花黄色素具有抗心肌缺血、抑制血小

板聚集、抗氧化的作用；腺苷是生物碱类成分，具有扩张冠状

血管、防止心律失常、降血压、抗凝血和减弱心肌收缩力的作

用。原标准中只有该制剂的定性鉴别试验，无含量测定项。

有文献[2-4]测定了红花注射液中腺苷、羟基红花黄色素A、槲皮

素、金橙Ⅱ等的含量，但尚未见同时测定红花注射液中腺苷、

羟基红花黄色素A两种成分的文献报道。因此，笔者参考有

关文献[2-12]，建立了以高效液相色谱（HPLC）法同时测定红花注

射液中腺苷、羟基红花黄色素A含量的方法。

1 材料

1.1 仪器

1200系列 HPLC 仪，含 1200 LC 型色谱工作站、G1322A

（DEGASSER）型溶剂脱气机、G1311A（Quat Pump）型四元泵、

G1329A（ALS）型自动进样器、G1314B VWD 型紫外检测器

（美国 Agilent 公司）；CP225D 型电子天平（德国 Sartorius 公

司）；HT-230A型柱温箱（天津市恒奥科技发展有限公司）。

1.2 药品与试剂

红花注射液（A厂，批号：110805、111201；B厂，批号：11070601、

12040201）；腺苷、羟基红花黄色素A对照品（中国食品药品检

定研究院，批号分别为 110879-200202、111637-200905）；流动

相用甲醇、乙腈为色谱纯，其余试剂为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱 ：Agilent Eclipse XDB-C18（250 mm × 4.6 mm，5

µm）；流动相：甲醇（A）-乙腈（B）-0.7％磷酸溶液（C），梯度洗脱

（洗脱程序见表1）；流速：0.8 ml/min；检测波长：260 nm（0～14

min）、403 nm（＞14～35 min）；柱温：30 ℃；进样量：10 µl。

表1 流动相梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution of mobile phase

t，min

0

14

＞14

35

＞35

A，％
6.0

6.0

30.0

30.0

6.0

B，％
0.4

0.4

2.0

2.0

0.4

C，％
93.6

93.6

68.0

68.0

93.6

2.2 对照品溶液的制备

精密称取腺苷和羟基红花黄色素A对照品各适量，分别

加25％甲醇溶解并稀释制成腺苷和羟基红花黄色素A的质量

浓度分别为 0.995 0、1.035 0 mg/ml 的单一成分对照品贮备

液。精密量取两种对照品贮备液各适量，用 25％甲醇稀释制

成混合对照品溶液（腺苷质量浓度为0.398 0 mg/ml、羟基红花

黄色素A质量浓度为0.414 0 mg/ml），即得。

2.3 供试品溶液的制备

精密量取本品 1 ml，置于 10 ml量瓶中，加 25％甲醇溶解

并稀释至刻度，摇匀，用 0.45 µm微孔滤膜滤过，取续滤液，即

得。

2.4 线性关系考察

取“2.2”项下混合对照品溶液适量，加 25％甲醇按倍比稀

释法制成系列质量浓度的溶液。按上述色谱条件各进样10 µl

测定，记录峰面积。以对照品质量浓度（c）为横坐标，峰面积积

分值（A）为纵坐标，绘制标准曲线，得腺苷、羟基红花黄色素A

的回归方程分别为A＝34.271c+0.704（r＝0.999 9）、A＝32.861c+

19.055（r＝0.999 9）。结果表明，腺苷和羟基红花黄色素A的

质量浓度分别在1.194～71.640、2.070～82.800 µg/ml范围内与

各自峰面积积分值呈良好的线性关系。

2.5 系统适用性试验

分别取混合对照品溶液、供试品溶液各适量，按上述色谱

条件注入HPLC仪，记录色谱图（见图1）。结果发现，在该色谱

条件下，腺苷和羟基红花黄色素 A 与相邻组分峰的分离度

均＞1.5，理论板数按腺苷峰计算应不低于2 500。

2.6 精密度试验

精密吸取混合对照品溶液 10 µl，按上述色谱条件进样测

定，重复6次，记录峰面积。结果显示，腺苷和羟基红花黄色素

A的RSD分别为 0.08％、0.07％（n均为 6），表明仪器精密度良

好。

2.7 重复性试验

精密量取同一批样品（批号：110805）1 ml，共6份，分别按

“2.3”项下方法制备供试品溶液，再按上述色谱条件进样测定

10 µl，记录峰面积。结果显示，腺苷和羟基红花黄色素A的RSD

分别为0.25％、0.20％（n均为6），表明本方法重复性良好。

2.8 稳定性试验

取同一供试品溶液（批号：110805）适量，分别于0、1、2、4、

6、8、10、12 h时按上述色谱条件进样 10 µl测定，记录峰面积。

结果显示，腺苷和羟基红花黄色素 A 的 RSD 分别为 0.51％、

0.63％（n均为8），表明供试品溶液在12 h内稳定。

2.9 加样回收率试验

精密量取已测定腺苷和羟基红花黄色素A含量的红花注

射液（批号：110805）9份，各 0.5 ml，每 3份为一组，分别按低、

中、高质量浓度精密加入腺苷和羟基红花黄色素A对照品贮
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图1 高效液相色谱图
A.混合对照品；B.供试品；1.腺苷；2.羟基红花黄色素A

Fig 1 HPLC chromatograms
A.mixed reference substance；B. test samples；1. adenosine；2. hy-

droxysafflor yellow A
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备液各适量，按“2.3”项下方法制备供试品溶液，再按拟定方法

进样测定，计算加样回收率，结果见表2。

表2 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝9）

成分
腺苷

羟基红花
黄色素A

取样量，ml

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

样品含量，mg

0.103 5

0.103 5

0.103 5

0.103 5

0.103 5

0.103 5

0.103 5

0.103 5

0.103 5

0.249 0

0.249 0

0.249 0

0.249 0

0.249 0

0.249 0

0.249 0

0.249 0

0.249 0

加入量，mg

0.099 5

0.099 5

0.099 5

0.199 0

0.199 0

0.199 0

0.298 5

0.298 5

0.298 5

0.258 8

0.258 8

0.258 8

0.517 5

0.517 5

0.517 5

0.776 3

0.776 3

0.776 3

测得量，mg

0.202 0

0.204 8

0.203 4

0.302 2

0.305 5

0.304 1

0.412 0

0.405 6

0.409 9

0.506 5

0.510 2

0.512 3

0.770 3

0.763 6

0.779 3

1.025 3

1.018 3

1.034 0

回收率，％
99.03

101.85

100.36

99.87

101.51

100.82

103.36

101.21

102.63

99.52

100.95

101.74

100.73

99.45

102.47

100.00

99.09

101.13

x，％

101.18

100.56

RSD，％

1.33

1.13

2.10 样品含量测定

取不同批号的红花注射液各适量，分别按“2.3”项下方法

制备供试品溶液，再按上述色谱条件进样分析，以外标一点法

计算样品中腺苷和羟基红花黄色素A的含量，结果见表3。

表3 样品含量测定结果（mg/ml，n＝3）

Tab 3 Content determination of samples（mg/ml，n＝3）

批号
110805

111201

11070601

12040201

腺苷
0.207

0.201

0.055

0.208

羟基红花黄色素A

0.498

0.144

0.069

0.138

3 讨论

3.1 流动相的选择

笔者曾尝试用单一流动相进行洗脱，并比较了甲醇-水

（15 ∶ 85，V/V）[6-8]、磷酸盐缓冲液（pH6.5）-甲醇（85 ∶ 15，V/V）[9]、

乙腈-0.2％磷酸溶液-四氢呋喃（28 ∶ 70 ∶ 2，V/V/V）[10]、乙腈-0.5％

磷酸溶液（11 ∶ 89，V/V）[11]等不同流动相的试验结果，发现分离

效果均不理想或只能测定单一成分。后选择文中所用流动

相，待测的两种成分分离较好且峰形较佳。

3.2 最大吸收波长的选择

分别精密称取腺苷、羟基红花黄色素A对照品各适量，加

适量25％甲醇溶解并稀释制成对照品溶液，在190～600 nm波

长范围内进行紫外-可见分光光度法扫描，发现腺苷在 203、

260 nm波长处有最大吸收，羟基红花黄色素A在 223、403 nm

波长处有最大吸收，当选择单一波长测定时，则必有其中一种

成分的响应值很小，故选用文中所用的双波长为测定波长，同

时测定两种成分，所得结果较佳。

4 结论
由表3可以看出，不同厂家不同批号的红花注射液中腺苷

和羟基红花黄色素A的质量浓度相差很大，提示不同生产工

艺制备出的红花注射液内在质量差异较大。现有红花注射液

的质量控制方法比较简单，不能有效地控制其质量，而本试验

所建立的方法简便、准确、可靠、重复性好，可用于红花注射液

的质量控制。
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