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肠疡消丸为潮州市中医院的医院制剂，由黄芪、黄

连、金银花等１６味中药组方，主要功效为疏肝健脾、理
气止痛、利湿止泻、收敛生肌，治疗慢性溃疡性结肠炎等

的疗效显著。其原有质量标准起草时间早，尚未建立有

效成分的含量测定方法，质量控制缺少重要依据，有必

要加以改进。黄芪和金银花作为方剂中的君药和臣药，

其活性成分毛蕊异黄酮葡萄糖苷和绿原酸具有一定抗

炎作用犤１－２犦。毛蕊异黄酮葡萄糖苷属黄酮类化合物，有

抗病毒、调节免疫系统等作用犤３－４犦，可抑制溃疡性结肠

炎模型小鼠大肠组织中炎性因子 ｍＲＮＡ的表达及炎性
因子水平的升高，对溃疡性结肠炎疗效明确犤５－６犦。绿原

酸为金银花的主要活性成分，有抗菌、抗氧化、强化机体

免疫功能等作用 犤７－８犦，能较好地缓解三硝基苯磺酸

（ＴＮＢＳ）诱导的结肠炎大鼠的肠黏膜损伤，保护肠道的
屏障作用犤９犦。肠疡消丸的成分繁多，普通高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）法对复杂样品多组分的分离有局限性，极性相
似的组分易相互干扰，不易分离，影响定性定量的准确

性。超高效液相色谱串联质谱（ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法通
过对母离子和子离子的质量筛选，能很好地对目标组分

进行定性和定量分析，可获得更准确的结果犤１０－１１犦。本研

究中建立了同时测定肠疡消丸中绿原酸和毛蕊异黄酮

葡萄糖苷含量的ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，现报道如下。

超高效液相色谱串联质谱法同时测定肠疡消丸中
绿原酸和毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量

张煜帆，余洁真，池浩波，陆湘桦，佘溢彬

（广东省潮州市药品检验所，广东 潮州 ５２１０００）
摘要：目的 建立同时测定肠疡消丸中绿原酸和毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量的超高效液相色谱串联质谱（ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法。
方法 采用超声辅助提取，纯化得提取液。色谱柱为 ＴｈｅｒｍｏｓＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ柱（１５０ｍｍ×３ｍｍ，３μｍ），流动相为０．３％甲酸溶液 －乙腈
（梯度洗脱），流速为 ０．２ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为 ４０℃，进样量为 １μＬ。质谱检测器（ＭＳ）选择电喷雾离子源（ＥＳＩ），采用多反应监测模式进行
正离子扫描分析。结果 绿原酸和毛蕊异黄酮葡萄糖苷质量浓度分别在１．２０８～６０．４００μｇ／ｍＬ、０．０２５７～１．２８５０μｇ／ｍＬ范围内与峰
面积线性关系良好（Ｒ２＝０．９９９９，ｎ＝５），精密度、稳定性、重复性试验结果的 ＲＳＤ均小于 ３．５％；平均回收率分别为 ９６．１９％和

８３．９４％，ＲＳＤ分别为６．２６％和６．８５％（ｎ＝６）。结论 所建立的方法操作简单，能快速、准确、高效地测定肠疡消丸中绿原酸和毛蕊异

黄酮葡萄糖苷的含量，可为评价制剂质量提供参考。
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ｓｏｎｉｃ－ａｓｓｉｓｔｅｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｔａｉｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ．ＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓＴｈｅｒｍｏｓＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤｃｏｌｕｍｎ
（１５０ｍｍ × ３ｍｍ，３μｍ），ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓ０．３％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ－ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ，ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ
０．２ｍＬ／ｍｉｎ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ４０℃，ｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ１μＬ．Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＭＳ）ｗａｓａｄｏｐｔｅｄｗｉｔｈｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ
ｉｏｎｓｏｕｒｃｅ（ＥＳＩ），ａｎｄｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ（ＭＲＭ）ｍｏｄｅｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｓｃａｎｎｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓ
ｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄａｎｄｃａｌｙｃｏｓｉｎ－７－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅｗｅｒｅ１．２０８－６０．４００μｇ／ｍＬａｎｄ０．０２５７－１．２８５０μｇ／ｍＬ（Ｒ２＝０．９９９９，ｎ＝５），ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＲＳＤｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｓｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ３．５％．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄａｎｄ
ｃａｌｙｃｏｓｉｎ－７－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅｗｅｒｅ９６．１９％ ａｎｄ８３．９４％ ｗｉｔｈ ＲＳＤｓｏｆ６．２６％ ａｎｄ６．８５％（ｎ＝６），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｅｓｔａｂ
ｌｉｓｈｅｄｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｒａｐｉｄ，ａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｅｆｆｉｃｉｅｎｔｆｏｒｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄａｎｄｃａｌｙｃｏｓｉｎ－７－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ，

ｗｈｉｃｈｃａｎｐｒｏｖｉｄｅａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ．
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绿原酸

毛蕊异黄酮葡萄糖苷

母离子（ｍ／ｚ）

３５５
４４７

子离子（ｍ／ｚ）

１６３
２８４

２７
４４

８１
７０

５．７６
５．８４

１ ２
Ａ
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１ ２

５．０
４．６
４．２
３．８
３．４
３．０
２．６
２．２
１．８
１．４
１．０
０．６
０．２
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１，３．绿原酸 ２，４．毛蕊异黄酮葡萄糖苷

Ａ．一级质谱 Ｂ．二级质谱
图１ 对照品多反应监测质谱图

１，３．ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ２，４．ｃａｌｙｃｏｓｉｎ－７－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ

Ａ．Ｐｒｉｍａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ Ｂ．Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

Ｆｉｇ．１ ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ

定量离子对

表１ 主要成分多反应监测参数

Ｔａｂ．１ ＭＲＭ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｍａｉｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

成分
去簇电压

（ｅＶ）
碰撞电压

（ｅＶ）
保留时间

（ｍｉｎ）

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＴｒｉｐｌｅＱｕａｄ３５００型三重四极杆超高效液相色谱－
质谱联用仪（美国ＡＢＳＣＩＥＸ公司）；ＸＳ２０５ＤＵ型十万分
之一天平（瑞士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；Ｆｏｔｅｃｔｏｒ－０４ＨＴ型
固相萃取仪（睿科仪器有限公司）；ＰＳ－８０Ａ型超声波清
洗器（东莞市洁康超声波设备有限公司）。

１．２ 试药

肠疡消丸（潮州市中医院，批号分别为 ２０１８０６１２，
２０１８１２０９，２０１９０３２５）；绿原酸对照品（批号为 １１０７５３－
２０１７１６，含量为 ９９．３％），毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品
（批号为１１１９２０－２０１９０７，含量为９６．８％），均购自中国
食品药品检定研究院；甲醇、甲酸均为分析纯，乙腈为色

谱纯，水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 试验条件

色谱条件：ＴｈｅｒｍｏｓＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ色谱柱（１５０ｍｍ×３ｍｍ，
３μｍ）；固相萃取小柱犤ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓＨＬＢ３ｃｃ（６０ｍｇ）犦；

流动相：０．３％甲酸溶液牗Ａ牘－乙腈牗Ｂ牘，梯度洗脱
（０～３ｍｉｎ时 ５％Ｂ，３～７ｍｉｎ时 １００％Ｂ，７～９ｍｉｎ时
５％Ｂ）；流速：０．２ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：４０℃；进样量：１μＬ。

质谱条件：电喷雾离子源（ＥＳＩ）；多反应监测模式的
参数见表１；正离子扫描；离子源电压：４５００Ｖ；雾化器温
度：５００℃；气帘气：４０ｐｓｉ；碰撞气：９ｐｓｉ；喷雾气３０ｐｓｉ；
辅助加热气：２０ｐｓｉ。

２．２ 溶液制备

供试品溶液：取样品粉末约 ０．５ｇ，精密称定，置
１００ｍＬ锥形瓶中，精密加入甲醇２５ｍＬ，称定质量，超声
牗功率４８０Ｗ，频率４０ｋＨｚ牘提取３０ｍｉｎ，放冷，再次称定质
量，用甲醇补足减失的质量，１２５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，
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信号强度 ／×１０８ 信号强度 ／×１０８

信号强度 ／×１０６信号强度 ／×１０６

ｍ／ｚ ｍ／ｚ

ｍ／ｚｍ／ｚ

２．３
２．２
２．１
２．０
１．９
１．８
１．７
１．６
１．５
１．４
１．３
１．２
１．１
１．０
０．９
０．８
０．７
０．６
０．５
０．４
０．３
０．２
０．１
０
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步骤

活化

活化

上样

淋洗

气推

洗脱

气推

溶剂

甲醇

水

水

甲醇

排出

有机废液

有机废液

有机废液

有机废液

有机废液

收集液

收集液

流速（ｍＬ／ｍｉｎ）

５
５
２
２
２
１
１

体积（ｍＬ）

５
１０
３０
１０
５
５
３

时间（ｍｉｎ）

１．４
２．６
１６．８
５．６
３．１
５．４
３．５

成分

绿原酸

毛蕊异黄酮葡萄糖苷

回归方程

Ｙ１＝５４７３８Ｘ１＋３２１４１
Ｙ２＝１．２８８×１０６Ｘ２－２７６３０

Ｒ２

０．９９９９
０．９９９９

线性范围（μｇ／ｍＬ）

１．２０８～６０．４００
０．０２５７～１．２８５０

Ａ．空白对照溶液 Ｂ．混合对照品溶液 Ｃ．供试品溶液（纯化前） Ｄ．供试品溶液（纯化后）

图２ ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ图
Ａ．Ｂｌａｎｋｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｂｅｆｏｒｅｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ） Ｄ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（ａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

Ｆｉｇ２ ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

表２ 固相萃取仪主要参数

Ｔａｂ．２ Ｍａｉｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｏｒ
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取上清液，即得供试品溶液牗纯化前牘。精密量取２０ｍＬ，
经自动固相萃取仪（主要参数见表 ２），用 ＨＬＢ固相萃
取小柱纯化收集，浓缩并定容至 ５ｍＬ；即得供试品溶
液牗纯化后牘。

对照品溶液：取绿原酸对照品适量，精密称定，以甲

醇溶解，制成质量浓度为 １２０．８μｇ／ｍＬ的对照品贮备
液Ａ。取毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品适量，精密称定，以
甲醇溶解，制成质量浓度为 ２．５７０μｇ／ｍＬ的对照品贮
备液Ｂ。各精密量取适量置容量瓶中，用甲醇稀释，得绿
原酸质量浓度为１．２０８，２．４１６，４．８３２，１２．０８０，２４．１６０，
６０．４００μｇ／ｍＬ，毛蕊异黄酮葡萄糖苷质量浓度为０．０２５７，
０．０５１４，０．１０２８，０．２５７０，０．５１３９，１．２８５０μｇ／ｍＬ的
混合对照品溶液（记为Ｓ１，Ｓ２，Ｓ３，Ｓ４，Ｓ５，Ｓ６）。

空白对照溶液：以甲醇作为空白对照溶液。

２．３ 方法学考察

系统适用性试验：取２．２项下混合对照品溶液、供

试品溶液（纯化前、纯化后）、空白对照溶液各适量，按

２．１项下试验条件进样，记录信号强度（见图２）。结果显
示，供试品溶液与混合对照品溶液在相同时间处有相应

峰，阴性对照无干扰，且纯化后的供试品溶液杂质显著

减少。

线性关系考察：取 ２．２项下混合对照品溶液，按
２．１项下试验条件进样测定，以绿原酸和毛蕊异黄酮葡
萄糖苷质量浓度为横坐标、信号强度为纵坐标进行线性

回归。结果见表３。

精密度试验：取 ２．２项下混合对照品溶液 Ｓ４，按
２．１项下试验条件连续进样测定６次，记录毛蕊异黄酮
葡萄糖苷、绿原酸信号强度。结果的 ＲＳＤ分别为
１．９１％，２．７９％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取样品粉末（批号为２０１８０６１２）适量，
精密称定，按 ２．２项下方法制备供试品溶液，室温下放
置 ０，２，４，６，８，１２，２４ｈ时按 ２．１项下试验条件进样测
定，记录毛蕊异黄酮葡萄糖苷、绿原酸信号强度。结果的

ＲＳＤ分别小于１．８０％和２．３０％（ｎ＝７），表明室温下供
试品溶液放置２４ｈ内稳定。

重复性试验：取同一批（批号 ２０１８０６１２）样品，按
２．２项下方法平行制备供试品溶液６份，按２．１项下试

表３ 各组分线性关系考察结果（ｎ＝５）
Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆｅａｃｈｃｏｍｐｏｎｅｎｔ（ｎ＝５）

Ｃ Ｄ

ｔ／ｍｉｎ

０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
ｔ／ｍｉｎ

０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

１．０

０

２．０

０

ｔ／ｍｉｎ

０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
ｔ／ｍｉｎ

０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

１．７
１．０

０

２．０

０

信号强度 ／×１０５

信号强度 ／×１０４

信号强度 ／×１０５

信号强度 ／×１０４

ｔ／ｍｉｎ
０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
ｔ／ｍｉｎ

１．５
１．０

０

３．４

０

１７０
１００

０ ｔ／ｍｉｎ

１９５
１００

０
０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

ｔ／ｍｉｎ

０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

信号强度 ／×１０５

信号强度 ／×１０５

Ａ Ｂ

信号强度

信号强度



７７

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年１２月２０日 第３０卷第２４期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．２４牞Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０牞２０２１

０．５８４
０．６１４
０．５８５
０．５８７
０．６０９
０．５８８

Ａ
１２１．２
１２７．４
１２１．４
１２１．８
１２６．４
１２２．０

Ｂ
３．１１５
３．２７５
３．１２０
３．１３１
３．２４８
３．１３６

Ａ
１２０．８
１２０．８
１２０．８
１２０．８
１２０．８
１２０．８

Ｂ
２．５７０
２．５７０
２．５７０
２．５７０
２．５７０
２．５７０

Ａ
２２９．２
２３８．１
２４８．７
２３６．０
２４８．７
２３６．７

Ｂ
５．３４２
５．６６７
５．１６２
５．１５５
５．２８６
５．３５７

Ａ
８９．４０
９１．６４
１０５．３８
９４．５４
１０１．２４
９４．９５

Ｂ
８６．６５
９３．０７
７９．４６
７８．７５
７９．３０
８６．４２

Ａ

９６．１９

Ｂ

８３．９４

Ａ

６．２６

Ｂ

６．８５

批号

２０１８０６１２
２０１８１２０９
２０１９０３２５

绿原酸

１９３．９
１９１．５
２０７．５

毛蕊异黄酮葡萄糖苷

５．４７８
５．４０６
５．３３４

取样量

（ｇ）
样品含量（μｇ） 加入量（μｇ） 测得量（μｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

注：Ａ为绿原酸，Ｂ为毛蕊异黄酮葡萄糖苷。
Ｎｏｔｅ牶Ａｉｓｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ牞ａｎｄＢｉｓｃａｌｙｃｏｓｉｎ－７－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ．

表４ 加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．４ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝６）
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表５ 样品中绿原酸和毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量测定结果

（μｇ／ｇ，ｎ＝２）
Ｔａｂ．５ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄａｎｄ

ｃａｌｙｃｏｓｉｎ－７－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅ（μｇ／ｇ，ｎ＝２）

验条件进样测定，记录信号强度并计算毛蕊异黄酮葡萄

糖苷和绿原酸含量。结果的 ＲＳＤ分别为 ３．４８％和
２．８９％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取同一批（２０１９０３２５）样品约 ６ｇ
（１次服用量），粉碎，平行称取药品粉末 ６份，精密称
定，分别加入 ２．２项下对照品贮备液 Ａ和对照品贮备
液Ｂ各１ｍＬ，按２．２项下方法制备供试品溶液，按２．１项
下试验条件进样测定，记录信号强度，并计算加样回收

率。结果见表４。
２．４ 样品含量测定

取３批样品，按 ２．２项下方法制备供试品溶液，每
个样品平行进样 ２次，记录信号强度，并计算绿原酸和
毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含量。结果见表５。

３ 讨论

３．１ 检测方法

毛蕊异黄酮葡萄糖苷和绿原酸均易溶于甲醇，故以

甲醇作为溶剂有助于提高目标成分的提取率。上述成分

的化学结构均存在共轭双键，对紫外光谱有一定吸收，

预试验中曾选择 ＨＰＬＣ法进行测定犤１２－１４犦。肠疡消丸的

处方中含有十几味药材，用甲醇提取的供试液成分较复

杂，通过 ＳＰＥ小柱萃取能有效减少供试品中的杂质。但
由于紫外检测器选择性不高，各成分的色谱峰互相干扰

严重，无法有效对目标成分进行分离。故本方法采用选

择性高的 ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，通过对母离子和子离子
的筛选，建立离子对，同时对２个目标成分进行更准确
的定量分析。

３．２ 测试条件

有文献报道，测定毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量时正负

离子模式可能与不同品牌的仪器有关犤１５－１６犦。预试验中

分别尝试正负２种模式对目标成分的测量条件进行优
化，在负离子模式下，毛蕊异黄酮葡萄糖苷的响应较正

离子模式弱。选择犤Ｍ＋Ｈ犦＋的正离子模式时，毛蕊异黄
酮葡萄糖苷和绿原酸的母离子和子离子均有较好的响

应值，灵敏度较高，专属性强，杂质干扰小，对色谱柱的

分离要求相对较低，故选择正离子扫描模式。

３．３ 方法评价

本研究中成功建立了 ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法同时测
定肠疡消丸中的绿原酸和毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含量，

其操作方法简便、快捷，分析时间短，分离效果好，灵敏

度高，有利于控制和分析制剂质量。
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