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止得咳颗粒中连翘酯苷Ａ成分鉴定及含量测定
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（１．广西中医药大学药学院，广西 南宁 ５３０２００； ２．广西中医药大学广西壮瑶药工程技术研究中心，广西
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摘要：目的 建立止得咳颗粒成分的鉴定方法及测定相应成分含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法 采用超高效液相色谱 －四极杆飞
行时间串联质谱（ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ／ＭＳ）法，在负离子模式下采集数据，对止得咳颗粒的成分进行定性鉴别。采用高效液相色谱法测定鉴
定出的成分含量，色谱柱为 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＫｉｎｅｔｅｘＸＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 －０．２％磷酸溶液（梯度洗脱），流速
为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ３３０ｎｍ，柱温为 ３０°Ｃ，进样量为 １０μＬ。结果 根据质谱数据鉴定出连翘酯苷 Ａ成分。连翘酯苷 Ａ质量浓
度在０．０２３７～０．２３６８ｍｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９８，ｎ＝６）；精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于 ３．０％
牗ｎ＝６牘；平均加样回收率为 ９９．１４％，ＲＳＤ为 ２．３３％（ｎ＝９）。结论 所建立的方法操作简便，结果准确，重复性好，可用于鉴定止得咳

颗粒的成分并测定其相应成分的含量。

关键词：超高效液相色谱 －四极杆飞行时间串联质谱法；止得咳颗粒；连翘酯苷Ａ；高效液相色谱法；含量测定
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止得咳颗粒由龙 叶、射干、桔梗、白前、黄芩、青天

葵、枇杷叶、薄荷、荆芥、柴胡等组方犤１犦，具有清热解毒、

止咳化痰、利咽功效犤２犦，可用于治疗上呼吸道感染犤３犦、头

痛、急慢性支气管炎犤４犦、感冒咳嗽。方中龙 叶、射干同

为君药，射干中次野鸢尾黄素的含量测定犤２犦及龙 叶中

山柰酚 －３－Ｏ－龙胆二糖苷成分的含量测定犤５－７犦均已

有报道，且后者作为龙 叶药材的指标成分收载于

２０２０年版《中国药典牗一部牘》犤８犦。由于山柰酚 －３－Ｏ－
龙胆二糖苷在缺龙 叶阴性样品中存在干扰，故本研究

中采用超高效液相色谱 －四极杆飞行时间串联质谱
（ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ／ＭＳ）法对止得咳颗粒进行成分鉴
定 犤９犦，并结合文献犤１０－１４犦及对照品验证，建立了测定
制剂中连翘酯苷Ａ含量的高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法犤１５犦，

为完善制剂质量标准提供依据。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ／ＭＳ仪，包括二元泵、自动进样器、
柱温箱、ＰＤＡ检测器、电喷雾离子源（ＥＳＩ）、ＸＥＶＯＧ２－Ｓ
型质谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；１１００型高效液相色谱仪
（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＫＱ－１００ＤＥ型数控超声波清洗器
（昆山市超声仪器有限公司）；ＡＦＺ－１００１－Ｕ型艾科浦
超纯水系统（重庆颐洋企业发展有限公司）；ＸＳ１０４型分
析天平（梅特勒－托利多仪器＜上海＞有限公司，精度为
十万分之一）；ＴＧＬ－１６Ｇ型高速台式离心机（上海安亭
科学仪器厂）。

１．２ 试药

止得咳颗粒（广西中医药大学附属瑞康医院，批号分

别为２０１９０７０１，２０１９０７０２，２０１９０７０３，规格为每袋１５ｇ）；
缺龙 叶的阴性样品；连翘酯苷 Ａ对照品（中国食品药
品检定研究院，批号为 １１１８１０－２０１７０７，含量为
９７．２％）；甲醇、甲酸、磷酸均为色谱纯，其余试剂均为分
析纯，水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 定性鉴别

２．１．１ 试验条件

色谱条件：色谱柱为 ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＨＳＳＴ３Ｃ１８柱

（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，１．８μｍ）；流动相为甲醇（Ａ）－０．１％
甲酸溶液（Ｂ），梯度洗脱（０～１ｍｉｎ时１０％Ａ→３０％Ａ，１～
２ｍｉｎ时 ３０％Ａ→３５％Ａ，２～２．５ｍｉｎ时３５％Ａ→４０％Ａ，
２．５～５ｍｉｎ时４０％Ａ→４３％Ａ，５～７ｍｉｎ时４３％Ａ→６０％Ａ，
７～９ｍｉｎ时６０％Ａ→９０％Ａ，９～１２ｍｉｎ时９０％→９５％Ａ，
１２～１２．１ｍｉｎ时９５％Ａ→１０％Ａ，１２．１～１４ｍｉｎ时１０％Ａ）；流
速为０．４ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为４０℃；进样量为０．５μＬ。

质谱条件：离子扫描方式为 ＥＳＩ－；毛细管电压为
２．８ｋＶ；锥孔电压为４０Ｖ；离子源温度为１００℃；溶剂挥
散温度为 ４００℃；脱溶气流量为 ７００Ｌ／ｈ；扫描范围为
１００～１５００Ｄａ。
２．１．２ 溶液制备

称取连翘酯苷Ａ１１．８４ｍｇ，精密称定，置５ｍＬ容量瓶，
加甲醇溶解并定容，摇匀，即得质量浓度为２．３６８ｍｇ／ｍＬ
的对照品溶液。取样品粉末约 ５．０ｇ，精密称定，置具塞
锥形瓶中，精密加入 １５ｍＬ甲醇，称定质量，超声（功率
为 ２５０Ｗ，频率为 ５０ｋＨｚ）处理 ３０ｍｉｎ，放冷，再称定质
量，用甲醇补足减失的质量，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
取上清液，经 ０．２２μｍ微孔滤膜滤过，即得供试品溶
液。按止得咳颗粒处方和工艺制备缺龙 叶的阴性样

品，按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。

２．１．３ 化学成分分析

取２．１．２项下供试品溶液适量，按２．１．１项下试验
条件进样测定，记录色谱图，详见图１。结果所测得的精
确分子量与理论分子量比较，误差＜３×１０－６，表明检测
结果准确。一级质谱图（图 ２）中可见负离子 ｍ／ｚ为
６２３．１９９２犤Ｍ－Ｈ犦－，精准分子式为 Ｃ２９Ｈ３６Ｏ１５，表明相对
分子质量为 ６２４；二级质谱图（图３）中可见碎片离子峰
ｍ／ｚ６２３．１９４１，４６１．１６５６，１７９．０３２４，１６１．０２３５，
１３５．０４３３，１１３．０２３３。根据质谱数据，并结合文献犤９－１０犦，
推测该成分是连翘酯苷Ａ。
２．２ 定量分析

２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＫｉｎｅｔｅｘＸＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇（Ａ）－０．２％磷酸溶液（Ｂ），
梯度洗脱（０～５ｍｉｎ时 ３５％Ａ→４０％Ａ，５～１５ｍｉｎ时
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Ａ Ｂ Ｃ

ｍＡＵ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５
ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５
ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５
ｔ／ｍｉｎ

４００
３００
２００
１００
０

１５０

１００

５０

０

１

６００

４００

２００

０

１．连翘酯苷Ａ
Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液

图４ 高效液相色谱图

１．ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅＡ

Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．４ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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１

９８

－２

１０ １１ １２ １３１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９
ｔ／ｍｉｎ

４０％Ａ→４２％Ａ，１５～２０ｍｉｎ时４２％Ａ，２０～３０ｍｉｎ，４２％Ａ→
６０％Ａ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：３３０ｎｍ；柱温：
３０℃；进样量：１０μＬ。
２．２．２ 方法学考察

专属性试验：取 ２．１．２项下 ３种溶液各适量，按
２．２．１项下色谱条件进样测定，记录色谱图，详见图４。
阴性对照品溶液色谱图中，在与对照品溶液色谱相同保

留时间处无干扰峰，表明专属性良好。

线性关系考察：分别精密量取２．１．２项下对照品溶
液０．１，０．２，０．４，０．６，０．８，１．０ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加
甲醇定容，摇匀，制成系列对照品溶液。精密量取１０μＬ，按
２．２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以连翘酯
苷 Ａ质量浓度（Ｘ，ｍｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵
坐标进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝１８５２３．５２５１Ｘ－
５６．９７６６（ｒ＝０．９９９８，ｎ＝６）。结果表明，连翘酯苷 Ａ质
量浓度在０．０２３７～０．２３６８ｍｇ／ｍＬ范围内与峰面积线
性关系良好。

检测限和定量限考察：分别精密量取２．１．２项下对
照品溶液适量，倍比稀释，并按２．２．１项下色谱条件进
样测定，以信噪比牗Ｓ／Ｎ牘３∶１、１０∶１时分别计算检测限
和定量限。结果连翘酯苷 Ａ的检测限和定量限分别为
０．５９２μｇ／ｍＬ，１．９７２μｇ／ｍＬ。

精密度试验：取 ２．１．２项下对照品溶液适量，按
２．２．１项下色谱条件连续进样测定 ６次，记录峰面积。
结果连翘酯苷Ａ峰面积的 ＲＳＤ为０．５８％（ｎ＝６），表明
仪器精密度良好。

稳定性试验：取样品（批号为 ２０１９０７０３）适量，按
２．１．２项下方法制备供试品溶液，分别于室温下放置
０，２，４，８，１６，２４ｈ时按 ２．２．１项下色谱条件进样测
定，记录峰面积。结果连翘酯苷 Ａ峰面积的 ＲＳＤ为
２．２７％（ｎ＝６），表明供试品溶液在室温放置 ２４ｈ内
基本稳定。

重复性试验：精密称取样品（批号为 ２０１９０７０３）适
量，共 ６份，每份 ５．０ｇ，按 ２．１．２项下方法制备供试品

ｍ／ｚ

６２３．１９９２

１３３７．３６９０
１２４０．９６１２

５４７．１４５５

６２４．２０２３

６９１．１８８３

６９２．１８９１
８２７．１６１４

９６４．１４１４ １２４７．４０１５
６１６．９４７４

５０７．１１５１ ７１３．１６６６８９５．１４６２ １１７２．３５５３１１２．９８５９
０

１１００ １３００１００ ３００ ５００ ７００ ９００

图２ 一级质谱图

Ｆｉｇ．２ Ｐｒｉｍａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ
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图１ ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ／ＭＳＥＳＩ－模式下止得咳颗粒的基峰
离子流色谱图

Ｆｉｇ．１ Ｂａｓｅ－ｐｅａｋｉｏｎｆｌｏｗ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆＺｈｉｄｅｋｅＧｒａｎｕｌｅｓｉｎ

ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ／ＭＳＥＳＩ－ ｍｏｄｅ

ｍ／ｚ
１００ ２００ ３００ ４００ ５００ ６００ ７００

图３ 二级质谱图

Ｆｉｇ．３ Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ

１１３．０２３３
１３５．０４３３

１６２．０２５２

１６１．０２３５

４６１．１６５６
６２３．１９４１

０
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取样量（ｇ）

２．５００３
２．５０２１
２．５０１４
２．５０９７
２．５０７３
２．５０９９
２．５０１３
２．５０３８
２．５０４５

样品含量（ｍｇ）

０．４３８１
０．４３８４
０．４３８２
０．４３９７
０．４３９３
０．４３９７
０．４３８３
０．４３８７
０．４３８８

加入量（ｍｇ）

０．２１１
０．２１１
０．２１１
０．４２２
０．４２２
０．４２２
０．６３３
０．６３３
０．６３３

测得量（ｍｇ）

０．６４１６
０．６４７８
０．６４３９
０．８７７３
０．８６５７
０．８４９３
１．０６５４
１．０７４６
１．０５７３

回收率（％）

９６．４５
９９．２４
９７．４９
１０３．７０
１０１．０５
９７．０６
９９．０７
１００．４６
９７．７１

Ｘ（％）

９９．１４

ＲＳＤ（％）

２．３３
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溶液，再按 ２．２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积
并计算含量。结果连翘酯苷Ａ平均含量为０．１７６３ｍｇ／ｇ，
ＲＳＤ为１．６１％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

２０１９０７０３）适量，共９份，分别加入低、中、高质量浓度的
连翘酯苷 Ａ对照品溶液，按 ２．１．２项下方法制备供试
品溶液，再按２．２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面
积，并计算回收率。结果见表１。

２．２．３ 样品含量测定

取３批样品各适量，分别按２．１．２项下方法制备供
试品溶液，再按２．２．１项下色谱条件平行进样测定３次，
记录峰面积，并计算含量。结果批号为 ２０１９０７０１，
２０１９０７０２，２０１９０７０３的样品中连翘酯苷 Ａ含量分别为
０．１９４９，０．１９８１，０．１７８２ｍｇ／ｇ，平均 ０．１９０４ｍｇ／ｇ
牗ＲＳＤ＝４．５８％）。
３ 讨论

３．１ 提取溶剂、提取时间和提取方式考察

预试验中考察了甲醇（１００％，７５％，５０％）及乙醇
（１００％，７５％，５０％），以及超声和回流提取的效果，还考
察了超声提取１５，３０，６０ｍｉｎ的效果，结果以１００％甲醇
溶液提取效果最好，超声提取法优于回流提取法，提取

３０ｍｉｎ和 ６０ｍｉｎ的含量差异不大。考虑到连翘酯苷 Ａ
较不稳定，故选择提取时间为３０ｍｉｎ。
３．２ 色谱条件选择

预试验中，为了确定测定连翘酯苷 Ａ含量的最优
色谱条件，分别对流动相系统、柱温、流速等进行了考

察。流动相体系考察了甲醇溶液、乙腈溶液、甲醇 －
０．２％磷酸溶液及乙腈 －０．２％磷酸溶液，结果表明，后
两者洗脱效果均优于前两者，最终选用稳定性最好的甲

醇－０．２％磷酸溶液；考察洗脱方式时发现，等度洗脱时
始终不能将目标峰与其他峰分开，分离度低，故选择了

梯度洗脱方式，并筛选出了最佳梯度洗脱程序；流速考

察了 ０．８，１．０，１．２ｍＬ／ｍｉｎ，最终采用了洗脱效果较好
的１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温考察了２５，３０，３５℃，发现柱温对目
标峰的整体影响较小，故选用分离度及峰形较好的３０℃；
通过对连翘酯苷 Ａ对照品溶液的全波长扫描，发现其
在３３０ｎｍ波长处具有最佳吸收波长，故作为检测波长。
３．３ 方法评价

本研究中对止得咳颗粒中目标峰进行 ＵＰＬＣ－Ｑ－
ＴＯＦ／ＭＳ定性鉴别，判断该成分为连翘酯苷 Ａ，并采用
ＨＰＬＣ法测定了止得咳颗粒中连翘酯苷Ａ的含量，所建
立的方法简便，结果准确，重复性好，专属性强，可用于

测定止得咳颗粒中连翘酯苷Ａ的含量。
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