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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 法同时测定锦红片中咖啡酸、 伞形花内酯、 槲皮素、 芦荟大黄素、 大黄酸、 大黄素、 大

黄酚、 大黄素甲醚的含量。 方法 　 分析采用 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相

０􀆰 ２％ 甲酸⁃乙腈， 梯度洗脱； 体积流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 电喷雾离子源； 正离子扫描； 多反应监测模式。
结果　 ８ 种活性成分在各自范围内线性关系良好 （ ｒ＞０􀆰 ９９０）， 平均加样回收率 ９７􀆰 ６％ ～ １０２􀆰 ６％ ， ＲＳＤ ２􀆰 ７％ ～ ５􀆰 ６％ 。
结论　 该方法具有高分离度、 高灵敏度、 高选择性的特点， 可为锦红片质量控制提供参考依据。
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　 　 急性胆道感染是一种由胆道梗阻引发的细菌感

染性疾病， 严重者可出现胆道出血、 穿孔、 中毒性

休克等并发症［１⁃２］。 据统计， 全国有约 １０％ ～ １５％
的人群患有胆道结石， 其中急性胆道感染发病率为

１％ ～３％ ［３］， 《急性胆道系统感染的诊断和治疗指

南》 （２０２１ 版） ［３］ 指出， 其西医治疗手段主要包括

药物、 引流、 手术等， 但可能存在滥用抗生素、 手

术操作难度大并易引发并发症、 技术和设备要求高

等问题［４⁃７］。 中药复方具有多成分、 多靶点等特

点， 能更全面地调节机体生理功能， 在治疗某些疾

病时具有独特优势［８］。
锦红片为上海中医药大学附属龙华医院院内制

剂， 是中医专家顾伯华先生和徐长生先生根据

“六腑以通为用” 原理， 在大黄牡丹汤基础上研制

而成， 由大黄、 大血藤和蒲公英 ３ 味中药组成， 具

有清热解毒、 行气通腑、 活血消肿作用， 用于急性

胆道感染的辅助治疗已近五十余年， 临床效果良

好［９］。 但目前对于锦红片的研究大多集中在药理

作用、 临床疗效方面， 尚未涉及其指标成分［８⁃１１］，
这也是中药质量控制体系的关键环节之一［１２］。 因

此， 本实验建立 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 法同时测定锦红片中咖

啡酸、 伞形花内酯、 槲皮素、 芦荟大黄素、 大黄

酸、 大黄素、 大黄酚、 大黄素甲醚的含量， 以期为

建立该制剂质量控制体系提供参考， 也为其临床用

药提供科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物　 咖啡酸 （批号 ２３１０２５３１）、 伞形花

内酯 （批号 ２３１０２６３５）、 槲皮素 （批号 ２３０９０７３１）、 芦

荟 大 黄 素 （ 批 号 ２３０７１７３６ ）、 大 黄 酸 （ 批 号

２４０４２３３５）、 大黄素 （批号 ２４０３２９３１）、 大黄酚 （批号

２４０５０８４２）、 大黄素甲醚 （批号 ２４０５０８４１）、 卡马西平

（批号 ２４０６１０４４） 对照品均购自上海源叶生物科技有

限公司 （纯度 ＞ ９８％ ）。 锦红片 （批号 ２３０４００１、
２３１０００１、 ２４０４００１） 均购自上海宝龙药业股份有限

公 司。 甲 醇 （ Ｉ１３０３４０７３４５）、 乙 腈 （ ＪＢ１２９４３０ ）
（色 谱 纯 ） 均 购 自 德 国 Ｍｅｒｃｋ 公 司； 甲 酸

（２０２３０９２１） 购自国药集团化学试剂有限公司。
１􀆰 ２　 仪器　 ＸＰＥ２６ 电子天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ
公司）； ＳＣＲＣ⁃Ｈ１０Ｌ 超声波清洗器、 ＭＶ５４ 多管涡

旋混匀仪 （国药集团化学试剂有限公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ
Ａｄｖａｎｔａｇｅ 超 纯 水 系 统 （ 德 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司 ）；
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ５４２７Ｒ 微量离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公

司）； Ｔｒｉｐｌｅ ＱｕａｄＴＭ ５５００ 液相色谱⁃质谱联用仪

（美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 对照品、 内标溶液制备 　 精密称取咖啡酸、
伞形花内酯、 槲皮素、 芦荟大黄素、 大黄酸、 大黄

素、 大黄酚、 大黄素甲醚对照品适量， 置于 １０ ｍＬ
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量瓶中， 甲醇定容， 稀释成质量浓度分别为 １３􀆰 ８０、
８􀆰 ４８０、 ２３􀆰 ７０、 ５７􀆰 ２５、 ９９􀆰 ２０、 ９８􀆰 ７５、 ３３６􀆰 ４、
８６􀆰 ５０ μｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液， 并按一定比例制成标

准曲线溶液。 精密称取卡马西平对照品适量， 甲醇

制成质量浓度为 １０􀆰 ５７ μｇ ／ ｍＬ 的内标溶液。 精密

吸取不同质量浓度标准曲线溶液各 １０ μＬ， 加入 ９０
μＬ 甲醇和 １０ μＬ 内标溶液， 混匀后进样分析。
２􀆰 ２　 供试品溶液制备 　 取本品 ２０ 片， 研碎， 混

匀， 取约 ０􀆰 ３ ｇ， 精密称定， 加入 １５ ｍＬ 甲醇， 超

声提取 １５ ｍｉｎ， 甲醇补足减失的质量， 精密量取

１ ｍＬ， 转移至离心管中， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ， 取上清液， 即得。 精密吸取 １０ μＬ， 加入 ９０
μＬ 甲醇及 １０ μＬ 内标溶液， 以期减少质谱仪器信

号波动对检测结果的影响， 混匀后进样分析。
２􀆰 ３　 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 分析条件　 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ
ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相

０􀆰 ２％甲酸 （Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ２ ｍｉｎ，
６０％ Ａ； ２ ～ ５ ｍｉｎ， ６０％ ～ ４４％ Ａ； ５ ～ １０ ｍｉｎ， ４４％ ～
５％ Ａ； １０ ～ １３ ｍｉｎ， ５％ Ａ）； 体积流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温 ４０ ℃； 进样量 １ μＬ； 正离子扫描； 多反应监测

（ＭＲＭ） 模式； 离子化电压 （ＩＳ） ５ ５００ Ｖ； 离子源

温度 （ ＴＥＭ ） ６００ ℃； 喷 雾 气 （ ＧＳ１ ） ５０ ｐｓｉ
（１ ｐｓｉ ＝ ０􀆰 １３３ ｋＰａ）； 辅助加热气 （ＧＳ２） ５０ ｐｓｉ；
气帘气 （ＣＵＲ） ３０ ｐｓｉ； 碰撞气 （ＣＡＤ） ９ ｐｓｉ； 入

口电压 （ＥＰ） １０ Ｖ； 出口电压 （ＣＸＰ） ６ Ｖ； 驻留

时间 ４０ ｍｓ。 其他参数见表 １。
表 １　 各活性成分质谱参数

活性成分 ｔＲ ／ ｍｉｎ 母离子 ｍ ／ ｚ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 子离子 ｍ ／ ｚ 子离子裂解规律 去簇电压 ／ Ｖ 碰撞能量 ／ Ｖ
咖啡酸 ２􀆰 ９０ １８１􀆰 １ １６２􀆰 ９ ［Ｍ＋Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ ＋ ７１ １５

伞形花内酯 ３􀆰 ３９ １６３􀆰 ２ １０７􀆰 ０ ［Ｍ＋Ｈ⁃ＣＯ⁃ＣＯ］ ＋ １１０ ３１
槲皮素 ３􀆰 ９５ ３０３􀆰 ０ ２８５􀆰 ０ ［Ｍ＋Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ ＋ １３４ ３５

芦荟大黄素 ５􀆰 ２４ ２７１􀆰 １ ２２５􀆰 １ ［Ｍ＋Ｈ⁃ＨＣＯＯＨ］ ＋ １２０ ３５
大黄酸 ８􀆰 ３８ ２８５􀆰 ３ ２１３􀆰 ２ ［Ｍ＋Ｈ⁃ＣＯ２ ⁃ＣＯ］ ＋ １２４ ３９
大黄素 ６􀆰 ８４ ２７１􀆰 ２ ２２５􀆰 １ ［Ｍ＋Ｈ⁃ＨＣＯＯＨ］ ＋ １３５ ４２
大黄酚 ７􀆰 ８０ ２５５􀆰 １ ２０９􀆰 １ ［Ｍ＋Ｈ⁃ＣＯ２ ⁃Ｈ２］ ＋ １２２ ４０

大黄素甲醚 ８􀆰 ３８ ２８５􀆰 ２ ２４２􀆰 ０ ［Ｍ＋Ｈ⁃·ＣＨ３ ⁃ＣＯ］ ＋ １３０ ４３
卡马西平（内标） ４􀆰 ０４ ２３７􀆰 １ １９４􀆰 ２ ［Ｍ＋Ｈ⁃ＣＯＮＨ２］ ＋ １１０ ２５

２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 １　 专属性试验　 取空白基质 （甲醇） 及对照

品、 供试品、 阴性样品溶液适量， 在 “２􀆰 ３” 项条

件下进样测定， 结果见图 １。 由此可知， 各活性成

分与其他化合物之间不存在干扰， 表明该方法专属

性良好。

２􀆰 ４􀆰 ２　 线性关系考察　 精密吸取对照品溶液适量，
甲醇稀释成系列质量浓度， 在 “２􀆰 ３” 项条件下进

样测定。 以对照品质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 对照

品、 内标峰面积比值为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 并

计算最低定量限， 结果见表 ２， 可知各活性成分在

各自范围内线性关系良好。
表 ２　 各活性成分线性关系

活性成分 回归方程 ｒ 线性范围 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 最低定量限 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）
咖啡酸 Ｙ＝ ０􀆰 ００２ ６０Ｘ＋０􀆰 ０３４ ３７ ０􀆰 ９９４ ４８ ０􀆰 ０１３ ８０～１􀆰 ３８０ １３􀆰 ８０

伞形花内酯 Ｙ＝ ０􀆰 ０１２ １１Ｘ＋０􀆰 １４０ ０６ ０􀆰 ９９９ ７４ ０􀆰 ００８ ５００～０􀆰 ８４８ ０ ８􀆰 ５００
槲皮素 Ｙ＝ ４􀆰 ６４８ ７５×１０－４Ｘ＋０􀆰 ０１０ ８６ ０􀆰 ９９２ ７７ ０􀆰 ０２３ ７～２􀆰 ３７０ ２３􀆰 ７０

芦荟大黄素 Ｙ＝ ８􀆰 １６９ ４７×１０－４Ｘ＋０􀆰 ０４７ ３８ ０􀆰 ９９３ ２２ ０􀆰 ０５７ ２５～５􀆰 ７２５ ５７􀆰 ２５
大黄酸 Ｙ＝ ０􀆰 ００１ １６Ｘ＋０􀆰 １２４ ７７ ０􀆰 ９９５ ６８ ０􀆰 ０９９ ２０～９􀆰 ９２０ ９９􀆰 ２０
大黄素 Ｙ＝ ４􀆰 ２８９ ３３×１０－４Ｘ＋０􀆰 ０１４ ３１ ０􀆰 ９９９ ３０ ０􀆰 ０９８ ７５～９􀆰 ８７５ ９８􀆰 ７５
大黄酚 Ｙ＝ ０􀆰 ００１ ２７Ｘ＋０􀆰 １８６ １０ ０􀆰 ９９８ ７０ ０􀆰 ３３６ ４～３３􀆰 ６４ ３３６􀆰 ４

大黄素甲醚 Ｙ＝ ０􀆰 ００１ ４６Ｘ＋０􀆰 １３３ ０２ ０􀆰 ９９４ ５６ ０􀆰 ０８６ ５０～８􀆰 ６５０ ８６􀆰 ５０

２􀆰 ４􀆰 ３　 精密度试验 　 取同一份对照品溶液， 在

“２􀆰 ３” 项条件下进样测定 ６ 次， 测得咖啡酸、 伞形

花内酯、 槲皮素、 芦荟大黄素、 大黄酸、 大黄素、
大黄酚、 大黄素甲醚峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ７％ 、
３􀆰 ８％ 、 １􀆰 ２％ 、 １􀆰 ４％ 、 １􀆰 ０％ 、 １􀆰 ０％ 、 １􀆰 ８％ 、 ３􀆰 ８％ ，
表明仪器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ４　 稳定性试验　 取同一份供试品溶液， 于 ０、
２、 ４、 ６、 １０、 １２、 １８、 ２０、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ３” 项条

件下进样测定， 测得咖啡酸、 伞形花内酯、 槲皮

素、 芦荟大黄素、 大黄酸、 大黄素、 大黄酚、 大黄

素甲醚峰面积 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ３％ 、 ２􀆰 ７％ 、 ３􀆰 ０％ 、
２􀆰 ７％ 、 ３􀆰 ２％ 、 １􀆰 ２％ 、 ２􀆰 ７％ 、 １􀆰 ８％ ， 表明溶液在

２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ４􀆰 ５　 重复性试验　 精密称取本品 （批号 ２４０４００１）
适量， 按 “２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 ３” 项条件下进样测定， 测得咖啡酸、 伞形花
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注： Ａ～Ｆ 分别为对照品、 供试品、 空白基质、 缺大黄阴性样品、 缺大血藤阴性样品、 缺蒲公英阴性样品。
１． 咖啡酸　 ２． 伞形花内酯　 ３． 槲皮素　 ４． 芦荟大黄素　 ５． 大黄酸　 ６． 大黄素　 ７． 大黄酚　 ８． 大黄素甲醚　 ９． 卡马西平

图 １　 各活性成分 ＭＲＭ 色谱图

内酯、 槲皮素、 芦荟大黄素、 大黄酸、 大黄素、 大

黄酚、 大黄素甲醚含量 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ８％ 、 ３􀆰 ３％ 、
３􀆰 ７％ 、 １􀆰 ２％ 、 ２􀆰 ５％ 、 １􀆰 ４％ 、 １􀆰 ７％ 、 １􀆰 ３％ ， 表明

该方法重复性良好。
２􀆰 ４􀆰 ６　 加样回收率试验　 精密吸取各活性成分含量

已知的本品 （批号 ２４１０００１） ６ 份， 每份０􀆰 ５ ｍＬ， 按

１００％ 水平加入对照品溶液， 按 “２􀆰 ２” 项下方法

制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３” 项条件下进样测定，
计算回收率。 结果， 咖啡酸、 伞形花内酯、 槲皮

素、 芦荟大黄素、 大黄酸、 大黄素、 大黄酚、 大黄

素甲醚平均加样回收率分别为 １０２􀆰 ４％ 、 ９７􀆰 ８％ 、
９８􀆰 １％ 、 ９７􀆰 ６％ 、 １０２􀆰 １％ 、 １０２􀆰 ６％ 、 １０１􀆰 ８％ 、 ９８􀆰 ８％ ，
ＲＳＤ 分 别 为 ４􀆰 ６％ 、 ４􀆰 ４％ 、 ４􀆰 ５％ 、 ５􀆰 ６％ 、 ４􀆰 ４％ 、

３􀆰 １％ 、 ３􀆰 ４％ 、 ２􀆰 ７％ 。
２􀆰 ５　 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， 在 “２􀆰 ３” 项条件下进样

测定， 计算含量， 结果见表 ３。

表 ３　 各活性成分含量测定结果 （μｇ ／ ｇ 生药， ｎ＝３）

批号 ２３０４００１ ２３１０００１ ２４０４００１
咖啡酸 ４６􀆰 １５４ ４３􀆰 ０６８ ４０􀆰 ４１２

伞形花内酯 ４􀆰 ２１４ ２􀆰 ９９４ ３􀆰 ５３９
槲皮素 １７􀆰 ０５２ １５􀆰 ６１４ １４􀆰 ７６３

芦荟大黄素 ２４７􀆰 １４２ ２６１􀆰 ８９５ ２４０􀆰 ７７５
大黄酸 ４３６􀆰 ２４７ ４０８􀆰 ７０９ ３８５􀆰 ５８７
大黄素 ３２５􀆰 ５８０ ３０４􀆰 ３０９ ２８９􀆰 ６１４
大黄酚 １ １０７􀆰 ３６７ １ ２１２􀆰 ５９６ １ ０８５􀆰 ６３６

大黄素甲醚 ４１４􀆰 ５３８ ３７３􀆰 ８４１ ３８６􀆰 ４１２
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３　 讨论

锦红片中大黄主要成分 （如大黄酸、 大黄素、
芦荟大黄素、 大黄酚、 大黄素甲醚等） 对多种细

菌具有较强的抑制作用， 而且不易引起机体耐药

性［１３］， 同时该药材还可调节炎性介质的产生和释

放， 从而抑制炎症反应［１４］； 大血藤中的酚酸类、
木脂素类化合物含量较高［１５］， 其中咖啡酸可通过

抑制促炎细胞因子生成来调节免疫反应， 从而减轻

炎症［１６］； 蒲公英有效成分包括黄酮类、 香豆素类、
酚酸类， 以伞形花内酯、 咖啡酸、 槲皮素含量较

高［１７⁃１８］， 并且槲皮素可通过调节氧化应激和炎症

反应来维持生物防御系统的正常生理运作［１９⁃２０］，
而伞形花内酯能有效降低促炎细胞因子水平， 从而

抑制氧化损伤和炎症反应［２１］， 同时对细菌有显著

的抑制作用［２２］。 由于上述成分均为锦红片药效物

质基础， 故可作为其质量控制指标。
本实验首先考察了流动相， 发现以 ０􀆰 ２％ 甲酸⁃

乙腈洗脱时各活性成分色谱峰峰形最佳。 再分别考

察了提取溶剂 （５０％ 甲醇、 ７５％ 甲醇、 甲醇）、 提

取时间 （１５、 ３０、 ６０ ｍｉｎ）， 以峰面积为指标， 最

终确定为甲醇超声提取 １５ ｍｉｎ。
４　 结论

本实验建立 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法同时测定锦红片中

咖啡酸、 伞形花内酯、 槲皮素、 芦荟大黄素、 大黄

酸、 大黄素、 大黄酚、 大黄素甲醚的含量， 该方法

快速简便， 重复性好， 方法学考察结果符合定量分

析验证指导原则， 可用于完善该制剂质量控制体系。
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