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摘要# 目的!建立超高效液相色谱)串联质谱 "WLHTF)EUQEU$ 法同时测定蒲地蓝消炎片 "蒲公英’ 黄芩’ 苦地丁和
板蓝根$ 中腺苷’ 表告依春’ 咖啡酸’ 绿原酸’ 阿魏酸’ 紫堇灵’ 乙酰紫堇灵’ 芹菜素’ 黄芩素和汉黄芩素的含有
量& 方法!分析采用,90/C54H0@5F";KKLY色谱柱 ""P; "-% #P" --g(& --$( 流动相为乙腈)&P#!乙酸水溶液% 梯
度洗脱( 体积流量为 &P* -TQ-/A& 结果!"& 种成分分别在 &P&&& &(& & e"P&&’ &P&"& & e(P&&’ &P&"( & e"&P&’
&P&*& & e#&P&’ &P"&& e"&&’ &P&&& *&& e"&P&’ &P&&* && e"&P&’ &P&&& %&& e#&P&’ &P#&& e#&P&’ &P&&& (&& e
(P&& -8QT范围内线性关系良好% 平均加样回收率在 +"P’! e"&(P&!之间% KUY均小于 #P&!& 结论!该方法快速’
简便’ 灵敏% 适用于蒲地蓝消炎片的质量控制&
关键词! 蒲地蓝消炎片( 化学成分( WLHTF)EUQEU
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!!蒲地蓝消炎片由蒲公英’ 黄芩’ 苦地丁和板蓝
根 ’ 种中药组成% 主要功效为清热解毒% 抗炎消
肿% 用于治疗疖肿’ 咽炎’ 扁桃腺炎% 腮腺炎等&

方中蒲公英性寒% 味苦’ 甘% 有清热解毒’ 消肿散
结’ 利尿通淋等功效( 黄芩有清热燥湿’ 泻火解
毒’ 止血’ 安胎等功效% 用于治疗湿温’ 暑湿’ 胸
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闷呕恶’ 湿热痞满’ 泻痢’ 黄疸’ 肺热咳嗽’ 高热
烦渴’ 血热吐衄’ 痈肿疮毒’ 胎动不安( 板蓝根具
有清热解毒’ 凉血消肿’ 利咽之功效% 用于治疗温
疫时毒’ 发热咽痛’ 温毒发斑’ 痄腮’ 丹毒’ 臃肿
疮毒等( 苦地丁清热解毒’ 消痈肿% 主治流行性感
冒’ 上呼吸道感染’ 扁桃体炎’ 传染性肝炎’ 肠
炎’ 肾炎’ 瘰疬’ 腮腺炎’ 结膜炎’ 急性阑尾炎及
疔疮痈肿等)"* &

已有文献报道% 黄芩中的黄酮)#)** ’ 蒲公英中
的酚酸和黄酮)’)(* ’ 苦地丁中的生物碱)%* ’ 板蓝根
中的腺苷和表告依春)I);*等为主要活性物质& 现行
药典标准常用LHTF法进行中药质量控制指标的单
一含有量分析% 没有多种有效成分同时测定的方
法& 蒲地蓝制剂相关文献大多集中在临床使用及疗
效观察方面% 鲜有成分测定的报道% 胡冰)+*采用
测定了腺苷的含有量% 邵礼梅等)"&*对黄芩苷和黄
芩素进行了测定% 汤道权等)""*测定了黄芩苷的含
有量% 刘德胜等)"#*对不同制剂中咖啡酸和绿原酸
的含有量进行了测定% 覃华亮)"**建立了测定紫堇
灵含有量的方法% 但同时测定多种成分的文
献)"’)"(*较少% 也尚无液相色谱)质谱联用分析方法
的报道& 本实验采用超高效液相色谱)串联质谱
"WLHTF)EUQEU$ 法同时测定蒲地蓝消炎片中腺
苷’ 表告依春’ 咖啡酸’ 绿原酸’ 阿魏酸’ 紫堇
灵’ 乙酰紫堇灵’ 芹菜素’ 黄芩素和汉黄岑素% 其
简便快速% 已用于实际样品的分析&
HI实验部分
"P"!仪器与试剂!G8/04A6"#+& SA2/A/6aTFUa564-’
G8/04A6%’%& <‘/C04\@.Z TFQEU仪 "美国G8/04A6公
司$( UaA6145/5G"&<E超纯水系统 "美国 E/00/C:‘4
公司$( E,#*((’ FHG##’( 电子天平 "德国 U.‘6:)
‘/@5公司$( d\##&&Yc数控超声波清洗器 "昆山
市超声仪器有限公司% "&& J% ’& RL?$&

腺苷 "批号 ""&;I+)#&&#&#$’ 咖啡酸 "批号
""&;;()#&&"&#$’ 阿魏酸 "批号 ""&II*)#&&%"" $
对照品 "中国食品药品检定研究院% 含有量"
+;!$( 芹菜素对照品 "批号 "&"#&I% 四川省维克
奇生物科技有限公司% 含有量"+;!$( 表告依春
"批号 "*&;"%$’ 绿原酸 "批号 "#""#($’ 紫堇灵
"批号 "*&%&’$’ 乙酰紫堇灵 "批号 "*&%&’$’ 黄
芩素 "批号 "*&""+$’ 汉黄芩素 "批号 "*""#"$
对照品 "成都菲普德生物科技有限公司% 含有量"
+;!$& 甲醇’ 乙腈为色谱纯 "美国 V/514‘公司$(
甲酸为分析纯 "广东光华科技股份有限公司$( 乙

酸为分析纯 "上海申博化工有限公司$( 实验用水
为超纯水&
"P#!溶液配制
"P#P"!对照品贮备液!精密称取腺苷’ 表告依春’
绿原酸’ 咖啡酸’ 阿魏酸’ 紫堇灵’ 乙酰紫堇灵’
芹菜素’ 黄芩素和汉黄芩素对照品各 "&P& -8% 甲
醇溶解并定容至 "& -T量瓶中% 配成 "P&& -8Q-T
贮备液% ’ j下保存& 使用前% (&!甲醇溶液稀释
至所需质量浓度&
"P#P#!样品溶液!取蒲地蓝消炎片适量% 除去糖
衣% 取内容物研磨粉碎% 混匀& 精密称取 &P( 8%
置于具塞锥形瓶中% 加入 (& -T(&!甲醇溶液摇
匀% 超声 %& -/A% 静置% 冷却后取适量上清液%
"# &&& ‘Q-/A离心 "& -/A% 稀释 "& 倍% &P## "-微
孔滤膜过滤% 进样测定&
"P*!色谱条件!,90/C54H0@5F"; KKLY色谱柱
""P; "-% #P" --g(& --$( 流动相乙腈 "G$ )
&P#!乙酸水溶液 "D$% 梯度洗脱 "& e" -/A%
+(!D( " e( -/A% +(! e;&!D( ( e+ -/A% ;&!
D( + e"& -/A% ;&! eI(! D( "& e"( -/A%
I(!e%&!D( "( e"I -/A% %&! e&!D$( 体积
流量&P* -TQ-/A( 进样量 " "T&
"P’!质谱条件!离子源为电喷雾电离源 ",US$%
正’ 负离子快速切换多重反应监测模式 "EKE$
监测( 干燥气体 N#% 温度 *&& j% 体积流量
"& TQ-/A( 雾化气体N#% 雾化器压力 #P; g"&

( H.(
鞘气气体 N#% 温度 *%& j% 体积流量 "# TQ-/A(
毛细管电压 ’ &&& c&
JI结果
#P"!色谱与质谱行为!在选定的条件下% 根据峰
保留时间及质谱信息进行定性与定量分析& 结果见
图 "&
#P#!线性关系及检出限!取各对照品贮备液% 精
密配制不同质量浓度的混合标准溶液% 于优化条件
下进样测定% 重复 * 次% 以峰面积 "b$ 对质量浓
度 "X$ 进行回归% 得到回归方程’ 相关系数和线
性范围% 信噪比 "UQN$ 等于 * 时对应成分的质量
浓度作为其检出限% 具体见表 "% 表明各成分在相
应范围内线性关系良好&
#P*!精密度试验!取同一批次样品 % 份% 制备样
品提取液% 在优化条件下测得各成分的平均含有量
分别为 &P(%& %’ &P&*" I’ &P%II I’ &P%&" #’
&P"’; &’ &P#*+ ’’ &P&*" ;’ &P&&; #’ +P;’’ ;’
"P(+" # -8Q8% KUY为 &P**! e#P&!% 表明仪器
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!! 表 HI回归方程’ 线性范围’ 相关系数及检出限
/01NHI;&,O&33#"+&c.0(#"+3% 2#+&0OO0+,&3% ’"OO&20(#"+’"&%%#’#&+(30+!!&(&’(#"+2#4#(3

成分 线性方程 线性范围Q"-8-Tk"$ 相关系数 检出限Q"-8-Tk"$

腺苷 bh%P( g"&%Xk’P’+ g"&* &P&&& &(& & e"P&& &P+++ + &P&&& &"

表告依春 bhIP* g"&(Xk%P;% g"&* &P&"& & e(P&& &P+++ % &P&&* &&

咖啡酸 bh%P" g"&’XpIP;* g"&* &P&"( & e"&P& &P+++ ’ &P&&( &&

绿原酸 bh"P# g"&’Xp#P&% g"&* &P&*& & e#&P& &P+++ ( &P&"& &

阿魏酸 bh*PI g"&*Xk(+P% &P"&& e"&& &P+++ + &P&*& &

紫堇灵 bh(P+ g"&%Xp%P%& g"&’ &P&&& *&& e"&P& &P++; + &P&&& "&&

乙酰紫堇灵 bh(P+ g"&%Xp*PI& g"&’ &P&&* && e"&P& &P+++ ( &P&&" &&

芹菜素 bh#P" g"&’Xk";P’ &P&&% && e#&P& &P+++ % &P&&# &&

黄芩素 bh+P# g"&’Xk"P&* g"&’ &P#&& e#&P& &P+++ ; &P&(& &

汉黄芩素 bh*P# g"&%Xp"P;& g"&’ &P&&& (&& e(P&& &P+++ ’ &P&&& #&&

"$腺苷!#$表告依春!*$咖啡酸!’$绿原酸!($阿魏酸!%$紫

堇灵!I$乙酰紫堇灵!;$芹菜素!+$黄芩素!"&$汉黄芩素
"$.Z4A:5/A4!#$4C/8:/6‘/A!*$9.224/9.9/Z!’$910:‘:84A/9.9/Z!

($24‘@0/9.9/Z!%$9:‘aA:0/A4!I$.946a09:‘aA:0/A4!;$.C/8/A/A

+$3./9.04/A!"&$=:8:A/A

图 HI>;>色谱图
P#,NHI>.2(#72&O&0’(#"+4"+#("O#+, $>;>& ’*O"40("8

,O043

精密度良好&
#P’!稳定性试验!取同一批次样品% 制备样品提
取液% 在 &’ #’ ’’ %’ ;’ "& 1 于优化条件下测得
KUY为 &PI! e#P*!% 表明样品溶液在 "& 1 内
稳定&

#P(!回收率试验!精密称取各成分含有量已知的
的同批次样品 &P( 8% 共 + 份% 每组 * 份% 按高’
中’ 低 * 个梯度分别加入不同量的对照品% 按
+"P#P#, 项下方法制备样品溶液并进行测定% 结
果见表 #&

表 JI加样回收率试验结果 $#MK&

/01NJI;&3.2(3"%O&’"Q&O6 (&3(3$#MK&

成分
称样量Q

8

原有量Q

"-8-Tk"$

加入量Q

"-8-Tk"$

测得量Q

"-8-Tk"$

回收率Q

!

KUYQ

!
腺苷 &P(&& * &P(%& % &P’&& & &P+#% " +"P’ #P;

&P(&& & &P(%& % &P(&& & "P&*I & +(P* #P#
&P(&& ’ &P(%& % &P%&& & "P";* # "&*P; #PI

表告依春 &P(&& * &P&*" I &P&#& & &P&(# I "&(P& "PI
&P(&& & &P&*" I &P&*& & &P&%* # "&(P& &P;;
&P(&& ’ &P&*" I &P&’& & &P&I# # "&"P* "P&

咖啡酸 &P(&& * &P%II I &P(&& & "P"+* ; "&*P# #P;
&P(&& & &P%II I &P;&& & "P(&I + "&*P; #P&
&P(&& ’ &P%II I "P&&& & "P%%+ ( ++P# &P#*

绿原酸 &P(&& * &P%&" # &P(&& & "P&I% % +(P" *P&
&P(&& & &P%&" # "P&&& & "P(%# ’ +%P" #P%
&P(&& ’ &P%&" # "P(&& & #P"&I I "&&P’ "P(

阿魏酸 &P(&& * &P"’; & &P"&& & &P#’; ; "&&P; "P(
&P(&& & &P"’; & &P#&& & &P*(" # "&"P% "P"
&P(&& ’ &P"’; & &P*&& & &P’’’ ; +;P+ &PI*

紫堇灵 &P(&& * &P#*+ ’ &P"&& & &P*’& ( "&"P" "P*
&P(&& & &P#*+ ’ &P#&& & &P’’; + "&’P; "P#
&P(&& ’ &P#*+ ’ &P*&& & &P(’I I "&#P; &PI(

乙酰紫 &P(&& * &P&*" ; &P&;& & &P"&; I +%P" "P#
堇灵 &P(&& & &P&*" ; &P"&& & &P"#+ * +IP( &PI&

&P(&& ’ &P&*" ; &P"#& & &P"(( + "&*P’ &PI*
芹菜素 &P(&& * &P&&; # &P"&& & &P"&( * +IP" #P#

&P(&& & &P&&; # &P(&& & &P(&+ + "&&P* "P"
&P(&& ’ &P&&; # "P&&&& "P&*’ " "&#P% #P&

黄芩素 &P(&& * +P;’% * #P&&& & ""P;I% + "&"P% "P#
&P(&& & +P;’% * (P&&& & "’PII* " +;P% "PI
&P(&& ’ +P;’% * "&P&&& & "+P’%# # +%P# #P%

汉黄芩素 &P(&& * "P(+’ & &P(&& & #P&+; % "&"P( #P%
&P(&& & "P(+’ & "P&&& & #P(;& I ++P& #P*
&P(&& ’ "P(+’ & #P&&& & *P("I ’ +%P* #P+
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#P%!含有量测定!精密称取 ’ 批样品% 每批 * 份%
按照优化的提取方法和条件计算各成分的含有量%
结果见表 *&
KI讨论
*P"!色谱条件的优化!实验发现% 在流动相中添
加低质量浓度的有机酸有利于各成分的分离% 并且
峰形对称( 在流动相中添加甲酸时% 能大幅度提高
咖啡酸和绿原酸的检测灵敏度% 但降低了其他成分
的灵敏度( 添加乙酸时% 两者灵敏度随乙酸用量增
加而提高&

另外% 还对常用流动相甲醇)&P#!乙酸水溶液
和乙腈)&P#!乙酸水溶液体系进行了考察% 发现使
用甲醇体系时% 绿原酸’ 咖啡酸的灵敏度明显提
高% 但其他成分的灵敏度有所降低& 综合考虑各成
分的分离效果’ 检测灵敏度’ 色谱峰峰形等因素%
选择乙腈)&P#!乙酸水溶液作为流动相进行梯度
洗脱&
*P#!质谱条件的优化!根据不同物质% 先选择正
负离子反应模式% 得到二级质谱特征离子图% 见图
#& 再采用多重反应监测模式 "EKE$% 分别对各
对照品的母离子进行二次碎裂% 对选定的子离子优
化源内碎裂电压’ 碰撞能量和加速电压% 优化结果
见表 ’&
*P*!样品提取方法!取蒲地蓝消炎片适量% 除去
糖衣% 研碎% 混匀% 称取 &P( 8% 置于不同具塞锥
形瓶中% 分别加入 (& -T乙醇’ (&!乙醇’ 乙腈’
(&!乙腈’ 甲醇’ I(!甲醇’ (&!甲醇’ #(!甲
醇’ 水% 密闭摇匀% 超声 %& -/A& 静置% 取上清
液% "# &&& ‘Q-/A 离 心 "& -/A% 稀 释 "& 倍%
&P## "-微孔滤膜过滤% 进样测定& 同时% 还考察
了 "(’ *&’ ’(’ %&’ +&’ "#& -/A 提取时间对提取
效果的影响& 最终% 本实验选择 (&!甲醇% 超声
%& -/A提取样品&
TI结论

WLHTF)EUQEU 结合了 WLHTF分离度高’ 分
析速度快% 以及 EU 定性能力强’ 灵敏度高的优
点% 对中药及其制剂等复杂体系和样品的分析具有
明显优势% 为中药成分分析’ 质量控制及药代动力
学研究提供了高效可靠的方法% 已得到广泛应用&

本实验建立了WLHTF)EUQEU法同时测定蒲地
蓝消炎片中腺苷’ 表告依春’ 咖啡酸’ 绿原酸’ 阿
魏酸’ 紫堇灵’ 乙酰紫堇灵’ 芹菜素’ 黄芩素’ 汉
黄芩素 "& 种有效成分含有量的分析方法% 其简便’
!!!

快速’ 灵敏度高% 可用于该药物的质量控制&

图 JI二级质谱图
P#,NJI>)Y>)37&’(O0
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表 KI含有量测定结果 $4,Y,&
/01NKI;&3.2(3"%’"+(&+(!&(&O4#+0(#"+$4,Y,&

批号 腺苷 表告依春 咖啡酸 绿原酸 阿魏酸 紫堇灵 乙酰紫堇灵 芹菜素 黄芩素 汉黄芩素
Df"m &P(%& % &P&*" I &P%II I &P%&" # &P"’; & &P#*+ ’ &P&*" ; &P&&; # +P;’’ ; "P(+" #
D[#m &P(%* & &P&*; ( &P(;# * &P(&’ " &P#&# ; &P#(’ + &P&(% ( &P&&; & %P"&& ; &P%;+ &
fX*m &P#I& ( &P&## * &P&%+ * &P"## ’ &P""+ " &P"I’ " &P"’* % &P&&% ; #P+"# ’ &P+I" %
f<’m &P#;; + &P&#( I &P&I; ; &P#"; + &P"&" % &P"*" % &P"#; ( &P&&% ( *P*’" # "P&#I #

表 TI质谱参数
/01NTI>)70O04&(&O3

成分 离子化模式
母离子
%\D

子离子
%\D

裂解电

压Qc
碰撞能

量Qc
腺苷 ,USp #%;P" "*%P& ""& "&
表告依春 ,USp "*&P& I&P" (( ;
咖啡酸 ,USk "I+P# "*(P& +& ;
绿原酸 ,USk *(*P& "+&PI ""& *
阿魏酸 ,USk "+*P& "*’P& +( +
紫堇灵 ,USp *%;P" #;+P& "*( #’
乙酰紫堇灵 ,USp ’"&P& *(&P" "*( #&
芹菜素 ,USk #%+P& ""IP& "*& #%
黄芩素 ,USp #I"P& "#*P& "&& *#
汉黄芩素 ,USp #;(P" #I&P& "*( ##
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