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摘要： 目的　 建立龙胆泻肝丸 （片） 中独活成分的测定方法， 考察该市售制剂中当归原料的独活掺伪情况。 方法　
采用超高效液相串联质谱法 （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）， Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＣＳＨ Ｃ１８色谱柱 （２ １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １ ７ μｍ）；
流动相 ０ １％ 甲酸⁃乙腈， 梯度洗脱； 体积流量 ０ ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 采用电喷雾离子源 （ＥＳＩ） 进行多反应监测

（ＭＲＭ）， 扫描方式为正离子模式。 结果　 ４９ 批龙胆泻肝丸 （片） 中有 ３ 批检出蛇床子素和二氢欧山芹醇当归酸酯，
含量范围分别为 ０ ００５ ６１５ ～ ２ ６０１、 ０ ０３８ ４３ ～ ０ ８２３ ２ μｇ ／ ｇ。 结论 　 市售龙胆泻肝丸 （片） 存在当归和独活混用

情况。
关键词： 龙胆泻肝丸 （片）； 当归； 独活； 液质联用； 掺伪
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ｄｏｉ：１０ ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８ ２０２２ １１ ０６３

　 　 当归为伞形科植物当归 Ａｎｇｅｌｉｃａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ （Ｏｌｉｖ．） Ｄｉｅｌｓ
的干燥根［１］ ， 具有补血活血、 调经止痛、 润肠通便等功

效［２⁃４］ 。 当归属于食药同源药材， 需求量大［５］ ， 近年来，
随着野生资源日益枯竭， 当归市场价格水涨船高， 出现了

各种混淆品和伪品［６⁃８］ ， 其中在当归中掺入价格较为低廉的

独活栽培品较为常见。 独活为伞形科植物重齿毛当归

Ａｎｇｅｌｉｃａ ｐｕｂｅｓｃｅｎｓ Ｍａｘｉｍ． Ｆ． ｂｉｓｅｒｒａｔａ Ｓｈａｎ ｅｔ Ｙｕａｎ 的干燥

根， 具有祛风除湿、 通痹止痛的功效， 其与当归同属伞形

科， 外观性状差异小， 但临床功效有较大区别， 不可混用。
龙胆泻肝丸 （片） 是由多种药味组成的复方制剂［９⁃１０］ ，

具有清肝胆、 利湿热的功效， 方中含有当归。 鉴于市场上

有独活混淆品出现， 其有可能会带入以当归为药味的中药

复方制剂中， 有必要开展龙胆泻肝制剂中独活筛查的探索

性研究。 当归主要含藁本内酯 、 阿魏酸、 洋川芎内酯 Ｉ
等［１１］ ， 独活含有蛇床子素、 二氢欧山芹醇当归酸酯、 二氢

欧山芹醇等成分［１２］ 。 蛇床子素和二氢欧山芹醇当归酸酯是

独活的定量特征成分， 基于此， 本研究建立可测定蛇床子

素和二氢欧山芹醇当归酸酯的超高效液相色谱串联质谱法

（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）， 筛查龙胆泻肝丸 （片） 中当归原料是否

掺杂独活， 为龙胆泻肝制剂整体质量的控制提供科学

依据。
１　 材料

Ｈ⁃ｃｌａｓｓ ／ ｘｅｖｏ 超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱仪 （美
国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＰＬ⁃Ｓ６０ 超声波清洗仪 （东莞康士洁超声

波科技有限公司）。 蛇床子素 （批号 １１０８２２⁃２０１７１０， 含量

９９ ５％ ）、 二氢欧山芹醇当归酸酯对照品 （批号 １１１５８３⁃

９３７３
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２０１６０５， 含 量 ９８ ６％ ）。 当 归 对 照 药 材 （ 批 号 １２０９２７⁃
２０１６１７）、 独活对照药材 （批号 １２０９４０⁃２０１６１２） 均购自中

国食品药品检定研究院； 柴胡 （江西臻药堂药业股份有限

公司， 批号 ２００５０４， 产地山西）、 龙胆 （江西药都堂中药

饮片有限公司， 批号 ２０１９０３０１， 产地云南）、 黄芩 （江西

康齐乐中药材有限公司， 批号 ２０２１０４０１， 产地山西）、 栀

子 （江西康齐乐中药材有限公司， 批号 ２０２１０２０１， 产地江

西）、 盐泽泻 （江西宝芝堂中药饮片有限公司， 批号

２０１００１， 产地四川）、 木通 （湖南省松龄堂中药饮片有限

公司， 批号 ２０１１０１， 产地湖北）、 车前子 （樟树市庆仁中

药饮片有限公司， 批号 ２０１９０５３５３， 产地江西）、 当归 （安
徽百岁堂中药饮片有限公司， 批号 ２１０５０１， 产地甘肃定

西）、 地黄 （郑州瑞龙制药股份有限公司， 批号 ２１０５０４０５，
产地河南）、 炙甘草 （江西康齐乐中药材有限公司， 批号

２０２０１１０１， 产地甘肃）， 由宜春市食品药品检验所杨建冬主

任中药师鉴定为正品； 龙胆泻肝丸 （片） 共 ４９ 批， 均来

源于零售和连锁药店， 生产企业涉及 ２６ 家。 实验用水为超

纯水； 其他试剂均为质谱级。
２　 方法与结果

２ １　 质谱和色谱条件　 电喷雾离子源； 碰撞气氩气； 脱溶

剂气体流量 １ ０００ Ｌ ／ ｈ； 锥孔气流量 ５０ Ｌ ／ ｈ； ＥＳＩ 温度

１５０ ℃； 脱溶剂气温度 ６００ ℃； 毛细管电压 ０ ５ Ｖ； 采用多

反应检测 （ＭＲＭ） 模式， 正离子扫描， 其他质谱参数见表

１。 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＣＳＨ Ｃ１８ 色 谱 柱 （ ２ １ ｍｍ ×
１００ ｍｍ， １ ７ μｍ）； 流动相 ０ １％ 甲酸⁃乙腈， 梯度洗脱

（０～ ２ ｍｉｎ， ２５％ Ａ； ２ ～ ５ ｍｉｎ， ２５％ ～ ７５％ Ａ； ５ ～ ８ ｍｉｎ，
７５％ Ａ； ８～ ８ ５ ｍｉｎ， ７５％ ～ ２５％ Ａ； ８ ５ ～ １１ ｍｉｎ， ２５％ Ａ）；
体积流量 ０ ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 进样量 ５ μＬ。

表 １　 质谱参数

化合物 分子式 分子量 母离子 子离子 锥孔电压 ／ Ｖ 碰撞能量 ／ Ｖ
蛇床子素 Ｃ１５Ｈ１６Ｏ３ ２４４ ２４５ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １０３［Ｍ＋Ｈ⁃Ｃ４Ｈ８ ⁃ＣＨ２Ｏ⁃２ＣＯ］ ＋ ２９ ３６

１３１∗［Ｍ＋Ｈ⁃Ｃ４Ｈ８ ⁃ＣＨ２Ｏ⁃ＣＯ］ ＋ ２９ ２７
１８９［Ｍ＋Ｈ⁃Ｃ４Ｈ８］ ＋ ２９ １３

二氢欧山芹醇当归酸酯 Ｃ１９Ｈ２０Ｏ５ ３２８ ３２９ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １８７［Ｍ＋Ｈ⁃Ｃ４Ｈ７ＣＯＯＨ⁃Ｃ３Ｈ６］ ＋ １６ ２３
２２９∗［Ｍ＋Ｈ⁃Ｃ４Ｈ７ＣＯＯＨ］ ＋ １６ ８

　 　 注：∗为定量离子。

２ ２　 溶液制备　 蛇床子素对照品溶液： 称取蛇床子素对照

品适量， 加甲醇制成每 １ ｍＬ 含蛇床子素 １６４ ０ ｎｇ 的溶液，
精密量取 ２、 ５、 １０、 ２０、 ２５ ｍＬ 分别置 ５０ ｍＬ 量瓶， 用甲

醇稀释至刻度， 摇匀， 即得。 二氢欧山芹醇当归酸酯对照

品溶液： 称取二氢欧山芹醇当归酸酯对照品适量， 加甲醇

制成每 １ ｍＬ 含二氢欧山芹醇当归酸酯 ９９ ５９ ｎｇ 的溶液， 再

精密量取 ２、 ５、 １０、 ２０、 ２５ ｍＬ 分别置 ５０ ｍＬ 量瓶， 用甲

醇稀释至刻度， 摇匀， 即得。 供试品溶液： 取本品适量，
片剂、 水丸和浓缩丸研细， 大蜜丸加等量硅藻土混匀研细，
取 ２ ｇ， 置 １００ ｍＬ 量瓶中， 加入甲醇约 ８０ ｍＬ， 超声处理

３０ ｍｉｎ， 放冷， 加甲醇至刻度， 摇匀， ０ ２２ μｍ 微孔滤膜滤

过， 取续滤液， 即得。 自制样品溶液： 称处方比例 （龙胆

１２０ ｇ、 柴胡 １２０ ｇ、 黄芩 ６０ ｇ、 栀子 ６０ ｇ、 泽泻 １２０ ｇ、 木通

６０ ｇ、 车前子 ６０ ｇ、 当归 ６０ ｇ、 地黄 １２０ ｇ 和炙甘草 ６０ ｇ）

自制原粉混合样品约 ２ ｇ， 制备样品溶液。 阴性样品溶液：
称取不含当归的原粉混合样品约 ２ ｇ， 制备阴性样品溶液。
当归对照药材溶液： 称取当归对照药材约 ２ ｇ， 制备当归对

照药材溶液。 独活对照药材溶液： 称取独活对照药材约

２ ｇ， 置 １００ ｍＬ 量瓶中， 加入甲醇约 ８０ ｍＬ， 超声处理

３０ ｍｉｎ， 放冷， 精密吸取续滤液 ０ １ ｍＬ 置１００ ｍＬ量瓶中，
加甲醇至刻度， 摇匀， 过滤， 取续滤液， 即得。
２ ３　 线性关系考察　 取蛇床子素和二氢欧山芹醇当归酸酯

对照品溶液分别进样测定峰面积， 以对照品质量浓度为横

坐标 （Ｘ）， 以峰面积为纵坐标 （Ｙ）， 绘制标准曲线， 见表

２。 结果表明， 蛇床子素和二氢欧山芹醇当归酸酯在各自范

围内线性关系良好。 以信噪比为 ３ ∶ １ 时的对照品质量浓度

作为仪器检测限。
２ ４　 专属性试验　 对阴性样品、 对照药材、 自制样品、 供

表 ２　 各成分线性关系

化合物 回归方程 ｒ 线性范围 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） 检出限 ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
蛇床子素 Ｙ＝ １４ ９１８Ｘ＋６０ ３０７ ０ ９９８ ２ ６ ５６０～１６４ ０ １ ０

二氢欧山芹醇当归酸酯 Ｙ＝ １ ９７４ １Ｘ－１ ７３９ ８ ０ ９９９ ４ ３ ９８４～９９ ５９ ３ ７

试品、 混合对照品溶液依次测定， 见图 １。 蛇床子素对照品

保留时间约为 ６ ８５ ｍｉｎ， 二氢欧山芹醇当归酸酯对照品保

留时间约为 ７ ０５ ｍｉｎ， 阴性样品、 对照药材和正常样品均

无色谱峰， 说明样品中各药味对测定无干扰， 专属性良好。
２ ５　 精密度试验　 取混合对照品溶液， 连续进样 ６ 次， 记

录峰面积， 蛇床子素峰面积 ＲＳＤ 为 ２ ０７％ ， 二氢欧山芹醇

当归酸酯峰面积 ＲＳＤ 为 １ ６４％ ， 表明精密度良好。
２ ６　 重复性试验　 取同一批样品 ６ 份， 每份约 ２ ｇ， 测定

含量。 蛇床子素含量 ＲＳＤ 为 ２ ３４％ ， 二氢欧山芹醇当归酸

酯含量 ＲＳＤ 为 ２ ７５％ ， 重复性结果符合要求。
２ ７　 稳定性试验 　 取供试品溶液， 在 ０、 １、 ２、 ４、 ８、
１６ ｈ测定峰面积。 蛇床子素含量 ＲＳＤ 为 ３ １６％ ， 二氢欧山

芹醇当归酸酯含量 ＲＳＤ 为 ３ ７４％ ， 表明供试品溶液在１６ ｈ
内稳定性良好。
２ ８　 加 样 回 收率 试 验 　 取样品 ６ 份， 各约 １ ｇ， 置于

１００ ｍＬ量瓶中， 精密加入混合对照品溶液 （蛇床子素

５７３ ９ ｎｇ ／ ｍＬ、 二氢欧山芹醇当归酸酯 １４９ ４ ｎｇ ／ ｍＬ） ５ ｍＬ，
测定峰面积， 计算回收率， 见表 ３。
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１． 二氢欧山芹醇当归酸酯　 ２． 蛇床子素

注： Ａ 为阴性样品， Ｂ 为自制样品， Ｃ 为当归对照药材， Ｄ 为独活对照药材， Ｅ 为呈阳性的样品， Ｆ 为混合对照品。

图 １　 各成分色谱图

表 ３　 各成分加样回收率试验结果

成分 取样量 ／ ｇ 样品含量 ／ μｇ 加入量 ／ μｇ 测得量 ／ μｇ 加样回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
蛇床子素 １ ０１２ ４ ２ ６３３ ２ ８７０ ５ ３４２ ９４ ３９ ９４ ３４ ３ ５９

１ ０２５ ４ ２ ６６７ ２ ８７０ ５ ４４１ ９６ ６６
１ ０３８ ７ ２ ７０２ ２ ８７０ ５ ２９６ ９０ ３８
１ ００４ ７ ２ ６１３ ２ ８７０ ５ ２０１ ９０ １７
１ ０５９ ８ ２ ７５７ ２ ８７０ ５ ５１６ ９６ １３
１ ０２８ ７ ２ ６７６ ２ ８７０ ５ ４９７ ９８ ２９

二氢欧山芹醇当归酸酯 １ ０１２ ４ ０ ８３３ ４ ０ ７４７ ０ １ ５５５ ９６ ６０ ９３ ５５ ２ ９１
１ ０２５ ４ ０ ８４４ １ ０ ７４７ ０ １ ５４３ ９３ ５６
１ ０３８ ７ ０ ８５５ １ ０ ７４７ ０ １ ５２３ ８９ ４１
１ ００４ ７ ０ ８２７ １ ０ ７４７ ０ １ ５１０ ９１ ４２
１ ０５９ ８ ０ ８７２ ４ ０ ７４７ ０ １ ５８８ ９５ ８０
１ ０３８ ７ ０ ８５５ １ ０ ７４７ ０ １ ５６１ ９４ ５０

２ ９　 含量测定 　 ４９ 批龙胆泻肝丸 （片） 有 ３ 批样品检出

独活特征性成分， 其中片剂 ２ 批、 丸剂 １ 批， 检出率约为

６％ 。 检出蛇床子素和二氢欧山芹醇当归酸酯的有 ３ 批样

品， 计算含量， 结果见表 ４， 每批样品平行测定 ２ 次。 蛇床

子素含量范围为 ０ ００５ ６１５ ～ ２ ６０１ μｇ ／ ｇ， 二氢欧山芹醇当

归酸酯含量范围为 ０ ０３８ ４３～０ ８２３ ２ μｇ ／ ｇ。
表 ４　 含量测定结果 （μｇ ／ ｇ）

编号 剂型 批号 蛇床子素 二氢欧山芹醇当归酸酯

１ 素片 ４１００７８ ２ ６０１ ０ ８２３ ２
２ 水丸 ２０１２０６２ ０ ００５ ６１５ ０ ０３８ ４３
３ 糖衣片 １９０７６５ ０ ８２２ ４ ０ ２３６ １

３　 讨论

通过质谱发现蛇床子素的主要碎片离子为 ２４５、 １８９、
１５９、 １３１、 １０３、 ７７； 二氢欧山芹醇当归酸酯的碎片离子为

３２９、 ３１１、 ２５１、 ２２９、 １８７、 ８３， 有 ３ 批样品检出与各对照

品相应的碎片离子。 通过离子丰度比可知， 样品与蛇床子

素对照品的离子丰度比基本一致， 而与二氢欧山芹醇当归

酸酯对照品的有一定差别， 但独活对照药材与样品基本相

同， 分析原因可能是二氢欧山芹醇当归酸酯对照品属于纯

度较高的化合物， 其他杂质对其无干扰， 而样品中的二氢

欧山芹醇当归酸酯来自独活， 可能存在二氢欧山芹醇当归

酸酯的立体异构体的干扰［１３］ ， 因为原化合物与立体异构体

的离子丰度比会有差异［１４］ 。 蛇床子素和二氢欧山芹醇当归
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酸酯属于香豆素类化合物［１５］ ， 在水煎液中的转移率为

２ ３％ ～１０ １％ 和 ２ ３％ ～１２ ２％ ［１６］ 。 根据药典中独活含有蛇

床子素的下限值和片剂的生产工艺可知， 该样品中当归原

料可能混有的独活量最高可达 １９％ ， 超过杂质最大值

（３％ ）， 说明该企业的当归原料可能存在问题， 采用混有较

多独活的当归进行投料生产。
本研究采用的 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法灵敏度高、 专属性强、

分析速度快、 样品需要量少、 样品前处理简单， 能够有效

检出龙胆泻肝丸 （片） 中蛇床子素和二氢欧山芹醇当归酸

酯的含量情况， 筛查当归原料是否掺杂独活， 为龙胆泻肝

制剂整体质量的控制提供借鉴。
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