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祛瘀生新胶囊化学成分超高效液相色谱－串联质谱法
分析及含量测定

陈 娟，狄志彪，王 娣，穆庆丽，郭 冬△

（陕西省中医药研究院，陕西 西安 ７１０００３）
摘要：目的 建立定性分析祛瘀生新胶囊化学成分的超高效液相色谱－串联质谱（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法，以及测定士的宁和黄芪甲苷的
液相色谱法。方法 采用 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法定性分析祛瘀生新胶囊的特征化学成分，采用液相色谱法测定士的宁和黄芪甲苷的含量。
色谱柱为 ＡｃｃｕｃｏｒｅＡＱＣ１８柱（１５０ｍｍ×２．１ｍｍ，２．６μｍ），流动相为 ０．１％甲酸水溶液 －甲醇溶液，采用正离子全扫描模式；液相色谱
柱为 ＷｅｌｃｈｒｏｍＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），士的宁流动相为乙腈 －０．２％磷酸水溶液（１５∶８５，Ｖ／Ｖ），黄芪甲苷流动相为乙腈－水
（３２∶６８，Ｖ／Ｖ），蒸发光散射检测器检测，紫外检测器检测波长为 ２６０ｎｍ。结果 祛瘀生新胶囊中有 ２３个特征峰，包括士的宁、马钱苷
酸、芦丁、黄芪甲苷等。士的宁、黄芪甲苷进样量分别在０．１１～１．１０μｇ（ｒ＝０．９９９９）和０．４９～４．９０μｇ（ｒ＝０．９９９２）范围内与峰面积线
性关系良好；平均加样回收率分别为 ９９．６２％和９９．４４％，ＲＳＤ分别为１．３４％和０．９０％（ｎ＝６）。结论 该方法灵敏度高，重复性好，结

果准确，专属性强，可为该制剂的质量标准及药效物质基础研究提供参考。

关键词：祛瘀生新胶囊；士的宁；黄芪甲苷；超高效液相色谱－串联质谱法；含量测定
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祛瘀生新胶囊为陕西省中医医院院内制剂（陕药制

字Ｚ２０１５００５０），由三棱、莪术、桂枝、黄芪、土贝母、制马
钱子粉６味中药组方，具有破血行气、散结止痛功效，用
于治疗风寒湿邪等多种原因引起的髋部疼痛、肿胀、屈

伸活动受限、行走困难等功能障碍性疾病，临床适用于

股骨头无菌性坏死（Ⅰ－Ⅱ期）引起的髋关节疼痛犤１－３犦。

该制剂中有 ２３个化学成分，本研究中以其中的活性成
分黄芪甲苷犤４犦、有效成分及毒性成分士的宁犤５犦为含量测

定指标，建立了祛瘀生新胶囊中士的宁含量测定的高效

液相色谱（ＨＰＬＣ）法和黄芪甲苷含量测定的高效液相色
谱－蒸光发散射检测器（ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ）法，以使其质量
可控。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＱＥｘａｃｔｉｖｅＦｏｃｕｓ型质谱仪，Ｔｈｅｒｍｏ

ＦｉｓｈｅｒＵ３０００型超高效液相色谱仪，均购自美国赛默飞
世尔科技公司；Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（美国安
捷伦公司）；ＢＳ２１０Ｓ型电子天平（精度为万分之一），



７５

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年８月５日 第２９卷第１５期
Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．１５牞Ａｕｇｕｓｔ５牞２０２０

序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２

化合物名称

蔗糖

马钱苷酸

士的宁

连翘酯苷 Ｅ
异樱花苷

芦丁

草乌甲素

黄芪异黄烷苷

附子宁碱

毛蕊异黄酮

乌药醇

羟基积雪草酸

分子式

Ｃ１２Ｈ２２Ｏ１１
Ｃ１６Ｈ２４Ｏ１０
Ｃ２１Ｈ２２Ｎ２Ｏ２
Ｃ２０Ｈ３０Ｏ１２
Ｃ２２Ｈ２４Ｏ１０
Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１６
Ｃ３５Ｈ４９ＮＯ９
Ｃ２３Ｈ２８Ｏ１０
Ｃ２４Ｈ３９ＮＯ７
Ｃ１６Ｈ１２Ｏ５
Ｃ１５Ｈ１８Ｏ２
Ｃ３０Ｈ４８Ｏ６

ｔＲ牗ｍｉｎ牘

０．９９
５．７８
６．４４
６．９２
９．０９
９．６２
１０．５２
１０．８２
１１．０５
１１．２７
１１．５２
１１．８５

误差牗ｐｐｍ牘

－２．５７
－２．０９
－２．８７
３．３６
－０．９９
－２．６５
０．４１
－１．３１
０．６９
－１．７３
－１．５４
１．３９

犤Ｍ＋Ｈ犦＋

３６５．１０５４
３９９．１２６２
３３５．１７５４
４８５．１６３０
４７１．１２６２
６３３．１４２６
６２８．３４８０
４８７．１５７５
４５４．２７９９
３０７．０５７７
２３１．１３８０
５２２．３７８９

序号

１３
１４
１５
１６
１７

１８
１９
２０
２１
２２
２３

化合物名称

毛蕊异黄酮苷

土贝母苷乙

刺芒柄花素

莪术烯醇

５－羟基－６，７－
二甲氧基黄酮

莪术醇

土贝母皂苷甲

黄芪甲苷

黄芪皂苷Ⅲ
黄芪皂苷Ⅱ
丹参酮

分子式

Ｃ２２Ｈ２２Ｏ１０
Ｃ６３Ｈ９８Ｏ３０
Ｃ１６Ｈ１２Ｏ４
Ｃ１５Ｈ２２Ｏ２
Ｃ１７Ｈ１４Ｏ５

Ｃ１５Ｈ２４Ｏ２
Ｃ６３Ｈ９８Ｏ２９
Ｃ４１Ｈ６８Ｏ１４
Ｃ４１Ｈ６８Ｏ１４
Ｃ４３Ｈ７０Ｏ１５
Ｃ１９Ｈ１８Ｏ３

ｔＲ牗ｍｉｎ牘

１２．８１
１２．９３
１３．０８
１３．１８
１３．４５

１３．８６
１４．４４
１６．５１
１６．５２
１６．６９
１７．２２

误差牗ｐｐｍ牘

－１．５３
－１．５２
－１．８０
－１．９２
－１．６４

－１．４５
－０．６５
－０．３７
－２．０４
－１．９４
－１．３９

犤Ｍ＋Ｈ犦＋

４６９．１１０５
１３５７．６０３５
２９１．０６２８
２３５．１６９３
３２１．０７３３

２５９．１６６８
１３６３．６１７６
８２９．４５９１
８０７．４５０１
８４９．４６０７
３１７．１１４８
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表１ 祛瘀生新胶囊主要化学成分ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ定性分析结果

ＢＴ２５Ｓ型电子天平（精度为十万分之一），均购自北京赛
多利斯天平有限公司；ＤＫ－９８－Ⅱ型电热恒温水浴锅
（天津市泰斯特仪器有限公司）；ＫＨ－３００Ｄ型数控超声
波清洗仪（昆山禾创超声仪器有限公司，功率为３００Ｗ，
频率为４０ｋＨｚ）。
１．２ 试药

士的宁对照品（批号为 １１０７０５－２００３０６），黄芪甲
苷对照品（批号为 １１０７４６－２００６２０），均购于中国食品
药品检定研究院；祛瘀生新胶囊（陕西省中医医院自制，

批号分别为 ２０１８１２０１，２０１８１２０２，２０１８１２０３，规格为每
粒 ０．３ｇ）；甲醇、乙腈为色谱纯，水为超纯水，其余试剂
均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 超高效液相色谱 －串联质谱（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）
定性分析
２．１．１ 色谱及质谱条件

色谱条件：色谱柱为 ＡｃｃｕｃｏｒｅＡＱＣ１８柱（１５０ｍｍ×
１５０ｍｍ，２．６μｍ）犤６－７犦；流动相为０．１％甲酸水溶液（Ａ）－
甲醇（Ｂ），梯度洗脱牗０～１０ｍｉｎ时 ９５％Ａ～４０％Ａ，１０～
２０ｍｉｎ时 ４０％Ａ～５％Ａ，２０～２２ｍｉｎ时 ５％Ａ牘；流速为
０．３ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为３０℃；进样量为３μＬ。

质谱条件：电喷雾离子源（ＨＥＳＩ）；喷雾电压为３．５０ｋＶ；
离子传输管温度为 ３２０℃；鞘气流速为 ４０ａｒｂ；辅助气
体流速为３０ａｒｂ；辅助气体温度为３５０℃；扫描方式为Ｆｕｌｌ
ＭＳ／ｄｄ－ＭＳ２；采集范围为质荷比牗ｍ／ｚ牘１００～１５００；采
集模式为正离子模式犤８犦。

２．１．２ 溶液制备

取本品约 ０．３ｇ，精密称定，置 １００ｍＬ具塞锥形瓶
中，加入５０ｍＬ７５％甲醇水溶液，超声提取３０ｍｉｎ（功率
为 ３００Ｗ，频率为 ５０ｋＨｚ），吸取上清液 ５ｍＬ，置 ５０ｍＬ
容量瓶中，用７５％甲醇水溶液定容，０．２２μｍ微孔滤膜
滤过，即得供试品溶液。

２．１．３ 定性分析

采用正离子模式进行定性分析。根据各色谱峰的一

级碎片离子 ｍ／ｚ、保留时间、分子离子峰及主要的二级
碎片离子，参照相关文献和化学专业数据库收录的化学

成分，对色谱图进行了峰归属分析，初步鉴定出２３个主要
化学成分，２３个化合物成分及其相关质谱数据见表１。
祛瘀生新胶囊的质谱总离子流图见图１。

２．２ 含量测定
２．２．１ 色谱条件与系统适用性试验

士的宁：色谱柱为 ＷｅｌｃｈｒｏｍＣ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈－０．２％磷酸水溶液（１５∶
８５，Ｖ／Ｖ）；检测波长为 ２６０ｎｍ；柱温为 ３０℃；流速为
１．０ｍＬ／ｍｉｎ。士的宁的分离度不得低于 １．５，理论板数
不低于５０００。

黄芪甲苷：色谱柱为 ＷｅｌｃｈｒｏｍＣ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈－水（３２∶６８，Ｖ／Ｖ）；流
速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为 ３０℃；蒸发光散射检测器，
漂移管温度为 ６０℃；流速为 ２．２ｍＬ／ｍｉｎ；载气压为
０．５ＭＰａ。黄芪甲苷的分离度不得低于１．５，理论板数不
低于５０００。

ｔ／ｍｉｎ

１００

９０

８０

７０

６０

５０

４０

３０

２０

１０

０

相对丰度

图１ 祛瘀生新胶囊样品总离子流图

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １６ １８ ２０ ２２
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Ａ′ Ｂ′ Ｃ′

１．士的宁 ２．黄芪甲苷

Ａ，Ａ′．对照品溶液 Ｂ牞Ｂ′．供试品溶液 Ｃ，Ｃ′．阴性对照品溶液
图２ 高效液相色谱图
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２．２．２ 溶液制备

对照品溶液：取士的宁对照品适量，精密称定，加三

氯甲烷溶解并制成质量浓度为０．０５５ｍｇ／ｍＬ的士的宁
对照品溶液。取黄芪甲苷对照品适量，精密称定，加甲醇

溶解并制成质量浓度为０．２４５ｍｇ／ｍＬ的黄芪甲苷对照
品溶液。

供试品溶液：取本品约 ０．３ｇ，精密称定，置圆底烧
瓶中，加三氯甲烷２０ｍＬ和氨水１ｍＬ，水浴加热回流１ｈ，
放冷滤过，滤渣用三氯甲烷洗涤３次，每次２０ｍＬ，合并
滤液和洗液，置水浴蒸干，蒸干后残渣加三氯甲烷溶解

并定量转移至１０ｍＬ容量瓶中，以三氯甲烷定容，摇匀，
滤过，取续滤液，０．４５μｍ微孔滤膜滤过，即得士的宁供
试品溶液。取本品约９．３ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，加
甲醇１００ｍＬ，超声处理４５ｍｉｎ，滤过，滤液置水浴蒸干，加
１６０ｍＬ水溶解，用水饱和正丁醇振摇提取 ４次，每次
４０ｍＬ，合并正丁醇液，用氨试液充分洗涤 ２次，每次
４０ｍＬ，弃去氨试液，正丁醇液水浴蒸干，残渣加甲醇溶解并
转移至１０ｍＬ容量瓶中，以甲醇定容，摇匀，滤过，取续滤
液，０．４５μｍ微孔滤膜滤过，即得黄芪甲苷供试品溶液。

阴性对照品溶液：按处方工艺分别制备缺制马钱子

和缺黄芪的阴性样品，按供试品溶液制备方法制备阴性

对照品溶液。

２．２．３ 方法学考察

专属性试验：分别吸取士的宁对照品溶液、供试品

溶液和阴性对照品溶液各 １０μＬ，注入液相色谱仪，进
样分析。结果士的宁峰形良好，与相邻色谱峰能达到基

线分离，阴性对照品溶液在士的宁色谱图主峰位置无对

应峰出现，表明阴性对照无干扰。同法测得处方中其他

成分对黄芪甲苷的含量测定无影响。色谱图见图２。
线性关系考察：分别精密吸取士的宁对照品溶液和

黄芪甲苷对照品溶液各２，４，８，１２，１６，２０μＬ，按各自拟
订的色谱条件进样分析，记录峰面积。以峰面积（Ｙ）
对进样量（Ｘ）进行线性回归，得士的宁回归方程 Ｙ＝
２２４１．６Ｘ－６．４９９２（ｒ＝０．９９９９）。结果表明，士的宁进
样量在０．１１～１．１０μｇ范围内与峰面积线性关系良好。
以黄芪甲苷峰面积的自然对数值（Ｙ）对黄芪甲苷进样
量的自然对数值（Ｘ）进行线性回归，得黄芪甲苷回归方
程 Ｙ＝１．３４３４Ｘ＋４．４６７３（ｒ＝０．９９９２）。结果表明，黄
芪甲苷进样量在 ０．４９～４．９０μｇ范围内与峰面积线性
关系良好。

精密度试验：精密吸取同一士的宁对照品溶液和黄

芪甲苷对照品溶液各１０μＬ，按各自拟订的色谱条件连
续进样６次，测定峰面积。结果士的宁、黄芪甲苷峰面积
的 ＲＳＤ分别为 ０．４１％和 ０．４６％（ｎ＝６），表明仪器的
精密度良好。

重复性试验：取同一批样品（批号为 ２０１８１２０１）
６份，精密称定，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件
进样分析，记录峰面积，计算含量。结果士的宁的平均含

量为 １．４７４０ｍｇ／ｇ、ＲＳＤ为 １．４５％牗ｎ＝６牘，黄芪甲苷
的平均含量为 ０．２４４３ｍｇ／ｇ、ＲＳＤ为 ０．７７％牗ｎ＝６牘，
表明方法重复性良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液，分别于０，２，４，６，
８，１０，１２ｈ时按拟订色谱条件进样分析，记录各时间点
的峰面积。结果士的宁峰面积的 ＲＳＤ为１．３８％牗ｎ＝７牘，
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取样量（ｇ） 样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

注：Ａ为士的宁，Ｂ为黄芪甲苷。

表２ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

表３ 样品含量测定结果（ｍｇ／ｇ，ｎ＝３）

批号

２０１８１２０１
２０１８１２０２
２０１８１２０３

士的宁

１．５０３０
１．４９０３
１．４６３３

黄芪甲苷

０．２４４２
０．２４５０
０．２４６６

黄芪甲苷峰面积的 ＲＳＤ为１．２５％牗ｎ＝７牘，表明供试品
溶液在１２ｈ内稳定性良好。

耐用性试验：取 ２．２．２项下供试品溶液，按拟订色
谱条件牗分别调整柱温、流速和色谱柱牘同法测定，考察
士的宁和黄芪甲苷的含量变化。结果士的宁的平均含量

为１．４９５０ｍｇ／ｇ、ＲＳＤ为０．５６％，黄芪甲苷的平均含量
为０．２４４０ｍｇ／ｇ、ＲＳＤ为０．４３％，表明方法耐用性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

２０１８１２０１）０．１５ｇ，平行取 ６份，精密称定，每份样品加
入质量浓度为０．０５５ｍｇ／ｍＬ的士的宁标准品溶液４ｍＬ；
取已知含量的样品（批号为 ２０１８１２０１）４．６５ｇ，平行取
６份，精密称定，每份样品加入质量浓度为０．４０６ｍｇ／ｍＬ
的黄芪甲苷标准品溶液 ３ｍＬ。分质量别依法制备供试
品溶液，按拟订色谱条件进样分析，并计算士的宁和黄

芪甲苷的加样回收率，结果见表２。
２．２．４ 样品含量测定

分别取３批样品（批号分别为２０１８１２０１，２０１８１２０２，
２０１８１２０３），依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样
分析，记录峰面积，计算样品中士的宁和黄芪甲苷的含

量。结果见表３。

３ 讨论

３．１ 测定指标选择
三棱为方中君药，能破血行气、散结止痛。采用网络

药理学方法筛选制剂中的成分，从中药系统药理学数据

库与分析平台（ＴＣＭＳＰ）、美国国家生物技术信息中心
（ＮＣＢＩ）和中医百科全书（ＥＴＣＭ）３个数据库中共获得
５５１个成分。经ＡＤＭＥ虚拟筛选，潜在活性成分为２２３个，
通过靶点识别和疾病映射共获得活性成分１３６个；通过
分子网络分析，筛选出关键活性成分为亚油酸、芦丁、

２－甲基 －Ｎ－苯基马来酰亚胺、士的宁，黄芪甲苷、二

氢丁香酚等 １０个成分；再次采用 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法鉴
定出该制剂中有蔗糖、士的宁、马钱苷酸、芦丁、黄芪甲

苷、黄芪皂苷Ⅲ、黄芪皂苷Ⅱ、黄芪异黄烷苷等 ２３个主
要化学成分，与上述重叠的成分主要为芦丁、士的宁和

黄芪甲苷。芦丁（三棱总黄酮）具有较强的抗血小板聚集、

抗血栓、镇痛作用，是破血化癖的有效活性部位犤９犦，其含

量测定方法已制订犤１０犦。制马钱子可散血热、消肿止痛，

也可调和诸药，士的宁是马钱子镇痛主要活性生物碱，

含有毒性犤１１－１２犦，应作为质量标准中含量控制指标性成

分之一。士的宁可用于偏瘫、瘫痪及因注射链霉素引起

的骨骼肌松弛、弱视症等犤１３犦，对脊髓、延髓、大脑皮质等

神经系统及消化系统有一定的药理作用犤１４犦。黄芪可补

气行气，黄芪甲苷、黄芪皂苷Ⅲ、黄芪皂苷Ⅱ、黄芪异黄
烷苷均为其主要化学成分，其中黄芪甲苷为活性成分

之一，具有增强机体免疫、增强机体耐缺氧及应激能

力、治疗糖尿病、抗病毒等作用犤１５－１６犦。因此，将士的宁

和黄芪甲苷作为祛瘀生新胶囊的质量控制指标性成分

具有可行性。

３．２ ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ条件筛选
基于ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术分析方法，对样品分别进

行了正、负离子质谱扫描，结果在正离子扫描模式下化

合物具有较好的响应值，而在负离子扫描模式下化合物

响应较差，分析得到的化合物数量很少。因此，本研究中

采用正离子扫描模式对样品进行全面分析和测定。

３．３ 供试品制备方法选择
由于该制剂中的中药成分复杂，干扰成分较多，在

测定士的宁时进行了超声提取和回流提取，结果回流提

取的士的宁含量较高，故选择回流提取。通过对祛瘀生

新胶囊前处理、对供试品制备方法的优化牗包括样品的
超声提取，超声时间和正丁醇提取次数和用量及氨洗次

数和用量牘，发现本研究中的处理方法简便且优化。
３．４ 方法评价

本研究中采用 ＨＰＬＣ法和 ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ法分别测
定士的宁和黄芪甲苷的含量，灵敏度高，重复性好，结果

准确，专属性强。


