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夏枯草为唇形科植物夏枯草 ＰｒｕｎｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓＬ．
的干燥果穗，具清火、明目、消肿、散结等功效，常用于治

疗目赤肿痛、目珠夜痛、头痛眩晕、瘰疬、瘿瘤、乳痈、乳

癖、乳房胀痛等病症犤１犦。现代药理学研究显示，夏枯草具

有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、延缓衰老等作用犤２犦，酚酸类成

分为其主要功效成分犤３－５犦。为此，多项研究基于酚酸类

成分建立夏枯草的质量控制方法犤６－７犦，且这些质量评定

均基于可高效、准确地测定夏枯草中酚酸类成分的含量。

酚酸类成分包括阿魏酸犤８－９犦、迷迭香酸犤６，９－１３犦、异迷迭香

酸苷犤６，１０－１２犦、咖啡酸犤６，９，１１，１３犦、原儿茶酸犤６，９犦、原儿茶醛犤６犦、

水杨酸犤８犦、间羟基苯甲酸犤８犦、对羟基苯甲酸犤８犦、对香豆酸犤８犦、

丁香酸犤８犦、肉桂酸犤８犦、芥子酸、３－咖啡酰奎尼酸犤８犦和绿原

酸犤９犦。但原儿茶酸和原儿茶醛响应值相对较小，不利于

准确定量犤６犦；阿魏酸与其他极性相似成分有重叠峰，定

量准确性较差犤８犦；绿原酸在甲醇提取液中未检出，与其

他相关报道相矛盾犤９犦。进一步分析发现，这些含量测定

研究均基于高效液相色谱 －二极管阵列检测（ＨＰＬＣ－
ＤＡＤ）法而建立。因此，可推测这些问题的产生应为
ＨＰＬＣ－ＤＡＤ法对分离度高度依赖、检测物质含量需要
达到微克级、检测物质需产生一定强度的紫外吸收等犤１４犦。

而超高效液相色谱－串联质谱牗ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ牘法由于
其根据质荷比差异而区分，且测定低限可达纳克级等优

势，故可克服上述问题犤１５－１６犦。本研究中建立了测定夏枯

草中原儿茶酸、原儿茶醛、阿魏酸和绿原酸的 ４种酚酸
类成分含量的 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，以期快速、准确地检
测夏枯草中酚酸类成分的含量。现报道如下。

·实验研究·
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超高效液相色谱－串联质谱法测定夏枯草中４种酚酸含量

柏玉冰 １，李洪权 ２，包 敏 ２△，林 艳 ３

（１．湖南中医药大学第一附属医院，湖南 长沙 ４１０００７； ２．湖南省株洲市食品药品检验所，
湖南 株洲 ４１２０００； ３．湖南中医药大学，湖南 长沙 ４１０２０８）

摘要：目的 建立同时测定夏枯草中绿原酸、阿魏酸、原儿茶酸、原儿茶醛４种酚酸类成分含量的超高效液相色谱 －串联质谱（ＵＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ）法。方法 夏枯草以 ５０％甲醇超声提取，色谱柱采用 ＷｅｌｃｈＸｔｉｍａｔｅＣ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为０．１％甲酸水 －
乙腈（梯度洗脱牘，流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，进样量为 ２μＬ，采用电喷雾离子源（ＥＳＩ）。结果 绿原酸、阿魏酸、原儿茶酸、原儿

茶醛质量浓度分别在０．０１９６～２．９４００μｇ／ｍＬ，０．０２２５～３．３７５０μｇ／ｍＬ，０．０２２３～３．３４５０μｇ／ｍＬ，０．０２７８～４．１７００μｇ／ｍＬ范围内
与峰面积线性关系良好；平均回收率分别为９８．２５％，１００．８９％，９９．５７％，９８．５７％，ＲＳＤ分别为２．２９％，１．９６％，１．５９％，２．１１％牗ｎ＝６牘；夏枯
草样品中 ４种成分含量绿原酸为 ４５９．７５～１５００．８５μｇ／ｇ，阿魏酸为 １２０．８４～１９５．１３μｇ／ｇ，原儿茶酸为 ２０４．１６～６６９．２４μｇ／ｇ，原儿
茶醛为７７．４１～３１５．５６μｇ／ｇ。结论 该方法快速、准确，可用于夏枯草药材中上述４种酚酸类成分含量的测定。
关键词：超高效液相色谱 －串联质谱法；夏枯草；酚酸；绿原酸；阿魏酸；原儿茶酸；原儿茶醛
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒｐｈｅｎｏｌｉｃａｃｉｄｓ（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，
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ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ－ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ，ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ０．５ｍＬ／ｍｉｎ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃，ａｎｄｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ
ｗａｓ２μＬ．Ｔｈｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｅｌｅｃｔｒｏｎｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ（ＥＳＩ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｗｅｒｅ０．０１９６－２．９４００μｇ／ｍＬ
ｆｏｒｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，０．０２２５－３．３７５０μｇ／ｍＬｆｏｒｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ，０．０２２３－３．３４５０μｇ／ｍＬｆｏｒｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃａｃｉｄ，０．０２７８－
４．１７００μｇ／ｍＬｆｏｒｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｌｄｅｈｙｄｅ，ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｗｅｒｅ９８．２５％，１００．８９％，９９．５７％ ａｎｄ９８．５７％，ａｎｄｔｈｅＲＳＤｓｗｅｒｅ
２．２９％，１．９６％，１．５９％ ａｎｄ２．１１％牗ｎ＝６牘，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ，ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃａｃｉｄａｎｄｐｒｏｔｏｃａｔ
ｅｃｈｕａｌｄｅｈｙｄｅｗｅｒｅ４５９．７５－１５００．８５μｇ／ｇ，１２０．８４－１９５．１３μｇ／ｇ，２０４．１６－６６９．２４μｇ／ｇ，７７．４１－３１５．５６μｇ／ｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｒａｐｉｄａｎｄａｃｃｕｒａｔｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｏｕｒｐｈｅｎｏｌｉｃａｃｉｄｓｉｎＰｒｕｎｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；Ｐｒｕｎｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ；ｐｈｅｎｏｌｉｃａｃｉｄｓ；ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ；ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃａｃｉｄ；ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｌｄｅｈｙｄｅ
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批号

ＳＰ２０１８１０２１
ＳＰ２０１８１０２２
ＳＰ２０１８１０２３
ＳＰ２０１８１０２４
ＳＰ２０１８１０２５
ＳＰ２０１８１０２６

购买药店

益丰大药房

国仁堂大药房

仁康大药房

千金大药房

人民药店

万仁建大药房

购买时间

２０１８年１２月２７日

２０１８年１２月２７日

２０１８年１２月２７日

２０１８年１２月２７日

２０１８年１２月２７日

２０１８年１２月２７日

成分

绿原酸

阿魏酸

原儿茶酸

原儿茶醛

离子模式

－
－
－
－

母离子

３５３．１
１９３．０
１５３．８
１３７．０

子离子

１９１．０
１１６．７
１０８．９
１０８．０

去簇电压牗Ｖ牘

－７０
－５０
－６２
－７０

碰撞能力牗Ｖ牘

－２０
－２１
－１８
－２８

保留时间牗ｍｉｎ牘

５．７５
６．５０
５．８８
６．１９

表１ 夏枯草药材样品信息

表２ ４种酚酸类成分的保留时间及质谱分析参数１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０ＩｎｆｉｎｉｔｙⅡ型超高效液相色谱仪（１ｍＶ，

１～１０００ｍＶ，安捷伦科技有限公司）；ＸＳＥ２０５ＤＶ型
电子天平（梅特勒 －托利多仪器有限公司，精度为
０．０１ｍｇ）；ＱＴＲＡＰ４５００型三重四极杆质谱（质量范围为
０．１０ａｍｕ，５０～１６５０ａｍｕ，上海爱博才思分析仪器有限
公司）；ＨＮＳ－ＳＹ－１５０型超声波仪牗北京恒奥德仪器仪
表有限公司，功率为４００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ牘。
１．２ 试药

夏枯草（果穗，市售牘，样品信息见表 １。经湖南省
株洲市食品药品检验所包敏主管药师鉴定为正品。样

本存放于株洲市食品药品检验所中药材样品室，药材

均经粉碎后过四号筛，备用。绿原酸对照品（批号为

１１０７５３－２０１７１６，规格为 ２０ｍｇ，纯度为 ９９．３％），阿魏
酸对照品（批号为１１０７７３－２０１６１４，规格为５０ｍｇ，纯度
为９９．０％），原儿茶酸对照品（批号为１１０８０９－２０１２０５，
规格为 ２０ｍｇ，纯度为 ９９．９％），原儿茶醛对照品（批号
为 １１０８１０－２０１００７，规格为 ２０ｍｇ，纯度为 ９８．２％），均
购自中国食品药品检定研究院；乙腈（４Ｌ，纯度为
９９．９９％，批号为 ＡＨ０１５－４ＨＣ），甲醇（４Ｌ，纯 度 为
９９．９９％，批号为 ＡＨ２３０－４ＨＣ），均购自霍尼韦尔有限
公司。

２ 方法与结果

２．１ 色谱－质谱条件
２．１．１ 色谱条件

色谱柱：ＷｅｌｃｈＸｔｉｍａｔｅＣ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：０．１％甲酸水溶液（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度
洗脱（０～６ｍｉｎ时 ９０％Ａ→１０％Ａ，６～８ｍｉｎ时 １０％Ａ，
８～８．５ｍｉｎ时１０％Ａ→９０％Ａ，８．５～１０．０ｍｉｎ时９０％Ａ）；
流速：０．５ｍＬ／ｍｉｎ；采集时间：１０ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样
量：２μＬ。
２．１．２ 质谱条件

质谱：电喷雾电离源（ＥＳＩ），负离子扫描，多反应监
测（ＭＲＭ）；离子源温度：５５０℃；电喷雾电压：－４５００Ｖ；气
帘气：３５．０ｐｓｉ；离子源气 １：５５ｐｓｉ；离子源气 ２：５５ｐｓｉ；
碰撞气：氩气。各成分的质谱分析参数见表２。

２．２ 溶液制备
混合对照品溶液：取绿原酸、阿魏酸、原儿茶酸、原

儿茶醛对照品适量，精密称定，置２５ｍＬ棕色容量瓶中，
加 ５０％甲醇溶解并定容，摇匀，即得，各对照品的质量
浓度分别为０．１９６，０．２２５，０．２２３，０．２７８ｍｇ／ｍＬ。

供试品溶液：取夏枯草粉末（粉碎后过四号筛），取

细粉约 ０．５ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入
５０％甲醇溶液 ３０ｍＬ，称定质量，超声（功率为 ４００Ｗ，
频率为４０ｋＨｚ）提取４０ｍｉｎ，静置至室温，再称定质量，
用 ５０％甲醇溶液补足减失的质量，摇匀。提取 ２次，合
并提取液。精密量取 １ｍＬ置 １０ｍＬ容量瓶内，用 ５０％
甲醇溶液定容，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

空白对照品溶液：不加入夏枯草粉末样品，按供试

品溶液制备方法制备，即得。

２．３ 方法学考察
专属性试验：分别取 ２．２项下３种溶液，按拟订色

谱 －质谱条件进样分析，记录色谱图。结果空白对照
品溶液色谱图中，与 ４种待测成分对应色谱峰位置均
无杂质干扰。色谱图见图 １。

线性关系考察与定量限牗ＬＯＱ牘测定：精密量取混合
对照品溶液适量，用 ５０％甲醇溶液稀释得系列质量浓
度的溶液（绿原酸 ０．０１９６，０．０９８，０．３９２，１．５６８，１．９６，
２．９４μｇ／ｍＬ；阿魏酸 ０．０２２５，０．１１２，０．４５，１．８，２．２５，
３．３７５μｇ／ｍＬ；原儿茶酸 ０．０２２３，０．１１２，０．４４６，１．７８４，
２．２３，３．３４５μｇ／ｍＬ；原儿茶醛 ０．０２７８，０．１３９，０．５５６，
２．２２４，２．７８，４．１７μｇ／ｍＬ）。按拟订色谱－质谱条件进
行测定，以质量浓度（Ｃ，ｎｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（Ａ）
为纵坐标进行线性回归，并以信噪比牗Ｓ／Ｎ牘为１０时测
得的各成分的量作为 ＬＯＱ。结果见表 ３，表明 ４种成分
在各自线性范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取混合对照品溶液，按拟订色谱－质
谱条件分别连续进样６次，记录各成分峰面积并计算相
对标准偏差（ＲＳＤ）。结果绿原酸、阿魏酸、原儿茶酸、原
儿茶醛峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．７１％，０．６４％，０．８７％，
０．９２％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为 ＳＰ２０１８１０２１）样品，
称取 ６份，依法制备供试品溶液，进样测定，记录各
成分峰面积并计算 ＲＳＤ。结果绿原酸、阿魏酸、原儿
茶酸、原儿茶醛的平均含量为６７４．３９，１１９．７５，６０２．０６，

·实验研究·
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成分

绿原酸

阿魏酸

原儿茶酸

原儿茶醛

取样量

（ｇ）

０．２５０３
０．２５０２
０．２５０５
０．２５０４
０．２５０６
０．２５０２
０．２５０４
０．２５０４
０．２５０６
０．２５０８
０．２５０７
０．２５０７
０．２５０２
０．２５０４
０．２５０５
０．２５０６
０．２５０７
０．２５０２
０．２５０３
０．２５０５
０．２５０８
０．２５０６
０．２５０８
０．２５０７

样品含量

（μｇ）

１７１．２９
１７１．２２
１７１．４２
１７１．３６
１７１．４９
１７１．２２
３０．２６
３０．２６
３０．２８
３０．３１
３０．２９
３０．２９
１５３．０６
１５３．１８
１５３．２４
１５３．３０
１５３．３７
１５３．０６
６８．６５
６８．７０
６８．７８
６８．７３
６８．７８
６８．７６

加入量

（μｇ）

１７５．０
１７５．０
１７５．０
１７５．０
１７５．０
１７５．０
３０．０
３０．０
３０．０
３０．０
３０．０
３０．０
１５０．０
１５０．０
１５０．０
１５０．０
１５０．０
１５０．０
７０．０
７０．０
７０．０
７０．０
７０．０
７０．０

测得量

（μｇ）

３４３．４５
３４０．５２
３５０．４７
３４４．５６
３４０．８７
３３９．７５
６１．１８
６０．０４
６１．３４
６０．５８
６０．１８
５９．９８
２９９．４５
３００．４５
３０２．２５
３０４．８７
３０５．８７
３０２．４５
１３９．９８
１３６．６８
１３６．７４
１３７．６５
１３６．４５
１３８．８７

回收率

（％）

９８．３８
９６．７４
１０２．３１
９８．９７
９６．７９
９６．３０
１０３．０７
９９．２７
１０３．５３
１００．９０
９９．６３
９８．９７
９７．５９
９８．１８
９９．３４
１０１．０５
１０１．６７
９９．５９
１０１．９０
９７．１１
９７．０９
９８．４６
９６．６７
１００．１６

Ｘ
（％）

９８．２５

１００．８９

９９．５７

９８．５７

ＲＳＤ
（％）

２．２９

１．９６

１．５９

２．１１

成分

绿原酸

阿魏酸

原儿茶酸

原儿茶醛

回归方程

Ｙ＝２．１２１９９ｅ５Ｘ－２７．５２
Ｙ＝１．７３１０９ｅ５Ｘ＋５４．９１
Ｙ＝１．７８９１７ｅ６Ｘ－１０３．９
Ｙ＝２．０８６１３ｅ６Ｘ－９９．１０

ｒ
０．９９９６
０．９９９７
０．９９９４
０．９９９５

定量限牗ｎｇ／ｍＬ牘

０．０１９６
０．０２２５
０．０２２３
０．０２７８

ｔ／ｍｉｎ

１ ５８１１５１７２２３０２８７３４４４０１４５８５１５
０ １ ２ ３ ４ ５ ９ ７ ８ ９

２．８ｅ４
２．５ｅ４

２．０ｅ４

１．５ｅ４

１．０ｅ４

５０００

０

强度 ／ｃｐｓ
０．９９

１．３１
１．５０

１．７５

１．９３
２．４０
３．０１４．４３
３．７８

６．１６
６．７０７．２５

７．７９

８．４２

９．１０

９．６６

９．９４

ｔ／ｍｉｎ

１ ５８１１５１７２２３０２８７３４４４０１４５８５１５
０ １ ２ ３ ４ ５ ９ ７ ８ ９

４００

３００

２００

１００

０

强度 ／ｃｐｓ

ｔ／ｍｉｎ

１ ５８１１５１７２２３０２８７３４４４０１４５８５１５
０ １ ２ ３ ４ ５ ９ ７ ８ ９

强度 ／ｃｐｓ
０．７６

１．４６
２．３１

２．３８

２．００

３．１０３．８４
５．２０

４．８３

５．５７
６．２２
６．７９

６．８７

７．６９
８．４６

９．０７

９００
８００
７００
６００
５００
４００
３００
２００
１００
０

１．７６

２．２７
２．７８
３．１１

５．５６
６．２１
７．０１
７．５９
８．５１

９．１５

９．９５

强度 ／ｃｐｓ
２３００
２０００

１５００

１０００

５００

０ ｔ／ｍｉｎ
０ １ ２ ３ ４ ５ ９ ７ ８ ９
１ ５８１１５１７２２３０２８７３４４４０１４５８５１５

０．０１
１．５３

１．７５

２．１２

３．３６３．５０

４．５１

４．９６６．２７
６．６５
７．４９
７．８０９．１３

Ａ

表３ ４种成分线性关系及定量限检测结果（ｎ＝６）

强度 ／ｃｐｓ

ｔ／ｍｉｎ

１ ５８１１５１７２２３０２８７３４４４０１４５８５１５
０ １ ２ ３ ４ ５ ９ ７ ８ ９

３．４ｅ６

３．０ｅ６

２．５ｅ６

２．０ｅ６

１．５ｅ６

１．０ｅ６

５．０ｅ５

０

强度 ／ｃｐｓ

ｔ／ｍｉｎ

１ ５８１１５１７２２３０２８７３４４４０１４５８５１５
０ １ ２ ３ ４ ５ ９ ７ ８ ９

强度 ／ｃｐｓ

ｔ／ｍｉｎ

１ ５８１１５１７２２３０２８７３４４４０１４５８５１５
０ １ ２ ３ ４ ５ ９ ７ ８ ９

强度 ／ｃｐｓ

ｔ／ｍｉｎ

１ ５８１１５１７２２３０２８７３４４４０１４５８５１５
０ １ ２ ３ ４ ５ ９ ７ ８ ９

９．０ｅ５
８．０ｅ５
７．０ｅ５
６．０ｅ５
５．０ｅ５
４．０ｅ５
３．０ｅ５
２．０ｅ５
１．０ｅ５
０

１．０ｅ６

８．０ｅ５

６．０ｅ５

４．０ｅ５

２．０ｅ５

０

５．３０
４３６．２７５．４４２５．８５１

Ｂ

Ｃ

强度 ／ｃｐｓ

ｔ／ｍｉｎ

１ ５８１１５１７２２３０２８７３４４４０１４５８５１５
０ １ ２ ３ ４ ５ ９ ７ ８ ９

强度 ／ｃｐｓ

ｔ／ｍｉｎ

１ ５８１１５１７２２３０２８７３４４４０１４５８５１５
０ １ ２ ３ ４ ５ ９ ７ ８ ９

强度 ／ｃｐｓ

ｔ／ｍｉｎ

１ ５８１１５１７２２３０２８７３４４４０１４５８５１５
０ １ ２ ３ ４ ５ ９ ７ ８ ９

强度 ／ｃｐｓ

ｔ／ｍｉｎ

１ ５８１１５１７２２３０２８７３４４４０１４５８５１５
０ １ ２ ３ ４ ５ ９ ７ ８ ９

４３５．８９１ ２５．４８

６．１８
５．１６

６．２７

５．６５

５．３０

３．０７

４．０ｅ５

３．５ｅ５

３．０ｅ５

２．５ｅ５

２．０ｅ５

１．５ｅ５

１．０ｅ５

５．０ｅ４

０

９．０ｅ５

８．０ｅ５

７．０ｅ５

６．０ｅ５

５．０ｅ５

４．０ｅ５
３．０ｅ５

２．０ｅ５

１．０ｅ５

０

１．０ｅ５
９．０ｅ４
８．０ｅ４
７．０ｅ４
６．０ｅ４
５．０ｅ４
４．０ｅ４
３．０ｅ４
２．０ｅ４
１．０ｅ４
０

１．８ｅ５

１．６ｅ５

１．４ｅ５

１．２ｅ５

１．０ｅ５

８．０ｅ４
６．０ｅ４

４．０ｅ４

２．０ｅ４

０

１．原儿茶醛 ２．原儿茶酸 ３．阿魏酸 ４．绿原酸

Ａ．空白对照品溶液 Ｂ．混合对照品溶液 Ｃ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱－串联质谱图

表４ 夏枯草中４种成分加样回收试验结果（ｎ＝６）

２８０．３５μｇ／ｇ，ＲＳＤ分别为 １．５２％，１．４０％，１．１７％，
１．２９％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

稳定性试验：取同一批（批号为 ＳＰ１８１２０１）样品供
试品溶液，分别于０，２，４，８，１２ｈ时进样分析，记录各成
分峰面积并计算 ＲＳＤ。结果各成分峰面积的 ＲＳＤ分别
为２．０１％，１．８５％，１．６９％，２．３１％牗ｎ＝５牘，表明供试品
溶液在１２ｈ内稳定性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

ＳＰ１８１２０１）６份，每份约 ０．２５ｇ，精密称定，分别加入绝
对含量接近０．２５ｇ药材所含的对照品，依法分别制备供
试品溶液，进样分析，并计算加样回收率。结果见表４。
２．４ 样品含量测定

取６批样品，各２份，精密称定，依法分别制备供试
品溶液，按拟订色谱 －质谱条件进样测定，带入线性回
归方程计算４种成分的含量。结果见表５。
３ 讨论

３．１ 供试品溶液制备条件优化
提取溶剂：比较了不同提取溶剂（水、３０％甲醇、

·实验研究·
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０．９１

０．５９

１．０２
１．２１

３．８ｅ６
３．５ｅ６

３．０ｅ６

２．５ｅ６

２．０ｅ６

１．５ｅ６

１．０ｅ６

５．０ｅ５
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样品批号

ＳＰ２０１８１０２１
ＳＰ２０１８１０２２
ＳＰ２０１８１０２３
ＳＰ２０１８１０２４
ＳＰ２０１８１０２５
ＳＰ２０１８１０２６

绿原酸

６８４．３３
１５００．８５
１４４３．７２
４５９．７５
１３２３．１９
５６３．０６

阿魏酸

１２０．８４
１５６．７２
１４０．０９
１２７．３４
１５４．８６
１９５．１３

原儿茶酸

６１１．７５
６６９．２４
２０４．１６
３８９．７６
４６９．５９
５３１．６３

原儿茶醛

２７４．２６
３１５．５６
７７．４１
１８６．７２
１６５．３４
２４０．４２

表５ ６批次样品的４种酚酸类成分的含量测定结果（μｇ／ｇ，ｎ＝２）

５０％甲醇、７０％甲醇、９０％甲醇、１００％甲醇）的提取效
果，以４种成分的峰面积大小为判断依据，确定最佳提
取溶剂。结果当甲醇浓度为５０％时，４种酚酸类成分的
峰面积均达到最大值，故以５０％甲醇为最佳。

提取时间：比较了不同提取时间（１０，２０，３０，４０，
５０ｍｉｎ）的提取效果，以 ４种成分的峰面积不再增加为
判断依据，确定最佳提取时间。结果 ４种成分均在提取
４０ｍｉｎ时达到最大值，故以４０ｍｉｎ为最佳。

提取体积：比较了不同提取体积（１０，２０，３０，４０，
５０ｍＬ）的提取效果，以 ４种成分的绝对含量最大为判
断依据，确定最佳提取体积。结果提取体积为３０ｍＬ时，
其峰面积的绝对值达到上限，故以３０ｍＬ为最佳。

提取次数：比较了不同提取次数（１，２，３，４，５次）的
提取效果，以４种成分的峰面积为判断依据，确定最佳
提取次数。结果第２次提取时，４种成分的峰面积已占５
次峰面积总和的９５％以上，故以２次为最佳。
３．２ 色谱条件优化

色谱柱：比较了 ３款不同的色谱柱，包括 Ａｇｅｌａ
ＶｅｎｕｓｉｌＡＳ－ＴＣ１８柱，ＷｅｌｃｈＸｔｉｍａｔｅＣ１８柱，Ａｃｃｌａｉｍ１２０
Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），以 ４种成分的分子离
子峰的保留性和峰形为判断依据。结果使用 Ａｇｅｌａ
ＶｅｎｕｓｉｌＡＳ－ＴＣ１８柱时，出峰时间较快，４种成分均在
３ｍｉｎ内全部出峰，但４种成分均有拖尾现象，尤其是原
儿茶醛和绿原酸；当使用 Ａｃｃｌａｉｍ１２０Ｃ１８柱时，出峰时
间为５～７ｍｉｎ，但 ４种成分均有严重拖尾，尤其是原儿
茶醛；而当使用 ＷｅｌｃｈＸｔｉｍａｔｅＣ１８色谱柱时，出峰时间
为 ５～７ｍｉｎ，出峰时间较 ＡｇｅｌａＶｅｎｕｓｉｌＡＳ－ＴＣ１８柱晚，
但峰形均较好，故ＷｅｌｃｈＸｔｉｍａｔｅＣ１８柱为合适色谱柱。

流动相：比较了 ２种不同的流动相系统（乙腈 －
０．１％甲酸水溶液和乙腈 －含 ５ｍｍｏｌ／Ｌ的乙酸铵
０．１％甲酸水溶液），以４种成分的峰面积大小为判断依
据。结果，随着乙酸铵的加入，４种成分的峰面积均缩
小，表明乙酸铵对酚酸类成分的离子化具有抑制作用，

故乙腈－０．１％甲酸水溶液为合适流动相系统。
流速和进样体积：比较了不同的流速（０．４，０．５，

０．６ｍＬ／ｍｉｎ），以 ４种成分的峰形为判断依据。发现不
同流速情况下出峰时间相差不大，且峰型均较好，故推

测小范围内不同流速对于峰形并无明显影响。同样的条

件下考察了不同的进样体积（１，２，３μＬ），以４种成分的
峰形为判断依据。与不同流速情况类似，不同流速对于

峰形无明显影响。故选择 ０．５ｍＬ／ｍｉｎ和 ２μＬ为本次
的试验条件。

３．３ 方法评价
本研究中首次建立了夏枯草中绿原酸、阿魏酸、原

儿茶酸和原儿茶醛 ４种酚酸类成分的 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
法，可同时简单、快速和高效地得出夏枯草中多种酚酸

类成分的含量，为进一步研究夏枯草酚酸类成分的量效

关系、质量控制等奠定了基础。
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