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腰息痛胶囊是由牛膝、防风、桂枝、续断、赤芍、防

己、萆薢、秦艽等 22味中药及对乙酰氨基酚组方的中西

药复方制剂［1］，有舒筋活络、祛瘀止痛、活血驱风功效，

多用于风湿性关节炎、肥大性腰椎炎、肥大性胸椎炎、

坐骨神经痛、腰肌劳损等的治疗。方中秦艽为龙胆科植

物秦艽、麻花秦艽、粗茎秦艽或小秦艽的干燥根，味辛、

苦，性平，有祛风湿、清湿热、止痹痛、退虚热功效［2 - 4］，
龙胆苦苷为其代表性成分［5 - 7］。该制剂现行质量标准未

对秦艽药味进行质量控制，可能无法保证制剂的质量。

为此，本研究中采用超高效液相色谱串联质谱（UPLC -
MS / MS）法测定腰息痛胶囊中龙胆苦苷含量。现报道

如下。

1 仪器与试药

仪器：H - class / xevo TQD型超高效液相色谱串联

质谱联用仪（美国Waters公司）；KH - 250DB型超声波

清洗仪（昆山禾创超声仪器有限公司）。

试药：腰息痛胶囊（均来自市场监督抽样，共 60批
样品，来自 11家企业，样品信息见表 1；规格均为每粒

0. 3 g）；龙胆苦苷对照品（中国食品药品检定研究院，批

号为 111846 - 201705，含量 99. 7%）；乙腈、甲酸均为质

谱级，甲醇为色谱纯，水为屈臣氏蒸馏水。

2 方法与结果

2. 1 试验条件

色 谱 条 件 ：色 谱 柱 为 Waters ACQUITY UPLC®
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摘要摘要：：目的 建立测定腰息痛胶囊中龙胆苦苷含量的超高效液相色谱串联质谱（UPLC - MS / MS）法。方法 色谱条件，色谱柱为

Waters ACQUITY UPLC® BEH C18柱（100 mm × 2. 1 mm，1. 7 µm），流动相为 0. 1%甲酸溶液（含 5 mmol / L乙酸铵）-乙腈（梯度洗脱），

流速为 0. 3 mL / min，柱温为 35 ℃，进样量为 5 µL；质谱条件，以 m / z 401. 0 → 179. 0离子对为特征离子对，电喷雾离子源（ESI）、负离

子扫描方式，多反应监测（MRM）模式。结果 龙胆苦苷质量浓度在 0. 055 1～22. 022 3 µg / mL范围内与定量离子对峰面积线性关系

良好，检测限为 6. 7 ng / mL；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均小于 2. 1%。60 批样品中龙胆苦苷的含量范围为 27. 66～
3 367. 24 µg / g，各生产企业间样品含量差异较显著。结论 该方法操作简便，结果准确，精密度、重复性好，可用于腰息痛胶囊的质量控制。
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AbstractAbstract：：Objective To establish an ultra - high - performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry（UPLC - MS / MS）
method for determining the content of gentiopicroside in Yaoxitong Capsules. Methods The UPLC chromatographic conditions were
as follows：the chromatographic column was the Waters ACQUITY UPLC® BEH C18 column（100 mm × 2. 1 mm，1. 7 µm），the
mobile phase was 0. 1% formic acid solution（containing 5 mmol / L ammonium acetate） - acetonitrile（gradient elution），the flow
rate was 0. 3 mL / min，the column temperature was 35 ℃，and the injection volume was 5 µL. The mass spectrometry conditions
were as follows：the ion pair at the m / z 401. 0 → 179. 0 was the characteristic ion pair，the electrospray ion source（ESI） was
adopted with negative ion scanning and multiple reaction monitoring （MRM） mode. Results The linear range of gentiopicroside
was 0. 055 1 - 22. 022 3 µg / mL，the limit of detection was 6. 7 ng / mL. The RSDs of precision，stability and repeatability tests
were all lower than 2. 1%. The content of gentiopicroside in 60 batches of samples was in the range of 27. 66 - 3 367. 24 µg / g，
and that was significantly different among various manufacturing enterprises. Conclusion This method is easy，accurate，precise and
repeatable，which can be used for the quality control of Yaoxitong Capsules.
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1. 龙胆苦苷

A. 对照品溶液 B. 对照药材溶液 C. 供试品溶液 D. 阴性对照品溶液

图1 多反应监测色谱图

1. Gentiopicroside
A. Reference solution B. Reference medicinal herb solution C. Test solution D. Negative reference solution

Fig. 1 MRM chromatograms
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BEH C18 柱（100 mm × 2. 1 mm，1. 7 µm）；流动相为

0. 1%甲酸溶液（含 5 mmol / L乙酸铵，A）-乙腈（B），梯

度洗脱（0～2 min时 5%B，2～5 min时 5%B → 75%B，
5～8 min时75%B，8～12 min时75%B→ 5%B，12～15 min
时5%B）；流速为0. 3 mL / min；柱温为35℃；进样量为5 µL。

质谱条件：多反应监测（MRM）模式，电喷雾离子源

（ESI），温度 150 ℃，负离子扫描模式，脱溶剂气流量为

1 000 L / h，锥孔气流量为 50 L / h，脱溶剂气温度为

600 ℃，龙胆苦苷检测离子对m / z 401. 0 → 179. 0。
2. 2 溶液制备

取龙胆苦苷对照品适量，加甲醇溶解，制成每 1 mL
含龙胆苦苷0. 055 1，0. 220 2，1. 321 3，2. 202 2，6. 606 7，
11. 011 1，22. 022 3 µg的系列对照品溶液。取样品内容

物约 0. 3 g，置 100 mL容量瓶中，加入甲醇 80 mL，超声

（功率 200 W，频率 40 kHz）处理 50 min，放冷，用甲醇定

容，摇匀，经 0. 22 µm滤膜滤过，取续滤液，即得供试品

溶液。按处方比例称取秦艽对照药材适量，按供试品溶

液制备方法制成对照药材溶液。按腰息痛胶囊处方和

工艺制成缺秦艽的阴性样品，并按供试品溶液制备方

法制成阴性对照品溶液。

2. 3 方法学考察

专属性试验：取 2. 2项下 4种溶液各 5 µL，按 2. 1项
下试验条件进样测定，记录MRM图。结果阴性对照品

溶液色谱在与对照药材溶液、对照品溶液色谱保留时

间相同处无干扰峰，表明专属性良好。详见图1。
线性关系考察：精密量取 2. 2项下系列对照品溶液

各 5 µL，按 2. 1项下试验条件进样测定，记录峰面积。以

龙胆苦苷质量浓度（X，µg / mL）为横坐标、定量离子对

的峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程 Y =
848. 75X + 163. 02（R2 = 0. 994 3，n = 7）。结果表明，龙胆

苦苷质量浓度在 0. 055 1 µg / mL～22. 022 3 µg / mL范
围内与定量离子对峰面积线性关系良好。

检测限：精密量取 2. 2项下 22. 022 3 µg / mL的对

照品溶液适量，倍比稀释，按 2. 1项下试验条件进样测

定，以信噪比为 3∶1时待测成分的质量浓度为检测限。

结果为6. 7 ng / mL。
精密度试验：取质量浓度为 11. 011 1 µg / mL的对

照品溶液适量，按2. 1项下试验条件连续进样测定6次，

记录峰面积。结果龙胆苦苷峰面积的 RSD为 2. 03%
（n = 6），表明仪器精密度好。

稳定性试验：取 2. 2项下供试品溶液（批号 221001）
适量，分别于室温放置 0，2，4，6，8 h时按 2. 1项下试验

条件进样测定，记录峰面积，结果的RSD为1. 64%（n = 5），

表明供试品溶液在室温放置8 h内基本稳定。

重复性试验：平行称取6份样品（批号221001），每份

约0. 3 g，按2. 2项下方法制备供试品溶液，再按2. 1项下

试验条件进样，记录峰面积并计算含量。结果龙胆苦苷

含量的RSD为1. 21%（n = 6），表明方法重复性较好。

加样回收试验：取已知含量样品（批号221001）适量，共

6份，各约0. 15 g，分别加入对照品溶液（110. 11 µg / mL）
2 mL，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，再按 2. 1项下

试验条件进样测定，记录峰面积并计算加样回收率。

结果见表2。

表1 样品信息

Tab. 1 Information of samples

企业

A

B
C

D

批号

2211018
2111031
2210013
220303
20221003
20221102
20220708
20220903
20201003
20221103
20221006
211114
221004
221105
220604

企业

E

F

G

批号

211112
220602
220403
20221001
20221001
20221101
101220902
101220603
101221107
101221006
101220908
101220305
221110
220513
220102

企业

H

I

批号

221105
220302
220511
221016
220810
221206
220610
30221101
30220702
30220702
30221101
30221102
30220701
221001
221002

企业

J

K

批号

220802
221008
221001
220802
220202
230101
220902
220408
221201
230104
220504
211007
220603
220510
221109
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表2 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 2 Results of the recovery test（n = 6）

取样量（g）
0. 153 0
0. 150 7
0. 152 4
0. 150 8
0. 151 9
0. 151 2

样品含量（µg）
223. 07
219. 72
222. 20
219. 86
221. 47
220. 45

加入量（µg）
220. 22
220. 22
220. 22
220. 22
220. 22
220. 22

测得量（µg）
433. 01
436. 44
447. 19
434. 23
432. 13
438. 93

回收率（%）

95. 33
98. 41
102. 17
97. 34
95. 66
99. 21

X（%）

98. 02

RSD（%）

2. 58

2. 4 样品含量测定

取 60批样品适量，按 2. 2项下方法制备供试品溶

液，按 2. 1项下试验条件进样测定，记录峰面积并计算

样品含量。结果显示，样品中龙胆苦苷含量为 27. 66～
3 367. 24 µg / g（主要分布于27. 66～500 µg / g），见图2 A。各
企业龙胆苦苷含量的 RSD为 5. 56%～54. 62%，说明部

分企业的生产工艺（或秦艽原药材来源）可能不稳定。

现以批次不少于 6的企业产品观察批间含量波动情况，

见图2 B。
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图2 龙胆苦苷含量分布图

A. Frequency distribution plot B. Box plot
Fig. 2 Content distribution of gentiopicroside

3 讨论

预试验中考察提取时间时，比较了超声 30，40，50，
60 min对样品溶出度的影响，结果超声 50 min后能提取

完全，考虑龙胆苦苷易溶于甲醇［8 - 10］，最终确定采用甲

醇超声 50 min制备供试品溶液。流动相考察了乙腈 -
0. 1%甲酸、乙腈 - 5 mmol / L乙酸铵、甲醇 - 0. 1%甲

酸、甲醇 - 5 mmol / L乙酸铵、乙腈 - 0. 1%甲酸溶液（含

5 mmol / L乙酸铵）5个流动相体系，通过比较龙胆苦苷

保留时间、峰形、分离度、耐用性等，最终选择乙腈 -
0. 1%甲酸溶液（含 5 mmol / L乙酸铵）作为流动相。采

用负离子模式进行扫描［11 - 13］，发现龙胆苦苷的信号响

应较高且稳定。

60批次样品中龙胆苦苷含量相差大，均一性较差。

分析原因，除与生产工艺有差异外，也与秦艽的药材基

源较多（4种，分别为龙胆科植物秦艽、麻花秦艽、粗茎

秦艽、小秦艽）有关，含量差异范围为0. 43%～17. 31%［14］。
另外，市场上依然存在黑大艽（也称黑秦艽）、红秦艽、

黄秦艽或掺入党参须等冒充秦艽使用的问题，故也不

能排除秦艽原料中存在掺伪问题［15 - 16］。
综上所述，本研究中所建方法操作简便，结果准

确，精密度、重复性好，可用于腰息痛胶囊的质量控制。
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