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苦黄注射液源于《伤寒论》中的经典方药“茵陈蒿 汤”，是由苦参、大黄、茵陈、柴胡和大青叶组成的纯中药

复方静脉注射液，具有清热利湿、疏肝退黄的功效，临

床上主要用于治疗因湿热内蕴引起的黄疸型病毒性

肝炎 [1-2]。现有研究多采用高效液相色谱法测定该制剂

中苦参和大黄的相关成分[3-6]，尚未有对其他中药组分进

行测定的报道。为完善该制剂的质量标准，本课题组采
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摘 要 目的：建立同时测定苦黄注射液中苦参碱、槐果碱、大黄素、大黄酸、绿原酸、柴胡皂苷 a、芦荟大黄素含量的方法。方法：

采用超高效液相色谱-串联质谱法。色谱柱为 Phenomenex Kinetex C18，流动相为甲醇-0.1％甲酸（梯度洗脱），流速为0.5 mL/min，

柱温为20℃，进样器温度为10℃，平衡时间为4 min，进样量为5 μL。离子化模式为电喷雾电离，源喷射电压分别为5 500、－4 500 V，

雾化气压力为 4.14×105 Pa，加热气压力为 4.48×105 Pa，帘气压力为 1.72×105 Pa，离子源温度为 600 ℃，工作模式为多反应监测模

式。结果：苦参碱、槐果碱、大黄素、大黄酸、绿原酸、柴胡皂苷 a、芦荟大黄素检测质量浓度线性范围分别为1.25～80.0 ng/mL（r＝

0.999 3）、1.10～70.0 ng/mL（r＝0.999 5）、0.16～10.5 ng/mL（r＝0.999 3）、2.61～168 ng/mL（r＝0.999 3）、1.50～96.0 ng/mL（r＝

0.999 3）、1.48～94.5 ng/mL（r＝0.999 6）、6.11～391 ng/mL（r＝0.999 1）；定量限分别为 0.061、0.109、0.041、1.313、0.500、0.492、

3.055 ng/mL，检测限分别为0.025、0.054、0.016、0.656、0.150、0.148、1.528 ng/mL；精密度、稳定性、重复性试验的RSD≤3％；加样回

收率分别为95.45％～99.45％（RSD＝1.43％，n＝6）、97.50％～101.00％（RSD＝1.50％，n＝6）、95.67％～101.73％（RSD＝2.85％，

n＝6）、97.17％～100.57％（RSD＝1.16％，n＝6）、95.19％～98.90％（RSD＝1.71％，n＝6）、95.38％～103.85％（RSD＝3.39％，n＝

6）、95.50％～101.17％（RSD＝1.20％，n＝6）。结论：该方法简便、高效、准确、可靠，适用于同时测定苦黄注射液中7种有效成分的

含量。
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Simultaneous Determination of 7 Components in Kuhuang Injection by UPLC-MS/MS
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of matrine，sophocarpine，emodin，rhein，chloro-

genic acid，sarkosaponin a，aloe-emodin in Kuhuang injection.METHODS：UPLC-MS/MS was adopted. The determination was per-

formed on Phenomenex Kenetix C18 column with mobile phase consisted of methanol-0.1％ formic acid（gradient elution）at the

flow rate of 0.5 mL/min. The column temperature was set at 20 ℃，and injector temperature was set at 10 ℃. The equilibrium time

was 4 min and sample size was 5 μL. Ionization mode was electrospray ionization with spray voltage of 5 500 V and －4 500 V，at-

omizing air pressure of 4.14×105 Pa，heater pressure of 4.48×105 Pa，curtain air of 1.72×105 Pa and ion source temperature of

600 ℃ . The work mode was multiple reaction monitoring mode. RESULTS：The linear range were 1.25-80.0 ng/mL for matrine

（r＝0.999 3），1.10-70.0 ng/mL for sophocarpine（r＝0.999 5），0.16-10.5 ng/mL for emodin（r＝0.999 3），2.61-168 ng/mL for rhe-

in （r＝0.999 3），1.50-96.0 ng/mL for chlorogenic acid （r＝0.999 3），1.48-94.5 ng/mL for sarkosaponin a （r＝0.999 6） and

6.11-391 ng/mL for aloe-emodin（r＝0.999 1）. The limits of quantification were 0.061，0.109，0.041，1.313，0.500，0.492，3.055 ng/

mL，limits of detection were 0.025，0.054，0.016，0.656，0.150，0.148，1.528 ng/mL. RSDs of precision，stability and reproducibility

tests were all no more than 3％ . The recoveries of them were 95.45％-99.45％（RSD＝1.43％，n＝6），97.50％-101.00％（RSD＝

1.50％，n＝6），95.67％-101.73％（RSD＝2.85％，n＝6），97.17％-100.57％（RSD＝1.16％，n＝6），95.19％-98.90％（RSD＝1.71％，

n＝6），95.38％ -103.85％（RSD＝3.39％，n＝6），95.50％ -101.17％（RSD＝1.20％，n＝6），respectively. CONCLUSIONS：The

method is simple，effective，accurate，reliable and suitable for simultaneous determination for 7 components in Kuhuang injection.

KEYWORDS Kuhuang injection；UPLC-MS/MS；Matrine；Sophocarpine；Emodin；Rhein；Chlorogenic acid；Sarkosaponin a；

Aloe-emodin
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用超高效液相色谱-串联质谱法（UPLC-MS/MS）建立了

同时测定该制剂中苦参主要活性成分（苦参碱和槐果

碱）、大黄主要活性成分（大黄素、大黄酸和芦荟大黄

素）、茵陈主要活性成分（绿原酸）、柴胡主要活性成分

（柴胡皂苷a）的方法。

1 材料
1.1 仪器

AB Sciex Triple Quad 5500型串联四级杆线性离子

肼质谱仪，包括电喷雾离子化源和三重四级杆线性离子

肼串联质量分析器（美国 Applied Biosystems 公司）；

LC-30A 型 UPLC 仪，配有 30AD 型二元高压梯度泵、

CTO30A 型柱温箱、SIL30AC 型自动进样器（日本

Shimadzu 公司）；Analyst1.6.1 型数据采集软件（美国

Applied Biosystems 公司）；AB204-S 标准型电子分析天

平（瑞士 Mettler-Toledo 公司）；KQ3200E 型超声波清洗

器（昆山市超声仪器有限公司，功率：120 W，频率：40

kHz）；XW-80A 型旋涡混合器（上海精科实业有限公

司）。

1.2 药品与试剂

苦黄注射液（常熟雷允上制药有限公司，批号：

1509251、1601291、1603221，规格：10 mL/支）；苦参碱对

照品（北京北纳创联生物技术研究院，批号：140729）、槐

果碱对照品（北京北纳创联生物技术研究院，批号：

14082711）、大黄素对照品（上海源叶生物科技有限公

司，批号：SA0428XA14）、大黄酸对照品（上海源叶生物

科技有限公司，批号：HS0905KA13）、绿原酸对照品（中

国食品药品检定研究院，批号：110753-200413）、柴胡皂

苷 a 对照品（南京春秋生物工程科技有限公司，批号：

CHZA20151217）、芦荟大黄素对照品（南京春秋生物工

程科技有限公司，批号：LHDH20140306）纯度均≥98％；

甲醇和甲酸为色谱纯，水为娃哈哈纯净水。

2 方法与结果
2.1 试验条件

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Phenomenex Kinetex C18（50

mm×2.1 mm，5 μm）；流动相：甲醇（A）- 0.1％甲酸（B），

梯 度 洗 脱（0～3.5 min，20％ ～50％ A；3.5～5 min，

50％～75％ A；5～8 min，75％～95％ A；8～11 min，

95％ A）；流速：0.5 mL/min；柱温：20 ℃；进样器温度：

10 ℃；平衡时间：4 min；进样量：5 μL。

2.1.2 质谱条件 离子化模式：电喷雾电离；源喷射电

压：5 500、－4 500 V；雾化气压力：4.14×105 Pa；加热气压

力：4.48×105 Pa；帘气压力：1.72×105 Pa；离子源温度：

600 ℃；工作模式：多反应监测模式（MRM），正负离子同

时监测。苦参碱、槐果碱、芦荟大黄素采用正离子模式

（ESI+）监测，大黄素、大黄酸、绿原酸、柴胡皂苷 a采用负

离子模式（ESI－）监测。各待测成分的保留时间（tR）与主

要质谱参数见表1。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 分别精密称取苦参碱、槐果

碱、大黄素、大黄酸、绿原酸、柴胡皂苷 a、芦荟大黄素对

照品各适量，分别置于100 mL量瓶中，加甲醇溶解并定

容，摇匀，得质量浓度分别为1.60、1.40、0.20、3.36、1.92、

1.89、7.82 μg/mL的单一对照品贮备液。精密量取上述

单一对照品贮备液各适量，置于同一 10 mL量瓶中，加

50％甲醇溶液定容，摇匀，得含苦参碱、槐果碱、大黄素、

大黄酸、绿原酸、柴胡皂苷 a、芦荟大黄素质量浓度分别

为80、70、10.5、168、96、94.5、391 ng/mL的混合对照品溶

液，于4 ℃下冷藏备用。

2.2.2 供试品溶液 精密量取样品5 mL，置于50 mL量

瓶中，加甲醇-水（1 ∶ 1，V/V）定容，经0.22 μm微孔滤膜滤

过，即得稀释10倍的供试品溶液1，用于柴胡皂苷 a和芦

荟大黄素的测定。将供试品溶液1继续用甲醇-水（1 ∶ 1，
V/V）稀释，得稀释4 000倍的供试品溶液2，用于苦参碱、

槐果碱、大黄素、大黄酸、绿原酸的测定。

2.2.3 阴性对照溶液 按样品的制备工艺和处方比例，

分别制备缺苦参的阴性样品、缺大黄的阴性样品、缺茵

陈的阴性样品和缺柴胡的阴性样品，再按“2.2.2”项下方

法分别制备阴性对照溶液。

2.3 专属性试验

取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液1和2、缺

苦参的阴性对照溶液、缺大黄的阴性对照溶液、缺茵陈

的阴性对照溶液、缺柴胡的阴性对照溶液各适量，按

“2.1”项下试验条件进样分析，记录色谱，详见图 1。结

果表明，4种阴性对照溶液均未在各待测成分相应出峰

位置检测到干扰成分，专属性良好。

2.4 线性关系考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液 1、2、4、6、8、10 mL，

各置于10 mL量瓶中，加50％甲醇溶液定容，摇匀，即得

系列混合对照品溶液。取上述系列混合对照品溶液各

适量，按“2.1”项下试验条件进样测定，记录峰面积。以

待测成分质量浓度（x，ng/mL）为横坐标、离子响应强

度（y）为纵坐标进行线性回归，回归方程与线性范围

见表 2。

2.5 定量限与检测限考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，等倍逐步稀

释，按“2.1”项下试验条件连续进样测定 6次，记录离子

响应强度。当信噪比为10 ∶ 1时，得定量限（LOQ）；当信

噪比为 3 ∶ 1时，得检测限（LOD）。结果，苦参碱、槐果

表1 保留时间与主要质谱参数

Tab 1 Retention time and main mass parameters

待测成分
苦参碱
槐果碱
大黄素
大黄酸
绿原酸
柴胡皂苷 a

芦荟大黄素

tR，min

2.86

3.06

9.16

8.50

3.68

7.03

7.43

电离模式
[M+H]+

[M+H]+

[M-H]－

[M-H]－

[M-H]－

[M-H]－

[M+H]+

监测离子对，m/z

249.2/148.1

247.2/136.1

269.0/225.0

283.1/239.0

353.2/190.9

825.5/779.4

271.1/225.0

解簇电压，V

130

100

－130

－90

－75

－12

80

碰撞能，eV

44

42

36

22

－23

30

32
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碱、大黄素、大黄酸、绿原酸、柴胡皂苷 a、芦荟大黄素

的 LOQ 分别为 0.061、0.109、0.041、1.313、0.500、0.492、

3.055 ng/mL；LOD 分别为 0.025、0.054、0.016、0.656、

0.150、0.148、1.528 ng/mL。

2.6 精密度试验

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，按“2.1”项下试

验条件连续进样测定6次，记录离子响应强度。结果，苦

参碱、槐果碱、大黄素、大黄酸、绿原酸、柴胡皂苷 a、芦荟

大黄素离子响应强度的 RSD 均＜2.0％（n＝6），表明仪

器精密度良好。

2.7 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液1和 2（批号：1509251）适

量，分别于室温下放置0、2、4、8、12 h时按“2.1”项下试验

条件进样测定，记录离子响应强度。结果，苦参碱、槐果

CP
S

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

A1～A7.混合对照品；B1～B7.供试品（稀释4 000倍）；C1～C7.供试品（稀释10倍）；D1～D7.缺苦参的阴性对照；E1～E7.缺大黄的阴性对照；F1～

F7.缺茵陈的阴性对照；G1～G7.缺柴胡的阴性对照；1.苦参碱；2.槐果碱；3.大黄素；4.大黄酸；5.绿原酸；6.柴胡皂苷a；7.芦荟大黄素

A1-A7. mixed control；B1-B7. test samples（diluted 4 000 times）；C1-C7. test samples（diluted 10 times）；D1-D7. negative control without Sophora fla-

vescens；E1-E7. negative control without Rhei Radix et Rhizome；F1-F7. negative control without Artemisiae Scopariae Herba；G1-G7. negative control

without Bupleuri Radix；1. matrine；2. sophocarpine；3. emodin；4. rhein；5. chlorogenic acid；6. sarkosaponin a；7. aloe-emodin

图1 提取离子流色谱图

Fig 1 Extracted ion chromatogram
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表2 回归方程与线性范围

Tab 2 Regression equations and linear ranges

待测成分
苦参碱
槐果碱
大黄素
大黄酸
绿原酸
柴胡皂苷 a

芦荟大黄素

回归方程
y＝3.89×105x+7.51×104

y＝2.20×105x+2.58×104

y＝1.19×106x+4.55×104

y＝4.39×104x+2.57×105

y＝3.59×104x+8.02×103

y＝4.36×104x+1.17×104

y＝1.93×104x+2.52×104

r

0.999 3

0.999 5

0.999 3

0.999 3

0.999 3

0.999 6

0.999 1

线性范围，ng/mL

1.25～80.0

1.10～70.0

0.16～10.5

2.61～168

1.50～96.0

1.48～94.5

6.11～391
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碱、大黄素、大黄酸、绿原酸、柴胡皂苷 a、芦荟大黄素离

子响应强度的 RSD 均＜3.0％（n＝5），表明不同稀释倍

数的供试品溶液在室温下放置12 h内稳定性良好。

2.8 重复性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液1和 2（批号：1509251）适

量，分别按“2.1”项下试验条件进样测定，记录离子响应

强度。结果，苦参碱、槐果碱、大黄素、大黄酸、绿原酸、

柴胡皂苷 a、芦荟大黄素离子响应强度的RSD均≤3.0％

（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.9 加样回收率试验

精密量取样品（批号：1509251）0.5 mL，共6份，分别

加入一定质量的待测成分对照品，按“2.2.2”项下方法制

备供试品溶液1和2，再按“2.1”项下试验条件进样测定，

记录离子响应强度并计算加样回收率，结果见表3。

2.10 样品含量测定

取 3批样品各适量，分别按“2.2.2”项下方法制备供

试品溶液1和2，再按“2.1”项下试验条件进样测定，记录

离子响应强度并计算样品含量，结果见表4。

表4 样品含量测定结果（n＝3，μg/mL）

Tab 4 Results of content determination of samples

（n＝3，μg/mL）

样品批号
1509251

1601291

1603221

苦参碱
221.2

224.0

229.2

槐果碱
121.6

124.4

116.8

大黄素
2.988

2.136

2.784

大黄酸
105.2

130.8

113.6

绿原酸
42.40

44.00

39.72

柴胡皂苷 a

0.024 9

0.023 6

0.023 0

芦荟大黄素
2.55

2.04

2.60

3 讨论
本试验中苦参碱、槐果碱、芦荟大黄素在正离子模

式下响应较好，大黄素、大黄酸、绿原酸、柴胡皂苷a在负

离子模式下响应值较好[7-8]，故采用正负离子同时监测模

式，可在同一分析周期内同时测定7种成分，大大缩短分

析时间，提高分析效率。

柴胡皂苷 a、芦荟大黄素响应较小，故在供试品溶液

稀释10倍时进行测定，以使测定结果更为准确、可靠[9]；

而其他成分在此稀释倍数下进行测定响应过大，测定结

果不准确[10-11]，故在稀释4 000倍时进行测定。

综上所述，本方法简便、高效、准确、可靠，适用于同

时测定苦黄注射液中7种有效成分的含量[10-11]。
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Tab 3 Results of recovery tests（n＝6）

苦参碱

槐果碱

大黄素

大黄酸

绿原酸

柴胡皂苷 a

芦荟大黄素

110.6

110.6

110.6

110.6

110.6

110.6

60.80

60.80

60.80

60.80

60.80

60.80

1.494

1.494

1.494

1.494

1.494

1.494

52.60

52.60

52.60

52.60

52.60

52.60

21.20

21.20

21.20

21.20

21.20

21.20

0.012 5

0.012 5

0.012 5

0.012 5

0.012 5

0.012 5

1.275

1.275

1.275

110.0

110.0

110.0

110.0

110.0

110.0

60.00

60.00

60.00

60.00

60.00

60.00

1.500

1.500

1.500

1.500

1.500

1.500

53.00

53.00

53.00

53.00

53.00

53.00

21.00

21.00

21.00

21.00

21.00

21.00

0.013 0

0.013 0

0.013 0

0.013 0

0.013 0

0.013 0

1.200

1.200

1.200

215.6

220.0

217.6

216.9

216.3

217.8

121.3

120.1

120.9

119.3

119.6

121.4

2.929

3.015

2.935
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3.007

3.020

105.1
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104.9
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105.9

104.1

41.76

41.21

41.39

41.89

41.19

41.97

0.024 9

0.025 6

0.026 0

0.025 1

0.025 3

0.024 9
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2.421

2.460

95.45

99.45

97.27

96.64

96.09

97.45

100.83

98.83
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97.50

98.00

101.00

95.67
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96.07

97.13

100.87

101.73

99.06

98.49

98.68

97.92

100.57

97.17

97.90

95.29

96.14

98.52

95.19

98.90

95.38

100.77

103.85

96.92

98.46

95.38

97.00

95.50

98.75

97.06

99.39

98.81

98.65

96.99

98.46

98.04

1.43

1.50

2.85

1.16

1.71

3.39

1.20

待测成分
样品含
量，μg

加入量，
μg

测得量，
μg

加样回
收率，％

平均加样回
收率，％

RSD，
％

1.275

1.275

1.275

1.200

1.200

1.200

2.459

2.489

2.441

98.67

101.17

97.17

待测成分
样品含
量，μg

加入量，
μg

测得量，
μg

加样回
收率，％

平均加样回
收率，％

RSD，
％

续表3
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摘 要 目的：建立同时测定金银花中6种成分含量的方法，并研究金银花炒炭前后上述成分含量的变化。方法：采用超高效液

相色谱法。色谱柱为 Agilent Eclipse Plus C18 RRHD，流动相为 0.1％磷酸溶液-乙腈（梯度洗脱），流速为 0.2 mL/min，检测波长为

350 nm，柱温为25 ℃，进样量为1 µL。结果：绿原酸、芦丁、木犀草苷、异绿原酸A、异绿原酸B、异绿原酸C 检测进样量线性范围

分别为21.2～424 µg（r＝0.999 3）、1.17～23 µg（r＝0.999 5）、2.18～43 µg（r＝0.999 8）、5.10～102 µg（r＝0.999 3）、2.60～52 µg（r＝

0.999 1）、4.95～99 µg（r＝0.999 8）；精密性、稳定性、重复性试验的 RSD＜2.0％；加样回收率分别为 97.11％～99.76％（RSD＝

1.20％，n＝6）、95.20％～99.90％（RSD＝2.20％，n＝6）、95.71％～100.30％（RSD＝2.20％，n＝6）、95.00％～96.98％（RSD＝

0.88％，n＝6）、96.47％～103.00％（RSD＝2.40％，n＝6）、95.78％～103.80％（RSD＝3.20％，n＝6）。与炮制前比较，炮制后的金银

花中芦丁、异绿原酸B、异绿原酸C的含量增加，绿原酸、异绿原酸A的含量明显下降，而木犀草苷的含量无明显变化。结论：该方

法操作简便，精密度、稳定性、重复性好，可用于金银花中6种成分含量的同时测定；金银花炒炭前后化学成分有一定变化。

关键词 金银花；炒炭；超高效液相色谱法；含量；变化

Study on Content Changes of 6 Components in Lonicera japonica before and after Carbonized

WU Mingxia，LI Hui，CUI Yongxia，HOU Shanshan，DING Yahui（Center of Analysis and Testing Henan Universi-

ty of Chinese Medicine，Zhengzhou 450046，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for simultaneous determination of 6 components in Lonicera japonica，and to

study the content changes of them before and after before and after carbonized. METHODS：UPLC method was adopted. The deter-

mination was performed on Agilent Eclipse Plus C18 RRHD column with mobile phase consisting of 0.1％ phosphoric acid solu-

tion-acetonitrile（gradient elution）at the flow rate of 0.2 mL /min. The detection wavelength was set at 350 nm，and column tem-

perature was 25 ℃. The sample size was 1 µL. RESULTS：The linear ranges of chlorogenic acid，rutin，galuteolin，isochlorogenic

acid A，isochlorogenic acid B and isochlorogenic acid C were 21.2-424 µg（r＝0.999 3），1.17-23 µg（r＝0.999 5），2.18-43 µg（r＝

0.999 8），5.10-102 µg（r＝0.999 3），2.60-52 µg（r＝0.999 1），4.95-99 µg（r＝0.999 8），respectively. RSDs of precision，stability

and repeatability tests were all lower than 2.0％. Recoveries were 97.11％-99.76％（RSD＝1.20％，n＝6），95.20％-99.90％（RSD＝

2.20％，n＝6），95.71％-100.30％（RSD＝2.20％，n＝6），95.00％-96.98％（RSD＝0.88％，n＝6），96.47％-103.00％（RSD＝2.40％，

n＝6），95.78％ -103.80％（RSD＝3.20％，n＝6）. Compared with before processing，the contents of rutin，isochlorogenic acid B

and isochlorogenic acid C in L. japonica were increased along with processing，the contents of chlorogenic acid and isochlorogenic

acid A were decreased significantly，while the content of galuteolin had no significant change. CONCLUSIONS：The method is sim-

ple，precise，stable and repeatable，and can be used for simultaneous determination of 6 components in L. japonica. Those chemi-

cal components have certain changes before and after carbonized.

KEYWORDS Lonicera japonica；Carbonize；UPLC；Content；Change



金银花炭收载于 1990年版《中国药典》、1988年版

《全国中药炮制规范》及各省炮制规范。金银花炒炭后

寒性减弱，并具涩性，有止血作用，多用于血痢、崩漏，亦

可用于吐血、衄血[1]。目前，国内外对金银花药材的化学
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