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与二氯甲烷不能有效分离，调整升温程序及载气流速分

离效果均不佳；后选用HP-1色谱柱，结果乙醇与二氯甲

烷分离度较好，且其他有机溶剂均分离适宜，因此选择

HP-1为本试验的色谱柱。

3.2 氮气流速的选择

在方法优化过程中逐渐提升载气流速，结果显示，

流速越高色谱峰越尖锐，灵敏度也越高，并且可缩短分

析时间；但是流速过高，柱压增加，相邻溶剂峰分离度会

变差，综合考虑，本试验选择氮气流速为4.0 mL/min。

3.3 进样口温度的选择

为了使样品更快更好地气化，综合考虑样品对热稳

定的特性、溶剂二甲基亚砜的沸点（189 ℃）以及待测有

机溶剂的沸点，最终本试验选择进样口温度为220 ℃。

3.4 稳定性试验

因供试品溶液浓度较高，溶剂二甲基亚砜熔点低于

20 ℃，在低温环境下易结冰，因此供试品溶液宜现配现

用，本文亦不做稳定性试验。

综上所述，本方法灵敏度好，操作简单，适用于埃索

美拉唑镁原料药中8种有机溶剂残留量的同时测定。
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摘 要 目的：建立同时测定桑菊感冒丸中芦丁、连翘苷和桔梗皂苷D含量的方法。方法：采用高效液相色谱-串联质谱法。色谱

柱为Waters Atlantis C18，流动相为乙腈-0.1％甲酸溶液（梯度洗脱），流速为0.2 mL/min，柱温为35 ℃，进样量为10 μL。离子源为电

喷雾离子源，采用多反应监测扫描模式和正离子检测模式，干燥气和雾化气均为高纯氮气，干燥气温度为270 ℃，干燥气流量为

25 L/min，鞘气流量为10 L/min，毛细管电压为4 500 V，喷嘴电压为2 000 V，扫描时间为0.1 s。结果：芦丁、连翘苷和桔梗皂苷D

检测质量浓度线性范围分别为 0.010 82～2.164 μg/mL（r＝0.999 7）、0.010 18～2.036 μg/mL（r＝0.999 4）、0.010 27～2.054 μg/mL

（r＝0.999 7）；定量限分别为 1.250、0.260、2.720 ng/mL，检测限分别为 0.380、0.078、0.820 ng/mL；精密度、稳定性、重复性试验的

RSD＜3.0％；加样回收率分别为 97.88％～99.88％（RSD＝0.72％，n＝6）、98.48％～103.13％（RSD＝1.91％，n＝6）、98.79％～

101.41％（RSD＝1.05％，n＝6）。结论：该方法操作简便，精密度、稳定性、重复性好，可用于桑菊感冒丸中芦丁、连翘苷和桔梗皂苷

D含量的同时测定。

关键词 高效液相色谱-串联质谱法；桑菊感冒丸；芦丁；连翘苷；桔梗皂苷D；含量

Content Determination of 3 Components in Sangju Ganmao Pills by HPLC-MS/MS

LIU Shijun1，SUN Keming1，LIU Xianyong1，ZHANG Min1，GU Yu1，WANG Yan1，BI Wenchao1，WEI Wei2（1.

Dept. of Pharmacy，Armed Police Shandong Corps Hospital，Jinan 250014，China；2.No. 81 Hospital of PLA，

Nanjing 210002，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for simultaneous determinations of rutin，forsythin and platycodin D in

Sangju ganmao pills. METHODS：HPLC-MS method was adopted. The determination was performed on Waters Atlantis C18 column

with mobile phase consisted of acetonitrile-0.1％ formic acid（gradient elution）at the flow rate of 0.2 mL/min. The column tempera-

ture was set 35 ℃，and sample size was 10 μL. The ionization mode was electrospray ion，and the reaction mode was multi-reac-

tion monitoring. By positive ion detection mode，the drying gas and nebuliser gas were all high purity nitrogen. The drying gas tem-
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桑菊感冒丸是源自清代名医吴瑭的“桑菊饮”经现

代工艺加工而成的中成药制剂[1]，由桑叶、菊花、连翘、薄

荷素油、苦杏仁、桔梗、甘草、芦根等八味药组成[2-5]，临床

上多用于风热感冒、上呼吸道感染、流行性结膜炎、麻

疹、流感等外感热病初起，邪气轻浅发热不重等症的治

疗。该药疗效显著、价格实惠、副作用小，在临床应用非

常广泛，因此建立一个全面的标准对其质量控制显得尤

为重要。桑菊感冒丸的现行标准中，2015年版《中国药

典》（一部）只对连翘苷的含量进行了控制 [6]；另有文献

报道采用高效液相色谱（HPLC）-紫外分光光度法

（UV）[7-10]、HPLC-蒸发光散射检测法（ELSD）[11]等方法对

类似制剂有效成分进行检测[8-12]。但上述各方法存在灵

敏度低、分离效果不佳、专属性差等缺点，用以检测成分

复杂的中成药结果差异较大。近年来，HPLC-串联质谱

法（HPLC-MS/MS）以其专属性强、灵敏度高等优势在中

药有效成分含量测定中应用日益广泛[13-15]。本试验采用

HPLC-MS/MS 法同时测定桑菊感冒丸中芦丁、连翘

苷、桔梗皂苷 D 的含量，旨在为其全面质量评价提供

科学依据。

1 材料
1.1 仪器

1200型HPLC仪-6460型三重四极杆MS仪，包括电

喷雾离子源（ESI）、B.05.00 Masshunter 色谱工作站（美

国 Agilent 公司）；BP 211D 型电子分析天平（德国

Satorius公司，精密度：0.01 mg）；LC-600B型数控超声波

仪（济宁鲁超超声设备有限公司）。

1.2 药品与试剂

桑菊感冒丸（四川某药厂，批号：2016041、2016042、

2016043，规格 ：15 g/100 粒）；芦丁对照品（批号 ：

100080-201409，纯度：91.9％）、连翘苷对照品（批号：

110821-201514，纯度：93.5％）、桔梗皂苷 D 对照品（批

号：111851-201406，纯度：96.2％）均购自中国食品药品

检定研究院；乙腈为色谱纯，其余试剂为分析纯，水为超

纯水。

2 方法与结果
2.1 试验条件

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Waters Atlantis C18（150 mm×

2.1 mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）-0.1％甲酸溶液（B），梯

度洗脱（0～3 min，20％ A；3～15 min，20％→60％ A；

15～23 min，60％ A；23～24 min，60％→20％ A；24～30

min，20％ A）；流速：0.2 mL/min；柱温：35 ℃；进样量：10

μL。

2.1.2 质谱条件 离子源：ESI；干燥气和雾化气：高纯

氮气；干燥气温度：270 ℃；干燥气流量：25 L/min；鞘气

流量：10 L/min；毛细管电压：4 500 V；喷嘴电压：2 000

V；扫描模式：多反应监测（MRM）；检测模式：正离子；扫

描时间：0.1 s。质谱参数见表1。

表1 质谱参数

Tab 1 Mass parameters

待测成分
芦丁
连翘苷
桔梗皂苷D

tR，min

17.39

20.61

23.42

监测离子对，m/z

611.5/302.4

534.0/341.7

1226.3/665.4

碎裂电压，V

97

105

130

碰撞能量，eV

46

32

29

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取芦丁、连翘苷、桔梗

皂苷D对照品各10 mg，分别置于10 mL量瓶中，加60％

甲醇溶液溶解并定容，即得单一对照品贮备液。精密量

取上述单一对照品贮备液各 2 mL，置于同一 100 mL量

瓶中，加60％甲醇溶液稀释，摇匀，即得混合对照品贮备

液。精密量取上述混合对照品贮备液1 mL，置于50 mL

量瓶中，加60％甲醇定容，摇匀，即得。

2.2.2 供试品溶液 取样品100粒，研细，精密称取细粉

0.25 g，置于具塞锥形瓶中，精密加 60％甲醇溶液 50

mL，称定质量，超声（功率：100 W，频率：35 kHz）提取

30 min，静置至室温，再次称定质量，用60％甲醇溶液补

足减失的质量，摇匀，精密量取上清液 10 mL，置于 50

mL 量瓶中，加 60％甲醇溶液定容，滤过，取续滤液，

即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按桑菊感冒丸处方和工艺制备

分别缺芦丁、连翘苷和桔梗皂苷 D 的阴性样品，并按

“2.2.2”项下方法制成阴性对照溶液。

2.3 专属性试验

取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液、阴性对

照溶液各适量，按“2.1”项下试验条件进样分析，记录提

取离子流色谱图，详见图1。结果表明，3种待测成分可

被同时检测，且阴性对照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

perature was 270 ℃.The drying gas flow rate was 25 L/min. The sheath gas flow rate was 10 L/min. The capillary voltage was 4 500

V. The nozzle voltage was 2 000 V and the scanning time was 0.1 s. RESULTS：The linear range of rutin，forsythin and platycodin

D were 0.010 82-2.164 μg/mL（r＝0.999 7），0.010 18-2.036 μg/mL（r＝0.999 4），0.010 27-2.054 μg/mL（r＝0.999 7），respective-

ly. The limits of quantification were 1.250，0.260，2.720 ng/mL，and the limits of detection were 0.380，0.078，0.820 ng/mL. RSDs

of precision，stability and reproducibility tests were all no more than 3.0％. The recoveries were 97.88％-99.88％（RSD＝0.72％，

n＝6），98.48％-103.13％（RSD＝1.91％，n＝6），98.79％-101.41％（RSD＝1.05％，n＝6）. CONCLUSIONS：This method is sim-

ple，precise，stable and reproducible，and can be used for simultaneous determination of rutin，forsythin and platycodin D in

Sangju ganmao pills.

KEYWORDS HPLC-MS/MS；Sangju ganmao pills；Rutin；Forsythin；Platycodin D；Content
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分别精密量取“2.2.2”项下混合对照品溶液0.1、0.4、

2、4、10、20 mL，分别置于200 mL量瓶中，加60％甲醇溶

液定容，制成系列混合对照品溶液。精密量取上述系列

混合对照品溶液各 10 μL，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、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归。回归方

程与线性关系见表 2。

表2 回归方程与线性关系

Tab 2 Regression equations and linear ranges

待测成分
芦丁
连翘苷
桔梗皂苷D

回归方程
y＝520.1x－23.41

y＝528.3x+15.69

y＝435.2x－100.8

r

0.999 7

0.999 4

0.999 7

线性范围，ng/mL

0.010 82～2.164

0.010 18～2.036

0.010 27～2.054

2.5 定量限与检测限考察

分别精密量取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，倍

比稀释，并按“2.1”项下试验条件进样测定，当信噪比为

10 ∶ 1时，得定量限；当信噪比为 3 ∶ 1时，得检测限。结

果，芦丁、连翘苷、桔梗皂苷 D 定量限分别为 1.250、

0.260、2.720 ng/mL，检测限分别为 0.380、0.078、0.820

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，记录峰面积。结果，芦丁、连

翘苷、桔梗皂苷D峰面积的RSD分别为 1.05％、0.57％、

1.00％（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（批号：2016041）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，记录峰面积。结果，芦丁、连翘苷、桔梗皂苷

D 峰面积的 RSD 分别为 1.80％、2.50％、1.20％（n＝5），

表明供试品溶液室温放置12 h内基本稳定。

2.8 重复性试验

精密称取样品（批号：2016041）适量，按“2.2.2”项下

方法制备供试品溶液，共 6份，再按“2.1”项下试验条件

进样测定，记录色谱并计算含量。结果，芦丁、连翘苷、

桔梗皂苷D含量平均值分别为260.5、184.8、169.3 μg/g，

RSD 分别为 0.82％、1.10％、0.99％，表明本方法重复性

良好。

2.9 加样回收试验

取已知含量样品（批号：2016041）适量，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，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3。

表3 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 3 Results of recovery tests（n＝6）

待测成分

芦丁

连翘苷

桔梗皂苷D

取样
量，g

0.126 4

0.127 0

0.131 7

0.126 8

0.128 1

0.127 4

0.126 4

0.127 0

0.131 7

0.126 8

0.128 1

0.127 4

0.126 3

0.127 0

0.131 7

0.126 8

0.128 1

0.127 3

样品含
量，μg

32.92

33.08

34.32

33.03

33.37

33.18

23.35

23.47

24.35

23.43

23.68

23.54

21.39

21.50

22.30

21.47

21.69

21.56

加入量，
μg

30.15

30.15

30.15

30.15

30.15

30.15

25.28

25.28

25.28

25.28

25.28

25.28

25.20

25.20

25.20

25.20

25.20

25.20

测得量，
μg

63.03

62.95

63.97

62.95

62.88

62.93

48.37

48.36

49.30

49.50

49.03

49.30

46.57

46.39

47.36

47.01

47.24

46.86

加样回收
率，％
99.88

99.09

98.36

99.25

97.88

98.69

98.97

98.48

98.71

103.13

100.30

101.92

99.92

98.79

99.44

101.37

101.41

100.40

平均加样回
收率，％

98.86

100.25

100.22

RSD，
％

0.72

1.91

1.05

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
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A1-A3. mixed control；B1-B3. test samples；C1-C3. negative control；1.

rutin；2.forsythin；3.platycodin D

图1 提取离子流色谱图

Fig 1 Extraction ion chromatogram
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试品溶液，再按“2.1”项下试验条件进样测定，记录峰面

积并计算样品含量，结果见表4。

表4 样品含量测定结果（n＝3，μg/g）

Tab 4 Results of sample determination（n＝3，μg/g）

批号
2016041

2016042

2016043

芦丁
260.5

244.0

267.9

连翘苷
184.8

170.9

190.0

桔梗皂苷D

169.3

171.2

177.8

3 讨论

3.1 流动相的选择

在预试验中笔者考察了乙腈、乙腈-0.1％甲酸溶液、

乙腈-10 mmol/L醋酸铵溶液为流动相时的色谱图形，结

果表明，流动相为乙腈-0.1％甲酸溶液时可得较好的峰

形和分离度。

3.2 提取方法的选择

笔者考察了乙醇、75％乙醇溶液、100％甲醇溶液、

60％甲醇溶液、20％甲醇、水为提取溶剂时的提取效

果。结果表明，60％甲醇溶液提取效果最好。同时，还

比较了超声和回流提取方法的效果，结果2种方法效果

相近，所以选择较为简单的超声提取法。笔者也对超声

时间进行了考察，结果表明，超声30 min时效率最高，超

过30 min后各成分含量趋于平稳。

3.3 质谱参数的选择

在对质谱条件进行优化时，分别考察了干燥器和鞘

气的流量、毛细管电压、喷嘴电压等参数对含量测定的

影响，最终确定文中试验条件为最优条件。本试验采用

MRM模式对样品进行扫描，因此母离子和子离子的确

定尤为重要。在确定母离子后，选择最佳的碎裂电压和

碰撞能量，同时将信号响应最强最稳定的子离子作为定

量离子，得到稳定提取离子流色谱图，为样品的定量提

供数据支持。

综上所述，本方法操作简便，精密度、稳定性、重复

性好，可用于桑菊感冒丸中芦丁、连翘苷和桔梗皂苷D

含量的同时测定。
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