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芪芎左归颗粒中龟甲胶、鹿角胶的鉴别及 12种化学成分的含量
测定 Δ
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摘 要 目的 鉴别芪芎左归颗粒中的龟甲胶、鹿角胶，并对该制剂中12种化学成分进行含量测定。方法 采用液相色谱串联质

谱法进行鉴别和含量测定。鉴别过程所用色谱柱为 Hypersil GOLD，流动相为乙腈-0.1% 甲酸溶液（梯度洗脱），采用电喷雾离子

源，以正离子多反应检测模式扫描，质荷比（m/z）631.3→546.4、631.3→921.4为龟甲胶的检测离子对，m/z 765.4→554.0、765.4→
733.0为鹿角胶的检测离子对。含量测定过程所用色谱柱为 Accucore C18，流动相为甲醇-0.1% 甲酸溶液（梯度洗脱），采用电喷雾

离子源，以单离子检测模式扫描，正、负离子扫描范围均为m/z 100→1 000。结果 龟甲胶、鹿角胶特征肽段分子离子峰的平均保留

时间分别为6.28、6.77 min。黄芪甲苷、毛蕊异黄酮苷、毛蕊异黄酮、绿原酸、阿魏酸、甜菜碱、苦杏仁苷、芦丁、羟基红花黄色素 A、

金丝桃苷、马钱苷、杯苋甾酮这12种化学成分在各自质量浓度范围内线性关系良好（r＞0.999），精密度、稳定性（24 h）和重复性的

RSD 均小于 5%，平均加样回收率为 98.04%～101.08%，平均含量分别为 1.83、25.73、13.76、56.71、23.80、49.82、807.49、15.01、

317.02、60.21、202.71、17.70 μg/g。结论 本研究鉴别了芪芎左归颗粒中的龟甲胶和鹿角胶，并对制剂中12种化学成分进行了含量

测定，可为该制剂的质量控制提供参考。
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Identification of tortoiseshell glue and antler glue in Qixiong zuogui granules and content determination of 

12 chemical components
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ABSTRACT OBJECTIVE To identify tortoiseshell glue and antler glue in Qichong zuogui granules， and determine the contents 

of 12 chemical components. METHODS Identification and content determination were performed by using liquid chromatography-

tandem mass spectrometry （LC-MS/MS） method. The identification was performed on Hypersil GOLD column with a mobile phase 

consisted of acetonitrile-0.1% formic acid solution （gradient elution）； the electrospray ion source was used to scan in the positive 

ion multi-reaction detection mode. The mass charge ratio （m/z） 631.3→546.4， 631.3→921.4 was the detection ion pair for 

tortoiseshell glue， and the m/z 765.4→554.0， 765.4→733.0 was the detection ion pair for antler glue. The determination method for 

12 chemical components was as follows： Accucore C18 column， methanol-0.1% formic acid as mobile phase （gradient elution）； 

scanning range of positive and negative ions was m/z 100→1 000 with the electric spray ion source and single ion detection 

scanning mode. RESULTS Average retention times of the molecular ion peaks for characteristic peptide segments of tortoiseshell 

glue and antler glue were 6.28 and 6.77 min， respectively； the linear relationship of 12 chemical components was good within their 

respective concentration ranges， such as astragaloside Ⅳ， calycosin-7-O-β-D-glucoside， calycosin， chlorogenic acid， ferulic acid， 

betaine， amygdalin， rutin， hydroxysafflor yellow A， hyperoside， loganin， cyasterone （r＞0.999）； RSDs for precision， stability 

（24 h） and reproducibility tests were all less than 5%. The average sample recovery rates ranged from 98.04% to 101.08%. The 

average contents of 12 components were 1.83， 25.73， 13.76， 

56.71， 23.80， 49.82， 807.49， 15.01， 317.02， 60.21， 202.71 

and 17.70 μg/g， respectively. CONCLUSIONS In this study， 

tortoiseshell glue and antler glue in Qixiong zuogui granules 

are identified， and the contents of 12 chemical components 

therein are determined. This provides a reference for the 

quality control of this granule.
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芪芎左归颗粒由补阳还五汤和左归丸化裁而成，处

方包括黄芪、熟地黄、川芎、枸杞子、龟甲胶、鹿角胶、山

药、桃仁、红花、菟丝子、山茱萸、茯苓、牛膝共13味中药，

临床用于治疗脑卒中，疗效较好[1―2]。但该颗粒剂目前

缺乏相关质量标准，因此，有必要进行该颗粒剂的质量

标准研究。

基于传统方剂的有效性、方剂中化学成分的药理作

用及其代表性，本研究拟定黄芪甲苷、毛蕊异黄酮苷、毛

蕊异黄酮、绿原酸、阿魏酸、甜菜碱、苦杏仁苷、芦丁、羟

基红花黄色素 A、金丝桃苷、马钱苷、杯苋甾酮这12个化

学成分为芪芎左归颗粒的指标成分[3―5]。另外，芪芎左

归颗粒处方中龟甲胶、鹿角胶的生产原料稀缺、价格高

昂，假品屡见不鲜，因此，有必要对这两种药材进行鉴

别。基于此，本研究采用液相色谱串联质谱（LC-MS/

MS）法建立芪芎左归颗粒中 12种化学成分的含量测定

方法，并对制剂中贵重药材龟甲胶、鹿角胶进行鉴别，以

期为该制剂的质量控制提供参考依据。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有 Vanquish-Orbitrap Fusion 型

液质联用仪、Ultimate 3000-Orbitrap Exploris 240型液质

联用仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司），HW.SY11-

DP2 型智能恒温水浴锅（北京市长风仪器仪表公司），

22331 Hamburg 型 小 型 台 式 高 速 冷 冻 离 心 机（德 国   

Eppendorf公司），AE240型十万分之一天平（瑞士Mettler 

Toledo 公司）。

1.2　主要药品与试剂

芪芎左归颗粒（共 3 批，编号 S1～S3，批号分别为

20230527、20230528、20230529）由河南中医药大学药剂

学实验室自制；龟甲胶、鹿角胶对照药材（批号分别为

121693-201702、121694-201702）购自中国食品药品检定

研究院；绿原酸、黄芪甲苷、甜菜碱、毛蕊异黄酮苷、毛蕊

异黄酮、苦杏仁苷、羟基红花黄色素 A、马钱苷、阿魏酸、

杯苋甾酮、金丝桃苷对照品（批号分别为 J01HB186721、

Y08010K96808、J02GB153190、J16GB143379、Y16O11- 

H127829、A22GB158496、G1311L124423、C17D10C1059

77、A27GB158923、DJ0615YA13、Y05J11H115098，纯度

均大于 98%）均购自上海源叶生物科技有限公司；芦丁

对照品（批号 wkq180509C9，纯度大于98%）购自四川维

克奇生物科技有限公司；甲醇（批号 70104405152，色谱

纯）购自天津四友精细化学品有限公司；胰蛋白酶（批号

20230913）购自北京索莱宝生物科技有限公司；碳酸氢

铵（批号 6971978981681，分析纯）购自天津市大茂化学

试剂厂。

2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　芪芎左归颗粒供试品溶液的制备

取芪芎左归颗粒适量，研细，精密称取药粉2.0 g，加

甲醇50 mL 回流提取1 h，放至室温；取药液适量，离心后

取上清液作为母液，冷藏备用；取母液1 mL 置于5 mL 容

量瓶中，加甲醇定容，即得芪芎左归颗粒供试品溶液。

2.1.2　龟甲胶、鹿角胶供试品溶液的制备

取芪芎左归颗粒适量，研细，精密称取药粉4.0 g（约

含龟甲胶、鹿角胶各0.1 g）置于锥形瓶中，加入1 mg/mL

的碳酸氢铵溶液 50 mL，超声（频率 40 kHz，功率 400 

W），冷却至室温后补足减失的质量，过滤；取续滤液 1 

mL，加入胰蛋白酶溶液0.1 mL（临用时用1 mg/mL 的碳

酸氢铵溶液配制），混匀，再水浴水解12 h，过滤，取续滤

液，即得龟甲胶、鹿角胶供试品溶液。

2.1.3　对照品溶液的制备

分别取黄芪甲苷、毛蕊异黄酮苷、毛蕊异黄酮、绿原

酸、阿魏酸、甜菜碱、苦杏仁苷、芦丁、羟基红花黄色素

A、金丝桃苷、马钱苷、杯苋甾酮对照品适量，置于不同容

量 瓶 中，加 甲 醇 定 容，即 得 各 成 分 质 量 浓 度 依 次 为

1.730、1.750、1.540、2.115、2.185、2.175、1.640、1.795、

1.645、1.915、3.400、1.885 mg/mL 的单一对照品母液。

取上述单一对照品母液各适量，置于同一50 mL 容量瓶

中，以甲醇定容，混匀，即得各成分质量浓度依次为

346.0、700.0、308.0、1 692.0、437.0、500.0、14 760.0、

718.0、5 264.0、766.0、2 720.0、377.0 ng/mL 的混合对照品

溶液。

2.2　芪芎左归颗粒中龟甲胶、鹿角胶的鉴别

2.2.1　色谱条件

色 谱 柱 为 Hypersil GOLD（100 mm×2.1 mm，1.9 

μm）；流动相为乙腈（A）-0.1% 甲酸溶液（B），梯度洗脱

（0～1 min，5%A；1～5 min，5%A→20%A；5～8 min，

20%A→50%A；8～10 min，50%A→95%A；10～12 min，

95%A；12～12.1 min，95%A→5%A；12.1～14 min，5%A），

流速为0.2 mL/min；进样量为2 μL；柱温为35 ℃。

2.2.2　质谱条件

采用 Ultimate 3000-Orbitrap Exploris 240 型液质联

用仪进行测定。采用电喷雾离子源，以正离子多反应检

测模式扫描；载气为 N2，喷雾电压为 3.5 kV（+）、3.0 kV

（－），气化温度为 350 ℃；以质荷比（m/z）631.3→546.4、

631.3→921.4 作 为 龟 甲 胶 的 检 测 离 子 对，m/z 765.4→
554.0、765.4→733.0作为鹿角胶的检测离子对[6]；信噪比

大于3∶1。
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2.2.3　龟甲胶、鹿角胶的鉴别

采用 Ultimate 3000-Orbitrap Exploris 240 型液质联

用仪进行测定。取“2.1.2”项下龟甲胶、鹿角胶供试品溶

液，按“2.2.1”“2.2.2”项下条件进样测定，记录龟甲胶、鹿

角胶特征性肽段的分子离子峰（图1）。由图1可知，3批

芪芎左归颗粒中均检出龟甲胶、鹿角胶特征肽段的分子

离子峰，平均保留时间分别为6.28、6.77 min。

2.3　芪芎左归颗粒中12种化学成分的含量测定

2.3.1　色谱条件

色谱柱为 Accucore C18（100 mm×2.1 mm，2.6 μm）；

流动相为甲醇（A）-0.1% 甲酸溶液（B），梯度洗脱（0～4 

min，95%A→80%A；4～7 min，80%A→40%A；7～21 

min，40%A→100%B）；流速为 0.2 mL/min；进样量为 5 

μL；柱温为30 ℃。

2.3.2　质谱条件

采用 Vanquish-Orbitrap Fusion 型液质联用仪进行测

定。采用电喷雾离子源，载气为 N2，喷雾电压为 3.5 kV

（+）、2.5 kV（－），气化温度为275 ℃，以单离子检测模式

扫描，分辨率为60 000，碰撞能量为35 eV，正、负离子扫

描范围均为 m/z 100→1 000。

2.3.3　专属性考察

取“2.1.3”项下混合对照品溶液和“2.1.1”项下芪芎

左 归 颗 粒 供 试 品 溶 液，以 80% 甲 醇 为 空 白 溶 剂，按

“2.3.1”“2.3.2”项下条件进样测定。结果显示，芪芎左归

颗粒供试品溶液中各成分保留时间与对应对照品的保

留时间一致，且空白溶剂对样品测定无干扰，色谱峰峰

形较好，表明该方法专属性良好。结果见图2。

2.3.4　线性关系考察

取“2.1.3”项下混合对照品溶液适量，以80% 甲醇梯

度稀释，制备不同质量浓度的系列混合对照品溶液，再

按“2.3.1”“2.3.2”项下条件进样测定。以待测成分的质

量浓度为横坐标（x）、峰面积为纵坐标（y）进行线性回

归。结果（表1）显示，各成分线性回归方程的 r 值均大于

0.999，表明各成分在各自线性范围内线性关系良好。

2.3.5　精密度试验

取“2.1.1”项下芪芎左归颗粒供试品溶液（编号 S1）

适量，按“2.3.1”“2.3.2”项下条件连续进样测定6次，记录

峰面积。结果显示，各成分峰面积的 RSD 均小于 3%

（n＝6），表明该方法精密度良好。

2.3.6　稳定性试验

取“2.1.1”项下芪芎左归颗粒供试品溶液（编号 S1）

适量，在室温下分别放置 0、2、4、8、12、24 h 时按“2.3.1”

“2.3.2”项下条件进样测定，记录峰面积。结果显示，各

成分峰面积的 RSD 均小于 5%（n＝6），表明芪芎左归颗

粒供试品溶液在室温放置24 h 内稳定性良好。

2.3.7　重复性试验

取芪芎左归颗粒（编号 S1）适量，按“2.1.1”项下方法

平行制备供试品溶液 6份，按“2.3.1”“2.3.2”项下条件进

样测定，记录峰面积，然后根据回归方程计算各成分含

量。结果显示，黄芪甲苷、毛蕊异黄酮苷、毛蕊异黄酮、

绿原酸、阿魏酸、甜菜碱、苦杏仁苷、芦丁、羟基红花黄色

素 A、金丝桃苷、马钱苷、杯苋甾酮含量分别是 2.89、

34.51、14.08、66.73、11.41、51.98、803.54、12.36、76.49、

51.21、269.69、26.54 μg/g，RSD 均小于 3%（n＝6），表明

该方法重复性良好。

2.3.8　加样回收率试验

分别精密称取已知各成分含量的芪芎左归颗粒

1.000 0 g，共 6 份；精密加入与各成分含量相同的对照

品，按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，再按“2.3.1”

“2.3.2”项下条件进样测定，记录峰面积，并计算各成分

的加样回收率。结果显示，黄芪甲苷、毛蕊异黄酮苷、毛

蕊异黄酮、绿原酸、阿魏酸、甜菜碱、苦杏仁苷、芦丁、羟

基红花黄色素 A、金丝桃苷、马钱苷、杯苋甾酮的平均加

样 回 收 率 分 别 为 99.35%、98.90%、100.17%、98.29%、

101.08%、99.73%、99.91%、98.08%、99.21%、98.81%、

98.04%、100.33%，RSD 均小于3%（n＝6），表明该方法准

确度良好。

2.3.9　样品含量测定

精密称取不同批次的芪芎左归颗粒0.100 0 g，各批

次平行3份，分别按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，再

按“2.3.1”“2.3.2”项下条件进样测定，记录峰面积，然后

根据回归方程计算各成分含量。结果（表 2）显示，芪芎
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图1　3批样品中龟甲胶、鹿角胶特征肽段的分子离子峰
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左归颗粒中黄芪甲苷、毛蕊异黄酮苷、毛蕊异黄酮、绿原

酸、阿魏酸、甜菜碱、苦杏仁苷、芦丁、羟基红花黄色素

A、金丝桃苷、马钱苷、杯苋甾酮的平均含量分别为1.83、

25.73、13.76、56.71、23.80、49.82、807.49、15.01、317.02、

60.21、202.71、17.70 μg/g。

3　讨论
3.1　芪芎左归颗粒指标成分的选择

芪芎左归颗粒中黄芪、熟地黄、川芎为君药，枸杞

子、龟甲胶、鹿角胶、山药、桃仁、红花为臣药，菟丝子、山

茱萸、茯苓、牛膝为佐使药。该方以补益气血、填精补肾

为主，活血通络化浊为辅，临床常用于治疗脑卒中。川

芎和黄芪可通过调节免疫失调、血液循环障碍等发挥活

血行血、益气清络的功效[7]，其主要活性成分毛蕊花糖

苷、毛蕊异黄酮对脑缺血再灌注损伤具有保护作用[8]；黄

芪甲苷可促进神经血管的恢复，改善大鼠脑缺血再灌注

损伤[9]；甜菜碱水平的升高与心肌梗死、中风等心脑血管

事件风险相关[10]。佐药牛膝具有逐瘀通经等作用，其活

表1　各待测成分的线性关系考察结果

成分
黄芪甲苷
毛蕊异黄酮苷
毛蕊异黄酮
绿原酸
阿魏酸
甜菜碱
苦杏仁苷
芦丁
羟基红花黄色素 A

金丝桃苷
马钱苷
杯苋甾酮

回归方程
y＝19 327x+80 256

y＝289 961x+3 039 028

y＝558 937x+1 722 196

y＝9 530x－216 293

y＝11 535x+25 408

y＝611 720x+2 705 800

y＝2 125x+396 922

y＝50 146x+298 677

y＝36 440x+1 545 427

y＝26 846x+243 761

y＝86x－5 411

y＝22 960x+94 332

r

0.999 5

0.999 3

0.999 4

0.999 4

0.999 5

0.999 8

0.999 5

0.999 8

0.999 6

0.999 4

0.999 6

0.999 5

线性范围/（ng/mL）

2.7～346.0

5.5～700.0

2.4～308.0

13.2～1 692.0

3.4～437.0

3.9～500.0

115.3～14 760.0

5.6～718.0

41.1～5 264.0

6.0～766.0

21.3～2 720.0

2.9～377.0

1×106

9×105

6×105

3×105

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

黄芪甲苷 4×107

2×107

1×107

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

毛蕊异黄酮苷      
4×107

3×107

1×107

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

毛蕊异黄酮

2×106

1×106

9×105

6×105

3×105

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

绿原酸

9×105

6×105

3×105

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

阿魏酸 2×107

1×107

8×106

4×106

0
强

度

0              5          10            15          20

t/min

甜菜碱 1×107

8×106

4×106

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

苦杏仁苷
8×106

6×106

4×106

2×106

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

芦丁

1×107

8×106

6×106

4×106

2×106

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

羟基红花黄色素 A

5×106

3×106

2×106

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

金丝桃苷

4×104

3×104

2×104

1×104

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

马钱苷
2×106

1×106

6×105

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

杯苋甾酮

A. 混合对照品溶液

9×104

6×104

3×104

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

黄芪甲苷

9×106

6×106

3×106

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

毛蕊异黄酮苷  
2×107

1×107

5×106

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

毛蕊异黄酮 5×105

3×105

2×105

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

绿原酸

3×105

2×105

1×105

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

阿魏酸
3×107

2×107

1×107

5×106

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

甜菜碱
2×106

1×106

6×105

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

苦杏仁苷
9×105

6×105

3×105

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

芦丁

2×107

1×107

5×106

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

羟基红花黄色素 A
2×106

1×106

6×105

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

金丝桃苷
2×104

1×104

6×103

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

马钱苷
8×105

5×105

3×105

0

强
度

0              5          10            15          20

t/min

杯苋甾酮

B. 芪芎左归颗粒供试品溶液

图2　黄芪甲苷等12种待测成分的色谱图
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性成分为杯苋甾酮[11]。其他成分如阿魏酸具有抗氧化、

抗血栓、降血脂等多种药理作用，可改善脑梗死[12]；芦丁

可抑制胶质瘢痕形成，对缺血性脑卒中具有保护作

用[13]；绿原酸可通过调控胱天蛋白酶的表达减少肌肉细

胞凋亡，从而抑制脑卒中后肌肉组织的慢性炎症[14]；马

钱苷对小鼠脑缺血再灌注损伤具有保护作用，能减少神

经元的凋亡[15]；苦杏仁苷可改善大鼠脑卒中后抑郁样行

为[16]；羟基红花黄色素 A 可抑制小胶质细胞中 NOD 样受

体蛋白3的表达，从而减轻缺血性脑损伤[17]；金丝桃苷可

有效减轻脑缺血再灌注损伤大鼠的早期脑水肿及氧化

应激损伤，改善大鼠认知功能，具有脑保护作用[18―19]。

因此，本研究选择上述12种成分作为指标成分。

3.2　龟甲胶、鹿角胶鉴别的必要性

目前，鉴别胶类药材的手段主要基于理化性质、微

量元素和有机化学成分的含量测定以及 DNA、多肽、氨

基酸的序列差异等[20]。LC-MS/MS 技术具有操作简单、

专属性强、灵敏度高等特点，可有效鉴别胶类药材的特

征肽段[21]。芪芎左归颗粒成分多样且复杂，其中龟甲

胶、鹿角胶的总质量占比超过 13%，对该制剂的质量与

疗效影响较大。因此，本研究采用 LC-MS/MS 技术对芪

芎左归颗粒中龟甲胶、鹿角胶进行鉴别，可为该制剂的

质量与疗效研究提供保障。

综上所述，本研究鉴别了芪芎左归颗粒中的龟甲胶

和鹿角胶，并对其中黄芪甲苷等12种化学成分进行了含

量测定，可为该制剂的质量控制提供参考。
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