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　　［摘要］　目的　建立扶正平消胶囊中４种成分含量的高效液相色谱质谱（ＨＰＬＣＭＳ）测定方法。方法　色谱条件：
ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅｐｌｕｓＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；乙腈（Ａ）０．１％甲酸水（Ｂ）为流动相，梯度洗脱程序为０ｍｉｎ（ＡＢ＝

１５８５）；３０ｍｉｎ（ＡＢ＝４０６０）。质谱条件：采用电喷雾离子源（ＥＳＩ），负离子电离，选择性离子监测（ＳＩＭ）模式。结果　龙
胆苦苷、甘草苷、迷迭香酸和哈巴俄苷的定量限分别为５．７３、６．３７、６．５０和６．４６ｎｇ／ｍｌ，检测限分别为０．４６、０．３２、０．３３和０．３２

ｎｇ／ｍｌ；在相应的线性范围内，ｒ＞０．９９９０；待测物与内标的峰面积之比的日内精密度和日间精密度均小于２％，平均回收率为

９８％～１０２％。结论　所建立的 ＨＰＬＣＭＳ方法可同时测定扶正平消胶囊中龙胆苦苷、甘草苷、迷迭香酸和哈巴俄苷的含量，
快速、简便，实用性强。
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　　扶正平消胶囊为第二军医大学东方肝胆外科医
院院内制剂，由肝外二科陈汉教授经多年临床应用
验方“清消丸”（曾用名“肿瘤丸”）改变剂型而得。扶
正平消胶囊由玄参、夏枯草、龙胆、甘草、黄芪等２８

味中药组成，针对中医学所称肿瘤患者气滞血瘀、热
度内蕴、肝气疏泄、气阴两虚的病机理论，采用行气
破血、扶正抗邪的抗癌中药对症治疗，并结合临床长
期研究筛选精炼组方而成，具有扶正祛邪、活血散结
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的功效，基础和临床研究证明其能延长肝癌鼠的生
存期［１］。扶正平消胶囊在我院使用多年，临床效果
较好，但由于其组方复杂，一直以来缺少质量控制方
法。目前仅有应用比色法对其中的黄芪总皂苷进行
含量测定的报道［２］。本研究建立了高效液相色谱
质谱（ＨＰＬＣＭＳ）联用法同时对扶正平消胶囊中的
龙胆苦苷、甘草苷、迷迭香酸和哈巴俄苷进行含量测
定，为其质量控制提供依据。文献显示，对这４种成
分的含量测定方法主要有高效液相色谱法［３６］、毛细
管电泳法［７９］、薄层扫描法［１０］。本方法利用 ＨＰＬＣ
ＭＳ的选择离子监测（ＳＩＭ）模式同时测定其中４种
成分的含量，避免了其他组分的干扰，具有简单、灵
敏、准确、实用的特点，有利于进一步完善扶正平消
胶囊的质量控制及其相关研究。

１　仪器和试药

１．１　仪器设备　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＨＰＬＣ／ＭＳＤ高效液
相色谱仪，四极杆质谱检测器，ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ色谱工
作站；分析天平 （ＭｅｔｔｌｅｒＡＥ２４０），超声清洗机
［ＳＢ３２００Ｔ，必能信超声（上海）有限公司］。

１．２　实验试剂　甲醇和乙腈为色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ公
司），甲酸为色谱纯（Ｓｉｇｍａ公司），水为纯化水。龙
胆苦苷、甘草苷、迷迭香酸、哈巴俄苷对照品均购自
中国药品生物制品检定所，纯度均大于９８％。扶正
平 消 胶 囊 （批 号 分 别 为 ２００９１２０１、２０１００４０１、

２０１００８０１）由第二军医大学东方肝胆外科医院制剂
室提供。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　色谱柱为ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅｐｌｕｓＣ１８
柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。流动相：Ａ为乙腈，Ｂ
为０．１％甲酸水；梯度洗脱程序（０ｍｉｎ，ＡＢ＝１５

８５；３０ｍｉｎ，ＡＢ＝４０６０）。流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，柱
后分流比为３１，柱温２５℃；进样量５μｌ。

２．２　质谱条件　采电喷雾离子源（ＥＳＩ）负离子模式
检测：龙胆苦苷［Ｍ＋ＨＣＯＯ］－，ｍ／ｚ４０１．１；甘草苷
［ＭＨ］－，ｍ／ｚ４１７．１；迷迭香酸［ＭＨ］－，ｍ／ｚ３５９．１；
哈巴俄苷［Ｍ＋ＨＣＯＯ］－，ｍ／ｚ５３９．２；内标为人参皂苷

Ｒｆ［ＭＨ］－，ｍ／ｚ７９９．５。干燥气（Ｎ２）流速为８．０Ｌ／

ｍｉｎ，雾化气压力为３５ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝６８９４．８Ｐａ），干燥气
温度为３５０℃，裂解电压分别为７０Ｖ（龙胆苦苷）、

１３０Ｖ（甘草苷、人参皂苷Ｒｆ）、１２０Ｖ（迷迭香酸）、１００
Ｖ（哈巴俄苷），毛细管电压为３．５ｋＶ。

２．３　溶液的制备

２．３．１　对照品溶液制备　精密称取龙胆苦苷对照
品１１．４５ｍｇ、甘草苷对照品７．９６ｍｇ、迷迭香酸对照

品８．１３ｍｇ、哈巴俄苷对照品８．０８ｍｇ，置于１０ｍｌ
容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，混匀，分别制
成龙胆苦苷１．１４５０ｍｇ／ｍｌ、甘草苷０．７９６０ｍｇ／

ｍｌ、迷迭香酸０．８１３０ｍｇ／ｍｌ、哈巴俄苷０．８０８０
ｍｇ／ｍｌ的对照品溶液，待用。

２．３．２　内标溶液制备　精密称取人参皂苷Ｒｆ对照
品５．０６ｍｇ，置于１０ｍｌ容量瓶中，加甲醇溶解并稀
释至刻度，混匀，制成人参皂苷Ｒｆ０．５０６０ｍｇ／ｍｌ的
内标溶液，待用。

２．３．３　样品溶液制备　精密称取扶正平消胶囊内
容物适量，置圆底烧瓶中，精密加入甲醇２５ｍｌ，称质
量，水浴加热回流１ｈ，放冷，补足失质量，混匀，过
滤。精密吸取５ｍｌ续滤液置１０ｍｌ容量瓶中，用甲
醇稀释至刻度，混匀，经０．２２μｍ微孔滤膜过滤，置
于４℃冰箱保存备用。

２．３．４　空白对照样品溶液制备　按处方量精密称
取除龙胆、甘草、夏枯草、玄参外的２４种药材，按处
方工艺制备空白对照样品，并按２．３．３项下条件制
备空白对照样品溶液。

２．４　标准曲线的制备　精密吸取龙胆苦苷及甘草
苷对照品溶液各１ｍｌ、迷迭香酸对照品溶液０．４ｍｌ、
哈巴俄苷对照品溶液０．２ｍｌ，置于１０ｍｌ容量瓶中，
甲醇稀释，制成内含龙胆苦苷１１４．５０μｇ／ｍｌ、甘草苷

７９．６０μｇ／ｍｌ、迷迭香酸３２．５２μｇ／ｍｌ和哈巴俄苷

１６．１６μｇ／ｍｌ的混合对照品溶液。以甲醇按１、２、５、

１０、２０、５０的比例稀释成不同浓度的混标溶液，在每
个混标溶液中加入０．６ｍｌ内标溶液，按２．１项和２．２
项下条件分析。以对照品溶液的浓度为横坐标（ｘ），
峰面积值与内标峰面积值之比为纵坐标（ｙ）进行线
性回归，结果见表１。

表１　标准曲线结果

Ｔａｂ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ ｙ＝０．０４３８ｘ＋０．１７２０ ０．９９９０ ２．２９１１４．５０
Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ ｙ＝０．０６４０ｘ＋０．０２３４ ０．９９９２ １．５９７９．６０
Ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ ｙ＝０．０７２０ｘ＋０．０２５７ ０．９９９４ ０．６５３２．５２
Ｈａｒｐａｇｏｓｉｄｅ ｙ＝０．０８２１ｘ＋０．０１４４ ０．９９９５ ０．３２１６．１６

２．５　方法学考察

２．５．１　精密度实验　以低、中、高３种浓度的混合
对照品溶液连续进样３次，以及连续３ｄ分别进样，
按２．１项和２．２项下条件分析，进行日内和日间精
密度（ＲＳＤ）考察，结果（表２）表明精密度均良好。

２．５．２　稳定性实验　分别取扶正平消胶囊同一样
品溶液在０、３、６、９、１２、１８、２４、３６、４８ｈ加入等量内标
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溶液，按２．１项和２．２项下条件进行分析，计算样品
溶液中４种成分对内标的峰面积比，进行稳定性考
察，其峰面积比的ＲＳＤ见表３。结果表明，样品４８ｈ
内稳定性良好。

表２　４种化合物精密度考察结果

Ｔａｂ２　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

ＲＳＤ（％）

Ｉｎｔｒａｄａｙ Ｉｎｔｅｒｄａｙ
Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ ２．２９ ０．６０ １．８３

１１．４５ ０．８４ １．６７
１１４．５０ １．３０ ０．５３

Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ １．５９ １．１９ １．４８
７．９６ ０．７８ １．４６
７９．６０ ０．３１ １．４４

Ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ ０．６５ ０．８４ １．８５
３．２５ １．４３ １．９０
３２．５２ ０．７０ １．６８

Ｈａｒｐａｇｏｓｉｄｅ ０．３２ ０．５１ １．９９
１．６１ ０．７９ ０．８３
１６．１６ ０．４６ １．５５

　ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

２．５．３　重复性实验　平行精密称取扶正平消胶囊
样品６份，按２．３．３项下方法制备样品溶液，加入等
量内标溶液，按２．１项和２．２项下条件分析测定４
种成分的含量，其峰面积比ＲＳＤ见表３。结果表明，
样品重复性均良好。

表３　扶正平消胶囊中４种成分的稳定性、重复性考察结果

Ｔａｂ３　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｏｆ４

ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎＦｕｚｈｅｎｇｐｉｎｇｘｉａｏｃａｐｓｕｌｅ
（％）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＳｔａｂｉｌｉｔｙＲＳＤ ＲｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙＲＳＤ

Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ １．２３ １．３１
Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ １．７７ １．６８
Ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ １．６９ １．０１
Ｈａｒｐａｇｏｓｉｄｅ １．３６ １．０３

　ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

２．５．４　定量限和检测限　取混合对照品溶液，用甲
醇依次稀释成梯度浓度溶液，按２．１项和２．２项下
条件进行分析，按信噪比１０倍（Ｓ／Ｎ＝１０）和３倍
（Ｓ／Ｎ＝３）时的浓度为定量限（ＬＯＱｓ）和检测限
（ＬＯＤｓ）。龙胆苦苷、甘草苷、迷迭香酸和哈巴俄苷
的定量限分别为５．７３、６．３７、６．５０和６．４６ｎｇ／ｍｌ，检
测限分别为０．４６、０．３２、０．３３和０．３２ｎｇ／ｍｌ。

２．５．５　加样回收率实验　精密称取扶正平消胶囊
药粉３份，分别按低、中、高３种浓度精密加入４种
对照贮备液龙胆苦苷４５、９０、１３５μｌ，甘草苷２５、５０、

７５μｌ，迷迭香酸１０、２０、３０μｌ，哈巴俄苷１０、２０、３０

μｌ，按２．３．３项下条件操作，每个浓度平行实验３份，
测定并计算回收率。结果（表４）表明，回收率良好。

表４　扶正平消胶囊中４种成分加样回收率考察结果

Ｔａｂ４　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆ４ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎ

Ｆｕｚｈｅｎｇｐｉｎｇｘｉａｏｃａｐｓｕｌｅ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃｏｎｔｅｎｔ
ｍ／μｇ

Ｄｏｓａｇｅ
ｍ／μｇ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（ｎ＝３，％）

Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ １４７．５０ ５１．５２ ９９．５３±０．８５

１０３．１ ９９．９１±０．２７

１５４．６ １０１．１０±０．３２

Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ ４５．４９ １９．９０ １０１．６２±０．８６

３９．８０ １００．７１±１．３４

５９．７０ １００．５８±０．４３

Ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ １６．３９ ８．１３０ １０１．７９±０．６５

１６．２６ １０１．４４±０．４３

２４．３９ １０１．４５±０．２７

Ｈａｒｐａｇｏｓｉｄｅ ２．５６ ８．０８０ １０１．２６±１．２５

１６．１６ １０１．３８±０．７３

２４．２４ １０１．２９±１．１７

２．６　 样品含量测定　取３个批次扶正平消胶囊各

４５粒，精密称取内容物，按２．３．３项下方法制备样品
溶液，加入等量内标溶液，按２．１项和２．２项下条件
分析测定并计算含量，结果见表５及图１。

表５　不同批次扶正平消胶囊中４种成分的含量

Ｔａｂ５　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ４ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎＦｕｚｈｅｎｇｐｉｎｇｘｉａｏｃａｐｓｕｌｅ
（ｎ＝９，珚ｘ±ｓ，１０－６）

Ｂａｔｃｈ Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ Ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ Ｈａｒｐａｇｏｓｉｄｅ

２００９１２０１ １７６．８±０．１ ６１．５１±０．０４ ２５．５８±０．０３ ５．３４±０．０１２
２０１００４０１ １８２．２±０．１ ６０．８３±０．０６ ２６．４８±０．０３ ６．４５±０．００８
２０１００８０１ １５１．０±０．１ ４５．４０±０．１１ １８．１７±０．０２ ５．６６±０．００１

３　讨　论

３．１　检测对象选择　选择龙胆苦苷、甘草苷、迷迭
香酸、哈巴俄苷作为检测对象，是因为它们分别是本

处方中龙胆、甘草、夏枯草、玄参四味药材的特有成
分，且为《中华人民共和国药典》规定的含量测定成
分［１１］。这四味药材在处方中各发挥不同作用。龙
胆：泄肝胆实火，除下焦湿热；夏枯草：清肝散结，治
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瘰疬、瘿瘤；玄参：滋阴，降火，除烦，解毒；甘草：和中
缓急，调和诸药［１１］。因此，对这四个成分进行含量
控制，对此复杂组方的质量控制具有重要意义。

３．２　实验条件的优化

３．２．１　提取条件优化　比较了加热回流和超声提
取两种方法，结果表明，加热回流提取更充分，所测
组分峰高更高。分别考察了７０％、１００％甲醇溶液
和７０％、１００％乙醇溶液的提取效果，结果１００％甲
醇溶液提取更充分，所测组分峰高更高。以１００％
甲醇水溶液回流提取３０、６０、９０ｍｉｎ，结果表明，６０
ｍｉｎ和９０ｍｉｎ时４种成分的提取率基本相同。综合
考虑多种因素，应用１００％甲醇加热回流６０ｍｉｎ制
备供试溶液，简单、快速、提取率高。

图１　４种对照品、扶正平消胶囊样品、

空白对照样品ＨＰＬＣＭＳ色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆ４ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ａ），Ｆｕｚｈｅｎｇｐｉｎｇｘｉａｏｃａｐｓｕｌｅ

ｓａｍｐｌｅ（Ｂ）ａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ（Ｃ）

１：Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ；２：Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ；３：Ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ；４：Ｈａｒｐａｇｏ

ｓｉｄｅ；５：ＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｆ（Ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ）

３．２．２　色谱柱的选择　我们对 ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅ

ｐｌｕｓＣ１８柱（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５μｍ），Ａｇｉｌｅｎｔ
ＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）和

ＷａｔｅｒｓＡｔｉａｎｔｉｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）分
别进行了考察，发现ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅｐｌｕｓＣ１８柱（２５０

ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）分离效果最佳。

３．２．３　色谱、质谱条件优化　对液相流动相甲醇水
和乙腈水体系进行了比较，乙腈水体系分离效果好
于甲醇水体系，因此选择了乙腈水体系，同时向水中
加入甲酸，使得分离效果及峰型更佳，比较了加入

０．１％、０．２％、０．５％甲酸，发现加入０．１％甲酸峰型
好，且加大浓度后无明显改变，因此选用０．１％甲酸。
对于质谱条件的优化，考察了离子检测模式，甘草苷、
迷迭香酸在正、负离子检测模式下均有响应，但经对
比发现：在本实验条件下，４种待测成分在负离子检测
模式下峰高比正离子模式下更高。质谱的最佳工作
参数通过流动注射分析（ＦＩＡ）方法，对干燥气流速、雾
化器压力及裂解电压等条件进行优化后确定。

３．２．４　内标选择　经预实验证明，待测的制剂样品
中不含有人参皂苷Ｒｆ，且在２．１项和２．２项所述的
色谱质谱条件下，该成分与待测的龙胆苦苷、甘草
苷、迷迭香酸和哈巴俄苷能够完全分离，出峰时间稳
定，因此本实验选用人参皂苷Ｒｆ作为内标。

　　本方法的精密度、稳定性、重复性及回收率均较
好，可同时分析扶正平消胶囊中的４种成分，并且最
低定量浓度为５．７０ｎｇ／ｍｌ，可用于活性成分浓度较
低的相关研究。
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