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法%检测灵敏度高%特异性强%对正常植物油脂类样
品进行鉴别时有效性较高%但在判定某油样是否为
地沟油时有假阴性出现%作出结论时需保持谨慎.
除了在地沟油制作现场能找到纯地沟油外%其他地
方售卖的可能都是已经混合了正常植物油的混合
地沟油%所以如果要对市场采集的某一油样作鉴别
时%要结合其他的指标来进行研判%以提高鉴别的
有效性%减少误判现象的发生.
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实验技术与方法
超高效液相色谱*串联质谱法测定黄芪中黄芪甲苷的含量
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摘#要!目的#建立超高效液相色谱*串联质谱法测定黄芪中黄芪甲苷的含量" 方法#黄芪经甲醇*氨水 %.r$!

/)/&超声提取 .% J=;!采用多反应监测%b’b&模式!以 ?)Y"+!-)0$).-$%+ 和 ?)Y"+!-)0)".-./$ 为定性离子对!

?)Y"+!-)0$).-$%+ 为定量离子对!外标法测定黄芪甲苷" 结果#黄芪甲苷在 ,%-% i$& %%% ;L0JA浓度范围内有良

好线性关系%Cs%-/// .&!平均回收率为 /$-"^!最低检测限为 ,+-& %L0IL" 结论#该方法具有简便’快速和灵敏

度高的特点!可用于黄芪中黄芪甲苷的测定"
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##黄芪甲苷是中国传统中药黄芪的主要药理活
性成分之一%具有免疫调节+抗肿瘤+降血糖+抗病
毒+保护多脏器等作用 ,$- . 黄芪甲苷结构为三萜皂
苷%是黄芪制剂的指标成分%在药典中被作为黄芪
质量检测标志物.

目前检测黄芪甲苷含量的方法主要有薄层扫
描法+分光光度法和高效液相色谱法. 薄层扫描法
含量测定重现性较低%操作繁琐. 分光光度法存在
样品的前处理复杂%要求较高%必须经提取分离纯
化等处理排除对测定黄芪甲苷的干扰. 同时%显色
反应的影响因素较多%影响了该法的准确性和稳定
性%限制了该法的应用 ,&- . 黄芪甲苷仅在紫外末端
有吸收%测定灵敏度低+噪音大%故采用高效液相色
谱*紫外法测定黄芪甲苷含量对试验条件要求较
高 ,.- . ’中华人民共和国药典( ,)- "以下简称’中国
药典(#和’香港中药材标准( ,!-中测定黄芪甲苷的
含量均采用高效液相色谱*蒸发光散射检测器法
"UdY<*SYFZ#. SYFZ检测器是质量通用性检测
器%对所有物质均有响应%测定黄芪甲苷在方法学
上具有较高的精密度和准确性%但’中国药典(方法
操作繁琐复杂%影响测定准确性%且耗时长%还存在
正丁醇萃取分层困难%不易回收等问题 ,,- .

本研究建立的超高效液相色谱*串联质谱
"XdY<*bF0bF#法测定黄芪中黄芪甲苷含量方法%
准确+快速+高效+灵敏%可应用于黄芪中黄芪甲苷
的快速测定%提高了分析效率.

$#材料与方法
$-$#主要仪器与试剂

(<gXVP[Pb超高效液相色谱仪 "配有 b>HHAG;\
e)-$ 数据工作站#+PgZ三重四极杆质谱检测器均
购自美国 6>?BCH%电子天平. 黄芪甲苷对照品

"$$%"+$*&%$!$!%中国药品生物制品检定所提供#%
黄芪药材"北京同仁堂天津南开店+天津达仁堂大
药房#%乙腈+甲醇均为色谱纯%甲酸为质谱专用%试
验用水为超纯水%电阻率为 $+-& b,/3J.
$-&#方法
$-&-$#溶液的制备
$-&-$-$#对照品溶液的制备

准确称取黄芪甲苷对照品 $&-% JL%以甲醇溶
解%并定容到 !% JA容量瓶中%摇匀%即得%此对照品
溶液的浓度为 %-&)% JL0JA. 精密吸取对照品溶液
$-% JA用甲醇定容至 $%-% JA%配制成 &)-% %L0JA
的使用液.
$-&-$-&#黄芪制剂供试品溶液的制备

提取方法 $$取黄芪制剂 $%-% L%粉碎均质%准
确称取粉末 %-! L%置具塞锥形瓶中%加 .% JA甲醇%
浓氨水 $% JA%密塞%超声提取 & 次%每次 .% J=;%过
滤%合并滤液%用 %-$ J@A0Y盐酸调至中性%沸水浴
蒸干%残渣用 !-% JA甲醇溶解%剩余残渣再用
!-% JA甲醇溶解%合并甲醇溶液并定容至 $%% JA%
过 %-&& %J滤膜待测.

提取方法 &$供试品制备方法参照’中国药典(
&%$% 版一部正文%黄芪含量测定项下黄芪甲苷含量
测定方法 ,)- .
$-&-&#仪器条件

色谱条件$色谱柱$6>?BCHKSU<$+柱 ")-, JJ
_$%% JJ%$-" %J#%流动相为乙腈*%-$^甲酸水溶
液",%r)%%/)/#%流速 %-) JA0J=;%柱温为室温%进
样体积 &-% %A.

质谱条件$离子源为电喷雾电离 SFVx%毛细管
电压 &-! Ie%离子源温度 $&% a%脱溶剂气温度
)!% a%脱溶剂气体流量 "%% Y05%锥孔反吹气流量
.% Y05%碰撞气流量 %-$! JA05. 其他质谱参数见表 $.

表 $#黄芪甲苷的定性离子对+定量离子对+锥孔电压+碰撞能量
P>RAB$#b’b N>C>JB?BCH@4>H?C>L>A@H=EBVe

化合物名称 定性离子对0"?)Y# 定量离子对0"?)Y# 锥孔电压0e 碰撞能量0Be

黄芪甲苷
"+!-)0)".-./$
"+!-)0$).-$%+

"+!-)0$).-$%+
$) $&
$) $%

&#结果与分析
&-$#质谱条件的优化

分别采用电喷雾正离子模式与负离子模式对
黄芪甲苷对照品溶液进行 ?)Y$%% i+!% 范围内的
质谱全扫描分析%在正离子模式下获得黄芪甲苷
的分子离子峰 ?)Y"+!-)%见图 $%在该模式下%对

该分子离子进一步做子离子扫描%结果见图 &%?)Y
)".-./$ 和 ?)Y$).-$%+ 的峰度最高%因此以 ?)Y
"+!-) 为多反应监测的母离子%以 ?)Y)".-./$ 和
?)Y$).-$%+ 离子作为多反应监测的子离子. 经
过对锥孔电压+碰撞能量等质谱参数进一步优化%
确定了黄芪甲苷的质谱分析条件%见表 $.

李晶+王锐+刘灵改等,"*/-均在正离子模式下采用
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图 $#黄芪甲苷,bxU- x离子产生的一级质谱图

D=L:CB$#dC@E:3?=@; J>HHHNB3?C>@4,bxU- x=@;H@4

>H?C>L>A@H=EBVe

图 &#黄芪甲苷,bxU- x产生的子离子质谱图
D=L:CB&#b>HHHNB3?C>@4E>:L5?BC=@;H@4>H?C>L>A@H=EBVe

黄芪甲苷的,bx7>- x峰 ?)Y+%"-! 作为母离子%张
健+龚灿等,$%*$$-在正离子模式下采用黄芪甲苷的,b
xU- x峰 ?)Y"+!-& 和?)Y"+!-! 作为母离子也取得
了理想的效果. 本试验在正离子模式下监测到黄芪
甲苷的,bx7>- x峰 ?)Y+%"-! 强度不高%故未采用
该离子%见图 $. 徐洁+傅俊曾等,$&*$.-在负离子模式
下采用黄芪甲苷的,bxU<WW- ‘峰 ?)Y+&/-& 作为
母离子%在流动相中加入甲酸促进黄芪甲苷 ,bx
U<WW- ‘峰形成%方法学上具有合理性.
&-&#色谱条件的优化

黄芪甲苷是酸稳定性化合物 ,$)- %在流动相中加
入酸可以增强其电离%因此考察了不同种类的酸及
酸浓度对黄芪甲苷分离和电离效果的影响%在流动
相中加入 %-$^甲酸可以达到增加电离程度%同时
又起到防止拖尾%改善峰形的作用. 因此%流动相
组成确定为乙腈*%-$^ 甲酸水溶液为 " ,% r)%%
/)/#. 在此条件下黄芪甲苷对照品和样品的 b’b
离子流图分别见图 .+).
&-.#样品前处理条件的选择

目前%黄芪甲苷的提取方法大多相似%以甲醇
为提取溶剂%纯化时以水饱和正丁醇萃取后经不
同碱液振摇洗涤得供试品%或碱洗后样品再经大
孔吸附树脂进行分离 ,)*!%$!*$,- %步骤繁多%而正丁醇
萃取时乳化严重%不易分层%且方法耗时. 黄芪中
含有) 种结构类似的皂苷类成分%其中主要有 & 种

图 .#黄芪甲苷对照品的 b’b离子流图
D=L:CB.#b’b35C@J>?@LC>J@4>H?C>L>A@H=EBVe=;

H?>;E>CE H@A:?=@;

图 )#黄芪样品的 b’b离子流图
D=L:CB)#b’b35C@J>?@LC>J@4>H?C>L>A@H=EBVe=; H>JNAB

皂苷以黄芪甲苷为基本母核%其糖链上连接 $ i.
个乙酰基%’中国药典(采用碱处理使黄芪皂苷(+
*+&糖链上的乙酰基脱落%成为黄芪甲苷 "黄芪
皂苷+# ,,- %测定值应该是 ) 种黄芪皂苷的总和.
张健+龚灿+安军永等 ,$%*$$%$"-直接采用甲醇超声提
取的方法进行黄芪甲苷的测定%没有经过碱处理
将黄芪皂苷(+*+&转变为黄芪甲苷 "黄芪皂苷
+# . 李效宽等 ,$+-对 kWU*甲醇溶液直接进行提
取和传统的回流提取进行比较%结果表明%两种提
取方法的目标物提取率基本一致. 本试验采用甲
醇氨水超声对黄芪甲苷进行提取%对甲醇氨水比
例+超声时间等条件进行了考察%并与’中国药典(
方法进行比较%采用 FdFF &%-% 软件进行单因素方
差分析%结果表明两种方法的提取率差异无统计
学意义"Nm%-%!# %见表 &. 最终确定了甲醇氨水
超声的提取条件为甲醇*浓氨水 ".r$%/)/# %超声
提取 & 次%每次 .% J=;%滤过%合并滤液%用 %-$
J@A0Y盐酸调至中性%水浴蒸干%残渣用 !-% JA甲
醇溶解.
&-)#方法的线性和检测限

精密吸取 $-&-$-$ 对照品使用液%用甲醇逐级
稀释成浓度为 ,%-%+ $&%+ &)%+ ,%%+ $ &%%+ & )%%+
, %%%+$& %%% ;L0JA的对照品溶液系列%准确吸取
&-% %A进样分析. 以质量浓度为横坐标%离子流图
峰面积为纵坐标进行线性回归%计算回归方程和相
关系数. 在 ,%-% i$& %%% ;L0JA范围内黄芪甲苷的
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#### 表 &#两种方法的测定结果比较
P>RAB&#<@JN>C=H@; @4’BH:A?HRB?QBB; ?Q@E=44BCB;?JB?5@EH

方法 含量 0̂ 平均含量 0̂ PDV0̂

本试验方法

’中国药典(方法

%-$$.
%-$%!
%-$$%
%-$%+
%-$$$
%-$$.
%-$%/
%-$%.
%-$%!
%-$$%
%-$$&
%-$%"

%-$$% &-+&

%-$%+ .-+/

线性方程为 Bs$-/+)Zx/-&!$&相关系数 Cs%-///
.. 以信噪比 D)2s. 为检测限% D)2s$% 为定量
限%测得黄芪甲苷的检测限和定量限分别为 %-.)$
和 $-$) ;L0JA. 当取样量为 %-! L时%检测限为
,+-& %L0IL%定量限为 &&+ %L0IL.
&-!#方法的回收率和精密度

精密称取 , 份黄芪甲苷量已知的黄芪制剂%每
份 %-! L%分别准确加入浓度为 %-&)% JL0JA黄芪甲
苷储备液 %-! JA%按 $-&-$-& 下提取方法 $ 制备供
试品溶液%准确吸取 &-% %A进样分析%测定黄芪甲
苷量%计算回收率%结果见表 .. 由表 . 可见%方法
平均回收率为 /$-"^%表明该方法具有较好的回收
率. 另精密称取 , 份黄芪药材%每份 %-! L%按
$-&-$-& 下提取方法 $ 制备供试品溶液%准确吸取
&-% %A进样分析%进行精密度考察%计算黄芪甲苷含
量的 PDV为 &-&%^%表明方法的精密度较好%结果
见表 ).

表 .#加标回收试验结果
P>RAB.#’B3@OBC=BH@4>H?C>L>A@H=EBVe=; HN=IBE H>JNABH

本底含量
0"JL0L#

加标量
0"JL0L#

测得量
0"JL0L#

回收率
0̂

平均回收
率 0̂

$-$% %-&) $-.$ +"-!
$-$% %-&) $-.& /$-"
$-$% %-&) $-.& /$-"
$-$% %-&) $-.! $%)-&
$-$% %-&) $-.& /$-"
$-$% %-&) $-.% +.-.

/$-"

表 )#精密度试验结果
P>RAB)#’BH:A?H@4NCB3=H=@; ?BH?

测定次序 含量 0̂ 含量的 PDV0̂

$ %-$%"
& %-$$$
. %-$$.
) %-$$&
! %-$%+
, %-$$&

&-&%

.#小结
本试验采用多反应模式"b’b#对黄芪甲苷进

行测定%采用黄芪甲苷的两个碎片离子?)Y)".-./$
和 ?)Y$).-$%+ 对黄芪药材制剂中的黄芪甲苷进行
定性+定量%具有特异性强的特点. 此外%由于选择
离子对能有效排除复杂体系中的基质对待测对象
的干扰%因此不仅能有效缩短分析时间%而且灵敏
度高%可用于黄芪制剂的质量评价%为黄芪药材中
黄芪甲苷的快速测定提供技术支持.

参考文献
, $ -#张蔷%高文远%满淑丽2黄芪中有效成分药理活性的研究进展

,9-2中国中药杂志%&%$&%."&$# $.&%.*.&%"2

, & -#唐斌%杨扬%尚北城%等2黄芪制剂中黄芪甲苷测定方法比较

,9-2西南军医%&%%)%,"&# $+&*+.2

, . -#刘浩文%刘嘉仪%杨妙荣%等2黄芪药材中黄芪甲苷含量测定

的两种方法的比较研究 ,9-2中药新药与临床药理%&%$$%&&

",# $,!/*,,&2

, ) -#国家药典委员会2中华人民共和国药典"一部# ,b-2北京$中

国医药科技出版社%&%$%$&+.*&+)2

, ! -#香港中药材标准 "第一册# , F-2香港$香港卫生署%&%%!$

!%*,%2

, , -#杜国军%秦雪梅%李震宇%等2山西省中药材标准道地黄芪含

量测定方法的建立 ,9-2山西医科大学学报%&%$.%)) " & # $

$.)*$.+2

, " -#李晶%韦露莎%申旭霁2UdY<*SFV*bF 法测定黄芪药材中黄芪

甲苷,9-2中成药%&%$$%..")# $"&%*"&)2

, + -#王锐%卢红波2UdY<*bF0bF 法测定兔血浆中黄芪甲苷的含

量,9-2西安交通大学学报"医学版# %&%$%%.$",# $"")*"""2

, / -#刘灵改%支旭然%郭进%等2UdY<*bF 法同时测定防芷鼻咽颗粒

中 , 个成分的含量,9-2药物分析杂志%&%$)%.)"!#$+.%*+.!2

,$%-#张健%林志燕%唐跃年%等2XUdY<*bF0bF 法同时测定甘地胶囊

中 "个成分的含量,9-2药物分析杂志%&%$)%.)")#$,&&*,&"2

,$$-#龚灿%钱麟%杨红%等2XdY<*bF 法同时测定增免抑瘤颗粒中

! 种成分,9-2中成药%&%$)%.,"&# $.%$*.%!2

,$&-#徐洁%谢丽艳%居文政%等2液相串联质谱同时测定艾迪注射

液中 / 种成分,9-2中草药%&%$.%))"!# $!!,*!"%2

,$.-#傅俊曾%宋生有%姜民%等2液相色谱*质谱联用同时测定芪参

益气滴丸中黄芪甲苷+丹参素+原儿茶醛+人参皂苷 ’L$ 和

’R$ 含量,9-2中国药学杂志%&%$&%)""$# $,$*,)2

,$)-#6(78Z%FW78[%YVF Y%B?>A2F=J:A?>;B@:H>;>AGH=H@4HBOB;

>H?C>L>A@H=EBH=; P5KGZ5$!C5A&G>;E CBA>?BE NCBN>C>?=@;HRGA=h:=E

35C@J>?@LC>N5G3@:NABE Q=?5 BAB3?C@HNC>G=@;=M>?=@; ?=JB*@4*4A=L5?

J>HHHNB3?C@JB?CG,9-29@:C;>A@4FBN>C>?=@; F3=B;3B%&%%,%&/

"$.# $&%$&*&%&&2

,$!-#丁如贤%李霞%李一珺%等2黄芪药材+饮片中黄芪甲苷含量测

定方法的改进,9-2世界中医药%&%$.%+",# $,,/*,"$2

,$,-#马雯霞%衷红梅2高效液相色谱法测定香菊颗粒中黄芪甲苷

含量,9-2中国药业%&%$)%&."$!# $)!*),2

,$"-#安军永%王世华%李云鹏%等2参芪益气固本片中皂苷类成分的

XdY<*bF 测定,9-2中国实验方剂学杂志%&%$!%&$"&#$//*$%&2

,$+-#李效宽%张艳海%冯天辉%等2在线固相萃取法结合电雾式检

测器测定黄芪及其复方中黄芪甲苷的含量 ,9-2分析化学%

&%$)%&"$&# $$"/$*$"/,2


