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UPLC-MS/MS 法同时测定通塞脉微丸中 10 种有效成分 
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摘  要：目的  建立同时测定通塞脉微丸中 10 种有效成分（绿原酸、芹糖甘草苷、毛蕊异黄酮苷、木犀草苷、甘草苷、阿

魏酸、异甘草苷、哈巴俄苷、甘草素和肉桂酸）的超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）分析方法。方法  采用 BEHC18

（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）色谱柱，流动相为乙腈-0.1%甲酸水溶液，梯度洗脱，体积流量为 0.3 mL/min，采用电喷雾电

离源（ESI），多反应离子监测（MRM）扫描方式进行检测。结果  10 种成分线性关系分别为绿原酸 Y＝294.09 X＋17 624；
芹糖甘草苷 Y＝19.296 X＋748.42；毛蕊异黄酮苷 Y＝670.8 X＋11 121；木犀草苷 Y＝490.45 X＋2 938.3；甘草苷 Y＝33.489 
X＋555；阿魏酸 Y＝127.76 X＋1 343.5；异甘草苷 Y＝57.87 X＋804.81；哈巴俄苷 Y＝13.125 X－20.365；甘草素 Y＝29.057 
X＋367.71；肉桂酸 Y＝72.867 X＋1 301.5，且各相关系数（r）均大于 0.999 0。精密度、重复性和稳定性良好；加样回收率

在 96.00%～104.67%，RSD 值均小于 3%。结论  所建立的方法准确、快捷，重复性好，可用于通塞脉微丸中绿原酸、芹糖

甘草苷、毛蕊异黄酮苷、木犀草苷、甘草苷、阿魏酸、异甘草苷、哈巴俄苷、甘草素和肉桂酸 10 种有效成分的同时测定。 
关键词：超高效液相色谱-串联质谱；通塞脉微丸；绿原酸；芹糖甘草苷；毛蕊异黄酮苷；木犀草苷；甘草苷；阿魏酸；异
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Simultaneous determination of ten effective components in Tongsaimai Pellets 
by UPLC-MS/MS 
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Abstract: Objective  To establish a UPLC-MS/MS method for simultaneously determining ten components (chromogenic acid, 
liquiritin apioside, calycosin-7-glucoside, cynaroside, liquiritin, ferulic acid, isoliquiritoside, harpagoside, liquiritigenin, and cinnamic 
acid) in Tongsaimai Pellets. Methods  A method for the simultaneous determination of the ten components was established by 
UPLC-MS/MS. The analysis was performed on a Waters Acquity BEH C18 column (100 mm × 2.1 mm, 1.7 μm) with the mixture of 
acetonitrile and 0.1% formic acid/water as mobile phase, and the gradient elution at a flow rate of 0.3 mL/min. The analytes were 
detected by tandem mass spectrometry with the electrospray ionization (ESI) source combined with multiple reaction monitoring 
(MRM) mode. Results  The linear relationships between the concentration and peak areas of the ten components were chromogenic 
acid Y = 294.09 X + 17 624; liquiritin apioside Y = 19.296 X + 748.42; calycosin-7-glucoside Y = 670.8 X + 11 121; cynaroside Y = 
490.45 X + 2 938.3; liquiritin Y = 33.489 X + 555; ferulic acid Y = 127.76 X + 1 343.5; isoliquiritoside Y = 57.87 X + 804.81; 
harpagoside Y = 13.125 X－20.365; liquiritigenin Y = 29.057 X + 367.71; cinnamic acid Y = 72.867 X + 1 301.5 (r > 0.999 0); The 
precisions, repeatabilities, and stabilities of the method were satisfactory, and the average recoveries were between 96.00% and 
104.67% with the relative standard deviations no more than 3%. Conclusion  The established method is specific, rapid, and accurate 
for the determination of the ten effective components in Tongsaimai Pellets. 
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通塞脉微丸是由黄芪、当归、金银花、玄参、

石斛、甘草组成，具有清热养阴、活血化瘀的功效，

临床上用于治疗缺血性脑中风。本实验以绿原酸、

木犀草苷、芹糖甘草苷、毛蕊异黄酮苷、甘草苷、

阿魏酸、异甘草苷、哈巴俄苷、甘草素和肉桂酸为

指标成分，采用超高效液相色谱-串联质谱（HPLC- 
MS/MS）联用技术同时测定其量，方法准确、快捷、

精密度高、灵敏性好，为该制剂建立了一种快速测

定多成分的定量方法，也可为该制剂的药动学等相

关研究提供一定的参考。 
本实验选择的 10 种指标成分的依据主要体现

在这 10 种成分来源于黄芪、当归、玄参、金银花和

甘草，能够兼顾到组方中大部分药材，这样就能更

为全面地对该制剂进行质量控制；所选成分中绿原

酸、阿魏酸和肉桂酸属于酚酸类，甘草素、毛蕊异

黄酮苷和木犀草苷等属于黄酮及其苷类，而黄酮、

酚酸类均是通塞脉微丸的主要活性部位[1]；在“基

于工艺-指纹图谱-效应研究模式构建通塞脉微丸谱

效相关性指纹图谱”研究中[2]表明，所选的 10 种成

分中有 8 种成分对总药效具有较大的贡献值；此外，

在所选的成分中，有多种成分或者其苷元均已被国

内外相关文献报道[3-16]对于缺血性脑中风疾病具有

一定的相关药效作用。 
1  仪器与材料 

超高效液相色谱-TQD 质谱联用仪（Acquity 系

统，美国 Waters 公司），MassLynx V4.1 工作站。

BP211D 型电子分析天平（德国 Sartorius 公司），

MicroCL 21R 微量离心机（美国赛默飞世尔科技公

司），微量移液器（上海科华实验系统有限公司），

默克密理博 Synergy 超纯水仪（德国 Merck 公司）。 
经南京中医药大学中药鉴定教研室刘圣金教授

鉴定，黄芪为豆科黄芪属植物蒙古黄芪 Astragalus 
membranaceus (Fisch.) Bunge var. mongholicus 
(Bunge) Hsiao 的干燥根，当归为伞形科当归属植物

当归 Angelica sinensis (Oliv.) Diels 的干燥根，金银

花为忍冬科忍冬属植物忍冬 Lonicera japonica 
Thunb. 的干燥花蕾或带初开的花，玄参为玄参科玄

参属植物玄参 Scrophularia ningpoensis Hemsl. 的
干燥根，石斛为兰科石斛属植物金钗石斛

Dendrobium nobile Lindl. 的新鲜或干燥茎，甘草为

豆科甘草属植物甘草 Clycyrrhiza uralensis Fisch. 的
干燥根及根茎，以上药材均购于安徽省万生中药饮

片有限公司。按通塞脉微丸处方药材比例称取各味

药材，先后以 70%、50%乙醇回流提取后，合并提

取液，减压浓缩后药液过 SP-825 大孔吸附树脂柱富

集 40%、60%乙醇部分，减压回收乙醇后，真空干

燥，粉碎得浸膏粉，再以 10% PVP 乙醇溶液为黏合

剂制备丸模，以 5% PEG 1500 溶液为黏合剂加大成

型，调整微丸大小介于 30～40 目，40 ℃鼓风干燥，

先后制得批号为 20121005、20121109、20121210
的通塞脉微丸。 

对照品绿原酸（批号 110753-200413）、毛蕊异

黄酮苷（批号 111920-201102）、甘草苷（批号

111610-200604）、阿魏酸（批号 110773-200611）和

肉桂酸（批号 110786-220503）均购自中国食品药

品检定研究院，芹糖甘草苷（批号 G-061-130401）、
异甘草苷（批号 Y-120-120903）和甘草素（批号

G-036-120919）均购自成都瑞芬思生物科技有限公

司，木犀草苷（批号 120913）购自四川维克奇生物

科技有限公司，哈巴俄苷（批号 20110801）购自上

海源叶生物科技有限公司，所有对照品质量分数均

大于 98%。甲醇、乙腈为色谱纯，德国 Merck 公司；

其余溶剂均为分析纯，水为超纯水。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱 Waters Acquity BEH C18 柱（100 mm×

2.1 mm，1.7 μm）柱；流动相为乙腈-0.1%甲酸水溶

液；梯度洗脱：0～1.5 min，10%乙腈；1.5～4.0 min，
10%～60%乙腈；4.0～4.2 min，60%～90%乙腈；

4.2～4.8 min，90%乙腈，4.8～5.0 min，90%～10%
乙腈；5.0～6.0 min，10%乙腈；体积流量0.3 mL/min；
进样量 5 μL，柱温 40 ℃。 
2.2  质谱条件 

Waters 三重四级杆串联质谱仪（TQD），离子

化方式：电喷雾离子化（ESI），多反应监测离子扫

描模式（MRM）测定；主要质谱参数：毛细管电压

为 4 000 V，锥孔电压为 60 V，脱溶剂温度为 450 
℃，脱溶剂气体体积流量为 8 000 L/h。各成分的部

分质谱分析参数见表 1，提取离子色谱图和二级质

谱图见图 1。 
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表 1  10 种成分的部分质谱分析参数 
Table 1  MS/MS parameters of ten components 

成分 分子式 t / min 离子对 (m/z) 锥孔电压 / V 碰撞电压 / V 

绿原酸 C16H18O9 3.06 354.895＞162.907 20 12 

芹糖甘草苷 C26H30O13 3.54 548.977＞254.973 64 36 

毛蕊异黄酮苷 C22H22O10 3.56 446.813＞285.039 30 20 

木犀草苷 C21H20O11 3.58 448.813＞286.959 32 20 

甘草苷 C21H22O9 3.61 416.911＞254.931 40 20 

阿魏酸 C10H10O4 3.81 194.827＞144.910 20 14 

异甘草苷 C21H22O9 3.95 418.847＞256.939 34 16 

哈巴俄苷 C24H30O11 4.16 516.884＞368.952 50 22 

甘草素 C15H12O4 4.29 254.989＞118.969 36 20 

肉桂酸 C9H8O2 4.55 148.819＞ 76.855 24 28 
 

      
 
 

      
 
 

      
 
 

      
 
 

      
 
 

图 1  10 种成分的提取离子色谱图和二级质谱图 
Fig. 1  Extracting ion chromatograms and MS/MS of ten components 

 
2.3  供试品溶液的制备 

取通塞脉微丸适量，精密称定，研碎后先后用

70%、50%乙醇提取，合并提取液，冷却后定容至

每毫升相当于生药 0.08 g。精密吸取提取液 1 mL，
置于 100 mL 量瓶中，用初始流动相乙腈-0.1%甲酸

水溶液（1∶9）定容至刻度，摇匀，12 000 r/min

离心 10 min，取上清液经 0.22 μm 微孔滤膜滤过后

作为供试样品溶液，4 ℃保存，备用。 
2.4  混合对照品溶液的制备 

精密称取绿原酸、芹糖甘草苷、毛蕊异黄酮苷、

木犀草苷、甘草苷、阿魏酸、异甘草苷、哈巴俄苷、

甘草素和肉桂酸对照品适量，置于 10 mL 量瓶中，
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用甲醇定容至刻度，制得各成分质量浓度分别

5.200、2.820、0.576、0.232、2.480、1.216、1.704、
0.840、0.760、0.880 μg/mL 的混合对照品溶液，4 ℃
保存，备用。 
2.5  线性关系与定量限 

分别精密量取“2.4”项下混合对照品溶液适量，

置于 10 mL 量瓶中，用初始流动相乙腈-0.1%甲酸

水溶液（1∶9）稀释成系列质量浓度的混合对照品

溶液，按照“2.1”、“2.2”项下条件进样 5 μL 测定。

以各成分的质量浓度为横坐标（X），以各成分的峰

面积均值为纵坐标（Y）进行线性回归，得各成分

的回归方程、相关系数及线性范围，以信噪比为 10
确定各成分的定量限。结果见表 2。结果表明，各

成分在各自的线性范围内具有良好的线性关系。 
 

表 2  线性关系考察 
Table 2  Investigation of linear relationship  

成分 回归方程 r 线性范围 / (ng·mL−1) 定量限 / (ng·mL−1) 

绿原酸 Y＝294.09 X＋17 624 0.999 6 162.5～5 200 0.650 

芹糖甘草苷 Y＝19.296 X＋748.42 0.999 6 88.125～2 820 0.882 

毛蕊异黄酮苷 Y＝670.8 X＋11 121 0.999 1 18～576 0.240 

木犀草苷 Y＝490.45 X＋2 938.3 0.999 0 7.25～232 0.290 

甘草苷 Y＝33.489 X＋555 0.999 8 77.5～1 240 0.775 

阿魏酸 Y＝127.76 X＋1 343.5 0.999 6 38～1 216 0.380 

异甘草苷 Y＝57.87 X＋804.81 0.999 9 53.25～1 705 0.267 

哈巴俄苷 Y＝13.125 X－20.365 0.999 3 26.25～420 0.525 

甘草素 Y＝29.057 X＋367.71 0.999 6 23.75～760 0.950 

肉桂酸 Y＝72.867 X＋1 301.5 0.999 5 27.5～880 1.375 
 
2.6  精密度考察 

取供试品（批号 20121005）溶液，重复进样 6
次，依法测定。结果显示，绿原酸、芹糖甘草苷、

毛蕊异黄酮苷、木犀草苷、甘草苷、阿魏酸、异甘

草苷、哈巴俄苷、甘草素和肉桂酸峰面积的 RSD 值

分别为 2.01%、0.68%、1.26%、0.43%、0.54%、0.72%、

2.20%、2.52%、2.59%、1.24%，结果表明该方法的

精密度良好。 
2.7  重复性考察 

按“2.3”项方法制备供试品溶液 6 份，按“2.1”、
“2.2”项下条件进样分析，测得绿原酸、芹糖甘草

苷、毛蕊异黄酮苷、木犀草苷、甘草苷、阿魏酸、

异甘草苷、哈巴俄苷、甘草素和肉桂酸平均质量浓

度分别为 1.570、0.602、0.036、0.029、0.654、0.098、
0.930、0.126、0.034、0.075 μg/mL，RSD 值分别为

1.03%、1.90%、0.98%、1.83%、1.62%、1.85%、0.78%、

2.46%、1.27%、1.71%，表明该方法重复性良好。 
2.8  稳定性试验 

取供试品（批号 20121005）溶液，分别于 0、2、
4、6、8、10、12、24 h 进样测定，测得绿原酸、芹

糖甘草苷、毛蕊异黄酮苷、木犀草苷、甘草苷、阿

魏酸、异甘草苷、哈巴俄苷、甘草素和肉桂酸峰面

积的 RSD 值分别为 1.65%、2.41%、2.89%、2.59%、

2.25%、2.89%、1.33%、2.61%、2.47%、2.52%，结

果表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 
2.9  加样回收率试验 

精密吸取已测定的供试品（批号 20121005）溶

液 9 等份，每 3 份为 1 组，分别精密加入高、中、

低 3 个质量浓度的混合对照品溶液后，按“2.3”项

下方法制备供试品溶液进行测定。计算各成分的回

收率，结果绿原酸、芹糖甘草苷、毛蕊异黄酮苷、

木犀草苷、甘草苷、阿魏酸、异甘草苷、哈巴俄苷、

甘草素和肉桂酸平均回收率依次为 101.66%、

98.98%、100.36%、98.76%、101.35%、97.22%、

100.78%、98.00%、100.16%、101.48%，RSD 依次

为 1.53%、1.57%、1.98%、2.10%、2.15%、1.39%、 
1.35%、1.19%、1.63%、1.52%。本方法在加样 3 个

浓度水平下，10 种成分的加样回收率在 96.00%～

104.67%，RSD 值均小于 3%，能够满足通塞脉微丸

中这 10 种有效成分的定量测定要求。 
2.10  样品测定 

取 3 个批号的通塞脉微丸，按照“2.3.1”项下

方法处理，平行制得各组待测样品溶液 3 份，进样

分析，经计算得到各成分的量，结果见表 3。 
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表 3  10 种成分的测定结果 ( ± = 3x s n, ) 
Table 3  Determination of ten components ( ± = 3x s n, ) 

质量分数 / (mg·g−1) 
批次 

绿原酸 芹糖甘草苷 毛蕊异黄酮苷 木犀草苷 甘草苷 

20121005 11.053±0.343 11.800±0.250 0.700±0.020 0.780±0.020 13.140±0.280 

20121109 11.214±0.392 12.060±0.240 0.720±0.020 0.840±0.031 13.360±0.200 

20121210 11.634±0.196 11.980±0.080 0.760±0.035 0.810±0.030 13.380±0.140 

质量分数 / (mg·g−1) 
批次 

阿魏酸 异甘草苷 哈巴俄苷 甘草素 肉桂酸 

20121005 2.850±0.060 13.830±0.375 1.935±0.165 1.950±0.050 1.460±0.060 

20121109 2.820±0.030 13.955±0.255 1.890±0.090 2.000±0.021 1.520±0.054 

20121210 2.910±0.030 14.400±0.150 1.860±0.045 1.950±0.035 1.560±0.067 

 
3  讨论 

通塞脉制剂的化学成分研究不在少数，以往的

化学成分研究主要是运用 HPLC[17]或 UPLC[18]技

术，对制剂中有较强紫外吸收且其量较高的成分进

行同时定量分析，但是对于弱紫外吸收，且其量较

低以及各成分间分离较差的成分，进行定量测定分

析时则相对困难。经过查阅文献发现，目前尚未见

到采用液质联用的方法同时测定通塞脉制剂中多种

成分的定量报道，本实验首次使用 UPLC-MS/MS
联用技术，对通塞脉制剂中多种成分进行同时测定。 

本实验同时选用正负2种离子模式测定10种成

分，其中 3 种酚酸类物质均在正离子模式下测定，

通常酚酸类物质常选用负离子模式，本实验经过反

复考察，发现这 3 种成分在所选的正离子模式下稳

定性好，具有更高的响应值和更好的峰形；此外，

甘草苷和异甘草苷为同分异构体，在正负离子 2 种

不同模式下测定，明显减弱了相互间峰的干扰；其

他各成分选择的离子模式，也均能使各成分在检测

条件下更稳定，峰形及响应值更佳。 
本实验建立的液质联用方法，可在短时间内快

速分离检测通塞脉微丸中绿原酸、芹糖甘草苷、毛

蕊异黄酮苷、木犀草苷、甘草苷、阿魏酸、异甘草

苷、哈巴俄苷、甘草素和肉桂酸 10 种主要成分，该

方法经过考察，准确、快捷、重复性好，符合中药

制剂的相关分析要求，可用于通塞脉微丸的质量控

制。此外，通塞脉制剂的化学成分和药效研究[19]相

对较多，而体内研究相对较少，有的也仅是对体内

血清药物化学的初步研究[20]，随着液质联用技术的

不断普及，通塞脉制剂的体内研究也将越来越多，

本实验为通塞脉微丸的质量控制提供依据的同时，

也可以为该制剂的药物疗效、药动学等相关研究提

供一定的参考。 
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