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五神汤化学成分鉴定及京尼平苷酸、秦皮甲素、咖啡酸、木犀草苷、β-蜕皮甾

酮和毛蕊花糖苷定量检测
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摘 要：目的  采用超高效液相色谱串联四极杆静电场轨道阱质谱法（UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS/MS）对五神汤中的化

学成分进行鉴定，进而对五神汤中京尼平苷酸、秦皮甲素、咖啡酸、木犀草苷、β-蜕皮甾酮和毛蕊花糖苷 6种成分进行含

量测定。方法  UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS/MS 法鉴定五神汤中的化学成分，采用 ACQUIFY UPLCTMBEH C18 色谱

柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）进行分离，以0.1%甲酸-乙腈为流动相进行梯度洗脱，检测波长为 254 nm，柱温30 ℃；电

喷雾离子源（ESI）全扫模式；根据一级质谱中的分子离子，推测化合物的相对分子质量和元素组成；再利用二级质谱信息，

与对照品及文献报道中化合物信息库进行比对，推测五神汤的体外化学成分。HPLC法检测五神汤中京尼平苷酸、秦皮甲

素、咖啡酸、木犀草苷、β-蜕皮甾酮和毛蕊花糖苷，Aglient Eclipse XDB-C18色谱柱（150 mm×4.6 mm，5 mm），流动相为

0.1%磷酸水（A）-乙腈（B），梯度洗脱，检测波长254 nm，体积流量1.0 mL·min−1，柱温30 ℃，进样量10 μL。结果  共检

测到五神汤中的 71种化学成分，主要包括黄酮类、酚酸类、三萜皂苷类以及香豆素类；6种成分在浓度范围内线性关系良

好，平均加样回收率为 89.6%～93.0%。京尼平苷酸、秦皮甲素、咖啡酸、木犀草苷、β-蜕皮甾酮和毛蕊花糖苷在 10批样品

中的平均质量浓度依次为 2.92、2.48、1.72、1.38、2.08、1.77 mg·g−1。结论  建立的 UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS/MS、

HPLC法可用于五神汤化学成分的鉴定和含量测定。
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Abstract: Objective To establish a method for the identification of chemical constituents in Wushen Decoction (WSD) by UPLC-Q-

Exactive orbitrap-MS/MS, then, establish a method for the determination of six components of WSD: geniposidic acid, esculin, 

caffeic acid, luteoloside, β -ecdysterone and verbascoside by HPLC. Methods  Identification of chemical components in WSD by 

UPLC-Q-Empirical Orbitrap MS/MS method, the separation was performed on an ACQUIFY UPLCTMBEH C18 column (100 mm×

2.1 mm, 1.7 μm), the detection wavelength was 254 nm and the column temperature was 30 ℃ . Mass spectrum conditions: 
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electrospray ion source (ESI) full sweep mode. The mobile phase was eluted by gradient elution with 0.1% formic acid water and 

acetonitrile at 254 nm. Infer the relative molecular weight and elemental composition of the compound based on the molecular ions 

in the primary mass spectrometry. By utilizing the secondary mass spectrometry information and comparing it with the reference 

material and the compound information library in literature, the in vitro chemical composition of WSD can be inferred. HPLC 

method was used to detect geniposidic acid, aesculin, caffeic acid, luteoloside, β -ecdysterone and verbascoside, Aglient Eclipse 

XDB-C18 column (150 mm × 4.6 mm, 5 mm), mobile phase consisting of 0.1% phosphoric acid water (A) - acetonitrile (B), gradient 

elution, detection wavelength of 254 nm, volume flow rate of 1.0 mL·min−1, column temperature of 30 ℃, injection volume of 

10 μL. Results A total of 71 chemical components were detected in WSD, including flavonoids, phenolic acids, triterpenoid saponins 

and coumarins, according to primary, secondary and control samples by mass spectrometry. The linear relationships of the six 

components were good in the concentration range, and the average recoveries were 89.6%—93.0%. The average contents of 

geniposidic acid, aesculin, caffeic acid, luteoloside, β-ecdysterone and verbascoside in ten batches of samples were 2.92, 2.48, 1.72, 

1.38, 2.08, and 1.77 mg·g−1, respectively. Conclusion The established UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS/MS and HPLC method are 

stable, reliable and can be used for the identification and content determination of the chemical constituents of WSD.

Key words: Wushen Decoction; UPLC-Q-Exactive orbitrap-MS/MS; geniposidic acid; aesculin; caffeic acid; luteoloside; β-ecdysterone; 

verbascoside

五神汤源自清代陈士铎《洞天奥旨·骨痈》［1-2］，

主要用于治疗湿热蕴蒸而致的多骨痈，由金银花、

牛膝、车前子、茯苓和紫花地丁 5 味药材组成［3-4］。

处方中金银花疏散风热、清血散热［5-6］；牛膝强健筋

骨，引邪下行［7-8］；车前子清利湿热［9］；茯苓利水消

肿［10-11］；紫花地丁消肿散痛［12-13］。5味药材配伍，可

清热解毒、扶正固本、活血化瘀，是治疗骨痈的经典

方剂。现代医学根据五神汤的组方特性和祛瘀化

毒的治疗功效，将该方及其加味方应用于慢性骨髓

炎的治疗，疗效颇佳［14］。慢性骨髓炎发病处多为长

骨骨干，病程较久且病情繁复。如果医治不彻底将

会造成肢体形态异常与肢体功能退化，甚至会导致

骨折、关节僵硬等临床并发症的出现，更有甚者会

出现罕见癌症，极大程度上威胁患者生命［15］。

UPLC-Q-Exactive orbitrap-MS/MS 技术具有快

速、高效、强筛选性能，可用于复杂化学成分的鉴

定。因此，本实验利用该方法首次建立了五神汤中

化学成分的鉴定方法，对其复杂化学成分进行定性

分析，并对其中 6个目标成分进行了含量测定［16-19］，

以期为深入探讨五神汤的药效物质基础以及质量

控制研究提供理论和方法参考。

1　材料

1.1　主要仪器

Thermo Scientific ™ Q Exactive ™ 型 四 极 杆

Orbitrap 质谱仪（美国赛默飞世尔科技公司）；

ACQUITY 超高效液相色谱仪（美国沃特世公司）；

DFY-200A 型高速万能粉碎机（上海比郎仪器有限

公司）；LC-20AT型岛津高效液相色谱仪（日本岛津

公司）；XS205DU型十万分之一电子分析天平（瑞士

梅特勒-托利多公司）；Avanti J-26SXP型高速冷冻离

心机［美国贝克曼库尔特商贸（中国）有限公司］；

KQ2200DE型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器

有限责任公司）；Milli-Q Integral型超纯水机（德国

Millipore公司）。

1.2　试药及主要试剂

五神汤自制粉末：各组成药材粉碎后过 60 目

筛。为使实验结果具有代表性，实验前期于全国各

地中药材市场购买了 10批五神汤各组成单味药材，

置于阴凉处备用。经中国医科大学药学院靳鑫副

教授鉴定，金银花药材为忍冬科忍冬属植物忍冬

Lonicera japonica Thunb. 的干燥花蕾；车前子鉴定

为车前科植物车前 Plantago asiatica L.或平车前 P. 

depressa Willd.的干燥成熟的种子；茯苓经鉴定为多

孔菌科真菌 Poria cocos（Schw.）Wolf. 的干燥菌核；

紫花地丁经鉴定为堇菜科植物紫花地丁 Viola 

yedoensis Makino的干燥全草；牛膝经鉴定为苋科植

物牛膝Achyranthes bidentata Bl.的干燥根。将不同

来源的5种药材随机匹配，匹配结果见表1。

对照品：β-蜕皮甾酮（批号 FY00B5006，质量分

数≥98%）、京尼平苷酸（批号 FY161B7628，质量分

数≥98%）、秦皮甲素（批号FY00B4067，质量分数≥
98%）、毛蕊花糖苷（批号FY1624B0602，质量分数≥
98%）、咖啡酸（批号 FY132B5723，质量分数 ≥
98%）、木犀草苷（批号 FY1466B7017，质量分数≥
98%），均购自南通飞宇生物科技有限公司；乙

腈（HPLC级）、甲醇（HPLC级）均购自西格玛奥德里

奇（上海）贸易有限公司；甲酸（HPLC 级，美国

Dikma公司）。
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2　方法与结果

2.1　 UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS/MS 法定性

研究

色谱条件 ：ACQUIFY UPLCTM HSS T3 色谱

柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）；流动相：0.1% 甲酸

水（A）- 乙腈（B）；体积流量 0.2 mL·min−1；柱温

30 ℃；进样量3 μL；梯度洗脱程序见表2。

质谱条件：电喷雾离子源（ESI），采用正负离子扫描

检测；离子源温度550 ℃；气帘气（CUR）：206.84 kPa；雾

化气（gas1）和辅助气（gas2）为高纯度氮气，均为

379.21 kPa ；一 级 质 谱 扫 描 范 围 为 m/z 100 ～

1 500，二级质谱扫描范围为m/z 50～1 500；扫描时

间为35 min。

五神汤在正、负离子模式下的总离子流色谱图

见图 1。根据一级质谱中的分子离子，推测化合物

的相对分子质量和元素组成；再利用二级质谱信

息，与对照品及通过广泛查阅文献建立的专属于五

神汤的化合物信息库进行比对，推测五神汤的体外

化学成分。结果共检测出 71种成分（表 3），其中来

自于金银花药材的成分共有 25种，来自于牛膝药材

的共有 17种，来自于茯苓药材的共有 17种，来自于

车前子药材的共有 8种，来自于紫花地丁药材的共

有 4种。鉴定出来的 71种化学成分主要包括黄酮

类、酚酸类、三萜皂苷类以及香豆素类等。

表3　五神汤化学成分信息

Table 3　Compound information of WSD

1

2*

3

4

5*

6

7

8*

9*

10

11

1.74

1.94

2.08

2.13

6.89

7.73

7.88

8.04

8.15

8.56

8.65

1-caffeoylquinic acid

geniposidic acid

kingiside

unknown

chlorogenic acid

neochlorogenic acid

achyranthoside D

esculetin

rutinum

hyperoside

loniceri

C16H18O9

C16H22O10

C26H32N2O12

C35H36O18

C16H18O9

C16H18O9

C53H82O25

C9H6O4

C27H30O16

C21H20O12

C27H30O15

355.095 6

—

565.194 9

—

—

—

—

—

—

—

—

—

373.153 1

—

743.190 7

353.089 5

352.086 7

1 117.515 1

178.027 1

608.144 9

462.088 2

592.151 2

191.031 5、135.152 7

279.232 6

391.052 6、279.165 0

—

191.096 9

191.058 0

997.503 2、793.436 1

—

301.033 4

301.193 6

593.150 7

编号 tR/min 鉴定结果 分子式
m/z

［M＋H］＋ ［M－H］− MS/MS碎片（m/z）

表1　5味药材随机匹配信息

Table 1　Random matching information of five medicine 

materials

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

金银花

江苏东海

河南封丘

河南封丘

山东临沂

河南新密

河南原阳

河南新密

福建福州

山东平昌

福建福州

车前子

江西吉安

江西吉安

江西吉安

江西九江

江西吉水

四川广汉

贵州铜仁

河南岳阳

江西九江

江西吉水

茯苓

安徽岳西

湖南靖州

安徽安庆

湖北黄冈

湖北黄冈

安徽亳州

安徽六安

云南昆明

安徽亳州

河南安阳

紫花地丁

河北巨鹿

山东临沂

河北巨鹿

河北安国

河北安国

江苏沭阳

江苏沭阳

四川广汉

河北巨鹿

山东临沂

牛膝

河南安阳

河南焦作

河南新密

河南焦作

河北安国

广东佛山

河南安阳

河南新密

河南新密

河南焦作

表2　梯度洗脱程序

Table 2　Gradient elution program of HPLC method

t/min

0

5

15

25

30

35

0.1%甲酸水（A）/%

95

85

70

65

2

95

乙腈（B）/%

5

15

30

35

98

5

 

 

 

 

0      4      8     12     16    20     24    28     32 

t/min 

A 

B 

图1　五神汤在负（A）、正（B）离子模式下的总离子流色谱图

Fig. 1　Base peak ion chromatograms of WSD in negative 

(A) and positive (B) ionization mode
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12

13

14

15

16

17

18

19

20*

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31*

32

33

34

35

36

37*

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

8.69

8.71

8.76

8.78

8.80

8.85

9.06

9.06

9.14

9.49

9.24

9.98

10.06

10.08

10.13

10.29

10.36

10.63

10.68

10.79

11.42

11.19

11.33

11.53

13.04

13.05

14.35

15.29

15.65

15.74

15.92

16.34

18.35

18.78

19.39

19.59

19.73

19.98

20.77

20.33

20.57

centauroside

aldosecologanin or centauroside

aldosecologanin

unknown

rhoifolin

acteoside

16α-hydroxy-lanosta-8，24（31）-dien-

21-oic-acid

dehydrotrametenolic acid

acteoside

achyranthoside Ⅱ

baicalin

tryptophan

28-desglucosylchikusetsusaponin Ⅳ

L-phenylalaninosecologanin B

aisochlorogenic acid A

alonijapospiroside A

isochlorogenic acid B

BL-phenylalaninosecologanin B

isochlorogenic acid C

caffeic acid

ferulic acid

3，5-dimethoxy-benzyl alcohol-4-O-

β-D-glucopyranoside

D（-）-salicin

achyranthoside C

chikusetsusaponin V

quercetin

isorhamnetin

achyranthoside E

luteolin

N-feruloyltyramine

achyranthoside Ⅳ

loniceranan B

25R-inokosterone

inokosterone A

trametenolic acid

16α-hydroxydehydrotrametenolic 

acid T1

ecdysterone

polypodine B

8-epiloganic acid

dehydropachymic acid

poricoic acid D

C34H46O19

C34H46O19

C34H46O 19

C30H26O15

C27H30O14

C29H36O15

C30H46O3

C30H46O3

C29H36O15

C41H62O15

C21H18O11

C11H12N2O2

C41H64O13

C25H31NO10

C25H24O12

C27H31NO12

C25H24O12

C25H31NO10

C25H24O12

C9H8O4

C10H10O4

C15H22O9

C13H18O7

C47H72O20

C48H76O19

C15H10O7

C16H12O7

C46H70O19

C15H10O6

C18H19NO4

C41H60O15

C18H26O11

C27H44O7

C27H44O8

C30H48O3

C30H46O4

C27H44O7

C27H44O8

C17H26O10

C33H50O5

C31H46O6

759.263 8

—

—

—

—

—

455.345 2

455.344 1

—

795.408 3

—

—

765.4352

—

—

—

—

506.195 3

—

—

—

347.126 9

287.105 8

957.461 1

957.497 5

—

317.058 8

—

288.050 6

314.131 9

793.392 6

419.148 0

—

—

—

—

—

—

—

527.365 2

515.328 8

—

759.262 7

756.256 0

625.126 6

577.164 1

623.204 8

—

—

625.205 9

—

447.084 3

203.089 3

—

504.195 3

514.119 5

559.177 3

514.119 5

—

514.119 5

178.033 9

195.058 4

—

—

—

—

300.035 3

—

925.450 5

—

—

—

—

479.309 2

495.304 2

455.359 7

469.339 0

479.309 2

495.304 1

389.153 1

—

—

595.042 8、525.163 5

595.203 0、525.160 3、493.167 3

595.051 8、525.062 8

—

457.113 1、423.106 4、337.070 2、313.068 4

487.145 5、477.139 8、297.098 3、135.045 7

—

437.337 1、313.217 8、295.238 9

461.168 0、315. 111 6、161. 023 9

747.392 1、673.391 0、455.351 0

269.045 8、241.050 8、223.040 2、197.060 9

188.071 1、170.060 5、159.052 1、132.081 0

631.383 1、455.351 0、339.203 2

342.130 7、324. 122 4、272. 0927、228.103 3

353.095 1、179.034 9

264.084 5

353.095 1、179.034 9

324.047 3、342.163 2

353.095 1、179.034 9

161.002 5、151.193 1

1 178. 040 2、165. 052 9、121. 030 1

—

—

835.442 1、793.431 0、631.382 3

793.432 3、569.382 3、455.341 5

283.091 1、201.017 1

300.027 8、151.001 7、121. 026 7

793.432 3、631.383 2

153.015 5、133.021 1

177.053 2、145.023 1

673.392 3、631.382 1、455.351 0

342.094 9

319.192 4、159.103 2

495.291 0、391.194 6、175.092 3

323.223 5

—

319.192 4、159.103 2

495.291 0

390.152 6、227.083 5

451.353 8

497.329 1、479.017 9

续表3

编号 tR/min 鉴定结果 分子式
m/z

［M＋H］＋ ［M－H］− MS/MS碎片（m/z）
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53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69*

70

71

20.59

22.16

23.24

24.94

26.84

28.06

28.14

28.24

28.35

28.72

29.88

30.21

30.54

30.70

30.95

31.00

31.79

32.30

32.32

25S-inokosterone

achyranthoside G

cryptochlorogenic acid

oleic acid

eburiconic acid

poricoic acid E

luteolin 7-O-rutinoside

apigenin

29-hydroxydehydropachyymic acid

3β-P-hydroxybenzoyl 

dehydrotumolosic acid

poricoic acid DM

poricoic acid B

hydroxyl-carboxyl phenylpropionic 

acid

luteoloside

hydroquinone O-β-D-

glucopyranoside

N-acetyl glutamic acid-1-ethyl-5-

methyl ester

oleanolic acid

isoacteoside

25-hyroxypachymic acid

C27H44O7

C47H72O20

C16H18O9

C18H34O2

C31H50O3

C30H44O6

C27H30O15

C15H10O5

C33H50O6

C38H52O6

C32H48O6

C30H44O5

C10H10O5

C21H20O11

C12H16O7

C10H17NO5

C30H48O3

C29H36O15

C33H52O6

—

—

—

—

471.376 5

—

—

271.052 2

543.361 2

—

527.345 6

485.319 4

—

449.100 0

271.090 1

232.110 1

—

—

—

479.309 2

955.462 2

352.086 7

281.255 3

—

499.313 2

593.159 0

—

—

603.376 9

—

—

209.052 2

—

—

—

458.367 6

623.204 8

543.375 8

319.192 4、159.103 2

832.442 1、793.322 3、455.356 2

191.054 4

—

—

482.302 1、265.291 2

285.153 8

225.055 4、201.055 3、151.003 6

—

—

—

467.014 6、449.100 2

165.055 8、121.066 1、93.034 7

285.040 7

123.045 3、93.034 7

—

501.357 3

487.145 5、477.139 8、297.098 3、135.045 7

527.372 1、295.239 3

续表3

编号 tR/min 鉴定结果 分子式
m/z

［M＋H］＋ ［M－H］− MS/MS碎片（m/z）

*与对照品对照指认

*Identification by comparison with reference substance

2.1.1　酚酸类成分的分析 鉴定出的酚酸类成分

主要来自于五神汤中的君药金银花，包括绿原酸、

隐绿原酸、异绿原酸A、异绿原酸B、异绿原酸C、咖

啡酸等。通过查阅文献，对化合物的质谱裂解模式

进行详细分析，为酚酸类成分的鉴定提供了可靠依

据。以 5号峰为例，保留时间为 6.89 min，其分子式

为 C16H18O9，由软件计算出其相对分子质量为

354.094 5，在负离子模式下丢失H形成了准分子离

子峰［M－H］−，m/z为 353.089 5。二级质谱中丢失 1

分子的葡萄糖残基 -C6H10O5，碎片离子显示 m/z 

191.013 4，结合对照品以及文献数据报道［20］，推测

其为绿原酸，为五神汤中的君药金银花在《中国药

典》2020年版中记载的含量测定的指标性成分。裂

解途径见图2。

2.1.2　黄酮类成分的分析 解析出的黄酮类成分

多存在于金银花、车前子和紫花地丁中。五神汤中

的黄酮类化合物具有相似的裂解规则，以 9号峰为

例，保留时间为 8.15 min，准分子离子峰为 609.144 9

［M－H］−，推测分子式为C27H30O16，相对分子质量为

610.142 5，准分子离子峰脱去 1个鼠李糖基产生二

级碎片离子 m/z 463.082 4，继而失去芸香糖得到碎

片离子 m/z 301.033 2，继续发生裂解得到碎片离子

m/z 151.005 9。结合文献总结出以上化合物裂解规

则［21］，推测出该物质为芦丁。裂解途径见图3。

2.1.3　三萜皂苷类成分的分析 五神汤中的三萜

皂苷类成分主要来自于臣药牛膝，也是牛膝发挥抗

炎作用的主要活性成分。五神汤中的三萜皂苷类

成分的裂解途径具有一定的相似性。以 70号峰为

例，保留时间为 31.79 min，在负离子模式下有较

好的响应，m/z 处给出分子离子峰［M－H］− ，根
据软件推测其分子式为 C30H48O3 ，同时质谱数据

显示了发生在侧链的 RDA 裂解特征峰 m/z 248、

208，根据文献推测出该物质为齐墩果酸［22］，为评价

牛膝质量的指标性成分。裂解途径见图4。
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2.1.4　香豆素类成分的分析 五神汤中鉴定出的

香豆素成分主要来自于紫花地丁，包括秦皮乙素、

秦皮甲素、6-羟基香豆素-7-O-α-L-鼠李糖基-（1→6）-O-

β-D-葡萄糖苷等。香豆素类化合物的裂解规则为在

CID裂解中易发生开环，在二级质谱裂解中母离子

容易丢失中性分子，侧链丢失其他基团。这种裂解

方式是香豆素类化合物的特征裂解规则［23］。秦皮

乙素裂解途径见图5。

图2　绿原酸裂解途径

Fig. 2　Chlorogenic acid cracking pathway

图3　芦丁裂解途径

Fig. 3　Rutin cracking pathway

图4　齐墩果酸裂解途径

Fig. 4　Oleanolic acid cracking pathway
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2.2　HPLC 法检测五神汤中京尼平苷酸、秦皮甲

素、咖啡酸、木犀草苷、β-蜕皮甾酮和毛蕊花糖苷

2.2.1　色谱条件　Aglient Eclipse XDB-C18 色 谱

柱（ 150 mm×4.6 mm ，5 mm）；流动相为 0.1% 磷

酸水（A）-乙腈（B）；梯度洗脱；检测波长 254 nm；

体积流量 1.0 mL·min−1；柱温 30 ℃；进样量 10 μL；梯

度洗脱程序见表4。

2.2.2　溶液的制备 对照品溶液制备：精密称取秦

皮甲素、木犀草苷、β-蜕皮甾酮、京尼平苷酸、咖啡

酸、毛蕊花糖苷对照品适量，置于 25 mL 棕色量瓶

中，用 50%甲醇溶解并定容至刻度线，摇匀，即制得

质量浓度分别为 415.60、371.20、579.20、356.00、

453.60、381.60 μg·mL−1 的混合对照品溶液 ，过

0.45 μm微孔滤膜，于4 ℃条件下储存备用。

供试品溶液制备：精密称取S1批五神汤药材粉

末 1 g，置于具塞锥形瓶中，精密加入 10 mL体积分

数为 50% 的甲醇溶液，摇匀，称定质量，超声处

理 40 min（超声频率 40 kHz、超声功率 100 W），放冷

后再次称质量，以50%甲醇补足减少质量。5 000 r·min−1

离心 10 min，取上清液 3 mL，用 50% 甲醇定容至

10 mL，摇匀，过 0.45 μm 微孔滤膜，即得供试品

溶液。

2.2.3　专属性考察 分别吸取混合对照品溶液、供

试品溶液以及空白溶剂，按照“2.2.1”项下色谱条件

进样分析，记录色谱图，见图 6。结果各组峰之间无

干扰，分离度符合要求，表明该方法专属性良好。

2.2.4　线性范围 精密吸取混合对照品溶液 8.0、

5.0、1.5、1.2、1.0、0.8 mL置于 25 mL棕色量瓶中，以

50% 甲醇稀释并定容，摇匀，制备线性系列溶液。

按“2.2.1”项下的色谱条件进样，对 6种成分的质量

浓度及相对应的峰面积进行线性回归 ，结果

见表5。

2.2.5　精密度 精密称取同 1 批次五神汤样品粉

末（S1），按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按

照“2.2.1”项下色谱条件连续 6次进样，计算得京尼

平苷酸、秦皮甲素、咖啡酸、木犀草苷、β-蜕皮甾酮和

毛蕊花糖苷峰面积的 RSD 分别为 1.95%、2.28%、

2.37%、2.53%、1.13%、2.68%，表明仪器的精密度

良好。

2.2.6　重复性 精密称取同 1 批次五神汤样品粉

末（S1），按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液 6 份，

按“2.2.1”项下色谱条件进样分析，京尼平苷酸、秦

皮甲素、咖啡酸、木犀草苷、β-蜕皮甾酮、毛蕊花糖苷

的质量分数 RSD 值分别为 0.60%、1.36%、1.12%、

1.29%、1.47%、2.09%，表明该方法重复性良好。

2.2.7　稳定性 移取供试品溶液（批次S1），分别在

室温下放置 0、2、4、8、12、24 h进样测定，京尼平苷

表4　梯度洗脱程序

Table 4　Gradient elution program of HPLC method

t/min

  0

10

15

20

30

35

45

0.1%磷酸水（A）/%

92

88

80

75

64

54

92

乙腈（B）/%

8

12

20

25

36

46

8

1-京尼平苷酸 ; 2-秦皮甲素 ; 3-咖啡酸 ; 4-木犀草苷 ; 5-β -蜕皮

甾酮; 6-毛蕊花糖苷

1-genipine glycoside; 2-esculine; 3-caffeic acid; 4-luteolin; 

5-β-ecdysterone; 6-litenin

图6　五神汤中6种成分的HPLC专属性色谱图

Fig. 6　HPLC specific chromatograms of six components 

in WSD

图5　秦皮乙素裂解途径

Fig. 5　Acetonitrin cracking pathway

表5　五神汤中6种成分的线性相关性

Table 5　Linear relationships of six components from WSD

待测物

京尼平苷酸

秦皮甲素

咖啡酸

木犀草苷

β-蜕皮甾酮

毛蕊花糖苷

线性方程

Y＝8 775.2 X－196 533

Y＝6 015.8 X－144 482

Y＝21 911 X－669 513

Y＝21 124 X－457 079

Y＝19 685 X－657 605

Y＝29 857 X－660 686

R2

0.999 9

0.999 8

0.999 7

0.999 3

0.999 8

0.999 3

线性范围/

（μg·mL−1）

28.48～356.00

33.25～415.60

36.29～453.60

29.76～371.20

46.34～579.20

30.53～381.60
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酸、秦皮甲素、咖啡酸、木犀草苷、β-蜕皮甾酮和毛蕊

花糖苷峰面积的RSD分别为 1.45%、1.21%、0.56%、

1.86%、1.27%、1.21%，表明供试品溶液在24 h内稳定性

较好。

2.2.8　加样回收率 精密称取已知含量的 S1批次

五神汤样品 9份，每份 0.5 g，按对照品加入量与样品

中待测成分之比为 0.8∶1、1∶1、1.2∶1，精密加入低、

中、高质量浓度的对照品，按“2.2.2”项下方法制备

供试品溶液，进样分析。结果表明 6种成分的平均

回 收 率 均 在 89.6%～93.0%，RSD 值 在 4.4%～

10.4%，表明建立的方法准确度良好。

2.2.9　样品含量测定 精密称取10批五神汤样品粉末，

制备供试品溶液，按照“2.2.1”项下色谱方法进样分析，根

据线性方程利用外标法计算含量，结果显示，10批五神汤

样品中6种成分的含量差异较大，各成分的RSD值在

6.69%～17.54%。测定结果见表6。

3　讨论

3.1　色谱条件的优化

流动相考察：研究前期对于建立HPLC法同时

测定五神汤中 6种成分的含量进行了探索和优化，

分别考察了甲醇-水、乙腈-水、甲醇-0.1%磷酸溶液、

乙腈-0.1%磷酸溶液等常见的流动相系统对于五神

汤中各物质的洗脱效果。相比之下，以 0.1% 磷酸

水（A）-乙腈（B）作为流动相时基线相对平稳，峰形

良好，分离效果更为理想。

检测波长考察：选择检测波长时，考察了样品

在 203、254、330 nm等不同检测波长下的出峰情况，

结果发现色谱峰在 254 nm下得到的色谱峰信息较

全、响应值较高，具有良好的代表性，故将 254 nm确

定为五神汤定量测定的检测波长。

3.2　指标性成分的选择

在实验开展前期，查阅了《中国药典》2020年版

一部中对于五神汤中各味药材已经明确的检测指

标，发现来自于金银花的咖啡酸，来自于车前子的

京尼平苷酸和毛蕊花糖苷，来自于紫花地丁的秦皮

甲素和木犀草苷以及来自于牛膝的 β-蜕皮甾酮是

各单味药材的主要活性成分，均具有解热镇痛、抗

炎抑菌、抗氧化、调节免疫功能等药理作用，与五神

汤功效密切相关。

五神汤是由金银花、牛膝、车前子、茯苓和紫花

地丁 5味药材组成的复方制剂，目前尚无研究对五

神汤中含有的药效成分进行明确报道，本实验利用

UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS/MS方法初步建立了

快速、可靠、简便的五神汤化学成分分析方法。通

过与对照品、文献数据库、准分子离子以及二级碎

片离子的比对，从五神汤中共解析出 72个成分，主

要为酚酸类、黄酮类、三萜皂苷类以及香豆素类等，

进而利用HPLC法对 10批五神汤中覆盖 5味药材的

6个有效成分（京尼平苷酸、秦皮甲素、咖啡酸、木犀

草苷、β-蜕皮甾酮和毛蕊花糖苷）进行定量研究。该

方法简便可靠，可为五神汤的药效物质基础、质量

标准以及日后的临床用药提供理论和数据支持。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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