
中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 50 卷 第 2 期 2019 年 1 月 

  

·402· 

HPLC-ESI-MS/MS 同时测定八珍益母丸中 9 种有效成分 
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摘  要：目的  建立了 HPLC-ESI-MS/MS 法同时测定八珍益母丸中盐酸水苏碱、盐酸益母草碱、芍药苷、阿魏酸、甘草苷、

党参炔苷、毛蕊花糖苷、白术内酯 I 和猪苓酸 C 9 种有效成分的分析方法。方法  HPLC 法采用色谱柱 Waters Atlantis T3 柱

（150 mm×4.6 mm，3.0 μm），流动相为甲醇-0.1%甲酸水溶液，梯度洗脱，体积流量 0.5 mL/min，进样量 10 μL；质谱采用

电喷雾离子源、负离子模式（ESI−），通过多反应监测（MRM）同时对八珍益母丸中的 9 种有效成分进行定量分析。结果  八

珍益母丸中 9 种有效成分盐酸水苏碱、盐酸益母草碱、芍药苷、阿魏酸、甘草苷、党参炔苷、毛蕊花糖苷、白术内酯 I 和猪

苓酸 C 的线性范围分别为 0.04～40.00 μg/mL（r＝0.999 2）、0.04～40.00 μg/mL（r＝0.999 3）、1.0～100.0 μg/mL（r＝0.999 1）、

0.2～20.0 μg/mL（r＝0.999 6）、0.2～20.0 μg/mL（r＝0.997 5）、0.05～5.00 μg/mL（r＝0.999 4）、0.1～10.0 μg/mL（r＝0.999 4）、

0.1～10.0 μg/mL（r＝0.999 2）、0.1～10.0 μg/mL（r＝0.999 2），平均加样回收率分别为 99.7%、98.1%、98.5%、101.5%、99.5%、

98.4%、99.1%、101.2%、100.1%，RSD 值分别为 0.52%、0.64%、1.08%、1.12%、0.39%、0.74%、0.91%、0.54%、0.47%。

9 批八珍益母丸样品中 9 种有效成分的质量分数分别为 0.423～0.752、0.505～0.722、0.613～1.300、0.102～0.184、0.195～

0.255、0.021～0.035、0.034～0.072、0.039～0.063、0.051～0.095 mg/g。结论  所建立的分析方法简单、灵敏度高、专属性

好，可应用于不同厂家、不同生产批次的八珍益母丸中有效成分的测定及质量控制。 
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Abstract: Objective  To develop and validate a high performance liquid chromatography coupled with electrospray tandem mass 

spectrometry (HPLC-ESI-MS/MS) method for simultaneously qualitative and quantitative determination of nine major bioactive 

components (stachydrine hydrochloride, leonurine hydrochloride, paeoniflorin, ferulic acid, liquiritin, lobetyolin, verbascoside, 

atracylenolide I, and polyporenic acid C) in Bazhen Yimu Pills (BYP). Methods  The chromatographic separation was performed 

on an Waters Atlantis T3 column (150 mm × 4.6 mm, 3.0 μm) with a gradient elution of methanol and 0.1% formic acid in water at a 

flow rate of 0.5 mL/min, and the injection volume was 10 μL. The nine major bioactive components were detected using an 

electrospray ionization source in negative ionization mode (ESI−) and quantified by multiple reaction monitor (MRM) scanning at the 

same time. Results  The linear ranges of stachydrine hydrochloride, leonurine hydrochloride, paeoniflorin, ferulic acid, liquiritin, 

lobetyolin, verbascoside, atracylenolide I, and polyporenic acid C were 0.04—40.00 μg/mL (r = 0.999 2), 0.04—40.00 μg/mL (r = 

0.999 3), 1.0—100.0 μg/mL (r = 0.999 1), 0.2—20.0 μg/mL (r = 0.999 6), 0.2—20.0 μg/mL (r = 0.997 5), 0.05—5.00 μg/mL (r =  
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0.999 4), 0.1—10.0 μg/mL (r = 0.999 4), 0.1—10.0 μg/mL (r = 0.999 2), 0.1—10.0 μg/mL (r = 0.999 2), and the average recoveries 

were 99.7% (RSD = 0.52%), 98.1% (RSD = 0.64%), 98.5% (RSD = 1.08%), 101.5% (RSD = 1.12%), 99.5% (RSD = 0.39%), 98.4% 

(RSD = 0.74%), 99.1% (RSD = 0.91%), 101.2% (RSD = 0.54%), and 100.1% (RSD = 0.47%), respectively. The content of nine batches 

of the nine major bioactive components were 0.423—0.752, 0.505—0.722, 0.613—1.300, 0.102—0.184, 0.195—0.255, 0.021—0.035, 

0.034—0.072, 0.039—0.063, and 0.051—0.095 mg/g, respectively. Conclusion  The developed method is simple, specific, and 

sensitive, and it can be applied for the determination of nine major bioactive components and the quality control of BYP collected from 

different production batches.  

Key words: Bazhen Yimu Pills; stachydrine hydrochloride; leonurine hydrochloride; paeoniflorin; ferulic acid; liquiritin; lobetyolin; 

verbascoside; atracylenolide I; polyporenic acid C; HPLC-ESI-MS/MS 

 

八珍益母丸（Bazhen Yimu Pills，BYP）是由益

母草、熟地黄、当归、党参、炒白术、酒白芍、川

芎、茯苓与甘草 9 味中药组成，具有益气养血、活

血调经的作用，用于气血两虚兼有血瘀所致的月经

不调，症见月经周期错后、行经量少、淋漓不净、

精神不振、肢体乏力[1-2]。临床研究表明，BYP 具

有治疗产后出血[3-4]、闭经[5]、月经不调的功效[6]。

基于 BYP 中各单味中药的药理作用，结合该中成药

的药效基础，确定其有效成分。 

在《中国药典》2015 年版一部中，芍药苷作为

该中成药的指标成分，芍药苷也是中药材芍药的指

标成分；益母草中的盐酸水苏碱与盐酸益母草碱具

有收缩子宫与减少子宫出血的作用[7-8]；当归与川芎

中的阿魏酸具有抑制血小板聚集、解除血管平滑肌

痉挛、抗炎止痛、抗自由基以及调节人体免疫的功

能[9]；党参中的党参炔苷是聚炔类化学成分，为《中

国药典》2015 年版中党参质量评价的重要指标之

一，具有抗氧化、补中益气的作用[10]；茯苓中的猪

苓酸 C 为茯苓三萜酸类成分，据文献报道[11]，茯苓

三萜酸类成分具有抗炎、免疫调节的药理作用；熟

地黄中的毛蕊花糖苷具有抗炎、抗氧化的药理作  

用[12]；白术中的白术内酯 I 对卵巢癌细胞具有抑制

作用[13]；甘草中的甘草苷具有抗炎与抗氧化的作 

用[14]。结合 BYP 的质量研究相关文献报道[15-21]，

最终确定盐酸水苏碱、盐酸益母草碱、芍药苷、阿

魏酸、甘草苷、党参炔苷、毛蕊花糖苷、白术内酯

I 和猪苓酸 C 9 种成分作为 BYP 的质量研究的指标

性成分。 

为了更好地检测该中成药的指标性成分，本实

验采用液质联用方法进行定量测定。因此，本实验

首次建立了 HPLC-ESI-MS/MS 同时测定 BYP 中 9

种有效成分的方法，所建立的分析方法简单、灵敏

度高、专属性好，可应用于不同厂家、不同生产批

次的 BYP 中有效成分的测定及质量控制。 

1  仪器与试药 

4500QtrapTM 质谱仪，美国 Applied Biosystem

公司；XPE105 型电子天平，瑞士梅特勒托利多公

司；KD2000 超声仪，昆山超声仪器有限公司。 

对照品阿魏酸（批号 110773-201313，质量分

数 99.6%）、盐酸水苏碱（批号 110712-201614，质

量分数 100%）、盐酸益母草碱（批号 111823-201704，

质量分数 95.2%）、芍药苷（批号 110736-201741，

质量分数 95.2%）、甘草苷（批号 111610-201607，

质量分数 93.7%）、党参炔苷（批号 111732-201607，

质量分数 99.6%）、毛蕊花糖苷（批号 111530- 

201713，质量分数 96.7%）和白术内酯 I（批号

111975-201501，质量分数以 99.9%计）均购自中国

食品药品检定研究院；对照品猪苓酸 C（批号

20170202，质量分数 99.4%）购于成都德思特生物

技术有限公司；甲醇为色谱纯，美国西格玛公司；

水为超纯水，其余试剂均为分析纯。 

9 批 BYP 购于药店，分别来源于吉林金麦通制

药有限公司（批号 20170604、20170808、20171120，

S1～S3）、沈阳中药制药有限公司（批号 20170311、

20170523、20170909，S4～S6）、长春新安药业有

限公司（批号 20170425、20170714、20171211，S7～

S9）。 

2  方法与结果 

2.1  高效液相色谱条件 

色谱柱为 Waters Atlantis T3 柱（150 mm×4.6 

mm，3.0 μm）；柱温 40 ℃；流动相为甲醇-0.1%甲

酸水溶液，体积流量 0.5 mL/min；梯度洗脱：0～5 

min，60%甲醇；5～8 min，60%～65%甲醇；8～12 

min，65%～75%甲醇；12～20 min，75%～80%甲

醇；20～25 min，60%甲醇；进样量为 10 μL。 

2.2  质谱条件 

质谱采用电喷雾离子源；负离子模式（ESI−）；

多反应监测（MRM）；离子源喷雾电压 5 500 V；雾
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化温度 600 ℃；雾化器气体（gas1）60 psi（1 psi＝

6.895 kPa）；辅助器气体（gas2）60 psi；载气 N2 35 

psi。质谱数据的相关参数见表 1。混合对照品溶液、

供试品溶液的总离子流图和 9 种成分的二级质谱图

见图 1。 

2.3  混合对照品溶液制备 

精密称取盐酸水苏碱、盐酸益母草碱、芍药苷、

阿魏酸、甘草苷、党参炔苷、毛蕊花糖苷、白术内

酯 I 和猪苓酸 C 适量，分别置 50 mL 量瓶中，加甲

醇-水（1∶1）溶解并稀释至刻度，得各对照品储备

液，备用。再精密吸取各对照品储备液适量置 100 

mL 量瓶中，甲醇-水（1∶1）稀释至刻度，得含盐

酸水苏碱 4.0 μg/mL、盐酸益母草碱 4.0 μg/mL、芍

药苷 10 μg/mL、阿魏酸 2.0 μg/mL、甘草苷 2.0 

μg/mL、党参炔苷 0.5 μg/mL、毛蕊花糖苷 1.0 μg/mL、

白术内酯 I 1.0 μg/mL 和猪苓酸 C 1.0 μg/mL 的混合

对照品溶液，备用，低温避光保存。 

2.4  供试品溶液制备 

取装量差异项下的大蜜丸，剪碎，混匀，取约

1 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入稀乙醇 

表 1  BYP 9 种有效成分的质谱数据  

Table 1  HPLC-ESI-MS/MS data of nine effective components in BYP 

化学成分 tR/min 相对分子质量 一级质谱 (m/z) 二级质谱 (m/z) 去簇电压 (DP)/V 碰撞电压 (CE)/V 

盐酸水苏碱  3.5 179.6 143.0  83.1  −40 −20 

盐酸益母草碱  4.1 347.8 311.0 196.1  −70 −30 

芍药苷  4.7 480.5 525.1 327.1  −60 −10 

阿魏酸  6.5 194.2 193.1 133.6  −50 −30 

甘草苷  9.8 418.4 417.1 255.0 −100 −28 

党参炔苷 10.6 396.4 441.2 178.9 −100 −12 

毛蕊花糖苷 12.9 624.6 623.3 161.0  −65 −42 

白术内酯 I 13.7 230.3 229.1 213.1  −60 −30 

猪苓酸 C 18.6 482.7 481.5 419.5 −130 −50 
 

       

 

       

       

       

 

1-阿魏酸  2-猪苓酸 C  3-白术内酯 I  4-芍药苷  5-盐酸水苏碱  6-盐酸益母草碱  7-党参炔苷  8-毛蕊花糖苷  9-甘草苷 

1-ferulic acid  2-polyporenic acid C  3-atracylenolide I  4-paeoniflorin  5-stachydrine hydrochloride  6-leonurine 

hydrochloride  7-lobetyolin  8-verbascoside  9-liquiritin 

图 1  混合对照品溶液 (A)、供试品溶液 (B) 的总离子流图和 9 种成分的二级质谱图 (C) 

Fig. 1  Total-ion chromatograms of mixed reference substances (A), samples (B) and second mass spectrum of reference 

substances (C) 
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25 mL，密塞，称定质量，超声处理（功率 250 W，

频率 25 kHz）40 min，放冷，再称定质量，用稀乙

醇补足减失的质量，摇匀，滤过，离心，取上清液，

即得。 

2.5  线性关系考察、检测限与定量限 

精密吸取按“2.3”项下方法制备的混合对照品

储备液适量，分别置 100 mL 量瓶中，以甲醇-水 1∶

1 定容，摇匀，即得系列质量浓度的混合对照品溶

液。分别吸取上述系列混合对照品溶液各 10 μL，

注入液相色谱仪，记录色谱图。以峰面积积分值（Y）

对质量浓度（X）进行线性回归，得回归方程，见

表 2。 

表 2  BYP 中 9 种有效成分的线性方程、检出限与定量限 

Table 2  Calibration curves, LOD, and LOQ of nine effective components in BYP 

化学成分 线性方程 r 线性范围/(μg∙mL−1) 检出限/(ng∙mL−1) 定量限/(ng∙mL−1) 

盐酸水苏碱 Y＝255.3 X＋6.237 0.999 2 0.04～ 40.00 0.324 0.884 

盐酸益母草碱 Y＝3.674 X＋21.64 0.999 3 0.04～ 40.00 0.421 1.328 

芍药苷 Y＝344.1 X－10.35 0.999 1 1.00～100.00 0.266 0.752 

阿魏酸 Y＝122.6 X＋1.289 0.999 6 0.20～ 20.00 0.338 0.984 

甘草苷 Y＝88.24 X＋4.287 0.999 5 0.20～ 20.00 0.359 1.101 

党参炔苷 Y＝100.8 X＋128.0 0.999 4 0.05～  5.00 0.328 0.991 

毛蕊花糖苷 Y＝155.4 X＋20.17 0.999 4 0.10～ 10.00 0.402 1.186 

白术内酯 I Y＝44.28 X＋30.22 0.999 2 0.10～ 10.00 0.425 1.258 

猪苓酸 C Y＝78.26 X－9.421 0.999 2 0.10～ 10.00 0.367 1.067 

 

2.6  精密度试验 

精密吸取同一对照品溶液 10 μL，重复进样 6

次，记录峰面积。结果显示，盐酸水苏碱、盐酸益

母草碱、芍药苷、阿魏酸、甘草苷、党参炔苷、毛

蕊花糖苷、白术内酯 I 和猪苓酸 C 的峰面积 RSD 值

分别为 0.85%、0.99%、1.12%、1.24%、0.72%、1.04%、

0.53%、0.76%、1.11%，表明精密度良好。 

2.7  重复性试验 

取一批 BYP（批号 20170604）6 份，按“2.4”

项下方法平行制备 6 份供试品溶液，按“2.1” “2.2”

项下液相色谱条件与质谱条件测定，结果显示，盐

酸水苏碱、盐酸益母草碱、芍药苷、阿魏酸、甘草

苷、党参炔苷、毛蕊花糖苷、白术内酯 I 和猪苓酸

C 的平均质量分数的 RSD 分别为 0.68%、1.06%、

0.84%、0.88%、1.18%、0.61%、0.97%、0.66%、0.60%，

表明方法的重复性良好。 

2.8  稳定性试验 

精密吸取同一供试品溶液（批号 20170604）各

10 μL，按“2.1”“2.2”项下液相色谱条件与质谱条

件分别于 0、2、4、6、8、12、18、24 h 进样测定，

结果显示盐酸水苏碱、盐酸益母草碱、芍药苷、阿

魏酸、甘草苷、党参炔苷、毛蕊花糖苷、白术内酯

I 和猪苓酸 C 的平均质量分数 RSD 均小于 2.0%，

表明供试品溶液在 24 h 内基本稳定。 

2.9  加样回收率试验 

取同一批号样品（批号为 20170604）9 份，每

份约 1.0 g，精密称定，分成 3 组，分别按已知质量

分数的 50%、100%、150% 3 个水平加入混合对照

品溶液，按“2.4”项下方法制备，依法测定，计算

回收率。盐酸水苏碱、盐酸益母草碱、芍药苷、阿

魏酸、甘草苷、党参炔苷、毛蕊花糖苷、白术内酯

I 和猪苓酸 C 的平均回收率分别为 99.7%、98.1%、

98.5%、101.5%、99.5%、98.4%、99.1%、101.2%、

100.1%，RSD 分别为 0.52%、0.64%、1.08%、1.12%、

0.39%、0.74%、0.91%、0.54%、0.47%。 

2.10  耐用性考察 

取批号为 20170604 的 BYP 适量，按照“2.4”

项下供试品溶液制备方法配制，按“2.1”“2.2”项

下液相色谱条件与质谱条件进行分析，记录色谱图。

考察不同柱温、不同体积流量微小变化及不同批号

色谱柱变化对测定的影响。结果显示，柱温、体积

流量与流动相比例的微小变化对样品的测定无明显

影响，表明耐用性良好。 

2.11  样品测定 

取收集到的 9 批样品，按“2.4”项下方法制备

供试品溶液，依法测定，用外标法计算样品中盐酸

水苏碱、盐酸益母草碱、芍药苷、阿魏酸、甘草苷、

党参炔苷、毛蕊花糖苷、白术内酯 I 和猪苓酸 C 的
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量，结果见表 3。9 批次供试品中盐酸水苏碱、盐酸

益母草碱、芍药苷、阿魏酸、甘草苷、党参炔苷、

毛蕊花糖苷、白术内酯 I 和猪苓酸 C 质量分数分别

为 0.423～0.752、0.505～0.722、0.613～1.300、

0.102～0.184、0.195～0.255、0.021～0.035、0.034～

0.072、0.039～0.063、0.051～0.095 mg/g。其中由

于厂家购买的药材产地来源的差异与制备工艺的不

同，导致测定结果的差异。在 S1～S3 样品中，阿

魏酸的含量较低；在 S4～S6 样品中，芍药苷的含

量高于其他 2 个厂家，但是其他 2 个厂家的芍药苷

都符合《中国药典》2015 年版的标准；在 S7～S9

样品中，毛蕊花糖苷的含量较低。 

表 3  BYP 中 9 种有效成分的测定结果 ( x s , n = 3) 

Table 3  Quantitative determination of nine components in BYP ( x s , n = 3) 

编号 
质量分数/(mg∙g−1) 

阿魏酸 猪苓酸 C 白术内酯 I 芍药苷 盐酸水苏碱 盐酸益母草碱 党参炔苷 毛蕊花糖苷 甘草苷 

S1 0.102±0.003 0.082±0.001 0.050±0.001 0.811±0.004 0.423±0.005 0.505±0.003 0.035±0.001 0.061±0.002 0.212±0.004 

S2 0.124±0.003 0.089±0.001 0.044±0.001 0.925±0.003 0.456±0.005 0.561±0.004 0.031±0.001 0.069±0.002 0.231±0.005 

S3 0.115±0.002 0.076±0.001 0.041±0.001 0.836±0.002 0.537±0.001 0.542±0.003 0.039±0.001 0.072±0.001 0.205±0.005 

S4 0.169±0.001 0.095±0.002 0.039±0.001 1.254±0.001 0.699±0.004 0.635±0.002 0.025±0.002 0.044±0.002 0.195±0.003 

S5 0.158±0.002 0.088±0.001 0.047±0.002 1.237±0.004 0.752±0.003 0.666±0.001 0.021±0.002 0.049±0.001 0.206±0.004 

S6 0.165±0.001 0.074±0.001 0.052±0.002 1.300±0.003 0.716±0.001 0.671±0.002 0.028±0.002 0.052±0.003 0.211±0.003 

S7 0.184±0.001 0.055±0.001 0.061±0.001 0.613±0.001 0.564±0.002 0.714±0.002 0.029±0.002 0.038±0.002 0.246±0.002 

S8 0.156±0.002 0.061±0.002 0.063±0.001 0.859±0.002 0.588±0.001 0.722±0.004 0.027±0.001 0.039±0.001 0.238±0.004 

S9 0.129±0.003 0.051±0.001 0.059±0.002 0.827±0.002 0.571±0.002 0.709±0.001 0.022±0.002 0.034±0.001 0.255±0.003 

 

3  讨论 

液质联用的分析方法是专属性比较高的测定方

法，目前，已经广泛应用于中成药的质量标准研究

中[22-23]，特别是该中成药中的盐酸水苏碱紫外没有

吸收，不适合采用液相色谱法进行分析。本实验首

次建立了液质联用法同时测定BYP中9种指标成分

的方法，有利于提高该中成药的质量标准。 

由于 9 种指标成分的极性差异较大，同时考虑

到质谱对流动相的要求，本课题组选用了不同填料

的色谱柱进行研究，包括氨基柱、氰基柱、C8柱、

苯基柱等，最终选择色谱柱 Waters Atlantis T3 柱，

更有利于各个成分的分离。对质谱条件进行了优化，

9 种成分在负离子模式下响应更好；在负离子模式

下对气体体积流量、雾化温度、裂解电压等进行了

优化，确定了最优的质谱条件。 
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