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摘要:目的 建立超高效液相色谱􀆼质谱仪联用技术(UPLC􀆼MS)对地耳草中黄酮类成分分析的方法。方法 采用Alltima
 

C18
色谱柱(5μm,250mm×4.6mm,i.d.),以乙腈􀆼0.8%醋酸为流动相,梯度洗脱,流速为0.8mL/min,检测波长为254nm,柱温

为30℃。在电喷雾负离子模式下监测采集数据。结果 初步鉴定8种黄酮类化合物,并同时测定其中6种黄酮的含量。6
种黄酮类化合物的浓度与峰面积的线性关系良好(r2>0.9982);加样回收率为97.6%~99.7%。结论 该方法准确可靠,重

现性好,可作为地耳草内在质量评价的依据。
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  地耳草系藤黄科植物地耳草 Hypericum
 

ja-
ponicum

 

Thunb.干燥全草,具清热利湿、解毒消肿

之功效,主治湿热黄疸、泄泻、痢疾、疮痂痈肿、急性

肾炎、血吸虫病等症,其注射液已广泛用于临床,治
疗急、慢性肝炎,效果均显著[1]。

目前对地耳草的质量控制,多用 HPLC法同时

测定地耳草中黄酮类成分的含量或进行指纹图谱评

价[2􀆼3]。但有关采用 UPLC􀆼MS联用技术对地耳草

的研究未见报道。本文采用UPLC􀆼MS联用技术对

不同产地、不同采收期地耳草进行分析,测定其总离

子流图谱,并对部分色谱峰进行了初步归属,通过与

对照品及相关质谱数据比较分析,初步鉴定其中8

种黄酮类化合物,并用 UPLC􀆼DAD法对6种黄酮

类化合物的含量同时测定。该方法准确可靠,重现

性好,可作为地耳草内在质量评价的依据。

1 材料

ACQUITY
 

UPLC超高效液相色谱系统(包含

二元高压泵,自动进样器,柱温箱,二极管阵列检测

器);SYNAPT质谱系统和 Masslynx
 

4.1质谱工作

站(美国 Waters公司)。
山柰酚对照品(中国药品生物制品检定所提供,

批号:110861􀆼200303);槲皮素对照品(中国药品生

物制品检定所提供,批号:10081􀆼9905);芦丁对照品

(中国药品生物制品检定所提供,批号:0080􀆼9705);
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异槲皮苷对照品(上海博蕴生物科技有限公司,批
号:21637􀆼25􀆼2);槲皮苷对照品(中国药品生物制品

检定所提供,批号:111538􀆼200302);金丝桃苷对照

品(中国药品生物制品检定所提供,批号:111521􀆼
200303)。

乙腈(Merck
 

KgaA试剂公司,HPLC级,批号:

11􀆼20/21/22􀆼36);甲醇(江苏汉邦科技有限公司,色
谱纯,批号:200703102);甲醇(上海实意化学试剂有

限公司奥佳化工有限公司,批号:20071018);无水乙

醇(国药集团化试有限公司,批号:20070412);蒸馏

水自制。其余所有试剂均为分析纯。
地耳草各产地样品实地采集或由当地药材公司

提供,不同商品由南京各医院门诊部中药房提供,编
号为:S1􀆼河北,S2􀆼江苏,S3􀆼安徽,S4􀆼广西,S5􀆼福建,

S6􀆼湖南,S7􀆼江西,S8􀆼南京市中医院,S9􀆼南中医大

国医堂,S10􀆼南中医大百草堂,S11􀆼南京市传统中医

门诊 部。地 耳 草 不 同 采 收 期(S12􀆼080513,S13􀆼
080523,S14􀆼080603,S15􀆼080613,S16􀆼080623,S17􀆼
080703,S18􀆼080713,S19􀆼080723)样品均采自福建

省尤溪县台溪乡台溪村第二洋。均经南京中医药大

学中药鉴定教研室刘训红教授鉴定为藤黄科植物地

耳草Hypericum
 

japonicum
 

Thunb.干燥全草。留

样凭证存放于南京中医药大学中药鉴定实验室。

2 方法与结果

2.1 色谱􀆼质谱条件

Alltima
 

C18(250×4.6mm
 

id,
 

5μm);柱温30
℃;流动相:A􀆼0.8%醋酸,B􀆼乙腈;梯度洗脱:0~10
min,A∶B为89∶11,18min,A∶B线性改变到84
∶16,18~30min,A∶B为84∶16,35min,A∶B
线性改变到77∶23,35~40min为77∶23,55min,

A∶B线性改变到60∶40,65min,A∶B线性改变

到89∶11;65~70min,A∶B为89∶11;流速:0.8
mL/min;检测器:DAD;检测波长:254nm;进样量:

10μL。
离子化模式:电喷雾离子化(负离子模式),毛细

管电压:3000V,锥孔电压:30V,碰撞能电压:6
eV,MSE碰撞电压:10~50eV,离子源温度:120
℃,除溶剂温度:350℃;除溶剂气体:600L/h氮气;
采集范围:m/z100~1000,碰撞气体为氩气。

2.2 对照品溶液制备

精密称取芦丁对照品9.28mg、槲皮素对照品

8.84mg和山奈酚对照品5.69mg,分别置于50mL

量瓶中,用80%甲醇溶解并定容。精密称取异槲皮

苷对照品7.29mg、槲皮苷对照品8.70mg、金丝桃

苷对照品6.48mg,分别置于10mL量瓶中,用

80%甲醇溶解并定容。制得浓度分别为芦丁0.185
5mg/mL、金丝桃苷0.648mg/mL、异槲皮苷0.729
mg/mL、槲皮苷0.87mg/mL、槲皮素0.1767mg/

mL和山奈酚0.1137mg/mL的对照品储备液。精

密吸取芦丁、槲皮素、山奈酚储备液6mL、异槲皮苷

储备液5mL、槲皮苷储备液8mL、金丝桃苷储备液

0.6mL,溶于50mL量瓶中,则配成混合对照品液。
逐级稀释,使芦丁浓度依次为:1.113、4.452、6.678、

8.904、11.130、22.260μg/mL,金丝桃苷的浓度依

次为:0.3888、1.5552、2.3328、3.1104、3.888、

7.776μg/mL,异 槲 皮 苷 的 浓 度 依 次 为:3.648、

14.590、21.886、29.181、36.476、72.952μg/mL,槲
皮苷的浓度依次为:6.963、27.850、41.775、55.700、

69.63、139.251μg/mL,槲 皮 素 的 浓 度 依 次 为:

1.060、4.242、6.362、8.483、10.604、21.208μg/

mL,山奈酚的浓度依次为0.682、2.730、4.095、

5.460、6.824、13.649μg/mL。

2.3 供试品溶液制备

精密称取样品粉末(过3号筛)1.0g,加入80%
甲醇50mL,回流270min,过滤,滤液用80%甲醇

定容至100mL量瓶中,过0.45μm微孔滤膜,作为

供试品溶液。

2.4 标准曲线、检测限与定量限

精密吸取上述不同浓度的混合对照品溶液各

10.00μL,进样作 HPLC分析,以对照品的峰面积

(Y)对相应的浓度(X)进行线性回归,得回归方程、
相关系数及线性范围;以各化合物的信噪比等于3
(S/N=3)时的相应浓度确定最低检测限(LOD);以
各化合物的信噪比等于10(S/N=10)时的相应浓

度确定最低定量限(LOQ)。结果见表1。

2.5 方法学考察

精密度试验:在1d内取一定浓度的混合对照

品液,重复进样6次,得日内精密度,各对照品平均

峰面积的RSD 分别为1.51%、1.96%、1.47%、

1.23%、0.82%、1.90%;连续3d取一定浓度的混

合对照品液,重复进样,得日间精密度,芦丁、金丝桃

苷、异槲皮苷、槲皮苷、槲皮素、山奈酚的平均峰面积

RSD 分 别 为 2.11%、2.43%、1.84%、2.01%、

1.46%、2.72%。
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表1 6种黄酮化合物的标准曲线、检测限与定量限

化合物 标准曲线 r2
线性范围/

(μg·mL
-1)

检测限/

(μg·mL
-1)

定量限/

(μg·mL
-1)

芦丁 Y=37452X+4321.5 0.9988 1.11~22.26 0.10 0.34
金丝桃苷 Y=23167X+2716.7 0.9986 0.39~7.78 0.05 0.12
异槲皮苷 Y=156278X+27835 0.9984 3.65~72.95 0.32 1.11
槲皮苷 Y=402107X+53211 0.9992 6.96~139.25 0.64 2.11
槲皮素 Y=68329X+12837 0.9986 1.06~21.21 0.11 0.34
山奈酚 Y=30481X+3761.6 0.9982 0.68~13.65 0.06 0.22

  稳定性试验:取地耳草(S9)样品供试液,分别

在1、2、4、8、16、24h进样6次,6种黄酮平均峰面积

的RSD 分别为1.75%、2.46%、1.03%、1.72%、

1.65%、2.02%。
重复性试验:精密称取地耳草(S9)样品6份,每

份1.0g,分别按供试品液制备方法制成供试液,进
样测定,6种黄酮类成分平均迁移时间、峰面积的

RSD 分 别 为 1.78%、2.58%、1.33%、0.92%、

0.77%、1.42%。
加样回收率试验:取已知含量的地耳草(S9)样

品5份,每份0.5g,精密称定,分别精密加入不同量

的芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷、槲皮苷、槲皮素及山奈

酚对照品,按供试品溶液制备方法制备加样回收供

试品溶液,并按样品测定方法进行测定,计算回收

率。各 对 照 品 的 平 均 回 收 率 分 别 为 99.5%、

98.5%、99.7%、99.1%、98.9%、97.6%。RSD 分

别为1.42%、1.63%、1.43%、1.21%、2.37%、2.
31%。

2.6 样品测定

精密吸取供试品溶液10.00μL,注入超高效液

相色谱仪,进行测定。根据相应线性关系计算样品

含量。结果见表2,图1。
表2 不同产地、不同商品及不同采收期地耳草中6种黄酮含量测定结果(mg·g-1,n=2)

NO. 芦丁 金丝桃苷 异槲皮苷 槲皮苷 槲皮素 山奈酚 总量

S1 - 0.0427 4.2221 8.0824 1.8464 0.2648 14.4584
S2 - 0.0481 7.2311 8.7851 2.1037 0.2668 18.4348
S3 - - 1.6208 3.0471 1.6381 0.1653 6.4713
S4 0.1572 0.1041 4.1381 5.2886 1.5561 0.1809 11.425
S5 0.1238 - 3.5625 8.5112 1.5196 0.2361 13.9532
S6 - - 4.0118 5.1190 0.5445 0.0848 9.7601
S7 - - 2.4416 4.0579 1.6803 0.2030 8.3828
S8 1.3050 0.7678 1.6278 2.0597 1.8408 0.0866 7.6877
S9 1.2515 0.7282 1.4932 1.8854 1.8300 0.0961 7.2844
S10 0.9053 0.7360 3.0328 4.5294 1.3282 0.1630 10.6947
S11 - 0.0431 4.7896 7.3008 1.2019 0.2856 13.6210
S12 0.0739 - 4.7983 7.2990 1.2062 0.2954 13.6728
S13 0.1988 0.5326 7.9471 3.2910 2.8201 0.3174 15.1070
S14 - 0.0525 3.9244 8.4811 2.1544 0.3649 14.9773
S15 0.1052 0.2110 3.1005 8.2033 2.4320 0.5301 14.5821
S16 - - 6.2726 12.9010 2.7920 0.9351 22.9007
S17 - - 6.3401 12.6770 1.5840 0.2998 20.9009
S18 - - 6.2192 9.4553 0.8534 0.1557 16.6836
S19 - 0.0304 6.9965 8.2391 0.7273 0.9438 16.9371

          注:“-”表示未检出。

2.7 黄酮类成分鉴别

样品通过 UPLC􀆼MS/ESI负离子模式扫描获

得地耳草图谱中的一些结构信息,因为黄酮类成分

在负离子模式扫描灵敏度较高。通过色谱图、UV

吸收和ESI􀆼MS质谱比较,结合对照品及相关文献

分析,初步鉴定出其中8个黄酮类成分(见表3,图

1)。
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1.二氢槲皮素􀆼7􀆼O􀆼α􀆼L􀆼鼠李糖苷;2.芦丁;3.金丝桃苷;4.异槲皮苷;

5.槲皮苷;6.槲皮素􀆼7􀆼O􀆼α􀆼L􀆼鼠李糖苷;7.槲皮素;8.山奈酚

图1 混合对照品液(A)和样品液(B)的UPLC色谱图

3 讨论

1)色谱条件的优化 提取方法的选择:以芦丁、
金丝桃苷、异槲皮苷、槲皮苷、槲皮素、山奈酚的总含

量为指标,比较回流法与超声提取法,试验结果表

明,回流法提取的总含量高于超声提取法的含量,故
选择直接回流法制备供试品。

提取溶剂的选择:以芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷、
槲皮苷、槲皮素、山奈酚的总含量为指标,比较60%
甲醇、70%甲醇、80%甲醇、95%甲醇等不同提取溶

剂,试验结果表明,以80%甲醇提取,4种黄酮总含

量最高,确定80%甲醇为提取溶剂。
提取条件的优选:选择溶剂用量、提取时间、提

取次数3个因素,每个因素选择3个水平,设定因素

水平表,进行正交试验,确定上述提取条件。

表3 地耳草黄酮类化合物鉴别

峰号 Rt(min) MS(m/z) MS2(m/z) 鉴别

1 22.01 449[M􀆼H]- 303[M􀆼H􀆼Rhamnose]- 二氢槲皮素􀆼7􀆼O􀆼α􀆼L􀆼鼠李糖苷

2 25.46 609[M􀆼H]- 301[M􀆼H􀆼Glucose]- 芦丁

3 26.84 463[M􀆼H]- 301[M􀆼H􀆼Glucose]- 金丝桃苷

4 28.35 463[M􀆼H]- 301[M􀆼H􀆼Galactose]- 异槲皮苷

5 37.51 447[M􀆼H]- 301[M􀆼H􀆼Rhamnose]- 槲皮苷

6 44.73 447[M􀆼H]- 301[M􀆼H􀆼Rhamnose]- 槲皮素􀆼7􀆼O􀆼α􀆼L􀆼鼠李糖苷

7 51.26 301[M􀆼H]-273[M􀆼H􀆼CO]-,151[M􀆼H􀆼C8O3H6]- 槲皮素

8 58.05 285[M􀆼H]- 151[M􀆼H􀆼C8O2H6]- 山奈酚

  2)实验结果表明,不同产地及不同商品地耳草

黄酮类成分的含量具有一定差异。6种黄酮总量以

S2的药材含量较高,11个样品中6种黄酮总量的范

围是6.47~18.43mg/g。地耳草中6种黄酮类成

分以槲皮苷和异槲皮苷的含量较高,芦丁和金丝桃

苷含量很少,有的样品也不含芦丁或金丝桃苷,槲皮

素以S2的药材中含量较高,槲皮苷与异槲皮苷均以

S2、S5的药材中含量较高。

3)不同采收期地耳草黄酮类成分分析结果显

示,6种黄酮总量以S16的药材含量较高,不同采收

期样品中6种黄酮总量的范围是13.67~22.90
mg/g。异槲皮苷以7月下旬含量较高,槲皮苷与槲

皮素以6、7月含量较高,山奈酚含量以6月下旬较

高,芦丁与金丝桃苷含量极低,动态变化不明显;异
槲皮苷、槲皮苷、槲皮素及山奈酚的总量以6月下旬

至7月上旬较高。
综上所述,地耳草商品药材或不同产地药材,由

于产区生态环境、药材采收加工或存贮等不同,导致

黄酮类成分含量具有一定差异,使药材品质参差不

齐;不同采收期地耳草中黄酮类成分呈现积累动态

变化。本文建立了UPLC􀆼MS分析地耳草中黄酮类

成分的方法,为地耳草药材内在质量评价,确定其适

宜采收期提供科学依据。
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