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回春育子颗粒是石家庄市第四医院制剂科生产的

院内制剂，由炙淫羊藿、制何首乌、枸杞子、熟地黄、骨碎

补等二十味中药经提取制成的中药复方颗粒。该复方

颗粒用于肾精亏虚之精子数少、死精过多、精子活动力

差、成活率低等原因造成的不育症。方中枸杞子、炙淫

羊藿具有补肾阳功效；熟地黄、五味子具有补肾阴功效；

徐长卿、烫狗脊、骨碎补等具有抗炎调节免疫功效；当

归、桃仁具有活血化瘀，调节机体微循环等功效[1-4]；上述

功效能够多靶点、多途径作用于不育症的病因[5]。目前，

LC-MS/MS法同时测定回春育子颗粒中9种成分的含量Δ
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摘 要 目的：建立同时测定回春育子颗粒中 9种成分含量的方法。方法：采用液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法。色谱柱为

Shim-pack XR-ODS C18，柱温为30 ℃，进样量为5 µL，离子源为电喷雾离子源，采用多反应监测（MRM）模式；其中阿魏酸、芦丁、丹

皮酚、淫羊藿苷、五味子醇甲以乙腈-水为流动相梯度洗脱，正离子模式监测；柚皮苷、毛蕊花糖苷、苦杏仁苷和原儿茶酸采用甲

醇-0.1％甲酸水溶液为流动相梯度洗脱，负离子模式监测。结果：阿魏酸、芦丁、丹皮酚、淫羊藿苷、五味子醇甲、柚皮苷、毛蕊花糖

苷、苦杏仁苷和原儿茶酸检测质量浓度的线性范围分别为0.499 5～500、25～1 000、0.245 9～250、5.185 1～1 000、0.981 9～1 000、

0.248 1～125、2.510 4～250、10～2 500、4.999 7～1 000 ng/mL（r≥0.997 8），检测限分别为 0.075、0.30、0.072、0.015、0.015、0.075、

0.15、0.30、0.15 ng/mL，定量限分别为 0.25、1.00、0.24、0.51、0.49、0.25、0.50、0.99、0.49 ng/mL；回收率在 91.39％～103.56％之间

（RSD为1.03％～3.67％，n＝6），室温下48 h内稳定性试验的RSD为1.4％～3.4％（n＝6）。结论：该方法快速、灵敏，重复性好，可

用于回春育子颗粒中9种成分的含量测定，可用于回春育子颗粒的质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for simultaneous determination of 9 components in Huichun yuzi granules.

METHODS：LC-MS/MS method was adopted. The determination was performed on Shim-pack XR-ODS C18 column with column

temperature of 30 ℃ . The sample size was 5 µL，and ion source as electrospray ion source；MRM mode was adopted. The

acetonitrile-water was used as mobile phase for ferulic acid，rutin，paeonol，icariin and schisandrin（gradient elution）；positive ion

mode monitoring was conducted. The methanol-0.1％ fomic acid water was used as mobile phase for naringin，verbascoside，

amygdalin and protocatechuic acid（gradient elution）；negative ion mode monitoring was conducted. RESULTS：The linear ranges

of ferulic acid，rutin，paeonol，icariin，schisandrin，naringin，verbascoside，amygdalin and protocatechuic acid were 0.499 5-500，

25-1 000，0.245 9-250，5.185 1-1 000，0.981 9-1 000，0.248 1-125，2.510 4-250，10-2 500，4.999 7-1 000 ng/mL（r≥0.997 8），

respectively. The limits of detection were 0.075，0.30，0.072，0.015，0.015，0.075，0.15，0.30，0.15 ng/mL，respectively；the

limits of quantitation were 0.25，1.00，0.24，0.51，0.49，0.25，0.50，0.99，0.49 ng/mL，respectively. The recoveries rate were

91.39％-103.56％（RSD＝1.03％-3.67％，n＝6）. RSDs of stability test ranged 1.4％-3.4％（n＝6）within 48 h at room temperature.

CONCLUSIONS：The method is rapid，sensitive and reproducible，and can be used for content determination of 9 components in

Huichun yuzi granules. It can be used for quality control of Huichun yuzi granules.
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该制剂的质量控制采用薄层色谱法对淫羊藿苷和枸杞

子对照药材进行定性检测，由于中药复方制剂由多种成

分共同作用发挥药效，采用单味中药或单一化学成分对

复方中药的质量进行评价过于片面，因此该方法具有一

定局限性。本研究基于中国工程院刘昌孝院士提出的

中药质量标志物（Q-marker）的基本概念，以存在于中药

材和中药产品（如中药饮片、中药煎剂、中药提取物、中

成药制剂）中固有的或加工制备过程中形成的、与中药

的功能属性密切相关的化学物质，作为反映中药安全性

和有效性的标示性物质[6]。依据方解，分别以组方中枸

杞子、炙淫羊藿、熟地黄、五味子、徐长卿、烫狗脊、骨碎

补、当归、桃仁等为基础，确定了芦丁、淫羊藿苷、毛蕊花

糖苷、五味子醇甲、丹皮酚、原儿茶酸、柚皮苷、阿魏酸、

苦杏仁苷等 9种成分作为复方颗粒的 Q-marker 进行评

价[7-14]。液相色谱-串联质谱法（LC-MS/MS法）具有高选

择性、高灵敏度的特点，且样品不需要进行复杂的前处

理，可以对中药复方中含量低、不易分离的化学成分进

行较准确的定性和定量分析[15]。本研究分别以芦丁、淫

羊藿苷、毛蕊花糖苷、五味子醇甲、丹皮酚、原儿茶酸、柚

皮苷、阿魏酸、苦杏仁苷等 9种成分作为复方颗粒的

Q-marker，采用 LC-MS/MS 法进行定性和定量分析，为

该复方颗粒的质量控制提供科学依据。

1 材料

1.1 仪器

API4000+型质谱仪，包括电喷雾离子源（美国 AB

公司）；LC-20AD型高效液相色谱仪，包括二元梯度洗脱

泵、自动进样器、柱温箱（日本岛津公司）；XS205型十万

分之一天平（瑞士Mettler -Toledo公司）

1.2 药品与试剂

阿魏酸对照品（批号：0773-9910，纯度：97.3％）、芦

丁对照品（批号：100080-201408，纯度：96.2％）、丹皮酚

对照品（批号：110708-200506，纯度：98.1％）、淫羊藿苷

对照品（批号：110737-200415，纯度：95.5％）、五味子醇

甲对照品（批号：110857-201412，纯度：93.7％）、柚皮苷

对照品（批号：110722-201312，纯度：94.8％）、毛蕊花糖

苷对照品（批号：111530-201007，纯度：96.4％）、苦杏仁

苷对照品（批号：110820-201305，纯度：97.4％）和原儿茶

酸对照品（批号：110809-201205，纯度：97.2％）均购于中

国食品药品检定研究院；回春育子颗粒（石家庄市第四

医院制剂科 ，批号 ：20151031、20160119、20160308、

20160315、20160412、20160419，规格：15 g/袋）；乙腈、甲

醇为色谱纯，其他试剂均为分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果

2.1 溶液的制备

2.1.1 混合对照品溶液 精密称取阿魏酸、芦丁、丹皮

酚、淫羊藿苷、五味子醇甲、柚皮苷、毛蕊花糖苷、苦杏仁

苷和原儿茶酸对照品各10 mg，分别置于10 mL量瓶中，

加甲醇溶解，稀释至刻度，超声（功率：250 W，频率：40

kHz）45 min，室温下冷却，用甲醇定容至刻度，制成质量

浓度均为 1 mg/mL的单一对照品溶液。分别精密量取

上述单一对照品溶液适量，置于 10 mL量瓶中，加甲醇

定容，即得混合对照品溶液。

2.1.2 供试品溶液 随机取各批次回春育子颗粒，研

细，精密称量 1.0 g，置于 100 mL量瓶中，分别加入甲醇

溶液至刻度，超声（功率：250 W，频率：40 kHz）45 min，

室温下冷却，用甲醇定容至刻度，取上清液过0.45 µm微

孔滤膜，即得。

2.2 色谱条件和质谱条件

色谱柱：Shim-pack XR-ODS C18（100 mm×2.0 mm，

5 µm）；柱温：30 ℃；进样量：5 µL；离子源为电喷雾离子

源（ESI源），采用多反应监测（MRM）模式。 阿魏酸、芦

丁、丹皮酚、淫羊藿苷、五味子醇甲以乙腈（A）-水（B）为

流动相进行梯度洗脱（0～5 min时 30％～50％A，5～10

min时50％～90％ A）；流速为0.25 mL/min；采用正离子

监测，帘气（CUR）：25 psi；碰撞气（CAD）：5 psi；源喷射

电压（IS）：5 500.0 V；离子源温度（TEM）：550.0℃；雾化

气（GS1）：55 psi；加热气（GS2）：55 psi。柚皮苷、毛蕊花

糖苷、苦杏仁苷、原儿茶酸采用以甲醇（A）-0.1％甲酸水

溶液（B）为流动相进行梯度洗脱（0～5 min 时 10％～

50％ A，5～8 min时50％～65％ A）；流速为0.20 mL/min；

采用负离子监测，CUR：10 psi；CAD：5 psi；IS：－4 500.0

V；TEM：550.0 ℃；GS1：55 psi；GS2：55 psi；离子对及质

谱参数见表 1，混标对照品及样品各成分 MRM 模式下

色谱图见图1。

表1 离子对及质谱参数

Tab 1 Ion pair and MS parameters

化合物
阿魏酸
芦丁
丹皮酚
淫羊藿苷
五味子醇甲
柚皮苷
毛蕊花糖苷
苦杏仁苷
原儿茶酸

母离子，Da

177.2

611.2

167.2

677.2

433.3

579.2

623.2

456.5

153.0

子离子，Da

117.2

303.0

149.4

531.2

415.5

271.1

161.0

323.3

108.9

解簇电压，V

87

100

55

90

84

-100

-100

-100

-57

入口电压，V

10

10

10

10

5

-10

-10

-10

-7.9

碰撞能量，V

27.8

20

19

20

14

-40

-40

-15

-18.4

碰撞室射出电压，V

22.4

13

8

13

29

-15

-15

-15

-9

2.3 专属性试验

在“2.2”项条件下，取混合对照品溶液进样 5 µL；另

按制剂室提供的处方，称取不含9种成分的等量辅料，按

“2.1.2”项下方法制成空白辅料溶液，进样 5 µL，记录色

谱。结果表明，辅料不干扰主成分的测定，色谱图见图2。

2.4 线性关系考察
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分别精确量取“2.1.1”项下单一对照品溶适量，用甲

醇制备成含阿魏酸、芦丁、丹皮酚、淫羊藿苷、五味子醇

甲分别为5、2.5、5、5、25 µg/mL的混合对照品溶液；以及

含柚皮苷、毛蕊花糖苷、苦杏仁苷、原儿茶酸分别为 1、

2.5、2.5、5 µg/mL混合对照品溶液。分别将上述混合对

照品溶液用甲醇稀释成不同质量浓度，按“2.2”项下条件

进样测定，记录峰面积。以各对照品峰面积为纵坐标

图1 MRM模式下的色谱图

Fig 1 MRM chromatograms
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图2 混合对照品与空白辅料的色谱图

Fig 2 Chromatograms of mixed controls and blank
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（y）、对照品质量浓度为横坐标（x）进行线性加权回归分

析，权重系数为1/x。线性关系考察结果见表2。

表2 线性关系考察结果

Tab 2 Results of linear relationship test

化合物
阿魏酸
芦丁
丹皮酚
淫羊藿苷
五味子醇甲
柚皮苷
毛蕊花糖苷
苦杏仁苷
原儿茶酸

线性方程
y=2.66×102x-1.64×104

y=7.06x-1.8×104

y=3.21×102x-6.34×104

y=3.58×102x-1.39×104

y=4.7×102x-1.36×104

y=4.51×102x-3.43×102

y=4.01×102x-8.59×102

y=84x-9.79×102

y=2.11×103x-4.810×103

r

0.999 1

0.997 8

0.999 2

0.998 9

0.999 2

0.999 9

0.999 9

0.999 9

1.000 0

线性范围，ng/mL

0.499 5～500

25～1 000

0.245 9～250

5.185 1～1 000

0.981 9～1 000

0.248 1～125

2.510 4～250

10～2 500

4.999 7～1 000

2.5 检测限与定量限考察

将“2.4”项下混合对照品溶液逐步稀释，分别以信噪

比为 10和信噪比为 3时各对照品的质量浓度作为定量

限和检测限。结果，阿魏酸、芦丁、丹皮酚、淫羊藿苷、五

味子醇甲、柚皮苷、毛蕊花糖苷、苦杏仁苷和原儿茶酸的

定量限分别为 0.25、1.00、0.24、0.51、0.49、0.25、0.50、

0.99、0.49 ng/mL，检 测 限 分 别 为 0.075、0.30、0.072、

0.015、0.015、0.075、0.15、0.30、0.15 ng/mL。

2.6 精密度试验

取同批次回春育子颗粒（批号为 20160308），按

“2.1.2”项下方法制备成供试品溶液，按“2.2”项下条件连

续进样6次，记录峰面积。结果，阿魏酸、芦丁、丹皮酚、

淫羊藿苷、五味子醇甲、柚皮苷、毛蕊花糖苷、苦杏仁苷

和原儿茶酸峰面积的 RSD 分别为 1.1％、2.1％、0.6％、

0.3％、1.7％、1.2％、1.0％、1.3％、0.7％（n＝6），表明该方

法精密度符合要求。

2.7 重复性试验

取同批次回春育子颗粒（批号为 20160308）6份，按

“2.1.2”项下制备供试品溶液，按“2.2”项下条件分别进样

测定，记录峰面积，计算含量。结果，阿魏酸、芦丁、丹皮

酚、淫羊藿苷、五味子醇甲、柚皮苷、毛蕊花糖苷、苦杏仁

苷和原儿茶酸含量分别为 22.9、14.7、16.7、80.2、46.7、

4.0、8.4、90.7、54.8 µg/g，RSD分别为1.4％、1.7％、0.9％、

2.0％、2.7％、1.2％、0.2％、1.0％、0.4％（n＝6），表明该方

法重复性良好。

2.8 稳定性试验

精确量取“2.1.1”项下对照品溶液适量，用甲醇制备

成含阿魏酸、芦丁、丹皮酚、淫羊藿苷、五味子醇甲分别

为 50、25、50、50、250 ng/mL的混合对照品溶液；以及含

柚皮苷、毛蕊花糖苷、苦杏仁苷、原儿茶酸分别为10、25、

25、50 ng/mL的混合对照品溶液。室温下，分别于 0、2、

6、12、24、48 h按“2.2”项下条件进样测定，重复 6次，记

录峰面积，计算含量。结果，阿魏酸、芦丁、丹皮酚、淫羊

藿苷、五味子醇甲、柚皮苷、毛蕊花糖苷、苦杏仁苷和原

儿茶酸含量的 RSD 分别为 2.7％、2.2％、1.8％、1.4％、

2.1％、1.9％、2.4％、1.5％、3.4％（n＝6），表明上述溶液稳

定性良好。

2.9 准确度试验

按处方比例配制分别不含阿魏酸、芦丁、丹皮酚、淫

羊藿苷、五味子醇甲、柚皮苷、毛蕊花糖苷、苦杏仁苷、原

儿茶酸的制剂，各取1 g，精密称定，分别置于100 mL量

瓶中，按供试品溶液中待测组份含量的 100％加入阿魏

酸、芦丁、丹皮酚、淫羊藿苷、五味子醇甲、柚皮苷、毛蕊

花糖苷、苦杏仁苷、原儿茶酸对照品，按“2.1.2”项下方法

制备成供试品溶液，按“2.2”项下条件进样测定，记录峰

面积，计算回收率，结果见表3。

表3 准确度试验结果（n＝6）

Tab 3 Results of recovery tests（n＝6）

化合物
阿魏酸
芦丁
丹皮酚
淫羊藿苷
五味子醇甲
柚皮苷
毛蕊花糖苷
苦杏仁苷
原儿茶酸

加入量，μg

24.38

13.26

17.68

75.62

54.49

4.91

8.36

92.26

50.93

回收率，％
99.36

93.47

98.88

101.58

91.39

103.56

96.16

100.16

92.21

RSD，％
1.03

2.36

2.59

3.40

3.43

3.21

1.65

3.43

3.67

2.10 样品含量测定

取 6个批次的回春育子颗粒，按“2.1.2”项下方法制

备成供试品溶液，按“2.2”项下条件进样测定，每批3次，

计算各成分含量，结果见表4。

表4 回春育子颗粒中9种成分的含量测定结果（n＝3，

µg/g）

Tab 4 Results of content determination of 9 compo-

nents in Huichun yizi granules（n＝3，µg/g）

化合物

阿魏酸
芦丁
丹皮酚
淫羊藿苷
五味子醇甲
柚皮苷
毛蕊花糖苷
苦杏仁苷
原儿茶酸

批号
20151031

20.1

12.6

15.5

82.4

41.9

3.6

7.7

90.3

45.3

20160119

23.1

14.5

16.9

85.6

45.9

4.2

8.9

93.9

57.5

20160308

22.9

14.7

16.7

80.2

46.7

4.0

8.4

90.7

54.8

20160315

21.3

14.3

15.2

90.2

44.8

3.8

7.6

87.1

54.6

20160412

25.2

16.3

17.1

76.6

51.4

4.4

9.0

89.6

59.7

20160419

24.8

15.8

18.8

93.2

49.5

4.1

8.6

94.7

56.8

3 讨论

3.1 检测方法的选择

目前，回春育子颗粒质量控制以淫羊藿苷和枸杞子

对照药材作对照，采用薄层色谱法进行定性检测，该方

法具有局限性，不能进行多目标化合物的定性和定量分

析。笔者曾尝试采用HPLC-紫外检测器法对回春育子
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颗粒中目标成分的含量进行测定，但由于回春育子颗粒

中化学成分复杂，部分化合物的含量较低，以及UV检测

器的选择性和灵敏度问题，HPLC-紫外检测器法无法满

足同时对本文中涉及的9种成分进行定量分析，故本研

究建立了LC-MS/MS对回春育子颗粒中目标成分进行

定量分析。

3.2 色谱-质谱条件的确定

对流动相的选择，在前期试验中先后考察了各种浓

度的甲醇-水、乙腈-水、甲醇-甲酸水溶液、甲醇-甲酸铵

水溶液、乙腈-甲酸水溶液和乙腈-甲酸铵水溶液，最终确

定了本研究的流动相。在本研究的流动相条件下，目标

化合物在10 min内即可有效分离，峰形较好。质谱条件

中分别考察了CUR、CAD、IS、TEM、GS1、GS2等参数对

测定结果的影响，试验中还考察了离子监测模式，分别

对9个成分进行正、负离子扫描。结果显示，丹皮酚、五

味子醇甲、淫羊藿苷、阿魏酸、芦丁在正离子模式下响应

较好，而柚皮苷、毛蕊花糖苷、苦杏仁苷和原儿茶酸在负

离子模式下响应较好。

3.3 提取方法的选择

在前期试验中，分别以甲醇、30％ 甲醇水溶液、50％

甲醇水溶液、70％甲醇水溶液和 80％ 甲醇水溶液做为

提取溶剂，并且考察了超声时间（20、30、45、60 min）对目

标化合物提取的影响。结果发现，以纯甲醇溶液作为提

取溶剂，在超声 45 min 的提取条件下，目标化合物响应

较好，提取效率较高。

本试验以中药Q-marker 的基本概念为基础，通过对

回春育子颗粒中药组方进行方解，根据中药组方中作用

于不同靶点以及发挥不同功效的中药成分，确定了9种

目标成分，作为回春育子颗粒的 Q-marker 进行质量评

价。本文建立了同时对回春育子颗粒中9种成分进行定

性和定量测定的LC-MS/MS法，结果显示，该方法简单、

快速、灵敏，重复性好，能够为回春育子颗粒的质量控制

提供精确的检测手段。
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