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中药垂盆草，又名石指甲、狗牙半支、狗牙瓣、佛指

甲等，为景天科植物垂盆草的新鲜或干燥全草[1]，具有利

湿退黄、清热解毒、排脓生肌的功能，用于治疗痈肿疮
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摘 要 目的：建立同时测定垂盆草总黄酮中金丝桃苷、槲皮苷、木犀草苷、山柰酚、槲皮素、芦丁、木犀草素、异鼠李素含量的方

法。方法：采用超高效液相色谱-串联质谱法。色谱柱为ZOBAX SB C18，流动相为甲醇-5 mmol/L甲酸铵水溶液（45 ∶ 55，V/V），流

速为0.4 mL/min，柱温为30 ℃，进样量为2 μL；离子化模式为电喷雾电离，离子源温度为400 ℃，脱溶剂温度为300 ℃，脱溶剂流速

为600 L/h，毛细管电压为3 000 V，雾化气压力为45 psi，工作模式为多反应监测模式，检测方式为负离子模式。采用建立的方法

测定3批垂盆草总黄酮中8种成分的含量。结果：金丝桃苷、槲皮苷、木犀草苷、山柰酚、槲皮素、芦丁、木犀草素、异鼠李素检测质

量浓度线性范围分别为10.0～640.0、0.5～32.0、4.5～288.0、8.0～512.0、50.0～3 200.0、2.0～128.0、12.5～800.0、25.2～1 612.8 ng/mL

（r≥0.991 4），检测限分别为 5.0、0.25、2.25、4.0、25.0、1.0、6.25、12.6 ng/mL，定量限分别为 10.0、0.5、4.5、8.0、50.0、2.0、12.5、25.2

ng/mL；精密度、稳定性（24 h）、重复性试验的 RSD 均≤4.3％（n＝6），加样回收率为 95.9％～100.6％，RSD 为 1.5％～3.8％（n＝

6）。3批垂盆草总黄酮中金丝桃苷、槲皮苷、木犀草苷、山柰酚、槲皮素、芦丁、木犀草素、异鼠李素的含量分别为507.88～560.37、

42.95～50.36、63.52～71.80、1 695.10～1 753.27、10 569.28～10 612.99、25.76～30.13、2 795.22～2 877.43、4 869.55～4 971.30 μg/g。

结论：建立的方法可用于垂盆草总黄酮中8种成分含量的同时测定。

关键词 垂盆草；总黄酮；超高效液相色谱-串联质谱法；含量测定

Simultaneous Determination of 8 Components in Total Flavanones of Sedum sarmentosum Bunge by

UPLC-MS/MS
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ABSTRACT OBJECTIVE： To establish a method for simultaneous determination of hyperoside， quercitrin， luteoloside，

kaempferol，quercetin，rutin，luteolin and isorhamnetin in total flavanones of Sedum sarmentosum Bunge. METHODS：UPLC-MS/

MS method was adopted. The determination was performed on ZOBAX SB C18 column with mobile phase consisted of methanol-5

mmol/L ammonium formate aqueous solution（45 ∶ 55，V/V）at the flow rate of 0.4 mL/min. The column temperature was 30 ℃，

and sample size was 2 µL. The electrospray ionization source（ESI）was used；ion source temperature was 400 ℃；desolvation

temperature was 300 ℃；desolvation gas flow was 600 L/h；capillary voltage was 3 000 V；nebuliser pressure was 45 psi；the

work mode was multiple reaction monitoring mode；detection mode was negative ion mode. The established method was used to

determine the contents of 8 components in 3 batches of total flavanones of Sedum sarmentosum Bunge. RESULTS：The linear

ranges of hyperoside，quercitrin，luteoloside，kaempferol，quercetin，rutin，luteolin and isorhamnetin were 10.0-640.0，0.5-32.0，

4.5-288.0，8.0-512.0，50.0-3 200.0，2.0-128.0，12.5-800.0 and 25.2-1 612.8 ng/mL （r≥0.991 4），respectively. The limits of

detection were 5.0，0.25，2.25，4.0，25.0，1.0，6.25 and 12.6 ng/mL，respectively. The limits of quantitation were 10.0，0.5，4.5，

8.0，50.0，2.0，12.5 and 25.2 ng/mL，separately. RSDs of precision，stability（24 h）and reproducibility tests were no more than

4.3％（n＝6）. The recoveries were 95.9％-100.6％，and RSDs were 1.5％-3.8％（n＝6）. The contents of hyperoside，quercitrin，

luteoloside，kaempferol，quercetin，rutin，luteolin and isorhamnetin in 3 batches of total flavanones of Sedum sarmentosum Bunge

were 507.88-560.37，42.95-50.36，63.52-71.80，1 695.10-1 753.27，10 569.28-10 612.99，25.76-30.13，2 795.22-2 877.43 and

4 869.55-4 971.30 μg/g，respectively. CONCLUSIONS：The established method can be used for simultaneous determination of 8

components in total flavanones of Sedum sarmentosum Bunge.

KEYWORDS Sedum sarmentosum Bunge；Total flavanones；UPLC-MS/MS；Content determination
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疡、小便不利、湿热黄疸[2]等。垂盆草主要含有黄酮类、

氰苷、生物碱类、三萜类、甾醇类等化合物[3-4]，具有保肝、

抗肿瘤、改善急性胰腺炎肺损伤、抗炎、抗氧化、抗肾纤

维化、增强肌力等[5-12]多种活性。垂盆草总黄酮是垂盆

草中重要的保肝降酶活性成分之一[13]，课题组前期进行

了其保肝降酶试验，确证了其功效。本试验前期采用高

效液相色谱-紫外检测（HPLC-UV）法测定垂盆草总黄酮

中的成分，但槲皮苷、木犀草苷、芦丁等成分含量较低，

无明显的响应信号，难以检测。且该检测方法灵敏度

低、操作复杂、耗时长、干扰大，不能同时测定垂盆草总

黄酮中的金丝桃苷、槲皮苷、木犀草苷、山柰酚、槲皮素、

芦丁、木犀草素、异鼠李素8种成分。因此，研究建立一

种快速、准确、简便的同时测定垂盆草总黄酮中多种化

学成分的分析方法显得尤为重要。与常用的HPLC-UV

法[14-15]比较，超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）

法具有极大的优势，该法检测快速，抗干扰能力强，不要

求被测成分完全分离，能够极大地缩短样品的保留时

间，有利于保证样品的稳定性[16]。一方面节省了分析时

间，另一方面节约配制流动相所需的有机试剂，以较好

的稳定性和准确性提高了工作效率 [17]。鉴于此，笔者

采用UPLC- MS/MS法同时测定垂盆草总黄酮中金丝桃

苷、槲皮苷、木犀草苷、山柰酚、槲皮素、芦丁、木犀草素、

异鼠李素的含量，以期为垂盆草总黄酮的质量标准的建

立提供参考。

1 材料
1.1 仪器

1290超高效液相色谱仪，包括API 4000三重四级杆

质谱、Analyst 1.4.2色谱工作站（美国Agilent 公司）；Bio-

safer SB25-12DTD 超声波清洗机[赛飞（中国）有限公

司]；AE240十万分之一电子分析天平（瑞士Mettler-Tole-

do公司）；WH-3微型旋涡混合仪（上海沪西分析仪器厂

有限公司）；Allegra X-30R 冷冻离心机（美国贝克曼库尔

特有限公司）；Drict-Q5超纯水机（法国Millipore公司）。

1.2 试剂

对照品金丝桃苷（批号：PRF7102522）、槲皮苷（批

号：PRF7051141）、木犀草苷（批号：PRF8030242）、山柰

酚（批号：PRF7081242）、槲皮素（批号：PRF15122403）、

芦 丁（ 批 号 ：PRF8012042）、木 犀 草 素（ 批 号 ：

PRF7061023）、异鼠李素（批号：PRF7101401）均购自成

都普瑞法科技开发有限公司，纯度均＞98％；替硝唑（批

号：100336-200402），购自中国食品药品检定研究院，供

含量测定用，为内标物质；甲醇为色谱纯，其他试剂均为

分析纯，水为超纯水。

1.3 药材

垂盆草药材购于苏州市天灵中药饮片有限公司，采

自江苏省宿迁市沐阳县垂盆草种植基地，批号：

160820010，经张家港市中医医院药剂科余辉主任中药

师 鉴 定 为 景 天 科 植 物 垂 盆 草（Sedum sarmentosum

Bunge）的干燥全草。垂盆草总黄酮（由南京中医药大学

药学院硕士研究生王雪提取：取适量垂盆草药材，加8倍

质量的 80％乙醇回流提取 2次，提取液减压浓缩为 1 ∶
1。经石油醚脱脂后，挥干石油醚，调节药液浓度以及

pH。用大孔树脂和聚酰胺联用法，进行上样、洗脱。洗

脱液经减压浓缩后，冷冻干燥得垂盆草总黄酮药粉备

用，采用紫外分光光度计进行测定，得到药粉中垂盆草

总黄酮的纯度约为58.36％ ，批号：20170318、20170406、

20170520）。

2 方法与结果
2.1 试验条件

2.1.1 色谱条件 色谱柱：ZOBAX SB C18（150 mm×2.1

mm，5 μm）；流动相：甲醇-5 mmol/L甲酸铵水溶液（45 ∶
55，V/V）；流速：0.4 mL/min；柱温：30 ℃；进样量：2 μL。

2.1.2 质谱条件 离子化模式：电喷雾电离；离子源温

度：400 ℃；脱溶剂温度：300 ℃；脱溶剂气流以及雾化

器均采用氮气（N2），脱溶剂流速：600 L/h；毛细管电压：

3 000 V；雾化气压力：45 psi；工作模式：多反应监测模式

（MRM）；检测方式：负离子模式。各成分的检测离子、

质荷比、去簇电压及碰撞能量见表1。

表1 8种化合物及内标质谱参数

Tab 1 MS parameters of 8 compounds and IS

分析物
替硝唑（内标）

金丝桃苷
槲皮苷
木犀草苷
山柰酚
槲皮素
芦丁
木犀草素
异鼠李素

母离子，m/z

246.0

463.1

447.1

447.3

285.0

301.0

609.4

285.1

315.0

子离子，m/z

125.8

300.0

300.1

285.0

93.0

150.8

300.0

133.0

300.1

去簇电压，V

-25

-100

-95

105

-108

-100

-120

-100

-100

碰撞电压，V

-15

-35

-33

44

-52

-30

-48

-50

-30

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 取金丝桃苷、槲皮苷、木犀草苷、山

柰酚、槲皮素、芦丁、木犀草素、异鼠李素对照品适量，分

别置于 10 mL量瓶中，用 50％甲醇溶解并稀释至刻度，

制成浓度为1 mg/mL的单一对照品溶液，保存于冰箱中

（－4 ℃），备用。取上述各单一对照品溶液适量，置于

10 mL量瓶中，用50％甲醇定容，摇匀，制成质量浓度分

别 为 640.0、32.0、288.0、512.0、3 200.0、128.0、800.0、

1 612.8 ng/mL的混合对照品溶液。

2.2.2 内标溶液 取替硝唑对照品适量，置于10 mL量

瓶中，加入50％甲醇溶解并定容，摇匀，制成质量浓度为

1.096 mg/mL的内标贮备液。取内标贮备液适量，置于

10 mL量瓶中，使用50％甲醇定容，摇匀，制成质量浓度

为5.48×104 ng/mL的内标溶液。

2.2.3 供试品溶液 取垂盆草总黄酮粉末（过 40目筛）

约 0.5 g，置于 500 mL 圆底烧瓶中，加入甲醇-25％盐酸
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溶液（4 ∶1，V/V）混合溶液100 mL，称质量，水浴加热回流

1 h，放冷后，再称定质量；用甲醇-25％盐酸溶液（4 ∶ 1，
V/V）混合溶液补足质量，摇匀并滤过。取滤液 1 mL，置

于 25 mL 量瓶中，加 50％甲醇溶液定容，摇匀；经 0.22

μm微孔滤膜滤过，取100 μL续滤液，加入内标液10 μL，

混匀，即得。

2.2.4 空白对照溶液 以50％甲醇作空白对照溶液。

2.3 系统适用性试验

精密量取“2.2”项下空白对照溶液、混合对照品溶液

以及供试品溶液各 2 μL，按“2.1.1”项下色谱条件及

“2.1.2”项下质谱条件进样测定，色谱图见图1。

结果显示，供试品色谱图中，金丝桃苷、槲皮苷、木

A1～9.供试品；B1～9.混合对照品；C1～9.空白对照；1.金丝桃苷；2.槲皮苷；3.木犀草苷；4.山柰酚；5.槲皮素；6.芦丁；7.木犀草素；8.异鼠李素；

9.替硝唑

A1-9. test samples；B1-9. mixed control；C1-9. blank control；1. hyperoside；2. quercitrin；3. luteoloside；4. kaempferol；5. quercetin；6. rutin；7.

luteolin；8. isorhamnetin；9. IS

图1 提取离子流图

Fig 1 Extracted ion chromatogram
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犀草苷、山柰酚、槲皮素、芦丁、木犀草素、异鼠李素与对

照品的保留时间一致；而空白对照色谱图在相同保留时

间内无干扰峰出现。结果表明，样品测定无干扰。

2.4 线性关系考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，用50％甲醇逐

级稀释，得到7种质量浓度的系列混合对照品溶液，金丝

桃苷（10、20、40、80、160、320、640 ng/mL）、槲皮苷（0.5、

1、2、4、8、16、32 ng/mL）、木犀草苷（4.5、9、18、36、72、

144、288 ng/mL）、山柰酚（8、16、32、64、128、256、512

ng/mL）、槲皮素（50、100、200、400、800、1 600、3 200
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ng/mL）、芦丁（2、4、8、16、32、64、128 ng/mL）、木犀草素

（12.5、25、50、100、200、400、800 ng/mL）、异鼠李素

（25.2、50.4、100.8、201.6、403.2、806.4、1 612.8 ng/mL），

分别加入“2.2.2”项下内标溶液 10 μL，得待测溶液。按

“2.1.1”项下色谱条件及“2.1.2”项下质谱条件进行测定，

分别精密吸取各浓度的混合对照品溶液2 μL进样，记录

峰面积，以对照品与内标的峰面积比（y）为纵坐标、对照

品的质量浓度（x）为横坐标进行回归运算，得回归方程

与线性范围，结果见表2。

表2 线性关系考察结果

Tab 2 Results of linear ranges investigation

待测成分
金丝桃苷
槲皮苷
木犀草苷
山柰酚
槲皮素
芦丁
木犀草素
异鼠李素

回归方程
y=0.007 5x-0.003 5

y=0.008 1x-0.081 4

y=0.009 5x+0.001 8

y=0.001 4x+0.000 6

y=0.006 9x+0.000 2

y=0.002 8x-0.001 2

y=0.012 1x+0.054 8

y=0.033 9x-0.014 1

r

0.992 5

0.996 8

0.991 4

0.998 6

0.992 2

0.997 3

0.995 1

0.994 6

线性范围，ng/mL

10.0～640.0

0.5～32.0

4.5～288.0

8.0～512.0

50.0～3 200.0

2.0～128.0

12.5～800.0

25.2～1 612.8

2.5 检测限与定量限考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，依次稀释成梯

度质量浓度溶液，按“2.1.1”项下色谱条件及“2.1.2”项下

质谱条件进样分析测定。以信噪比 S/N＝3和信噪比 S/

N＝10分别计算检测限和定量限。结果，金丝桃苷、槲皮

苷、木犀草苷、山柰酚、槲皮素、芦丁、木犀草素、异鼠李

素的检测限分别为 5.0、0.25、2.25、4.0、25.0、1.0、6.25、

12.6 ng/mL，定量限分别为 10.0、0.5、4.5、8.0、50.0、2.0、

12.5、25.2 ng/mL。

2.6 精密度试验

取金丝桃苷（12.8、256、512 ng/mL）、槲皮苷（1、16、

25.6 ng/mL）、木犀草苷（9、144、230.4 ng/mL）、山柰酚

（19.2、307.2、435.2 ng/mL）、槲皮素（120、1 920、2 560 ng/

mL）、芦丁（6、64、102.4 ng/mL）、木犀草素（30、250、640

ng/mL）、异鼠李素（60.48、302.4、1 290.24 ng/mL）低、中、

高3种浓度的混合对照品溶液适量，按“2.1.1”项下色谱

条件及“2.1.2”项下质谱条件连续进样测定 6次，每次 2

μL，记录峰面积。结果，金丝桃苷峰面积与内标峰面积

比值的RSD分别为4.3％、3.5％、3.6％（n＝6），槲皮苷的

RSD分别为2.6％、3.2％、4.1％（n＝6），木犀草苷的RSD

分别为2.3％、1.1％、2.1％（n＝6），山柰酚的RSD分别为

2.7％、1.8％、3.7％（n＝6），槲皮素的RSD分别为 3.9％、

2.1％、4.1％（n＝6），芦丁的 RSD 分别为 2.6％、3.0％、

3.9％（n＝6），木犀草素的 RSD 分别为 3.1％、2.4％、

1.7％（n＝6），异鼠李素的 RSD 分别为 2.3％、1.4％、

3.8％（n＝6），表明本方法的精密度良好。

2.7 稳定性试验

取批号为20170520的样品，按“2.2.3”项下方法配制

成供试品溶液后，分别于室温下放置 0、2、4、8、12、24 h

时按“2.1.1”项下色谱条件及“2.1.2”项下质谱条件进样

测定，记录峰面积。结果，金丝桃苷、槲皮苷、木犀草苷、

山柰酚、槲皮素、芦丁、木犀草素、异鼠李素峰面积的

RSD 分别为 1.6％、2.1％、3.0％、2.5％、2.9％、1.4％、

2.6％、1.8％（n＝6），与 0 h 比较，含量的差异小于±

3.2％，表明样品溶液在室温下放置24 h内稳定性良好。

2.8 重复性试验

取批号为20170520的样品，按“2.2.3”项下方法配制

成供试品溶液，共 6份，再按“2.1.1”项下色谱条件及

“2.1.2”项下质谱条件进样分析测定，记录峰面积并计算

样品含量。结果，金丝桃苷、槲皮苷、木犀草苷、山柰酚、

槲皮素、芦丁、木犀草素、异鼠李素含量分别为 106.89、

9.22、13.67、344.31、2 117.75、5.59、558.21、975.08 ng/mL

（n＝6）；各成分含量的RSD分别为 1.9％、2.3％、2.8％、

1.5％、1.1％、2.6％、1.8％、2.0％（n＝6），表明本方法重复

性良好。

2.9 加样回收率试验

精密称取已知含量的样品（批号：20170520）0.10 g，

共6份，分别置于500 mL圆底烧瓶中，加入金丝桃苷、槲

皮苷、木犀草苷、山柰酚、槲皮素、芦丁、木犀草素、异鼠

李素对照品溶液适量，按“2.2.3”项下方法配制成供试品

溶液，再按“2.1.1”项下色谱条件及“2.1.2”项下质谱条件

进样分析测定，记录峰面积并计算加样回收率。结果，

金丝桃苷、槲皮苷、木犀草苷、山柰酚、槲皮素、芦丁、木

犀草素、异鼠李素的平均加样回收率分别为 97.8％、

100.2％、95.9％、100.6％、95.9％、98.6％、99.3％、97.6％，

RSD 值分别为 1.9％、3.7％、2.3％、2.9％、2.1％、3.8％、

1.5％、2.8％（n＝6），显示 8 种成分的加样回收率为

95.9％～100.6％，RSD值为1.5％～3.8％（n＝6），表明本

方法的准确度良好。

2.10 样品含量测定

分别取 3批垂盆草总黄酮，按“2.2.3”项下方法制成

供试品溶液，分别进样 2 μL，按“2.1.1”项下色谱条件及

“2.1.2”项下质谱条件进行测定分析，计算得到各批样品

中8种成分的含量。结果，各批垂盆草总黄酮中金丝桃

苷、槲皮苷、木犀草苷、山柰酚、槲皮素、芦丁、木犀草素、

异鼠李素含量分别为 507.88～560.37、42.95～50.36、

63.52～71.80、1 695.10～1 753.27、10 569.28～10 612.99、

25.76～30.13、2 795.22～2 877.43、4 869.55～4 971.30

μg/g，表明3批垂盆草总黄酮药粉之间含量差异较小，见

表3。

表3 样品含量测定结果（n＝3，μg/g）

Tab 3 Results of content determination of samples

（n＝3，μg/g）

批号
20170318

20170406

20170520

平均含量

金丝桃苷
535.07

507.88

560.37

534.44

槲皮苷
44.89

42.95

50.36

46.07

木犀草苷
69.68

71.80

63.52

68.33

山柰酚
1 716.32

1 695.10

1 753.27

1 721.56

槲皮素
10 612.99

10 584.23

10 569.28

10 588.86

芦丁
28.26

30.13

25.76

28.05

木犀草素
2 815.63

2 795.22

2 877.43

2 829.43

异鼠李素
4 919.21

4 971.30

4 869.55

4 920.02
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3 讨论
3.1 色谱条件的选择

在进行色谱条件的选择时，笔者比较了不同规格超

高效液相色谱柱对色谱分离的影响，结果发现使用ZO-

BAX SB C18色谱柱（150 mm×2.1 mm，5 μm）所得峰较

好。同时，依据8种成分分离的相关文献[18-19]，笔者还分

别考察了甲醇-水、甲醇-0.1％甲酸、甲醇-5 mmol/L甲酸

铵水溶液、乙腈-水、乙腈-0.1％甲酸、乙腈-5 mmol/L甲

酸铵水溶液等度洗脱法。结果显示，采用甲醇-5 mmol/L

甲酸铵水溶液等度洗脱法时各个峰的分离效果较好。

因此，选择甲醇-5 mmol/L甲酸铵水溶液为流动相。

3.2 质谱条件的考察

在质谱分析中，笔者对离子检测模式进行了考察，

分别考察了正、负离子模式对检测的响应情况。结果显

示，金丝桃苷、槲皮苷、木犀草苷、山柰酚、槲皮素、芦丁、

木犀草素、异鼠李素在负离子模式下响应较好，故采用

负离子检测模式对8种成分进行同时检测。为了提高垂

盆草总黄酮中 8种成分测定的准确性，本试验采用内标

法进行测定。笔者根据以往试验操作经验，首先选择了

替硝唑为内标物质进行预试验，发现替硝唑响应良好，

不受试样中其他组分峰的干扰，比较稳定，所以最终选

择替硝唑为内标物质。

3.3 小结

本试验采用UPLC-MS/MS对3批垂盆草总黄酮中8

种成分的含量同时进行测定，由于方法灵敏度高，检测

稳定性略差于液相，RSD值也略大，造成精密度试验中

个别RSD值有偏差。但是，在基质复杂、组分含量低于

0.01％及多成分等分析中，精密度接受范围和回收率限

度可适当放宽，分别控制在 RSD≤4％ 、回收率 85％～

110％范围内即可 [20]，所以该方法下的线性关系、重复

性、稳定性、回收率均符合要求。

综上所述，本研究建立的方法可用于垂盆草总黄酮

中金丝桃苷、槲皮苷、木犀草苷、山柰酚、槲皮素、芦丁、

木犀草素、异鼠李素含量的同时测定。
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