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摘要 目的: 采用液相色谱 -二级质谱联用法 ( LC- MS /MS)对不同产地半枝莲药材中的野黄芩苷和芹菜素进行含量测定。

方法: 采用 D iscovery C18柱 ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm ) ,流动相为乙腈 - 01 1%醋酸, 梯度洗脱,流速 1 mL# m in- 1,测定波长 335

nm, 采用电喷雾负模式电离 ( ES I- ) ,选定的母离子和子离子分别为野黄芩苷 m /z 461 /285,芹菜素 m /z 269/117。结果:野黄芩

苷浓度在 21 6~ 7217 mg# L- 1, 芹菜素浓度在 21 3~ 6318 mg# L- 1范围内线性关系良好; 所测 12个产地半枝莲中,野黄芩苷和

芹菜素的含量范围分别为 0103% ~ 01 39%和 0102% ~ 01 30% ;平均回收率 ( n = 5)分别为 991 1%和 9713% , RSD分别为 11 4%

和 01 7%。结论:本方法简单准确, 适合于半枝莲中野黄芩苷和芹菜素的含量测定。

关键词: 半枝莲;野黄芩苷; 芹菜素;液相色谱 -二级质谱联用法

中图分类号: R917 文献标识码: A 文章编号: 0254- 1793( 2009) 09- 1451- 03

LC-M S/M S simultaneous determ ination of scutellarin and apigenin of

Herba Scutellariae Barbatae produced in different districts

JIAO Y an, WANG Y ing- feng
*
, L IU Suo- lan

(Analysis and Test ing C enter ofC ap italNorma lU n ivers ity, B eijing 100048, Ch in a)

Abstract Objec tive: To detect and quan tif icate scutellarin and apigenin inH erba Scutellariae Barbatae of d iffer-

ent d istricts by LC- M S /M S1M ethods: Determ ination ofLC system consisted o f aD iscovery C18 co lumn( 250mm @
416mm, 5 Lm) w ith aceton itrile and w ater( 011% acetic ac id) in linear g radient condition. The flow ratew as 1mL

# m in
- 1

and the waveleng th of detect ion w as 335 nm. The mass spectrometerw as operated under the negat ive ion

mode w ith the ESI source. The transition ofm /z 461 /285 andm /z 269 /117 was used to qua lify scu tellarin and ap-i

genin, respectively. Results: The linear ranges of calibrat ion curve of scutellarin and ap igen in w ere 216- 7217 mg
# L

- 1
and 213- 6318mg# L

- 1
, respect ive ly. By using the estab lished LC- M S /MS methods, 12 samples ofHerba

Scutellariae Barbatae in d ifferen t districts w ere ana ly zed. The resu lts show ed that the contents of scutellarin and ap-i

genin w ere 0103% - 0139% and 0102% - 0130%, respective ly. The average recoveries( n = 5) of scutellarin and

ap igen in w ere 9911% and 9713% , and the RSD s w ere 114% and 017% , respective ly. Conclusion: The proposed

method is simple and the result is accurate. It can be used for determ ination of scutellarin and apigenin in Herba

Scutellariae Barbatae.
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半枝莲为唇形科植物半枝莲 (Scutellaria barbata

D. Don)的干燥全草,有清热解毒、化瘀利尿的功效。

半枝莲的主要成分为黄酮类化合物, 如野黄芩苷

( scutellarin)和芹菜素 ( ap igen in) 等, 此外还有生物

碱、二萜类、有机酸类等成分。半枝莲的药理作用广

泛,主要表现在抗肿瘤、抑菌、抗病毒和免疫调节等

方面, 野黄芩苷和芹菜素都是其中的抗肿瘤成

分
[ 1]
。目前对这 2种物质的含量测定多采用高效液

相色谱法,因为这 2种物质极性的差别, 尚未有用 1

个流动相体系同时测定的方法
[ 2]
。半枝莲中黄酮

类成分种类甚多,有些极性非常相近,文献报道的前

处理方法复杂,无法避免一些物质峰重叠形成的含

量增大效应。本实验避免了用 LC法测定芹菜素含

量时,一个黄酮类化合物 ( [M - H ]
-
m /z为 299)与
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芹菜素极性非常相近而叠加在一起形成的增大效

应。LC- M S /M S方法由于用质谱分离完善了色谱

分离, 大大地简化了样品的前处理过程,在提高了选

择性的同时,缩短了分析时间
[ 3]
。为了更加准确地

测定半枝莲中野黄芩苷和芹菜素的含量, 本实验建

立了 LC- M S /M S对这 2种抗肿瘤成分的含量测定

方法, 并对收集到的 12个产地的药材进行了分析。

1 仪器、药品与试剂
仪器: W aters 2695液相色谱 - M icromass Q -

To f m icro
TM
质谱联用仪及 MassLynx V 410工作站;

PURELAB
TM
P lus超纯水器; Sartorius电子天平; KQ

- 500DB型数控超声波清洗器。对照品:野黄芩苷

购自中国药品生物制品检定所, 纯度为 97112% ,批

号为 110842- 200403;芹菜素购自陕西旭煌植物科

技发展有限公司 ,纯度为 98%。试剂:甲醇、醋酸为

分析纯,乙腈为色谱纯, 水为二次去离子水。 12个

产地的半枝莲药材, 6个购自安徽省亳州市聚仁中

药材种植有限责任公司, 2个购自河北省安国市义

全中药材有限公司, 4个购自药店, 由北京中医药大

学刘春生老师鉴定为唇形科植物半枝莲 ( Scutellaria

barba ta D. Don)的干燥全草。

2 方法与结果
211 试验条件
21111 色谱条件  D iscovery C18柱 ( 250mm @ 416
mm, 5 Lm);流动相:乙腈 - 011%醋酸,线性梯度洗

脱 [ 0 m in时, 乙腈 - 011%醋酸 ( 15B85); 22 m in时,

乙腈 - 011%醋酸 ( 46B54); 30 m in时,乙腈 - 011%
醋酸 ( 15B85) ]; 流速: 1 mL# m in

- 1
; 测定波长: 335

nm
[ 2]
; 柱温: 25 e ;进样量: 10 LL。

21112 质谱条件  电喷雾负模式电离 ( ESI
-
); 选

定的母离子和子离子分别为野黄芩苷 m /z 461 /285,

扫描范围 m /z 100~ 500, 芹菜素 m /z 269 /117, 扫描

范围 m /z 100~ 300;干燥气为 N2,干燥气温度为 300

e ,干燥气流速为 500 L# h
- 1
; 碰撞能量: 5~ 15 m in

为 30V, 16~ 21 m in为 40V;毛细管电压: 315 kV;

锥孔电压: 40 V。

212 对照品储备液的配制  精密称取对照品野黄

芩苷 5135 mg、芹菜素 4165 mg ,分别置 10mL量瓶

中,加甲醇超声溶解, 配制芹菜素溶液时加入 2滴冰

醋酸
[ 4]
, 以甲醇稀释至刻度, 即得对照品储备液。

213 供试品溶液的制备 [ 5]  将半枝莲药材粉末过

50目筛, 精密称取约 014 g, 置于 100 mL具塞锥形

瓶中, 加入甲醇 50 mL,超声 ( 500W, 40 kH z) 115 h,
冷却后过滤, 于 80 e 水浴上挥干, 用甲醇超声溶

解, 转移至 25mL量瓶中,以甲醇稀释至刻度,摇匀,

过 0145 Lm滤膜,即得。

214 线性关系考察  精密量取野黄芩苷、芹菜素对

照品储备液各 0105, 011, 012, 013, 014, 016, 018,
110, 112, 114mL,一一对应分别置于 10mL量瓶中,

用甲醇稀释至刻度, 摇匀, 即得混合对照品溶液系

列。过 0145 Lm滤膜, LC- M S /M S检测, 野黄芩苷

和芹菜素的保留时间分别为 9132 m in和 18167 m in

(图 1), 野黄芩苷和芹菜素的子离子出峰时间分别

为 9139 m in和 18173m in(图 2、图 3)。以进样浓度

( mg# L
- 1
)为横坐标,子离子峰面积为纵坐标, 绘制

标准曲线,计算得野黄芩苷、芹菜素回归方程分别为:

Y= 31567X + 54196 r= 019953
Y= 41469X + 34154 r= 019951
结果表明, 野黄芩苷进样浓度在 216 ~ 7217 mg#
L
- 1
,芹菜素进样浓度在 213~ 6318mg# L

- 1
范围内

线性关系良好。

215 精密度试验  取 6号药材的供试品溶液,连续

进样 6次,测定野黄芩苷、芹菜素子离子峰面积, 计

算 RSD ( n= 6)分别为 111%和 214%。
216 重复性试验  取 6号药材,按 / 2130项下方法
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图 3 对照品 (A )和 6号样品 ( B )提取的芹菜素子离子流图

Fig 3 Ion ch rom atogram s of apigen in in referen ce sub stance ( A ) and

sam p le No. 6( B )

制备供试品溶液,平行 6份, 计算野黄芩苷、芹菜素

含量的平均值 ( n= 6)分别为 0121%和 0103%, RSD

分别为 214%和 311%。
217 稳定性试验  取 6号药材, 按 / 2130项下方法

制备供试品溶液,每隔 2 h进行 LC- M S /M S检测,

以野黄芩苷、芹菜素子离子峰面积计算 RSD, 结果

( n = 6)分别为 412%和 313%, 说明供试品溶液在

10 h内稳定。

218 加样回收率试验  取 6号药材, 粉末过 50目

筛,精密称取约 012 g,加入野黄芩苷浓度为 01535 g
# L

- 1
、芹菜素浓度为 01465 g# L

- 1
的混合对照品溶

液 016mL,平行 5份, 按 / 2130项下方法平行操作,

进样测定,计算加样回收率。结果野黄芩苷及芹菜

素平均回收率 ( n = 5)分别为 9911% 和 9713% ,

RSD分别为 114%和 017%。
219 样品含量测定 取 12个不同产地药材按 / 2130

项下方法制备供试品溶液, 每份溶液进样 3次,测定

野黄芩苷、芹菜素子离子峰面积,根据回归方程计算

各样品中野黄芩苷、芹菜素的含量,结果见表 1。

表 1 不同产区半枝莲中野黄芩苷、芹菜素的含量 (% )

Tab 1 The con tents of scutellar in and apigen in of

H erba Scu te llar iae Barbatae in d ifferent districts

样品号

( samp leN o1 )

产区

( produc ing area)

野黄芩苷

( scutellarin)

芹菜素

( ap igen in)

1 河北 ( H ebe i) 0134 0107

2 安徽 ( A nhu i) 0139 0102

3 河南 (H enan) 0123 0104

4 广西 ( Guangx i) 0128 0130

5 江西 ( J iangx i) 0103 0120

6 新疆 ( X in jiang) 0121 0103

7 湖南 ( Hunan) 0131 0102

8 山西 ( Shanx i) 0121 0111

9 山东 ( Shandong ) 0125 0110

10 湖北 ( Hube i) 0119 0108

11 四川 ( Sichuan) 0129 0118

12 陕西 ( Shaanx i) 0126 0103

3 讨论
311 在质谱参数选择中, 曾以干燥气温度、干燥气
流速、碰撞能量做了三因素二水平的正交实验,综合

考虑野黄芩苷、芹菜素子离子峰面积,最后确认了实

验中的参数如下:干燥气温度为 300 e ;干燥气流速

为 500 L# h
- 1
; 碰撞能量: 5~ 15 m in为 30 V, 16 ~

21m in为 40 V。

312 在供试品溶液的制备和流动相选择中, 因为

LC- M S /M S法提取子离子的优势, 参考文献选择了

简单的提取方法
[ 5]
和流动相

[ 2 ]
,梯度洗脱时间也很

短, 并且实现了对野黄芩苷和芹菜素的同时检测,大

大简化了制备方法,缩短了分析时间。更重要的是,

采用 LC- M S /M S提取子离子的方法来进行野黄芩

苷和芹菜素的含量测定, 避免了用 LC法测定芹菜

素含量时, 一个黄酮类化合物 ( [M - H ]
-
m /z为

299)与芹菜素极性非常相近而叠加在一起形成的

增大效应。

313 含量测定结果表明, 产地不同, 野黄芩苷和芹
菜素的含量差异较大,可能与各地的土质和日照不

同有关,药物研究和生产中固定药源很有必要。
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