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模型，可快速准确测定国产血竭龙血素 A、龙血素 B

的百分含量。

由实验结果知，样品间 HPLC测定值相差较大，

这可能与样品间差异有关。龙血素 B大部分样品的

百分偏差都在 1 %～5 %之间。国家药品监督管理局

国家标准颁布件WS3-028（Z-016）-99（Z）中要求龙血

素 B含量不低于 0.4 %，47 个样品均符合要求，但

若能再增大样本量，模型可能会更为准确。

中药的质量问题一直是中药研究的热点。中药的

成分复杂，分析过程繁琐，近红外分析方法能快速有

效测定出中药中的指标性成分含量，对提高制剂的质

量标准有一定的意义。
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液 -质联用测定不同产地独活中蛇床子素和欧前胡素的含量

顿珠次仁 1，朱根华 2，邹志琴 2，严志宏 2，黄秀珍 2（1. 西藏藏医学院，西藏 拉萨 850000；2. 江西中医药大

学，江西 南昌 330004）

摘要：目的 建立不同产地独活中蛇床子素和欧前胡素含量的测定方法。方法 采用液相色谱 -质谱联用（液-

质联用）方法，测定 4种不同产地独活中蛇床子素和欧前胡素的含量。液相色谱条件：甲醇 -水（体积比，85∶

15）作流动相，流速为 0.3 mL·min-1，柱温 30 ℃，进样量 5 滋L。质谱条件：电喷雾离子源（ESI），阳离子模

式，多反应监测（MRM）方式检测。采用外标法测定蛇床子素和欧前胡素的含量。结果 不同产地独活中蛇床

子素含量范围为 1.11～5.02 滋g·g-1，欧前胡素的含量范围 0.85～9.54 滋g·g-1。结论 不同产地独活中蛇床子素和

欧前胡素的含量存在一定的差异。该法可为不同地区独活中药材的质量控制提供参考标准。
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Determination of Osthole and Imperatorin in Radix Angelicae Pubescentis from Different Habitats by
HPLC-MS/MS
DUNZHU Ciren1，ZHU Genhua2，ZOU Zhiqin2，YAN Zhihong2，HUANG Xiuzhen2（1. Traditional Tibetan Medicine

105· ·



栽则葬凿蚤贼蚤燥灶葬造 悦澡蚤灶藻泽藻 阅则怎早 砸藻泽藻葬则糟澡 驭 悦造蚤灶蚤糟葬造 孕澡葬则皂葬糟燥造燥早赠，圆园15 January，灾燥造援 26 晕燥援 1

独活为伞形当归属植物重齿毛当归的干燥根。性

味辛、苦，微温，归肝、肾、膀胱经，其功能主治祛

风除湿，散寒止痛。主要用于治疗风寒湿痹，腰膝疼

痛，少阴伏风头痛，头痛齿痛等症[1]。独活是一味常

用中药，始载于《神农本草经》，列为上品。主产于四

川、湖北、安徽等地。目前，独活在全国范围内广泛

栽培，不同产地的独活药材饮片在全国各地流通。药

理研究表明，蛇床子素（Osthole）具有解痉、降血压、

抗心律失常、增强免疫功能及广谱抗菌作用，临床用

于温肾壮阳，燥湿，祛风，杀虫；外治外阴湿疹，妇

人阴痒，滴虫性阴道炎[2-5]。欧前胡素（Imperatorin）具

有抗菌、平喘及抗过敏等作用 [6-8]。蛇床子素和欧前

胡素均属香豆素类成分，其结构式如图 1所示。有文

献报道 [9-13]，采用液相色谱法（HPLC）和气相色谱法

（GC）检测独活属中蛇床子素和欧前胡素的含量，

但还未见关于液相色谱 - 质谱联用（液 - 质联用，

HPLC-MS/MS）检测独活中蛇床子素和欧前胡素含量

的报道。本研究采用 HPLC-MS/MS 法测定 4个主要

产地独活中蛇床子素和欧前胡素成分的含量。

1 材料
1.1 仪器 Agilent 1290色谱系统，包括二元梯度泵，

自动进样器，柱温箱，美国捷伦科技有限公司；质谱

系 统 为 AB SCIEX Q-TRAP 4500， 连 PEAK

SCIENFIC氮气发生器，工作站为 Analyst 1.6.1，美国

AB SCIEX 公司；双蒸水仪，SZ-93A 上海亚荣生化

仪器厂；万分之一电子分析天平、水浴锅、超声波清

洗器，昆山市超声仪器有限公司。

1.2 试剂及药材 蛇床子素（批号：110822-201308）

和欧前胡素（批号：110826-201214）对照品，中国药

品生物制品检定研究院；甲醇，美国 HPLC/Spectro

Tedia公司；超纯水，自制。四川独活、湖北独活、

甘肃独活、陇西独活 4个不同产地的独活，均购自南

昌开心人大药房，经江西中医药大学龚千锋教授鉴定

均为独活药材。

2 方法与结果
2.1 色谱条件 色谱柱：Ultimate R XB-C18（3.5 滋m，

10 cm×2.1 mm），柱温：30 ℃，流动相：甲醇 -水

（v/v 85∶15）；等度洗脱：0～10 min，流速：0.30

mL·min-1；进样体积：5 滋L。在上述色谱条件下，供

试品和对照品中蛇床子素和欧前胡素液 -质分析图

谱见图 2。

2.2 质谱条件 离子源为 ESI，正离子检测（+），检测

College， Lhasa 850000 Tibet， China； 2. Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine， Nanchang 330004

Jiangxi，China）

Abstract：Objective To establish a method for the determination of osthole and imperatorin in Radix Angelicae

Pubescentis from different habitats. Methods High performance liquid chromatography-mass spectrometry/ mass

spectrometry（HPLC-MS/MS）was used for the determination of osthole and imperatorin in Radix Angelicae Pubescentis

from four habitats. Chromatographic analysis was carried out on a C18 column（3.5 滋m， 10 cm×2.1 mm）with

methanol-water（v/v being 85∶15）as mobile phase. The flow rate was 0.3 mL·min-1，column temperature was 30 ℃，

and injection volume was 5 滋L. The condition of mass spectrometry was as follows：electrospray ionization（ESI）in

cationic mode，and multiple reaction monitoring（MRM）detection mode. Finally，external standard method was used

for the determination of osthole and imperatorin in Radix Angelicae Pubescentis. Results The content of osthole was in

the range of 1.11～5.02 滋g·g-1 and that of imperatorin was in the range of 0.85～9.54 滋g·g-1. Conclusion The

contents of osthole and imperatorin in Radix Angelicae Pubescentis from different habitats vary，which may provide the

reference standard for quality control of Radix Angelicae Pubescentiss.

Keywords： Radix Angelicae Pubescentis； Osthole； Imperatorin； High performance liquid chromatography-mass

spectrometry/ mass spectrometry（HPLC-MS/MS）

图 1 蛇床子素（Osthole）（A）和欧前胡素（Imperatorin）（B）的
结构式

Figure 1 The structural formula of Osthole（A）and Imperatorin（B）

（A） （B）
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A. 对照品；B. 湖北独活；C. 四川独活；D. 陕西独活；E. 甘肃独活

图 2 蛇床子素、欧前胡素的液-质分析图谱
Figure 2 HPLC-MS/MS chromatograms of Osthole and Imperatorin

方式为多反应监测（MRM）方式；质谱条件具体为：

气帘气（CUR）25 psi，碰撞气（CAD）Medium。电喷雾

电压（Is）5500 V，离子源温度（TEM）500 ℃，雾化气

（GS1）55 psi，辅助加热气（GS2）60 psi。驻留时间

100 ms；各分析物 MRM 参数见表 1。图 3所示为蛇

床子素一级、二级质谱图（A），欧前胡素一级、二级

质谱图（B）。

表 1 欧前胡素和蛇床子素的 MRM参数
Table 1 MR/MS parameters of Osthole and Imperatorin

化合物

蛇床子素

（Osthole）

欧前胡素

（Imperatorin）

母离子分子量（Da）

245.0

245.0

271.0

271.0

子离子分子量（Da）

188.9

131.0

202.9

147.0

裂解电压 /V

56.0

56.0

61.0

61.0

碰撞电压 /V

19

35

17

43

2.3 供试品溶液制备 将四川独活、湖北独活、甘肃

独活、陇西独活药材分别打粉、过 9号筛，精密称取

四川独活（1.0208 g）、湖北独活（1.0271 g）、甘肃独活

（1.0289 g）、陇西独活（1.0254 g）粉末。將 10倍量的

甲醇倒入装有药材的圆底烧瓶，80 ℃加热回流 1 h，

冷却取出上清液，重复 3次。将 3次得到的上清液汇

集进行旋蒸，得到 4种独活的甲醇溶解物（<10 mL），

然后分别加甲醇溶解至 100 mL容量瓶中定容，一份

再稀释 500倍即得测试样品，分别检测。

2.4 对照品溶液制备 精密称取蛇床子素、欧前胡素

对照品各 4 mg，分别放置于 100 mL容量瓶中，加甲

醇溶解并稀释定容至刻度，摇匀；精密量取 1 mL置

100 mL容量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，即得。

2.5 线性关系考察 分别将蛇床子素（400 ng·mL-1）、

欧前胡素（400 ng·mL-1）溶液混合、用甲醇稀释至 100，

50，25，12.5，6.25 ng·mL-1，浓度从低到高依次注

入液 -质色谱仪，记录峰面积。以峰面积（Y）对质量
浓度（X，ng·mL-1）绘制标准曲线，回归方程、线性范

围和相关系数见表 2。

表 2 欧前胡素和蛇床子素分析的相关参数

Table 2 Validation parameters of the determination of Osthole

and Imperatorin

2.6 方法学考察
2.6.1 仪器精密度试验 用甲醇稀释得到 25，6.25

ng·mL-1 蛇床子素和欧前胡素的混合对照品溶液。取

该混合对照品溶液每 3 h测定 1次浓度，共 6次，计

算日内精密度；隔日测定 1次浓度，共 6次，计算日

间精密度。测得蛇床子素的日内精密度和日间精密度

的 RSD分别为 4.2 %，4.5 %；欧前胡素的日内精密

度和日间精密度的 RSD分别为 4.3 %，4.4 %。表明

仪器精密度良好。

2.6.2 样品稳定性试验 取同一份供试品溶液，在相

同条件下分别于 0， 2，4，8，12，24 h 进行测定，

记录总离子流图。测得各共有峰的相对保留时间和相

对峰面积值 RSD 均小于 2.6 %，表明供试品在 24 h

图 3 蛇床子素及欧前胡素一级、二级质谱图

Figure 3 Primary and secondary mass spectrogram of Osthole（A）and Imperatorin（B）

A. 蛇床子素 B. 欧前胡素

化合物

蛇床子素（Osthole）

欧前胡素（Imperatorin）

MRM离子对

245.0→188.9

271.0→202.9

线性范围 /ng·mL-1

6.25~100

6.25~100

相关系数（r）

0.9993

0.9994

t / min t / min t / min t / min t / min
0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0

0.94
1.45

1.61

3.99

4.59

8.75 4.00

A B C D E
4.89

4.99 4.95

4.67 4.70 4.69

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 260 265 270 275 280 285 290 295 300240 245 250 255 260 265 270

242.2

[M+H]'

248.1

246.1 188.9

256.1259.1
258.1

260.1
245.0 247.1 263.1 267.0

271.0

m/z，Da

262.1

102.9

131.0

158.9 202.9
245.0

[M+H+C3H4O]+

m/z，Da m/z，Da

274.1

258.1 263.1

262.1
[M+H]'

275.2

271.0 272.1276.2

290.1

291.1292.9286.2

[M+H+C3H4O-C4H10]+

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

[M+H-C5H8-C3H4O]+

69.0
90.9 131.0

147.0

156.9
174.9

184.9214.9 271.0

202.9[M+H-C5H8]+

m/z，Da
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内稳定性较好。

2.6.3 重复性试验 取同一批样品 6 份，按照 2.3项

方法制备供试品溶液，按 2.1和 2.2项色谱条件和质

谱条件进样，记录总离子流图。测得各共有峰的相对

保留时间和相对峰面积值 RSD均小于 4.2 %，结果表

明该方法重复性良好。

2.6.4 加样回收试验 精密称取四川独活、湖北独活、

甘肃独活、陇西独活药材粉末 0.5 g，分别加入蛇床

子素、欧前胡素标准品，加标为 3 个浓度：6.25，

12.5 和 50 ng·mL-1，充分混匀。按前述方法采集谱

图，并利用所建立的定量校正方法分析含量。平行做

5次实验，分别计算加样回收率。四川独活、湖北独

活、甘肃独活、陇西独活中平均回收率分别为 98.5

%，97.8 %，98.1%，97.9 %，RSD分别为 0.32 %，0.63

%，0.51 %，0.76 %。说明方法准确可靠。

2.7 样品的测定 按照上述确定的方法，对 4个不同

产地独活进行了测定，换算得到 4个产地独活的含

量，结果见表 3。

表 3 独活中欧前胡素和蛇床子素含量测定结果

Table 3 Determination of Imperatorin and Osthol

3 讨论
本研究采用液 -质联用技术测定独活药材中蛇

床子素、欧前胡素的含量，具有灵敏度高、专属性强

等优点。本方法采用等度洗脱，方法简单，完成一次

色谱进行分析只需 11 min。相比文献报道 [13-17]的

HPLC 检测时间为 30 min 左右，大大缩短了分析时

间。该法操作简便，省时、省溶剂，准确可靠，适用

于对独活药材中有效成分进行准确的含量测定。

蛇床子素和欧前胡素在 6.25~100 ng·mL-1之内线

性关系良好，并有较好的重现性，方法准确可靠。不

同产地独活蛇床子素和欧前胡素含量差异较大，不同

产地独活中蛇床子素含量远高于欧前胡素；独活药材

中这两种相差大的成分对独活药效的影响还待进一步

研究。湖北独活中蛇床子素含量最高，达到中国药典

规定的含量，而四川独活、甘肃独活和陕西独活中蛇

床子素浓度均偏低。因此，对不同产地独活的有效成

分进行准确的含量测定，对于临床用药安全具有重要

指导意义。
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样品产地

四川独活

湖北独活

甘肃独活

陇西独活

蛇床子素 /滋g·g-1

2.65

5.02

1.18

1.11

欧前胡素 /滋g·g-1

3.87

9.54

1.49

0.85

108· ·


