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超高效液相色谱-串联质谱法测定
清音饮中 5种有效成分含量研究*
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摘要：[目的] 建立一种超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）方法，用于同时测定清音饮中橙黄决明素、绿

原酸、木犀草苷、3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸和 4，5-O-二咖啡酰基奎宁酸 5种有性成分的含量。[方法] 色谱分离在

Waters ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）色谱柱上进行。流动相由含 0.1%甲酸的水溶液（A）和乙

腈（B）组成，采用梯度洗脱程序，流速为 0.3 mL/min。柱温箱设定为 35 ℃，进样体积为 5 μL。质谱检测在电喷雾电

离源负离子模式下进行，采用多反应监测扫描方式。[结果] 方法学验证结果表明，所测 5种成分在相应浓度范围内

均呈现良好线性关系，相关系数 r均不低于 0.998 7。该方法的精密度、重复性和稳定性均符合分析要求，平均加样

回收率范围为 94.00%~112.55%。[结论] 研究建立的 UPLC-MS/MS含量测定方法灵敏度高、稳定性好，可以为清音

饮的质量控制提供参考。
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清音饮为天津中医药大学第一附属医院中药

制剂，始载于《天津市医疗机构制剂规范》（1998年
版）。该制剂由炒决明子、金银花、麦冬等 5味中药

组成，具有清热凉血、生津润燥之功效，主要用于缓

解津液不足所致的口干咽燥，以及嗓音嘶哑、慢性

咽炎、咽喉肿痛等症状。经多年临床应用观察疗效

确切[1-2]，且未见明显不良反应报道。张慧琪等[2]研究

发现，清音饮可以通过上调咽部黏膜免疫保护分子

分泌型免疫球蛋白A（sIgA）、人 β防御素 2（HBD-2）
及人 β防御素 3（HBD-3）的表达水平，从而发挥防

治慢性咽炎的作用，该结论为其临床应用提供了实

验依据。

现阶段，清音饮主要依靠理化方法与薄层色谱

（TLC）进行鉴别。已有文献[3]对单一成分的含量测

定进行了报道，但尚未建立基于多指标成分同步定

量的系统分析方法，难以全面反映其整体质量

属性。

本研究基于超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-
MS/MS）技术，建立了清音饮中绿原酸、木犀草苷、橙

黄决明素、3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸及 4，5-O-二
咖啡酰基奎宁酸 5种有效成分的同步定量分析方

法。该方法旨在完善清音饮的质量控制体系，并为

相关复方制剂的质量评价提供参考。

1 材料

1.1 仪器 超高效液相色谱-三重四级杆质谱联

用仪，Waters公司；冷冻高速离心机（离心半径为

73 mm），Thermo公司；十万分之一微量天平，赛多利

斯实验室仪器有限公司；超声波清洗仪，深圳市洁

盟清洗设备有限公司；高速粉碎机，天津泰斯特仪

器有限公司。

1.2 试药 对照品：橙黄决明素（批号：111900-
202006）、绿原酸（批号：110753-202119）、木犀草苷

（批号：111720-202312）、3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸

（批号：111782-202309）和 4，5-O-二咖啡酰基奎宁

酸（批号：111894-202205），均购自中国食品药品检
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定研究院。按照证书所示，所有化合物纯度分别不

低于 99.0%、96.3%、98.1%、95.0%与 94.9%；饮片：

炒决明子、金银花、麦冬、胖大海、青果均购自天津

饮片厂。试剂：甲醇、乙腈（色谱纯，Merck公司）；甲

酸（色谱纯，Fisher公司）；超纯水为实验室自制。

2 方法与结果

2.1 溶液制备

2.1.1 标准溶液配制 用于实验的橙皮决明素、绿

原酸、木犀草苷、3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸和 4，5-
O-二咖啡酰基奎宁酸标准溶液，其配制过程为：各

对照品经准确称量后，加入甲醇配制成质量浓度分

别为 0.2、0.5、0.2、0.5、0.5 μg/mL的混合对照品溶

液。将上述溶液用甲醇依次稀释 2、2、2、2、2、2.5、
2、2倍，得到 9个系列质量浓度的混合对照品溶液。

2.1.2 供试品溶液制备 称取处方量药材共计200 g，
加 10倍量水煎煮回流提取 2次，每次 1 h，滤过，合

并两次滤液，得到清音饮提取液。精密量取该提

取液适量，依据“2.2”项色谱条件测定不同成分，分

别稀释制备：1）用于测定橙皮决明素、木犀草苷及

4，5-O-二咖啡酰基奎宁酸的供试品溶液。精密量

取提取液适量，以 50%甲醇溶液定量稀释 400倍，

摇匀。2）用于测定绿原酸和 3，5-O-二咖啡酰基奎

宁酸的供试品溶液。精密量取提取液适量，以 50%
甲醇溶液定量稀释 4 000倍，摇匀。

将上述两种稀释后的溶液 13 000 r/min离心

10 min（离心半径 73 mm），取上清液，经 0.22 μm微

孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.2 UPLC-MS/MS分析条件

2.2.1 色 谱 条 件 采 用 Waters ACQUITY UPLC
BEH C18色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），以 0.1%
甲酸水溶液（A）-乙腈（B）为流动相进行梯度洗脱，

程序见表 1。实验流速为 0.3 mL/min，柱温箱设置为

35 ℃，进样量为 5 μL。

2.2.2 质谱条件 质谱检测在电喷雾电离源的负

离子模式下进行，数据采集选用多反应监测方式，

毛细管电压设置为 2.5 kV，锥孔气流速 40 L/h，脱溶

剂气流量 900 L/h，脱溶剂气温度 500 ℃，离子源温

度 150 ℃，其他参数见表 2。

2.3 方法学考察

2.3.1 专属性考察 为获取多反应监测色谱图，将

空白、对照品与供试品溶液按照“2.2”项方法进样分

析，相关色谱图见图 1。
2.3.2 线性关系 经系列混合对照品溶液（共 9个
浓度水平）进行考察，所有样品均按照“2.1”项方法

分析。标准曲线的绘制以质量浓度为自变量（X），

峰面积为因变量（Y），并据此计算回归方程、线性范

围、相关系数及最低定量限。见表 3。
2.3.3 精密度实验 通过同一对照品溶液的重复

测定进行评估。依据“2.2”项色谱条件，分别进行日

内（1 d内平行测定 6次）与日间（连续 3 d测定）精密

度实验，并计算各成分峰面积的相对标准偏差。结

果显示，橙黄决明素、绿原酸、木犀草苷及两种二咖

啡酰基奎宁酸的日内相对标准偏差（RSD）依次为

1.63%、3.09%、1.20%、4.18%、2.26%；日间 RSD值分

别为 2.30%、2.70%、3.27%、4.48%、3.34%。结果表

明，该方法具有良好的精密度。

2.3.4 重复性实验 为评估方法的重复性，取同一

份清音饮提取液，独立制备 6份供试品溶液，并按照

“2.1”项色谱条件进行分析。测定上述 5种成分的

含量，并计算其 RSD。结果显示，橙黄决明素、绿原

酸、木犀草苷、3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸和 4，5-O-
二咖啡酰基奎宁酸的 RSD值依次为 1.49%、1.88%、

4.18%、3.01%、3.53%，表明本方法的重复性符合

要求。

2.3.5 溶液稳定性考察 取同一供试品溶液，于室

温条件下分别放置 0、2、4、8、12、24 h后，依照“2.2”项
方法进样分析，考察样品稳定性。通过计算各时间

点 5种成分色谱峰面积的RSD，得到橙黄决明素、绿

原酸、木犀草苷、3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸和 4，5-

表 1 流动相梯度洗脱程序

时间（min）
0.0
1.0
5.0
6.0
9.0
9.1
12.0

流动相A（%）
95
78
78
10
10
95
95

流动相 B（%）
5
22
22
90
90
5
5

表 2 各成分质谱参数

化合物名称

橙黄决明素

绿原酸

木犀草苷

3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸

4，5-O-二咖啡酰基奎宁酸

保留时间

（min）
7.77
2.88
3.78
4.26
4.71

母离子

（m/z）
328.99
352.97
447.02
515.03
515.03

子离子

（m/z）
314.12
191.13
285.01
353.15
353.15

锥孔电压

（V）
4
2
68
24
2

碰撞电压

（V）
16
14
26
14
16
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O-二咖啡酰基奎宁酸的 RSD依次为 1.1%、1.9%、

2.6%、1.5%、2.4%。以上结果说明供试品溶液在 24 h
内稳定性良好。

2.3.6 加样回收率实验 为考察方法的准确性，进

行加样回收率实验。精密称取已知含量的清音饮

提取液供试品 9份，分别按照供试品中各待测成分

含量的 50%、100%、200%水平精密加入相应对照品

溶液，按照“2.1.2”项方法操作，制备供试品，每个浓

度平行制备 3份，依照“2.2”项方法进样测定，计算

橙黄决明素、绿原酸、木犀草苷、3，5-O-二咖啡酰基

奎宁酸和 4，5-O-二咖啡酰基奎宁酸 5种成分的平

均回收率及 RSD值。上述 5种成分在低（50%）、中

（100%）、高（200%）3个加样水平下的平均回收率分

别为 94.00%~107.56%、97.80%~112.32%、104.13%~
112.11%，相 应 RSD（n=3）分 别 为 4.68%~8.61%、

3.23%~7.78%、1.04%~7.98%。结果表明方法准确

度良好。

2.4 样品含量测定 精密称取 6个批号的清音饮

样品，按照“2.1.2”项规定程序，完成供试品的制备，

参照“2.2”项既定色谱条件完成测定，计算含量，

见表 4。
3 讨论

本研究基于清音饮的组方原则（君药决明子，

臣药金银花、麦冬），结合《中华人民共和国药典》

（2020年版）相关药材的质控要求，并充分考虑制剂

工艺与功效的相关性，对质量评价指标进行了系统

筛选。君药决明子中，《中华人民共和国药典》指标

成分大黄酚在经水提取过程中转移率低、热稳定性

注：图A，空白；图 B，标准品；图 C，样品。1，3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸；2，4，5-O-二咖啡酰基奎宁酸；3，木犀草苷；4，绿原酸；5，橙黄决明素。

图 1 空白、标准品、样品MRM色谱图

表 3 清音饮中 5种成分的线性关系与定量下限

化合物名称

橙黄决明素

绿原酸

木犀草苷

3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸

4，5-O-二咖啡酰基奎宁酸

回归方程

Y=208.96X+113.94
Y=76.68X+118.00
Y=69.89X-4.13
Y=68.06X-9.42
Y=67.23X+8.42

线性范围

（ng/mL）
0.5~200
1.0~500
0.5~200
1.0~250
2.0~500

相关系数

（R）

0.998 7
0.999 1
0.999 5
0.999 9
0.999 7

最低定量限

（ng/mL）
0.5
1.0
0.5
1.0
2.0

表 4 6批清音饮中 5种成分含量测定结果

化合物

橙黄决明素

绿原酸

木犀草苷

3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸

4，5-O-二咖啡酰基奎宁酸

各批号供试液含量（μg/mL）
202405
77.83

1 337.32
35.75
142.63
222.89

202406
76.94

1 279.53
35.09
138.04
219.28

202407
74.57

1 256.81
36.79
137.16
239.64

202408
73.86

1 238.54
37.64
133.63
248.36

202409
75.99

1 385.73
37.62
130.36
226.48

202410
78.66

1 296.81
34.94
145.73
228.64

平均值

（μg/mL）
76.31

1 299.12
36.31
137.93
230.88

RSD（%）
2.44
4.19
3.35
4.09
4.76
801
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较差，与文献报道相符[4-5]，故不适宜作为本制剂的

核心质量控制指标。橙黄决明素为决明子中的重

要活性成分，具有抗炎、保护肝脏等作用[6-7]，与方剂

清热解毒功效密切相关。本研究证实其在制剂中

含量稳定、转移良好，可以作为决明子的质量标志

物。臣药金银花中的绿原酸与木犀草苷为《中华人

民共和国药典》收录指标，具有抗菌、抗病毒活性[8]，
与清音饮功效一致。此外，金银花所含的 3，5-O-
二咖啡酰基奎宁酸与 4，5-O-二咖啡酰基奎宁酸亦

具有抗炎、抗氧化等作用[9-11]。本研究中上述成分

检测结果稳定、含量较高，能够较好反映该药味质

量。另一臣药麦冬的指标成分鲁斯可皂苷元，在本

研究建立的 UPLC-MS/MS方法中响应较弱，未能达

到稳定定量要求，与文献中关于其经水提取转移率

低、质谱响应不高的报道[12-15]一致，因此未纳入本

次质量控制体系。本研究选择橙黄决明素、绿原

酸、木犀草苷、3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸及 4，5-O-
二咖啡酰基奎宁酸共 5种功效关联成分作为质量评

价指标，并建立 UPLC-MS/MS分析方法，实现多成

分同步、准确测定，为清音饮的质量控制提供了可

靠依据。

为获得目标成分的最佳分离条件与质谱响应，

本研究对色谱、质谱条件进行了系统优化。在色谱

条件优化中，重点考察了不同流动相体系（包括水-
乙腈、水-甲醇，以及含 0.05%~0.2%甲酸的水溶液-
甲醇/乙腈系统）对 5种成分分离效果的影响。综合

评价峰形对称性（要求对称因子 0.8~1.2）、分析时间

及质谱响应强度等指标，最终确定以 0.1%甲酸水

溶液（A）-乙腈（B）作为流动相系统。在该条件下，

各分析物峰形对称性良好，分离度符合色谱分离要

求，且分析时间较短。在此基础上，通过优化梯度

洗脱程序，确立了最终的色谱条件。在质谱条件优

化中，主要针对离子源参数进行调节，以提升检测

灵敏度。结果表明，在负离子模式下，经优化的质

谱参数可以显著增强目标化合物的离子化效率，保

证其具有高强度的质谱响应和良好的方法选择性。

该方法重现性良好（RSD<5%），符合定量分析要求，

能够满足清音饮复杂基质中多成分的同步准确定

量分析。

鉴于各目标成分在极性及溶解性上存在差异，

为实现高效提取，本研究对供试品溶液的制备方法

进行了系统优化。实验以提取回收率与色谱峰纯

度为评价指标，重点比较了水、甲醇、乙醇及其不同

体积分数水溶液的提取能力。综合比较研究结果，

表明采用 50%甲醇水溶液作为提取溶剂时，所有

待测成分均能实现高效提取，且色谱图中共存杂质

的干扰较小。该方法简便、高效，所得提取液经

0.22 μm微孔滤膜过滤后即可直接进行 UPLC-MS/
MS分析。

此外，本研究在方法学验证基础上，进一步对

5种指标成分的质量评价意义及测定结果的批次

一致性进行了综合分析。从含量测定结果（表 4）
可见，6批清音饮样品中绿原酸含量最高（平均

1 299.12 μg/mL），其次为 4，5-O-二咖啡酰基奎宁酸

（平均230.88 μg/mL）与3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸（平

均 137.93 μg/mL），橙黄决明素（平均 76.31 μg/mL）与
木犀草苷（平均 36.31 μg/mL）含量相对较低。该含

量分布规律与各味中药在复方中的处方比例及该

类成分的水提取转移特性基本吻合：金银花作为臣

药且用量较大，其所含的绿原酸及二咖啡酰基奎宁

酸类成分极性适中、水溶性较好，在水提过程中易

于溶出，因而在制剂中呈现较高含量；决明子中的

橙黄决明素为蒽醌类苷元，水溶性相对较低，但其

在复方煎煮过程中仍然能够保持稳定的转移率，且

与本研究中精密度、重复性结果共同表明该成分可

以作为决明子的稳定质量控制指标。从批次间 的

一致性来看，6批样品中 5种成分含量的 RSD范围

为 2.44%~4.76%，均小于 5%，提示该制剂的制备工

艺稳定性良好，所建立的多指标测定方法能够有效

反映批次间的质量差异。

综合上述分析，本研究筛选的 5种功效关联成

分不仅从药效学角度与清音饮“清热凉血、生津润

燥”功能主治高度契合，且在方法学上展现了良好

的可测性与稳定性，能够较为全面地反映制剂质

量。相较于已有文献报道的单一成分含量测定方

法[3]，本研究所建立的多指标 UPLC-MS/MS同步定

量策略显著提升了质量控制的覆盖面和专属性，为

后续清音饮的药效物质基础研究及质量标准提升

提供了更为充分的分析依据。

4 结论

本研究成功建立了一种基于 UPLC-MS/MS技
术同时测定清音饮中橙黄决明素、绿原酸、木犀草

苷、3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸及 4，5-O-二咖啡酰

基奎宁酸 5种有效成分的分析方法。经验证，该方

法灵敏度高、专属性强、重复性好，各项方法学指标

均符合定量分析要求。本方法的建立克服了原有
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质量控制方法单一、难以整体评价药品质量的不

足，可以为清音饮质量标准的修订与提升提供科学

依据，并为其临床疗效的关联性研究奠定基础。
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Simultaneous determination of five active components in Qingyin Yin by UPLC‑MS/MS
LI Yu1，2，HE Chang1，2，WANG Rui1，2，FAN Baishuang1，2，CHEN Tao1，2，CHAI Shiwei1，2，WANG Yang1，2
（1. First Teaching Hospital of Tianjin University of Traditional Chinese Medicine，Tianjin 300381，China；

2. National Clinical Research Center for Chinese Medicine，Tianjin 300381，China）
Abstract：[Objective] To establish an ultra ⁃ performance liquid chromatography ⁃ tandem mass spectrometry
（UPLC ⁃ MS / MS）method for the simultaneous determination of five bioactive components：aurantio ⁃ obtusin，
chlorogenic acid，luteoloside，3，5 ⁃O ⁃ dicaffeoylquinic acid，and 4，5 ⁃O ⁃ dicaffeoylquinic acid in Qingyin Yin.
[Methods] Chromatographic separation was performed on a Waters ACQUITY UPLC BEH C18 column（2.1 mm×
100 mm，1.7 μm）with a gradient elution program using 0.1% formic acid in water（A）and acetonitrile（B）as the
mobile phase at a flow rate of 0.3 mL/min. The column temperature was set at 35 °C，and the injection volume was
5 μL. Mass spectrometric detection was carried out in negative electrospray ionization（ESI）mode with multiple
reaction monitoring（MRM）. [Results] The method was validated and showed good linearity for all five components
within their respective concentration ranges，with correlation coefficients（r）not less than 0.998 7. The precision，
repeatability，and stability of the method were satisfactory. The average recoveries ranged from 94.00% to 112.55%.
[Conclusion] The established UPLC⁃MS/MS method is sensitive，specific，and reproducible，providing a reliable
approach for the quality control of Qingyin Yin.
Keywords：Qingyin Yin；UPLC⁃MS/MS；chemical component；content determination

803


