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青蛙七中异黄酮类成分质量控制研究

何姬１，刘妍如１，段金廒２，唐志书１，３，宋忠兴１，赵艳婷１，游雪莲１，张德柱４，杨国伟５

（１．陕西中医药大学 陕西中药资源产业化省部共建协同创新中心，咸阳 ７１２０８３；２．南京中医药大学 江苏省中药资源产业化
过程协同创新中心江苏省方剂高技术研究重点实验室，南京 ２１００２３；３．中国中医科学院，北京 １００７００；４．陕西盘龙药业集团

股份有限公司，商洛 ７１１４００；５．山西省检验检测中心（山西省标准计量技术研究院），太原 ０３０００２）

摘要　目的：依据对青蛙七主要成分的表征结果，建立青蛙七薄层色谱（ＴＬＣ）定性鉴别方法及一测多评
（ＱＡＭＳ）的含量测定方法。方法：首先，采用超高效液相色谱－四极杆－飞行时间质谱联用（ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦ
ＭＳ／ＭＳ）技术对青蛙七的主要成分进行表征，使用ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ）

色谱柱，以０１％甲酸水溶液（Ａ）－乙腈溶液（Ｂ）为流动相进行梯度洗脱，正离子模式下采集信息；其次，通
过ＴＬＣ建立定性鉴别方法；最后，建立ＱＡＭＳ方法，采用Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，

流动相为００５％磷酸水（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱，以鸢尾黄素为内参物，建立其与鸢尾苷及野鸢尾黄素的相
对校正因子，并通过校正因子计算３个异黄酮类成分的含量。同时与外标法（ＥＳＭ）进行比较，以验证ＱＡＭＳ
法的准确性和可行性。结果：ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ共表征出青蛙七中５个含量较高的异黄酮类成分（鸢尾苷、鸢
尾甲苷Ｂ、鸢尾黄素、野鸢尾黄素、鸢尾黄酮Ａ）。建立了鸢尾苷、鸢尾甲苷Ｂ、鸢尾黄素、野鸢尾黄素４个成分
的ＴＬＣ鉴别法。在一定的浓度范围内，鸢尾苷、鸢尾黄素、野鸢尾黄素３个成分线性关系良好（ｒ

!

０９９９），平
均加样回收率为９７７％～１００８％，ＲＳＤ为１１％～２９％，鸢尾苷、野鸢尾黄素的相对校正因子分别为１１１４５、
０８２７０，在不同试验条件下重现性良好（ＲＳＤ＜５％）；采用ＱＡＭＳ法测定的１０个不同产地青蛙七中３个成分
含量与ＥＳＭ的实测值之间无显著性差异。结论：以表征的青蛙七药材的成分为基础，选择含量较高且稳定的
成分建立的ＴＬＣ和ＱＡＭＳ方法简便、稳定，可用于青蛙七药材定性定量分析及质量评价。
关键词：青蛙七；超高效液相色谱－四极杆－飞行时间质谱联用；鸢尾苷；鸢尾甲苷 Ｂ；鸢尾黄素；野鸢尾黄
素；薄层色谱；一测多评法
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ａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｔｉｍｅ－ｏｆ－ｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦ
ＭＳ／ＭＳ）ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｕｓｉｎｇａｎＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ ＢＥＨＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ）ｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔ
ｅｌｕｔｉｏｎｕｓｉｎｇ０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ－ｗａｔｅｒ（Ａ）－ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（Ｂ）ａｓｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ，ａｎｄｔｈｅｄａｔａｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｉｎ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅＩｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｔｈｅＴＬＣ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｑｕａｎｔｉ
ｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａｎＡｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）Ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ
ｗａｓ００５％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄｗａｔｅｒ（Ａ）－ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（Ｂ）ｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎＴｈｅＱＡＭＳｍｅｔｈｏｄｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
ｂｙｕｓｉｎｇｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎａｓａｎｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｔｓｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｗｉｔｈｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎａｎｄｉｒｉｇｅｎｉｎ，
ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｈｒｅｅｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙａｎｄ
ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅＱＡＭＳｍｅｔｈｏｄｗａｓｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙｔｈｅｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ（ＥＳＭ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｆｉｖｅｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ
ｗｅｒｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ（ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ，ｉｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｎＢ，ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ，ｉｒｉｇｅｎｉｎａｎｄｉｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎＡ）ｂｙＵＰＬＣ－ＱＴＯＦ
ＭＳ／ＭＳ．ＡＴＬＣｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒｆｏｕｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ，ｉｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｎＢ，ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎａｎｄｉｒｉｇｅｎｉｎｗａｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＩｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｔｈｅｌｉｎｅａｒｉｔｙｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ，ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎａｎｄｉｒｉｇｅｎｉｎｗｅｒｅｇｏｏｄ
ｉｎａｃｅｒｔａｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅ（ｒ＞０９９９），ｗｉｔｈｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆ９７７％－１００８％ ａｎｄｔｈｅＲＳＤｓｏｆ
１１％－２９％，ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｏｆｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎａｎｄｉｒｉｇｅｎｉｎｗｅｒｅ１１１４５ａｎｄ０８２７０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ
ｌｙＡｎｄｔｈｅｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｗａｓｇｏｏｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（ＲＳＤ＜５％）．
ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅａｎａｌｙｔｅｓｉｎｔｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｅｓｏｆＩｒｉｓｔｅｃｔｏ
ｒｕｍｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＱＡＭＳａｎｄＥＳＭ．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ，ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎａｎｄｉｒｉｇｅｎｉｎｉｎ１０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＩｒｉｓｔｅｃ
ｔｏｒｕｍｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈａｂｉｔａｔｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＱＡＭＳｗｅｒｅｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈｏｓｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＳＭ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＢａｓｅｄｏｎｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｕｍｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ，ｔｈｅＴＬＣａｎｄＱＡＭＳ
ｍｅｔｈｏｄｓｗｉｔｈｈｉｇｈ－ｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｓｔａｂｌｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓａｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＴｈｅｍｅｔｈｏｄｓａｒｅｓｉｍｐｌｅａｎｄｓｔａｂｌｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎ
ｂｅｕｓｅｄｆｏｒｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｕｍ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｕｍＭａｘｉｍ．；ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ／ＭＳ；ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ；ｉｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｎＢ；ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ；ｉｒｉｇｅｎｉｎ；
ＴＬＣ；ＱＡＭＳ

　　青蛙七为鸢尾科植物鸢尾 ＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｕｍＭａｘｉｍ
的根状茎，是“太白七药”之一［１］，始载于《神农本草

经》，异名有鸢根（出自《蜀本草》）、天蜈蚣（出自《湖

南中草药》）、土知母（出自《四川中医药志》）等［２］，

其味苦、辛，性寒，有毒，具有消肿止痛，祛风湿，治疗

关节炎等作用［３］。青蛙七作为盘龙七片中的组方药

材，在抗风湿、治疗关节炎等临床功效中有着重要作

用，引起广泛关注［４］。然而，有关青蛙七质量标准的

研究较少［１，５－６］，药材质量难以控制。本文首先采用

ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ／ＭＳ对青蛙七的主要成分进行分
析，表征出鸢尾苷、鸢尾甲苷 Ｂ、鸢尾黄素、野鸢尾黄
素、鸢尾黄酮Ａ５个在抗炎镇痛方面具有显著效果的
异黄酮类成分［７－１０］；选择其中含量较高且稳定的鸢

尾苷、鸢尾甲苷Ｂ、鸢尾黄素、野鸢尾黄素４个成分建
立ＴＬＣ定性鉴别方法，同时建立鸢尾苷、鸢尾黄素、

野鸢尾黄素的 ＱＡＭＳ定量分析方法，以期完善青蛙
七的质量控制标准。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＴｒｉｐｌｅＴＯＦＴＭ５６００＋三重四极杆飞行时间质谱仪
（爱博才思公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ＩｎｆｉｎｉｔｙⅡ高效液相色
谱仪（安捷伦公司）；Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５ＡｃｑｕｉｔｙＨ－ＣＬＡＳＳ
高效液相色谱仪（沃特世公司）；ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ－
２０３０Ｃ３ＤＰｌｕｓ高效液相色谱仪（岛津公司）；色谱柱
ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ ＢＥＨＣ１８（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７
μｍ）（沃特世公司）；色谱柱（Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８、Ｄｉａ
ｍｏｎｓｉｌＰｌｕｓ－Ｃ１８、ＵｌｔｉｍａｔｅＸＢ－Ｃ１８）规格均为（２５０
ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）（安捷伦公司）；ＣＰＡ２２５Ｄ十万
分之一电子天平（北京赛多利斯科学仪器有限公

司）；ＫＱ－３００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山市超声
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仪器有限公司）；硅胶ＨＳＧＦ２５４预制板（烟台华阳新材
料科技有限公司）；硅胶ＨＳＧＦ２５４预制板（烟台江友新
材料科技有限公司）；薄层色谱硅胶 ＧＦ２５４玻璃板（青
岛海浪化工有限公司）；聚酰胺薄膜（浙江台州路桥

四甲生化塑料厂）。

１２　试药
对照品：鸢尾苷（ＣＡＳ号 ６１１－４０－５，批号

ＭＵＳＴ－２１０６２２０４，纯度９８８６％）、鸢尾黄素（ＣＡＳ号
５４８－７７－６，批号 ＭＵＳＴ－２１１０２６０７，纯度９９４１％）
均购自成都曼斯特生物科技有限公司；野鸢尾黄素

（ＣＡＳ号 ５４８－７６－５，批号 ＨＲ２２１４Ｗ３，纯度≥
９８％）、鸢尾甲苷 Ｂ（ＣＡＳ号 ９４３９６－０９－５，批号
ＨＲ２６５７Ｗ１，纯度≥９８％）均购自宝鸡辰光生物科技
有限公司。

１０批青蛙七样品 （批号分别为 ２０２００９１０、
２０２２０５０１、２０２２０８０２、２０２２０５０２、２０２２０８０３、２０２２０５０３、
２０２１０８０２、２０２２０５３０、２０２２０５０４、２０２２０５０５，编号 １～
１０）分别采购于陕西省太白县、陕西省眉县、甘肃省
成县、陕西省宁强县、甘肃省武都区、陕西省略阳县、

甘肃省清水县、陕西省陈仓区、陕西省风县、陕西省

太白县，经陕西中医药大学白吉庆教授鉴定为鸢尾

科植物鸢尾ＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｕｍＭａｘｉｍ的干燥根。
甲醇（分析纯，成都市科隆化学品有限公司）；乙

腈（色谱纯，默克公司）；磷酸（批号 ＳＴＢＨ５４７６，西格
玛奥德里奇公司）；水为超纯水（密理博超纯水机

制备）。

２　方法与结果
２１　ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ／ＭＳ技术表征青蛙七的主要
成分

２１１　色谱条件　采用ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ ＢＥＨＣ１８
（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ）色谱柱，流动相为０１％
甲酸水溶液 （Ａ）－乙腈溶液 （Ｂ），梯度洗脱
（０～２ｍｉｎ，０２％Ｂ→１２％Ｂ；２～８ｍｉｎ，１２％Ｂ→１３％Ｂ；
８～１４ｍｉｎ，１３％Ｂ→３０％Ｂ；１４～２４ｍｉｎ，３０％Ｂ→４５％
Ｂ），体积流量０２ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温４０℃，样量２μＬ。
２１２　质谱条件　离子源为电喷雾离子源（ＥＳＩ），
正离子模式下，采用信息依赖采集、动态背景扣除和

高灵敏度模式采集数据。离子扫描范围 ｍ／ｚ
１００～２０００，正离子模式下源喷射电压为５５００Ｖ，裂
解电压为８０Ｖ，碰撞能量为３５Ｖ，正离子模式下，雾
化气和辅助气为氮气，皆为 ３４４７４ｋＰａ，气帘气为
２４１３２ｋＰａ，雾化温度５５０℃。

２１３　成分表征结果　青蛙七药材中５个异黄酮类
成分表征正离子模式总离子流图及二级碎片ＭＳ／ＭＳ
谱见图１。通过 Ｐｅａｋｖｉｅｗ２２查看采集数据，以 ＡＢ
ＳＣＩＥＸｍａｓｔｅｒｖｉｅｗ１１００中药成分数据库（ＴＣＭｌｉ
ｂｒａｒｙ１０）作为异黄酮成分匹配库。通过比对精确质
量数、同位素峰度比以及碎片离子裂解规律等信息，

初步从青蛙七中鉴定并确定了５个主要的异黄酮类
成分（见表１）。
２２　ＴＬＣ定性方法
２２１　对照品溶液的制备　分别取鸢尾苷、鸢尾甲
苷Ｂ、鸢尾黄素、野鸢尾黄素的对照品适量，加甲醇制
成每１ｍＬ含１ｍｇ各成分的溶液，作为对照品溶液。
２２２　供试品溶液的制备　取样品粉末１ｇ，精密称
量，置锥形瓶中，加甲醇８ｍＬ超声（２５０Ｗ，４０ｋＨｚ）
处理３０ｍｉｎ，滤过，滤液作为供试品溶液。
２２３　ＴＬＣ条件　取对照品溶液、供试品溶液各
１μＬ，分别点于同一硅胶 ＨＳＧＦ２５４（烟台华阳新材料
科技有限公司）薄层板上，以三氯甲烷 －甲醇 －甲酸
（１０∶１∶０２）为展开剂，展开，取出，晾干，日光下
检视。

２２４　ＴＬＣ鉴别研究　在“２２３”项薄层色谱条件
下，１０批青蛙七药材的供试品溶液色谱图（图２）中，
与对照品溶液相应位置上均显示相同颜色的斑点

（批号２０２２０５０５的样品在野鸢尾黄素处无对应斑点
除外），斑点比移值（图中斑点从上至下）分别为

０７７、０６９、０３５、０２６，符合比移值在０２～０８范围
的要求，说明建立的 ＴＬＣ方法可以区分不同产地青
蛙七药材的质量。

２３　高效液相色谱定量分析
２３１　色谱条件　采用 Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８色谱柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相为００５％磷酸水
（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０～１ｍｉｎ，２０％Ｂ→２０％
Ｂ；１～１４ｍｉｎ，２０％Ｂ→２２％Ｂ；１４～２０ｍｉｎ，２２％Ｂ→
２８％Ｂ；２０～２２ｍｉｎ，２８％Ｂ→３０％Ｂ；２２～３０ｍｉｎ，３０％
Ｂ→５５％Ｂ），体积流量为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温４０℃，进
样量１０μＬ。
２３２　混合对照品溶液的制备　精密称取鸢尾苷、
鸢尾黄素、野鸢尾黄素的对照品适量，用甲醇溶解，

制成质量浓度分别为２００、５０、２０μｇ·ｍＬ－１的对照品
储备液。将各对照品储备液混合，加入甲醇逐级稀

释成系列浓度混合对照品溶液（鸢尾苷质量浓度分

别为 ６６６７、５３３３、４２６７、３４１３、２７３１、２１８５、
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Ａ．总离子流图（ＴＩＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ）　１，Ｂ．鸢尾苷（ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ）　２，Ｃ．鸢尾甲苷 Ｂ（ｉｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｎＢ）　３，Ｄ．鸢尾黄素（ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ）　４，Ｅ．野鸢尾黄
素（ｉｒｉｇｅｎｉｎ）　５，Ｆ．鸢尾黄酮Ａ（ｉｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎＡ）
图１　青蛙七中５个异黄酮类成分表征正离子模式总离子流图（Ａ）及ＭＳ／ＭＳ谱图（Ｂ～Ｆ）
Ｆｉｇ１　ＴＩＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（Ａ）ａｎｄＭＳ／ＭＳｓｐｅｃｔｒａ（Ｂ－Ｆ）ｏｆ５ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｕｍｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ
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表１　青蛙七中５个主要的异黄酮类成分
Ｔａｂ１　ＦｉｖｅｍａｉｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｉｎＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｕｍ

化合物名称　　　
（ｃｏｍｐｏｕｎｄｎａｍｅ）　　　

ｔＲ／
ｍｉｎ

化学式

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｏｒｍｕｌａ）
相对分子质量

（ｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ）
碎片离子及结构信息

（ｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）ｍ／ｚ

鸢尾苷（ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ） １４０１ Ｃ２２Ｈ２２Ｏ１１ ４６２１２ ４６３［Ｍ＋Ｈ］＋、３０１［Ｍ＋Ｈ－Ｇｌｕ］＋、２８６［Ｍ＋Ｈ－Ｇｌｕ－ＣＨ３］＋

鸢尾甲苷Ｂ（ｉｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｎＢ） １４９７ Ｃ２３Ｈ２４Ｏ１２ ４９２１３ ４９３［Ｍ＋Ｈ］＋→３３１［Ｍ＋Ｈ－Ｇｌｕ］＋→３１６［Ｍ＋Ｈ－Ｇｌｕ－ＣＨ３］→
３０１［Ｍ＋Ｈ－Ｇｌｕ－２ＣＨ３］＋→２７３［Ｍ＋Ｈ－ｒｈａ－２ＣＨ３－ＣＯ］＋→
２４５［Ｍ＋Ｈ－Ｇｌｕ－２ＣＨ３－２ＣＯ］＋

鸢尾黄素（ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ） １９３１ Ｃ１６Ｈ１２Ｏ６ ３０００６ ３０１［Ｍ＋Ｈ］＋、２８６［Ｍ＋Ｈ－ＣＨ３］＋、２５８［Ｍ＋Ｈ－ＣＨ３－ＣＯ］＋、
２４０［Ｍ＋Ｈ－ＣＨ３－ＣＯ－Ｈ２Ｏ］＋

野鸢尾黄素（ｉｒｉｇｅｎｉｎ） ２００８ Ｃ１８Ｈ１６Ｏ８ ３６００８ ３６１［Ｍ＋Ｈ］＋、３４６［Ｍ＋Ｈ－ＣＨ３］＋、３３１［Ｍ＋Ｈ－２ＣＨ３］＋、３０３
［Ｍ＋Ｈ－２ＣＨ３－ＣＯ］＋

鸢尾黄酮Ａ（ｉｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎＡ） ２０１２ Ｃ１７Ｈ１４Ｏ７ ３３００７ ３３１［Ｍ＋Ｈ］＋、３１６［Ｍ＋Ｈ－ＣＨ３］＋、３０１［Ｍ＋Ｈ－２ＣＨ３］＋、２７３
［Ｍ＋Ｈ－２ＣＨ３－ＣＯ］＋

１～１０．１～１０号样品（ｂａｔｃｈｓａｍｐｌｅｓＮｏ．１－１０）　１１．鸢尾苷（ｔｅｃｔｏｒｉ

ｄｉｎ）　１２．鸢尾甲苷 Ｂ（ｉｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｎＢ）　１３．鸢尾黄素（ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ）　

１４．野鸢尾黄素（ｉｒｉｇｅｎｉｎ）

图２　１０批青蛙七的薄层鉴别图

Ｆｉｇ２　ＴＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｏｒ１０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｕｍＭａｘｉｍ

１７４８μｇ·ｍＬ－１，鸢尾黄素质量浓度分别为１６６７、
１３３３、１０６７、８５３、６８３、５４６、４３７μｇ·ｍＬ－１，野鸢
尾黄素质量浓度分别为 ６６７、４２７、２７３、１７５、
１１２、０７２μｇ·ｍＬ－１）。
２３３　供试品溶液的制备　取样品粉末（过 ３号
筛）约０５ｇ，精密称量，置具塞锥形瓶中，精密加入
７０％乙醇２５ｍＬ，密塞，称量，超声（２５０Ｗ，５０ｋＨｚ）处
理１ｈ，放冷，再称量，用７０％乙醇补足减失的量，摇
匀，滤过，精密量取续滤液１ｍＬ，置５０ｍＬ量瓶中，加
７０％乙醇稀释至刻度，摇匀，即得［１１］。

２３４　系统适用性考察　在“２３１”项色谱条件
下，样品中３个待测成分色谱峰峰形良好，与相邻峰
的分离度

!

１５。混合对照品以及青蛙七样品色谱
图见图３。
２３５　线性关系考察　取“２３２”项下混合对照
品溶液，按“２３１”项下色谱条件进行测定，记录色

谱图。以被测化合物质量浓度 Ｘ（μｇ·ｍＬ－１）为横
坐标，相应峰面积为 Ｙ纵坐标，绘制标准曲线。青
蛙七不同化合物的线性范围为０７２～６６６７μｇ·
ｍＬ－１，且相关系数均

!

０９９９，表明各对照品线性
关系良好。３个异黄酮类成分的线性方程、相关系
数、线性范围及定量限（Ｓ／Ｎ

!

１０）结果见表２。
２３６　精密度试验　取“２３３”项下的青蛙七供试
品溶液（批号２０２００９１０），按“２３１”项下色谱条件，
１ｄ内测定６次，考察日内精密度；连续测定３ｄ，考察
日间精密度。计算鸢尾苷、鸢尾黄素、野鸢尾黄素峰

面积的日内精密度 ＲＳＤ分别为 ０７６％、０７７％、
１１％，日间精密度 ＲＳＤ分别为 ０７７％、０７３％、
０８３％，表明此方法精密度良好。
２３７　稳定性试验　取“２３３”项下的青蛙七供试
品溶液（批号２０２００９１０），按“２３１”项下色谱条件，
分别于制备后０、３、６、９、１２、２４ｈ进样测定，计算显示
间隔进样所测得鸢尾苷、鸢尾黄素、野鸢尾黄素峰面

积的ＲＳＤ分别为１５％、１４％、１３％，表明供试品溶
液在２４ｈ内稳定性良好。
２３８　 重复性试验 　 取青蛙七样品 （批号
２０２００９１０）６份，按“２３３”项下方法平行制备供试品
溶液，按“２３１”项下色谱条件进样测定，记录峰面
积。计算鸢尾苷、鸢尾黄素、野鸢尾黄素含量的 ＲＳＤ
分别为 ０９０％、１１％、１４％，表明此方法重复性
良好。

２３９　加样回收率试验　精密称取６份青蛙七样品
（批号２０２００９１０），每份约０５ｇ，置２５ｍＬ具塞锥形
瓶中，加入与供试品溶液中鸢尾苷、鸢尾黄素、野鸢

尾黄素含量相等的对照品，按“２３３”项方法制备
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１．鸢尾苷（ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ）　２．鸢尾黄素（ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ）　３．野鸢尾黄素（ｉｒｉｇｅｎｉｎ）

图３　混合对照品（Ａ）和青蛙七样品（Ｂ）的ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓ，ｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｒｅｅｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

表２　３个异黄酮类成分线性方程、线性范围、定量限结果
Ｔａｂ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓ，ｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｒｅｅｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

成分　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　

线性方程　

（ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ）　
ｒ

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１）

定量限

（ｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ）／（μｇ·ｍＬ－１）

鸢尾苷（ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ） Ｙ＝２７７３４Ｘ－１１１５９ ０９９９７ １７４８～６６６７ ０４６

鸢尾黄素（ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ） Ｙ＝３０８９３Ｘ－４５５７ ０９９９６ ４３７～１６６７ ０１３

野鸢尾黄素（ｉｒｉｇｅｎｉｎ） Ｙ＝３７４３６Ｘ－１７３０９０ ０９９９７ ０７２～６６７ ０２４

供试溶液，在“２３１”项色谱条件下进行测定，记录
各成分峰面积，计算加样回收率。测得鸢尾苷、鸢尾

黄素、野鸢尾黄素的平均加样回收率分别为９９８％、
９７７％、１００８％，ＲＳＤ分别为 １１％、２９％、２５％，
表明方法准确度良好。

２４　ＱＡＭＳ方法的建立
２４１　相对校正因子准确度考察　以鸢尾黄素为内
参物，鸢尾苷及野鸢尾黄素为待测成分。分别称量３
份鸢尾苷、鸢尾黄素、野鸢尾黄素的对照品，按照

“２３２”项下方法配制６个系列浓度混合对照品溶液，
每个浓度进样２针，用最小二乘法以浓度对峰面积进
行线性回归（应代入原点），按公式（１）计算２个标准
曲线斜率比值的倒数，即得相对校正因子［１２］。

ｆｓ／ｘ＝ｆｓ／ｆｘ＝１／ｋｓ／ｘ＝ｋｓ／ｋｘ＝ＡｓＣｘ／ＡｘＣｓ （１）
式中，ｆｓ／ｘ为内参物ｓ与待测成分ｘ的相对校正因

子，ｋｓ／ｘ为内参物ｓ与待测成分ｘ的相对斜率比值，Ａｓ为
内参物的峰面积，Ｃｓ为内参物的质量浓度，Ａｘ为待测成

分峰面积，Ｃｘ为待测成分的质量浓度。将表３中标准
曲线斜率的平均值带入公式（１），计算得鸢尾苷、野鸢
尾黄素的相对校正因子ｆｓ／ｘ分别为１１１４５、０８２７０，ｆｓ／ｘ
的ＲＳＤ均＜１％，表明相对校正因子准确度良好。

表３　鸢尾苷及野鸢尾黄素的标准曲线斜率平均值

Ｔａｂ３　Ｔｈｅｍｅａｎｓｌｏｐｅｏｆｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆ

ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎａｎｄｉｒｉｇｅｎｉｎ

标准曲线斜率平均值

（ａｖｅｒａｇｅｏｆｔｈｅｓｌｏｐｅｓ

ｏｆｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｒ）

鸢尾苷

（ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ）

鸢尾黄素

（ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ）

野鸢尾黄素

（ｉｒｉｇｅｎｉｎ）

平均值１（ａｖｅｒａｇｅ１） ２７６９１ ３０８６０ ３７４７１

平均值２（ａｖｅｒａｇｅ２） ２７９１０ ３１１２２ ３７３９２

平均值３（ａｖｅｒａｇｅ３） ２７７３４ ３０８９３ ３７４３６

２４２　相对校正因子重复性考察　分析“２４１”项
中得到的鸢尾苷、野鸢尾黄素相对校正因子 ｆｓ／ｘ准确
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度的数据，结果显示鸢尾苷、野鸢尾黄素的相对校正

因子ｆｓ／ｘ的ＲＳＤ分别为００４０％、０１９％，表明此方法
重复性良好。

２４３　相对校正因子稳定性考察　取“２３２”项下
鸢尾苷、鸢尾黄素、野鸢尾黄素质量浓度分别为

４２６７、１０６７、４２７μｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液进
行考察，按“２３１”项下色谱条件分别于制备后０、３、
６、９、１２、２４ｈ进样，记录峰面积，并计算相对校正因
子。显示间隔进样所测得鸢尾苷、野鸢尾黄素相对

校正因子ｆｓ／ｘ的 ＲＳＤ分别为０３２％、０２４％，表明此
混合对照品溶液在２４ｈ内稳定性良好。
２４４　不同流速对相对校正因子的影响　取
“２４３”项下的混合对照品溶液，在“２３１”其他色
谱条件不变的情况下，分别考察流速为 ０８、０９、
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１的相对校正因子ｆｓ／ｘ，计算ＲＳＤ。结果
流速为０８ｍＬ·ｍｉｎ－１时，鸢尾苷、野鸢尾黄素的相
对校正因子 ｆｓ／ｘ分别为 １１１８３、０８２２９；流速为
０９ｍＬ·ｍｉｎ－１时，鸢尾苷、野鸢尾黄素的相对校正
因子 ｆｓ／ｘ分别为 １１１３６、０８２３３；流速为 １ｍＬ·
ｍｉｎ－１时，鸢尾苷、野鸢尾黄素的相对校正因子 ｆｓ／ｘ分
别为１１０５３、０８２３７。３种流速下求得上述成分相
对校正因子的ＲＳＤ分别为０５９％、００４５％。表明不
同体积流量的变化对鸢尾苷、野鸢尾黄素的相对校

正因子ｆｓ／ｘ无明显影响。
２４５　不同柱温对相对校正因子的影响　取
“２４３”项下的混合对照品溶液，在“２３１”项中其
他色谱条件不变的情况下，分别考察柱温为 ３９、
３９５、４０℃的相对校正因子 ｆｓ／ｘ，计算 ＲＳＤ。柱温为
３９℃时，鸢尾苷、野鸢尾黄素的相对校正因子ｆｓ／ｘ分别
为１１１５９、０８２１７；柱温为３９５℃时，鸢尾苷、野鸢尾
黄素的相对校正因子ｆｓ／ｘ分别为１１１５７、０８２４９；柱温
为４０℃时，鸢尾苷、野鸢尾黄素的相对校正因子ｆｓ／ｘ分
别为１１０５３、０８２３７。３种柱温下求得上述成分相对
校正因子的ＲＳＤ分别为０５５％、０２０％，表明柱温的
变化对各成分的相对校正因子ｆｓ／ｘ无明显影响。
２４６　不同波长对校正因子的影响　取“２６３”项
下的混合对照品溶液，在“２３１”项中其他色谱条件
不变的情况下，分别考察波长为２６３、２６４、２６５、２６６、
２６７ｎｍ的相对校正因子ｆｓ／ｘ，结果ＲＳＤ均＜２％，表明
测量波长的变化对各成分的相对校正因子ｆｓ／ｘ无明显
影响，见表４。

表４　不同波长对相对校正因子的影响
Ｔａｂ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｏｎ

ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ

波长

（ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ）／ｎｍ

ｆ鸢尾黄素／鸢尾苷
（ｆｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ／ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ）

ｆ鸢尾黄素／野鸢尾黄素
（ｆｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ／ｉｒｉｇｅｎｉｎ）

２６３ １１００２ ０８３３３

２６４ １１０３１ ０８２８６

２６５ １１０６２ ０８２３１

２６６ １１０７５ ０８１５５

２６７ １１１０９ ０８０９１

平均值（ｍｅａｎ） １１０５６ ０８２１９

ＳＴＤＥＶ ０００４１ ０００９８

ＲＳＤ ０３７％ １２％

２４７　不同仪器对校正因子的影响　取“２４３”项
下的混合对照品溶液，在“２３１”项中其他色谱条件
不变的情况下，考察５台高效液相色谱仪对各待测
成分的相对校正因子有无显著影响，计算结果 ＲＳＤ
均＜３％，表明无明显影响，见表５。

表５　不同仪器对相对校正因子的影响
Ｔａｂ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓｏｎｒｅｌａｔｉｖｅ

ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ

仪器　　
（ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）　　

ｆ鸢尾黄素／鸢尾苷
（ｆｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ／ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ）

ｆ鸢尾黄素／野鸢尾黄素
（ｆｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ／ｉｒｉｇｅｎｉｎ）

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５（ＳＮ：Ｆ１４ＳＭ７５５１Ａ） １１１３０ ０８３０１

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５（ＳＮ：Ｃ２０ＳＭ７３９２Ａ） １１０６２ ０８２３１

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５（ＳＮ：Ｃ２０ＳＭ７４００Ａ） １１２２２ ０８２１７

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０（ＳＮ：ＤＥＡＡＣ２８９０６） １１７８３ ０８２３７

ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ－２０３０Ｃ３Ｄ Ｐｌｕｓ
（ＳＮ：Ｌ２１４５５９１５０５０ＡＥ）

１１３４４ ０８２３５

平均值（ｍｅａｎ） １１３０８ ０８２４４

ＳＴＤＥＶ ００２８６ ０００３２

ＲＳＤ ２５％ ０３９％

２４８　不同色谱柱对校正因子的影响　取“２４３”
项下的混合对照品溶液，在“２３１”项中其他色谱条
件 不 变 的 情 况 下，选 用 Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５（ＳＮ：
Ｆ１４ＳＭ７５５１Ａ）液相色谱仪，考察 ５根色谱柱对各待
测成分的相对校正因子有无显著影响，计算结果

ＲＳＤ均＜３％，表明不同色谱柱的变化对各成分的ｆｓ／ｘ
无明显影响，见表６。
２４９　相对保留时间法对色谱峰的定位　取
“２４３”项下的混合对照品溶液，在“２３１”项其他
色谱条件不变的情况下，计算待测成分在５台不同
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　　　　表６　不同色谱柱对相对校正因子的影响
Ｔａｂ６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｕｍｎｓｏｎｒｅｌａｔｉｖｅ

ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ

色谱柱　　
（ｃｏｌｕｍｎ）　　

ｆ鸢尾黄素／鸢尾苷
（ｆｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ／ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ）

ｆ鸢尾黄素／野鸢尾黄素
（ｆｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ／ｉｒｉｇｅｎｉｎ）

Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８（ＳＮ：５４２１４４） １１０２４ ０８２３３

Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８（ＳＮ：４８０９６６） １０６３６ ０８０６１

Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８（ＳＮ：５７４３７７） １１０５３ ０８２３７

ＵｌｔｉｍａｔｅＸＢ－Ｃ１８（ＳＮ：６０２００３０３４２９） １１０６９ ０８２３８

ＤｉａｍｏｎｓｉｌＰｌｕｓ－Ｃ１８（ＳＮ：６０１２１９９） １１３６３ ０８２０４

平均值（ｍｅａｎ） １１０２９ ０８１９５

ＳＴＤＥＶ ００２５９ ０００７６

ＲＳＤ ２４％ ０９３％

的
"

效液相色谱仪和５根不同的色谱柱下的相对保
留时间（ｔｘ／ｓ）及ＲＳＤ。结果各待测成分相对保留时间
的ＲＳＤ均＜５％，表明采用相对保留值法对待测成分
定位是合理的。结果见表７。
２４１０　ＱＡＭＳ法与 ＥＳＭ测定结果比较　取１０批
样品，按“２３３”项制备供试品溶液，按“２３１”项
色谱条件进行测定，采用 ＥＳＭ计算青蛙七药材中３
个异黄酮类成分的含量，并且与 ＱＡＭＳ法的计算结
果进行比较，以相对误差（ＲＥ）来表示 ２种方法测
得结果的差异，以验证 ＱＡＭＳ法测得青蛙七含量的
准确性。结果显示 ２种方法所测定的结果无显著
差异，说明 ＱＡＭＳ法用于测定青蛙七药材中３个异
黄酮类成分的含量具有可行性，见表８。

表７　不同仪器、色谱柱对相对保留时间的影响
Ｔａｂ７　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓａｎｄｃｏｌｕｍｎｓｏｎｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ

仪器　　　　　　　

（ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）　　　　　　　

色谱柱　　　　

（ｃｏｌｕｍｎ）　　　　

ｔ鸢尾苷／鸢尾黄素
（ｔｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ／ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ）

ｔ野鸢尾黄素／鸢尾黄素
（ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ／ｉｒｉｇｅｎｉｎ）

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５（ＳＮ：Ｆ１４ＳＭ７５５１Ａ） Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８（ＳＮ：５７４３７７） ０３６４２ １０４１１

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５（ＳＮ：Ｃ２０ＳＭ７３９２Ａ） ０３７３４ １０３９４

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５（ＳＮ：Ｃ２０ＳＭ７４００Ａ） ０３７３５ １０２９９

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０（ＳＮ：ＤＥＡＡＣ２８９０６） ０４０３８ １０３４４

ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ－２０３０Ｃ３ＤＰｌｕｓ（ＳＮ：Ｌ２１４５５９１５０５０ＡＥ） ０３９５６ １０３６３

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５（ＳＮ：Ｆ１４ＳＭ７５５１Ａ） Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８（ＳＮ：５４２１４４） ０３８４９ １０３８０

Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８（ＳＮ：４８０９６６） ０３５８６ １０５１７

Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８（ＳＮ：５７４３７７） ０３７３４ １０３９４

ＵｌｔｉｍａｔｅＸＢ－Ｃ１８（ＳＮ：６０２００３０３４２９） ０３４７９ １０４２０

ＤｉａｍｏｎｓｉｌＰｌｕｓ－Ｃ１８（ＳＮ：６０１２１９９） ０３５０５ １０４０１

平均值（ｍｅａｎ） ０３７２６ １０３９２

ＳＴＤＥＶ ００１８３ ０００５７

ＲＳＤ ４９％ ０５４％

３　讨论与总结
３１　ＴＬＣ条件的选定

本研究考察了青蛙七的薄层点样量（１、２、３、
５μＬ），展开剂（三氯甲烷 －甲醇 －甲酸、三氯甲
烷 －丙酮 －甲酸［１］、石油醚 －乙酸乙酯［１３］）及其比

例，不同厂家（烟台华阳新材料科技有限公司、烟台

江友新材料科技有限公司）及不同类型（青岛海浪

化工有限公司 ＧＦ２５４、聚酰胺薄膜）的薄层板，不同
检视条件（喷 ＡｌＣｌ３显色剂

［１４］、日光）。对选定的条

件分别进行方法学考察（０、１、２、３ｄ），最终建立了
“２２３”项的薄层色谱条件，区分不同产地青蛙七

药材的质量。

３２　内参物的选定
鸢尾苷、鸢尾黄素、野鸢尾黄素均是以３－苯基

苯并吡喃酮为母核的多羟基酚类，故可用这３个成
分建立ＱＡＭＳ的方法。鸢尾黄素对照品性质稳定、
价廉易得，色谱峰容易辨识，与同类化合物分离度良

好。故最终选定的鸢尾黄素作为内参物，计算其与

待测成分之间的相对校正因子。

３３　提取溶剂的选择
考察了提取溶剂（７０％甲醇［１５］、７０％乙醇［１１］、甲

醇［１６］），以鸢尾苷色谱峰面积与称样量比值为评价
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　　　　 表８　各成分含量测定结果
Ｔａｂ８　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

批号

（ｂａｔｃｈ）

鸢尾黄素

（ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ）／（ｇ·ｇ－１）

鸢尾苷（ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ） 野鸢尾黄素（ｉｒｉｇｅｎｉｎ）

ＱＡＭＳ／（ｇ·ｇ－１） ＥＳＭ／（ｇ·ｇ－１） ＲＥ／％ ＱＡＭＳ／（ｇ·ｇ－１） ＥＳＭ／（ｇ·ｇ－１） ＲＥ／％

２０２００９１０ ００３０２ ００９５７ ００９６０ －０３０ ０００６４ ０００６４ －０５４

２０２２０５０１ ００１３７ ００７２９ ００７２０ １１４ ０００１９ ０００１９ －０６０

２０２２０８０２ ００３１８ ０１００４ ０１００９ －０５０ ０００６８ ０００６９ ０９７

２０２２０５０２ ００２８８ ００９１９ ００９２２ －０３１ ０００６１ ０００６１ －０４８

２０２２０８０３ ００１４４ ００７７１ ００７６１ １３１ ０００２１ ０００２０ ０８２

２０２２０５０３ ００２９１ ００９１８ ００９２１ －０３２ ０００６２ ０００６２ －０４９

２０２１０８０２ ００１４４ ００７６７ ００７６０ ０９１ ０００２１ ０００２１ ０８３

２０２２０５３０ ００２９０ ００９１５ ００９１９ －０３６ ０００６１ ０００６２ －０４９

２０２２０５０４ ００２８９ ００９１２ ００９１６ －０３５ ０００６１ ０００６２ －０４８

２０２２０５０５ ００１３１ ００６９３ ００６８４ １２６ ０００１９ ０００１９ １０９

指标，计算得３种提取溶剂条件下鸢尾苷的面积／称
样量分别为 ８６５３０４７５７１、８８２６３４５３９３、８３８９９
２６０５９，比较发现选择用７０％乙醇作为提取溶剂，提
取更完全，且峰形较好，基线平稳，综合考虑选用

７０％乙醇作为提取溶剂。
３４　检测波长的选择

选择２５４、２６５、２９６ｎｍ为备选波长［１１，１５］，以鸢尾苷

色谱峰面积与称样量之比为考察指标，计算得３种波
长条件下鸢尾苷的面积／称样量分别为７３６８１７８７２９、
８８２６３４５３９３、１９５５３６２８，最终选用２６５ｎｍ为鸢尾苷
的检测波长。

３５　流动相选择
对流动相体系进行考察，分别考察了水相和有

机相的选择和配比，包括甲醇 －００５％磷酸、乙腈 －
水、乙腈 －００５％磷酸水、乙腈 －０１％磷酸水。
ＨＰＬＣ色谱结果表明，当有机相为甲醇体系时，各峰
的分离度不佳，乙腈体系各峰分离度较好，且峰形较

佳。综合比较，采用乙腈 －磷酸水溶液流动相体系
比较合适。对乙腈－磷酸水溶液进行比例调整后发
现，乙腈－００５％磷酸水可实现特征峰的良好分离，
因此选用。

３６　柱温的选择
选择３０、３５、４０℃为备选柱温，以鸢尾苷、鸢尾

黄素、野鸢尾黄素的色谱峰形、分离度、对称因子、理

论塔板数等参数为考察指标，结果表明当柱温为

４０℃时，各色谱峰基线平稳，分离度较好，且干扰少，
故选择４０℃为柱温。
４　结论与展望

本文首先采用ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ／ＭＳ技术表征

出青蛙七中５个主要的异黄酮成分，然后建立了鸢
尾苷、鸢尾甲苷 Ｂ、鸢尾黄素、野鸢尾黄素４个成分
的 ＴＬＣ定性鉴别方法，并以鸢尾黄素为参照物，建
立了 ＱＡＭＳ法同时测定鸢尾苷、鸢尾黄素、野鸢尾
黄素３个成分。本研究为青蛙七的质量控制提供
了更方便、更准确的评价模式，弥补了青蛙七研究

的缺失。

由于有关青蛙七药材的质量标准研究极少，部

分对照品难以获得，故本文在成分表征部分仅展示

了其与对照品信息匹配的异黄酮成分，并结合预实

验结果，筛选出青蛙七药材ＴＬＣ、ＱＡＭＳ的质控成分。
中药材是多成分协同发挥功效，为尽可能完善青蛙

七药材的质控标准，后续将参考同科属药材的成分

信息，结合柱色谱分离、红外光谱、核磁共振光谱等

方法，分离和鉴定青蛙七药材的成分，并在本文建立

的质控方法基础上继续优化。同时，由于渠道有限，

本文仅收集到１０批青蛙七药材，后续应收集更多批
药材，考察所建立方法的普适性。

参考文献

［１］　代文胜，徐金波，孙静中药材青蛙七的质量标准研究［Ｊ］．

宁夏医学杂志，２０１７，３９（１２）：１１２２

ＤＡＩＷＳ，ＸＵＪＢ，ＳＵＮＪＱｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄｒｅｓｅａｒｃｈｏｆＣｈｉｎｅｓｅ

ｍｅｄｉｃｉｎｅＱｉｎｇｗａｑｉ［Ｊ］．ＮｉｎｇｘｉａＭｅｄＪ，２０１７，３９（１２）：１１２２

［２］　高学敏，谢晓林中国七药［Ｍ］．西安：陕西科学技术出版

社，２０１３：１

ＧＡＯＸＭ，ＸＩＥＸＬ．ＮａｔｉｏｎａｌＱｉＹａｏ［Ｍ］．Ｘｉ’ａｎ：ＳｈａａｎｘｉＳｃｉ

ｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｒｅｓｓ，２０１３：１

［３］　宋小妹，刘海静太白七药研究与应用［Ｍ］．北京：人民卫生

出版社，２０１１



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

） ·１３１９　 ·
　

ＳＯＮＧＸＭ，ＬＩＵＨＪＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＴａｉｂａｉＱｉＹａｏ

［Ｍ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：Ｐｅｏｐｌｅ’ｓＭｅｄｉｃａｌＰｕｂｌｉｓｈｉｎｇＨｏｕｓｅ，２０１１

［４］　刘玉枝盘龙七片的质量标准提升研究［Ｄ］．西安：陕西科

技大学，２０２１

ＬＩＵＹＺＳｔｕｄｙｏｎＴｈｅＩｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆＴｈｅＱｕａｌｉｔｙＳｔａｎｄａｒｄｏｆ

ＰａｎｌｏｎｇｑｉＴａｂｌｅｔｓ［Ｄ］．Ｘｉ’ａｎ：ＳｈａａｎｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅ＆

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０２１

［５］　张向红射干的鉴别及药理作用［Ｊ］．海峡药学，２００９，２１

（５）：８３

ＺＨＡＮＧＸＨＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆＢｅｌａｍ

ｃａｎｄａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ［Ｊ］．ＳｔｒａｉｔＰｈａｒｍＪ，２００９，２１（５）：８３

［６］　毛水龙国家０５版药典一部中射干与川射干名称之我见

［Ｃ］／／中华中医药学会第九届中药鉴定学术会议，２００８：１７４

ＭＡＯＳＬ．Ｔｈｅ０５ｔｈｅｄｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａｏｆｔｈｅ

ｎａｍｅｏｆＢｅｌａｍｃａｎｄａｅＲｈｉｚｏｍａａｎｄＩｒｉｄｉｓＴｅｃｔｏｒｉＲｈｉｚｏｍａｉｎａｍｙ

ｏｐｉｎｉｏｎ［Ｃ］／／Ｔｈｅ９ｔｈＡｃａｄｅｍｉｃＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅｏｎＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ

ＡｐｐｒａｉｓａｌｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，２００８：１７４

［７］　周洪旭，张毅，杨新勇，等一测多评法测定川射干中８个异

黄酮类成分的含量［Ｊ］．药物分析杂志，２０２２，４２（６）：１０７２

ＺＨＯＵＨＸ，ＺＨＡＮＧＹ，ＹＡＮＧＸＹ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉ

ｎａｔｉｏｎｏｆ８ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｉｎＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｕｍＭａｘｉｍｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌ

ｙｓｉｓｏｆｍｕｌｔｉ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｉｔｈｓｉｎｇｌｅｍａｒｋｅｒ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍ

Ａｎａｌ，２０２２，４２（６）：１０７２

［８］　凌悦，陈金鹏，叶晴，等射干的研究进展及其质量标志物的

预测分析［Ｊ］．中草药，２０２２，５３（５）：１５９５

ＬＩＮＹ，ＣＨＥＮＪＰ，ＹＥＱ，ｅｔａｌ．ＲｅｓｅａｒｃｈｇｒｏｇｒｅｓｓｏｆＢｅｌａｍｃａｎｄａ

ｃｈｉｎｅｎｓｉｓａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｔｓｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．Ｃｈｉｎ

ＴｒａｄｉｔＨｅｒｂＤｒｕｇｓ，２０２２，５３（５）：１５９５

［９］　高小明，陆超，邸子真野鸢尾黄素对气道炎性反应豚鼠５－

ＬＯＸ下游炎性反应代谢物的影响［Ｊ］．实用中医内科杂志，

２０２２，３６（６）：３０

ＧＡＯＸＭ，ＬＵＣ，ＤＩＺＺＥｆｆｅｃｔｏｆＩｒｉｇｅｎｉｎｏｎｔｈｅｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｉｎｆｌａｍ

ｍａｔｏｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆ５－ＬＯＸｉｎｇｕｉｎｅａｐｉｇｓｗｉｔｈａｉｒｗａｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎＭｅｄＪＰｒａｃｔＴｒａｄｉｔＣｈｉｎＭｅｄＳｃｉ，２０２２，３６（６）：３０

［１０］　张婧涵，张晓瑞，李国信，等线性回归色谱峰定位法在射干

药材多组分同时测定中的应用［Ｊ］．药物分析杂志，２０１４，３４

（７）：１１４９

ＺＨＡＮＧＪＨ，ＺＨＡＮＧＸＲ，ＬＩＧＸ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｌｉｎｅａｒｒｅ

ｇｒｅｓｓｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｐｅａｋｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＲｈｉｚｏｍａＢｅｌａｍｃａｎｄａｅ

［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍＡｎａｌ，２０１４，３４（７）：１１４９

［１１］　中华人民共和国药典２０２０年版一部［Ｓ］．２０２０：２１３

ＣｈＰ２０２０ＶｏｌⅠ［Ｓ］．２０２０：２１３

［１２］　郑昊一测多评及双标多测法对陈皮中黄酮类成分测定的研

究［Ｄ］．哈尔滨：哈尔滨商业大学，２０２１

ＺＨＥＮＧＨＳｔｕｄｙｏｎｔｈｅＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＦｌａｖｏｎｏｉｄｓｉｎＣｉｔｒｉＲｅ

ｔｉｃｕｌａｔａｅＰｅｒｉｃａｒｐｉｕｍＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＭｕｌｔｉ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ｂｙＳｉｎｇｌｅ－ｍａｒｋｅｒａｎｄＴｗｏＲｅｆｅｒｅｎｃｅＳｕｂｓｔａｎｃｅｓｆｏｒＤｅｔｅｒｍｉｎａ

ｔｉｏｎｏｆＭｕｌｔｉｐｌｅＣｏｍｐｏｎｅｎｔｓ［Ｄ］．Ｈａｒｂｉｎ：ＨａｒｂｉｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ

Ｃｏｍｍｅｒｃｅ，２０２１

［１３］　梁丽娟，董婷霞，詹华强，等射干的质量标准研究［Ｊ］．中

国药房，２０１３，２４（１１）：１０２３

ＬＩＡＮＧＬＪ，ＤＯＮＧＴＸ，ＺＨＡＮＨＱ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｑｕａｌｉｔｙ

ｓｔａｎｄａｒｄｏｆＢｅｌａｍｃａｎｄａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＰｈａｒｍ，２０１３，２４

（１１）：１０２３

［１４］　张倩玉不同产地射干化学成分对比研究［Ｄ］．沈阳：辽宁

中医药大学，２０１９

ＺＨＡＮＧＱＹＡｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｓｏｆＢｅｌａｍｃａｎｄａＣｈｉｎｅｎｓｉｓ［Ｄ］．Ｓｈｅｎｙａｎｇ：Ｌｉａｏｎ

ｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１９

［１５］　邓杰华，周云峰，邓见春，等射干与川射干的鉴别研究［Ｊ］．

药品评价，２０２１，１８（１４）：８４４

ＤＥＮＧＪＨ，ＺＨＯＵＹＦ，ＤＥＮＧＪＣ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎｏｆＢｅｌａｍｃａｎｄａｅＲｈｉｚｏｍａａｎｄＩｒｉｄｉｓＴｅｃｔｏｒｉＲｈｉｚｏｍａ［Ｊ］．Ｄｒｕｇ

Ｅｖａｌ，２０２１，１８（１４）：８４４

［１６］　张德柱 盘龙七片质量标准的研究［Ｊ］．西北药学杂志，

２００８，２３（４）：２１８

ＺＨＡＮＧＤＺＳｔｕｄｙｏｎｔｈｅｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄｏｆ

Ｐａｎｌｏｎｇｑｉｔａｂｌｅｔｓ［Ｊ］．ＮｏｒｔｈｗｅｓｔＰｈａｒｍＪ，２００８，２３（４）：２１８

（本文于２０２３年４月７日收到）


