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逍遥丸活性成分的结构鉴定及含量分析

符 洁, 于金波, 丛 林, 赵朕雄, 王 琰*

(中国医学科学院药物研究所, 天然药物活性物质与功能国家重点实验室, 北京 100050)

摘要: 逍遥丸源自《太平惠民和剂局方》, 是治疗肝郁脾虚证的经典方, 但是其成分复杂, 为更好地进行逍遥丸的

质量控制, 本研究采用LC-IT-TOF/MS方法对逍遥丸中的芍药苷、芍药内酯苷、甘草酸、柴胡皂苷A和柴胡皂苷B2等

5种有效成分进行了定性研究, 采用LC-MS/MS方法对上述 5种有效成分进行了定量研究, 并进行了方法学验证。

结果表明, 通过高分辨质谱可以得到 5种有效成分的质谱裂解规律。测定逍遥丸中 5种有效成分含量的分析方法, 

线性关系良好、重复性的RSD均小于 5%、回收率范围在 90%～115%之间、样品溶液放置 24 h测定各物质RSD小于

10%。对3批逍遥丸 (浓缩丸) 和2批逍遥丸 (水丸) 样品进行测定, 表明3批浓缩丸中含有的芍药苷含量大于4 mg·g-1, 

2批水丸中含有的芍药苷含量大于 2.5 mg·g-1, 符合 2020年版中国药典规定, 但是不同批次其他成分的含量存在差

异。该方法灵敏度高, 测定结果可靠, 为逍遥丸的质量控制研究提供依据, 为深入研究逍遥丸的药效物质基础提供

了有价值的科学依据。
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Structure identification and content analysis of active components in 

Xiaoyao pills
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Abstract: Xiaoyao pills are a famous traditional Chinese medicine collected in Welfare Pharmacy, which is a 

classic prescription for treating liver depression and spleen deficiency. However, its composition is complex. In 

order to better control the quality of Xiaoyao pills, in this study, HPLC-ion-trap time-of-flight mass spectrometry 

(LC-IT-TOF/MS) was used to identify the main ingredients of Xiaoyao pills, paeoniflorin, albiflorin, glycyrrhizic 

acid, saikosaponin A and saikosaponin B2. Then a liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) 

was developed for simultaneous determination and quantification of the main compounds. Fragmentation pathways 

of five active components were obtained. The method was validated. Five active ingredients in Xiaoyao pills had a 

good linear relationship, and the values of RSD (% ) of repeatability were all less than 5%, the recovery ranges 

were between 90% and 115%, and the values of RSD (%) of each substance were less than 10% after the sample 

solution is placed for 24 hours. Three batches of Xiaoyao pills (concentrated pellets) and two batches of Xiaoyao 

pills (water pellets) were determined, the contents of paeoniflorin in concentrated pills were more than 4.0 mg·g-1, 

and those in water pills were more than 2.5 mg·g-1, which was accordance with Chinese Pharmacopoeia. However, 

other compounds behave differently. This method has high sensitivity and reliable measurement results, which 
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provides basis for quality control of Xiaoyao pills and material basis for pharmacology research.

Key words: Xiaoyao pills; LC-IT-TOF/MS; LC-MS/MS; structure identification; content analysis

逍遥丸是由《太平惠民合剂局方》中收载的名方逍

遥散改变剂型而来, 处方中含有柴胡、当归、白芍、白

术、茯苓、甘草等中药, 其中柴胡是君药, 当归和白芍为

臣药, 白术、茯苓为佐药, 甘草为使药。逍遥丸具有调

和肝脾、疏肝解郁、养血健脾的功效, 用于治疗肝郁脾

虚所致的郁闷不舒、胸胁胀痛、头晕目眩、食欲减退、月

经不调等疾病, 近年来逍遥丸的抗抑郁作用也被广泛

报道[1-9]。逍遥丸作为复方药物, 化学成分复杂, 其中

柴胡中的柴胡皂苷、白芍中的芍药苷、芍药内酯苷以及

甘草中的甘草酸均为其活性成分, 具有抗炎、抗病毒、

神经调节、免疫调节、保护肝脏等作用[10-15]。在 2020年

版中国药典, 逍遥丸的质量控制项下含量测定采用高

效液相色谱法, 并且质量控制物质仅有芍药苷一种物

质[1]。对于一个复方制剂, 仅仅控制一个指标成分难

以做到有效地控制药品的质量。目前, 文献[16-24]报道

了多种逍遥丸的质量控制研究方法, 如HPLC法、毛细

管电泳法、气相色谱法、GC-MS法等。其中, 高效液相

色谱法以其稳定、可靠、高效的特点广泛地应用于中药

成分分析中, 但是在定性研究中高效液相色谱峰能提

供的信息相当局限, 在含量分析研究中高效液相色谱

法需要将各个化合物成分完全分离, 而且目标成分如

果是紫外末端吸收, 那么基线易漂移, 因此这些特点对

分析中药复杂成分高效液相色谱法表现出了局限性。

而液相质谱联用技术, 在色谱分离的基础上能够提供

化合物精确的分子离子峰甚至多级离子碎片, 为解析

化合物的结构提供部分依据, 而更高的灵敏度对分析

微量成分更具优势。结合逍遥丸成分多样, 并且君药

柴胡中柴胡皂苷 A最大吸收波长 210 nm属于末端吸

收 , 本研究将采用 LC-IT-TOF/MS 对逍遥丸中的主要

成分进行定性研究, 依据准确的MSn谱中的分子量和

片段信息, 鉴定逍遥丸中化学成分。然后采用液相色

谱串联质谱法 (LC-MS/MS) 同时对芍药苷、芍药内酯

苷、甘草酸、柴胡皂苷 A和柴胡皂苷 B2等 5种化合物

进行定量分析, 并对该方法进行了方法学验证。利用

建立含量分析方法的分析比较了 5批不同厂家生产的

逍遥丸中 5种化合物的含量, 得到不同工艺条件下制

成的逍遥丸主要成分的差别, 为逍遥丸的质量控制研

究提供科学依据。

材料与方法

仪器 岛津高效液相-电喷雾-离子阱-飞行时间

质谱仪、岛津 LCMS-8050 高效液相色谱-电喷雾-三

重四极杆串联质谱仪 [日本岛津企业管理 (中国) 有

限公司], METTLER TOLEDO XS105 分析天平 (瑞士

METTLER 公司), 超声波清洗机 (北京天林恒泰科技

有限公司)。

药品与材料 芍药苷 (含量 : 98.57%)、芍药内酯

苷 (含量: 98.32%)、甘草酸 (含量: 99.35%)、柴胡皂苷

A (含量 : 99.54%) 和柴胡皂苷 B2 (含量 : 99.86%), 均

购自索莱宝生物科技有限公司 (北京); 乙腈、甲醇 

(HPLC 级), 美国 Fisher Scientific 公司; 水为娃哈哈纯

净水; 其他化学试剂均为分析级 (中国北京国药控股化

学试剂有限公司)。3批逍遥丸 (浓缩丸) 分别产自陕

西天洋制药有限责任公司 (批号 20170209)、仲景宛西

制药股份有限公司 (批号 170907) 和九芝堂股份有限

公司 (批号 201703001); 2批逍遥丸 (水丸) 分别产自黑

龙江葵花药业股份有限公司 (批号 20161206) 和石药

控股集团河北永丰药业有限公司 (批号10917060114)。

LC-IT-TOF/MS 检测方法 液相条件 : 流动相 : 

0.1 甲酸水溶液 (A)-乙腈 (B) 梯度洗脱 , 梯度条件如

下 : 0～10 min, 5% B; 10～15 min, 5%～20% B; 15～

45 min, 20%～60% B; 45～60 min, 60%～85% B; 60～

65 min, 5% B。色谱柱: Alltima C18 (250 mm × 4.6 mm, 

5 μm); 流速: 0.8 mL·min-1; 柱温: 35 ℃。柱后质谱与废

液的分流比 3∶5, 质谱条件: 离子化模式: ESI源, 分析

模式: 正负离子切换模式扫描, 雾化气流: 1.5 L·min-1, 

CDL 温度 : 200 ℃ , 加热模块温度 : 200 ℃ , 检测器电

压: 1.75 kV, 碰撞能量: 50%, 干燥气压力: 115 kPa, 质

谱一级数据采集范围: m/z 100～1 000, 多级数据采集

采用自动模式。进样量20 μL。

LC-MS/MS检测方法 液相条件: 色谱柱Alltima 

HP C18 柱 (2.1 mm × 100 mm, 5 μm), 流动相: 0.1%甲

酸水溶液 (A)-甲醇和乙腈混合液 (比例为 2∶1) (B), 梯

度洗脱 0～1 min, 20% B; 1～3 min, 20%～40% B; 3～

6 min, 40%～70% B; 6～8.5 min, 70% B; 8.5～12 min, 

20% B。流速: 0.3 mL·min-1, 柱温35 ℃, 进样量1 μL。质

谱条件为离子源: ESI源; 雾化气 (nebulizing): 2.9 L·min-1; 

干燥气 (drying gas): 10 L·min-1; 加热气流 (heating gas): 

10 L·min-1; 接口 (interface) 温度: 300 ℃; DL温度: 250 ℃; 

加热块温度: 400 ℃; CID 气流 (CID gas): 270 kPa; 检

测方式: 正离子模式检测; 扫描方式: 多反应监测模式, 

用于定量分析离子反应对为: 芍药内酯苷m/z 481.00→
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104.95 (CE: −22 eV); 芍药苷 m/z 503.05→219.25 (CE: 

−40.0 eV), 甘草酸m/z 844.90→493.05 (CE: −40 eV); 柴

胡皂苷 A m/z 803.10→330.85 (CE: −53 eV); 柴胡皂苷

B2 m/z 803.10→330.90 (CE: −50 eV)。

样品制备

定性用供试品溶液的制备 取逍遥丸适量, 研细, 

取约 0.5 g, 精密称定 , 置于具塞锥形瓶中 , 加入甲醇

10 mL, 密塞 , 称定重量 , 超声处理 (功率 250 W, 频率

30 kHz) 1 h, 放冷 , 再称重 , 甲醇补足减少的重量 , 摇

匀, 过0.45 μm的滤膜, 取续滤液待分析。

定量用供试品溶液的配制 取逍遥丸适量, 研细, 

精密称定约 50.0 mg置于 250 mL量瓶中, 加入甲醇适

量, 超声处理 (功率 250 W, 频率 30 kHz) 3 h, 放冷, 加

甲醇至刻线, 摇匀, 过 0.45 μm 的滤膜, 取续滤液用于

检测芍药内酯苷、甘草酸、柴胡皂苷A和柴胡皂苷B2

的分析。将此溶液稀释4倍, 用于检测芍药苷。

对照品储备液配制 精密称取对照品芍药内酯

苷、芍药苷、甘草酸、柴胡皂苷 A 和柴胡皂苷 B2 各

10.0 mg分别置于 100 mL量瓶中, 加甲醇并定容至刻

度, 制成各单一成分的对照品储备液。

线性关系考察标准系列溶液的配制 精密吸取芍

药内酯苷和芍药苷对照品储备液各2.5 mL, 甘草酸、柴

胡皂苷A和柴胡皂苷B2对照品储备液各 1.25 mL, 置

于 250 mL量瓶中, 加入甲醇定容稀释得到混合对照品

储备溶液, 将混合对照品储备溶液稀释 2 倍、5 倍、10

倍、20倍、100倍得到芍药内酯苷和芍药苷的系列浓度

为: 1 000、500、200、100、50和 10 ng·mL-1; 甘草酸、柴胡

皂苷 A 和柴胡皂苷 B2 的系列浓度为 : 500、250、100、

50、25和5 ng·mL-1。

仪器精密度溶液配制 配制 6份含有芍药内酯苷

和芍药苷质量浓度为 100 ng·mL-1, 甘草酸、柴胡皂苷A

和柴胡皂苷B2质量浓度为50 ng·mL-1的混合溶液。

回收率考察溶液的配制 精密称取供试品 (批号: 

SX20170209) 9 份 , 每份约 50 mg, 分别置 9 个 250 mL

量瓶中, 加甲醇适量, 超声处理 3 h, 冷却后, 精密量取

对照品混合溶液 1.0、1.25和 1.5 mL 各 3份, 分别置上

述 9 个 250 mL 量瓶中 , 用甲醇稀释至刻度 , 摇匀 , 过

滤, 作为供试品溶液。

结果

1　逍遥丸主要成分鉴定

通过逍遥丸样品与单一对照品的色谱和质谱比对

方式, 鉴定了 5个活性成分, 分别是芍药苷、芍药内酯

苷、甘草酸、柴胡皂苷 A 和柴胡皂苷 B2, 表 1 列出了

5个活性物质的多级质谱信息。

对5个活性成分的多级质谱裂解过程进行分析: 

芍药苷和芍药内酯苷是同分异构体 , 分子式为

C23H28O11。在质谱裂解上二者表现出不同的裂解方

式。质谱结果显示芍药苷在m/z 503.151 7处为准分子

离子峰, 为 [M+Na]+。母离子失去122 Da得到二级碎片

离子381.112 4, 即 [M+Na−C6H5CO−H2O]+, 进而二级碎

片离子 381.112 4失去 162 Da得到碎片离子 219.063 0, 

这是因为糖苷键的断裂即 [M+Na−C6H5CO−H2O−
C6H11O5]

+。芍药内酯苷在m/z 481.201 0处为准分子离

子峰, 为 [M+H]+。母离子失去 162 Da 得到二级碎片

离子 319.116 0, 裂解方式是糖苷键断裂 , 即 [M+H−
C6H11O5]

+。二级碎片离子 197.082 5 是由于母离子

481.201 0失去 284 Da [M+H−C6H5CO−C6H11O5−H2O]+, 

与芍药苷不同的是芍药内酯苷的二级碎片离子

197.082 5 失去一分子 H2O, 得到三级碎片 179.068 3, 

即 [M+H−C6H5CO−C6H11O5−H2O−H2O]+。裂解过程与

文献[25]一致。

据文献[26]甘草中三萜皂苷类化合物质谱裂解规

律, 解析甘草酸的多级质谱规律。甘草酸, 分子式为

C42H62O16, 在m/z 823.420 2处为准分子离子峰, 为 [M+

H]+母离子中性丢失 370 Da 得到碎片 453.340 6, 即

失去 2 个葡萄糖醛酸得到 [M+H−2GlcA]+, 碎片离子

453.340 6 中 性 失 去 46 Da, 即 [M+H − 2GlcA −
HCOOH] + , 得 到 碎 片 离 子 407.329 2, 碎 片 离 子

407.329 2 中性丢失 18 Da, [M+H−2GlcA−HCOOH−
H2O]+即得到碎片389.319 3。

柴胡皂苷A和柴胡皂苷B2为同分异构体, 分子式

为 C42H68O13, 在 m/z 779.464 2 处为准分子离子峰 , 为

[M−H]-, 两个化合物均只得到了二级碎片 617.410 6, 

是由母离子一个糖苷键的断裂得到 , 即 [M −H −
C6H11O5]

-。在结构鉴定的研究中未区分开此对同分异

构体, 在含量分析中, 通过改变色谱分离条件, 将柴胡

皂苷A和柴胡皂苷B2进行分离从而得到鉴定。

Table 1　Retention time and the mass data for five active ingredients

Peak No.
1
2
3
4
5

Compound name
Paeoniflorin
Albiflorin
Glycyrrhizic acid
Saikosaponin A
Saikosaponin B2

tR/min
21.90
21.24
37.45
39.19
39.19

Molecular ion m/z
503.156 7
481.167 3
823.426 3, 453.340 6
779.464 2
779.464 2

Fragment ion MS2

381.112 4, 324.096 2, 219.063 0, 185.047 3
319.116 0, 197.082 8
407.329 2
617.410 5
617.410 5

Fragment ion MS3

179.068 3, 161.063 9
389.319 3

Diff/ppm
2.58

-6.44
-3.16
-6.42
-6.42
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以上各化合物的裂解过程见图1。

2　逍遥丸含量分析研究

2.1　样品提取的优化 　

考察甲醇不同浓度及不同超声时间对提取逍遥丸

成分的影响 , 采用 LC-IT-TOF/MS 法和 LC-MS/MS 法

分别测定, 比较提取化合物的种类和 5个主要成分的

含量选择 100%甲醇超声 3 h提取的方法, 不同时间和

甲醇浓度提取下的结果如图2所示。

2.2　方法学验证 　

2.2.1　专属性 　分别向LC-MS/MS注入空白溶剂、混

合对照品溶液及逍遥丸样品溶液。结果表明各个化合

物的分离效果良好, 如图3所示。

2.2.2　线性关系 　以溶液的浓度 (x) 为横坐标, 峰面

积 (Y) 为纵坐标绘制回归曲线, 芍药苷、芍药内酯苷线性

范围 10～1 000 ng·mL-1, 甘草酸、柴胡皂苷A和柴胡皂

苷B2的线性范围为 5～500 ng·mL-1, 相关系数均大于

0.999。回归方程、线性范围和相关系数如表2所示。

2.2.3　仪器精密度 　结果表明, 芍药苷、白芍苷、甘草

酸、柴胡皂苷 A、柴胡皂苷 B2 的 RSD (%) 值分别为

3.44%、3.50%、4.24%、4.22%、3.80%, 均小于 5.00%。

该方法对化合物的检测精度较高。

2.2.4　定量限和检出限 　芍药内酯苷和甘草酸的检出限

为 1 ng·mL-1, 柴胡皂苷A和柴胡皂苷B2为 0.5 ng·mL-1, 

芍药苷为 2 ng·mL-1。表明方法对逍遥丸 5种成分的检

测灵敏度较高。定量限和检出限的数据见表2。

2.2.5　回收率 　芍药苷在高、中、低浓度下回收率分别

为 104.44%、102.80%和 97.37%, RSD值分别为 7.42%、

8.10%和 5.17%; 芍药内酯苷在高、中、低浓度下回收率

Figure 1　Fragmentation pathways of paeoniflorin (A), albiflorin (B), glycyrrhizic acid (C), saikosaponin A (D) and saikosaponin B2 (E)
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分别为 109.60%、109.21% 和 99.46%, RSD 值分别为

3.85%、4.18%和3.77%; 甘草酸在高、中、低浓度下回收

率分别为 102.08%、108.88% 和 101.04%, RSD 值分别

为 5.42%、6.28% 和 2.43%; 柴胡皂苷 A 在高、中、低浓

度下回收率分别为 113.54%、106.23% 和 103.3%, RSD

值分别为3.82%、5.60%和1.70%; 柴胡皂苷B2在高、中、

低浓度下回收率分别为 107.65%、102.06%和 104.69%, 

RSD 值分别为 4.17%、1.06% 和 4.93%, 以上结果表明

方法准确度较好。

2.2.6　稳定性 　将逍遥丸样品溶液和标准溶液分别置

于室温。分别在 0、2、6、12、18和 24 h测定稳定性, 各

化合物的RSD值均低于10%。

3　样品测定

将上述定量研究方法用于 5 批逍遥丸样品的检

测, 结果如表 3所示, 得到 3批浓缩丸的芍药苷含量大

于 4.0 mg·g-1, 2批水丸中的芍药苷含量大于 2.5 mg·g-1, 

均符合中国药典规定, 但是其他成分的含量存在一定

的差异。

讨论

为能够充分将逍遥丸中的成分提取出来便于准确

的定量研究 , 考察了不同的甲醇比例的溶剂分别为

25%、50%、75%、100%进行超声, 发现甲醇比例增加能

够提取出的化合物种类增多, 因此选择 100% 的甲醇

Table 3　The mean contents of five active compounds in Xiaoyao pills (n = 6). SX20170209: Shanxi Tianyang Pharmaceutical Co., Ltd.; 

ZJ170907: Zhongjing Wanxi Pharmaceutical Co., Ltd.; JZT20170300: Jiuzhitang Co., Ltd.; KH20161206: Heilongjiang Sunflower Pharma‐

ceutical Co., Ltd.; SY10917060114: Hebei Yongfeng Pharmaceutical Co., Ltd.

Content/mg·g-1

Paeoniflorin
Albiflorin
Glycyrrhizic acid
Saikosaponin A
Saikosaponin B2

SX20170209
7.23
3.13
1.53
0.07
0.13

ZJ170907
8.07
3.29
0.23
0.04
0.32

JZT201703001
7.74
2.56
0.06
0.03
0.03

SY10917060114
5.24
2.02

< LOQ
1.04
0.22

KH20161206
5.57
1.60

< LOQ
0.29
0.01

Figure 3　The MRM chromatograms of five active ingredients. 1: Paeoniflorin; 2: Albiflorin; 3: Glycyrrhizic acid; 4: Saikosaponin A; 5: 

Saikosaponin B2

Figure 2　The samples extracted by different extraction solvent (A) and ultrasonic time (B)

Table 2　The calibration curves, linear ranges and correlation coefficients for regression, LODs and LOQs for the compounds

Compound name
Paeoniflorin
Albiflorin
Glycyrrhizic acid
Saikosaponin A
Saikosaponin B2

Calibration curve
Y = 65.153 x + 227.530
Y = 210.599 x + 261.776
Y = 260.907 x - 99.748
Y = 232.795 x + 135.147
Y = 244.611 x + 106.570

Range/ng·mL-1

10-1 000
10-1 000

5-500
5-500
5-500

r
0.999 2
0.999 6
0.999 5
0.999 4
0.999 0

LOD/ng·mL-1

1
2
1
0.5
0.5

LOQ/ng·mL-1

2
10

2
1
1
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进行超声处理, 同时也考察了用 100% 甲醇超声时间

1、2、3 和 4 h 对 5 种成分的提取效果 , 由 HPLC 图可

以看出 2、3 和 4 h 提取的种类和峰面积相当 , 但是从

LC-MS/MS法定量分析发现 3 h后甘草酸的含量比 2 h

有增加, 从实验节能角度选择超声时间3 h。

从逍遥丸样品检测结果得到所有的样品按现有的

质量控制指标都是合格产品, 另外, 发现柴胡皂苷A在

浓缩丸中的含量远低于在水丸中的含量, 芍药内酯苷、

芍药苷和甘草酸在浓缩丸中的含量高于其在水丸中的

含量, 浓缩丸和水丸可能因为制法不同会出现成分含

量的差异 , 同时也发现来自 3 个不同厂家的浓缩丸 

(SX20170209、ZJ170907 和 JZT201703001) 的甘草酸

和柴胡皂苷 B2 的含量出现明显差异 , 两个不同厂家

的水丸的柴胡皂苷 A、柴胡皂苷 B2 的一批样品 (批

号 SY10917060114) 明 显 高 于 另 一 批 样 品 ( 批 号

KH20161206), 出现成分含量差异的原因, 可能跟中药

原药材的质量相关, 也可能与制备丸剂的工艺等因素

相关, 比如药材粉碎细度不同, 导致提取效果不同。本

研究提示同样是逍遥丸因成分含量不同而导致实际的

药效可能不同, 因此中药复方的质量控制研究需要多

个成分同时作为质控指标, 本研究可为逍遥丸的质量

评价提供依据。
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