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基于UHPLC-Q-exactive orbitrap MS和化学计量学分析的芪龙壮儿

口服液质量评价研究
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摘要: 建立同时测定芪龙壮儿口服液中 19种化学成分的UHPLC-Q-exactive orbitrap MS定量分析方法, 并结合

化学计量学分析比较不同批次样品的质量差异, 为该制剂的质量评价提供依据。采用UHPLC-Q-exactive orbitrap 

MS方法测定了 10批芪龙壮儿口服液中尿囊素、L-脯氨酸、焦谷氨酸、大麦芽碱、腺苷、L-苯丙氨酸、鸟苷、L-色氨酸、

咖啡酸、毛蕊异黄酮苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、芒柄花苷、毛蕊异黄酮、3-羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷、芒柄花

素、白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅱ和黄芪甲苷的含量, 并利用Hiplot开源科研绘图平台及MarkerlynxXS软件对含量数据进

行聚类热图分析、主成分分析 (principal component analysis, PCA) 和偏最小二乘判别分析 (partial least squares 

discriminant analysis, PLS-DA), 综合评价不同批次芪龙壮儿口服液的质量差异。19个化学成分在各自浓度范围内

线性关系良好 (r ≥ 0.999), 精密度、重复性、稳定性 (24 h) 试验的RSD均小于 1.94%, 平均加样回收率为 97.24%～

102.75% (RSD均小于 2.74%, n = 6)。聚类热图和 PCA分析将 10批样品分为两大类, PLS-DA法确定了 7个差异标

志物, 分别为 3-羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷、白术内酯Ⅲ、毛蕊异黄酮、白术内酯Ⅱ、芒柄花素、尿囊素和咖啡酸。建

立的芪龙壮儿口服液多成分定量方法结合化学计量学分析可以为该制剂质量评价提供参考。
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Abstract: An UHPLC-Q-exactive orbitrap MS method for the simultaneous determination of 19 chemical 

components in Qilong Zhuang'er oral liquid was established and the quality differences between different batches 

of samples was compared by chemometric analysis to provide a basis for the quality evaluation of the preparation. 

The contents of allantoin, L-proline, pyroglutamic acid, hordenine, adenosine, L-phenylalanine, guanosine, L-tryp‐

tophan, caffeic acid, calycosin-7-glucoside, verbascoside, isoacteoside, ononin, calycosin, 3-hydroxy-9, 10-dime‐

thoxyptercarpan, formononetin, atractylenolide III, atractylenolide II and astragaloside A were analyzed by cluster 

heat map, principal component analysis (PCA) and partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) using 
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Hiplot platform and MarkerlynxXS software to comprehensively evaluate the quality difference of different batches 

of Qilong Zhuang'er oral liquid. The 19 chemical compounds showed good linearity in their respective concentra‐

tion ranges (r ≥ 0.999). The RSD of precision, repeatability and stability (24 h) tests were all less than 1.94%. The 

average recovery was 97.24%-102.75% (RSD < 2.74%, n = 6). The 10 batches of samples were divided into two 

categories by cluster heat map and PCA analysis. 3-Hydroxy-9,10-dimethoxyptercarpan, atractylenolide III, calycosin, 

atractylenolide II, formononetin, allantoin and caffeic acid were identified as differential markers by PLS-DA. The 

established multi component quantitative method of Qilong Zhuang'er oral liquid combined with chemometric 

analysis can provide reference for the quality evaluation of the preparation.

Key words: Qilong Zhuang'er oral liquid; orbitrap MS; determination; chemometric analysis; quality evaluation

芪龙壮儿口服液是由著名中医儿科专家午雪峤主

任医师根据传统中医理论, 结合临床经验, 以黄芪、党

参、熟地黄、当归、阿胶、鹿角胶、龟甲胶、龙骨 (煅)、白

术、山药、鸡内金、牡蛎 (煅)、山楂和麦芽 (炒) 十四味

药组方的OTC甲类中成药, 具有健脾补肾、益气养血、

填精充髓、消食和胃的功效。药理学研究表明芪龙壮

儿口服液能提高脾虚小鼠的免疫功能和机体应激能

力, 增加脾虚小鼠、大鼠食欲等作用。

目前芪龙壮儿口服液的质量控制方法是采用薄层

扫描法测定其中黄芪甲苷的含量[1], 中药复方制剂药

味复杂, 化学成分种类繁多, 具有多靶点和多作用机制

等特征, 单指标的含量控制难以准确评价其综合质量。

近年来, 多指标含量测定及化学计量学分析越来越多

地应用于中成药复方制剂质控研究中[2, 3]。

本课题组前期考察了HPLC-UV法测定芪龙壮儿

口服液的方法, 发现 HPLC-UV 色谱图化学信息量很

少, 而且黄芪甲苷等没有紫外吸收的化合物还需要建

立 HPLC-ELSD 方法进行检测。UHPLC-Q-exactive 

orbitrap MS法具有高灵敏度、高分辨率、高选择性等优

势, 弥补了液相色谱紫外检测器只能检测有紫外吸收

的化合物、灵敏度低等方面的不足。本研究基于芪龙

壮儿口服液调节免疫的主要药理功效及成分的可测

性, 选择尿囊素、L-脯氨酸、焦谷氨酸、大麦芽碱、腺苷、

L-苯丙氨酸、鸟苷、L-色氨酸、咖啡酸、毛蕊异黄酮苷、

毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、芒柄花苷、毛蕊异黄酮、3-

羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷、芒柄花素、白术内酯Ⅲ、白

术内酯Ⅱ和黄芪甲苷共 19种化学成分作为含量测定

的指标, 建立了同时测定 19个指标性成分的UHPLC-

Q-exactive orbitrap MS 定量分析方法 , 并结合化学计

量学分析, 全面、综合地评价芪龙壮儿口服液的药品质

量, 保证临床用药安全和有效。

材料与方法

仪器 液相系统为 UltiMate 3000 系列高效液相

色谱仪 (美国戴安公司); Q Exactive Focus静电场轨道

阱高分辨质谱仪 (美国 Thermo Fisher Scientific公司), 

配有可加热电喷雾离子源 (HESI) 及 Xcalibur4.0数据

处理软件。KQ-400DE型超声波清洗机 (昆山市超声

仪器有限公司); BT25S型十万分之一电子分析天平和

BS210S型万分之一电子分析天平 (北京赛多利斯科学

仪器有限公司)。

材料 尿囊素 (批号 MUST-22061307)、大麦芽碱 

(批号MUST-21102104)、腺苷 (批号MUST-21070613)、

鸟苷 ( 批号 MUST-22021408)、毛蕊花糖苷 ( 批号

MUST-21122712)、异 毛 蕊 花 糖 苷 ( 批 号 MUST-

22030810)、白术内酯Ⅱ (批号 MUST-21111614)、黄芪

甲苷 (批号 MUST-17022804) 购自成都曼思特生物科

技有限公司 ; L-脯氨酸 (批号 HG7111W3)、焦谷氨酸 

(批号 HR22271W2)、L-苯丙氨酸 (批号 HR83299W1)、

3-羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷 (批号HR2182W1)、白术

内酯Ⅲ (批号HS20913B1) 购自宝鸡辰光生物科技有限

公司; 咖啡酸 (批号17122804) 购自成都普菲德生物技术

有限公司; L-色氨酸 (批号wkq22011707)、毛蕊异黄酮

苷 (批号wkq20010904)、芒柄花苷 (批号wkq20060507)、

毛蕊异黄酮 (批号 wkq20010906)、芒柄花素 (批号

wkq20062208) 购自四川省维克奇生物科技有限公司, 

以上对照品纯度均 ≥ 98%。甲醇和甲酸为色谱纯 (美国

Fisher试剂公司), 水为重蒸水, 其他试剂均为分析纯。

芪龙壮儿口服液 [规格 : 10 mL/瓶 ; 批号分别为 

211135 (S1), 211136 (S2), 211237 (S3), 211238 (S4), 

211239 (S5), 211240 (S6), 211241 (S7), 2111242 (S8), 

211243 (S9), 211244 (S10)], 由西安正大制药有限公司

提供。

色谱条件 色谱柱为 Thermo Accucore aQ RP18 

(2.1 mm × 150 mm, 2.6 µm); 流动相为甲醇 (A)-0.1%甲

酸水溶液 (B) 梯度洗脱 (0～5 min, 0% A; 5～45 min, 

0%～58% A; 45～65 min, 58%～68% A); 柱温为 25 ℃, 

体积流量为0.3 mL·min-1, 进样量为2 µL。

质谱条件 Thermo UHPLC-Q-Exactive Focus 型

液质联用仪。采用加热电喷雾离子源 (HESI), 正、负
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离子同时检测模式, 喷雾电压为+3.5 kV/-2.8 kV, 碰撞

电压为阶梯能量 20、40、60 eV, 扫描方式为一级全扫

描/数据依赖型二级质谱扫描 (full MS/dd-MS2), Full 

MS 分辨率为 70 000, dd-MS2分辨率为 17 500, 扫描范

围为m/z 80～1 200, 离子传输毛细管温度为 320 ℃, 透

镜电压 55 kPa, 雾化室温度 350 ℃, 鞘气和辅助气流速

分别为40和10 arb。

对照品储备溶液的配制 分别称取各对照品适量, 

精密称定, 加甲醇制成含尿囊素 241.60 μg·mL-1、L-脯

氨酸 212.00 μg·mL-1、焦谷氨酸 79.80 μg·mL-1、大麦

芽碱 15.96 μg·mL-1、腺苷 70.35 μg·mL-1、L-苯丙氨酸

14.81 μg·mL-1、鸟苷36.98 μg·mL-1、L-色氨酸13.20 μg·mL-1、

咖啡酸 9.10 μg·mL-1、毛蕊异黄酮苷 133.88 μg·mL-1、毛

蕊花糖苷 20.63 μg·mL-1、异毛蕊花糖苷 38.50 μg·mL-1、

芒柄花苷 38.15 μg·mL-1、毛蕊异黄酮 45.15 μg·mL-1、3-

羟基 -9,10-二甲氧基紫檀烷 11.93 μg·mL-1、芒柄花素

18.38 μg·mL-1、白术内酯Ⅲ14.40 μg·mL-1、白术内酯Ⅱ

1.38 μg·mL-1、黄芪甲苷 44.25 μg·mL-1的混合对照品储

备溶液。

供试品溶液的制备 精密量取芪龙壮儿口服液

2 mL, 置于15 mL离心管中, 加入8 mL乙腈, 于涡旋振荡

器中振荡混匀 5 min, 于 4 ℃静置 0.5 h后, 2 500 r·min-1

条件下离心 20 min, 取上清液 1 mL, 吹干溶剂, 残渣用

30% 甲醇-水溶解并定容至 1 mL, 振摇, 0.22 μm 微孔

滤膜过滤, 即得。

系统适用性 取混合对照品溶液, 按上述色谱和

质谱条件进样, 记录待测成分色谱峰的分离度、理论塔

板数和拖尾因子。

专属性 分别按上述色谱和质谱条件进样空白溶

液、混合对照品溶液和供试品溶液, 根据各待测成分的

理论质荷比 (表 1), Mass tolerance 设为 5 ppm, Mass 

precision设为 4位数, 正模式检测的化合物分两组、负

模式检测的化合物为一组, 采用Xcalibur 4.0软件获得

各化合物提取离子流色谱图。比较空白溶液、混合对

照品溶液和供试品溶液的色谱图。

线性与范围 分别精密量取混合对照品储备溶液

0.1、0.2、0.5、1.0、2.0和 3.0 mL置 5 mL量瓶中并加甲醇

稀释至刻度, 摇匀, 用0.22 μm微孔滤膜滤过, 进样。

仪器精密度 取同一混合对照品溶液, 按照色谱

和质谱条件进样测定, 连续进样 6次, 测定峰面积, 计

算19种化学成分峰面积的RSD值。

稳定性 取同一份供试品溶液, 分别于 0、2、4、8、

12和24 h按照色谱和质谱条件进样测定。

重复性 取同一批次样品 , 按“供试品溶液的制

备”方法平行制备 6份供试品溶液, 按照色谱和质谱条

件进样测定, 计算待测成分含量及RSD。

加样回收率 精密吸取已知含量的芪龙壮儿口服

液 1 mL, 共 6份, 分别以 1∶1的比例加入各对照品溶液

适量, 按“供试品溶液的制备”项下的方法制备供试品

溶液, 按照色谱和质谱条件进样测定, 计算加样回收率

及RSD。

耐用性 取同一批芪龙壮儿口服液2.0 mL, 按“供

试品溶液的制备”项下方法制备供试品溶液, 根据上述

色谱和质谱条件, 分别考察不同进样体积 (1、2和3 μL), 

不同流速 (0.25、0.30和 0.35 mL·min-1), 不同柱温 (24、

25和 26 ℃), 不同甲酸浓度 (0.05%甲酸、0.1%甲酸和

Table 1　Mass spectrometry parameters of all the analytes in Qilong Zhuang'er oral liquid

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Compound

Allantoin

L-Proline

Pyroglutamic acid

Hordenine

Adenosine

L-Phenylalanine

Guanosine

L-Tryptophan

Caffeic acid

Calycosin-7-glucoside

Verbascoside

Isoacteoside

Ononin

Calycosin

3-Hydroxy-9,10-dimethoxyptercarpan

Formononetin

Atractylenolide III

Atractylenolide II

Astragaloside A

tR/min

1.11

1.13

2.24

5.95

6.85

6.89

8.82

14.32

20.68

29.77

31.58

34.07

36.65

40.11

42.74

46.28

49.12

54.02

62.78

Formula

C4H6N4O3

C5H9NO2

C5H7NO3

C10H15NO

C10H13N5O4

C9H11NO2

C10H13N5O5

C11H12N2O2

C9H8O4

C22H22O10

C29H36O15

C29H36O15

C22H22O9

C16H12O5

C17H16O5

C16H12O4

C15H20O3

C15H20O2

C41H68O14

Calculated m/z

159.051 3

116.070 6

130.049 9

166.122 6

268.104 0

166.086 2

284.099 0

205.097 1

179.035 0

447.128 6

623.198 1

623.198 1

431.133 6

285.075 8

301.107 0

269.080 8

249.148 3

233.153 4

829.459 0

Extracted ion m/z

159.050 5-159.052 1 [M+H]+

116.070 0-116.071 2 [M+H]+

130.049 2-130.050 6 [M+H]+

166.121 8-166.123 4 [M+H]+

268.102 7-268.105 3 [M+H]+

166.085 4-166.087 0 [M+H]+

284.097 6-284.100 4 [M+H]+

205.096 1-205.098 1 [M+H]+

179.034 1-179.035 9 [M-H]-

447.126 4-447.130 8 [M+H]+

623.197 0-623.203 2 [M-H]-

623.197 0-623.203 2 [M-H]-

431.131 4-431.135 8 [M+H]+

285.074 4-285.077 2 [M+H]+

301.105 5-301.108 5 [M+H]+

269.079 5-269.082 1 [M+H]+

249.147 1-249.149 5 [M+H]+

233.152 2-233.154 6 [M+H]+

829.454 9-829.463 1 [M+HCOO]-
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0.2%甲酸), 计算各待测成分的含量并计算不同条件的

RSD值。

样品含量测定 分别取混合对照品溶液、10个不

同批次的芪龙壮儿口服液按“供试品溶液的制备”方法

制备供试品溶液, 按照色谱和质谱条件进样测定。外

标法计算19个待测成分的含量。

聚类热图分析 为更直观地体现各批次样品间的

质量差异, 对其含量测定结果进行聚类热图分析。将

10批芪龙壮儿口服液的 19个化学成分的含量数据导

入Hiplot开源科研绘图平台 (https: //hiplot.com.cn/), 聚

类方法采用 ward 法 , 距离度量方法设置为 euclidean, 

标准化选择“row”。

PCA和OPLS-DA分析 PCA属于无监督模式识

别方法, 利用方差最大原则, 对原始数据所包含的多个

自变量进行线性拟合, 以新的低维变量代替原始高维

变量, 即主成分, 进而实现数据的降维。将 10批芪龙

壮儿口服液样品的 19 个化学成分含量导入 Waters 

MarkerlynxXS软件进行 PCA分析。为明确引起产品质

量差异的特征性成分, 进一步采用有监督的模式识别

方法对原始数据进行PLS-DA分析, 绘制PLS-DA模型

得分图。

结果

1　系统适用性

混合对照品溶液提取离子流色谱图中各待测成分

色谱峰与其相邻色谱峰之间的分离度均大于 1.5; 理论

塔板数以毛蕊异黄酮苷计不低于 5 000; 拖尾因子在

0.80～1.20之间, 表明系统适用性良好。

2　方法学考察

2.1 专属性 供试品溶液正、负离子模式下的总离子

流基峰图见图 1。空白溶液、混合对照品溶液和供试

品溶液的提取离子流色谱图见图 2。供试品溶液中 19

种待测成分峰形良好, 且保留时间与混合对照品基本

一致, 空白样品在待测成分出峰处无干扰, 表明该方法

专属性良好。

2.2 线性关系 以各对照品的质量浓度 (X, μg·mL-1) 

为横坐标, 峰面积值 (Y) 为纵坐标绘制标准曲线, 并计

算得线性方程及相关系数, 表明各对照品在相应浓度

范围内线性关系良好, 相关系数均大于 0.999; 以信噪

比 3∶1和 10∶1为标准分别测得各化合物的检测限和定

Figure 1　 Base peak chromatogram of Qilong Zhuang'er oral liquid by UHPLC-Q-exactive orbitrap MS (A: Positive ion mode; B: 

Negative ion mode)

Figure 2　EIC chromatogram of mixed reference substances (A, B: Positive ion mode; C: Negative ion mode); EIC chromatogram of 

sample (D, E: Positive ion mode; F: Negative ion mode); EIC chromatogram of blank sample (G, H: Positive ion mode; I: Negative ion 

mode). 1: Allantoin; 2: L-Proline; 3: Pyroglutamic acid; 4: Hordenine; 5: Adenosine; 6: L-Phenylalanine; 7: Guanosine; 8: L-Tryptophan; 

9: Caffeic acid; 10: Calycosin-7-glucoside; 11: Verbascoside; 12: Isoacteoside; 13: Ononin; 14: Calycosin; 15: 3-Hydroxy-9,10-dimethoxyp‐

tercarpan; 16: Formononetin; 17: Atractylenolide III; 18: Atractylenolide II; 19: Astragaloside A
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量限, 结果见表2。

2.3 仪器精密度 尿囊素、L-脯氨酸、焦谷氨酸、大麦

芽碱、腺苷、L-苯丙氨酸、鸟苷、L-色氨酸、咖啡酸、毛蕊

异黄酮苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、芒柄花苷、毛蕊

异黄酮、3-羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷、芒柄花素、白术

内酯Ⅲ、白术内酯Ⅱ和黄芪甲苷的峰面积RSD分别为

1.73%、1.88%、1.29%、1.74%、1.68%、1.53%、1.23%、

1.67%、1.50%、1.77%、1.66%、1.49%、0.81%、1.55%、

1.69%、1.93%、1.73%、0.58%、0.87%, 表明仪器精密度

良好。

2.4 稳定性 尿囊素、L-脯氨酸、焦谷氨酸、大麦芽

碱、腺苷、L-苯丙氨酸、鸟苷、L-色氨酸、咖啡酸、毛蕊异

黄酮苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、芒柄花苷、毛蕊异

黄酮、3-羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷、芒柄花素、白术内

酯Ⅲ、白术内酯Ⅱ和黄芪甲苷的峰面积 RSD 分别为

1.32%、1.71%、1.25%、0.80%、1.62%、1.44%、1.61%、

1.44%、0.34%、1.72%、1.84%、1.94%、1.28%、1.74%、

1.30%、0.86%、1.29%、1.06%、1.80%, 表明该样品溶液

在24 h内稳定性良好。

2.5 重复性 尿囊素、L-脯氨酸、焦谷氨酸、大麦芽

碱、腺苷、L-苯丙氨酸、鸟苷、L-色氨酸、咖啡酸、毛蕊异

黄酮苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、芒柄花苷、毛蕊异

黄酮、3-羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷、芒柄花素、白术内

酯Ⅲ、白术内酯Ⅱ和黄芪甲苷的平均含量分别为

94.71、49.68、24.70、9.42、8.99、21.22、17.58、4.62、2.33、

38.28、5.43、9.86、14.35、13.13、4.47、5.24、7.47、0.55 和

28.71 μg·mL-1, RSD 分 别 为 1.68%、0.94%、2.03%、

1.65%、1.77%、1.65%、2.19%、0.93%、1.65%、1.37%、

1.90%、2.02%、1.71%、1.43%、1.64%、1.54%、2.23%、

1.53%和1.68%。结果表明该方法具有良好重复性。

2.6 加样回收率 尿囊素、L-脯氨酸、焦谷氨酸、大麦

芽碱、腺苷、L-苯丙氨酸、鸟苷、L-色氨酸、咖啡酸、毛蕊

异黄酮苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、芒柄花苷、毛蕊

异黄酮、3-羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷、芒柄花素、白术

内酯Ⅲ、白术内酯Ⅱ和黄芪甲苷的平均回收率分别为

101.40%、 98.58%、 100.22%、 100.32%、 101.33%、

100.51%、99.62%、97.99%、97.24%、98.17%、100.06%、

98.16%、98.90%、100.78%、102.75%、99.25%、98.10%、

98.55% 和 98.87%, RSD 分别为 1.51%、1.39%、1.67%、

2.27%、1.99%、1.99%、2.36%、1.82%、2.53%、2.13%、

2.74%、2.27%、1.92%、1.61%、1.37%、2.69%、1.46%、

2.33%和1.77%, 表明该方法回收率良好。

2.7 耐用性 结果表明 , 各条件下的 19 种待测成分

RSD值均小于2.56%, 说明方法耐用性良好。

3　样品含量测定

10批芪龙壮儿口服液中 19个待测成分的含量测

定结果见表3。

4　化学计量学分析

4.1 聚类热图分析 分析结果见图 3。通过横向聚类

可将 10 批样品聚为两大类 , 第一类含 4 个批次 (S2, 

S3, S7, S8), 第二类含 6 个批次 (S1, S4, S5, S6, S9, 

S10), 第一类样品中的尿囊素、毛蕊异黄酮、黄芪紫檀

烷、芒柄花素、白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅱ、黄芪甲苷含量

相比第二类样品普遍较低。

4.2 PCA 和 OPLS-DA 分析 PCA 分析结果见图 4。

10批样品大致可分为两类, 其中 S2、S3、S7和 S8归为

Table 2　Standard curves, correlation coefficients, and linear ranges of 19 analytes

Analyte

Allantoin
L-Proline
Pyroglutamic acid
Hordenine
Adenosine
L-Phenylalanine
Guanosine
L-Tryptophan
Caffeic acid
Calycosin-7-glucoside
Verbascoside
Isoacteoside
Ononin
Calycosin
3-Hydroxy-9,10-dimethoxyptercarpan
Formononetin
Atractylenolide III
Atractylenolide II
Astragaloside A

Regression equation

Y = 5 472 828 X + 479 320
Y = 86 975 923 X + 5 638 716
Y = 64 631 208 X + 2 389 539
Y = 723 082 195 X + 33 356 735
Y = 266 200 177 X + 9 443 073
Y = 247 574 407 X + 9 293 926
Y = 40 699 138 X + 2 453 794
Y = 195 962 721 X + 1 750 113
Y = 169 287 666 X + 8 768 389
Y = 57 987 427 X+ 2 827 590
Y = 32 726 217 X + 1 202 329
Y = 44 913 759 X - 6 465 736
Y = 86 567 555 X + 60 511 347
Y = 229 728 032 X + 54 122 589
Y = 284 043 686 X + 11 858 456
Y = 336 848 761 X + 44 638 709
Y = 65 804 295 X + 4 155 839
Y = 1 117 680 022 X - 1 738 208
Y = 2 129 447 X + 143 154

Linearity range

/μg·mL-1

4.83-144.96
4.24-127.20
1.60-47.88
0.30-8.89
0.32-9.57
1.41-42.21
0.74-22.18
0.26-7.92
0.18-5.46
2.68-80.32
0.41-12.38
0.77-23.10
0.76-22.86
0.90-27.09
0.24-7.16
0.37-11.02
0.29-8.64

0.027 5-0.825
0.885-26.55

r

0.999 7
0.999 9
0.999 8
0.999 8
0.999 6
0.999 6
0.999 8
0.999 1
0.999 5
1.000 0
0.999 5
0.999 9
0.999 6
0.999 9
0.999 8
1.000 0
0.999 7
0.999 7
0.999 9

LOQ

/μg·mL-1

0.060
0.085
0.032
0.005
0.020
0.035
0.009
0.005
0.069
0.031
0.007
0.011
0.008
0.023
0.003
0.013
0.097
0.010
0.017

LOD

/μg·mL-1

0.020
0.028
0.011
0.002
0.007
0.012
0.003
0.002
0.023
0.010
0.002
0.003
0.003
0.008
0.001
0.004
0.032
0.003
0.006
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第一类, S1、S4、S5、S6、S9和 S10归为第二类, 与聚类

热图分析结果一致。PLS-DA模型得分图见图 5A, 结

果表明, 累积解释能力参数 (RX2、RY2) 分别为 0.629和

0.923, 预测能力参数Q2为 0.785, 均大于 0.5, 说明表明

所建立的模型稳定可靠, 预测能力强, 可用于区分不同

批次的芪龙壮儿口服液。根据变量重要性投影值 (VIP) 

筛选 10批样品差异化学成分, 以VIP > 1为标准, 其值

越大, 表明对质量差异的贡献越大。根据图 5B可知, 

VIP > 1 (标红色) 的有 7个成分, 分别为 3-羟基-9,10-二

甲氧基紫檀烷 (VIP = 1.399 6)、白术内酯Ⅲ (VIP = 

1.399 3)、毛蕊异黄酮 (VIP = 1.354 4)、白术内酯Ⅱ 

(VIP = 1.343 6)、芒柄花素 (VIP = 1.291 5)、尿囊素 

(VIP = 1.227 8)、咖啡酸 (VIP = 1.121 5), 推断这 7个成

分为芪龙壮儿口服液产生质量差异的标志性成分。

讨论

在制备样品溶液时需要对口服液中的糖浆和大分

子蛋白类化合物进行沉淀去除, 分别考察了乙醇、甲醇

和乙腈作为沉淀试剂, 结果乙腈的分层、沉淀效果最

佳。将上清液吹干后选择复溶溶剂时 , 分别考察了

30%甲醇和甲醇对试验结果的影响, 结果表明, 30%甲

Table 3　Content determination of the analytes in samples S1-S10 (μg·mL-1, n=３)

Analyte
Allantoin
L-Proline
Pyroglutamic acid
Hordenine
Adenosine
L-Phenylalanine
Guanosine
L-Tryptophan
Caffeic acid
Calycosin-7-glucoside
Verbascoside
Isoacteoside
Ononin
Calycosin
3-Hydroxy-9,10-dimethoxyptercarpan
Formononetin
Atractylenolide III
Atractylenolide II
Astragaloside A
Total

S1
137.04

78.40
32.42

5.01
12.61
33.38
25.23

6.61
4.45

61.19
9.73

19.71
44.09
23.81

7.00
8.98

10.00
0.59

32.47
552.72

S2
116.49
83.66
42.20

4.52
11.74
27.00
26.71

5.71
3.13

46.43
5.78

14.42
17.01
16.61

5.52
6.62
8.42
0.51

27.80
470.28

S3
94.48
49.48
24.90

4.69
9.03

21.71
17.81

4.56
2.30

38.36
5.41
9.67

14.17
13.09

4.49
5.21
7.42
0.48

29.08
356.34

S4
150.01

72.48
36.66

4.82
11.68
31.11
22.38

5.78
4.08

60.40
8.49

15.49
21.54
18.38

5.78
6.43
8.58
0.49

30.52
515.10

S5
126.94

71.10
29.05

4.98
11.03
28.43
20.87

5.47
4.32

57.48
12.09
22.06
20.50
20.98

6.91
7.86

10.40
0.68

30.02
491.17

S6
133.80

76.36
35.43

5.23
10.91
29.72
22.72

5.59
3.80

60.02
9.16

14.18
22.32
20.04

6.81
7.89

10.18
0.61

27.92
502.69

S7
121.15

73.42
33.28

5.11
11.38
32.11
23.00

6.31
4.20

60.29
10.24
20.67
20.30
14.93

4.15
4.50
7.32
0.30

27.56
480.22

S8
123.79

71.93
26.13

5.82
10.77
25.49
21.70

5.78
3.54

50.71
8.46

19.22
17.17
13.41

3.93
3.89
6.78
0.29

27.08
445.89

S9
136.08

68.85
33.80

5.08
13.37
28.00
25.43

6.01
4.67

48.83
8.59

18.67
17.14
23.52

7.38
7.55

10.22
0.61

50.18
513.98

S10
134.31

65.96
24.97

6.01
12.80
30.49
24.45

6.09
4.31

42.93
10.97
22.02
16.24
18.83

5.99
6.87

11.38
0.62

42.29
487.53

Average
127.41

71.16
31.88

5.13
11.53
28.74
23.03

5.79
3.88

52.66
8.89

17.61
21.05
18.36

5.80
6.58
9.07
0.52

32.49
-

Figure 3　Clustering heat map analysis of 10 batches of Qilong Zhuang'er oral liquid

Figure 4　Score plot of PCA. PCA: Principal component analysis
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醇作为复溶溶剂时各待测物峰形最佳。

在常规的 HPLC检测条件下, 氨基酸类化合物通

常需要经过繁琐的衍生化过程后进行紫外检测[4,5]; 而

黄芪甲苷则需要蒸发光检测器来进行检测[6]; 尿囊素和

大麦芽碱仅有末端吸收[7,8], 在常规紫外检测条件下干

扰较大 , 本研究所建立的 UHPLC-Q-exactive orbitrap 

MS方法可在同一色谱条件下实现对样品中氨基酸、

核苷、黄酮、皂苷等多种不同类型化合物的同时检测, 

采用分辨率精度高达 4位数的提取离子色谱峰记录峰

面积, 峰形好、专属性高、抗基质干扰能力强。

在正、负离子同时检测模式下对样品溶液和对照

品溶液进行扫描, 观察其信号响应, 结果表明, 咖啡酸、

毛蕊花糖苷、毛蕊异花糖苷及黄芪甲苷在负离子模式

下有更高的质谱响应, 因而选择在负离子模式下对这

4个化合物进行检测, 其余氨基酸类、核苷类及其他化

合物均在正离子模式下有更好的响应信号, 因此选择

正离子模式进行检测。

测定了 10批芪龙壮儿口服液中 19个化学成分的

含量, 19个测定成分的总量为 356.34～552.72 μg·mL-1, 

其中尿囊素的含量最高, 平均为 127.41 μg·mL-1; 其次

是L-脯氨酸, 平均含量为 71.16 μg·mL-1; 此外君药黄芪

中的指标性成分也相对较高, 黄芪甲苷和毛蕊异黄酮苷

的平均含量分别为 32.49和 52.66 μg·mL-1。根据 10批

样品中 19个成分的含量数据, 采用 PLS-DA方法筛选

出了 3-羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷、白术内酯Ⅲ、毛蕊

异黄酮、白术内酯Ⅱ、芒柄花素、尿囊素、咖啡酸 7个差

异性标志物, 主要来源于黄芪、白术、山药和山楂。黄

芪是芪龙壮儿口服液的君药, 具有增强或抑制免疫的

双向调节作用, 3-羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷、毛蕊异

黄酮和芒柄花素为黄芪中主要的黄酮类物质, 具有免

疫调节和抗氧化等药理作用[9-12], 与其传统功效发挥密

切相关; 白术内酯Ⅲ和白术内酯Ⅱ是白术的主要活性

成分 , 具有抗炎、抗肿瘤、免疫调节等多种药理作

用[13,14]; 主要来源于山楂的咖啡酸具有抗炎、抗癌和抗

病毒等诸多活性[15]; 山药是临床应用中常见的养胃健

脾中药, 尿囊素是山药中的重要活性成分[16]。为保证

成品制剂的质量均一性和疗效一致性, 应在原料选用

中重点关注黄芪、白术、山药和山楂药材的质量情况。
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