
第48卷 第5期

2020年9月

河南师范大学学报(自然科学版)
JournalofHenanNormalUniversity(NaturalScienceEdition)

 Vol.48 No.5
 Sep.2020

  文章编号:1000-2367(2020)05-0074-06 DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2020.05.011

UPLC-MS/MS法快速测定降脂宁颗粒中
4种化合物的含量

刘慢1,余文洁1,赵新娜2,陈昱安1,赵阗1,张晓凡1,3

(1.黄河科技学院 河南省纳米复合材料与应用重点实验室,郑州450052;

2.河南省环境监测中心,郑州450004;3.东莞理工学院 材料科学与工程学院,广东 东莞523808)

  摘 要:建立采用超高效液相色谱-串联质谱联用仪(ultra-highperformanceliquidchromatography-tandem

massspectrometry,UPLC-MS/MS)同时快速高效测定降脂宁颗粒中的金丝桃苷、二苯乙烯苷、荷叶碱、橙黄决明素

含量的方法.采用AgilentEclipsePlusC18(2.1mm×50mm,1.7μm)色谱柱;流动相是0.05%(体积分数)的甲酸水

溶液和0.05%(体积分数)的甲酸-乙腈;流速0.3mL/min;柱温40℃,进样量5μL;检测时间5min.电喷雾(electro-

sprayionization,ESI)离子源,正离子扫描,多反应监测模式(multiplereactionmonitoring,MRM).在所设的色谱条

件下,5min内能定量分析出降脂宁颗粒中4种成分,该4种化合物在考察范围内呈良好的线性关系(r⩾0.9936).
精密度、稳定性和重复性考察符合分析要求,相对标准偏差(relativestandarddeviation,RSD)⩽4.0%.加标回收率

和RSD分别在98.0%~126.9%和0.3%~2.4%范围内.该分析方法简便、快速,灵敏度比较高,专属性强,能在

5min内同时测定降脂宁颗粒中的4种化合物含量,可以为降酯宁颗粒的生产与质量控制提供参考.
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随着人们生活水平的提高,高脂血症逐渐呈现出低龄化、高发病率的趋势,因此对应治疗高脂血的药物

研究也越来越多.其中,中药复方降脂制剂因其具有毒副作用小、安全性相对较高等优点备受欢迎[1].降脂宁

颗粒是由山楂(去核)、决明子、荷叶、制首乌等4味中草药构成的中草药复方制剂(收录在《部颁标准中药成

方制剂第十三册》),能够起到降低血脂和软化血管的作用,临床主要用于治疗心律不齐和高脂血症[2].这

4种中药除了对高脂血症均有一定的作用之外,还具有保护肝脏的功效.在实验上,对降脂宁颗粒的成分含

量的测定常用的方法有高效液相色谱法(HighPerformanceLiquidChromatography,HPLC)和薄层色谱

法[3-5].但是,HPLC法背景干扰较大,灵敏度低,检出限比较高,检测时间较长,所需要的样品的量也比较

多,样品的前处理比较繁琐[6-8].而薄层色谱法则存在着定量准确度不高,操作复杂,可重复性差的缺点.近
年来,针对这些技术存在的缺点,超高液相色谱-质谱(UPLC-MS/MS)法结合了液相的强大的分离性与质谱

的结构定量测定性能的优势,为复杂成分特别是中草药成分的分析及其定量测定提供了更加高效、简便的分

析方法,已有研究表明,UPLC-MS/MS凭借其灵敏度高、专一性强等优点,已成为近年来农药残留,代谢组

学分析以及中药成分分析等快速检测分析的重要手段[9-15].
本实验主要使用了超高效液相串联质谱法(UPLC-MS/MS),实现了5min内高效、准确地检测降脂宁

颗粒中的金丝桃苷,二苯乙烯苷,荷叶碱和橙黄决明素等4种化合物的含量,且所需样品量少,前处理简单易

操作,可为降脂宁颗粒的生产质量控制提供参考.
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1 仪器与试剂

Agilent1290/6420超高效液相色谱串联质谱联用仪,色谱柱(AgilentEclipsePlusC182.1mm×
50mm,1.7μm),移液枪(美国瑞宁),十万分之一电子分析天平(北京赛多利斯科学仪器有限公司).甲醇、乙
腈(质谱纯,Thermofisher公司),甲酸(上海阿拉丁生化科技股份有限公司,UPLC-MS,99%),水为超纯水

(科尔顿(中国)有限公司).标准品:金丝桃苷(批号:O0807AS)和二苯乙烯苷(批号:N1103AS)均购于大连美

仑生物技术有限公司,荷叶碱(批号:H-042-170222)购于成都瑞芬思生物科技有限公司,橙黄决明素(批号:

PS000217)购于成都普思生物科技有限公司,各标准品的纯度均大于98%.不同批次不同厂家的降脂宁颗粒

样品购于郑州各药店,样品批号分别为:04171011,20180502,20170703,180906.

2 实验与结果

2.1 分析条件

色谱条件:AgilentEclipsePlusC18(2.1mm×50mm,1.7μm)色谱柱,流动相A:0.05%(体积分数)的
甲酸水溶液,B:0.05% (体积分数)的甲酸-乙腈,梯度洗脱:0.0~0.2min,流动相B10%;0.2~3.2min,流动

相B10%~90%;3.2~4.2min,流动相B90%;4.2~4.5min,流动相B90%~10%;4.5~5.0min流动相B
10%,流速0.3mL/min,进样量5μL,柱温箱40℃.

质谱条件:电喷雾离子源(ESI),采用正离子扫描,多反应监测模式(MRM),毛细管电压4.0kV,脱溶剂

气体是N2,流速为12L/min,离子化温度为345℃,碰撞气是氮气.各个分析物的质谱检测参数见表1,提取

的各分析物的离子流色谱见图1.
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表1 4个分析物的UPLC-MS/MS检测参数

Tab.1 UPLC-MS/MSparametersforfourcompounds

化合物 保留时间tR/min 离子化模式 定量离子对 碎裂电压/V 碰撞能量/eV

金丝桃苷 1.816 ESI(+) 465.1→303.1 110 10

二苯乙烯苷 1.834 ESI(+) 407.1→245.1 110 10

荷叶碱 2.224 ESI(+) 296.2→265.1 110 15

橙黄决明素 2.831 ESI(+) 331.1→298.0 105 25

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液的制备

分别取金丝桃苷、二苯乙烯苷、荷叶碱、橙黄决明素标准品2.0mg于10mL的棕色容量瓶中,用75%
(体积分数)的甲醇进行溶解并定容,摇匀,即可得0.2mg/mL的标准溶液.再分别精确移取0.2mg/mL的

金丝桃苷,二苯乙烯苷,荷叶碱,橙黄决明素标准溶液0.50mL、0.75mL、0.50mL、0.50mL于50mL的容量

瓶中,用75%的甲醇定容,摇匀,可制得混合对照品溶液,储备液应注意全程避光.其中4种化合物的质量浓

度分别为:金丝桃苷2.0μg/mL,二苯乙烯苷3.0μg/mL,荷叶碱2.0μg/mL,橙黄决明素2.0μg/mL.
2.2.2 供试品溶液的制备

称取降脂宁颗粒5.0g,用研钵研制成粉末状,准确称取100.0mg到20mL的棕色样品瓶中,再加入

75%的甲醇5mL,准确称其质量,随后超声5min,超声过程中尽量保持温度不变,再用75%甲醇补足减少

的质量,静置10min,再用0.45μm的微孔滤膜进行过滤,滤液即为供试品溶液,制备过程中注意避光保存.
2.3 方法验证和考察

2.3.1 线性关系以及检出限和定量限

取混合对照品溶液,将混合对照品定为200%的溶液,用75%甲醇逐渐稀释,配制不同百分数的对照品

溶液按照本文“2.1”的分析方法检测.再以化合物的浓度为X 轴,每个化合物的定量离子的峰面积为Y 轴作

标准曲线,得到每个化合物的线性回归方程和线性关系,当信噪比S/N=3得该化合物的检出限,信噪比

S/N=10得该化合物的定量限,如表2,结果显示每个化合物在相应的线性范围内线性关系较好.
表2 线性回归方程与线性关系以及检出限,定量限

Tab.2 Linerequation,linerrange,limitofdetection(LOD)andlimitofquantitation(LOQ)offourcompounds

化合物 线性方程 r 检出限/(ng·mL-1) 定量限/(ng·mL-1) 线性范围/(ng·mL-1)

金丝桃苷 Y=88.34X-1250 0.9989 4.0 10.0 10.0~2000.0

二苯乙烯苷 Y=34.61X+774.34 0.9991 2.2 7.2 15.0~3000.0

荷叶碱 Y=1423.3X+153724 0.9936 0.2 0.5 10.0~2000.0

橙黄决明素 Y=69.95X+1892.9 0.9991 1.0 2.6 10.0~2000.0

2.3.2 精密度试验

取混合对照品中100%的样品,按照本文“2.1”分析方法连续进样6次,计算4个化合物的定量离子的峰

面积的RSD(n=6).最终的结果显示:金丝桃苷、二苯乙烯苷、荷叶碱、橙黄决明素的峰面积RSD分别为

0.3%、0.4%、0.2%、1.9%,表明该方法的精密度良好.
2.3.3 重复性试验

取同一批次的样品(批号:20180502)按照“2.2.2”项的方法制备6份供试品,再按照“2.1”项下的分析方

法进行检测.实验结果显示:金丝桃苷、二苯乙烯苷、荷叶碱、橙黄决明素含量的RSD分别为0.6%、1.3%、

1.9%、1.8%,以上数据表明该方法的重复性良好.
2.3.4 稳定性试验

取相同批次的样品(批号:20180502),按“2.2.2”项下条件制备供试品溶液,分别于0h、2h、4h、8h、

12h、24h进样进行测定,进样量为5μL,按照“2.1”项下条件测定,金丝桃苷、二苯乙烯苷、荷叶碱、橙黄决明

素稳定性的RSD分别为3.7%、4.0%、1.9%、3.0%.该数据表明供试品的稳定性在24h内稳定性良好.
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2.3.5 加标回收率试验

取同一批次的样品(批号:20180502)6份,约100.0mg,精密称定,按“2.2.2”项下方法制备样品6份,再
向样品中均加入50% 的对照品溶液,按照“2.1”项下分析方法测定,计算金丝桃苷、二苯乙烯苷、荷叶碱、橙
黄决明素的回收率,结果见表3.金丝桃苷、二苯乙烯苷、荷叶碱、橙黄决明素的加标回收率分别为:126.9%、

98.0%、101.0%、100.8%,RSD分别为:2.4%、1.5%、0.3%、1.2%.表明该实验的加样回收率良好.
表3 4种化合物的加标回收率的结果

Tab.3 Theresultsofrecoveryoffourcompounds

成分 测得量/ng 样品中量/ng 理论量/ng 回收率/% RSD/%

金丝桃苷 313.47±9.69 190.56 100.00 126.9 2.4

二苯乙烯苷 249.38±3.87 103.56 150.00 98.0 1.5

荷叶碱 102.36±0.51 1.87 100.00 101.0 0.3

橙黄决明素 117.26±2.22 17.01 100.00 100.8 1.2

2.3.6 样品的测定

取4个不同批次的样品100.0mg各3份,准确称量,按照“2.2.2”项下制备供试品溶液,再按照“2.1”项
下的分析方法进行检测,算出样品中各成分的含量(如表4).

表4 样品含量测定结果(n=3)

Tab.4 Contentsofsamples(n=3) μg·g-1

样品批号 金丝桃苷 二苯乙烯苷 荷叶碱 橙黄决明素

20170703 49.64 15.59 18.94 2.22

20180502 46.78 25.80 0.40 4.15

样品批号 金丝桃苷 二苯乙烯苷 荷叶碱 橙黄决明素

04171011 35.26 19.70 39.41 2.26

180906 312.89 232.51 50.09 8.81

3 讨 论

3.1 样品保存条件的选择

文献报道二苯乙烯苷的水溶液在光照条件下不稳定,会由反式二苯乙烯苷转化成顺式二苯乙烯

苷[15-16].在实验过程中,配制的混标样品,在自然光中暴露一段时间后,按照“2.1”项下的分析方法检测,在色

谱中会出现新的峰,该化合物和二苯乙烯苷分子离子峰和碎片峰相同,且极性变大,进一步确认二苯乙烯苷

在光照的条件下不稳定,故该实验中的储备液和样品均需要避光保存.
3.2 测试条件的选择

本实验前期采用高效液相色谱检测,金丝桃苷和二苯乙烯苷的极性比较相近,分离度和灵敏度均比较

低,且样品背景干扰比较大,因此选择专一性比较强,灵敏度比较高的LC-MS/MS的MRM模式进行定量检

测.并对该检测方法的质谱条件进行优化,通过对比发现金丝桃苷,二苯乙烯苷,荷叶碱和橙黄决明素都在正

离子的模式下,质谱信号较强.通过子离子扫描寻找每个化合物的碎片离子,并优化了 MRM 检测模式下每

个化合物的碎裂电压和碰撞能量,保证被检测化合物都有最高的质谱相应信号.
3.3 样品处理条件的优化

在处理样品时,分别从溶剂的比例、溶剂的体积以及超声的时间上进行优化.分别用50%,75%的甲醇水

溶液和甲醇对样品溶解,检测结果表明:75%的甲醇做溶剂时,4个化合物的峰面积达到最大值.再以75%的

溶剂处理样品,设置超声时间分别为5min、10min、20min、30min、40min.结果表明:不同的超声时间,

4个化合物的峰面积几乎没有变化.再分别用75%的甲醇2mL、5mL、10mL、15mL筛选溶剂的用量,检测

结果表明:当100.0mg粉末样品,用5mL以上的75%的甲醇溶解,色谱峰面积均无明显变化.

4 结 论

该实验采用超高效液相色谱-串联质谱联用仪(UPLC-MS/MS)同时快速检测降脂宁颗粒中的金丝桃

苷,二苯乙烯苷,橙黄决明素和荷叶碱中4种成分的含量.该方法具有灵敏度高、专一性强、快速、高效等优
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点,且线性关系、精密度和加标回收率都比较好.同时该分析方法检测所需的样品量少,前处理比较简单.从
样品的检测结果分析,不同厂家的降脂宁颗粒的4种成分的含量差别比较大,该方法可以为降脂宁颗粒的生

产质量控制提供参考.
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RapiddeterminationoffourcomponentsinJiangzhining
granulesbyUPLC-MS/MS

LiuMan1,YuWenjie1,ZhaoXinna2,ChenYuan1,ZhaoTian1,ZhangXiaofan1,3

(1.HenanKeyLaboratoryofNanocompositesandApplications,HuangheScienceandTechnologyCollege,

Zhengzhou450052,China;2.HenanEnvironmentMonitoringCenter,Zhengzhou450004,China;

3.SchoolofMaterialsScienceandEngineering,DongguanUniversityofTechnology,Dongguan523808,China)

  Abstract:DevelopingarapidandsensitivemethodfordeterminingHyperoside,Tetrahydroxystilbeneglucoside,Nucifer-
ineandAurantio-obtusininJiangzhininggranuleswithultra-highperformanceliquidchromatography-tandemmassspectrome-
try(UPLC-MS/MS).ThefourcomponentsofJiangzhininggranuleswereseparatedintoAgilentEclipsePlusC18column
(2.1mm×50mm,1.7μm)using0.05%(volumefraction)formicacid-water(A)and0.05%(volumefraction)formicacid-Aceto-
nitrile(B)asthemobilephasewithgradientelution.Theflowratewas0.3mL/minandthecolumntemperaturewassetat
40℃.Theinjectionvolumewas5μL,andanalysistimewas5min.ThemethodweusedisElectronSprayIonization(ESI)with

positiveionscanningandmultiplereactionmonitoring(MRM)modeforquantification.Undertheoptimizedchromatographic
conditions,fourcomponentsoftheJiangzhininggranuleswerequantitativeanalysiswithin5min,andshowedagoodlinearrela-
tionshipintherangeofthestudy(r⩾0.9936).ItisworthnotingthattheRSDsofprecision,stabilityandrepeatabilitytests
wereallnomorethan4.0%.Therecoveriesoffourcomponentsrangedfrom98.0%to126.9%andRSDswerebetween0.3%-
2.4%.Thismethodwassimple,rapid,specificandaccuratewithin5minforthedeterminationoffourcomponentsinJiangzhin-
inggranules.ThecurrentmethodcanbeusedforthequalitycontrolofJiangzhininggranules.

Keywords:UPLC-MS/MS;Jiangzhininggranules;rapiddetermination;multiplereactionmonitoring
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Theprospecttheorybasedintuitionisticfuzzythree-waydecisionsmodel

XueZhan'ao,PangWenli,YaoShouqian,FanLilin

(CollegeofComputerandInformationEngineering;

EngineeringLabofIntelligenceBusinessandInternetofThings,HenanProvince,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

  Abstract:Aimingattheproblemsofthethree-waydecisionsmodelconstructionintheintuitionisticfuzzyenvironment
andconsideringthethresholdchangescausedbydifferentriskpreferencesofdecisionmakers,theprospecttheorybasedintu-
itionisticfuzzythree-waydecisionsmodelisproposed.Firstly,anewmethodforcalculatingtheprobabilityofintuitionisticfuzzy
eventsisgiven,anditsrelatedpropertiesareproved.Then,IntuitionisticFuzzyProbabilityMeasure(IFPM)isusedtocalculate
theidealreferencepoints,andaccordingtorelationshipsbetweentheprospectmeanvalueofidealreferencepointsandcompre-
hensiveprospectvalueofdomainobjects,thethree-waydecisionsrulesaregivenundertheintuitionisticfuzzyinformationtable.
Finally,inordertoreduceredundantinformationoftheboundary,theobjectintheboundarydomainissecondarydivided.Atthe
sametime,therelatedalgorithmisgiven,andthevalidityofthemodelisvalidatedbyanexample.

Keywords:prospecttheory;IFPM;intuitionisticfuzzyentropy;intuitionisticfuzzythree-waydecisions
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