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液相色谱-质谱检测3 种不同属新鲜黄芩中8 种成分
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摘  要：目的：利用在线的方式，建立对3 个属的新鲜黄芩样品中8 种成分（褪黑素、5-羟色胺、吲哚-3-乙酸、金

丝桃素、黄芩苷、黄芩素、汉黄芩苷、野黄芩苷）的液相色谱-质谱联用测定方法。方法：植物样品的匀浆与适量

填料混合后，被填入相应的样品仓，通过杂质去除，目标物质富集洗脱等步骤，用于成分测定。结果：测定黄芩

样品中8 种成分，方法的检出限及定量限条件的回收率均大于90%，重复性及稳定性相对标准偏差不大于3.1%。结

论：可以用于对黄芩原料中功效成分的评价。
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Abstract: Objective: An on-line liquid chromatography-tandem mass spectrometry method was developed to determine 8 

components in fresh Scutellaria samples from three germplasm sources. Methods: Mixtures of homogenated tissue samples and 

appropriate amounts of packing material were packed in sample chamber. After removing matrix impurities and enriching the 

target analytes, 8 components in fresh Scutellaria samples were determined. Results: The recoveries were greater than 90% at the 

limits of detection and quantification. Meanwhile, the RSDs of repeatability and stability were less than 3.1%. Conclusion: The 

method developed can be used for the determination of active components in Scutellaria samples.
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近年来，随着人们生活质量的提高，对保健品的

需求越来越大，黄芩因其特殊功效被制作成各类保健食

品，比如养生茶、植物粉等。黄芩属是拥有大约300多

个种的一类植物，因其形态常被叫做“小圆帽”，该属

植物通常广泛生长在温带地区和热带山地。在中国，黄

芩作为一种中药材，常以根入药，有清热燥湿、凉血安

胎、解毒功效，已使用了几百年[1-3]。在北美，它用于治

疗消化问题，还可作为一种神经镇定剂或者温和的镇静

剂，用于辅助治疗焦虑、抑郁、失眠等。近几年研究发

现，黄芩提取物还具有抗菌[4]、抗病毒[5]、抗肿瘤[6-7]、抗

炎[8-9]、抗氧化[10-11]、免疫调节[8,12]等的作用，并可以作为

辅助消化的保健食品用于日常消费[13]。现代研究表明，

黄芩属植物中含有上百种成分，其主要的有效成分为黄

芩苷[14]、黄芩素、汉黄芩素等黄酮类化合物[15-16]，在对黄

芩药材的评价，也是基于对有效成分的含量测定或者色

谱指纹图谱的方式进行产地来源、质量优劣以及在不同

配伍中的存在状态的评价[17-18]。但是，目前尚未见对中美

不同产地来源的黄芩植物进行比较分析报道。以往的研

究[19]只是利用了在线装置对粉末植物样品进行植物激素

的测定，而没有进行新鲜植物样品（即含水植物组织）

的处理研究。由于在新鲜植物组织进行干燥处理的过程

中，常会引起物质的变化，因此，建立一种可以用于新
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鲜植物样品测定的在线制备方式，对植物组织样品进行

测定，可为有效成分研究提供检测途径和方法。

本研究通过对 3 种不同属黄芩样品中国黄芩

（Scutellaria baicalensis Georgi）、北美黄芩（Scutellaria 
lateriflora L.）以及南美黄芩（Scutellaria racemosa Pers.）

的新鲜组织进行在线直接制备处理，运用液相色谱-质谱

方法测定其中8 种成分的含量。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

3 种黄芩种子（中国黄芩、北美黄芩、南美黄芩）

分别购自河北省安国市、加拿大Kelowna及美国佛罗里达

橙县，经卑诗大学化学系Susan J. Murch教授鉴定。

褪黑素、5-羟色胺、吲哚-3-乙酸、金丝桃素对照

品、甲酸（分析纯）、乙酸（分析纯） 美国Sigma公

司；黄芩苷、黄芩素、汉黄芩苷、野黄芩苷 中国食

品药品检定研究院；甲醇和乙腈（色谱纯） 加拿大

VWR公司。 

1.2 仪器与设备

Alliance液相色谱、Premier LCT串联质谱 加拿

大Waters公司；Masslynx V4.0数据控制软件 英国

Micromass公司。

1.3 方法

1.3.1 仪器条件

1.3.1.1 色谱条件

色 谱 柱 ： W a t e r s  X t e r r a  C 1 8  H P L C 柱

（100 mm×2.1 mm，3.5μm）；流动相体系：0.45%

甲酸（A）-乙腈（B）；梯度程序：0～5 min、100% 

A，5～30 min、100%～0% A，30～45 min、100% B，

45～46 min、100%～0% B，46～60 min、100% A；流

速：0.25 mL/min；柱温：30 ℃；进样器温度：20 ℃；进

样体积：10 μL。

1.3.1.2 质谱条件

质谱调谐参数的优化是利用每一种物质的标准溶

液，质量浓度为0.001 mg/mL，直接注射进样调节。模

式：多反应监测，正离子模式；毛细管电压：3.00 kV；

锥孔电压：褪黑素13 V、5-羟色胺14 V、吲哚-3-乙酸

10 V、金丝桃素11 V、黄芩苷17 V、黄芩素39 V、汉黄

芩苷29 V及野黄芩苷20 V；提取电压：4.00 V；RF棱镜

电压：0.0 V；离子源温度：150 ℃；干燥温度：400 ℃；

锥孔气流速：100 L/h；干燥解吸气体流速：1 000 L/h；

低分子质量分离度：14.5；高分子质量分离度：15.3；

离子能量1：0.4 V；进口电压：25 V；碰撞电压：褪黑

素15 V、5-羟色胺10 V、吲哚-3-乙酸15 V、金丝桃素

14 V、黄芩苷30 V、黄芩素35 V、汉黄芩苷30 V及野黄

芩苷35 V；出口电压：30 V；低分子质量分离度：15.0；

高分子质量分离度：15.0；离子能量2：1.5 V；倍增器电

压：650 V；池压力：6.92×10－4 mbar。

1.3.2 样品制备

1.3.2.1 黄芩培育及样品采集

3 种黄芩的种子经表面灭菌处理后，在水基培养基

中发芽后移植于位于加拿大卑诗大学奥根湖区的温室

中，具体培育参见文献[20]。3 个月后，分别对种苗的

根、茎、叶、花进行采集，分装于样品管中，直接用于

测定或者存放于－20 ℃待测。

1.3.2.2 样品处理及制备

1.3.2.1节获得的植物组织各分为4 种模式进行处

理：在室温条件下，剪碎样品通过氮气流进行干燥处

理，研磨粉碎后，准确称量2.0 g样品于50 mL烧杯中，

加入10 mL甲醇-0.45%甲酸（40∶60，V/V）混合溶液，

超声提取45 min，重复1 次，每次萃取液经4 500×g离
心10 min，获取上清液，并以甲醇-0.45%甲酸（40∶60，

V /V）溶液清洗残渣并入萃取液，最终上清液定容至

30 mL，为待测组1；直接称取约3.0 g匀浆后新鲜组织样

品，按照组1样品制备方式制备，为组2；另取样品按照

以往研究[19]，进行干燥后，粉末装填处理，为组3；取样

品采用新鲜样品处理方法，装填后，进行处理，为组4。

1.3.2.3 新鲜样品的在线制备

在线装置的构建参考前期文献[6]报道，在用于新鲜

植物组织样品测定时进行了部分改进和优化。其中样品

仓的装填是采用均质化样品以一定比例加入反相C18填料

后，装填入仓，利用筛板以高压泵压实，操作步骤见图

1所示。研究[19]表明，样品可以在进行粉末化后，通过一

定的惰性物质填充后，增加提取仓的反压，从而加快提

取的速度。而对于新鲜样品，其不能如粉末样品般经过

颗粒筛选后进行填充并形成一定的反压，因此新鲜植物

组织样品在4 ℃匀浆后，吸取适量匀浆，加入一定比例填

料（30 μm，C18填料）并混匀，此时的样品状态为半干

燥，以夹心填充的方式置于样品仓中，操作过程中，采

用堵头对样品仓出口进行堵塞，进口利用高压泵，以水

为载体加压（1 000～1 500 psi）1～2 min，形成的空腔以

填料填实后，装配好样品仓，放入流路进行样品在线处

理。参见图1。

1 20

30 μm, C18

图 1 新鲜植物样品在线处理结构示意图

Fig.1 Schematic diagram of experimental set-up for on-line fresh 

botanical sample treatment 
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2 结果与分析

2.1 检测条件的优化

为了获取不同种质来源黄芩的质量差异，因此选择

代表黄芩主要质量的4 种活性成分，黄芩苷、黄芩素、

汉黄芩苷及野黄芩苷作为比较的基础，另考虑其种质生

长相关的4 种植物神经递质，金丝桃素、褪黑素、5-羟色

胺、吲哚-3-乙酸作为生长情况评价参考加入比较。方法

采用标准溶液对各个物质的母离子及子离子谱进行了优

化研究，按照三离子（准分子离子及两个碎片离子）原

则对每种物质选取了两个子离子作为定性和定量识别的

依据，多反应监测选择的离子对（括号内两对离子对，

前者为定量离子对）分别为：褪黑素（m/z 233＞174，

m/z 233＞216）；5-羟色胺（m/z 177＞160，m/z 177＞

115）；吲哚-3-乙酸（m/z 176＞130，m/z 176＞103）；

金丝桃素（m/z 538＞413，m/z 538＞277）；黄芩苷 

（m/z 447＞271，m/z 447＞168）；黄芩素（m/z 271＞ 

123，m /z  271＞169）；野黄芩苷（m /z  463＞287， 

m/z 463＞175）；汉黄芩苷（m/z 285＞270，m/z 285＞

139），各离子对分别为对应流动相体系和碰撞状态下的

最强的两对离子，样品中的目标物质确定方式为，与标

准品保留时间相对标准偏差（relative standard deviation，

RSD）在2%以内，其两对离子对相对丰度比在样品和标

准品间RSD为10%以内。

2.2 8 种成分的线性分析
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图 2 8 种目标物质的样品色谱图

Fig.2 MRM chromatograms of 8 analytes in sample

中国黄芩根样品中8 种成分色谱图见图2，每种物质

建立了两条标准曲线，分别为高、低质量浓度线性关系

结果见表1。
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表 1 8 种目标物质的线性关系及范围

Table 1 Linear relationships and ranges for 8 analytes

成分 回归曲线 相关系数R2 线性范围/（mg/mL）

黄芩素
Y=12 304＋5×106X 0.993 8 0.075～7.5×10-6

Y=133.52＋2×108X 0.990 5 7.5×10-6～7.5×10-12

黄芩苷
Y=6 311.1＋6×106X 0.996 7 0.05～5×10-6

Y=133.92＋2×108X 0.990 8 5×10-6～5×10-11

汉黄芩苷
Y=13 290＋6×106X 0.991 6 0.09～9×10-6

Y=136.74＋9×107X 0.992 3 9×10-6～9×10-10

野黄芩苷
Y=4 560.9＋3×106X 0.995 5 0.075～7.5×10-6

Y=68.284＋5×107X 0.991 1 7.5×10-6～7.5×10-10

金丝桃素
Y=323.64＋2×106X 0.991 7 0.005 3～5.3×10-4

Y=88.005＋1×107X 0.990 0 5.3×10-4～5.3×10-7

褪黑素
Y=82 267＋2×107X 0.998 6 0.25～2.5×10-5

Y=244.4＋3×108X 0.990 5 2.5×10-5～2.5×10-10

5-羟色胺
Y=5 074.4＋2×106X 0.999 0 0.26～2.6×10-5

Y=81.728＋3×107X 0.994 3 2.6×10-5～2.6×10-9

吲哚乙酸
Y=18 060＋2×106X 0.992 6 0.25～2.5×10-6

Y=58.57＋2×108X 0.991 1 2.5×10-6～2.5×10-10

注：Y 为峰面积 /（cps•min）；X 为质量浓度 /（mg/mL）。

2.3 在线制备的优化

2.3.1 在线杂质洗脱过程

参考固相萃取的洗脱优化方式，同时兼顾8 种成分

的洗脱行为，其中黄芩苷、黄芩素、汉黄芩苷、野黄芩

苷、褪黑素、吲哚-3-乙酸最佳洗脱液为60%甲醇溶液，

而5-羟色胺为30%甲醇溶液，金丝桃素为70%甲醇。为同

时测定8 种成分，杂质去除分为两段进行，首先以100%

水冲洗1 min，再以25%甲醇溶液冲洗2 min，再以30%

甲醇溶液洗脱至富集柱上后，切入上样位，进行分离分

析。上述最佳洗脱比例，是在该比例下，物质在2 min内

可以完全洗脱至富集柱上，且不进一步洗脱流失，由于

上述最佳洗脱比例差别较大，实验中进一步研究了富集

柱保留行为，发现在30%甲醇洗脱下，最难洗脱物质金

丝桃素可以在6 min完全洗脱下来，同时该时间5-羟色胺

在富集柱上继续保留，而不因洗脱而流失，因此最终采

用30%甲醇洗脱6 min，作为样品制备富集时间。

2.3.2 在线制备过程的优化

前期制备研究[19]是将样品干燥后粉末化，直接装填

或者与惰性填料混合后装填，以增加样品仓的反压，从

而提高了提取的效率。本实验针对新鲜样品，采用与填

料混装的方式，形成了制备反压，主要优化了匀浆和填

料的混合比例，比较了1∶10、1∶15、1∶20、1∶25、1∶30

混合比例的提取效率。经过比较发现，由于含水量及含

木质素多少的不同，装柱后加压状态下，形成的空腔比

例存在较大的差异，因此需要补充填入填料。根据重复

性比较结果得到最佳制备条件，其中根混合比例1∶15、

加压1 000 psi，茎混合比例1∶15、加压1 200 psi，花和叶

混合比例1∶25、加压1 500 psi，在固定了上述条件后，采

用2.3.1节步骤进行操作。由于8 种成分在不同组织样品中

转移趋势一致，因此，以黄芩苷为例来说明方法效果，

结果数值均已进行含水量的校正，见表2所示。

表 2 4 种处理方式各部分黄芩苷含量结果（n=5）

Table 2 Comparative baicalin content in different plant parts of 

Scutellaria extracted at different ratios of homogenated samples to 

packing material (n = 5)

部位 组1 组2 组3 组4

根/（μg/g） 807±12 852±18 796±10 860±9

茎/（μg/g） 102±8 117±12 92±7 115±5

花/（ng/g） 11±2 15±2 9±1 15±1

叶/（ng/g） 5±1 7±2 4±1 7±1

由表2可以看出，干法（组1、3）和新鲜样品（组

2、4）的测定结果存在明显的差异，这说明干法样品在

组织干燥以及加入溶剂萃取的过程中待测成分有明显的

减少，因此，在对植物组织中有效物质的检测中，检测

新鲜样品可以更为有效地反映出物质成分存在的状况。

另外，由于在高反压下提取，在线过程（组3、4）的

分析周期明显要低于离线状态（组1、2），一般提取

过程仅需要10 min，具体时间与杂质洗脱、填料的容量

以及萃取柱的饱和程度等有关，而离线过程通常需要

40～50 min左右。

2.3.3 质谱基质效应

在液相色谱-质谱检测中，离子化程度直接决定了信

号的有效检出。基质效应的影响，虽然在通常液相色谱-

质谱方法开发中得到了一定的考虑，但是往往很难适应

较为宽泛的基质耐受范围。在离线状态，无论干燥样品

或者新鲜样品进行制备，其主要基质还存在于萃取体系

中，因此，在此状态下，即使得到后期液相分离，也不

能消除共存基质的干扰。与此相比，在线过程由于存在

前期溶剂清洗，大部分基质并不进入后期分离分析，因

此基质效应会减少很多。比较结果显示，基质效应由高

到低的情况大致为：组2＞组1＞＞组3＞组4。对于方法的

检出限，提取系统条件下，实际可检测的数据，没有考

虑本底的干扰和基质影响，见表3、4。由于较难获取含

共存基质，而不含待测成分的本底，因此，以标准物质

比较了离线和在线方法检测的检出限水平，可以获得相

似的检出限数据和回收率数据（离线数据未列出）。

2.4 方法验证

2.4.1 8 种成分的检出限及定量限

表 3 8 种物质的检出限及其回收率（n=5）

Table 3 Limits of detection and recoveries of 8 analytes (n = 5)

物质 添加量/（ng/mL） 检出限/（ng/mL） RSD/% 回收率/%

褪黑素 0.000 05 0.000 049 2 2.5 98.4

5-羟色胺 0.000 5 0.000 463 0 2.3 92.6

吲哚-3-乙酸 0.000 05 0.000 048 2 1.4 96.4

黄芩素 0.000 001 0.000 001 0 3.2 95.3

黄芩苷 0.000 01 0.000 009 4 2.7 94.2

汉黄芩苷 0.000 1 0.000 092 4 1.8 92.4

野黄芩苷 0.000 1 0.000 093 1 3.3 93.1

金丝桃素 0.05 0.045 900 0 3.2 91.8
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表 4 8 种物质的定量限及回收率（n=5）

Table 4 Limits of quantification and recoveries of 8 analytes (n = 5)

物质 添加量/（ng/mL） 定量限/（ng/mL） RSD/% 回收率/%

褪黑素 0.000 25 0.000 241 0 2.2 96.4

5-羟色胺 0.002 6 0.002 450 0 3.1 94.2

吲哚-3-乙酸 0.000 25 0.000 235 0 2.5 94.0

黄芩素 0.000 007 0 0.000 006 7 1.7 96.1

黄芩苷 0.000 050 0.000 046 9 3.1 93.8

汉黄芩苷 0.000 90 0.000 874 0 4.4 97.1

野黄芩苷 0.000 75 0.000 738 0 2.1 98.4

金丝桃素 0.53 0.498 000 0 3.2 94.0

根据实际信号区分，方法的检出限和定量限分别选

取的是2、5倍信噪比水平计算，结果见表3、4。 

2.4.2 回收率及方法验证

方法在检出限及定量限附近的加标回收实验可以看

出，检出限附近的精密度小于3.5%（n=5），回收率均在

90%以上；定量限附近的精密度小于3.2%（n=5），回收

率在93%以上，证明此方法可以用于黄芩属样品中8 种物

质的测定。将标准溶液滴加在惰性填料中，氮气流下吹

干后装填入样品仓中，按照1.3.2.1节方法进行样品富集、

测定。另外对在线样品制备进行加样回收实验，4 组实验

回收率均在90%以上，说明在线制备在测量的准确性上

占有更好地优势。

2.4.3 重复性及稳定性

按照在线制备的方式，进行了样品制备，对8 种物质

的重复性及样品稳定性进行了测定，测定采用中国黄芩茎

配制的样品，其中样品中成分含量为黄芩素10 mg/g、黄

芩苷10 mg/g、汉黄芩苷7 mg/g、野黄芩苷6 mg/g、褪黑

素1 mg/g，5-羟色胺和吲哚-3-乙酸人为添加，添加量为

1 mg/g。稳定性实验用该样品分别在0、3、7、10、15、

24、48 h进行测定，结果见表5。

表 5 8 种物质的重复性及稳定性（n=5）

Table 5 Repeatability and stability of the method (n = 5)

物质
RSD/%

重复性 稳定性

褪黑素 2.1 1.3

5-羟色胺 1.9 2.1

吲哚-3-乙酸 2.8 2.2

黄芩素 2.6 2.1

黄芩苷 1.7 1.2

汉黄芩苷 2.3 1.7

野黄芩苷 3.0 2.4

金丝桃素 3.1 2.0

2.5 样品测定

由表6可见，黄芩素、黄芩苷、汉黄芩苷、野黄

芩苷 4 种物质，在 3 个来源的种子培育的根样品中

均可以发现，在50 批相同培育条件获得的样品中，

以上4 种物质的含量高低分别为中国黄芩＞北美黄

芩＞南美黄芩，而在组织分布中，由高到低为根、

茎、叶、花；金丝桃素作为一种植物神经传输相关

的物质，仅在中国黄芩的花和叶中发现；3 种神经

递质褪黑素、5 -羟色胺和吲哚 - 3 -乙酸在3 类黄芩属

样品中均可以发现褪黑素，其中中国黄芩最高，南

美黄芩次之，北美黄芩最低，而5-羟色胺和吲哚 -3 -

乙酸则仅在部分样品中测到，其测定值较低，且不

存在样品的相关性。

表 6 3 个种质来源样品检测结果

Table 6 Contents of 8 active components in fresh samples of different 

plant parts of three Scutellaria species

品种 物质
含量

根/（μg/g）茎/（μg/g）叶/（ng/g）花/（ng/g）

中国

黄芩

褪黑素 0.94 0.92 3.9 3.1

5-羟色胺 — — — —

吲哚-3-乙酸 — — — —

黄芩素 975 829 29 15

黄芩苷 924 799 22 13

汉黄芩苷 632 501 12 7.3

野黄芩苷 431 376 8.4 5.3

金丝桃素 — — 0.72 0.82

北美

黄芩

褪黑素 0.64 0.51 3.0 2.5

5-羟色胺 — — — —

吲哚-3-乙酸 — — — —

黄芩素 861 714 15 9.5

黄芩苷 805 626 11 8.2

汉黄芩苷 517 428 10 6.1

野黄芩苷 366 298 7.4 4.8

金丝桃素 — — — —

南美

黄芩

褪黑素 0.77 0.74 3.5 2.7

5-羟色胺 — — — —

吲哚-3-乙酸 — — — —

黄芩素 654 479 12 9.2

黄芩苷 504 376 10 6.4

汉黄芩苷 479 304 6.3 5.1

野黄芩苷 287 176 5.2 4.3

金丝桃素 — — — —

注：—. 未检出。

3 结 论

通过对3 个种质来源黄芩中8 种成分的含量测定，

可以获得来自不同地域来源的黄芩属植物的化学定性和

定量信息，同期研究中也尝试了利用本方法对植物的不

同部位，如茎、叶、花等上述物质的测定，观察与部分

地域相关的植物化学属性，由于比较的是方法和处理过

程，数据未列出。从现有的数据结果而言，新鲜组织样

品的在线检测可以有效地反映出目标物质在分析对象中

的真实含量水平。对于整体分析方法来说，尽可能减少

样品处理过程对原有样品状态的改变，可以更为准确地

获取待测物质的真实水平。
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