
 

通络生骨胶囊原粉化学成分鉴定及牡荆苷含量测定
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摘　要　采用 UPLC-MS/MS 对通络生骨胶囊原粉中的化合物进行分析鉴定，并建立牡荆苷 HPLC 含量测定方法。通过采

用 Acquity UPLC® BEH C18（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）色谱柱，以 0.2% 甲酸-甲醇为流动相进行梯度洗脱，柱温 30 ℃，流速

0.3 mL/min，进样量 1 μL；通过 ESI 质谱源，在正、负离子模式下分别采集数据，成功鉴定出通络生骨胶囊原粉中的 12 个黄酮

类和 3 个芪类化合物。同时，采用 XBridge C18（4.6 mm×250 mm，5 µm）色谱柱，以 0.05% 冰醋酸-甲醇为流动相进行梯度洗

脱，柱温 30 ℃，流速 1.0 mL/min，进样量 20 µL，建立了牡荆苷的 HPLC 含量测定方法。该方法在 10~40 µg/mL 范围内线性关

系良好（R=1.000），平均回收率为 96.7%。这些方法的建立为通络生骨胶囊原粉的质量控制和开发利用提供了科学依据。
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Abstract    The present study employed UPLC-MS/MS to analyze and identify compounds in the raw powder of
Tongluo  Shenggu  capsules.  An  HPLC  method  for  the  determination  of  vitexin  content  was  established.  The
analysis of this drug was performed on a 30 ℃ thermostatic Acquity UPLC® BEH C18 (2.1 mm×100 mm,1.7 μm)
column,  with  the  mobile  phase  comprising  0.2%  formic  acid-methanol  flowing  at  0.3  mL  /min  in  a  gradient
elution  manner.  Mass  spectrometry  was  detected  by  ESI  sources  in  both  positive  and  negative  ion  modes  for
qualitative identification of chemical constituents. 12 flavonoid and 3 stilbenes compounds in the raw powder of
Tongluo Shenggu capsules were successfully identified. Additionally, an HPLC method for the determination of
vitexin content was established using a XBridge C18 column (4.6 mm × 250 mm, 5 µm) with a mobile phase of
0.05% glacial acetic acid in methanol for gradient elution, at a column temperature of 30 °C, a flow rate of 1.0
mL/min, and an injection volume of 20 μL. The method demonstrated good linearity in the concentration range of
10 µg/mL to 40 µg/mL (R=1.000) with an average recovery rate of 96.7%. The establishment of these methods
provides  a  scientific  basis  for  the  quality  control  and  development  of  the  raw  powder  of  Tongluo  Shenggu
capsules.
Key words    Tongluo Shenggu capsule; chemical components; UPLC-MS/MS; vitexin; HPLC
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通络生骨胶囊（Tongluo Shenggu capsule）是由

木豆叶提取物制得的通络生骨胶囊原粉与其他辅料

组成的单方制剂，目前已被列为国家卫生健康委员会

全国髋关节治疗中心治疗股骨头坏死的核心药物，具

有活血健骨、化瘀止痛、解毒消肿、降低氧化损伤等

功效[1]。

通络生骨胶囊原粉由木豆叶经水提、浓缩、

干燥等一系列工艺后制得，因此通络生骨胶囊的

主要有效成分为木豆叶所含化合物。目前研究表

明[2−6]，木豆叶含有黄酮类成分 30多种、芪类成分

近 30种，另有甾体、香豆素、三萜类等其他成分。

但在当前木豆叶药材化学成分与质量控制[7−8] 的文

献研究中，木豆叶的提取溶剂主要为乙酸乙酯 [9]、

乙醇[10−12] 等有机溶剂。有机溶剂提取物能显著降

低糖尿病小鼠血糖，具有抗糖尿病作用[13]，同时能够

抑制氧化应激与炎症反应，对肝有保护作用[14]。而

通络生骨胶囊原粉为木豆叶水提物，其在活性方面

区别于有机溶剂提取物，能抑制破骨细胞形成，治

疗股骨头缺血性坏死 [15]，同时能通过促进血管生

成，保护心肌免受缺血损伤[16]。目前对于木豆叶水

提物的相关研究较少，其化学成分组成尚未明确。

本研究重点对通络生骨胶囊原粉的化学成分进行

了鉴定，为通络生骨胶囊的工艺控制、质量评价和

质量提升提供技术依据，同时也补充了木豆叶化学

成分组成，为药理活性成分研究奠定基础。

牡荆苷为木豆叶含有的一种黄酮类化合物，是

其主要有效成分，具有保护心脑血管[17]、减轻肾组

织损伤[18]、抑菌抗炎[19] 等作用。本研究在明确通络

生骨胶囊原粉化学成分的基础上，同时开发了牡荆

苷的含量测定方法，可用于通络生骨胶囊原粉的质

量控制。 

1    材　料
 

1.1    药品与试剂

通络生骨胶囊原粉（批号：20220902-03，浙江

赞生药业有限公司）；甲醇、甲酸 (质谱级，美国赛默

飞世尔科技公司）；甲醇（色谱纯，美国捷特贝克公

司）；冰醋酸（分析纯，江苏永华化学股份有限公

司）；实验用水均为经Milli-Q纯水机制备的超纯水。 

1.2    仪　器

UPLC-XEVO TQ-S三重四极杆超高效液相色

谱-质谱联用仪（美国沃特世公司）；LC-40B高效液

相色谱仪（日本岛津公司）；BSA224S万分之一电子

天平（德国赛多利斯公司）；KQ-300E型超声波清洗

器（昆山市超声仪器有限公司）；XPR6UD5/A电子

天平（瑞士梅特勒托利多仪器有限公司）；Milli-Q超

纯水仪 (德国默克公司)。 

2    方　法
 

2.1    化学成分鉴定方法 

2.1.1　供试品溶液制备　取通络生骨胶囊原粉 0.5 g，
置 50  mL量瓶中，加入 50%甲醇至量瓶体积的

80%，超声处理 1 h，冷却至室温，50%甲醇定容，摇

匀，即得供试品储备液。精密量取 1.0 mL供试品储

备液至 100 mL量瓶中，50%甲醇定容，摇匀，0.22 μm
尼龙滤膜滤过，弃去滤液 0.5 mL，取续滤液，即得供

试品溶液。 

2.1.2　UPLC 色谱条件　采用 Acquity UPLC® BEH
C18（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）色谱柱；流动相为 0.2 %
甲酸水溶液 （A）和甲醇 （ B） ；梯度洗脱程序 ：

0  min~5.0  min， 95%~80%  A； 5.0~18.0  min， 80%~
75%  A； 18.0~33.0  min， 75.0%~0.0%  A； 33.0~35.0
min，0.0%~95.0% A；流速为 0.3 mL/min，进样量为

1 μL，柱温为 30 ℃，自动进样器温度为室温，检测波

长为 270 nm。 

2.1.3　LC-MS/MS 条件　质谱检测采用电喷雾离

子源（ESI），正离子和负离子模式分别测定。正离

子模式（+）脱溶剂气温度 220 ℃，流量 550 L/h，毛细

管电压 4.5 kV，锥孔电压 30 V。负离子模式（−）脱
溶剂气温度 500 ℃，流量 600 L/h，毛细管电压 4.5
kV，锥孔电压 35 V。 

2.2    牡荆苷含量测定方法 

2.2.1　供试品溶液制备　取通络生骨胶囊原粉 0.5 g，
置 50  mL量瓶中，加入 50%甲醇至量瓶体积的

80%，超声处理 1 h，冷却至室温，50%甲醇定容，摇

匀，0.22 μm尼龙滤膜滤过，弃去滤液 0.5 mL，取续

滤液，即得供试品溶液。 

2.2.2　对照品溶液制备　取牡荆苷对照品适量，

50%甲醇溶液并稀释制成浓度为 0.02  mg/mL的

溶液。 

2.2.3　 HPLC 色 谱 条 件 　 采 用 Waters  XBridge
C18（ 4.6  mm×250  mm， 5  µm）色谱柱 ；流动相为

0.05%冰醋酸（A）和甲醇（B）；梯度洗脱程序：0~40
min， 76%  A； 40~50  min， 76%~15%  A； 50~60  min，
15% A；60~65 min，15%~76% A；流速为 1.0 mL/min，
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进样量为 20 µL，柱温为 30 ℃，检测波长为 267 nm。 

3    结果与分析
 

3.1    UPLC 和 LC-MS/MS 结果

参照 “2.1.1”项下方法配制通络生骨胶囊原粉

溶液并进样分析，得到 UPLC图谱，结果见图 1。在

正离子和负离子模式下，通过全扫描获得 26个化

学成分前体离子信息。对 26个化学成分进行子离

子扫描，得到各成分对应的二级碎片离子信息。通

络生骨胶囊原粉化学成分 LC-MS/MS分析结果详

见表 1。 

3.2    化合物鉴定

根据得到的前体离子和碎片离子数据，并结合

现有文献报道[20−27] 对各化合物进行鉴定，鉴定结果

见表 2。 

3.2.1　黄酮类化合物的鉴定　化合物 9、10在一级

质谱中扫描到相同的准分子离子峰 m/z 581 [M+H]+，

在二级质谱中均检测到 m/z 563 [M–18+H]+、m/z 545
[M–36+H]+、m/z 527 [M–54+H]+、m/z 491 [M–90+H]+、
m/z 443 [M–138+H]+、m/z 425 [M-156+H]+、m/z 395
[M–186+H]+、m/z 341 [M–240+H]+等碎片离子，由此

推测这两个化合物结构中可能存在两个糖取代
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Figure 1    Typical UPLC chromatogram of the raw powder of Tongluo

Shenggu capsule
 

Table 1    LC-MS/MS data of the raw powder of Tongluo Shenggu capsule

Compd. tR/min Adduct Precursor (m/z) Fragments (m/z)

1 0.96 [M–H]- 191.21 147.60，127.19，84.78，57.18

2 1.99 [M+H]+ 284.33 223.06，214.75，202.02，152.04，135.27，115.29

3 2.79 [M+H]+ 434.79 403.10，388.56，201.34

4 5.40 [M+H]+ 294.98 277.01，172.71，156.83，130.23，84.16

5 5.68 [M+H]+ 295.06 277.08，201.01，156.83，130.23，91.28

6 8.10 [M+H]+ 611.63 592.94，575.53，557.17，539.06，515.46， 491.11，473.13，443.34，395.07，371.09

7 9.85 [M+H]+ 595.49 577.45，558.83，541.03，523.11，474.97，456.97，355.27

8 9.90 [M+H]+ 595.88 577.83，530.51，458.07，427.97，394.37

9 10.76 [M+H]+ 581.40 563.42，545.37，527.13，491.29，443.21， 425.04，395.45，340.93

10 11.08 [M+H]+ 581.02 563.27，544.86，491.05，443.10，395.32，341.31

11 12.26 [M+H]+ 449.28 430.78，413.18，353.04，328.94，299.03

12 12.56 [M+H]+ 448.70 430.84，413.24，352.91，329.06，299.16

13 12.98 [M+H]+ 565.14 547.41，529.05，510.81，499.06，325.37

14 13.62 [M+H]+ 565.14 546.96，529.36，511.00，499.01，325.045

15 13.94 [M+H]+ 564.82 547.09，529.17，511.32，499.46，325.05

16 14.94 [M+H]+ 433.07 415.09，397.42，379.06，366.75，313.25， 283.21

17 16.90 [M+H]+ 432.94 414.90，397.04，378.68，367.01，313.25， 283.09

18 17.23 [M+H]+ 365.35 346.92，254.58，183.35，155.17，126.92

19 19.46 [M+H]+ 534.98 499.06，396.97，379.02，295.28

20 20.61 [M+H]+ 397.36 379.25，321.86，2 269.70，209.18，114.17

21 22.79 [M+H]+ 588.61 493.21，408.58，278.75

22 23.90 [M+H]+ 521.20 493.46，398.70，228.50，209.24

23 24.74 [M+H]+ 341.24 323.39，295.08，209.18，139.10，97.33

24 25.53 [M+H]+ 301.20 283.21，269.12，219.13，163.27

25 28.78 [M–H]- 311.25 293.06，236.85，206.04，188.24

26 30.53 [M–H]- 253.32 235.12，221.23，186.22，97.24
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基。根据化合物 9、10的质谱信息，结合文献 [20]
发现两个化合物相对分子质量与刺苞菊苷相符，其

分子式均为 C26H28O15。根据这两个化合物在反相

色谱柱上出峰时间差异，结合文献 [21]初步鉴定出

峰较快的化合物 9为异刺苞菊苷（isocarlinoside）、
出峰较慢的化合物 10为刺苞菊苷（carlinoside）。黄

酮类化合物的主要裂解途径为糖羟基脱水、糖取代

基单元断裂、糖取代基单元内部的断裂、黄酮苷元

上 CO的中性丢失以及发生 RDA (retro-Diels-Alder)
反应等[22]，据此推导得到的化合物 10裂解过程详见

图 2。
化合物 6在正离子模式下扫描到的准分子离

子峰 [M+H]+为 m/z 611，在二级质谱中检测到了 m/z
593  [M–H2O+H]+、m/z  575  [M–2H2O+H]+、m/z  557
[M–3H2O+H]+、m/z 539 [M–4H2O+H]+、m/z 515 [M–
2H2O-2CH2O+H]+、m/z 491[M–4CH2O+H]+、m/z 473
[M–H2O–4CH2O+H]+、m/z 443 [M–H2O–5CH2O+H]+、

 

Table 2    Identification results of each compound

Compd. tR/min Compound Formula

6 8.10 Lucenin-II C27H30O16

7 9.85 vicenin-II C27H30O15

9 10.76 Isocarlinoside C26H28O15

10 11.08 Carlinoside C26H28O15

11 12.26 Orientin C21H20O11

12 12.56 Homoorientin C21H20O11

13 12.98 Isoshaftoside C26H28O14

14 13.62 Schaftoside C26H28O14

15 13.94 Neoshaftoside C26H28O14

16 14.94 Vitexin C21H20O10

17 16.90 Isovitexin C21H20O10

19 19.46 6,8-Di-C-α-L-
arabinopyranosyl
apigenin

C25H26O13

21 22.79 Cajanstilbenoids A C40H44O4

22 23.90 Cajanstilbenoids B C35H36O4

23 24.74 Amorfrutin A C21H24O4
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m/z  395  [M–H2O–5CH2O+H]+、 m/z  371  [M–8CH2O
+H]+、m/z 341 [M–9CH2O+H]+等碎片离子，由此推

测其结构中可能存在两个糖取代基，化合物 6的相

对分子质量比化合物 9、10大 30，推测其结构中两

个糖取代基均为葡萄糖。参照文献 [20]发现化合

物 6的信息与 lucenin-Ⅱ数据相符，初步鉴定化合

物 6为 lucenin-Ⅱ，其分子式为 C27H30O16。

化合物 8在正离子模式下扫描到的准分子离

子峰 [M+H]+为 m/z 595，具有和化合物 6类似的、

失去相同质量数的二级碎片离子，如 m/z 577 [M–
H2O+H]+、m/z 559 [M–2H2O+H]+、m/z 541 [M–3H2O+
H]+、m/z 523 [M–4H2O+H]+、m/z 475 [M–4CH2O+H]+、
m/z  457  [M–H2O–4CH2O+H]+、 m/z  355  [M–8CH2O
+H]+等，由此推测化合物 8和化合物 6一样存在两

个葡萄糖取代基，化合物 8的相对分子质量比化合

物 6小 16，推测其黄酮苷元为芹菜素，其分子元素

组成为 C27H30O15。参照文献 [20]发现化合物 8的

信息与 vicenin-Ⅱ数据相符，初步鉴定化合物 8为

vicenin-Ⅱ。

化合物 11、12在正离子模式下扫描到的准分

子离子峰 [M+H]+为 m/z 449，在二级质谱中均检测

到了 m/z 431 [M–H2O+H]+、m/z 413 [M–2H2O+H]+、
m/z 353 [M–2H2O–2CH2O+H]+、m/z 329 [M–4CH2O
+H]+、m/z 299 [M–5CH2O+H]+等碎片离子，推测其

结构中只存在一个糖取代基，参照文献 [20]发现化

合物 11的信息与荭草苷数据相符，其分子元素组

成为 C21H20O11，根据这两个化合物出峰时间差异，

结合文献[23−24]，初步鉴定出峰较快的化合物 11为荭

草苷（orientin）、出峰较慢的化合物 12为异荭草苷

（homoorientin）。
化合物 13、14、15在正离子模式下扫描到的

准分子离子峰 [M+H]+均为 m/z 565，具有和化合物 8
类似的、失去相同质量数的二级碎片离子，如 m/z
547  [M–H2O+H]+、m/z  529  [M–2H2O+H]+、m/z  511
[M–3H2O+H]+、m/z 499 [M–2H2O–2CH2O+H]+、m/z
325 [M–8CH2O+H]+等，由此推测化合物 13、14、15
和化合物 8一样存在两个糖取代基，这 3个化合物

的相对分子质量比化合物 8小 30，推测其中一个

糖取代基为阿拉伯糖基 ，其分子元素组成为

C26H28O14。与文献 [20]比对，发现这 3个化合物的

质谱信息与夏佛塔苷相符，根据这 3个化合物出峰

时间差异，结合文献 [23]初步鉴定出峰最快的化合

物 13为异夏佛塔苷（isoshaftoside）、出峰较慢的化

合物 14、15分别为夏佛塔苷（schaftoside）和新夏佛

塔苷（neoshaftoside）。
化合物 16、17在正离子模式下扫描到相同的

准分子离子峰 m/z 433[M+H]+，在二级质谱中均检

测 m/z 415 [M–H2O+H]+、m/z 397 [M–2H2O+H]+、m/z
379[M–3H2O+H]+、m/z 367 [M–2H2O–CH2O+H]+、m/z
313 [M–4CH2O+H]+和 m/z 283 [M–5CH2O+H]+等碎

片离子，推测这两个化合物结构中只存在一个糖取

代基。根据化合物 16、17的质谱信息，与文献 [21]
比对，发现这两个化合物与牡荆苷一致，其分子式

均为 C21H20O10。根据这两个化合物出峰时间差

异，结合文献 [9]，初步鉴定出峰较快的化合物 16为

牡荆苷（vitexin）、出峰较慢的化合物 17为异牡荆

苷（isovitexin）。将化合物 16的准分子离子峰时间

与牡荆苷对照品的在 UPLC色谱图上出峰时间进

行比对，确认化合物 16为牡荆苷，化合物 16的二

级质谱图及裂解过程详见图 3。
化合物 19在正离子模式下扫描到的准分子离

子峰 [M+H]+为 m/z 535，在二级质谱中检测到了 m/z
499  [M–2H2O+H]+、 m/z  397  [M–H2O–4CH2O+H]+、
m/z 379 [M–2H2O–4CH2O+H]+、m/z 295 [M–8CH2O
+H]+等碎片离子，推测其结构中可能存在两个糖取

代基，化合物 19的相对分子质量比化合物 16、17、
18小 30，推测两个糖取代基均为阿拉伯糖基，其分

子元素组成为 C25H26O13。参照文献 [25]发现化合

物 19的信息与芹菜素-6，8-二-C-阿拉伯糖苷数据

相符，初步鉴定化合物 19为芹菜素-6，8-二-C-阿拉

伯糖苷 （ 6,8-Di-C-α-L-arabinopyranosyl  apigenin）。 

3.2.2　芪类化合物的鉴定　芪类化合物是具有二

苯乙烯母核或其聚合物的一系列化合物，其结构

中常连接有甲氧基、羟基、异戊烯基等官能团。化

合物 21在正离子模式下扫描到的准分子离子峰

[M+H]+为 m/z 589，在二级质谱中检测到了丢失 96
的碎片离子 m/z  493  [M-2  CH2-C5H8+H]+，推测该

化合物中可能存在甲氧基和异戊烯基取代基；在

二级质谱中检测到了丢失 180 的碎片离子 m/z 409
[M–2CH2–2C6H5+H] +，推测该化合物中可能存在苯

基。与文献 [26]进行比对，发现该化合物的信息与

cajanstilbenoids A相符，初步鉴定为 cajanstilbenoids
A，其分子元素组成为 C40H44O4。

化合物 22在正离子模式下扫描到的准分子离

子峰 [M+H]+为 m/z 521，在二级质谱中检测到了丢
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失 28 的碎片离子 m/z 493 [M-2 CH2+H]，推测该化

合物中可能存在甲氧基，在二级质谱中检测到了丢

失 122 的碎片离子 m/z  399[M–H2O–C7H4O+H]+，
推测该化合物中可能存在羟基和苯甲氧基。与已

有文献 [26]进行比对，发现该化合物的信息与

cajanstilbenoids B相符，初步鉴定为 cajanstilbenoids

B，其分子元素组成为 C35H36O4。化合物 22二级质

谱图及推导所得裂解图见图 4。
化合物 23在正离子模式下扫描到的准分子离

子峰 [M+H]+为 m/z 341，与已有文献 [27]进行比对，

发现该化合物的相对分子质量与 Amorfrutin A相

符，其分子元素组成为 C21H24O4。假设化合物 23
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Figure 3    MS/MS spectrum and fragmentation pathway of compound 16
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为 Amorfrutin A，根据化合物 23的二级碎片离子

在 Amorfrutin A结构式的基础上进行推导，能推导

出裂解过程，初步鉴定化合物 23为 Amorfrutin A，

进一步确认需要对照品比对。Amorfrutin A结构式

及推导所得裂解过程见图 5。 

3.3    含量测定方法学考察 

3.3.1　系统适用性试验　照“2.2.1”、“2.2.2”项下

制备供试品溶液及对照品溶液，照“2.2.3”项下色谱

条件测定，记录色谱图，考察系统适用性。结果表

明，牡荆苷与相邻峰分离度良好，其他成分对测定

无干扰。色谱图见图 6。 

3.3.2　线性关系考察　取牡荆苷对照品适量，50%
甲醇定量稀释成 0.1 mg/mL的线性储备液。精密

量取线性储备液、依次稀释至质量浓度分别为 10、
16、20、25、30、40 µg/mL的溶液，照“2.2.3”项下色

谱条件测定，以对照品质量浓度为横坐标（X），以色

谱峰面积为纵坐标（Y）绘制标准曲线，得到回归方

程 Y=4.890×107X−10.339×104（R=1.000），表明 10~40
µg/mL质量浓度范围内牡荆苷质量浓度与峰面积

线性关系良好。 

3.3.3　系统精密度　照“3.3.1”项下制备对照品溶

液，按照“2.2.3”项下色谱条件连续进样 5针，记录

结果，计算峰面积 RSD。结果显示牡荆苷峰面积

RSD为 0.3%，表明系统精密度良好。 

3.3.4　日内精密度与日间精密度试验　取通络生

骨胶囊原粉，照“2.2.1”项下制备 6份供试品溶液

后，照“2.2.3”项下色谱条件测定牡荆苷含量。再于

另一日期同法测定。结果显示，牡荆苷含量 RSD
分别为 1.0%(n=6)、1.0%(n=6)及 1.0%(n=12)，表明

日内精密度与日间精密度良好。 
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Figure 4    MS/MS spectrum and fragmentation pathway of compound 22
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3.3.5　准确度/回收率试验　精密称取 9份通络生

骨原粉 500 mg置 100 mL量瓶中，分别精密加入牡

荆苷对照品 1，2，3 mg每个质量水平制备 3份，加

入 50%甲醇至刻度，超声处理 1 h，冷却至室温即

得，照“2.2.3”项下色谱条件测定，按外标法计算样

品中牡荆苷的含量，计算回收率。结果显示，9份溶

液牡荆苷回收率在 94.2%~99.8%之间，回收率均值

为 96.7%，RSD为 1.7%，表明方法准确度良好。 

3.3.6　定量限与检测限　取牡荆苷对照品溶液适

量，用 50%甲醇逐步稀释，照“2.2.3”项下色谱条件

测定。当溶液信噪比 S/N大于 10时，该溶液浓度

作为定量限浓度。取定量限溶液进一步稀释至

S/N大于 3时的浓度作为检测限浓度。结果表明定

量限浓度为 0.5 µg/mL，检测限浓度为 0.2 µg/mL。 

3.3.7　溶液稳定性考察　按照“2.2.1”项与“2.2.2”
项下分别配制供试品溶液与对照品溶液，分为若干

份，分别置于室温条件及 4 ℃ 条件下，照“2.2.3”项
下色谱条件分别于 0、1、3、5 d测定，计算与 0天牡

荆苷含量相较的 RAD。结果表明置于 4 ℃ 与室温

条件下的对照品溶液及置于 4 ℃ 条件下的供试品

溶液在 5 d内的稳定性均良好。 

3.3.8　耐用性考察　以“2.2.3”项下色谱条件为基

础，考察柱温±2 ℃，流速±0.1  mL/min，检测波长

±5 nm，水相初始比例±0.5%时牡荆苷含量测定结

果的变化。各条件相对于正常条件下牡荆苷的相对

平均偏差在 0.6 %~2.0 %之间，说明色谱条件在考

察的范围内耐用性良好。 

4    讨　论
 

4.1    通络生骨胶囊原粉化学成分鉴定

当前木豆叶的提取物的文献报道主要以乙醇、
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Figure 5    MS/MS spectrum and fragmentation pathway of compound 23
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乙酸乙酯、氯仿、石油醚等有机溶剂作为提取溶剂，

所鉴定化合物包括有机酸类、多酚类、萜类、甾体

类、香豆素类、黄酮类、类黄酮类和芪类等化合

物。而通络生骨胶囊原粉为木豆叶枝叶切段后的

水提物，因此当前检测并解析出的化合物主要为水

溶性相对较好的黄酮苷类。当前检测到的 26个化

合物中鉴定出了 12个黄酮类化合物和 3个芪类化

合物，而在文献中检测到的三萜类、甾体类、香豆素

类等成分，在本研究中并未被鉴定到。

在分析方法方面，目前文献方法主要为使用正

相或反相硅胶色谱及凝胶柱将各成分分离后，通过

核磁共振谱进行鉴定[10−11]，而本研究使用的 UPLC-
MS/MS在灵敏度高、专属性强的同时，拥有操作简

便，检测速度快的特点，能够通过相对分子质量及

碎片离子进行化合物结构的鉴定，确保鉴定结果的

准确性，同时便于化合物裂解机制的研究。

本研究尚有 11个化合物暂未完成结构分析和

鉴定，有待后续结合红外光谱、核磁共振等其他手

段进行深入研究。这些化合物的相对分子质量及

碎片离子信息，目前尚未见有关文献报道，可能是

由于木豆叶产地的不同，以及提取、干燥等加工工

艺过程中化学成分发生如苷类脱去糖基，萜类发生

氧化、开环等转化[28−29] 的原因。 

4.2    牡荆苷含量测定

在含量测定方法开发时，考虑到了 UPLC与

HPLC的差异。UPLC在灵敏度和分离度方面具有

优势，在中药化学成分鉴定中能对各成分起到较好

的分离效果。在仪器联用方面，可与质谱联用进行

复杂样品的分析与鉴定。而在单个成分含量测定

时，方法着重于该成分与其他成分的分离效果。考

察时发现 HPLC的分离效果同样适用于牡荆苷的

含量测定。同时 UPLC对仪器与色谱柱的要求更

为严格。考虑到两者各自优势与实际应用上的成

本与效益，选择 HPLC建立含量测定分析方法。

通过测定牡荆苷在 220~400 nm 范围内的紫外

吸收图谱，发现牡荆苷在 267和 342 nm 处有两个

最大吸收峰，267 nm 处峰为尖峰，342 nm 处峰为宽

峰，两吸收峰吸收强度差异不大，故选定 267 nm 作
为检测波长来测定通络生骨原粉中的含量。另对

色谱柱、柱温、流速等影响牡荆苷分离效果的条件

进行了筛选比较。在使用常用的流动相甲醇-水和

乙腈-水体系考察分离效果时发现，牡荆苷在乙腈-

水体系中分离效果不好，故采用甲醇-水体系。考虑

到直接用甲醇-水体系分离时，容易产生拖尾，因此

在流动相中加入少量冰醋酸。经过方法学考察，结

果表明研究建立的分析方法适用于通络生骨胶囊

原粉中牡荆苷含量的测定。 

5    小　结

本研究使用高效快速的 UPLC，结合三重四极

杆质谱对通络生骨胶囊原粉化学成分进行定性分

析，根据超高效液相色谱保留时间、质谱获得的相

对分子质量与碎片离子信息，结合相关文献完成了

通络生骨原粉部分化合物的初步表征，共发现

26个化学成分。已鉴定出的化合物中包含 12个黄

酮类化合物（ lucenin-Ⅱ、vicenin-Ⅱ、异刺苞菊苷、

刺苞菊苷、异荭草苷、荭草苷、异夏佛塔苷、夏佛塔

苷、新夏佛塔苷、牡荆苷、异牡荆苷、芹菜素-6，8-
二 -C-阿拉伯糖苷）和 3个芪类化合物（cajanstil-
benoids A、cajanstilbenoids B、amorfrutin A）。黄酮

类化合物和芪类化合物在通络生骨胶囊治疗骨质

疏松和股骨头坏死等方面具有良好的药理活性。

研究同时建立了测定黄酮类活性成分牡荆苷的

HPLC含量测定方法，且通过方法学验证证明方法

准确度高，耐用性好，具有可行性，牡荆苷在样品中

相对稳定，不易发生显著变化，可作为质量控制的

指标成分。当前研究对于通络生骨胶囊原粉的质

量控制指标的制订具有重要的参考价值。
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