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摘要：为了促进蒙古黄芪药材质量的快速测定，采用超高效液相色谱串联三重四极杆质谱法（ＵＰＬＣＭＳ）对

不同产地当年移栽蒙古黄芪中毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含量进行测定。利用超声法辅助甲醇法提取目标产

物，ＴｈｅｎｍｏＣ１８（ＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤａＯ，１００ｍｍ×２．１ｍｍ，１．９μｍ）色谱柱检测，在多反应监测（ＭＲＭ）模式下，

以４４７／１４２．９８ｍ／ｚ和４４７／２８４．６４ｍ／ｚ为定性离子对，４４７／１４２．９８ｍ／ｚ为定量离子对，用外标法进行定量。

结果表明：毛蕊异黄酮葡萄糖苷在０．０１８７５～０．６００００μｇ·ｍＬ
１浓度范围内有良好的线性关系（ｒ＝０．９９２），平

均加样回收率为９６．６％，ＲＳＤ为２．７０１％。不同产地药材中毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量测定结果显示，通辽市

奈曼旗产的含量为０．０３１％，赤峰市林西县产的含量为０．０３３％，呼和浩特市产的含量为０．０６５％，呼和浩特

市显著高于通辽市和赤峰市。可见，超声波辅助甲醇 ＵＰＬＣＭＳ法具有操作简单、灵敏、快捷，结果稳定可靠

的特点，适合蒙古黄芪药材中毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量的快速测定。
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　　毛蕊异黄酮葡萄糖苷是传统药材蒙古黄

芪［犃狊狋狉犪犵犪犾狌狊 犿犲犿犫狉犪狀犪犮犲狌狊 （Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｕｎｇｅ

ｖａｒ．犿狅狀犵犺狅犾犻犮狌狊（Ｂｕｎｇｅ．）Ｈｓｉａｏ］中的主要有效

成分之一，《中华人民共和国药典》规定黄芪药材

为豆科多年生草本植物蒙古黄芪和膜荚黄芪的干

燥根［１］。现代药理研究发现黄芪中含有的皂苷

类、多糖类、黄酮类等成分具有调节血压、抗糖尿

病等作用，在现代医学上有着良好的药理效果［２］。

黄芪中异黄酮类化合物主要由异黄酮和异黄酮苷

两类组分组成，分别以毛蕊异黄酮葡萄糖苷和芒

柄花素为主要代表成分，研究表明不同的产地和

不同加工方式对其含量有一定影响［３７］。毛蕊异

黄酮葡萄糖苷含量是检测蒙古黄芪药材质量的关

键因子，目前对异黄酮类含量的测定主要采用紫

外分光光度法、荧光光谱法、高效液相色谱等方

法，这些方法满足黄芪药材中各类成分的分析，其

中高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）是目前《药典》中规定

测定毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量的主要方法，测得

的成分含量较为准确，逐渐运用到黄芪中异黄酮

类成 分 的 含 量 测 定 上，但 高 效 液 相 色 谱

法（ＨＰＬＣ）存在耗时长、干扰因子过多、检测灵敏

度及分离度不高等问题［８１１］。

本研究对不同产地蒙古黄芪药材中毛蕊异黄

酮葡萄糖苷的含量进行测定，建立的超声波辅助

甲醇（ＵＰＬＣＭＳ）法测定毛蕊异黄酮葡萄糖苷含

量的方法具有快速准确、高效灵敏的特点，可为蒙

古黄芪药材主要有效成分毛蕊异黄酮葡萄糖苷含

量的快速测定提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

供试蒙古黄芪药材采集于内蒙古地区（产地

及采集时间详见表１）。由内蒙古农业大学草原

与资源环境学院王俊杰教授鉴定为蒙古黄芪。

供试毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品为北京恒元

启天化工技术研究院提供。甲醇、乙腈为色谱纯，

甲酸为质谱专用，试验用水为娃哈哈牌矿泉水。

供试 仪 器 有 超 高 效 液 相 色 谱 仪 （Ｕｌｔｉ

Ｍａｔｅ３０００美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）、三重四

极杆质谱仪（ＴＳＱ Ｑｕａｎｔｕｍ ＡｃｃｅｓｓＭａｓｓ美国

ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）、超声波清洗器（ＳＢ２５

１２ＤＴＤＮ型宁波新芝生物科技股份有限公司）、

５６
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循环多用真空泵（ＳＨＢ３型，郑州长城科工贸有

限公司）、旋转蒸发仪（ＲＥ５２型，上海振捷实验设

备有限公司）、万分之一天平（ＸＰＲ２型）。

表１　供试材料

编号 产地 收集时间／（年月日）

１ 通辽市奈曼旗 ２０１９１０２５

２ 赤峰市临西县 ２０１９０９２８

３ 呼和浩特市黄合少镇 ２０１９１０３１

１．２　方法

供试蒙古黄芪药材于２０１９年１２月在内蒙古

农业大学草原与资源环境学院药用植物栽培与鉴

定实验室进行样品打磨、过筛，２０１９年１月在草

地资源教育部重点实验室对各份样品进行提取

测定。

１．２．１　对照品溶液制备　精密称定毛蕊异黄酮

葡萄 糖 苷 对 照 品 ３００μｇ，加 甲 醇 溶 解 制 成

３０μｇ·ｍＬ
１的标准储备液。０．４５μｍ有机滤膜滤

过，定容于１０ｍＬ棕色容量瓶即得。

１．２．２　供试品溶液制备　精密称取蒙古黄芪药

材样品粉末（过８０目筛）各２．０ｇ，放置在具塞锥

形瓶中，精密加入甲醇５０ｍＬ，称定质量后密塞，

摇匀，超声处理３次，每次３０ｍｉｎ，取出后放冷，

再称定质量，用甲醇溶液补足减失的质量，摇匀，

４０℃以下减压回收溶剂至干，残渣精密加入超纯

水溶解，定容至１０ｍＬ量瓶中，摇匀，取上清液过

０．４５μｍ有机滤膜，即得。

１．２．３　质谱条件　离子源为电喷雾电离ＥＳＩ
＋，

喷雾电压力值３．００ｋＶ，雾化温度３５０℃，鞘气压

力３５，辅助气值１２，毛细管温度３００℃，定性离子

对、定量离子对、锥孔电压碰撞能量参数详见

表２。

表２　质谱检测参数

名称
定性离子

对（ｍ／ｚ）

定量离子

对（ｍ／ｚ）

锥孔电

压／Ｖ

碰撞能

量／ｅＶ

毛蕊异黄酮葡萄糖苷 ４４７／１４２．９８４４７／１４２．９８ ８５ ３２

４４７／２８４．６４

１．２．４　色谱条件　色谱柱：ＴｈｅｎｍｏＣ１８柱（Ｈｙｐｅｒｓｉｌ

ＧＯＬＤａＯ，１００ｍｍ×２．１ｍｍ，１．９μｍ）；流动相

Ａ：乙腈，流动相Ｂ：０．１％甲酸溶液，采用多步梯

度洗脱条件，流速：０．３ｍＬ·ｍｉｎ１，洗脱比例详见

表３；检测波长：２６０ｎｍ；柱温：３０℃，进样量为

５μＬ。

１．２．５　数据分析　质谱数据分析系统为Ｘｃａｌｉ

ｂｅｒ２．１，数据处理采用ＳＡＳ９．０和ＤＰＳ７．５对不

同产地药材成分含量进行单因素方差分析，图像

处理采用Ｅｘｃｅｌ２０１６。

表３　流动相组成

时间／ｍｉｎ 流速／（ｍＬ·ｍｉｎ１） ０．１％甲酸溶液 乙腈

０ ０．３ ３０ ７０

１．５ ０．３ ３０ ７０

１．５ ０．３ ７０ ３０

１０．０ ０．３ ７０ ３０

２　结果与分析

２．１　质谱条件的优化

采用电喷雾正离子模式对毛蕊异黄酮葡萄糖

苷对照品溶液在５０～１０００ｍ／ｚ范围内对分子量

４４７进行质谱全扫描分析，在正离子模式下获得

毛蕊异黄酮葡萄糖苷的分子离子峰为４４７ｍ／ｚ，

在该模式下，对分子离子进一步做子离子扫描，

１４２．９８ｍ／ｚ和２８４．６４ｍ／ｚ的峰度最高，因此以

４４７ｍ／ｚ作为反应监测的母离子，以１４２．９８ｍ／ｚ

和２８４．６４ｍ／ｚ作为反应监测的子离子。对各项

质谱条件逐一优化后确定毛蕊异黄酮葡萄糖苷的

质谱检测条件。

２．２　色谱检测结果

在１．２．４色谱条件下蒙古黄芪毛蕊异黄酮葡

萄糖苷的 ＭＲＭ 离子流图详见图１，可知毛蕊异

黄酮葡萄糖苷保留时间为１．１４ｍｉｎ。

２．３　线性关系考察

精密吸取稀释后浓度为０．６００００，０．３００００，

０．１５０００，０．０７５００，０．０３７５０和０．０１８７５μｇ·ｍＬ
１

的系列对照品溶液，分别注入液相色谱仪，以峰面

积（犢）为纵坐标，对照品进样量（μｇ·ｍＬ
１）为横坐

标，绘制标准曲线，得回归方程：犢＝０．００６犡＋

４２８５７，ｒ＝０．９９９９。结果表明，在０．０１８７５μｇ·ｍＬ
１

情况下信噪比等于３０２７，毛蕊异黄酮葡萄糖苷含

量在０．０１８７５～０．６００００μｇ·ｍＬ
１范围内线性关

系良好。

２．４　精密度试验

取供试样品溶液５μＬ，按１．２．４色谱条件连

续进样６次，测定毛蕊异黄酮葡萄糖苷的峰面积

６６
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积分比值计算ＲＳＤ的值为１．３９２３％，说明仪器

精密度良好。

２．５　稳定性试验

取１．２．２中供试品溶液，按１．２．４中色谱条

件进样检测，分别于０，２，４，８，１２，２４ｈ依次进样

测定，每次进样５μＬ。测得毛蕊异黄酮葡萄糖苷

峰面积积分比值ＲＳＤ的值为２．１６４７％，表明供

试品溶液在２４ｈ内稳定。

图１　毛蕊异黄酮葡萄糖苷的 ＭＲＭ离子流图

２．６　重现性试验

精密称取同一批次蒙古黄芪药材，按１．２．２的

方法制备成供试品溶液６份，按１．２．４的色谱条件

进样测定，进样量为５μＬ，计算毛蕊异黄酮葡萄糖

苷含量平均值为０．０６３％，ＲＳＤ值为２．６００４％，表

明特征图谱的测定方法重复性良好。

２．７　加样回收率试验

精密称取已知含量的样品粉末２ｇ，共５份，

分别精密称取相应量的毛蕊异黄酮葡萄糖苷标准

品，按照１．２．２的方法制备供试品溶液，并按照

１．２．４的色谱条件进行测定，进样量为５μＬ，计算

回收率，结果详见表５。

表５　加样回收率结果

成分 样品量／ｇ 样品含量／μｇ 加入量／μｇ 测得值／μｇ 回收率／％ ＲＳＤ／％

毛蕊异黄酮葡萄糖苷 ２ ３９５．３ １８０ ５７０．４ ９７ ２．７０１

２ ６１８．８ １７１ ７７６．６ ９２

２ ５６３．４ ３１２ ８６９．５ ９８

２ ５３４．４ ２８３ ８１１．４ ９７

２ ２６１．８ ３０ ２９１．７ ９９

２．８　不同产地样品成分含量测定

按照１．２．２的方法制备供试品溶液３份，精

密吸取５μＬ，按１．２．４的色谱条件对内蒙古自治

区通辽市奈曼旗、赤峰市临西县、呼和浩特市黄合

少镇蒙古黄芪药材样品有效成分含量进行测定。

从表６中可以看出，３个产地蒙古黄芪中毛蕊异

黄酮葡萄糖苷含量均符合药典要求的最低限度

０．０２％，其中，呼和浩特产药材毛蕊异黄酮葡萄糖

苷含量较其他两个地区高５０％，可以看出，不同

产地和不同的收获时间的药材主要有效成分含量

有较大差异。

表６　３种不同产地蒙古黄芪药材中毛蕊异黄酮

葡萄糖苷含量

产地 毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量／％

通辽市奈曼旗 ０．０３１±０．００４ｂ

赤峰市林西县 ０．０３３±０．００７ｂ

呼和浩特市黄合少镇 ０．０６５±０．０１５ａ

７６
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３　讨论

３．１　不同产地毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量比较

刘亚令等［１２］测定了１６批不同产地黄芪中毛

蕊异黄酮葡萄糖苷的含量，结果表明，不同产地黄

芪药材中毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量差异明显，但

未对不同产地材料毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量变化

规律进行比较分析，因此课题组在后续试验中将

继续对蒙古黄芪药材最佳收获时期展开具体探

究。本研究结果显示，不同产地毛蕊异黄酮葡萄

糖苷含量存在较大差异，呼和浩特市的毛蕊异黄

酮葡萄糖苷含量明显高于赤峰市和通辽市，而通

辽市和赤峰市两个地区毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量

之间没有显著差异，这可能与产地生态条件、田间

栽培技术及药材采收时间有关，主要影响因子如

土壤条件、温度、湿度、种植管理采收技术等。本

试验中蒙古黄芪主产区内蒙古３个地区测得的药

材成分含量均高于药典规定的不得少于０．０２％

的标准，显示出蒙古黄芪道地药材的重要性，可为

蒙古黄芪药材规范化生产和道地产区区划建设提

供参考。

３．２　高效液相色谱串联质谱法（ＵＰＬＣＭＳ）测

定成分含量

　　《中华人民共和国药典》中明确规定毛蕊异黄

酮葡萄糖苷是蒙古黄芪药材的主要有效成分之

一，因此毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含量对药材质量

的控制就显得格外重要，建立快速准确的含量测

定方法有利于蒙古黄芪药材质量的控制。目前对

毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量的测定主要采用高效液

相色谱紫外检测法。姚雪莲等
［１３］采用 ＨＰＬＣ测

定毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量出峰时间在３０～

４０ｍｉｎ之间；也有采用 ＨＰＬＣＥＬＳＤ测定毛蕊异

黄酮葡萄糖苷含量出峰时间在１０～２０ｍｉｎ之间

的研究［１２，１４］；丁慧等［１５］采用 ＨＰＬＣ测定毛蕊异

黄酮葡萄糖苷含量出峰时间在５～１０ｍｉｎ之间。

本文研究结果显示，采用超声波辅助高效液相色

谱串联质谱（ＵＰＬＣＭＳ）法测定蒙古黄芪药材中

毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量操作简单、灵敏度高、结

果稳定准确，出峰时间在１．１４ｍｉｎ，较之前的测

定方法相比大幅缩短了毛蕊异黄酮葡萄糖苷的测

定时间。

４　结论
本试验方法学验证结果证明，该方法具有良

好的线性、精密度及回收率，与其他测定方法相

比，采用多反应测定（ＭＲＭ）的两个碎片离子母

离子４４７ｍ／ｚ和子离子１４２．９８ｍ／ｚ、２８４．６４ｍ／ｚ

对蒙古黄芪药材中毛蕊异黄酮葡萄糖苷进行定性

和定量，受黄芪中其他物质的干扰较少，分离度好

且分析时间大幅度缩短（１．１４ｍｉｎ），灵敏度高，可

为蒙古黄芪药材质量的快速测定提供技术方法。
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白花桔梗不定根固体培养条件的优化研究

赵　洋，李俊杰，苏?莹，姜　雯，严一字，吴松权

（延边大学 农学院，吉林 延吉１３３００２）

摘要：为进一步提高白花桔梗的产量，本研究优化了白花桔梗不定根固体培养的条件，包括培养基类型、盐强

度、激素浓度和不同生长时期有效成分含量。结果表明：白花桔梗不定根培养基的最优条件为１／２盐浓度Ｂ５

培养基添加０．３ｍｇ·Ｌ
１吲哚３丁酸（ＩＢＡ），培养３５ｄ时有效成分含量最高，且皂苷类化合物含量显著高于总

黄酮量和多糖量。

关键词：桔梗不定根；固体培养基；外源激素；有效成分

　　桔梗为桔梗科植物桔梗（犘犾犪狋狔犮狅犱狅狀犵狉犪狀

犱犻犳犾狅狉狌狊）的干燥根，始载于《神农本草经》，性平，

味苦、辛，归肺经，富含皂苷、类黄酮和多糖等化合

物［１］。桔梗种质资源以花冠颜色为紫色的植株为

主。但紫花株中，有少量白花，白花桔梗为桔梗种

植资源带来了新的花色，具有较大的开发潜

力［１３］。桔梗具有宣肺、利咽、祛痰、排脓的功效，

收稿日期：２０２１０８１８
基金项目：吉林省科研重点项目（２０１６０２０４）。

第一作者：赵洋（１９９６－），女，在读硕士，从事特种植物资源

与生物技术研究。Ｅｍａｉｌ：４６２４７９０２８＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：吴松权（１９７２－），男，博士，副教授，从事特种植物

资源与生物技术研究。Ｅｍａｉｌ：ａｒｓｗｓｑ＠ｙｂｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

临床上多用于治疗咳嗽痰多，胸闷不畅，咽痛音

哑，肺痈吐脓等症。桔梗分布广泛，在我国南北方

都适宜生长，但其野生资源匮乏，主要依赖于人工

栽培［４］。不过在栽培过程中常发生病虫害，培养

周期长（一般２～３年），难以保持遗传稳定性等问

题，严重影响了桔梗的品质［５］。

不定根培养具有生长周期短、材料来源单一、

遗传背景一致、经济方便、重复性强、效率高等优

点。不定根培养应用于药用植物，可以快速大量

获得药用植物不定根及次生代谢产物，是开发中

药资源的一条新途径［６］。目前，人参不定根的研

究较为系统且非常具有代表性，已达到了规模化
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