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UPLC-MS/MS同时测定石斛中石斛碱
及 4种联苄类化合物含量

李占彬 1 陆 洋 1 陶光灿 2 吴 阳 1 马 凯 1

（1. 贵州省分析测试研究院，贵州  贵阳   550014； 2. 贵阳学院，贵州  贵阳   550005）

摘要：［目的］建立一种超高效液相色谱串联质谱法（UPLC-MS/MS）测定石斛中石斛碱、石斛酚、杓唇石斛素、豉槌石斛

素、毛兰素含量的检测方法。［方法］样品采用体积分数 70% 的甲醇溶液超声提取 40 min，提取溶液经 0.22 μm 有机膜后

进行色谱、质谱测定。采用电喷雾离子源（ESI）正离子 MRM 扫描模式，以甲醇—0.1% 的甲酸水为流动相梯度洗脱分

析测定，外标法定量。［结果］石斛酚、石斛碱、豉槌石斛素、杓唇石斛素、毛兰素在 50.0~500.0 ng/mL 范围内线性关系良

好（R2>0.999），5 种物质的检出限为 0.15~0.71 μg/kg，定量限为 0.50~2.37 μg/kg。5 种物质在 50.0，100.0，150.0 μg/kg 

3 个加标质量浓度下平均回收率为 95.34%~105.00%，相对标准偏差为 0.80%~1.88%（n=3）。对市售 6 批次石斛样品进

行测定，石斛碱含量为 0.046%~0.318%，石斛酚含量为 0.024%~0.170%，杓唇石斛素含量为 0.001%~0.099%，毛兰素含

量为 0.013%~0.099%；有 3 批次样品检出豉槌石斛素，含量为 0.001%~0.004%。［结论］基于 UPLC-MS/MS 建立了测定石

斛中石斛碱、石斛酚、杓唇石斛素、豉槌石斛素、毛兰素含量方法，该方法测定准确，分析时间短，灵敏度高，适用于评估

石斛的质量。
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Abstract: ［［Objective］］ To develop a method for determining the contents of dendrobine, dendrophenol, moscatilin, chrysotoxine, and 

erianin in dendrobium by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). ［［Methods］］ The samples 

were ultrasonically extracted with 70% methanol (by volume) for 40 min. The extract was filtered through a 0.22 μm organic membrane and 

then determined by UPLC-MS/MS. Gradient elution was performed using methanol and 0.1% formic acid water as the mobile phase. The 

determination was carried out in MRM mode with an electrospray ionization (ESI) source in positive ion mode, and quantification was done 

by the external standard method. ［［Results］］ Dendrobine, dendrophenol, chrysotoxine, moscatilin, and erianin show a good linear 

relationship in the range of 50.0~500.0 ng/mL (R2>0.999). The detection limits of the five substances are 0.15~0.71 μg/kg, and the 

quantification limits are 0.50~2.37 μg/kg. The average recovery rates of the five substances at three spiked concentrations (50.0, 100.0, and 

150.0 μg/kg) are in the range of 95.34%~105.00%, with relative standard deviations of 0.80%~1.88% (n=3). Six batches of commercially 

available dendrobium samples were determined. The contents of dendrobine, dendrophenol, moscatilin, and erianin are in the range of 
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0.046%~0.318%, 0.024%~0.170%, 0.001%~0.099%, and 0.013%~0.099%, respectively. Chrysotoxine is detected in three batches, with 

contents in a range of 0.001%~0.004%. ［［Conclusion］］ A method for determining the contents of dendrobine, dendrophenol, moscatilin, 

chrysotoxine, and erianin in dendrobium is developed by UPLC-MS/MS. This method is accurate, has a short analysis time and high 

sensitivity, and is suitable for evaluating the quality of dendrobium.

Keywords: UPLC-MS/MS; dendrobium; dendrophenol; moscatilin; chrysotoxine; erianin; dendrobine

石斛作为常用中药，在中国 76 种石斛中大约有 40 种

是药用的石斛［1］，其药用历史十分悠久，在《神农本草经》

《本草纲目》等诸多经典的医学著作中均有记载［2-6］，是中

国传统药食同源植物资源［7］。石斛中的石斛碱、联苄类物

质具有抑制高糖诱导的氧化应激反应、抑制肿瘤活性、健

脾养胃等药理活性［8-11］。

目前石斛碱以及联苄类化合物含量的分析方法主要

采用液相色谱—电化学法［12］、气相色谱法（GC 法）［13-14］、

高效（或超高效）液相色谱法［15］、气相色谱串联质谱联用

法（单四极杆或者三重四极杆法）［16］和液相色谱三重四极

杆串联质谱法（LC-MS/MS 法）［17-20］。大多研究仅对石斛

酚或石斛碱单一成分进行测定，采用 UPLC-MS/MS 技术

同 时 测 定 石 斛 中 石 斛 碱、联 苄 类 化 合 物 含 量 的 研 究 未 见

报 道 。 研 究 拟 以 贵 州 药 食 同 源 铁 皮 石 斛 为 研 究 对 象 ，结

合石斛碱和 4 种联苄类化合物（石斛酚、杓唇石斛素、豉槌

石斛素、毛兰素）的结构及性质，应用 UPLC-MS/MS 技术

建立一种同时测定石斛中 5 种化合物的检测方法，旨在为

石斛的质量控制提供参考。

1　材料与方法

1.1　试验材料和仪器

1.1.1　材料与试剂　

铁皮石斛（干）：产自贵州；

石斛碱、石斛酚、杓唇石斛素、豉槌石斛素、毛兰素标

准品：上海安谱实验科技股份有限公司；

甲 醇 、甲 酸 ：色 谱 纯 ，上 海 安 谱 实 验 科 技 股 份 有 限

公司；

超纯水：实验室自制；

有机微孔滤膜：0.22 μm，上海兴亚净化材料厂。

1.1.2　主要仪器设备　

超 高 效 液 相 色 谱 三 重 四 极 杆 质 谱 仪 ：1290 Infinity

Ⅱ-6475 型，美国安捷伦科技有限公司；

低速台式离心机：L550 型，长沙高新技术产业开发区

湘仪离心机仪器有限公司；

超声波清洗器：SK8200H 型，上海科导超声仪器有限

公司；

多 功 能 粉 碎 机 ：200T 型 ，永 康 市 铂 欧 五 金 制 品 有 限

公司；

超 纯 水 一 体 化 系 统 ：Milli-Q Direct16 型 ，德 国 Merck 

Millipore 公司；

电子天平：ME204E 型，梅特勒—托利多仪器（上海）

有限公司。

1.2　方法

1.2.1　 色 谱 条 件　 色 谱 柱 为 Agilent EclipsePlus C18 

RRHD（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）；流量 0.300 mL/min；进

样量 2.0 μL；流动相：A 为水（0.1% 甲酸），B 为甲醇 ；检测

时间 3 min，洗脱梯度见表 1。

1.2.2　质谱条件　离子源为电喷雾离子源（ESI）；离子检

测方式为多反应监测（MRM）扫描方式；离子极性为正离

子 ；干 燥 气 流 量 9.0 L/min；雾 化 气 压 力 241 316.49 Pa；鞘

气 流 量 10.0 L/min；毛 细 管 电 压 4 000 V；喷 嘴 电 压

1 500 V。5 种物质具体质谱条件参数见表 2。

1.2.3　标准品储备液的配制　精密称取石斛碱、石斛酚、

杓 唇 石 斛 素 、鼓 槌 石 斛 素 、毛 兰 素 标 准 品 0.010 0 g 至

100.0 mL 量 瓶 中 ，加 入 甲 醇 溶 液 定 容 ，摇 匀 ，配 制 成

100.0 μg/mL 标 准 储 备 液 ，于 2~8 ℃下 贮 藏 备 用 。 分 别 吸

取 5 种 标 准 溶 液 1.0 mL 至 100.0 mL 量 瓶 中 ，加 入 体 积 分

数 70% 甲 醇 溶 液 定 容 ，摇 匀 ，配 制 成 1.0 μg/mL 标 准 储

备液。

精 密 吸 取 5 种 混 合 标 准 储 备 液（1.0 μg/mL），加 入 体

积分数 70% 甲醇溶液稀释，分别配制混标质量浓度为 0，

50.0，100.0，150.0，200.0，300.0 ng/mL 石 斛 碱 、石 斛 酚 、鼓

槌 石 斛 素、毛 兰 素 标 准 溶 液 及 质 量 浓 度 为 0，50.0，100.0，

200.0，400.0，500.0 ng/mL 杓唇石斛素混合标准溶液。

1.2.4　 样 品 前 处 理　 将 固 体 状 石 斛 粉 碎 ，全 部 过 三 号 筛

（50 目），粉末样品密封保存于冷藏冰箱中，备用。精密称

取铁皮石斛粉末 0.300 g，加入 6.0 mL 体积分数 70% 甲醇

溶 液 超 声 提 取 40 min，4 000 r/min 下 离 心 ，取 上 清 液 经

0.22 μm 有机微孔滤膜过滤后上机检测。外标法定量。

1.2.5　数据处理　建立方法、数据采集、数据定量处理应

用安捷伦 Agilent MassHunter 工作站。数据及图谱处理使

用 Origin 2021 软件。

表 1　梯度洗脱程序

Table 1　Gradient elution procedure

时间/min

1.00

1.50

2.30

3.00

流速/（mL·min-1）

0.300

0.300

0.300

0.300

流动相 A/%

40

45

30

40

流动相 B%

60

55

70

60
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2　结果与讨论

2.1　样品前处理提取条件优化

2.1.1　 提 取 溶 剂 的 选 择　 甲 醇 、乙 醇 经 常 作 为 有 机 提 取

常 用 溶 剂 。 石 斛 碱 及 联 苄 类 化 合 物 均 可 溶 于 醇 类 溶 剂 。

多糖是铁皮石斛中的主要成分，在铁皮石斛提取过程中，

由于乙醇在水中溶解度比甲醇高，若采用乙醇提取，则大

量水溶性杂质如多糖将被溶出，导致提取液物质复杂，干

扰 物 质 多 ，因 此 乙 醇 适 合 提 取 水 溶 性 物 质 。 同 时 考 虑 后

期 仪 器 分 析 过 程 中 甲 醇 作 为 流 动 相 ，故 采 用 甲 醇 作 为 提

取溶剂。考察不同体积分数甲醇对铁皮石斛中石斛碱及

联苄类物质提取率的影响。

在物料比 1∶20 （g/mL）、提取时间 1 h 下，分别采用体

积 分 数 为 40%，50%，60%，70%，80%，90%，100% 的 甲 醇

溶液进行超声提取，结果如图 1 所示。石斛中 5 种成分提

取率在 30%~90% 范围内随甲醇体积分数增大而增大，当

甲醇体积分数为 70% 时，5 种成分提取率达最大值，体积

分 数 超 过 70%，提 取 率 有 相 对 下 降 趋 势 。 这 与 罗 敏 等［12］

和 李 晗 等［21］的 研 究 结 果 一 致 。 因 此 ，采 用 体 积 分 数 70%

甲醇作为提取溶剂。

2.1.2　物料比的选择　在提取溶剂为体积分数 70% 的甲

醇溶液、超声提取时间 1 h 下，分别采用 1∶5，1∶10，1∶15，

1∶20，1∶25，1∶30，1∶35，1∶40 （g/mL）的 物 料 比 进 行 超 声

提取，结果如图 2 所示。物料比直接影响 5 种目标物的提

取率，提取初期溶剂用量较少，提取率较低。随着溶剂的

增加，有效成分向溶剂中扩散的速率加快，提取率随之提

高 。 当 溶 剂 增 加 到 一 定 程 度 后 ，药 材 内 部 的 有 效 成 分 浓

度逐渐降低，而溶剂中有效成分的浓度不断升高，直至两

者 达 到 平 衡 状 态 ，提 取 率 不 再 提 高 。 杓 唇 石 斛 素 和 豉 槌

石斛素提取率在物料比为 1∶15 （g/mL）时达到最大值，之

后 趋 于 平 缓 或 略 有 下 降 。 石 斛 碱、石 斛 酚 和 毛 兰 素 提 取

率在物料比 1∶20 （g/mL）时达到最大值，之后逐渐降低并

趋于平缓，说明目标物基本提取达到平衡。考虑 5 种物质

同时测定并兼顾提取率，选择物料比为 1∶20 （g/mL）。

2.1.3　提取时间的选择　在物料比 1∶20 （g/mL）、提取溶

表 2　质谱条件†

Table 2　Mass spectrometry conditions

名称

石斛碱

石斛酚

杓唇石斛素

豉槌石斛素

毛兰素

CAS 号

2115-91-5

67884-30-4

838826-34-9

156951-82-5

95041-90-0

母离子（m/z）

264.3

275.3

305.3

319.1

319.1

子离子（m/z）

122.2

218.2*

137.0

151.1*

150.9

181.2*

165.1

181.1*

151.1

195.1*

驻留时间/ms

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

碎裂电压/V

160

160

100

100

80

80

127

127

123

123

加速电压/V

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

碰撞能量/V

50

40

23

17

20

15

17

12

17

17

 †  *为定量离子。

图 1　甲醇体积分数对提取率的影响

Figure 1　Effect of methanol volume fraction on 

extraction rate

图 2　物料比对提取率的影响

Figure 2　Effect of material ratio on extraction rate
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剂 为 体 积 分 数 70% 的 甲 醇 溶 液 下 ，分 别 采 用 10，15，20，

30，40，50，60，90，120 min 的 提 取 时 间 进 行 超 声 提 取 ，结

果如图 3 所示。由于药材的细胞结构对有效成分的溶出

有 一 定 的 阻 碍 作 用 。 提 取 时 间 较 短 ，溶 剂 只 能 渗 透 到 药

材 颗 粒 的 表 面 和 部 分 孔 隙 中 ，无 法 充 分 接 触 到 所 有 的 有

效 成 分 。 随 着 提 取 时 间 的 延 长 ，溶 剂 能 够 逐 渐 渗 透 到 药

材 内 部 ，使 更 多 的 有 效 成 分 溶 解 并 释 放 出 来 。 但 提 取 一

定时间后基本达到平衡，提取的目标物不会再继续增加。

毛 兰 素 和 石 斛 酚 在 提 取 20 min 时 提 取 率 达 到 最 大 值 ，后

趋 于 平 稳 或 略 下 降 。 石 斛 碱、杓 唇 石 斛 素 和 豉 槌 石 斛 素

在 提 取 40 min 时 提 取 率 达 到 最 大 值 ，之 后 逐 渐 降 低 或 持

平。综合 5 种物质的提取效果，选择提取时间为 40 min。

因此，铁皮石斛中石斛碱及 4 种联苄类化合物最优提

取条件为以体积分数 70% 的甲醇溶液为提取溶剂 ，物料

比 1∶20 （g/mL），超声提取 40 min。

2.2　色谱质谱条件优化

2.2.1　质谱条件优化　通过查阅石斛碱、石斛酚、杓唇石

斛素、鼓槌石斛素、毛兰素化合物相关化学信息 ，根据化

合物的性质及结构，采用标准溶液单次进样，选择 ESI 源，

正 离 子 全 扫 模 式 确 定 各 目 标 物 的 母 离 子 ，选 用 准 离 子 峰

为 母 离 子 二 次 碰 撞 ，选 择 特 征 碎 片 离 子 。 通 过 不 断 调 整

离子源参数（毛细管电压、去族电压、碰撞能量、鞘气温度

等），以得到峰形最好 ，响应值最大的优化条件。最终确

立各目标物的出峰时间，采用多反应监测（MRM）扫描方

式 确 保 各 目 标 物 有 充 分 采 集 时 间 ，优 化 后 的 检 测 色 谱 图

见图 4。

2.2.2　色谱条件优化　

（1） 流动相选择：为提高样品离子化效率、改善峰形、

降 低 吸 附 和 氢 键 等 导 致 的 拖 尾 问 题 ，无 机 相 通 常 会 添 加

少量控制 pH 和离子强度的改性剂或缓冲盐等，有机相通

常选用甲醇或乙腈。在保证目标物的分离度和峰形前提

下，同时考虑乙腈的毒性比甲醇大，因此选用甲醇作为有

机 流 动 相 。 在 质 谱 分 析 中 采 用 正 离 子 模 式 ，需 为 前 级 离

子提供一个氢离子，因此水相中加入 0.1% 甲酸。以水和

甲醇为流动相，通过调整流动相比例使 5 种目标物达到很

好的分离效果。流动相梯度见表 1。

（2） 色谱柱选择：在反相高效液相色谱中，分析石斛

碱及联苄类化合物这类相对分子质量小的物质常用的色

谱柱固定相是键合有烷基链的硅胶载体。这些烷基烃具

有 良 好 的 疏 水 性 ，能 够 有 效 地 吸 附 非 极 性 或 弱 极 性 的 化

合 物 。 由 于 Agilent EclipsePlus C18 RRHD（2.1 mm×
100 mm，1.8 μm）色 谱 柱 具 有 高 选 择 性、高 分 离 度 且 在 高

压力下稳定性优异，因此选择该柱开展试验。

2.3　方法学验证

2.3.1　线性范围、检出限及加标回收率　根据 1.2.3 配制

的 混 合 标 准 溶 液 ，以 优 化 的 色 谱 质 谱 条 件 上 机 测 定 。 以

质 量 浓 度 为 横 坐 标 ，峰 面 积 为 纵 坐 标 绘 制 标 准 曲 线 。 分

别以 3 倍信噪比（S/N）和 10 倍信噪比（S/N）所对应的质量

浓 度 计 算 检 出 限（LOD）和 定 量 限（LOQ）。 试 验 结 果 表

明，杓唇石斛素在 50.0~500.0 ng/mL 范围内具有良好线性

关 系 ，相 关 系 数（R2）为 0.999 9。 石 斛 碱 、石 斛 酚 、豉 槌 石

斛素、毛兰素在 50.0~300.0 ng/mL 范围内具有良好线性关

系 ，R2>0.999，LOD 和 LOQ 分 别 为 0.23~0.71，0.45~

2.13 μg/kg（见表 3），说明该方法对 5 种物质有较高的检测

灵敏度。

称 取 已 知 5 种 物 质 含 量 的 石 斛 样 品 ，按 照 5.0，10.0，

100.0 μg/kg 进 行 加 标 ，同 时 设 计 样 品 空 白 对 照 。 各 加 标

浓度做 3 组，记录峰面积，回收率计算按照减掉空白后结

果。由表 4 可知 ，样品中 5 种物质具有良好回收率 ，回收

率均在 95.34%~105.00%，相对标准偏差（RSD）为 0.80%~

1.88%（n=3），满足定量测定的要求。

2.3.2　精密度试验　取同一份混合标准溶液（含石斛碱、

石 斛 酚 、杓 唇 石 斛 素 、鼓 槌 石 斛 素 、毛 兰 素），连 续 6 次 进

样，记录石斛碱、石斛酚、杓唇石斛素、鼓槌石斛素、毛兰

素 峰 面 积 并 分 别 计 算 RSD，RSD 分 别 为 0.97%，1.48%，

1.94%，0.86%，1.26%。结果表明该方法精密度良好。

2.3.3　重复性试验　按优化的提取条件，制备 6 份样品溶

图 3　提取时间对提取率的影响

Figure 3　Effect of extraction time on extraction rate

图 4　标准溶液色谱图

Figure 4　Standard solution chromatogram
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液，并按“2.2”条件进行测定，记录含石斛碱、石斛酚、杓唇

石斛素、鼓槌石斛素、毛兰素峰面积并计算 RSD 值，分别

为 1.23%，0.98%，0.66%，0.67%，1.02%。 在 优 化 的 条 件

下，6 份样品的重复性较好。

2.3.4　 稳 定 性 试 验　 取 处 理 好 的 样 品 溶 液 ，放 置 0，2，4，

6，8，10，12 h 分别上仪器测定，记录含石斛碱、石斛酚、杓

唇 石 斛 素 、鼓 槌 石 斛 素 、毛 兰 素 峰 面 积 并 计 算 RSD，RSD

分别为 0.53%，1.56%，0.77%，1.50%，0.48%。根据测定结

果，样品在 12 h 内具有较好的稳定性。

2.4　实际样品测定

精密称 6 批次市售石斛样品粉末各 0.300 g，分别标记

编号 1~6，在已经优化的提取条件下进行提取并按照已优

化的色谱、质谱条件进行含量测定，检测结果见表 5。6 批

次市售石斛中石斛碱含量在 0.046%~0.318%；石斛酚含量

在 0.024%~0.170%；杓 唇 石 斛 素 含 量 在 0.001%~0.099%；

毛 兰 素 含 量 在 0.013%~0.099%；豉 槌 石 斛 素 有 3 批 次 检

出，范围在 0.001%~0.004%。通过对市售 6 批次实际样品

的检测分析，不同石斛中 5 种物质的含量差异显著。

3　结论
研究基于超高效液相色谱串联质谱法建立了一种可

以同时测定石斛中石斛碱、石斛酚、杓唇石斛素、豉槌石

斛 素 和 毛 兰 素 含 量 的 方 法 。 通 过 优 化 物 料 比、超 声 提 取

时间和提取溶剂，实现了同时测定石斛中石斛碱和 4 种联

苄 类 化 合 物 。 对 方 法 的 稳 定 性 、精 密 度 、重 复 性 进 行 验

证，结果良好。5 种物质在 50.0~500.0 ng/mL 范围内线性

关系较好（R2>0.999），检出限为 0.15~0.71 μg/kg，定量限

为 0.50~2.37 μg/kg。通过加标回收验证，5 种物质回收率

为 95.34%~105.00%。利用该方法对市售 6 批次石斛样品

检测得到较好的检测结果。
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