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基金项目：国家药品监督管理局中药材及饮片质量控制重点实验室项目犤２０２０ＧＳＭＰＡ－ＫＬ０５犦；甘肃省食品药品青年科技创新项
目犤２０１８ＧＳＦＤＡ０３７犦。

第一作者：刘延忠，男，大学本科，副主任药师，研究方向为药物分析，（电子信箱）５４４６２３０１９＠ｑｑ．ｃｏｍ。
△通信作者：刘东升，男，硕士，工程师，研究方向为药物分析与质量标准，（电子信箱）１０６７６６４１９７＠ｑｑ．ｃｏｍ。
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ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

超高效液相色谱－串联质谱法检测中药饮片中８种黄色素类染色剂

刘延忠 １，刘东升 ２△，朱旭江 ２，姚世霞 ２

（１．甘肃省医疗器械检验检测所，甘肃 兰州 ７３００７０； ２．甘肃省药品检验研究院，甘肃 兰州 ７３００７０）
摘要：目的 建立同时测定中药饮片中８种黄色素类染色剂含量的超高效液相色谱－串联质谱法。方法 样品采用乙醇－水（７∶３，Ｖ／Ｖ）

超声提取。色谱柱为 ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｌａｉｍＴＭＲＳＬＣ１２０Ｃ１８柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，３．０μｍ），流动相为乙腈 －０．０２ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液牗梯度洗
脱牘，流速为０．２ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，进样量为５μＬ；电离方式为正离子电喷雾离子源（ＥＳＩ＋），选择多反应监测模式进行定量分析。
结果 ８种黄色素类染色剂在各自线性范围内均与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９７９～０．９９９５）；平均回收率为 ８９．８３％ ～９９．５２％，

ＲＳＤ为２．１４％～３．６７％牗ｎ＝６牘。结论 该方法简单快速、灵敏准确，可用于中药饮片中黄色素类染色剂含量的检测。

关键词：超高效液相色谱 －串联质谱法；中药饮片；黄色素；快速筛查；染色剂
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甲醇提取液蒸干，加水溶解，再用水饱和正丁醇提取，蒸

干，甲醇溶解后进样分析。结果在三七皂苷Ｒ１峰处和人参
皂苷Ｒｂ１峰处杂质峰均减少，达到完全分离（Ｒ＞１．５）。

ＨＰＬＣ法和ＵＰＬＣ法同时测定颈舒颗粒的含量，结果
各成分测定值的 ＲＳＤ均小于１．５％，故可用ＵＰＬＣ法代
替ＨＰＬＣ法测定颈舒颗粒中４种皂苷类成分的含量。

参考文献犤１犦中的方法，人参皂苷Ｒｇ１和人参皂苷Ｒｂ１
完全分离至少需要７０ｍｉｎ，采用ＵＰＬＣ法在１０ｍｉｎ内就可
同时完全分离人参皂苷Ｒｇ１、三七皂苷Ｒ１、人参皂苷Ｒｂ１和
人参皂苷Ｒｅ４种成分，比原标准增加２个皂苷类成分的质量
控制，同时极大地缩短了分析时间，减少了试药的用量。
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药材名称

黄芪

黄连

黄柏

延胡索

蒲黄

批号

ＹＰＡ７Ｆ０００１，ＹＰＡ７Ｆ０００２，ＹＰＡ７Ｆ０００３，
ＹＰＡ７Ｆ０００４，ＹＰＡ７Ｆ０００５，ＹＰＡ７Ｆ０００６

ＹＰＡ７Ｒ０００１，ＹＰＡ７Ｒ０００２，ＹＰＡ７Ｒ０００３、
ＹＰＡ７Ｒ０００４，ＹＰＡ７Ｒ０００５，ＹＰＡ７Ｒ０００６

ＹＰＡ６Ｒ０００１，ＹＰＡ６Ｒ０００２，ＹＰＡ６Ｒ０００３，
ＹＰＡ６Ｒ０００４，ＹＰＡ６Ｒ０００５，ＹＰＡ６Ｒ０００６

ＹＰＡ４Ｃ０００１，ＹＰＡ４Ｃ０００２，ＹＰＡ４Ｃ０００３，
ＹＰＡ４Ｃ０００４，ＹＰＡ４Ｃ０００５，ＹＰＡ４Ｃ０００６

１８０４１００３
１７０１０４４

生产厂家

广州市药材公司

广州市药材公司

广州市药材公司

广州市药材公司

安国市广济堂药业有限责任公司

甘肃天力士中天药业有限责任公司

２．１ｍｍ，３．０μｍ），ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－０．０２ｍｏｌ／Ｌａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ，ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ
０．２ｍＬ／ｍｉｎ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃，ａｎｄｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ５μＬ．Ｔｈｅｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｓｏｕｒｃｅ（ＥＳＩ＋），ａｎｄｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｍｏｄｅ（ＭＲＭ）ｗａｓｓｅｌｅｃｔｅｄｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅｅｉｇｈｔｙｅｌｌｏｗ
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ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

中药饮片作为中药提取物和中成药的基本原料，市

场需求量大，染色剂染色伪制的常用中药饮片的外观性

状接近正品，不易辨别，导致不法分子将假、劣药材染色

后冒充正品犤１－２犦。据报道，大部分黄色类染色剂不利于

人体健康，如金胺 Ｏ、金橙Ⅱ等黄色素类染色剂对人体
可造成不同程度危害，故禁止用于中药饮片的染色。近

年来，虽然药监部门加大了中药非法染色的打击力度，

金胺 Ｏ等染色剂的染色现象有所减少，但仍有不法商
贩使用其他黄色素类染色剂进行非法染色。目前，国家

药品监督管理局已颁布的中药饮片染色掺假物质补充

检验多采用薄层色谱（ＴＬＣ）法、高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法对
单个药材及饮片中的一种或几种色素进行检测犤３－４犦，品

种覆盖面窄，检测方法灵敏度低，准确性差，易出现假阳

性，不能有效控制中药饮片的质量。超高效液相色谱 －
串联质谱联用法（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）广泛用于中药非法染
色剂的检测犤５－１４犦。本研究中建立了同时测定蒲黄、黄芪、

黄连、黄柏和延胡索等多种中药饮片中８种黄色素类染
色剂含量的ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，为中药饮片中黄色素类
染色剂的检测提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＬＣＭＳ－８０４５型超高效液相色谱 －三重四极杆液
质联用仪（日本岛津公司）；ＭＥ２０４型和 ＭＳ２０５ＤＵ型分
析天平（瑞士梅特勒－托利多公司，精度均为０．０１ｍｇ）；
ＫＱ－５００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有
限公司，功率为５００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）；ＸＫ８０－Ａ型快
速混匀器（江苏新康医疗器械有限公司）；ＳＨＹ－２Ａ型
多功能水浴恒温振荡器（金坛市大地自动化仪器厂）；

５４３０Ｒ型离心机（德国艾本德公司）；ＨＧＣ－２４Ａ型氮气
吹干仪（天津市高科技发展有限公司）；Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｌｕｓ
加样枪（德国艾本德公司，规格为 １０，１００μＬ）；Ｘｉｂｏｓｈｉ
一次性针式过滤器（美国戴安公司，规格为 ０．２２，
０．４５μｍ）。
１．２ 试药

柠檬黄对照品（批号为 ３０１１７，纯度为 ９０．０％）；日
落黄对照品（批号为９１００１，纯度为 ８７．０％），金胺 Ｏ对
照品（批号为００７０１，纯度为７９．０％），金橙Ⅱ对照品（批
号为２１１１６，纯度为９６．３％），碱性橙２２对照品牗批号为

６Ａ１６ａ０５０，纯度为 ９１．５％ 牘，均购于 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ
ＧｍｂＨ；金橙Ⅰ对照品牗上海源叶生物科技有限公司，批
号为 Ｓ１１Ｎ８Ｄ４８１３６，纯度≥９８％牘；灿烂黄对照品牗批号
为 Ａ２６８９Ａ，纯度为 ９５％ 牘，皂黄对照品（批号为
Ｄ１７１４０５０，纯度为 ９８％），均购于上海 Ａｌａｄｄｉｎ公司；乙
腈、甲醇、乙酸铵、甲酸铵均为色谱纯，其他试剂均为分

析纯，水为超纯水。药材样品信息见表１。

２ 方法与结果

２．１ ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ条件
色谱条件：色谱柱为 ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｌａｉｍＴＭ ＲＳＬＣ１２０

Ｃ１８柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，２．２μｍ）；流动相为乙腈（Ａ）－
０．０２ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液（Ｂ），梯度洗脱牗０～１２ｍｉｎ时
９０％Ｂ→ ５５％Ｂ，１２～２０ｍｉｎ时 ５５％Ｂ→ ３０％Ｂ，２０～
４０ｍｉｎ牞时 ３０％Ｂ→ １５％Ｂ牘；流速为 ０．２ｍＬ／ｍｉｎ；柱温
为３０℃；进样量为５μＬ。

质谱条件：电离方式为正离子电喷雾离子源

（ＥＳＩ＋），反应监测模式（ＭＲＭ）；ＤＬ管温度为 ３５０℃；干
燥气流速为１０Ｌ／ｍｉｎ；雾化气流速为３．０Ｌ／ｍｉｎ；接口电
压为４．０ｋＶ。总离子流图见图１，各成分质谱信息见表２。
２．２ 溶液制备

分别取柠檬黄、日落黄、金橙Ⅰ、灿烂黄、金胺 Ｏ、金
橙Ⅱ、皂黄和碱性橙 ２２对照品各 １０ｍｇ，精密称定，加
７０％乙醇分别制成质量浓度为 １００μｇ／ｍＬ的单标混
合贮备液，于４℃条件下保存。取上述单标混合贮备液
各 １～３ｍＬ，置 ５０ｍＬ容量瓶中，加 ７０％乙醇定容，摇
匀，即得混合对照品溶液。取样品适量，粉碎，取２．０ｇ，精

表１ 药材样品信息

Ｔａｂ．１ ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂａｌｐｉｅｃｅｓ
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序号

１
２
３
４
５
６
７
８

成分

柠檬黄（Ｔａｒｔｒａｚｉｎｅ）

日落黄（ＳｕｎｓｅｔＹｅｌｌｏｗＦＣＦ）

灿烂黄（ＢｒｉｌｌｉａｎｔＹｅｌｌｏｗ）

金橙Ⅰ（ＯｒａｎｇｅⅠ）

金橙Ⅱ（ＯｒａｎｇｅⅡ）

金胺 Ｏ（ＡｕｒａｍｉｎｅＯ）

皂黄（Ｍｅｔａｎｉｌｙｅｌｌｏｗ）

碱性橙 ２２（ＢａｓｉｃＯｒａｎｇｅ２２）

相对分子

质量

５３４．３６
４５４．３７
６２４．５５
３５０．３２
３５０．３３
３０３．８３
３７５．３８
４２６．９８

时间

（ｍｉｎ）

１．０～２．０
４．５～５．５
８．５～９．５
９．０～１０．０
１１．５～１２．５
１３．０～１４．０
１３．５～１４．５
１９．５～２０．５

母离子

（ｍ／ｚ）

４６９．１０
４０９．３０
５８１．００
３２９．１０
３２９．１０
２６８．２０
３５４．１０
３９１．２０

子离子

（ｍ／ｚ）

４５１．１０／２７９．００
２３６．００／１７３．００
９３．００／１２１．０５
１５６．９０／１０８．９０
１５６．０５／１２８．０５
１４７．１０／２５２．１５
１６９．０５／１５６．９５
３７６．１５／３６１．２０

碰撞能量

（ｅＶ）

１７／２９
２０／２７
２７／４６
２０／３０
１８／３１
２８／３４
２９／３２
２９／４３

电离方式

（＋）
（＋）
（＋）
（＋）
（＋）
（＋）
（＋）
（＋）

成分

柠檬黄

日落黄

金橙Ⅰ
灿烂黄

金胺 Ｏ
金橙Ⅱ
皂黄

碱性橙 ２２

线性回归方程

Ｙ＝２４８．２３Ｘ＋６７．５３
Ｙ＝１２２．４５Ｘ＋１２．６６
Ｙ＝７３．１８Ｘ＋７．５３
Ｙ＝８１．５９Ｘ＋２８．５６
Ｙ＝２５３．４５Ｘ＋２．５３
Ｙ＝５４．５３Ｘ＋２．４３
Ｙ＝７３．１２Ｘ＋５２．８６
Ｙ＝９７．５５Ｘ＋７５．１７

相关系数（ｒ）

０．９９９５
０．９９７９
０．９９９２
０．９９９１
０．９９８９
０．９９９０
０．９９８５
０．９９８５

线性范围（μｇ／ｍＬ）

０．２～２０．０
０．２～２０．０
０．２～２０．０
０．２～２０．０
０．５～３０．０
０．２～２０．０
０．２～２０．０
０．５～３０．０

检测限（μｇ／ｇ）

０．０５
０．０５
０．０５
０．０５
０．１０
０．０５
０．０５
０．１０

０ １０ ２０
ｔ／ｍｉｎ

ｃｐｓ

０ １０ ２０
ｔ／ｍｉｎ

ｃｐｓ

７５００

５０００

２５００

０

７ ８
１５００００

１０００００

５００００

０

０ １０ ２０
ｔ／ｍｉｎ

ｃｐｓ
６

２０００００

１０００００

０

０ １０ ２０
ｔ／ｍｉｎ

ｃｐｓ

０ １０ ２０
ｔ／ｍｉｎ

ｃｐｓ

３０００００

２０００００

１０００００

０

４ ５３０００００

２０００００

１０００００

０

７５０００

５００００

２５０００

０

０ １０ ２０
ｔ／ｍｉｎ

ｃｐｓ
１

０ １０ ２０
ｔ／ｍｉｎ

７５００

５０００

２５００

０

ｃｐｓ
２

０ １０ ２０
ｔ／ｍｉｎ

１５００

１０００

５００

０

ｃｐｓ
３

表３ ８种黄色素类染色剂回归方程、线性范围和检测限
Ｔａｂ．３ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ，ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅａｎｄＬＯＤ ｏｆｅｉｇｈｔｙｅｌｌｏｗ

ｐｉｇｍｅｎｔｓ

·检验检测·
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密称定，加７０％乙醇２０ｍＬ，超声处理（功率为２５０Ｗ，频
率为 ４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，冷却至室温，用 ７０％乙醇补足减
失的质量，摇匀，取续滤液，即得供试品溶液。

２．３ 方法学考察

线性关系考察和检测限确定：分别精密吸取２．２项
下稀释１倍后的单标混合贮备液，加７０％乙醇，分别制
成系列混合对照品溶液。注入超高效液相色谱－三重
四极杆液质联用仪，按 ２．１项下色谱条件测定染色剂
的峰面积积分值。以混合对照品溶液质量浓度为横坐标

（Ｘ，μｇ／ｍＬ）、峰面积为纵坐标（Ｙ）绘制标准曲线，得到
近原点的一条直线，计算回归方程和相关系数。结果见表３。
可见，８种黄色类染色剂质量浓度在０．２～３０．０μｇ／ｍＬ
范围内与峰面积线性关系良好。方法的检测限为

０．０５～０．１０μｇ／ｇ。详见表３。

精密度和准确度试验：采用标准添加法，称取完全

不含染色剂的空白样品 ６份，每份 １．０ｇ，精密称定，分
别精密加入混合对照品溶液各 ２ｍＬ，按 ２．２项下方法
制备供试品溶液，按 ２．１项下色谱条件进样测定。结果
平均回收率为 ８９．８３％～９９．５２％，ＲＳＤ为 ２．１４％～
３．６７％（ｎ＝６）。详见表４。

表２ ８种黄色表类染色剂质谱信息
Ｔａｂ．２ Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｅｉｇｈｙｅｌｌｏｗｐｉｇｍｅｎｔｓ

注：ｍ／ｚ为质荷比。
Ｎｏｔｅ：ｍ／ｚ＝ｃｈａｒｇｅ－ｔｏ－ｍａｓｓｒａｔｉｏ．

１．柠檬黄 ２．日落黄 ３．灿烂黄 ４．橙黄Ⅰ ５．金橙Ⅱ ６．金胺 Ｏ ７．皂黄 ８．碱性橙２２
图１ ８种黄色素类染色剂混合对照（中等线性浓度）的总离子流图

１．Ｌｅｍｏｎｙｅｌｌｏｗ ２．Ｓｕｎｓｅｔｙｅｌｌｏｗ ３．Ｂｒｉｌｌｉａｎｔｙｅｌｌｏｗ ４．ＯｒａｎｇｅⅠ ５．ＧｏｌｄｅｎｏｒａｎｇｅⅡ ６．ＡｕｒａｍｉｎｅＯ ７．Ｓｏａｐｙｅｌｌｏｗ ８．Ａｌｋａｌｉｎｅｏｒａｎｇｅ２２

Ｆｉｇ．１ Ｔｏｔａｌｉｏｎｆｌｏｗｄｉａｇｒａｍ ｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅ（ｍｅｄｉｕｍ ｌｉｎｅａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）ｏｆｅｉｇｈｔｙｅｌｌｏｗｐｉｇｍｅｎｔｓａｇｅｎｔｓ
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序号

１
２
３
４

成分

柠檬黄

日落黄

灿烂黄

金橙Ⅰ

Ｘ（％）

９７．３８
８９．８３
９９．５２
９１．６９

ＲＳＤ（％）

３．１５
２．６７
２．７８
３．０１

序号

５
６
７
８

成分

金橙Ⅱ
金胺 Ｏ
皂黄

碱性橙２２

Ｘ（％）

９６．７４
９８．４３
９７．２８
９８．３４

ＲＳＤ（％）

２．５４
２．６６
３．６７
２．１４

表４ 精密度和准确度试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．４ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｔｅｓｔｓ（ｎ＝６）

·检验检测·
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２．４ 样品中非法添加黄色素类染色剂检测

采用 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，按 ２．１项下色谱条件对
２６批蒲黄（２批）、黄芪、黄连、黄柏和延胡索（各６批）样
品中非法添加黄色素类染色剂进行检测，结果样品均未

检出黄色素类染色剂。

３ 讨论

３．１ 提取条件优化

曾考察不同提取溶液牗甲醇、乙醇、７０％甲醇溶液、
７０％乙醇溶液牘对测定结果的影响，结果经７０％乙醇溶
液提取，供试品溶液进样后色谱峰峰形良好，且杂峰较

少。综合考虑，以 ７０％乙醇溶液为提取溶剂。考察不同
提取方法牗浸泡、超声、回流提取法牘对测定结果的影响，
结果超声提取法简便、快捷，且提取效率较高，故采用超

声提取法。考察不同体积牗１０，２０，３０，５０ｍＬ牘的 ７０％乙
醇溶液和不同超声时间牗１５，３０，４５，６０ｍｉｎ牘对测定结果的
影响，最终选用２０ｍＬ７０％乙醇溶液超声处理３０ｍｉｎ。
３．２ 质谱条件优化

根据８种染色剂分子的结构特征，分别在正离子和
负离子模式下进行全扫描，结果在正离子模式下各染色

剂的响应值均高于负离子模式下的响应值，故选用正离

子模式；通过 ＵＰＬＣ的自动进样器直接进样（不连接色
谱柱），对毛细管电压、锥孔电压及质谱分辨率等条件进

行优化，确定接口电压为 ４．０ｋＶ。在拟订质谱条件下，
分别以分子离子为母离子，对其子离子进行全扫描，选

取响应最高且干扰较小的子离子作为定量离子（ＭＲＭ
模式），以响应值次之的作为定性离子，并对目标化合物

二级质谱的碰撞能量等质谱分析参数进行优化。最终确

定了质谱条件。

３．３ 流动相优化

在质谱分析过程中，由于待测样品（阳性含染色剂）

中含有偶氮键和季铵盐，故流动相中常加入一定浓度的

甲酸和铵盐（甲酸铵或乙酸铵），有助于正离子的响应和

峰形的改善。选择乙腈－０．０２ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液、甲醇－
０．０２ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液、乙腈 －０．０２ｍｏｌ／Ｌ甲酸铵溶
液和甲醇 －０．０２ｍｏｌ／Ｌ甲酸铵溶液 ４种流动相体系进
行分析。结果显示，采用乙腈－乙酸铵体系进行梯度洗
脱时，样品分离度和峰形均较好，且能进一步提高分析

样品的信噪比和灵敏度。

３．４ 方法评价

本研究中建立了同时测定中药饮片中可能添加的

８种黄色素类染色剂的ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，该方法稳定
性好，可操作性强，准确度高，提高了工作效率，降低了

检测成本。与ＨＰＬＣ法相比，进一步提高了方法的准确度
和灵敏度，检测的色素种类较全面，有效地提高了检测

速度，可为监测中药饮片中非法染色提供参考。
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