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犤７犦宫玉婷，刘晓倩，陈雅然 ．高效液相色谱法测定左金丸和
左金胶囊中 ９种成分含量犤Ｊ犦．中国药业，２０２０，２９（２３）：

５６－５９．
犤８犦刘本涛，袁彩英，黄嘉咏，等．化香树果序化学成分及药理作用
研究进展犤Ｊ犦．中国实验方剂学杂志，２０１９，２５（２１）：２２７－２３４．

犤９犦孙正华，邵 晶，郭 玫 ．黄芪化学成分及药理作用研究进

展犤Ｊ犦．中医临床研究，２０１５，７（２５）：２２－２５．
犤１０犦刘双利，姜程曦，赵 岩，等 ．防风化学成分及其药理作用

研究进展犤Ｊ犦．中草药，２０１７，４８（１０）：２１４６－２１５２．
犤１１犦李 娜，邵国泉，王文建，等．夏枯草药理作用研究进展犤Ｊ犦．

赤峰学院学报（自然科学版），２０１９，３５（１２）：２６－２７．
牗收稿日期：２０２０－１２－２２；修回日期：２０２１－０２－１９牘

超高效液相色谱－串联质谱法检测风痛安胶囊中马兜铃酸Ⅰ
刘东升 １，２，杨平荣 １，２，姚世霞 １，２，贺军权 １，２，朱旭江 １，２△

（１．甘肃省药品检验研究院，甘肃 兰州 ７３００７０； ２．国家药品监督管理局中药材及饮片质量控制重点实验室，甘肃 兰州 ７３００３０）
摘要：目的 建立测定风痛安胶囊中马兜铃酸Ⅰ含量的超高效液相色谱 －串联质谱（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法。方法 色谱柱为 Ｓｈｉｍｐａｃｋ
ＧＩＳＴＨＰＣ１８柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，３．０μｍ），流动相为乙腈 －０．１％甲酸溶液（含 ５ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵），梯度洗脱牗０～１５ｍｉｎ时３５％Ａ～
４０％Ａ，１５～２８ｍｉｎ时 ４０％Ａ～６５％Ａ，２８～３０ｍｉｎ时 ６５％Ａ～９５％Ａ牘，流速为 ０．２ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为 ４０℃，进样量为 ２μＬ。结果 马

兜铃酸Ⅰ峰均能与其他相邻峰良好分离；马兜铃酸Ⅰ质量浓度在０．０４７６～３．８０４１μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９８）；
精密度、稳定性、重复性试验的结果均符合要求；平均回收率为９９．１４％，ＲＳＤ为１．９７％（ｎ＝６）。结论 该方法操作简便、快速，结果准

确，灵敏度高，可用于风痛安胶囊中马兜铃酸Ⅰ成分的检测。
关键词：风痛安胶囊；马兜铃酸Ⅰ；超高效液相色谱 －串联质谱法；质量控制
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎｕｌｔｒａ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）ｍｅｔｈｏｄｆｏｒ
ｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃａｃｉｄⅠｉｎＦｅｎｇｔｏｎｇ′ａｎＣａｐｓｕｌｅｓ．ＭｅｔｈｏｄｓＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓＳｈｉｍｐａｃｋＧＩＳＴＨＰＣ１８ｃｏｌｕｍｎ
（１００ｍｍ ×２．１ｍｍ，３．０μｍ），ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－０．１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５ｍｍｏｌ／Ｌａｍｍｏｎｉｕｍｆｏｒ
ｍａｔｅ）ｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ（０－１５ｍｉｎ，３５％Ａ－４０％Ａ；１５－２８ｍｉｎ，４０％Ａ－６５％Ａ；２８－３０ｍｉｎ，６５％Ａ－９５％Ａ），ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ
０．２ｍＬ／ｍｉｎ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ４０℃，ａｎｄｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ２μＬ．Ｒｅｓｕｌｔｓ ＴｈｅｐｅａｋｏｆａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃａｃｉｄⅠｃｏｕｌｄ
ｂｅｗｅｌｌｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍｏｔｈｅｒａｄｊａｃｅｎｔｐｅａｋｓ．ＴｈｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃａｃｉｄⅠｓｈｏｗｅｄａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｔｈｅｐｅａｋａｒｅａ
ｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ０．０４７６－３．８０４１μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９８）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｓｍｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅ
ｍｅｎｔｓ．ＴｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃａｃｉｄⅠｗａｓ９９．１４％ ｗｉｔｈＲＳＤｏｆ１．９７％（ｎ＝６）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＴｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｒａｐｉｄ，ａｃ
ｃｕｒａｔｅａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃａｃｉｄⅠｉｎＦｅｎｇｔｏｎｇ′ａｎＣａｐｓｕｌｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｆｅｎｇｔｏｎｇ′ａｎＣａｐｓｕｌｅｓ；ａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃａｃｉｄⅠ；ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ

风痛安胶囊由防己、通草、桂枝等１２种中药组方，
用于湿热阻络所致痹病，症见关节红肿热痛、肌肉酸楚，

是治疗急、慢性风湿性关节炎的非处方药犤１犦，现行质量

标准为２０２０年版《中国药典（一部）》中的相关标准。防
己为防己科植物粉防己 ＳｔｅｐｈａｎｉａｔｅｔｒａｎｄｒａＳ．Ｍｏｏｒｅ的
干燥根，主要有效成分为粉防己碱、去甲基粉防己碱、轮

环藤酚碱、防己诺林碱等，具有利水消肿、祛风止痛之功

效犤２犦。其来源复杂，品种较多，且各地用药习惯不同，造

成同物异名或同名异物，药农误采或有意混采等诸多原

因造成市场上经常出现以同属植物的根冒充防己，或用

马兜铃科植物的根或茎与防己混用现象，与正品防己的

功效、主治相差较大犤３－５犦，尤其是用马兜铃科防己（汉中

防己、广防己、宜宾防己、冕宁防己）代替防己药材进行

投料时易造成用药安全问题。马兜铃科植物中含马兜铃

酸类物质马兜铃酸（ＡＡｓ）和马兜铃内酰胺（ＡＬｓ），具有
肾毒性、致癌和致基因突变作用犤６－８犦，含马兜铃酸类物

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ



７８

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年１０月５日 第３０卷第１９期

Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．１９牞Ｏｃｔｏｂｅｒ５牞２０２１

序号

１
２
３
４
５
６
７
８

生产厂家

Ａ
Ｂ
Ｂ
Ｂ
Ｂ
Ｂ
Ｂ
Ｂ

批号

２０１６０２０１
１６１２０１
１７０２０１
１７１１０２
１８０１０２
１８０２０１
１６０１０１
１７１１０１

序号

９
１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６

生产厂家

Ｃ
Ｄ
Ｄ
Ｄ
Ｄ
Ｅ
Ｅ
Ｅ

批号

１７０４０１
２０１５０９０１
２０１５１１０１
２０１５１１０２
２０１５１１０３
１５０７０１
１７０１０１
１７０３０１

序号

１７
１８
１９
２０
２１
２２
２３

生产厂家

Ｅ
Ｅ
Ｆ
Ｃ
Ｇ
Ｇ
Ｇ

批号

１７０３０２
１８０５０１
１６１１０１
１７１２０１
２０１６０７０１
２０１６０７０２
２０１７０５０２

表１ 样品批号及生产厂家信息

Ｔａｂ．１ Ｔｈｅｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓａｎｄｔｈｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ

ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ

质的药用植物和制剂因此被多数国家禁用，我国先后取

消了关木通、广防己和青木香的药用标准，并要求含马

兜铃、寻骨风、天仙藤和朱砂莲的中药制剂严格按处方

药管理。目前，马兜铃酸类物质含量较低的中药或植物

药仍在使用。本研究中采用液质联用法犤９－１６犦对风痛安胶

囊中可能存在的马兜铃酸Ⅰ进行研究，发现部分生产企
业生产的风痛安胶囊样品中检出马兜铃酸Ⅰ。依据原国
家食品药品监督管理局药品补充检验方法研制指南、

２０２０年版《中国药典（一部）》中马兜铃酸Ⅰ的限量检查
方法及相关文献报道，并结合样品特点，建立了测定风

痛安胶囊中马兜铃酸Ⅰ含量的超高效液相色谱 －串联
质谱牗ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ牘法。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＬＣＭＳ－８０４５型三重四极杆液质联用仪（日本岛津
公司）；ＴＱ５５００型三重四极杆液质联用仪（ＡＢＳＣＩＥＸ）；
Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５液相色谱仪（美国沃特世公司）；ＭＥ２０４型
分析天平（精度为０．０１ｍｇ），ＭＳ２０５ＤＵ型分析天平（精度
为０．０１ｍｇ），均购于梅特勒－托利多公司；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）；１０～１０００μＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ加
样枪（德国艾本德公司，规格为１０牞１００μＬ）。
１．２ 试药

马兜铃酸Ⅰ对照品（中国食品药品检定研究院，批
号为 １１０７４６－２０１６１１，含量为 ９８．９％）；乙腈、甲酸、甲
酸铵为色谱纯，其他试剂均为分析纯，水为超纯水。２０１８
年马兜铃酸国家专项抽验中共 ７家企业、２３批风痛安
胶囊样品，其批号和生产厂家见表１。

２ 方法与结果

２．１ 试验条件

２．１．１ 色谱条件

色谱柱：ＳｈｉｍｐａｃｋＧＩＳＴＨＰＣ１８柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，
３．０μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）－０．１％甲酸溶液（含
５ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵）（Ｂ），梯度洗脱牗０～１５ｍｉｎ时３５％Ａ～

４０％Ａ，１５～２８ｍｉｎ时 ４０％Ａ～６５％Ａ，２８～３０ｍｉｎ时
６５％Ａ～９５％Ａ牘；流速：０．２ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：４０℃；进样
量：２μＬ。
２．１．２ 质谱条件

电喷雾离子源：正离子扫描，多反应监测模式；干燥气

温度：３５０℃；干燥气流速：１０Ｌ／ｍｉｎ；雾化气压力：３０ｐｓｉ；
源电压：４０００Ｖ；保留时间：１６ｍｉｎ；定量离子：母离子质
荷比牗ｍ／ｚ牘３５９．０，子离子 ｍ／ｚ２９８．０；定性离子：子离
子 ｍ／ｚ２９６．０。
２．２ 溶液制备

取马兜铃酸Ⅰ对照品适量，加甲醇制成每 １ｍＬ含
１００μｇ的溶液，作为马兜铃酸Ⅰ对照品贮备液。取样品
１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入７０％甲醇２５ｍＬ，
称定质量，超声提取（功率为 ２５０Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）
４０ｍｉｎ，放冷至室温后用７０％甲醇补足减失的质量，摇
匀，静置，取上清液，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

按处方及工艺制备缺防己药材的阴性样品，取１ｇ，精密
称定，按供试品溶液制备方法制备阴性样品溶液（基质

溶液）。取含广防己的风痛安胶囊内容物１ｇ，精密称定，
按供试品溶液制备方法制备阳性样品溶液。

２．３ 方法学考察

专属性试验：选择 ｍ／ｚ３５９．０→２９８．０和 ３５９．０→
２９６．０作为马兜铃酸Ⅰ检测离子对进行测定。结果在阳
性样品溶液色谱中，与马兜铃酸Ⅰ对照品溶液色谱相应
保留时间均呈现离子流色谱峰；而阴性样品溶液色谱

中，在与马兜铃酸Ⅰ对照品色谱相应保留时间均无相应
离子流色谱峰。可见，样品中其他药味对测定无干扰。马

兜铃酸Ⅰ对照品、阴性样品和阳性样品溶液的典型离子
色谱图见图１。

线性关系考察：精密吸取２．３项下对照品贮备液适
量，用甲醇和基质溶液分别稀释成 ０．０４７６，０．２３７８，
０．４７５５，０．９５１０，１．９０２０，３．８０４１μｇ／ｍＬ系列对照品
溶液，依法进样测定。以对照品溶液质量浓度牗Ｘ，μｇ／ｍＬ牘
为横坐标、峰面积牗Ｙ牘为纵坐标绘制标准曲线，得回归
方程 Ｙ＝１４４８３６４．１３６Ｘ－１５２５１２．５２６，ｒ＝０．９９９８
牗ｎ＝６牘，结果表明，马兜铃酸Ⅰ质量浓度在 ０．０４７６～
３．８０４１μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取同一批样品（厂家 Ｅ，批号为
１７０１０１），依法制备供试品溶液，注入液相色谱仪，重复
进样 ６次。结果马兜铃酸Ⅰ峰面积的 ＲＳＤ为 １．３２％
（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一批样品（厂家Ｅ，批号为１７０１０１），
依法制备供试品溶液，室温下放置０，６，１２，１６，２０，２４ｈ时分别
进样测定。结果马兜铃酸Ⅰ峰面积的 ＲＳＤ为 ２．９４％
（ｎ＝６），表明供试品溶液在室温条件下２４ｈ内稳定。
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重复性试验：取同一批样品（厂家 Ｅ，批号为
１７０１０１），依法制备供试品溶液，共６份，按２．１项下色谱
条件测定，并计算样品中待测成分的含量。结果马兜铃

酸Ⅰ含量的 ＲＳＤ为２．２３％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
回收试验：精密量取线性关系考察项下对照品溶液

（质量浓度为 ３．８０４１μｇ／ｍＬ）２．５ｍＬ，置具塞锥形瓶
中，氮气吹干，取已知含量的样品（厂家 Ｅ，批号为
１７０３０１）０．５ｇ，精密称定，平行 ６份，制备供试品溶液，
按 ２．１项下色谱条件进样测定含量，并计算回收率。结
果平均回收率为９９．１４％，ＲＳＤ为１．９７％（ｎ＝６）。

仪器及方法检测限确定：以线性关系考察项下溶液图

谱计算信噪比牗Ｓ／Ｎ牘为３时的仪器检测限为１．９８ｎｇ／ｍＬ。
取阴性样品１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入
一定质量浓度马兜铃酸Ⅰ对照品溶液 １ｍＬ，精密加入
７０％甲醇２４ｍＬ，称定质量。超声提取４０ｍｉｎ，放冷至室
温，用７０％甲醇补足减失的质量，摇匀，静置，取上清液
滤过，取续滤液，即得。进样测定，以 Ｓ／Ｎ为 ３∶１时确
定检测限为１．９８ｎｇ／ｍＬ，故本品方法检测限为２ｐｇ。

耐用性试验：取同一批样品（厂家Ｅ，批号为１７０１０１），
依法制备供试品溶液，在其他色谱条件不变的情况下，

分别采用岛津 ＬＣＭＳ－８０４５型和 ＡＢＳＣＩＥＸＴＱ－５５００
型三重四极杆液质联用仪测定马兜铃酸Ⅰ的含量。结果
的 ＲＳＤ为２．３１％，表明不同仪器对结果的影响较小。
２．４ 样品含量测定

按２．２项下方法制备供试品溶液，按２．１项下液相
色谱与质谱条件进样测定。结果厂家 Ｂ牗批号为
１６０１０１牘、厂家 Ｄ牗批号为 ２０１５０９０１牘、厂家 Ｅ牗批号为
１７０１０１和 １７０３０１牘中检出马兜铃酸Ⅰ的含量分别为
１７．４０，１４．５３，２４．７０，１９．６３μｇ／ｍＬ。
３ 讨论

３．１ 检测方法选择

参照中国药典和文献犤１４犦，采用高效液相色谱
牗ＨＰＬＣ牘法测定样品中马兜铃酸Ⅰ的含量。结果部分样
品检出与马兜铃酸Ⅰ对照品相应保留时间的色谱峰，且

紫外吸收光谱与马兜铃酸Ⅰ对照品一致（采用二极管阵列
检测器在 ２００～４００ｎｍ波长范围内进行紫外吸收光谱
扫描，马兜铃酸Ⅰ对照品分别于３８９，３１８，２５０，２２３ｎｍ波
长处有吸收峰）。进一步试验发现，采用ＨＰＬＣ法对样品中
的马兜铃酸Ⅰ进行含量测定，方法回收率低于５０％。分析
原因可能是，处方成分复杂，且马兜铃酸Ⅰ含量较低，在样
品提取和浓缩过程中盐酸、三氯甲烷等易制毒试剂使用量

较大。故采用样品前处理简单且测定过程不易受干扰的Ｕ
ＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定样品中马兜铃酸Ⅰ的含量。
３．２ 基质效应考察

ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ中，样品中的基质受待测成分电离
的影响，测定结果发生一定变化。为了进一步考察样品

基质对测定结果的影响，分别以相应质量浓度的风痛安

胶囊阴性样品基质溶液和甲醇配制相应的对照品溶液

进行比较，通过考察线性关系，发现风痛安胶囊阴性样

品基质对待测成分的电离响应值影响不明显，故忽略基

质效应的影响，直接以甲醇为溶剂进行对照品溶液制备

和线性关系考察。

３．３ 检测离子对选择

考察文献犤９－１６犦和前期预试验，显示多采用正离
子、多反应监测模式，以乙腈－０．１％甲酸（含５ｍｍｏｌ／Ｌ
甲酸铵）溶液为流动相，母离子以 ｍ／ｚ３５９．０为主，子
离子有 ｍ／ｚ２９８．０，ｍ／ｚ２９６．０，ｍ／ｚ３２４．０，ｍ／ｚ
２６８．０等。但碎片离子 ｍ／ｚ２９８．０丰度最强，其次为碎
片离子 ｍ／ｚ２９６．０，故最终选择质谱检测器，电喷雾正
离子模式，进行多反应监测，选择 ｍ／ｚ３５９．０→２９８．０
为定量离子、ｍ／ｚ３５９．０→２９６．０为定性离子。
３．４ 风险控制

参照２０２０年版《中国药典（一部）》中与马兜铃酸Ⅰ
的限量检查相关的方法，结合样品特点，采用液 －质联
用法建立的风痛安胶囊中马兜铃酸Ⅰ的检查方法，对７
家企业 ２３批风痛安胶囊样品中马兜铃酸Ⅰ进行检查，
其中 ３家企业 ４批样品中检出马兜铃酸Ⅰ，检出率为
１７．３９％。说明该品种的中药存在含有马兜铃酸类成分
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