
６９

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年１０月２０日 第３０卷第２０期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．２０牞Ｏｃｔｏｂｅｒ２０牞２０２１

第一作者：卢洋，女，大学本科，主管药师，研究方向为药物质量分析与评价，（电子信箱）ｌｕｙａｎｇ６７８９＠１３９．ｃｏｍ。

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００６－４９３１．２０２１．２０．０１８

风湿二十五味丸中非法添加的松香酸检测
卢 洋，刘益庆

（江苏省连云港市食品药品检验检测中心，江苏 连云港 ２２２００６）
摘要：目的 建立检测风湿二十五味丸中非法添加松香酸的方法。方法 采用高效液相色谱法对制剂中的松香酸进行定性，色谱柱为

ＡｇｌｉｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为 ０．１％甲酸 －乙腈（２８∶７２，Ｖ／Ｖ），流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为

２４１ｎｍ，柱温为 ２０℃，进样量为１０μＬ。采用超高效液相色谱 －四极杆－飞行时间串联质谱（ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ）法对松香酸进行进

一步确认，色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＰｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣ－Ｃ１８柱（５０ｍｍ×２．１ｍｍ，２．７μｍ），流动相为 ０．１％甲酸－乙腈（２８∶７２，Ｖ／Ｖ），流速为

０．３ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２４１ｎｍ，柱温为２５℃，进样量为０．５μＬ；扫描模式为正离子模式（ＥＳＩ＋），毛细管电压为４．０ｋＶ，毛细管出口电

压为 １７５Ｖ，干燥气温度为 ３００℃，干燥气流速为 ８Ｌ／ｍｉｎ，雾化器压力为 ３５ｐｓｉｇ，碰撞能量为 １５ｅＶ；扫描范围 ｍ／ｚ１００～１０００。

结果 松香酸质量浓度在３２．３７５～５１８．０００μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｎ＝５），精密度、重复性试验的 ＲＳＤ均小于１．０％；

平均加样回收率为１００．１２％，ＲＳＤ为０．３３％（ｎ＝９）。样品的一级质谱、二级质谱均与松香酸对照品一致。结论 该方法简便、准确、重

复性好，可用于风湿二十五味丸中非法添加的松香酸检测。
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·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

风湿二十五味丸为独家品种，主要由驴血粉、檀香、

紫檀香、苦参、枫香脂、草决明等２５味药材组方。蒙医认
为其主要功效为燥“协日乌素”、散瘀，故常用于治疗游

痛症、关节炎、类风湿等疾病犤１犦。方中枫香脂为贵重药

材，有些商家为了谋求利益最大化，常在该药材中添加

廉价易得的松香酸代替，而松香酸属萜类化合物，常用

于发酵工业或造纸业等，有毒犤２犦。原国家食品药品监督

管理总局于２０１６年发布了枫香脂中松香酸检查项补充

检验方法。目前关于松香酸的检测方法主要有薄层色谱

法犤３－６犦、高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法犤７－１０犦和高效液相色谱

质谱联用法犤１１－１４犦。本研究中建立了风湿二十五味丸中

松香酸的检测方法，并对检出的阳性样品进行了确认。

现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ａｇｌｉｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪，６５３０ＢＡｃｃｕｔａｔｅ－
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１．松香酸

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图
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ＭａｓｓＱ－ＴＯＦ型质谱仪（美国Ａｇｌｉｅｎｔ公司）；ＸＰ２Ｕ型微
量电子天平（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；ＢＴ１２５Ｄ型电子
分析天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＫＱ－３００ＤＥ型超声波
清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。

１．２ 试药

松香酸对照品（中国食品药品检定研究院，批号为

１１１９３８－２０１２０１，含量为９８％）；风湿二十五味丸（乌兰
浩特中蒙制药有限公司，批号分别为 １４１１２８，１５０８０７，
１６０４２７，１６０４２８，１６０５３２，１６０６４６，１６０８０４，１６０８５６，
１６０９３５，１６０９３６，１６０９３７，１７０４３３，１８０８１０）；甲酸、乙腈均
为色谱纯，乙醇为分析纯，水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 定性分析

２．１．１ 色谱条件

色谱柱：ＡｇｌｉｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：０．１％甲酸－乙腈（２８∶７２，Ｖ／Ｖ）；流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２４１ｎｍ；柱温：２０℃；进样量：１０μＬ。
２．１．２ 溶液制备

取松香酸对照品 ２５．９０ｍｇ，精密称定，置２５ｍＬ容
量瓶中，加乙醇溶解并定容，作为对照品贮备溶液；精密

量取 ３ｍＬ，置 ５０ｍＬ容量瓶中，加乙醇定容，即得对照
品溶液。取样品１０丸，研细，取０．１ｇ，精密称定，置具塞
锥形瓶中，加入乙醇１０ｍＬ，超声牗功率３００Ｗ，频率４０ｋＨｚ牘
处理２０ｍｉｎ，放至室温，上清液经０．４５μｍ微孔滤膜滤
过，取续滤液，即得供试品溶液。按风湿二十五味丸处方

和工艺制备缺枫香脂的阴性样品，按供试品溶液制备方

法制备阴性对照品溶液。

２．１．３ 方法学考察

系统适用性试验及专属性试验：取２．１．２项下３项
溶液各 １０μＬ，按 ２．１．１项下色谱条件进样测定，记录
色谱图。结果理论板数按松香酸峰计应不低于３０００，分
离度均大于 １．５，基线分离良好。阴性对照品溶液色谱
图中，在与松香酸对照品溶液色谱相同保留时间处无干

扰峰，专属性良好。结果见图１。

线性关系考察：精密量取２．１．２项下对照品贮备溶
液适量，加乙醇制成每 １ｍＬ中分别含松香酸 ３２．３７５，
６４．７５０，１２９．５００，２５９．０００，５１８．０００μｇ的系列对照品
溶液，摇匀，按 ２．１．１项下色谱条件进样，测定峰面积。
以松香酸的质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（Ｙ）
为纵坐标进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝２１．９４７Ｘ＋
２２．７３６（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝５）。结果表明，松香酸质量浓度在
３２．３７５～５１８．０００μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

检测限和定量限考察：将２．１．２项下对照品溶液用
乙醇倍比稀释，信噪比（Ｓ／Ｎ）为３时，最低检测质量浓
度为 ０．５μｇ／ｍＬ，按本方法取样量 ０．１ｇ计算，则检出
质量分数为 ５０μｇ／ｇ，如取样浓度增加，会污染质谱的
离子源，故方法的检测限定为 ５０μｇ／ｇ。信噪比（Ｓ／Ｎ）
为 １０时，检测质量浓度为 ２μｇ／ｍＬ，按本方法取样量
０．１ｇ计算，则定量限为２００μｇ／ｇ。

精密度试验：取 ２．１．２项下对照品溶液 １０μＬ，按
２．１．１项下色谱条件下连续进样测定６次，记录峰面积。
结果的 ＲＳＤ为０．５１％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取样品（批号为 １６０４２７）适量，按
２．１．２项下方法制备供试品溶液，共 ６份，按 ２．１．１项
下色谱条件测定，记录峰面积。结果的 ＲＳＤ为 ０．６１％
（ｎ＝６），表明该方法重复性良好。

加样回收试验：取样品（批号为 １６０４２７）适量，共
９份，分别精密加入质量浓度为０．５４００ｍｇ／ｍＬ的松香
酸对照品溶液 １．０，２．０，３．０ｍＬ，按 ２．１．２项下方法制
备供试品溶液，按 ２．１．１项下色谱条件进样测定，记录
色谱图，并计算加样回收率。结果见表１。
２．２ 成分确认

２．２．１ 试验条件

色谱条件：色谱柱为ＡｇｉｌｅｎｔＰｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣ－Ｃ１８柱
（５０ｍｍ×２．１ｍｍ，２．７μｍ）；流动相为 ０．１％甲酸－乙
腈（２８∶７２，Ｖ／Ｖ）；流速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为２４１ｎｍ；
柱温为２５℃；进样量为０．５μＬ。

质谱条件：正离子模式（ＥＳＩ＋）扫描；毛细管电压为
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取样量（ｇ）

０．１０３０
０．１０２５
０．１０３６
０．１０５４
０．１０５５
０．１０６８
０．１０３４
０．１０８２
０．１０８４

样品含量（ｍｇ）

１．１０１１
１．０９６２
１．１０８２
１．１２６８
１．１２７９
１．１４２０
１．１０５２
１．１５７１
１．１５８７

加入量（ｍｇ）

０．５４００
０．５４００
０．５４００
１．０８００
１．０８００
１．０８００
１．６２００
１．６２００
１．６２００

测得量（ｍｇ）

１．６４３２
１．６３４３
１．６４６１
２．２１１２
２．２１２７
２．２２１１
２．７２８２
２．７８３８
２．７７９２

回收率（％）

１００．３９
９９．６５
９９．６１
１００．４１
１００．４４
９９．９２
１００．１９
１００．４１
１００．０３

Ｘ（％）

１００．１２

ＲＳＤ（％）

０．３３

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝９）

Ａ．一级质谱 Ｂ．二级质谱
图２ 对照品溶液质谱图

Ａ．ＭＳ１ Ｂ．ＭＳ２

Ｆｉｇ．２ Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ａ．一级质谱 Ｂ．二级质谱
图３ 供试品溶液质谱图

Ａ．ＭＳ１ Ｂ．ＭＳ２

Ｆｉｇ．３ Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ

７

６

５

４

３

２

１

０ ｍ／ｚ

１００ １４０ １８０ ２２０ ２６０ ３００ ３４０ ３８０ ４２０ ４６０

Ａ

ｍ／ｚ

Ｂ

８

７

６

５

４

３

２

１

０

１００ １４０ １８０ ２２０ ２６０ ３００ ３４０ ３８０ ４２０ ４６０

ｍ／ｚ

１００ １４０ １８０ ２２０ ２６０ ３００ ３４０ ３８０ ４２０ ４６０

Ａ

ｍ／ｚ

Ｂ
１００ １４０ １８０ ２２０ ２６０ ３００ ３４０ ３８０ ４２０ ４６０

８

７

６

５

４

３

２

１

０

８

７

６

５

４

３

２

１

０

离子丰度 ／×１０５离子丰度 ／×１０４

离子丰度 ／×１０３ 离子丰度 ／×１０４

４．０ｋＶ；毛细管出口电压为１７５Ｖ；干燥气流速为８Ｌ／ｍｉｎ；
干燥气温度为 ３００℃；雾化器压力为３５ｐｓｉｇ；碰撞能量
为１５ｅＶ；扫描范围 ｍ／ｚ为１００～１０００。
２．２．２ 检测结果

取 ２．１．２项下对照品溶液、供试品溶液，按 ２．２．１
项下试验条件进样测定。结果见图２和图３。供试品溶液在
与对照品溶液相同保留时间处有相应离子峰，且一级质谱

与二级质谱与对照品溶液基本一致，ＥＳＩ＋扫描一级质谱
ｍ／ｚ３０３．２２犤Ｍ＋Ｈ犦＋，以 ｍ／ｚ３０３为母离子的二级质谱
ｍ／ｚ２５７．２２犤Ｍ－ＣＯＯＨ犦＋、１４９．１３犤Ｍ－ＣＯＯＨ－Ｃ６Ｈ６
（ＣＨ３）２犦＋、１２３．１１犤Ｍ＋Ｈ－ＣＯＯＨ－Ｃ６Ｈ６ＣＨ２ＣＨ（ＣＨ３）２犦＋。
阴性对照品溶液图谱中未见相同的质谱峰。

３ 讨论

枫香脂中松香酸检查项补充检验方法中，ＨＰＬＣ法
的流动相为乙腈 －四氢呋喃 －１％甲酸（３５∶２５∶４０，
Ｖ／Ｖ／Ｖ），本试验中采用 ０．１％甲酸 －乙腈（２８∶７２，
Ｖ／Ｖ），经预试验比较，后者组分简单经济，色谱峰形佳，
分离效果好，故选其为流动相。预试验中考察了不同品牌

的色谱柱犤包括 ＯｍｎｉＧｅｎｅＬＬＣＨｕｂｂｌｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），ＡｇｌｉｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），ＹＭＣＨｙｄｒｏｓｐｈｅｒｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）犦，流动相比例犤０．１％甲酸－乙腈牗２５∶７５，
３０∶７０，３５∶６５，Ｖ／Ｖ牘犦，柱温牗１７，２０，２３℃牘，波长牗２３９，
２４１，２４３ｎｍ牘，流速牗０．９，１．０，１．１ｍＬ／ｍｉｎ牘对检测结果
的影响，发现其中微小的变动对定性的结果影响不大，

但在柱温升高、乙腈比例加大时会降低分离度。

方法学考察结果表明，本研究中所建立ＨＰＬＣ法能
对风湿二十五味丸中松香酸成分进行有效检查，并采用

ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ法对检查出的阳性样品进一步确
认，可有效避免假阳性结果的出现。采用该方法对该厂

家的１３批样品进行检测，发现２０１８年前几乎全为松香
酸阳性样品，说明当枫香脂中松香酸检查项补充检验方

法发布后的短时间内，厂家并未意识到用其控制枫香脂

药材的质量，但在２０１８年后，该品种几乎均为松香酸阴
性样品，说明厂家已开始重视枫香脂药材的质量安全。
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