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高效液相色谱高效液相色谱 -- 原子荧光光谱联用法测定活血止痛胶囊中原子荧光光谱联用法测定活血止痛胶囊中 44种形态砷含量种形态砷含量**

朱 琼，方 静，钱晓翠，冯 璐，葛薇薇△

（江苏省泰州市药品检验院，江苏 泰州 225300）
摘要摘要：：目的 建立测定活血止痛胶囊中 4种形态砷含量的高效液相色谱 -原子荧光光谱联用法。方法 色谱条件，色谱柱为 Hamilton
PRP - X100柱（250 mm × 4. 1 mm，10 µm），流动相为 12 mmol / L的磷酸氢二铵［（NH4）2HPO4，用甲酸调 pH至 6. 0］，流速为 1. 0 mL / min，
进样量为 100 µL，载流液为 7% 盐酸溶液；氢化物发生参数，还原剂为含 1. 5% 硼氢化钾（KBH4）及 0. 5% 氢氧化钾（KOH）的水溶液，

负高压为 285 V，原子化器高度为 10 mm。原子荧光仪器参数，灯电流为 40 mA，载气流量为 300 mL / min，屏蔽器流量为 800 mL / min。
结果 三价砷（AsⅢ）、二甲基砷（DMA）、一甲基砷（MMA）、五价砷（AsⅤ）质量浓度分别在 5. 060～101. 2 ng / mL，5. 005～101. 1 ng / mL，
5. 020～100. 4 ng / mL，5. 035～100. 7 ng / mL 范围内与峰面积线性关系良好（r ≥ 0. 999 0），检测限分别为 0. 088，0. 131，0. 119，
0. 381 ng / mL，定量限分别为 0. 290，0. 432，0. 357，1. 143 ng / mL；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均小于 5%；平均加标回收

率分别为 95. 15%，96. 30%，95. 58%，96. 23%，RSD 分别为 2. 87%，1. 57%，2. 25%，3. 43%（n = 9）。结论 该方法操作简便，结果准确

可靠，可用于测定活血止痛胶囊中 4种形态砷的含量，同时为完善含砷风险高的中成药的质量标准提供技术参考。

关键词关键词：：活血止痛胶囊；高效液相色谱法；原子荧光光谱法；砷形态；含量测定

Determination of Four Forms of Arsenic in Huoxue Zhitong Capsules by High Perfor⁃
mance Liquid Chromatography - Atomic Fluorescence Spectrometry

ZHU Qiong，FANG Jing，QIAN Xiaocui，FENG Lu，GE Weiwei
（Taizhou Food and Drug Inspection Institute，Taizhou，Jiangsu，China 225300）

AbstractAbstract：：Objective To establish method for the determination of four forms of arsenic in Huoxue Zhitong Capsules by high
performance liquid chromatography - atomic fluorescence spectrometry. Methods The chromatographic conditions were as follows：
the chromatographic column was Hamilton PRP - X100 column（250 mm × 4. 1 mm，10 µm），the mobile phase was 12 mmol / L
diammonium phosphate［（NH4）2HPO4，pH was adjusted to 6. 0 with formic acid］，the flow rate was 1. 0 mL / min，the injection
volume was 100 µL，and the carrier liquid was 7% hydrochloric acid solution. The parameters of hydride generation were as follows：
the reducing agent was an aqueous solution containing 1. 5% potassium borohydride （KBH4） and 0. 5% potassium hydroxide
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（KOH），the negative high voltage was 285 V，and the highness of atomizer was 10 mm. The atomic fluorescence instrument
parameters were as follows：lamp current was 40 mA，carrier gas flow was 300 mL / min，shielding flow was 800 mL / min. Results The
mass concentrations of trivalent arsenic（AsⅢ），dimethylarsenic（DMA），monomethylarsenic（MMA） and pentavalent arsenic（AsⅤ）

exhibited good linear relationship with peak areas within the range of 5. 060 - 101. 2 ng / mL，5. 005 - 101. 1 ng / mL，5. 020 -
100. 4 ng / mL and 5. 035 - 100. 7 ng / mL，respectively（r ≥ 0. 999 0）. The limits of detection were 0. 088，0. 131，0. 119 and
0. 381 ng / mL，respectively. The limits of quantitation were 0. 290，0. 432，0. 357 and 1. 143 ng / mL，respectively. the RSD values
for precision，stability and repeatability test were less than 5%. The average spiked recovery rates were 95. 15%，96. 30%，95. 58%
and 96. 23%，with RSD values were 2. 87%，1. 57%，2. 25%，3. 43%，respectively （n = 9）. Conclusion This method is simple，
accurate and reliable，which can be used to determine the content of four forms of arsenic in Huoxue Zhitong Capsules，and
provide technical reference for improving the quality standard of Chinese patent medicines with high risk of arsenic.
Key wordsKey words：：Huoxue Zhitong Capsule；high performance liquid chromatography；atomic fluorescence spectrometry；arsenic speciation；
content determination

活血止痛胶囊由当归、三七、醋乳香、冰片、土鳖

虫、煅自然铜等中药组方，有活血散瘀、消肿止痛功效，

该制剂现行质量标准检查项下“重金属及有害元素”仅

对砷元素的总量进行了限制，但尚未对其不同形态进

行深入研究［1 - 2］。砷元素有多种形态，包括砷甜菜碱

（AsB）、砷胆碱（AsC）、一甲基砷（MMA）、二甲基砷

（DMA）、三价砷（AsⅢ，即亚硝酸根）和五价砷（AsⅤ，即

硝酸根）。其中前两者无毒，而MMA与DMA有微毒性，

AsⅢ和AsⅤ则有强烈毒性［3 - 6］。为了更准确、全面地评

估活血止痛胶囊的质量，本研究中建立了同时测定制

剂中 4种有毒形态砷的高效液相色谱 -原子荧光光谱

联用（HPLC - AFS）法。现报道如下。

1 仪器与材料

1. 1 仪器

SAP - 20型液相色谱 - 原子荧光光谱联用仪（北

京吉天仪器有限公司）；Milli - Q Element超纯水仪（美

国 Millipore公司）；XPE105型电子天平（梅特勒托利多

科技 < 中国 > 有限公司，精度为 0. 1 mg）；PHS - 3C型

酸度计（上海雷磁仪电科学仪器股份有限公司）。

1. 2 试药

活 血 止 痛 胶 囊（A 企 业 ，批 号 分 别 为 200509，
201203；B企业，批号分别为 200925，201002，210202，
210206；对照品（标准物质）MMA，DMA，AsⅢ，AsⅤ［中

国计量科学研究院，批号分别为 2012，2101，21071，
2104，质量分数以砷计分别为（25. 1 ± 0. 8）µg / g、52. 9µg / g、
75. 7 µg / g、（17. 5 ± 0. 4）µg / g；试剂均为分析纯，水为

超纯水。

2 方法与结果

2. 1 试验条件

色 谱 条 件 ：色 谱 柱 为 Hamilton PRP - X100 柱

（250 mm × 4. 1 mm，10 µm）；流动相为 12 mmol / L磷

酸氢二钠［（NH4）2HPO4，用甲酸调 pH至 6. 0］；流速为

1. 0 mL / min；进样量为100 µL；载流液为7%盐酸溶液。

氢化物发生参数：还原剂为含 1. 5%硼氢化钾

（KBH4）与含 0. 5%氢氧化钾（KOH）的水溶液；负高压

为285 V，原子化器高度为10 mm。
原子荧光仪器参数：灯电流为 40 mA；载气流量为

300 mL / min，屏蔽器流量为800 mL / min。
2. 2 溶液制备

混合对照品溶液：分别称取 4种对照品适量，精密

称定，至25 mL容量瓶中，加水定容，制成含AsⅢ，DMA，
MMA，AsⅤ分别为 1 012，1 001，1 004，1 007 µg / mL的
混合对照品溶液。

供试品溶液：取样品内容物 0. 5 g，过 3号筛，精密

称定，精密加入硝酸人工胃液（稀硝酸 32. 8 mL，加水约

800 mL及人工胃蛋白酶10 g，摇匀，加水稀释至1 000 mL）
适量，置 37 ℃水浴中加热约 24 h，取出，摇匀，放置 2 h，
取上清液，用一次性双层滤膜（10 µm + 0. 45 µm）滤过，

取续滤液，即得。

加标供试品溶液：取供试品溶液适量，加入混合对

照品溶液，即得。

2. 3 方法学考察

系统适用性试验：取 2. 2项下混合对照品溶液和供

试品溶液，按 2. 1项下试验条件进样测定，记录峰面积。

结果对于AsⅢ和AsⅤ，供试品溶液色谱在与混合对照

品溶液色谱相同保留时间处有相应色谱峰，理论板数

按 AsⅢ峰计应大于 3 000，各色谱峰分离度均大于

1. 5。详见图1。
线性范围和检测限、定量限考察：精密吸取 2. 2项

下混合对照品溶液适量，加水稀释，分别制成含 AsⅢ
5. 060，10. 12，20. 24，80. 96，101. 2 µg / mL，DMA 5. 005，
10. 01，20. 02，80. 08，101. 1 µg / mL，MMA 5. 020，10. 04，
20. 08，80. 32，100. 4 µg / mL，AsⅤ 5. 035，10. 07，20. 14，
80. 56，100. 7 µg / mL的系列混合对照品溶液，按 2. 1项
下试验条件进样测定，记录峰面积。以待测成分质量浓

度（X，ng / mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性
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回归。另取混合对照品溶液适量，同法进样，分别以信

噪比为 3∶1和 10∶1时待测成分质量浓度为检测限和定

量限。结果见表1。
精密度试验：取 2. 2项下混合对照品溶液适量，按

2. 1项下试验条件连续进样测定 6次，记录峰面积。结果

AsⅢ，DMA，MMA，AsⅤ峰面积的 RSD分别为 1. 23%，

1. 21%，1. 12%和1. 52%（n = 6），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密吸取 2. 2项下同一加标供试品溶

液，分别于室温放置0，2，4，8，12，24 h时按2. 1项下试验

条件进样测定，记录峰面积。结果的RSD均小于5%（n = 6），
表明供试品溶液室温放置24 h内基本稳定。

重复性试验：取样品（批号为200509）内容物0. 5 g，
过 3号筛，6份，精密加入混合对照品溶液 0. 5 mL，按
2. 2项下方法制备供试品溶液，精密称定，按 2. 1项下试

验条件进行测定，记录峰面积，并计算样品含量。结果

DMA，MMA，AsⅢ，AsⅤ含量的 RSD分别为 2. 52%，

2. 11%，2. 23%，3. 10%（n = 6），表明方法重复性良好。

加标回收试验：取已知含量样品（批号为200509）内
容物适量，分别加入不同质量浓度的对照品溶液，每个浓

度平行3次，按2. 2项下方法制备供试品溶液，按2. 1项下

试验条件进样测定，记录峰面积。结果见表2。
2. 4 样品测定

取不同企业、不同批次 6批样品，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，记录

U / mV1 280
1 024
768
512
256

3 6 9 12 15
t / min

1

2 3

4

A
U / mV640
512
384
256
128

3 6 9 12 15
t / min

1 4

B
1. AsⅢ 2. DMA 3. MMA 4. AsⅤ
A. 混合对照品溶液 B. 供试品溶液

图1 高效液相色谱图

1. AsⅢ 2. DMA 3. MMA 4. AsⅤ
A. Mixed reference solution B. Test solution

Fig. 1 HPLC chromatograms

表1 线性关系考察结果

Tab. 1 Results of the linear relation test

待测成分

AsⅢ
DMA
MMA
AsⅤ

回归方程

Y1 = 2 227. 8X1 - 2 797
Y2 = 1 545. 5X2 - 312. 6
Y3 = 1 792. 4X3 - 334. 9
Y4 = 747. 6X4 - 2 374. 3

r

0. 999 8
0. 999 3
0. 999 3
0. 999 0

线性范围（ng / mL）
5. 060～101. 2
5. 005～101. 1
5. 020～100. 4
5. 035～100. 7

检测限（ng / mL）
0. 088
0. 131
0. 119
0. 381

定量限（ng / L）
0. 290
0. 432
0. 357
1. 143
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表2 加标回收试验结果（n = 9）
Tab. 2 Results of the recovery test（n = 9）

待测成分

AsⅢ

MMA

DMA

AsⅤ

取样量（g）
0. 508 1
0. 501 7
0. 516 3
0. 508 2
0. 510 9
0. 507 2
0. 508 9
0. 501 3
0. 503 2
0. 508 1
0. 501 7
0. 516 3
0. 508 2
0. 510 9
0. 507 2
0. 508 9
0. 501 3
0. 503 2
0. 508 1
0. 501 7
0. 516 3
0. 508 2
0. 510 9
0. 507 2
0. 508 9
0. 501 3
0. 503 2
0. 508 1
0. 501 7
0. 516 3
0. 508 2
0. 510 9
0. 507 2
0. 508 9
0. 501 3
0. 503 2

样品含量（µg）
0. 146 9
0. 145 0
0. 149 3
0. 146 9
0. 147 7
0. 146 6
0. 147 1
0. 144 9
0. 145 5
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0. 529 4
0. 522 8
0. 538 0
0. 529 5
0. 532 4
0. 528 5
0. 530 3
0. 522 4
0. 524 3

加入量（µg）
0. 100 0
0. 100 0
0. 100 0
0. 150 0
0. 150 0
0. 150 0
0. 300 0
0. 300 0
0. 300 0
0. 100 0
0. 100 0
0. 100 0
0. 150 0
0. 150 0
0. 150 0
0. 300 0
0. 300 0
0. 300 0
0. 100 0
0. 100 0
0. 100 0
0. 150 0
0. 150 0
0. 150 0
0. 300 0
0. 300 0
0. 300 0
0. 400 0
0. 400 0
0. 400 0
0. 600 0
0. 600 0
0. 600 0
0. 800 0
0. 800 0
0. 800 0

测得量（µg）
0. 239 1
0. 238 1
0. 242 2
0. 284 5
0. 294 6
0. 294 1
0. 442 5
0. 432 4
0. 433 0
0. 094 5
0. 097 5
0. 096 5
0. 142 9
0. 147 9
0. 147 5
0. 286 1
0. 287 1
0. 284 7
0. 098 10
0. 097 92
0. 095 32
0. 146 9
0. 137 9
0. 139 8
0. 284 7
0. 286 1
0. 286 6
0. 896 3
0. 895 4
0. 901 7
1. 122 1
1. 120 3
1. 120 0
1. 320 5
1. 311 8
1. 304 5

回收率（%）

92. 20
93. 10
92. 90
91. 73
97. 93
98. 33
98. 47
95. 83
95. 83
94. 50
97. 50
96. 50
95. 27
98. 60
98. 33
95. 37
95. 70
94. 90
98. 10
97. 92
95. 32
97. 93
91. 93
93. 20
94. 90
95. 37
95. 53
91. 72
93. 15
90. 92
98. 77
97. 98
98. 58
98. 78
98. 68
97. 52

X（%）

95. 15

96. 30

95. 58

96. 23

RSD（%）

2. 87

1. 57

2. 25

3. 43
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峰面积，计算样品含量。结果见表3（-为未检出）。

可见，不同企业样品的测定结果存在差异。6批样

品均未检出DMA和MMA。A企业样品中均检出AsⅢ和

AsⅤ，含量相对稳定，B企业样品中 2批次检出AsⅢ和

AsⅤ，2批次仅检出AsⅤ，且不同批次间含量差异较大。

分析原因，可能与该中成药的制作工艺和药材本身生

长环境的差异有关。

3 讨论

3. 1 样品提取方式选择

调研可知，砷形态样品测定的提取方法主要有水

提取、酸提取、超声提取、微波提取等，预试验中均做了

考察，结果几种方法均能将样品中的不同形态砷提取

完全，单一的水提取、超声提取时间太长，样品中的As
Ⅲ和AsⅤ会发生转变，影响测定结果；微波提取也会破

坏砷形态的存在方式，考虑到提取效率及样品的稳定

性，因此最终确定“人工胃液 +超声”的方式。

3. 2 色谱条件选择

样品中 4种形态砷的分离主要采用阴离子色谱柱，

流动相采用磷酸氢二铵系统，预试验中通过采用甲酸、

乙酸、三氟乙酸调节 pH，最终确定甲酸调 pH至 6. 0能
将 4种砷形态完全分离，且仅需等度条件就能在 15 min
内出峰完全，整个测定过程中，系统稳定，磷酸氢二铵

的浓度仅为 12 mmol / L，降低了盐的使用量，避免液相

系统由于盐积累太多堵塞管路。

3. 3 展望

本研究中以中成药活血止痛胶囊为载体，建立了

同时测定 4种有毒形态砷的HPLC - AFS法，经过初步

方法学验证，符合测定要求。2020年版《中国药典》收载

的砷形态测定方法为高效液相色谱 -电感耦合等离子

体质谱联用（HPLC - ICP - MS）法［7］，HPLC - AFS法可

作为药品中砷形态测定方法的补充，后法同样具有灵

敏度高、检测限低的特点，且该测定法操作简便，所用

仪器价格便宜，可降低制药企业的检测成本［8 - 11］。国家

药典委员会网站通知显示，AFS法将收录在 2025年版

《中国药典》中，本研究也为HPLC - AFS纳入 2030年版

《中国药典》做了铺垫。然而，本研究中仅对砷形态采用

该方法进行了研究，后期将对汞、铬、硒等的形态进行

进一步探讨［12 - 16］。

参考文献

［1］国家药典委员会 . 中华人民共和国药典（四部）［M］. 北京：

中国医药科技出版社，2020：236.
［2］国家药典委员会 . 中华人民共和国药典（一部）［M］. 北京：

中国医药科技出版社，2020：1394.
［3］刘 洋，陈绍占，刘丽萍，等 . 高效液相色谱 - 电感耦合等

离子体质谱法分析尿中 6 种砷形态［J］. 分析测试学报，

2023，42（2）：227 - 232.
［4］杨 欢，许 萍，李洪艳，等 . 液相色谱–原子荧光光谱联

用分析不同种类稻米中 4种砷形态含量［J］. 粮油食品科技，

2023（6）：28 - 34.
［5］刘正华，李忠海 . HPLC - AFS法测定水产品中 4种砷形态［J］.

食品与机械，2023，39（8）：66 - 70.
［6］张妮娜，陈绍占，刘丽萍，等 . 液相色谱 - 氢化物发生 - 原

子荧光光谱法测定干制食用菌中 5种砷形态［J］. 食品安全

质量检测学报，2022，13（10）：3252 - 3258.
［7］方 静，朱 琼，蔡 鹏，等 . 活血止痛胶囊砷形态的分析［J］.

中成药，2020，42（11）：3007 - 3010.
［8］林燕奎，李 勇，王丙涛，等 . 液相色谱 - 原子荧光光谱联

用检测海产品中不同形态砷的研究［J］. 中国卫生检验杂志，

2009，19（9）：1955 - 1958.
［9］祖文川，汪 雨，刘 聪，等 . 高效液相色谱 - 原子荧光光

谱联用技术分析 6种植物源性中药中砷的形态［J］. 分析试

验室，2016，35（1）：82 - 85.
［10］赖长鸿，刘亚玲，贺鸿志，等 . 无机三价砷对生菜的生态

毒性及其生物积累［J］. 农业环境科学学报，2015，34（5）：

831 - 836.
［11］陈绍占，杜振霞，刘丽萍，等 . 高效液相色谱 - 电感耦合等

离子质谱法分析雄黄在大鼠脏器中代谢的砷形态［J］.
分析化学，2014，42（3）：349 - 354.

［12］PENG CN，ZHOU JT，LI C，et al. Research progress on
speciationanalysis of arsenic in traditionalChinesemedicine［J］.
Open Chemistry，2022，20（1）：23 - 39.

［13］ZOPA S，MICHALSKI R. Simultaneous Determination of
Inorganic Forms of Arsenic，Antimony，and Thallium by HPLC -
ICP - MS［J］. Spectroscopy，2015，30（2）：54.

［14］HUANG QQ，BAO QQ，WU CY，et al. Carbon dots derived
from Poria cocos polysaccharide as an effective ″ on - off ″
fluorescence sensor for chromium（Ⅵ）detection［J］. J Pharm
Anal，2022，12（1）：104 - 112.

［15］MARQUES CV，KELLY SBJ，OLIVEIRA MW，et al. Infrared
radiation - assisted thermochemical vapor generation for
mercury speciation by atomic absorption spectrometry［J］.
Journal of Analytical Atomic Spectrometry，2023（9）：38.

［16］FILIPPINI T，FAIRWEATHER - TAIT S，VINCETI M.
Selenium and immune function：a systematic review and meta -
analysis of experimental human studies［J］. American Journal
of Clinical Nutrition，2023（1）：117.

（收稿日期：2024 - 02 - 26；修回日期：2024 - 11 - 29）

表3 样品中4种砷形态测定结果（mg / kg，n = 3）
Tab. 3 Determination results of four arsenic species in samples

（mg / kg，n = 3）

批号

200509
201203
200925

AsⅢ
0. 289 1
0. 371 1
-

DMA
-
-
-

MMA
-
-
-

AsⅤ
1. 042 0
1. 301 9
0. 433 4

批号

201002
201202
210206

AsⅢ
-

0. 368 3
0. 453 2

DMA
-
-
-

MMA
-
-
-

AsⅤ
0. 484 5
1. 487 6
1. 622 0
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