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摘要：目的 建立测定葛根定眩胶囊中黄曲霉毒素（ＡＦ）Ｇ２，Ｇ１，Ｂ２，Ｂ１含量的高效液相色谱－柱后光化学衍生法，并评价其安全性。方法 色谱柱

为 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８Ｇｅｍｉｎｉ柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 －乙腈 －水（４０∶１８∶４２，Ｖ／Ｖ／Ｖ），流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为
２５℃，检测器为荧光检测器，激发波长为 ３６５ｎｍ，发射波长为 ４５０ｎｍ，进样量为 １０μＬ。结果 葛根定眩胶囊 １个批次中检出 ＡＦＢ１，
ＡＦＢ２，ＡＦＧ２，含量分别为１．３９，０．１３，０．１０μｇ／ｋｇ，３个批次均未检出 ＡＦ。结论 该方法简便快捷，结果准确可靠，专属性强，灵敏度高，

可用于葛根定眩胶囊中 ＡＦＧ２，ＡＦＧ１，ＡＦＢ２，ＡＦＢ１的含量测定，且所检 ＡＦ残留量均符合药典规定。
关键词：高效液相色谱法；光化学衍生法；葛根定眩胶囊；黄曲霉毒素；含量测定
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葛根定眩胶囊由葛根、桂枝、生白芍、炙甘草、僵蚕、

羌活、川芎、钩藤、生姜９味中药组方，其主要功效为解
肌和营、疏风定眩，主治太阳经枢不利所致颈项强痛、头

痛、头晕目眩等症状。该制剂中含有僵蚕，２０２０年版《中
国药典（一部）》中收载的相关药材均涉及黄曲霉毒素

（ＡＦ）的检测。ＡＦ属呋喃香豆素的多环结构化合物，主
要由黄曲霉和寄生曲霉次级代谢产生犤１－２犦，ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，
ＡＦＧ１，ＡＦＧ２，ＡＦＭ１，ＡＦＭ２是 ＡＦ最常见的有毒衍生物，
其中毒性最强的是 ＡＦＢ１犤３犦。目前，检测 ＡＦ的方法有液
相色谱 －质谱联用法犤４－６犦、荧光分光光度法、高效液相

色谱法、免疫层析法、酶联免疫吸附法、高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）－柱后光化学衍生法等犤７－１５犦。其中ＨＰＬＣ－柱后
光化学衍生法简便快捷，且 ＡＦＢ１和 ＡＦＧ１经紫外线照
射即具有荧光性犤７犦，应用 ＨＰＬＣ荧光检测器就可完成检
测。本研究中建立了测定葛根定眩胶囊中 ＡＦ有毒衍生

物 ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１，ＡＦＧ２含量的 ＨＰＬＣ－柱后光化学
衍生法，并评价其安全性，为提高其质量标准提供参考。

现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ｗａｔｅｒｓ２６９５型高效液相色谱仪（美国Ｗａｔｅｒｓ公司），
配有 Ｗａｔｅｒｓ２６９５－２４７５型荧光检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ３型
色谱工作站；ＫＱ－５００ＴＤＢ型数控超声波清洗器（昆山
禾创超声仪器有限公司，功率为５００Ｗ，频率为８０ｋＨｚ）；
ＡＥ－１００型电子天平（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司，精度为
０．０００１ｇ）；ＡＦ免疫亲和柱（青岛普瑞邦生物工程有限
公司，批号为１７１１１７）。
１．２ 试药

葛根定眩胶囊（江苏省连云港市中医院院内制剂，

批号分别为２０２０１２０８，２０２１０６１８，２０２１０６１９，２０２１０６２０）；

·检验检测·
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有毒衍生物

ＡＦＢ１
ＡＦＢ２
ＡＦＧ１
ＡＦＧ２

回归方程

Ｙ１＝４８５４９Ｘ１－８６３１７
Ｙ２＝１５７７５９Ｘ２－７６６５４
Ｙ３＝２７４２７Ｘ３－２２６３０
Ｙ４＝１０４７５９Ｘ４－３８９８１

ｒ

０．９９９５
０．９９９９
０．９９９０
０．９９９０

线性范围

（ｐｇ）

１０．４０～５２．００
３．８０～１９．００
１０．８０～５４．００
３．８０～１９．００

检测限

（μｇ／ｋｇ）

０．０５
０．０８
０．０５
０．０８

定量限

（μｇ／ｋｇ）

０．１５
０．２０
０．１５
０．２０

精密度试验

３．４１
３．２３
１．６４
１．５３

重复性试验

４．１２
３．８１
２．２３
３．９２

稳定性试验

１．２５
１．１７
１．６０
０．７９

ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１，ＡＦＧ２混合对照品溶液（中国食品药
品检定研究院，批号为６１０００１－２０２００６，标示浓度依次
为１．０４，０．３８，１．０８，０．３８μｇ／ｍＬ）；甲醇、乙腈（色谱纯，
德国默克公司）；磷酸、氯化钠（分析纯，国药集团化学试

剂有限公司）；水为娃哈哈纯净水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件及系统适用性试验

色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８Ｇｅｍｉｎｉ柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：甲醇－乙腈－水（４０∶１８∶４２，Ｖ／Ｖ／Ｖ）；流
速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；检测器：荧光检测器；激发
波长：３６５ｎｍ；发射波长：４５０ｎｍ；进样量：１０μＬ。在此色
谱条件下，相邻色谱峰的分离度大于 １．５，阴性对照无
干扰。色谱图见图１。
２．２ 溶液制备

精密量取ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１，ＡＦＧ２混合对照品溶液
０．５ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，作为混
合标准品贮备液。精密量取混合标准品贮备液１ｍＬ，置
２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，即得ＡＦ混合标准
品溶液。取样品，倾出内容物，研细，取１５ｇ，精密称定，置
匀质瓶中，加氯化钠３ｇ，精密加入７０％甲醇溶液７５ｍＬ，
高速搅拌２ｍｉｎ，离心（转速为１２０００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ，精密
量取上清液 １５ｍＬ，置 ５０ｍＬ容量瓶中，加水稀释并定
容，摇匀，离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，取上清液 ２０ｍＬ，
过ＡＦ免疫亲合柱，加水２０ｍＬ洗脱，弃洗脱液，使空气
入柱，将水挤出，加适量甲醇洗脱，收集洗脱液，置２ｍＬ
容量瓶中，加甲醇稀释并定容，摇匀，０．４５μｍ微孔滤
膜滤过，取续滤液，即得供试品溶液。以甲醇为阴性

对照溶液。

２．３ 方法学考察

线性关系考察、检测限及定量限确定：精密吸取

２．２项下 ＡＦ混合标准品溶液 ５，１０，１５，２０，２５μＬ，按
２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以进样量（Ｘ，
ｐｇ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，结果
见表１。精密量取２．２项下ＡＦ混合标准品贮备液，以甲
醇逐级稀释，按 ２．１项下色谱条件进样测定，以信噪比
（Ｓ／Ｎ）为 ３时的响应强度浓度为检测限，以 Ｓ／Ｎ为
１０时的响应强度浓度为定量限。结果见表１。

精密度试验：取 ２．２项下混合标准品溶液适量，按
２．１项下色谱条件连续进样测定 ７次，记录峰面积。结
果见表１，表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为２０２１０６１９）样品２ｇ，
精密称定，共６份，精密量取 ２．２项下混合标准品溶液
０．４ｍＬ，依法制备供试品溶液，按 ２．１项下色谱条件
进样测定２次，记录峰面积。结果见表１，表明方法重复
性良好。

稳定性试验：取 ２．２项下供试品溶液适量，分别于
室温下放置 ０，１，２，４，８，１２ｈ时进样测定，并记录峰面
积。结果见表１，表明供试品溶液在１２ｈ内稳定。

加样回收试验：取不含 ＡＦ的阴性样品，倾出内容
物，研细，取１５ｇ，精密称定，置匀质瓶中，加氯化钠３ｇ，
精密加入 ７０％甲醇 ７５ｍＬ，搅拌 ２ｍｉｎ，离心（转速为
１２０００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ，精密量取上清液 １５ｍＬ，置 ５０ｍＬ
容量瓶中，分别精密加入混合标准品溶液１，２，３ｍＬ，按
２．２项下方法制备供试品溶液，按２．１项下色谱条件进
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１．ＡＦＧ２ ２．ＡＦＧ１ ３．ＡＦＢ２ ４．ＡＦＢ１
Ａ．混合标准品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照溶液

图１ 系统适用性试验高效液相色谱图

１．ＡＦＧ２ ２．ＡＦＧ１ ３．ＡＦＢ２ ４．ＡＦＢ１
Ａ．Ｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｓｙｓｔｅｍ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ
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表１ 方法学考察结果

Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ



５７

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年１２月５日 第３０卷第２３期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．２３牞Ｄｅｃｅｍｂｅｒ５牞２０２１

加入量（ｎｇ） 测得量（ｎｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

１５．０３２１
１５．２０１１
１５．０３７５
１５．２２８０
１５．２０７０
１４．９８８７
１５．１１００
１５．０７８０
１４．９９７３

ＡＦＢ１
２．０８
２．０８
２．０８
４．１６
４．１６
４．１６
６．２４
６．２４
６．２４

ＡＦＢ２
０．７６
０．７６
０．７６
１．５２
１．５２
１．５２
２．２８
２．２８
２．２８

ＡＦＧ１
２．１６
２．１６
２．１６
４．３２
４．３２
４．３２
６．４８
６．４８
６．４８

ＡＦＧ２
０．７６
０．７６
０．７６
１．５２
１．５２
１．５２
２．２８
２．２８
２．２８

ＡＦＢ１
１．９５
２．０１
２．１８
３．９７
４．０７
４．３０
６．００
５．９２
５．８８

ＡＦＢ２
０．７０
０．８９
０．６４
１．４８
１．５９
１．３０
２．１１
１．８７
１．９２

ＡＦＧ１
２．０１
２．３２
１．９５
４．１１
４．２９
３．８７
６．１０
５．９５
６．５２

ＡＦＧ２
０．６４
０．８８
０．７０
１．７３
１．３３
１．７５
１．９７
２．４１
２．０１

ＡＦＢ１
９３．７５
９６．６３
１０４．８１
９５．４３
９７．８４
１０３．３７
９６．１５
９４．８７
９４．２３

ＡＦＢ２
９２．１１
１１７．１１
８４．２１
９７．３７
１０４．６１
８５．５３
９２．５４
８２．０２
８４．２１

ＡＦＧ１
９３．０６
１０７．４１
９０．２８
９５．１４
９９．３１
８９．５８
９４．１４
９１．８２
１００．６２

ＡＦＧ２
８４．２１
１１５．７９
９２．１１
１１３．８２
８７．５０
１１５．１３
８６．４０
１０５．７０
８８．１６

ＡＦＢ１

９７．４５

ＡＦＢ２

９３．３０

ＡＦＧ１

９５．７０

ＡＦＧ２

９８．７６

ＡＦＢ１

４．０８

ＡＦＢ２

１２．３７

ＡＦＧ１

６．０２

ＡＦＧ２

１３．７８

批号

２０２０１２０８
２０２１０６１８
２０２１０６１９
２０２１０６２０

ＡＦＢ１
１．３９
－
－
－

ＡＦＢ２
０．１３
－
－
－

ＡＦＧ１
－
－
－
－

ＡＦＧ２
０．１０
－
－
－

表２ 加样回收试验结果牗ｎ＝９牘
Ｔａｂ．２ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝９）

取样量

（ｇ）

注：－为未检测到。
Ｎｏｔｅ：－ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｎｏＡＦｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄ．
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表３ 样品含量测定结果（μｇ／ｋｇ）
Ｔａｂ．３ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＡＦｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ（μｇ／ｋｇ）

样测定，并计算含量。结果见表２。
２．４ 样品含量测定

取样品（批号分别为２０２０１２０８，２０２１０６１８，２０２００６１９，
２０２１０６２０）适量，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，记录峰面积，并计算含量，结果
见表 ３。２０２０年版《中国药典（一部）》规定，ＡＦＢ１和
ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１，ＡＦＧ２总量的最高限量分别为５μｇ／ｋｇ
和１０μｇ／ｋｇ，故４批样品ＡＦ残留量测定结果均符合药
典规定。

３ 讨论

３．１ 检测方法选择

中药材和食品中ＡＦ检测方法主要有薄层层析法、
液相色谱法、酶联免疫吸附法、金标免疫层析检测技术、

质谱法等。葛根定眩胶囊由９味药材组方，成分复杂，其
中僵蚕属昆虫类药物，生物活性蛋白成分多，用常规的

薄层层析法及酶联免疫吸附法做定性检测，专属性不

强。ＨＰＬＣ－柱后光化学衍生法可定量快速检测；另外，
商品化的免疫亲合柱多，获取方便，方法简单，易验证和

确认，用于检测葛根定眩胶囊中 ＡＦ有毒衍生物的含
量，灵敏度高，特异性强，快捷准确。

３．２ 流动相和检测波长选择

ＡＦ为极性化合物，流动相以水为基础溶剂。曾考察
乙腈－水（５５∶４５，Ｖ／Ｖ）和甲醇－水（７０∶３０，Ｖ／Ｖ）２种
流动相对色谱分离效果的影响，均能有效洗脱和检测ＡＦ，
但以甲醇－乙腈－水（４０∶１８∶４２，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为流动相时

ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１，ＡＦＧ２４个成分均能做到基线分离，色谱
峰峰形尖锐、对称。以流动相为背景溶液，以荧光检测器

在１９０～６００ｎｍ波长范围内测定混合标准品溶液，结果
ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１，ＡＦＧ２最佳激发波长为３６０ｎｍ，ＡＦＧ１和
ＡＦＧ２在４５０ｎｍ波长附近有最大吸收，ＡＦＢ１和ＡＦＢ２在
４３０ｎｍ波长附近有最大吸收，最终选择激发波长为
３６０ｎｍ，发射波长为４５０ｎｍ。ＡＦＢ２和ＡＦＧ２荧光吸收较弱，借
助紫外衍生器（２５４ｎｍ）荧光吸收强度可提升１０倍以上。
３．３ 方法操作要点

ＡＦ性质相对稳定，标准品溶液和供试品溶液在
２．１项下色谱条件的响应稳定可靠，且考虑样品前处理
净化、富集是影响测定结果的主要因素，必要时可进行加

样回收试验。对于多数阴性样品或远低于限度的极弱阳性

样品，不必追究其真实含量和检测精密度；对于远超限度

的强阳性样品，可采用外标一点法予以定量控制。

３．４ 安全性评价

ＡＦ是一种剧毒物质，已被癌症研究机构划为一类
致癌物，适宜生长和产毒的条件为１０～４５℃，最适温度
为３０℃，相对湿度为８５％，要求药品在存储、运输过程
中要注意控制温度和相对湿度。需进行 ＡＦ检测的中药
材品种包括１５个种子果实类中药材（马钱子、使君子、
大枣、豆蔻等），２个根和根茎类中药材（远志、延胡索），
８个动物类中药材（水蛭、地龙、全蝎、蜈蚣、僵蚕、蜂房、
九香虫、土鳖虫）犤１６犦。本研究中仅 １个批次样品检出
ＡＦ有毒衍生物，其含量为 ＡＦＢ１１．３９μｇ／ｋｇ，ＡＦＢ２
０．１３μｇ／ｋｇ，ＡＦＧ２０．１０μｇ／ｋｇ，其他 ３个批次均未检
出。２０２０年版《中国药典（一部）》规定，ＡＦＢ１的最大限
量为 ５μｇ／ｋｇ，ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１，ＡＦＧ２总量不超过
１０μｇ／ｋｇ，符合药典规定，可为以僵蚕生药粉为原料的
中成药检查ＡＦ提供参考。
３．５ 方法评价

本研究中建立的方法简便快捷，结果准确可靠，专

属性强，灵敏度高，可用于葛根定眩胶囊的质量控制，且

所检测的ＡＦ残留量均符合药典标准。


