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摘要# 目的!通过 Ĝ AS结合AS+FCIFC法快速检测穿山甲8&*32K@?&)&中掺加的 "# 种黄色色素 "柠檬黄’ 日落黄’
酸性橙 "(’ 栀子黄’ 碱性嫩黄j’ 碱性橙 #"’ 碱性橙 #’ 酸性橙 #’ 皂黄’ 碱性橙 ##’ 酸性嫩黄 L’ 奶油黄#& 方法
!穿山甲 4(!甲醇提取液的 Ĝ AS分析采用@N01768̂>R>3M711"#( -SS"’色谱柱 ""(( ..h%H* ..% #H4 (.% 亚 $ (.
核壳填料#( 以甲醇+乙酸铵为流动相% 梯度洗脱( 柱温 %( i( 体积流量 "H( .AI.06( 检测波长 %)( 6.& 再通过 AS+
FCIFC法进行验证& 结果!各色素在各自范围内均呈良好的线性关系 "’&(H,,, (#% 平均加样回收率 4*H,! ‘
"($H4!% ?Co#H(!‘,H)!& *( 批样品中有 " 批掺加了栀子黄& 结论!该方法准确灵敏% 可用于快速检测穿山甲中
掺加的黄色色素&
关键词! 穿山甲( 黄色色素( Ĝ AS( AS+FCIFC
中图分类号! ?#’%H"!!!!!文献标志码! @!!!!!文章编号! "(("+")#’"#("4#($+())*+()
!"#!"(H$,*,IJ&0336&"(("+")#’H#("4H($H(#%

;()#!!&+&’3#0(+#"0"-+P&46&T&44"P)#Q3&0+.(!*4+&’(+&!#0(9#3"CFD9B9 1T
/[C<,"31#0&!P#+%C<7>:X>:

SG-DA06"% !c-DO0/+Z06#% !ABQa0/>+Z0/>#% !A-Bp0#!% !KG@DL?>6N"!

"!"X?&*<6+*< -.&’)&/$?(3/&4=*3>$’23(0% X?&*<N.+? H!CCCY% 7.3*&( D"X?&*<6+*< -’+>3*/3&4U*2(3(?($,+’#’?< 7+*(’+4% X?&*<N.+? H!C!AC%

7.3*&#

E?FG@;A:! 8&*32K@?&)&( X711>:T0N.7683( Ĝ AS( AS+FCIFC

!!穿山甲 8&*32K@?&)& 在我国被列为二级重点
保护野生动物% 通常取其鳞片经炮制加工成炮山甲
和醋山甲饮片% 具有活血通络’ 下乳消肿的功效%
疗效确切)"* & 但其物种稀少% 并且难以进行人工
饲养% 故价格昂贵&

药材色泽是判定其质量的重要指标之一% 近年
来在经济利益的诱惑下% 不法分子将质量差的药材
通过非法染色美化后冒充优质品出售% 如在西红
花’ 蒲黄’ 黄芩等中药材中经常发现非法添加日落
黄’ 金胺j’ 酸性橙%等色素)#+%* & 穿山甲经炮制
加工后% 优质的饮片呈黄色或金黄色% 色泽鲜艳%
目前其质量控制主要为真伪鉴别与有效成分分
析))+** % 尚无关于非法染色的研究% 故亟需建立穿
山甲中非法添加色素的检测方法&

文献 )#+%* 报道的对中药材非法添加色素的
检测方法主要是 Ĝ AS法% 常采用粒径为 ) (.的
色谱柱% 无法在短时间内实现多种成分同时快速分
析& 根据色谱速率理论% 减小填料粒径是提高柱效
最有效的方法% 如亚 # (.色谱柱% 但随着填料粒
径减小% 柱压显著增高% 需要专门设备 "如 Q̂+
AS# 才能使用& 随着色谱填料技术日新月异的发
展% 以高柱效和低柱压为出发点% 核+壳填料技术
将一层多孔外壳熔融到实心硅胶核% 形成核壳颗粒
填料% 减小了纵向扩散路径与传质阻抗% 使色谱峰
展宽减小% 柱效显著增加% 尤其是亚 $ (.色谱
柱% 不仅具有与多孔亚 # (.色谱柱相当的分离性
能% 并且其柱压仅相当于后者的一半% 可广泛应用
于 Ĝ AS系统% 成为近年来高通量液相色谱分析方
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法的研究热点)4+,* & 因此% 本实验选择在中药材中
常检出的 % 种黄色合成色素 "柠檬黄’ 日落黄’
酸性橙%’ 碱性嫩黄j# 及其他易滥用的 ’ 种黄色
色素作为研究对象% 采用亚 $ (.核壳填料色谱柱
建立穿山甲中各非法添加色素同时快速检测的
Ĝ AS方法% 并结合AS+FC法% 对阳性样品作进一
步定性确证&
HI方法
"H"!仪器与试剂!@̂B))(( 质谱仪 "美国@[C<0+
7Z公司#( c/87R3#*,) Ĝ AS色谱仪% 配置 ô@检
测器 "美国 c/87R3公司#( Ŝ##)o十万分之一电
子天平’ [̂+"( Ĝ计 "德国 C/R8>R0P3公司#( F01+
10T>R7F0110s纯水机等& 柠檬黄 "批号 "%(("#’ 日
落黄 "批号 "%(("#’ 栀子苷 "批号 ")),## 购自
中国计量科学研究院( 碱性嫩黄j "批号 $"#($#’
酸性橙 # "批号 #"""*# 购自德国 oR&-MR7638>R=7R
L.UG公司( 藏花素 "批号 #̂,C*E$’)4#’ 酸性嫩
黄 L " 批 号 pp")(,’ #’ 酸 性 橙 "( " 批 号
C",(’’#’ 奶油黄 "批号 S")"%(#’ 皂黄 "批号
@@"4)#4# 购自上海源叶生物科技有限公司( 碱性
橙 #" "批 号 F$(4b()( #’ 碱 性 橙 ## "批 号
((#(L()*#’ 碱性橙 # "批号 So@E+’((#’# 购自
上海安谱科学仪器有限公司& 甲醇’ 乙酸铵均为色
谱纯( 冰醋酸为分析纯( 水为超纯水& *( 批穿山
甲来自 #(") 年国家中药材及饮片专项任务% 经广
东省药品检验所林锦峰副主任中药师鉴定为鲮鲤科
动物穿山甲的干燥鳞甲&
"H#!对照品溶液制备!精密称取各色素对照品
"( .N% 置于 #( .A量瓶中% 甲醇溶解并定容% 配
制成 )(( (NI.A各成分贮备液& 临用时量取适量%
用初始比例流动相配制成 )(’ "(’ )’ "H)’ (H#)’
(H" (NI.A对照品溶液&
"H$!供试品溶液制备!样品经碾碎后% 精密称取
"H( N% 置于 )( .A带盖聚丙烯离心管中% 加入
"( .A4(! 甲醇% 称定质量% 超声 " %’( c’
%( ]G2# 提取 ") .06% 冷却至室温% 加水补足减失
的质量% % ((( RI.06 离心 ) .06% 取上清液
(H) .A% 加入 " .A水溶液% 混合均匀% (H%) (.
聚四氟乙烯滤膜过滤% 滤液进 Ĝ AS检测& 检出阳
性成分的供试品溶液用水溶液稀释至与对照品溶液
相当% 过 (H## (.聚四氟乙烯滤膜% 滤液进 AS+
FCIFC检测&
"H%!Ĝ AS条件!@N01768̂>R>3M711"#( -SS"’色谱
柱 ""(( ..h%H* ..% #H4 (.#( 柱温 %( i( 体

积流量 "H( .AI.06( 进样量 #( (A( 检测波长
%)( 6.( 流动相甲醇 "@# +#( ..>1IA乙酸铵
"[% 冰醋酸调 TG至 )H$#% 梯度洗脱 "( ‘$ .06%
"(! ‘$’!@( $ ‘* .06% $’! ‘*#!@( * ‘
, .06% *#!‘4*!@( , ‘"( .06% 4)! ‘,(!@(
"( ‘"# .06% ,(!@( "# ‘"$ .06% ,(! ‘"(!@(
"$ ‘"* .06% "(!@#&
"H)!AS+FCIFC条件!@N01768̂>R>3M711"#( -SS"’
色谱柱 " "(( ..h#H" ..% #H4 (.#( 柱温
%( i( 体积流量 (H$ .AI.06( 进样量 ) (A( 流动
相甲醇 "@# +) ..>1IA乙酸铵 "[#% 梯度洗脱
"( ‘$ .06% "(!‘$’!@( $ ‘* .06% $’! ‘*#!
@( * ‘, .06% *#! ‘4*!@( , ‘"( .06% 4)! ‘
,(!@( "( ‘"# .06% ,(!@( "# ‘"$ .06% ,(! ‘
"(!@( "$ ‘"* .06% "(!@#( 电喷雾离子源
"-CBg# 负离子模式( 检测方式FC# 全扫描% 扫描
范围)PN)( ‘" (((( 气帘气 #4)H’ ] /̂( 碰撞气
*#H( ] /̂( 离子喷射电压 g% )(( _( 离子温度
)(( i( 离子气 " e))’ # e))& 参数见表 "&

表 HIC<7>:X>:参数
$(1OHIC<7>:X>:)(’(3&+&’.

化合物 定性离子对"s" Is$#)IN 锥孔电压I_ 碰撞能I_

藏花素 ,4)H%I$#4H$ g,( g")’g%)

JI结果
#H"!效能分析!在相同流动相体系下% 选择分离
性能优异的 @S-S"’ 色谱柱 "#)( ..h%H* ..%
) (.# 作为传统 ) (.色谱柱代表% 考察 ) (.’
亚 $ (.色谱柱对 "# 种色素的分离情况% 色谱图
见图 "& 由图可知% ) (.色谱柱@S-S"’完成各成
分分离需要 %( .06% 并且酸性橙 # 与皂黄未能完全
分离( 亚 $ (.色谱柱 @N01768̂>R>3M711"#( -SS"’
""(( ..h%H* ..% #H4 (.# 分离性能更优异%
只需 "* .06 即可实现所有成分分离% 分离度均大
于 "H)% 节省了约 *(!的分析时间和溶剂&
#H#!线性关系考察!取系列对照品溶液% 在
+#H%, 项色谱条件下进样& 以溶液质量浓度为横
坐标 ":#% 峰面积为纵坐标 "F# 进行线性回归%
结果见表 #% 可知各色素在各自范围内线性关系均
良好&
#H$!检出限和定量限!取标准曲线最低质量浓度
点溶液% 用初始比例流动相稀释% 根据对照品溶液
CIDf$ 计算检出限% CIDf"( 计算定量限% 结果
见表 #&
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" ‘"#H"# 种色素
" g"#&9:71W7T0N.7683

图 HI对照品溶液 $HOV %QX3C& 色谱图
2#QOHI<%’"3(+"Q’(3."-’&-&’&0,&.*1.+(0,&."4*+#"0

$HOV %QX3C&

表 JIHJ 种色素线性关系
$(1OJIC#0&(’’&4(+#"0.%#)."-+P&46&)#Q3&0+.

色素 线性方程 ’
检出限I

"(N.Ng"#

定量限I

"(N.Ng"#
柠檬黄 Ff%4 ((4:g# ’($ (H,,, " "H( $H(
日落黄 Ff$" ,’’:g" $(" (H,,, # (H* "H’
酸性橙 "( Ff"% )%,:g%)) (H,,, $ "H( $H(
栀子黄 Ff4( *’):g% #," (H,,, $ (H* "H’
碱性嫩黄jFf"4’ #"":g4 ((4 (H,,, " (H) "H)
碱性橙 #" Ff$( "’’:g# #)$ (H,,, " (H* "H’
碱性橙 # Ff$, $4,:g$ %)$ (H,,, # (H* "H’
酸性橙 # Ff%) #,):g$ *($ (H,,, # (H* "H’
皂黄 Ff#* $%(:g" #*4 (H,,, " (H4 #H$
碱性橙 ## Ff$$ ’,4:g" (#* (H,,, ( (H’ #H)
酸性嫩黄LFf") #,’:g4’" (H,,, # "H( $H(
奶油黄 Ff$" ,)$:q"*" (H,,, , (H, $H(

#H%!加样回收率试验!取阴性样品约 " N% 加入对
照品溶液适量% 按 +#H$, 项下方法处理% 制成低
"(H$ (NI.A#’ 中 ""H4 (NI.A#’ 高"*H4 (NI.A#
$ 个质量浓度水平% 每个水平 ) 份% 在 +#H%, 项
色谱条件下进样& 结果% "# 种色素的平均加样回
收率 4*H,!‘"($H4!% ?Co#H(!‘,H)!&
#H)!精密度试验!取 "H) (NI.A对照品溶液% 连
续进样 * 次% 测得各色素峰面积 ?Co(H#!‘
"H#!% 表明仪器精密度良好&
#H*!Ĝ AS法检测!在 +#H%, 项色谱条件下对 *(
批样品进行初步检测% 发现有 " 批可能掺加了色
素% 其紫外可见吸收光谱图与文献 )"(+"#* 报道
的栀子黄色素极为相似& 具体见图 #&

同时% 在 #%( 6.波长下检测出栀子苷 "图
$#& 文献 )"$+")* 报道% 栀子黄色素是一种从栀
子果实中提取的天然色素% 藏花素是其主要成分%

因栀子苷会影响栀子黄色素的显色效果% 故在色素
提取过程中需进行纯化精制% 以除掉该成分& 由此
推测% 不法分子为了节约成本% 可能采用栀子进行
非法染色&

注! 外面大图是液相色谱图% 里面小图是紫外可见吸收 "Q_+

_03# 光谱图
"&栀子黄
"&<R><06

图 JI栀子黄液相色谱图与紫外可见吸收 $Bf7f#.& 光
谱图

2#QOJIC<,%’"3(+"Q’(3.(0!Bf7f#..)&,+’( "-,’",#0

注! 外面大图是液相色谱图% 里面小图是紫外可见吸收 "Q_+

_03# 光谱图
"&栀子苷
"&N/RV76>30V7

图 KI栀子苷液相色谱图与紫外可见吸收 $Bf7f#.& 光谱图
2#QOKIC<,%’"3(+"Q’(3.(0!Bf7f#..)&,+’( "-Q(’!&7

0".#!&

#H4!AS+FCIFC 法验证!穿山甲成分复杂% 故需
结合AS+FCIFC法对检测结果进行验证& 本实验采
用定性能力更强的离子全扫描二级质谱模式进行检
测% 因受样品中目标成分浓度及基质的影响% 难以
采用全谱进行定性评价% 故在相同分析条件下% 通
过样品与对照品比较% 寻找是否具有相同特征碎片
离子峰的方式&

栀子黄质谱裂解途径主要是糖苷键断裂与Sj#
’))
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分子丢失)"*+"4* % 具体见图 %& 由图可知% 在 -CBg

模式下% 出现准分子离子峰 )F+G* g)PN,4)% 随
后脱去 # 个糖苷键% 得到碎片离子 )PN*)"’ $#4(
再脱去 # 个羰基% 得到碎片离子)PN#’$’ #$,&

图 SI栀子黄裂解途径
2#QOSI2’(Q3&0+(+#"0)(+%P(T "-,’",#0

!!在 +#H), 项质谱条件下% 对栀子黄对照品及
可疑阳性样品进行分析% 结果见图 ) 和图 *& 由图
* 可知% 阳性样品二级质谱图中均出现与栀子黄
")PN,4)’ *)"’ $#4’ #’$# 裂解途径相符的特征
离子碎片峰& 同时% 样品与对照品的二级质谱图检
测结果一致% 故确认该掺加色素为栀子黄&

图 VI栀子黄二级质谱图
2#QOVI>:J .)&,+’( "-,’",#0

"&栀子黄
"&<R><0

图 \I阳性样品总离子流图 $$=<& 及二级质谱图
2#QO\I$=<(0!>:J .)&,+’( "-)".#+#6&.(3)4&

KI讨论
$H"!流动相选择!为兼顾 Ĝ AS法条件便于转移
至 AS+FCIFC法% 本实验选择合成色素分析效果
优异’ 易挥发的甲醇+乙酸铵体系作为流动相% 发
现碱性橙 # 与酸性橙 # 的分离度受流动相 TG影
响较大% 为实现两者完全分离% 再采用冰醋酸调
节 TG& 分别考察了乙酸铵 TG在 %H) ‘*H) 之间
的分离情况% 发现 TG)H$ 时% 各成分得到较好分
离% 而且与杂质成分的分离度也均满足 Ĝ AS分
析要求&
$H#!检测波长选择!采用 ô@检测器% 在 #(( ‘
’(( 6.范围内进行扫描% 发现 #)( 6.附近各成分
均有吸收% 但穿山甲基质复杂% 在紫外光吸收区域
易受基质干扰% 不仅影响目标成分与杂质的分离%
同时降低了分析灵敏度( 当波长大于 %(( 6.时%
杂质吸收减弱% 对待测目标成分干扰较小& 因此%
根据各成分紫外+可见光谱吸收特征% 并综合考虑
分析方法的灵敏度需求% 本实验最终选择 %)( 6.
作为检测波长&
$H$!提取条件优化!文献)"’*报道% 对中药材非
法添加色素的检测主要是采用 4(!乙醇’ 4(!甲
醇)",* ’ 无水乙醇)#(*等溶剂超声提取& 本实验发
现% 以 4(!乙醇或无水乙醇提取时% 柠檬黄与栀
子黄的回收率均低于 )(!( 以 4(!甲醇提取时%
各成分回收率稳定% 均能达到 4*!以上&
$H%!加样回收率试验中部分色素?Co偏大的原因
!通过外观检查发现% 穿山甲染色不均匀% 这可能
是导致加样回收率不稳定的主要原因% 导致部分色
素?Co达到了 ’H)!以上&
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SI结论
本实验采用亚 $ (.核壳填料色谱柱% 建立了

穿山甲中掺加 "# 种黄色色素的检测方法% 与传统
) (.色谱柱相比% 节约了近 *(!的分析时间与溶
剂& 采用上述方法对 *( 批样品进行分析时% 发现
有 " 批掺加了栀子黄% 表明中药材非法染色存在
+钻标避检, "钻研标准漏洞% 避开法定标准检验#
的趋势% 需要相关部门引起重视&
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