
间( 提取溶剂及其用量% 最终确定超声提取时间为
&% 46>% 提取溶剂为 )%!甲醇% 用量为 #% 4N’

综上所述% 本实验采用E*N[法同时测定情之
怡片中没食子酸( 葛根素( 丹酚酸 L( 丹参酮’+

含有量% 该方法专属性强% 操作简便% 结果可靠%
对于控制情之怡片的类似处方制剂的质量有一定借
鉴作用’
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小儿化毒胶囊中雄黄药效和毒性成分的测定
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摘要# 目的!测定小儿化毒胶囊 "牛黄( 珍珠( 雄黄等# 中雄黄药效 "可溶性砷# 和毒性成分 "价态砷# 的含有量’
方法!分别采用电感耦合等离子体质谱法 "I[*(T@# 法和E*N[(I[*(T@法% 测定样品中可溶性砷和价态砷的含有量’
结果!’ 种价态砷在样品中只检出了三价砷+?"1# 和五价砷+?"a#% 前者含有量更高’ 可溶性砷( +?"1#( +?
"a# 的平均加样回收率分别为 "%’P#! "J@,g-P&!#( "%-P%! "J@,g’P-!#( -/P-! "J@,g)P"!#% . 批样品
中可溶性砷含有量为 %P&" d%P/% 4CB粒% 价态砷含有量为 %P"# d%P)# 4CB粒’ 结论!该方法准确( 重复性好% 可为控
制小儿化毒胶囊中雄黄的疗效和安全性提供依据’
关键词! 小儿化毒胶囊$ 雄黄$ 可溶性砷$ 价态砷$ I[*(T@$ E*N[(I[*(T@
中图分类号! J/#.P#!!!!!文献标志码! +!!!!!文章编号! "%%"(")#-"#%".#%)(%/."(%)
"%&!"%P&/’/BQ$6??>$"%%"(")#-P#%".P%)P%"-

C)+)67&/.+&%/%()(()*+&X)./"+%W&**%75%,&+&%/,%(=).10.6&/[&.%. )6A3."3
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F+RMS6% !SI+Z6>C% ![+f@<X56% !NIN6(46>% !ZI@<1>!

"B*+1’*+38>13.3R+%L16737>7&($,G$$9 +19 E,>’ #$17,$%% B*+1’*+3:;!:;<% #*31+#

G’HIB=C-! S65:.1HEX5AX [5]?X21?$ J152C5H$ ?:2X=215H?1>69$ _521>915H?1>69$ I[*(T@$ E*N[(I[*(T@

!!小儿化毒胶囊由牛黄( 珍珠( 雄黄( 大黄( 黄
连( 甘草( 天花粉( 川贝母( 赤芍( 乳香 "制#(
没药 "制#( 冰片 "# 味药组成% 具有清热解毒%
活血消肿的功效’ 处方中雄黄是常用矿物类中药%
具有解毒杀虫( 燥湿祛痰( 截疟等作用)"* % 但含
有大量砷元素% 可能会对人体造成危害’ 雄黄主要
成分为硫化砷 "+?@# 和四硫化砷 "+?;@;#

)#* % 均
难溶于水% 在胃肠道难以分解% 经服用后主要以原
型排出体外% 其发挥疗效的成分与服用后在体内可
溶性砷有关% 而其毒性主要与价态砷有关)&()* ’ 因
此% 要正确评价雄黄疗效% 就必须对可溶性砷含有
量进行测定$ 要控制雄黄安全性% 就必须对价态砷
进行控制’ 本实验建立了电感耦合等离子体质谱
"I[*(T@# 法测定小儿化毒胶囊所中可溶性砷的含
有量% 以及E*N[(I[*(T@法测定价态砷的含有量%
以期为控制小儿化毒胶囊中雄黄的疗效和安全性提
供依据’
JK仪器& 试药与材料
"P"!仪器与试药!..%%S电感耦合等离子体质谱
仪( ""%% 液相色谱仪 "美国 +C621>G公司 #$
L/)%%@(,0E超声波清洗机 )&%% F( ;) DEc% 必
能信超声 "上海# 有限公司*$ T6226(V超纯水机
"美国 T6226]:H1公司#’ 亚砷酸根溶液( 砷酸根溶
液( 一甲基砷溶液( 二甲基砷溶液( 胂胆碱溶液(
胂甜菜碱溶液标准物质均购自中国计量科学研究
院$ " %%% 4CBN砷标准溶液购自德国默克公司$ 内
标溶液 "含锂( 锗( 铟( 铋各 "%% 4CBN# 购自美
国安捷伦公司’ 胃蛋白酶为生化试剂% 酶活力 " b
#. %%%% 购自上海惠兴生化试剂有限公司$ 胰酶为
生化试剂% 酪蛋白转化力 #)P% 以上% 购自国药集
团化学试剂有限公司’ 所用试剂均为优级纯$ 水均
为去离子水 "电阻率 "-P# T7+94#’ 针头微孔滤
膜 ""% "4# 由上海恒安生物科技有限公司定制’
"P#!材料!小儿化毒胶囊是西安碑林药业股份有
限公司的独家品种% 本实验共收集了 . 批样品% 编
号样 " d样 .’ 其中% 样 " 为市场上正式销售的样
品% 批号为 #%"&%"%%"$ 样 # d样 . 为实验室小样%
标记为小样 " d’% 其中 " d& 为 & 批不同雄黄投
料% ; d’ 则为与雄黄药材批号对应的饮片投料’

!K方法与结果
#P"!可溶性砷含有量的研究
#P"P"!I[*(T@工作条件!同轴雾化器$ 石英一体
化炬管% 中心通道 #P) 44$ 石英双通道型雾化室$
八级杆碰撞反应池$ ]62G61H半导体控温于 # e左
右$ 镍采样锥和截取锥$ 以高纯液氩为工作气体和
载气$ 以氦气为反应气$ 射频功率 " ))% F$ 采样
深度 - 44$ 等离子体气体积流量 ")P% NB46>$ 载
气体积流量 %P/ NB46>$ 积分时间 "P% ?$ 数据采集
重复 & 次’ 定量分析模式% 并开启碰撞池’
#P"P#!对照品溶液制备!精密量取砷单元素标准
溶液适量% 加水制成每 " 4N含砷 "%% "C的溶液%
作为对照品贮备液% 取适量置于塑料量瓶中% 加
)!混合酸 "硝酸 b盐酸 g; b"# 溶液% 制成每
" 4N含砷 )( "%( #%( )%( "%%( #%% >C的溶液%
即得’
#P"P&!供试品溶液制备!精密称取样品内容物
"过四号筛# %P& C% 置于 #)% 4N塑料量瓶中% 人
工肠液定容% 摇匀% 密塞% 称定质量% &. e水浴
中超声 "&%% F( ;) DEc# # < "每隔 ") 46> 充分
摇匀 " 次#% 放冷% 人工肠液补足减失的质量% 摇
匀% 取适量至 )% 4N塑料离心管中% 静置 #% d
#; <% 洗耳球轻轻吹开上层表面溶液% 吸取中层溶
液约 ") 4N"吸取时应避免带入颗粒#% "% "4微
孔滤膜过滤% 精密量取续滤液 ) 4N% 置于 "% 4N
塑料量瓶中% %P%# 4:2BN乙二胺四醋酸二钠溶液稀
释至刻度% 摇匀% 精密量取 " 4N"其余溶液备用#
置于顶空进样瓶中% 加硝酸 #P% 4N( 盐酸 %P) 4N%
加盖密封 "不可漏气#% -% d/% e水浴水解 " <%
置于 )% 4N塑料量瓶中% 加水稀释至刻度% 摇匀%
即得’ 同法制备试剂空白溶液’
#P"P;!方法学考察
#P"P;P"!重复性试验!取样 " 和样 ) 各 ")% 4C%
每批 ’ 份% 按 ,#P"P&- 项下方法制备供试品溶
液% 测得可溶性砷含有量 J@, " 1 g’# 分别为
""P;!和 ’P#!% 表明该方法重复性良好’
#P"P;P#!加样回收率试验!精密称取含有量已知
的样 " "可溶性砷 %P/-. - 4CBC# %P# C% 精密加入
砷对照品溶液 "以砷计 #P")" CBN# ;%( -%(
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"’% "N% 按 ,#P"P&- 项下方法制备供试品溶液%
测得平均加样回收率 "1g/# 为 "%’P#!% J@,为
-P&!’ 再精密称取含有量已知的样 ) "可溶性砷
# /.& 4CBDC# .) 4C% 共 / 份% 加入砷标准溶液
"以砷计 "P%%% CBN# "%%( #%%( ;%% "N"各 & 份#%
按 ,#P"P&- 项下方法制备供试品溶液% 测得平均
加样回收率 "1g/# 为 /)P’!% J@,为 ;P%!’
#P#!价态砷含有量测定!砷具有不同价态% 现国
际公认有毒性的砷化合物一般为 ’ 种% 其中 +?E&
有剧毒% 亚砷酸 "+?1# 和砷酸 "+?8# 的毒性
大于一甲基砷 "TT+# 和二甲基砷 ",T+#% 而
胂甜菜碱 "+?L# 和胂胆碱 "+?[# 基本无毒)’* %
但两者均为无毒砷到有毒砷的中间体% 故也列入考
察范围’ 由于可溶性砷具有药效与毒性两方面作
用% 其价态砷的存在形式对本品毒性判定有着重要
意义% 故需要对其进行价态研究’
#P#P"!色谱条件与系统适用性试验!I[*(T@ 的工
作条件( 参数设置等同 ,#P"P"- 项’ E*N[分析
采用 E5462G:> *J*(S"%% 色 谱 柱 " #)% 44 i
;P" 44$ "% "4#$ 以 %P%#) 4:2BN磷酸二氢铵溶
液 "氨水调节 ]E值至 -P%% +# (水 "L# 为流动
相% 梯度洗脱 "% d") 46>% % d"%%!+$ ") d
#% 46>% "%%!+d%$ #% d&% 46>% % d"%%!+#$
体积流量 "P% 4NB46>’ 色谱图见图 "% 可知 ’ 种价
态砷的分离度均良好’

"$胂胆碱!#$胂甜菜碱!&$亚砷酸根!;$二甲基砷
)$一甲基砷!’$砷酸根
"$5H?1>:9<:26>1!#$5H?1>:=1G56>1!&$5H?1>6G1!;$A641G<W25H?(

6>69596A!)$4:>:41G<W25H?:>69596A!’$5H?1>5G1

图 JKY 种价态砷ASE>T?>ST@-色谱图
M&0NJKASE>T?>ST@-*46%7.+%06.7,%(,&W X.1)/*).6T

,)/&*

#P#P#!对照品溶液制备!精密吸取亚砷酸根( 砷
酸根( 一甲基砷( 二甲基砷( 胂胆碱( 胂甜菜碱标
准物质溶液适量% %P"#) 4:2BN盐酸溶液制成每" N
各含 ) 4C"均以砷计# 对照品的溶液’
#P#P&!供试品溶液制备!同 ,#P"P&- 项’

#P#P;!标准曲线溶液制备!精密吸取各对照品溶
液适量% 用 %P%# 4:2BN乙二胺四醋酸二钠溶液制
成每 " N含砷 "%( #%( )%( "%%( )%% "C的系列标
准溶液’
#P#P)!方法学考察
#P#P)P"!线性关系考察!精密吸取已配制好的系
列标准曲线溶液注入色谱仪% 色谱柱流出液体直接
进入电感耦合等离子体质谱仪的雾化器% 选取同位
素为.)+?% 选择碰撞池反应模式% 并根据不同仪器
的要求选用适宜校正方程% 对所测元素进行校正’
以各标准曲线溶液测得不同形态的砷峰面积为纵坐
标 "‘#% 相应质量浓度为横坐标 "Z# 进行回归%
结果见表 "% 表明各形态砷在各自范围内均呈良好
的线性关系’

表 JKY 种价态砷线性关系
<.#NJKE&/).66)1.+&%/,4&5,%(,&W X.1)/*).6,)/&*

名称 回归方程
线性范围B

""C+4Nm"#

相关

系数
胂胆碱 ‘g&&.P/%) /Zn%P&%. - %P%%) ;" d)P;%- /% %P/// -
胂甜菜碱 ‘g)&%P;’/ "Zn%P%.) ; %P%%) #& d)P##’ %% "P%%% %
亚砷酸根 ‘g’"’P/-- )Zn%P#"& / %P%%’ &/ d’P&/" #- "P%%% %
二甲基砷 ‘g’’’P.-% ’Zn%P&/) / %P%%) #; d)P#&. /% %P/// /
一甲基砷 ‘g’..P&). "Zn%P#%& . %P%%# ’- d#P’-% .% "P%%% %
砷酸根 ‘g.--P#&- &Zn%P-). ’ %P%%" .- d"P.-" -% %P/// /

#P#P)P#!重复性试验!取 ,#P"P;P"- 项下溶液
测定% 结果检测到 # 种价态砷% 即亚砷酸根 +?
"1# 和砷酸根+?"8#% 样 " 中两者含有量 J@,
"1 g’# 分别为 ;P-!和 &P;!% 样 ) 中分别为
/P;!和 ""P.!% 表明该方法重复性良好’
#P#P)P&!加样回收率试验!精密称取含有量已知
的样 ")+?"1#%P)"% 4CBC( +?"8#%P#;; 4CBC*
和样 ))+?"1#"P%## 4CBC( +?"8#%P."; 4CBC*
适量% 精密加入相应标准溶液% 按 ,#P#P)- 项下
方法制备供试品溶液% 测得样 " 中两者加样回收率
"1g/# 分别为 "%-P%! "J@,g’P-!# 和 -/P-!
"J@,g)P"!#% 样 ) 中分别为 /’P’! "J@,g
)P%!#和 "%)P&!"J@,g)P/!#’
#P&!样品含有量测定!结果见表 #’
OK讨论
&P"!影响可溶性砷及其价态砷测定的因素

可溶性砷对于评价雄黄疗效有重要意义% 其准
确测定是雄黄品质研究的重要部分% 而其中价态砷
是正确评价雄黄安全性的指标’ 前期文献调研时发
现% 雄黄及其制剂中的可溶性砷尚未有公认的准确
测定方法% 主要存在以下问题! ""# 文献报道的
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!! 表 !K砷含有量测定结果
<.#N!K=),31+,%(*%/+)/+")+)67&/.+&%/%(.6,)/&*

编号
批号或

标记
含有量B"4C+粒 m"#

可溶性砷 +?"1# +?"8# 价态砷
价态砷占可溶

性砷比例B!
样 " #%"&%"%%" %P&" %P"&; %P%.’ %P#" ’.P.
样 # 小样 " %P’/ %P";" %P%)/ %P#% #/P%
样 & 小样 # %P’; %P%.# %P%;- %P"# "-P-
样 ; 小样 & %P’% %P"&# %P%-- %P## &’P.
样 ) 小样 ; %P/% %P&%. %P#"; %P)# ).P-
样 ’ 小样 ) %P)’ %P"/% %P"&% %P&# ).P"
样 . 小样 ’ %P’) %P"-/ %P";" %P&& )%P-

方法基本相似% 均采用人工胃液或人工肠液作为提
取溶剂% 但所得结果差异较大$ "## 雄黄单味药
与复方制剂中的可溶性砷含有量不匹配$ "&# 各
文献报道的同品种可溶性砷含有量不完全
一致).("#* ’

经分析% 雄黄经人工胃液或人工肠液提取后%
其溶出的砷可与胃蛋白酶或胰酶( 配味药物成分等
形成大分子砷化合物% 其存在形式的微小变化即会
影响测定结果的准确性% 其中提取溶媒( 提取方法
及净化方式为主要影响因素% 也是研究中重点考察
的部分’
&P#!提取溶剂选择!不同溶剂对可溶性砷的溶出
有较大影响% 根据人体实际体液情况模拟人体试
验% 对 %P"#)( %P#) 4:2BN硝酸溶液( 人工胃液(
人工肠液( "P)( %P#)( %P%’# ) 4:2BN盐酸溶液进
行考察% 发现盐酸溶液提取效率高于硝酸溶液% 但
是不同浓度的差异较大% 无明显规律% 并均小于人
工胃液和人工肠液’ 从模拟人体环境的角度而言%
在与人体酸度相当的溶液中% 人工肠液含有量最
高% 而且重复性较好% 稳定性较强% 最符合人体实
际情况% 故最终选择人工肠液作为提取溶剂’
&P&!溶液净化方式的选择

预实验发现% 本品同一提取溶液采用不同净化
方式 "如滤过( 离心( 静置等# 得到的结果不同%
推测溶液中的砷可能以大分子形式存在% 粒径较
大% 净化方式不恰当会造成大分子砷被除去’

雄黄本身的颗粒较细% 水飞后则更细% 故其经
提取后溶液中大粒子沉降需要较长时间’ 本实验曾
采用滤膜进行净化% 但发现采用不同孔径
"%P## d"% "4# 含有量差异较大% 而且不符合重
复性要求’ 然后偶然间发现% 当溶液静置过夜后%
实验数据的平行性基本一致% 提示溶液中的大分子
砷化合物可能在一定时间内较为稳定’

分析上述试验结果可知% 溶液中大分子砷化合

物的粒径分布较广% 对于滤膜来说% 不同粒径的化
合物易堵塞滤孔% 造成试验结果不理想% 静置后能
有效减少这种干扰% 故最终选择自然静置沉降法%
可有效避免溶液中悬浮颗粒% 并最大程度保留溶液
中的大分子砷化合物’
&P;!静置时间考察!在选择溶液净化方式时发现%
小儿化毒胶囊中雄黄可溶性砷主要以大分子形态存
在% 结合目测( 显微鉴定( 数据测量等手段% 发现
超声 # <后% 提取溶液中的混悬颗粒较多% 而且处
于高度运动状态% 若此时取样% 溶液中充满雄黄的
细小颗粒% 所测结果会偏高% 不能代表实际溶液中
的可溶性砷’ 因此% 对样品超声提取后的溶液分别
静置 #( ;( ’( -( "#( "-( #;( &%( &’ <% 发现静
置 "- <后% 结果均趋于稳定% 而且可持续达 &% <
左右% 推测溶液静置 "- < 后% 溶液中细小颗粒的
沉降较完全% 对可溶性砷测定结果的影响较小’ 考
虑到操作时间% 最终确定静置时间为 #% d#; <’
&P)!样品中可溶性砷! 价态砷含有量比例的相关
性分析

由表 # 可知% . 批样品中可溶性砷的含有量为
%P&" d%P/% 4CB粒% 价态砷为 %P"# d%P)# 4CB粒%
即后者占前者的 "-P-! d’.P.!% 不同批次样品
间两者含有量存在一定差异% 价态砷中以+?"1#
为主% 其含有量约为+?"8# 的 "P) 倍’

然后% 考察以同批号雄黄药材和饮片分别生产
的样品% 发现同批次药材经炮制为饮片后% 可溶性
砷含有量略有升高% 但价态砷明显增加% 提示水飞
可增加+?"1# 和+?"8# 的溶出% 可能与雄黄
疗效密切相关% 与文献 )"&* 报道的炮制可降低
雄黄中可溶性价态砷含有量的观点不一致% 但该结
论却符合自然规律% 理由是雄黄主成分均较难溶于
水).* % 其在胃肠道的溶出有限% 而雄黄水飞炮制
后粒度变小% 比表面积增加% 其砷溶出量理论上也
应相应增加’
RK结论

本实验通过模拟体内吸收过程% 建立了适宜方
法测定小儿化毒胶囊中雄黄可在人体溶出的极限
值% 避免因试验参数 "仪器( 试剂( 人员# 无法
完全复制而造成重复性差的问题’ 同时% 因人体能
吸收的可溶性砷量远小于极限值% 故可避免病理(
生理( 人种( 年龄( 性别等因素带来的不确定性%
以达到安全性控制最大化’

同时% 还建立了 I[*(T@ 法测定本品雄黄中可
溶性砷的含有量% 可用于雄黄发挥药效的监测手
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段$ E*N[(I[*(T@ 法测定本品雄黄中价态砷的含
有量% 可用于本品的安全性评估% 该方法可为其他
含雄黄类中成药的检测提供借鉴和参考’
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