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自动固相萃取-HPLC-在线柱后光化学衍生法测定藿香正气水中黄曲

霉毒素 
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摘要：目的  通过优化提取、净化和梯度洗脱程序建立藿香正气水中黄曲霉毒素(aflatoxin，AF)的测定方法。方法  采用

免疫亲和柱自动固相萃取对样品提取液进行净化，通过 HPLC-在线柱后光化学衍生荧光检测器检测，对全国 18 个生产企

业的 55 批藿香正气水中 AF 进行检测。结果  AFB1、AFB2、AFG1、AFG2 进样量分别在 0.545~2.725，0.195~0.975，

0.495~2.475，0.320~1.600 ng∙mL–1 线性关系良好；平均加样回收率分别为 94.90%，98.49%，94.17%，92.06%。在 55 批

样品中均未检测出 AF。结论  本法能有效去除杂质，排除色谱干扰，可作为藿香正气水中 AF 定量分析的检测方法。虽

在 55 批样品中未检测出 AF，但鉴于其处方饮片存在易被污染的风险，建议增加 AF 测定，以提高安全性。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for the determination of aflatoxin in Huoxiang Zhengqi liquid through the 
optimization of extraction, purification and gradient elution prcedures. METHODS  The sample extract was purified by 
automatic solid phase extraction with immunoaffinity column. And the AF was detected in 55 batches of Huoxiang Zhengqi 
liquid from 18 manufacturing enterprises nationwide by HPLC and on line post column photochemical derivatization 
fluorescence. RESULTS  AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2 had a good linear relationship within 0.545–2.725, 0.195–0.975, 
0.495–2.475, 0.320–1.600 ng∙mL–1 respectively. And the average recoveries of them were 94.90%, 98.49%, 94.17% and 92.06% 
respectively. AF was not detected in 55 batches of Huoxiang Zhengqi liquid. CONCLUSION  The method can effectively 
remove impurities and eliminate chromatographic interference, and can be used for quantitative analysis of aflatoxin in Huoxiang 
Zhengqi liquid. Although AF is not detected in 55 batches of samples, it is suggested to increase the determination of AF in order 
to improve the safety in view of the risk of contamination of prescription pieces. 
KEYWORDS: aflatoxin; Huoxiang Zhengqi liquid; automatic solid phase extraction; post column photochemical derivation; 
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藿香正气水具解表化湿、理气和中的功效，

赵宏杰等[1]系统评价了藿香正气多种制剂治疗胃

肠型感冒的临床疗效和安全性，提示藿香正气组

疗效优于单纯西药组。在 2020 年 3 月 4 日国家卫

健委发布的《新型冠状病毒肺炎诊疗方案(试行第

七版)》中明确表示，COVID-19 属于中医“疫”

病范畴，病因为感受“疫戾”之气，病位在肺[2]，

方案推荐医学观察期出现乏力伴有胃肠不适症状

时，可使用藿香正气系列中成药治疗。文献分析，

临床证据显示其在改善恶寒、发热、咳嗽、流涕、

鼻塞等症状中存在显著优势[3]。 

黄曲霉毒素(aflatoxin，AF)是由黄曲霉和寄生

曲霉产生的次生代谢产物，其中植物来源的主要

种类有黄曲霉毒素 B1(aflatoxin B1，AFB1)、黄曲

霉毒素 B2(aflatoxin B2，AFB2)、黄曲霉毒素 G1 

(aflatoxin G1，AFG1)和黄曲霉毒素 G2(aflatoxin G2，

AFG2)[4]，于 1993 年被 WHO 的癌症研究机构定为

I 类致癌物，其毒性比砒霜大 68 倍，一旦污染也

没有简便可行的脱毒措施[5]。目前，几乎没有对中

成药检测 AF 含量的规定，藿香正气水使用广泛，

特别是疫情期间，它被作为诊疗方案推荐使用的中

成药。2016 年贵州省 16 种中药黄曲霉素污染调查
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中，槟榔中 AF 检出率高达 73%[6]，而处方中大腹

皮为槟榔果皮，出于对其安全性的考虑，研究其中

是否存在 AF 污染风险具有重要意义。 
目前常见检测真菌毒素残留的主要分析方法

有薄层色谱法、HPLC、HPLC-MS、免疫分析法[4]，

笔者采用自动固相萃取-HPLC-在线柱后光化学衍

生法对藿香正气水中 AF 含量检测进行研究，旨在

对全国 18 个生产企业 55 批样品进行相关检测及

安全性评价，为控制其安全性提供参考。 
1  仪器与材料 
1.1  仪器   

LC-20AD 液相色谱仪(包括 RF-20A 荧光检测

器、月旭柱后在线光化学衍生器，日本岛津)；

Fotector Plus 全自动固相萃取仪(中国睿科)。 
1.2  材料   

55 批次藿香正气水均为浙江省省级药品质量

风险考核抽验样品，在全省 11 个地市抽取，共涉

及 18 个厂家，占全国生产厂家的 10.5%；AF 混合

对照品溶液(中国食品药品检定研究院，批号：

610001-201703；AFB1、AFB2、AFG1、AFG2 标识

浓度分别为 1.09，0.39，0.99，0.64 μg·mL−1)；乙

腈、甲醇均为色谱纯，水为超纯水，其他试剂均

为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色 谱 柱 为 WATERS SunFire C18(4.6 mm× 
150 mm，3.5 μm)；以甲醇-乙腈(1∶1)为流动相 A，

水为流动相 B，流速：1.0 mL·min−1；梯度洗脱(0~ 
20 min，25%→35%A；20~30 min，35%→70%A；

30~40 min，70%A；40~45 min，70%→25%A；

45~55 min，25%A)；进样量：10 μL；采用光化学

衍生法(254 nm)；以荧光检测器检测，激发波长

λex=360 nm，发射波长λex=450 nm。2 个相邻色谱

峰的分离度应>1.5。 
2.2  溶液的制备 
2.2.1  混合对照品溶液的制备  精密量取 AF 混

合对照品溶液 0.5 mL，置 10 mL 量瓶中，用甲醇

稀释至刻度，作为贮备溶液。精密量取贮备溶液

1 mL，置 25 mL 量瓶中，加 50%甲醇稀释至刻度，

即得。 
2.2.2  供试品溶液的制备  精密量取藿香正气水

50 mL，置均质瓶中，加入氯化钠 3 g，精密加入甲

醇 25 mL，高速搅拌 2 min，2 500 r∙min–1 离心 5 min，

精密量取上清液 15 mL，置 50 mL 量瓶中，加水

适量，再加入 10%吐温–20 溶液 1 mL，再用水稀

释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液即得。 
2.2.3  供试品溶液的净化  精密量取“2.2.2”项

下续滤液 20 mL，置全自动固相萃取仪的试管中，

以水为淋洗液，甲醇为洗脱液，按表 1 的条件，通

过免疫亲合柱净化后，收集 2 mL 洗脱液，涡旋混

匀，0.45 μm 的微孔滤膜滤过，即得进样溶液。 
 
表 1  全自动固相萃取仪萃取程序 
Tab. 1  Automatic solid phase extraction program 
序号 步骤命令 溶剂 体积/mL 上柱流速/mL·min−1 洗脱液

1 活化 甲醇  5  5 弃去

2 活化 水  5  5 弃去

3 气推 空气 20 30 弃去

4 清洗样品通道 水 20 30 弃去

5 上样 / 30  3 弃去

6 淋洗 水 20  3 弃去

7 气推 空气 10 10 弃去

8 洗脱 甲醇  2  3 收集

9 气推 空气 10 10 收集

10 清洗注射泵 甲醇 15 10 / 
 

2.3  系统适用性试验 
取藿香正气水样品(批号：180519，试验时未

检出 AF)和同批次样品加标(AF 混合对照品溶液

加标)，按“2.2”项下方法制备阴性供试品溶液和

加标供试品溶液。精密吸取以上 2 种供试品溶液

及“2.2.1”项下 AF 混合对照品溶液，按“2.1”

项下条件进行测定，记录色谱图，结果显示，相

邻色谱峰的分离度>1.5，以 AFG2、AFG1、AFB2、

AFB1 计的理论板数分别为 29 246，39 145，45 688，

114 564，阴性样品无干扰，结果见图 1。 
2.4  方法学考察 
2.4.1  线性关系考察  精密吸取 AF 混合对照品

贮备液 0.5，1.0，1.5，2.0，2.5 mL，分别置 50 mL
量瓶中，加 50%甲醇稀释至刻度，得系列对照品

溶液。分别吸取上述溶液各 10 μL，注入液相色谱

仪，按“2.1”项下条件进行测定。以进样量(X，

pg)为横坐标、峰面积(A)为纵坐标绘制标准曲线，

回归方程及考察结果见表 2，表明各成分在表中范

围内线性关系良好。 
2.4.2  重复性试验  精密量取批号为 180519 藿香

正气水样品 50 mL(取 6 份)，分别精密加入 AF 混

合对照品贮备液 0.5 mL，按“2.2.2”“2.2.3”项下

方法制备成进样溶液。按“2.1”项下色谱条件测

定，结果，AFG2、AFG1、AFB2、AFB1 峰面积的

RSD 分别为 0.59%，1.98%，2.43%，3.56%(n=6)，
表明重复性良好。 
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图 1  HPLC 色谱图 
A−混合对照品溶液；B−阴性供试品溶液；C−加标供试品溶液；

1−AFG2；2−AFG1；3−AFB2；4−AFB1。 
Fig. 1  HPLC chromatograms 
A−mixed standard solution; B−negative sample solution; C−sample 
addition solution; 1−AFG2; 2−AFG1; 3−AFB2; 4−AFB1. 
 
表 2  线性关系考察结果 
Tab. 2  Investigation results of linear relationship  

成分 线性回归方程 r 线性范围/ng∙mL–1

AFG2 Y=34 940X+140 0.999 9  0.320~1.600 

AFG1 Y=10 692X−17 0.999 8  0.495~2.475 

AFB2 Y=56 283X–335 0.998 9  0.195~0.975 

AFB1 Y=17 993X−51 0.999 8  0.545~2.725 
 

2.4.3  仪器精密度试验  精密吸取混合对照品溶

液 10 μL，按“2.1”项下色谱条件连续进样 6 次，

测定峰面积，结果 AFG2、AFG1、AFB2、AFB1 峰

面积的 RSD<2.0%(n=6)，表明仪器精密度良好。 
2.4.4  稳定性试验  精密吸取加标供试品溶液，

分别放置 0，2，4，8，24，48 h 后按“2.1”项下

色谱条件进行测定。结果，AFG2、AFG1、AFB2、

AFB1 峰面积的 RSD<3.2%(n=6)，表明 AF 溶液在

48 h 内稳定性良好。 
2.4.5  回收率试验  精密量取 6 份未检出 AF 的藿

香正气水(批号：180519)样品 50 mL，分别精密加

入 AF 混合对照品贮备液 0.5 mL，按“2.2.2”“2.2.3”

项下方法制备成加样回收率试液。按“2.1”项下

色谱条件进行测定，计算回收率，AFG2、AFG1、

AFB2、AFB1 的平均回收率分别为 92.06%，94.17%，

98.49%，94.90%，RSD 为 0.59%~3.56%，结果见

表 3。 
 
表 3  回收率试验测定结果(n=6) 
Tab. 3  Determination results of recovery experiment(n=6) 

成分名称 加入量/ng 测得量/ng 回收率/% 平均值/% RSD/%

AFG2 

16.00  14.71  91.94  

92.06 0.59 

16.00  14.80  92.50  
16.00  14.87  92.94  
16.00  14.55  90.94  
16.00  14.67  91.69  
16.00  14.78  92.38  

AFG1 

24.75  22.68  91.64  

94.17 1.98 

24.75  23.30  94.13  
24.75  23.77  96.03  
24.75  23.69  95.72  
24.75  23.85  96.36  
24.75  22.56  91.15  

AFB2 

9.75  9.31  95.44  

98.49 2.43 

9.75  9.64  98.90  
9.75  9.99  102.46  
9.75  9.77  100.21  
9.75  9.71  99.59  
9.75  9.20  94.36  

AFB1 

27.25  24.69  90.61  

94.90 3.56 

27.25  26.01  95.46  
27.25  26.88  98.63  
27.25  24.27  89.06  
27.25  25.99  95.38  
27.25  27.32  100.26  

 
2.4.6  检出限和定量限的测定   精密量取加标

供试品溶液 0.5，1 mL，分别置 5 mL 量瓶中，加

50%甲醇稀释至刻度，摇匀，按“2.1”项下色谱

条件进行测定，结果 S/N 接近 3 和 10 的分别是

取加样回收率试液 0.5，1 mL 稀释的溶液，故计算

得 AFG2、AFG1、AFB2、AFB1 的检出限分别为 1.18，

1.86×10−4，0.77×10−4，2.07×10−4 μg·mL−1，定量限

分别为 2.36×10−4，3.73×10−4，1.54×10−4，4.14× 
10−4 μg·mL−1。 
2.4.7  样品测定  对浙江省 11 个地市抽取的 55
批次藿香正气水进行 AFG2、AFG1、AFB2、AFB1

含量测定。结果，均未检出。 
3  讨论 
3.1  增加 AF 限度检测的必要性   

中药饮片真菌毒素污染问题已经成为公共卫

生健康问题，得到了大家的广泛关注。尤其是 AF
的检出率较高[4,7]，马双成等[8]对 2 000 多批次药材

及饮片进行 AF 检测及林方芬等[9]对 30 种中药饮

片行 AFB1 的检测结果都表明中药材及饮片中 AF
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的检出率非常高。中国药典中收载检测 AF 的品种

数量也从 2015 年版 19 种增加到了 2020 年版的 22
种，其中槟榔在国评探索性研究检测中 AF 的检出

率非常高，据国评机构调查原因可能和加工过程

有关，而藿香正气水处方中的大腹皮即为槟榔的

果皮，因此受污染的风险较高，有必要增加 AF 限

度的检测。 
3.2  色谱条件的选择   

以甲醇-乙腈-水系统不同比例[5,10-11]进行等度

洗脱比较，使用了 WATERS XBridge C18、SunFire 
C18、ZORBAX SB-C18、Omni Hubble C18 等色谱柱

进行比较，结果 AF 保留时间均在 8~20 min，分离

度>1.5，但藿香正气水供试品溶液中残留的杂质有

不同程序的干扰，且在药典规定的等度条件下，

有些杂质保留较强，杂质出峰时间需＞90 min。故

考虑选用梯度洗脱方式，参考王云霞等[12]测定清

火片中 AF 时的色谱条件，优化后得到本研究的梯

度洗脱条件，AF 的保留时间在 20~30 min，分离

度>3.5，理论板数>29 000，且供试溶液中的杂质

能在<50 min 洗脱完毕，因此确定了“2.1”项下选

用的色谱条件。 
3.3  供试品溶液提取净化方法的优化   

在实验初期，参照药典方法[10]匀浆后，过免

疫亲和柱进行处理，进样后发现，杂质干扰明显。

查阅文献[5,12]发现，表面活性剂吐温-20 有助溶性、

复抗性作用，可提高特异性的识别能力，有效去

除免疫亲和柱中杂质，排除目标峰附近的小杂质

峰干扰。通过回收率试验验证确定吐温-20 溶液对

AF 在免疫亲和柱中的保留未产生影响，故选择在

供试品溶液中加入 10%吐温-20 溶液 1 mL 后，再

进行固相萃取。另外在图谱中发现保留时间在

30~50 min 有较多响应较强的杂质峰，王少敏等[13]

采用改良 QuEChERS 前处理技术对供试品溶液进

行提取净化，效果极佳，笔者将进一步参考采用

改良 QuEChERS 前处理技术进行实验，以期得到

更好的净化效果。 
4  小结 

中国药典附录“2351”由 2015 年版的 AF 测

定法修订为 2020 年版的真菌毒素测定法，表明外

源性有毒有害物质越来越受重视，通则“9305”

指导原则监控品种中也规定“处方中含有易污染

的药材以及生粉投料的中成药品种应注意相关真

菌毒素的检测”。而藿香正气水处方中陈皮、大腹

皮等均为易受 AF 污染的药材，现行 2020 年版药

典均未收载进行黄曲霉素测定的中药制剂品种，

而制剂基质复杂，对不同品种提取净化的研究较

少，仅按通则“2351”进行测定，藿香正气水的

基质已经干扰检测，影响准确度。故对其前处理

和色谱条件的优化进行研究，对其他中药制剂中

真菌毒素测定具有实践指导意义。 
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