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性试验结果，也是硫唑嘌呤的分解产物，虽然在

硫唑嘌呤原料中对有关物质进行了控制，但为了

防止片剂在储藏、运输过程中主药分解，因此笔

者认为，有必要在片剂中增订此项目。 

3.2  方法和限度的确定 

英国药典 2010 年版和我国进口药品注册标准

JX20010317中均用TLC法同时控制 6-巯基嘌呤和

5-氯-1-甲基-4-硝基咪唑的量，限度均为 1.0%，中

国药典 2005 年版二部硫唑嘌呤原料中用 HPLC 控

制 6-巯基嘌呤和其他杂质，限度均为 0.5%[2]。庄

建芬等用 HPLC 同时检测硫唑嘌呤原料中的 6-巯

基嘌呤和 5-氯-1-甲基-4-硝基咪唑[3]，色谱条件与

中国药典 2005年版基本一致，但其检测波长为 240 

nm，与中国药典 2005 年版所用的 300 nm 波长不

同。为了保持标准的先进性和连贯性，中国药典

2010 年版选用 2005 年版原料药“有关物质”的色谱

条件同时控制硫唑嘌呤片中 6-巯基嘌呤、5-氯-1-

甲基-4-硝基咪唑和其他杂质的量，限度均为 0.5%。

方法简便、快速、测定结果准确、可靠，限度比

国外药典标准更严。 
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摘要：目的  建立一种以高效液相色谱-蒸发光散射(HPLC-ELSD)对丹参提取物中单糖和二糖进行测定的方法。方法  使

用 PrevailTM Carbohydrate ES 色谱柱，以乙腈和水为流动相，梯度洗脱，柱温为 35 ℃，流速为 0.8 mL·min1；ELSD 漂

移管温度为 60 ℃，载气为空气，气压为 25 psi。结果 丹参提取物中单糖和二糖组分能够得到较好的分离，葡萄糖、果糖

和蔗糖的线性范围分别为 0.246~1.230，0.236~1.182，0.246~1.230 mg；平均加样回收率(n=6)分别为 101.7%(RSD=1.6%)、

102.0%(RSD=1.0%)和 100.8%(RSD=0.9%)。结论  该方法快速简捷、结果准确稳定，适合于丹参提取物中单糖、双糖的

含量测定。 
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Determination of Monosaccharide and Disaccharide in Tanshinon Extract by HPLC-ELSD 
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China; 2.China Pharmaceutical University, Nanjing 210009, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  An HPLC-ELSD method was established for the simultaneous quantitative analysis of 
monosaccharide, disaccharide from Tanshinon extract. METHODS  The chromatographic separation was achieved on 
PrevailTM Carbohydrate ES column using a mobile phase composed of a mixture of acetonitrile and water by gradient elution at 

a flow rate of 0.8 mL·min1. The ELSD drift tube temperature was set at 60  and the carrying gas was air. ℃ RESULTS  
Monosaccharides and disaccharides from Tanshinon extract could be well separated, and the linear ranges of fructose, glucose 

and sucrose were 0.2461.230 mg, 0.2361.182 mg and 0.2461.230 mg. The average spiked recoveries(n=6) of fructose,  
glucose and sucrose were 101.7%(RSD=1.6%), 102.0%(RSD=1.0%) and 100.8%(RSD=0.9%). CONCLUSION  This method is 
accurate, rapid, simple and reproducible, and thus it is suitable for the determination of monosaccharides, disaccharides from 
Tanshinon extract. 
KEY WORDS: Tanshinon extract; HPLC-ELSD; monosaccharide; disaccharide 
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丹参(Salvia miltiorrhiza Bge.)是著名的活血化

瘀良药，临床广泛用于治疗冠心病、心绞痛、心

肌梗塞和脑血管疾病，疗效确切。水溶性有效成

分为酚酸类，具有抗氧化、改善心肌缺血等药理

作用[1-2]。丹参提取物由丹参加水提取、经醇沉、

浓缩得到，为丹参水溶性有效成分提取物。除含

有酚酸类成分外，经硫酸-苯酚法测定发现，丹参

提取物中含有较高的糖类成分。采用 HPGCP 考察

丹参提取物中的糖类成分分子量在 2 000 以下，属

于单糖或低聚糖类。再经 TLC 和衍生化后的

GC-MS 鉴别，确定丹参提取物中含有的糖类成分

主要为单糖和二糖，单糖为果糖和葡萄糖，二糖

为蔗糖[3]。为了更好的进行丹参提取物质量的综合

评价，本实验建立了丹参提取物中单糖和二糖的

含量测定方法，并进行了方法验证。 

1 仪器与试药 

Waters 2695 高效液相色谱仪，Waters 2424 蒸

发光散射检测器，Empower 化学工作站 (美国

Waters 公司)；AG104 电子天平(瑞士 METTLER 

公司)；Milli-Q 超纯水处理系统(美国 MILLIPORE

公司)；Cleanert PS-SPE固相萃取柱[0.5 g·(6 mL)1，

博纳艾杰尔科技公司]；丹参提取物为实验室自制。 

无水葡萄糖对照品(批号：110833200802，含

量以 100%计)、果糖对照品(批号：100231200801，

含量为 99.6% )、蔗糖对照品(批号：111507200701，

含量以 100%计)均购自中国药品生物制品检定所。

其他试剂均为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  丹参提取物的制备 

取丹参药材 250 g，经水提醇沉，减压干燥，

得到丹参提取物。 

2.2  色谱条件 

PrevailTM Carbohydrate ES 色谱柱(250 mm×

4.6 mm，5 m)；乙腈和水为流动相梯度洗脱，梯度

洗脱程序见表 1；流速为 0.8 mL·min1，柱温为

30 ℃。ELSD 检测器漂移管温度为 60 ℃，气压为

25 psi。进样量为 10 µL。在此色谱条件下，样品中

果糖、葡萄糖和蔗糖的出峰时间分别为 9.56，12.12，

16.35 min，色谱峰均能达到基线分离，色谱图见图 1。 

2.3  对照品溶液的制备 

精密称取经五氧化二磷干燥过的果糖对照

品、葡萄糖对照品、蔗糖对照品适量，加水制得

每毫升含上述物质各 0.5 mg 的混合对照品溶液。 

表 1  流动相梯度洗脱程序 

Tab 1  Mobile phase gradient procedures 

时间/min 乙腈/% 水/% 

 0 75 25 

20 75 25 

23 60 40 

30 60 40 

33 75 25 

38 75 25 

 
图 1  对照品(A)和丹参提取物(B)的 HPLC 图谱 

Fig 1  Chromatograms of the standards (A) and Tanshinon 
extract (B) 

2.4  供试品溶液的制备 

取丹参提取物约 0.5 g，精密称定，加水约 20 

mL，超声溶解。上至已处理好的固相萃取柱

[Cleanert PS-SPE，0.5 g·(6 mL)1]，再用水洗涤固

相萃取柱，收集上样液和洗涤流出液，合并，转

移至 50 mL 量瓶中，加水至刻度，混匀，即得。 

2.5  上样速度的选择 

分别以 0.5，1.0，1.5 mL·min1 的流速上样，

再用水 25 mL 洗涤固相萃取柱，收集上样液和洗

涤流出液，合并，分别测定回收率，果糖的回收

率分别为 101. 1%，101.3%和 94.5%，葡萄糖的回

收率分别为 100.4%，99.9%和 93.7%，蔗糖的回收

率分别为 100.3%，100.4%和 95.5%，选择上样速

度为 1.0 mL·min1 较优。 

2.6  洗涤体积的选择 

上样完成后，分别用水 15，20，25 mL 洗涤

固相萃取柱，收集上样液和洗涤流出液，合并，

分别测定回收率，果糖回收率分别为 92.7%，99.7%

和 100.2%，葡萄糖的回收率分别为 94.4%，98.9%

和 99.7%，蔗糖回收率分别为 96.5%，99.4%和

100.1%，所以选择洗涤体积为 25 mL。 
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2.7  线性关系考察 

精密称取经五氧化二磷干燥过的果糖对照

品、葡萄糖对照品、蔗糖对照品适量，加水制得

每毫升含上述物质各 5 mg 的混合对照溶液，再分

别量取 1，2，3，4，5 mL 混合对照溶液置于 25 mL

量瓶中，加水至刻度，混匀，分别制成每毫升含

有果糖、葡萄糖和蔗糖各 0.2，0.4，0.6，0.8，1.0 

mg 的系列溶液，注入液相色谱仪，测定，以浓度

的对数对测得的峰面积的对数进行线性回归，求

得回归方程。结果见表 2。 

表 2  回归方程、相关系数及线性范围 

Tab 2  Regression formulations，Rs and linear ranges  

成分 回归方程 r 线性范围/mg

果  糖 lnY=1.523 6lnX+6.152 2 0.999 8 0.246~1.230 

葡萄糖 lnY=1.835 4lnX+5.734 1 0.999 4 0.236~1.182 

蔗  糖 lnY=1.593 6lnX+6.126 6 0.999 2 0.246~1.230 

2.8  仪器精密度试验 

依法制备供试品溶液，重复进样 6 次，记录

果糖、葡萄糖和蔗糖的峰面积，计算得峰面积的

平均值分别为 953 247，284 451，3 086 571，RSD

分别为 2.2%，2.4%和 1.9%，表明仪器精密度良好。   

2.9  重复性试验 

取丹参提取物样品，依法制备供试品溶液 6份，

分别测定果糖、葡萄糖和蔗糖的含量，计算得含量

的平均值分别为 3.77%，2.91%和 8.44%， RSD 分

别为 1.8%，1.8%和 1.6%，表明方法重复性良好。 

2.10  回收率试验 

精密称取 0.20，0.25，0.30 g 的丹参提取物，

各称 3 份，置烧杯中，分别精密加入与含量相应

的果糖、葡萄糖和蔗糖对照品，按“2.4”项下方

法，自“加水约 20 mL”起，依法处理，作为供试

品溶液，按“2.2”项下色谱条件，取 10 µL 注入

色谱仪，分别计算果糖、葡萄糖和蔗糖的回收率，

结果表明样品回收率良好。 

2.11  样品测定 

取 5 批丹参提取物样品，按“2.4”项下方法，

按“2.2”项下色谱条件，依法测定，计算果糖、

葡萄糖和蔗糖的含量，结果见表 4。 

3  讨论 

3.1  测定方法的选择 

本试验采用聚合物基质的 PrevailTM Carbohydrate 

ES 色谱柱，梯度洗脱，采用蒸发光散射检测器，实

现了丹参提取物中 3 个低聚糖类成分的良好分离。 

表 3  回收率实验结果(n=9) 

Tab 3  Results of recovery test(n=9) 

成分
原含量/

mg 

加入量/

mg 

测得量/ 

mg 
回收率/% 平均/% RSD/%

7.40 8.87 16.48 102.36 

7.75 8.64 16.59 102.30 

7.68 8.46 16.22 100.95 

9.84 10.15 20.23 102.33 

9.50 10.37 19.77 99.07 

9.73 9.84 19.72 101.52 

11.76 12.77 25.03 103.90 

11.44 12.89 24.47 101.10 

果糖

11.48 12.52 24.22 101.79 

101.7 1.6 

5.71 5.83 11.67 102.23 

5.98 5.86 12.05 103.58 

5.93 5.74 11.66 99.83 

7.60 7.33 15.11 102.46 

7.33 7.42 14.93 102.43 

7.51 7.28 14.83 100.55 

9.08 8.88 18.27 103.49 

8.83 8.53 17.52 101.88 

葡萄糖

8.86 8.66 17.64 101.39 

102.0 1.0 

16.57 17.22 34.12 101.92 

17.35 17.35 34.53 99.02 

17.19 17.07 34.41 100.88 

22.04 21.64 43.56 99.45 

21.26 21.39 43.04 101.82 

21.78 21.71 43.77 101.29 

26.33 25.88 52.61 101.55 

25.61 25.54 51.51 101.41 

蔗糖

25.69 25.87 51.63 100.27 

100.8 0.9 

表 4  样品测定结果(n=5) 

Tab 4  Determination of sample(n=5) 

果糖/% 葡萄糖/% 蔗糖/% 合计/% 

2.03 1.78 9.56 13.37 

2.34 2.27 8.49 13.10 

4.24 3.38 7.78 15.40 

4.24 3.61 6.24 14.09 

2.85 2.53 9.02 14.40 

小分子糖类物质通常使用氨基色谱柱进行分

离和检测。笔者采用 Hypersil GOLD Amino 

(2.5 mm×4.6 mm)色谱柱进行分析，结果显示果糖

和葡萄糖分离效果不好，分离时间长。同时传统的

氨基色谱柱存在着化学降解导致的柱寿命低等问

题，进样 50 针以后，噪音明显增大。 

而采用 PrevailTM Carbohydrate ES 色谱柱，

乙腈-水为流动相梯度洗脱，3 个低聚糖类成分的

分离度均达到 3.0 以上，且分离时间短，且基线都

非常稳定。同时聚合物基质不存在化学降解现象，

进样 300 针色谱图无明显变化。 

糖类物质检测，通常使用示差折光检测器和

蒸发光散射检测器。示差折光检测器灵敏度低，
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与梯度脱洗不相容，平衡时间长。本实验采用蒸

发光散射检测器，灵敏度高，与梯度洗脱相容性

良好，平衡时间短，能充分发挥 PrevailTM 

Carbohydrate ES 色谱柱特点，基线非常稳定。 

3.2  样品处理方法 

为了分离纯化目标分析物，本实验采用了固

相萃取法(SPE)对丹参提取物进行纯化，有效去除

了酚酸等杂质峰的干扰，纯化效果良好。SPE 是

一种集萃取、浓缩、解吸于一体的实验技术，以

其高效、高选择性、高度自动化的特点广泛用于

分析化学的样品分离和纯化，尤其是在中药分析

领域，发展前景良好[4]。 
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超高效液相色谱-串联质谱测定保健食品中马兜铃酸 A 
 

罗金文，吴鸳鸯，李樱红，周明昊(浙江省食品药品检验研究院，杭州 310004) 

 
摘要：目的  建立测定保健食品中马兜铃酸 A 的超高效液相色谱-串联质谱法。方法  采用 Zorbax Eclipse Plus C18 (2.1 mm

×100 mm，1.8 µm)；流动相为乙腈-0.1%甲酸(含 10 mmol·L1 甲酸铵)(60∶40)；流速：0.2 mL·min1；质谱条件为电喷雾

电离源(ESI+)，以多重反应监测(MRM)方式进行检测，用于定量分析的反应离子为 m/z 359→324。结果  马兜铃酸 A 在

2~200 ng·mL1 内线性关系良好，方法平均回收率为 105.3%，RSD 为 0.8%，最低检测限为 0.2 µg·kg1。结论  本法专属

性强，灵敏度和准确度高，可用于保健食品中马兜铃酸 A 的测定。 

关键词：保健食品；马兜铃酸 A；超高效液相色谱-串联质谱法 
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Determination of Aristolochic Acid A in Health Food by UHPLC-MS/MS 
 
LUO Jinwen, WU Yuanyang, LI Yinghong, ZHOU Minghao(Zhejiang Institute for Food and Drug Control, 

Hangzhou 310004, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a UHPLC-MS/MS method for the determination of aristolochic acid A in health food. 
METHODS  The separation and analysis was performed on a Zorbax Eclipse Plus C18 column(2.1 mm×100 mm, 1.8 μm). The 

mobile phase consisted of acetonitrile-0.1% fomic acid containing 10 mmol·L1 ammonium formate(60∶40). The flow rate was 

0.2 mL·min1. Electrospray ionization(ESI) source was applied and operated in the positive mode. Multiple reaction monitoring 
(MRM) mode with the transitions of m/z 359→324 was used to quantify aristolochic acid A. RESULTS  The assay linearity of 

aristolochic acid A was confirmed over the range 2200 ng·mL1. The average recovery of aristolochic acid A was 105.3% and 

RSD was 0.8%. The detection limit was 0.2 µg·kg1. CONCLUSION  The method is proved to be specific, sensitive and 
accurate. Therefore, it can be used to detect aristolochic acid A in health food. 
KEY WORDS: health food; aristolochic acid A; UHPLC-MS/MS  

 

马兜铃酸(aristolochic acid)是碳环芳香族酸性

化合物，基本骨架构成为蒽菲型结构，主要存在

于马兜铃科植物中。早期发现该类物质具有抗肿

瘤活性、抗感染及增强吞噬细胞活性等作用。随

着研究的深入，马兜铃酸类物质已被证实具有肾

毒、致癌和致基因突变作用。1993—1999 年，欧
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