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3.2  检测波长的选择 

在拟定的色谱条件下，各有关物质和降解产

物均可与曲匹布通主峰有效分离，主峰前有 3~4

个杂质；在氧化、碱、高温、光照条件下均产生

保留时间约为组分保留时间 2 倍的共有杂质。提

取供试品溶液主峰及各杂质的紫外吸收图谱，曲

匹布通主峰在 235.7，270.5，328.5 nm 处有 大吸

收，各杂质在紫外末端有较强吸收，在 271 nm 附

近亦有较大吸收，故选择干扰较小且吸收较强的

271 nm 作为有关物质检测的波长。 

3.3  供试品溶液浓度的选择 

分别配制含曲匹布通浓度约为 1， 2.5，

4 mg·mL1 的溶液，分别进样 10 µL，结果显示，

浓度为 1 mg·mL1 时仅能检出 4 个杂质，浓度增加

到 2.5 mg·mL1和 4 mg·mL1后均能检出 6个杂质。

而用 4 mg·mL1 的浓度时主峰响应过高，故确定供

试品溶液的浓度为 2.5 mg·mL1，进样量为 10 µL。 

3.4  样品中杂质的结构推断及有关物质限度的制定 

  比较曲匹布通片和曲匹布通原料药的有关物

质检测色谱图发现，曲匹布通片中的杂质大多与

原料药中杂质一致，说明片剂中杂质基本是由原

料带入。通过考察原料药中的杂质结果显示，样

品溶液色谱图中主峰前的 3 个杂质和主峰后的 2

个杂质为共有杂质 2。按照出峰顺序，对 5 个杂质

进行分析。采用 LC-MS 联用技术测定样品，推断

杂质的结构。解析图谱后显示，曲匹布通的杂质

多为化学结构苯甲酰支链上的变化，三乙氧苯结

构相对稳定。结合专属性试验色谱图推断，主峰

后相对保留时间约为 2 倍的杂质为降解杂质，且

在酸、碱、氧化、加热、光照破坏时均能产生，

其他杂质均为合成杂质。 

采用拟定的色谱条件，对 6 个企业的 21 批样

品有关物质进行了考察，结果显示，单个杂质的

量基本能控制在 0.2%以内，杂质的总量基本能控

制在 0.3%以内。对曲匹布通片进行加速试验结果

显示，加速后的样品杂质个数略有增加，但杂质

量未见明显变化，说明片剂较为稳定，各企业采

用的内外包装均不影响药品质量。故拟定限度为

杂质不得>0.2%，总杂质不得>0.4%。 

3.5  含量测定对照品的选择 

目前使用的曲匹布通对照品为供紫外方法检

查溶出度用，其有关物质色谱图显示，杂质较多，

其杂质量远高于湖南千金湘江药业股份有限公司

提供的原料。故选择企业提供的对照品(批号：

140401，纯度 99.6%)作为含量测定的对照品。 
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LC-MS/MS 同时测定朱砂中掺假染料猩红 808 和玫瑰红 B 的含量 
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摘要：目的  建立液相色谱-串联质谱(LC-MS/MS)法同时测定朱砂中的掺假染料猩红 808 和玫瑰红 B 的含量。方法  采

用 Agilent ZORBAX SB-C18 (2.1 mm×50 mm，1.8 µm)色谱柱，流动相为乙腈-0.1%甲酸溶液，流速为 0.3 mL·min1，柱温

为 30 ℃，离子化方式为 ESI，检测模式为 MRM，选择离子对：①猩红 808 m/z 368.1→275.1，m/z 368.1→219.1，m/z 

368.1→77.1；②玫瑰红 B m/z 443.2→399.2，m/z 443.2→355.0。结果  该方法猩红 808 和玫瑰红 B 的线性范围为

10~200 ng·mL1 和 9.69~193.8 ng·mL1；检测限分别为 2 ng·mL1 和 1.9 ng·mL1；回收率(n=6)分别为 97.86%和 97.34%，
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RSD 为 0.70%和 0.73%；精密度、稳定性和重复性的 RSD 均<4%。结论  该方法提取简单，测定方法定量准确，确证性

极高、灵敏高，适用于朱砂中红色染料猩红 808 和玫瑰红 B 的含量测定，还可为其他红色中药的安全检测提供了借鉴依据。 
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Simultaneous Determination of Red Adulterated Dye Scarlet 808 and Rhodamine B in Cinnabar by 
LC-MS/MS 
 
YANG Jianlong1, TAN Wen2(1.Changchun Municipal Food and Drug Inspection Institute, Changchun 130012, China; 

2.Tonghua Food and Drug Administration, Tonghua 134001, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  Establish a method for simultaneous determination of adulteration cinnabar dye scarlet 808 and 
Rhodamine B By LC-MS/MS. METHODS  Using Agilent ZORBAX SB-C18 (2.1 mm×50 mm, 1.8 µm) column, mobile phase 

of acetonitrile-0.1% formic acid, the flow rate was 0.3 mL·min1, column temperature was 30 ℃, ethanol as an extraction 

solvent, Ionization mode was ESI, detection mode was MRM. Selected ion pair: ①Scarlet 808 m/z 368.1→275.1, m/z 

368.1→219.1, m/z 368.1→77.1; ②Rhodamine B m/z 443.2→399.2, m/z 443.2→355.0. RESULTS  The linear range of A and B 

was 10~200 ng·mL1 and 9.69~193.8 ng·mL1 in this method; detection limit was 2 ng·mL1 and 1.9 ng·mL1; recoveries were 
97.86% and 97.34%, RSD was 0.70% and 0.73%; precision, stability and repeatability of RSD were less than 4%. 
CONCLUSION  The method of extraction is simple, determination is accurate, confirmatory high, high sensitivity, 
determination red dye Scarlet 808 and Rhodamine B are applicable to cinnabar, and also provide a reference basis for the safety 
testing of other Chinese medicine with red color. 
KEY WORDS: LC/MS/MS; cinnabar; scarlet 808; rhodamine B 

 

朱砂为硫化物类矿物辰砂族辰砂，具有清心

镇惊、安神解毒的功效[1]。朱砂在临床上应用很广

泛，很多中成药制剂(包括许多名方)中含有朱砂，

例如安宫牛黄丸、局方至宝散等。 

文献中对朱砂的研究多集中在朱砂中 HgS 含

量测定、毒性和朱砂炮制工艺。目前，对朱砂中

禁用红色染料的测定方法并不完全成熟，国家食

品药品监督管理局下发的《药品补充检验方法和

检验项目批准件》(批准件编号：2008003)中是采

用 HPLC 检查，因中药成分复杂，单用 LC 对其质

量进行评定欠准确，有相同吸收的相似化学物质

会产生假阳性干扰，若要得到 100%准确率还需要

采用 LC-MS/MS 进行确证。因此本研究建立了

LC-MS/MS 对朱砂中的掺伪染料猩红 808 和玫瑰

红 B 进行确证和定量，该方法具有专一、灵敏、

可靠、高效等特点，可较好地满足朱砂安全检测的

实际需要，为针对打击不法分子的制假、售假行为

的执法监督工作提供技术依据。 

液相色谱串联质谱法(LC-MS/MS)是近年来迅

速发展的检测技术，利用液相色谱高分辨的分离

能力和质谱灵敏特异的检测能力，对样品进行定

性定量分析，是目前 强有力的检测技术之一。

该技术检测目标化合物范围广，可用于药物和毒

物筛选、确证和定量。 

通过 LC-MS/MS 完全可以高效的检测中药中

多种红色染料，如对位红、苏丹红、胭脂红、诱

惑红、刚果红等[2]，可有效地应用于红色中药中非

法添加的红色染料的同时测定及确证。现阶段，

一些不法分子会对朱砂、红曲、枸杞、血竭、藏

红花、辣椒、红秋葵等中药材进行红色染料的掺

伪，对公众健康造成了潜在威胁和现实危害，破

坏了中医药发展的良好环境。而笔者未见国内外

文献报道同时测定猩红 808 和玫瑰红 B。 

1  材料 

1.1  药品、试剂与仪器 

猩红 808 对照品(中国药品生物制品检定所，

批号：111940-201201，纯度：99.9%)；玫瑰红 B

对照品(Dr.Ehrenstorfer GmbH，批号：10201，纯

度：95.0%)；乙腈、乙醇和甲酸为色谱纯，其他试

剂均为分析纯；实验用水为超纯水，微孔滤膜，

有机系。 

Agilent1260HPLC-6430MS/MS 三重四级杆液

质联用仪(美国 Agilent 公司)；GR202 电子分析天平；

POWER I 纯水仪(北京普析通用仪器有限公司)。 
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1.2  溶液的配制 

标准溶液的配制：准确称取猩红 808 对照品

适量，用乙醇配制成浓度为 100 μg·mL1 的对照品

储备液，根据需要用乙醇将对照品储备液稀释成

标准工作溶液，猩红 808 浓度分别为 10.0，40.0，

60.0，80.0，100.0，120，160，200 ng·mL1，玫瑰

红 B 的浓度分别为 9.7，38.8，58.1，77.5，96.9，

116.3，155.0，193.8 ng·mL1，置于 0~4 ℃避光保存。 

2  方法和结果 

2.1  色谱与质谱方法 

2.1.1  色谱条件   色谱柱为 Agilent ZORBAX 

SB-C18(2.1 mm×50 mm，1.8 µm)，流动相为乙腈

-0.1%甲酸溶液(80∶20)，流速为 0.3 mL·min1，柱

温为 30 ℃，进样体积为 5 µL。 

2.1.2  质谱条件  电喷雾离子源(ESI)，进行正离

子扫描，检测方式为正离子多离子反应监测

(MRM)，毛细管电压为 4 000 V，离子喷雾电压为

25 psi，干燥气温度为 350 ℃，干燥器流速为

8 L·min1，碰撞气为高纯氮气。①猩红 808 m/z 

368.1→m/z 275.1、219.1、77.1，Dell time 均为 0.2 s，

裂解电压：100 V，碰撞能：25 eV；②玫瑰红 B m/z 

443.2→ m/z399.2、355.0，Dell time 均为 0.2 s，裂

解电压：160 V，碰撞能：55 eV。  

2.2  样品处理 

取本品研细，称取粉末 0.2 g，加色谱乙醇

10 mL，超声处理 20 min，滤过，取滤液过 0.22 μm

滤膜作为供试品溶液，进样量 5 µL ，进行

LC-MS/MS 分析。 

2.3  特异性试验 

在选定的检测条件下，猩红 808 生成的基峰

离子为其离子 M+，进行 Scan 扫描分析。同法对

玫瑰红 B 进行 CAN 扫描，根据猩红 808 和玫瑰红

B 的分子量和离子化方式选定 m/z 368.1 作为猩红

808 的母离子，m/z 443.2 作为玫瑰红 B 的母离子，

通过给特定的裂解电压和碰撞能，进行子离子扫描。 

通过分析， 终选定 m/z 368.1/279.1 作为猩红

808 的定量离子对， m/z 368.1/219.1 和 m/z 

368.1/77.1 作为猩红 808 的定性离子对；m/z 

443.2/399.2 作为玫瑰红 B 的定量离子对，m/z 

443.2/355.0 作为玫瑰红 B 的定性离子对，2 种染

料分子的定量和定性离子色谱图见图 1。 

 
图 1  2 种染料分子的定量和定性离子色谱图 

Fig. 1  Two dyes quantitative and qualitative molecular ion 
chromatogram 

2.4  标准曲线和检出限 

精密吸取混合对照品溶液，加入乙醇配制系

列标准溶液，猩红 808 浓度为 10，20，40，60，

80，100，120，160，200 ng·mL1，玫瑰红 B 浓度

为 9.7，38.8，58.1，77.5，96.9，116.3，155.0，

193.8 ng·mL1，按“2.1”项下分析条件测定，以

测得的待测物峰面积 Y 对对照品浓度 X 作线性回

归，取低浓度继续稀释进行测定，直至 S/N=3，此

时的浓度为检出限，猩红 808 线性方程为

Y=982.1x+13 302 ， r=0.997 ，线性范围为 10~ 

200 ng·mL1，检出限为 2.0 ng·mL1；玫瑰红 B 线

性方程为 Y=2628.6x+10 397.4，r=0.999，线性范围

为 9.69~193.8 ng·mL1，检出限为 1.9 ng·mL1。 

2.5  精密度试验 

精密吸取混合对照品溶液 ( 猩红 808 为

200 ng·mL1，玫瑰红 B 为 193.8 ng·mL1)，按“2.1”

项下分析条件测定，计算 2 种红色染料的 RSD 分

别为 3.89%、3.51%。 

2.6  稳定性试验 

精密吸取 2 种红色染料混合对照品溶液，在

室温下分别放置 0，1，2，4，24 h 时，按“2.1”

项下分析条件测定，计算 2 种红色染料浓度的

RSD，猩红 808 和玫瑰红 B 的 RSD 分别为 4.10%

和 3.75%，结果表明对照品溶液在 24 h内基本稳定。 

2.7  回收率试验 

精密吸取 2 种红色染料混合对照品溶液，加

入不含染料的朱砂样品中，按“2.2”项下的提取

方法处理后，按“2.1”项下的分析条件测定，计

算回收率，结果见表 1。 
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表 1  回收率试验结果(n=6) 

Tab. 1  Results of recovery test(n=6) 

染料 加入量/ng 测得量/ng 回收率/% RSD/%

猩红 808 

500 489.3 

97.86 0.70 

500 490.8 

500 486.8 

500 495.3 

500 487.2 

500 486.3 

玫瑰红 B 

484.5 471.9 

97.34 0.73 

484.5 468.6 

484.5 475.4 

484.5 467.9 

484.5 469.9 

484.5 475.9 

2.8  重复性试验 

精密吸取混合对照品溶液，加入不含染料的

朱砂样品中，粉碎研细，按“2.2”项下的提取方

法处理后，按“2.1”项下的分析条件测定，猩红

808 和玫瑰红 B 的 RSD 分别为 0.65%和 0.95%，

均<1.0(n=6)，结果显示，重复性良好。 

3  讨论 

在分析方法的探索阶段，HPLC 和 HPLC-MS/ 

MS[3-4]相比，LC-MS/MS 的灵敏度高、专属性强，

效率高，速度快。 

经查阅相关文献，确定猩红 808 和玫瑰红 B

在乙醇中都易溶解，因此选择“绿色溶剂”乙醇

作为提取溶剂，该操作方法简便快捷。 

考察了流动相乙腈-0.1%甲酸水的 3 种比例：

90∶10、80∶20、70∶30，90∶10 出峰 快，但

是峰形不佳，80∶20 较 70∶30 出峰较快，参考《药

品补充检验方法和检验项目批准件》的要求， 终

选择乙腈-0.1%甲酸水(80∶20)作为流动相。 

通过质谱条件的优化 终确定猩红 808 和玫

瑰红 B 的 优裂解电压为 100 V 和 160 V， 优碰

撞能为 25 eV 和 55 eV 

本研究建立的朱砂中红色染料猩红 808 和玫

瑰红 B 的 LC-MS/MS 检测方法，与普通的 LC 方

法比较，灵敏度提高较多，同样为 200 ng·mL1 的

浓度，LC-MS/MS 的响应值是 UV 检测器的几百

倍(灵敏度高)；LC-MS/MS 采用 MRM 模式(图 2B)，

同时检测的 2 种染料并不会互相干扰，而在 UV

图(图 2A)中明显有干扰迹象，同时可以采用定性

离子对检出目标物进一步定性，从而达到确证的

目的(专属性强)；MRM 模式可以同时测定多个甚

至十几个目标化合物(效率高)；本法前处理简单快

捷，采用的色谱柱和色谱方法可使目标物在 5 min

中内均出峰，分析时间较短(速度快)。 

 
图 2  2 种染料的 HPLC 图与定量离子 MS 图比较 
AHPLC 图；B定量离子 MS 图。 
Tab. 2  HPLC chromatograms and quantitative ion MS chromatogram of two dyes 
AHPLC chromatograms; Bquantitative ion MS chromatogram.

综上所述，本法可为中药安全检查提供可靠、

方便、快捷的检测手段，完全可以满足监督管理

部门对染红朱砂的快速灵敏检测的需要，为后续

研究其他中药(血竭等)中违禁染料及其类似物的

检测提供了基础，同时为确保人民的用药安全提

供必要的技术支持，有利于促进中医药产业的和

谐发展。 
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四苯硼钠滴定液浓度测量的不确定度评定 
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摘要：目的  对按中国药典 2010 年版第一增补本方法配制和标定的四苯硼钠滴定液(0.02 mol·L1)浓度进行不确定度评定。

方法  通过对不确定度来源分析，建立测量模型，对标定过程中各不确定度的分量进行分析评估。结果  通过计算各变

量的不确定度分量，得到本次标定浓度的相对标准不确定度为 4.46×103，合成标准不确定度为 8.9×105 mol·L1，扩展

不确定度 U=0.000 18 mol·L1，k=2。结论  建立了四苯硼钠滴定液浓度的测量不确定度评定方法，通过分析评估各分量

不确定度的大小而明确测量不确定度的主要因素，优化实验条件使测定结果更加可靠准确。 
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Evaluation of Uncertainty for Concentration Calibration of (C6H5)4BNa Titration Solution 

 
LI Xueqing1,2, ZHANG Liyang1,2, YIN Guo1,2, YANG Min1,2, ZHENG Dang’er3(1.Shenzhen Institute for Drug 

Control, Shenzhen 518057, China; 2.Shenzhen Key Laboratory of Drug Quality Standard Research, Shenzhen 518057, China; 
3.Guangzhou Railway Group Company Center Measurement, Guangzhou 510080, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To evaluate for the uncertainty of the concentration of (C6H5)4BNa (0.02 mol·L1) titration 
solution prepared and calibrated according to the method in the Chinese Pharmacopoeia first addition of the 2010 edition. 
METHODS  According to the sources of uncertainty analysis, the measurement model was established and the various 
influencing factors in the calibration process was evaluated. RESULTS  By calculating each fraction of uncertainty in various 

variable parameters, the relative standard uncertainty was 4.46×103, the combined uncertainty was 8.9×105, and the expanded 

uncertainty was 0.000 18 mol·L1, k=2. CONCLUSION  The method of the uncertainty evaluation for calibrating the 
concentration of (C6H5)4BNa titration solution is established. The more reliable results of the measurement could be obtained 
when the measure was optimized by magnitude analysis all uncertainty. 
KEY WORDS: (C6H5)4BNa titration solution; uncertainty; evaluate 
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测量不确定度简称不确定度，表征合理地赋予

被测量值的分散性，是与测量结果相联系的参数[1-3]。

本研究按中国药典 2010 年版第一增补本方法配制

和标定四苯硼钠滴定液(0.02 mol·L1)[4]。参考《中

国药品检验标准操作规范》[5]滴定液的四苯硼钠滴

定液(0.02 mol·L1)8.3.5“标定中，3 份平行试验结

果的相对平均偏差不得大于 0.2%”的要求明显低

于一般规定“5.7”中 0.1%的要求。为预估该不同

要求，本研究对该滴定液进行测量不确定度评定，

依据分析结果，采取合理措施，提高四苯硼钠滴

定液浓度数据的可信度。 

1  主要仪器、试剂及实验环境 

滴定管(25 mL，A 级)；单标线吸量管(10 mL，

A 级)；烃铵盐滴定液(0.010 36±0.000 08) mol·L1，

k=2；实验环境温度：22.6 ℃。 

2  方法与结果 

2.1  测量方法 

精密量取本液 10 mL，加醋酸-醋酸钠缓冲液

(pH 3.7)10 mL 与溴酚蓝指示液 0.5 mL，用烃铵盐

滴定液(0.01 mol·L1)滴定至蓝色，并将滴定的结果


