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摘要  目的：建立少腹逐瘀丸中添加松香酸的 HPLC 和 HPLC-MS/MS 检测法。方法：采用 HPLC、

HPLC-PDA、HPLC-MS 等。色谱柱为 C18 柱（250 mm×4.6 mm，5μm），体积流量 1.0 mL·min-1，

流动相为乙腈 -0.1% 甲酸水（82 ∶ 18），检测波长为 241 nm。液质联用验证采用 C18 柱，流动相为乙

腈 -0.1% 甲酸水，体积流量 0.2 mL·min-1，梯度洗脱。结果：松香酸进样量在 0.1582 ～ 1.582μg·mL-1

与峰面积呈良好的线性关系；平均加样回收率为 99.8%，RSD 为 0.23%。结论：该方法简便、快速、准

确，专属性稳定性及重复性均良好。本文所建立的检测方法，可满足定性定量检测少腹逐瘀丸中非法添

加松香酸的要求。
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Abstract    Objective:   To establish HPLC and HPLC-MS/MS methods to determine abietic acid added in 
Shaofuzhuyu pills. Methods: HPLC, HPLC-PDA, HPLC-MS, etc were used. A C18 column (250 mm×4.6 mm, 
5μm) was adopted for the determination. The mobile phase was composed of acetonitrile and 0.1% formic acid 
(82 ∶ 18) at a flow rate of 1.0 mL·min-1. The detection wavelength was 241 nm. The verification of LC-MS was 
carried out on a C18 column. Mobile phase was composed of acetonitrile and 0.1% formic acid at a flow rate of 
0.2 mL·min-1 under gradient elution. Results: A good linearity of rosin acids was observed within 0.1582-1.582 
μg·mL-1 and the average recovery was 99.8% (RSD=0.23%). Conclusion: The established method was simple, 
rapid, accurate and with good specificity, stability and repeatability, which could meet the requirements for the 
qualitative and quantitative detection of the abietic acid illegally added in Shaofuzhuyu pills.
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少腹逐瘀丸中松香酸的HPLC-MS检测方法研究
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少腹逐瘀丸由当归、蒲黄、五灵脂、赤芍、

延胡索、没药、川芎、肉桂、炮姜和小茴香10味中

药组成。原方出自清朝老中医王清任的《医林改

错》下卷，为汤剂，现为《中国药典》所收载，具

有温经活血、散寒止痛之功效，用于治疗血瘀寒凝

型月经不调、痛经的常用中成药[1]，素有“妇科第

一方”之称。药效学试验证实本品具有缓解子宫平

滑肌收缩、抗炎、镇痛，降低全血粘度和改善子宫

膜微循环的作用[2-3]。

没 药 为 方 中 臣 药 ， 为 橄 榄 科 植 物 没 药 树

·技术研究·
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Commiphoramyrrha Engl. 或爱伦堡没药树的胶树脂。

主产于索马里、埃塞尔比亚、土耳其等国家[4]，富含

挥发油[5]，具有散血去瘀、消肿定痛之功效。没药作

为一种重要的中药材绝大多数以配方的形式被广泛用

于临床，其性能也越来越受到人们的关注[6]。由于本

品来源有限、价格较贵，其药材、饮片的生产、

经营中可能有掺假的现象，如掺石膏粉等，杨秀泽

等[7-8]研究了其相应的鉴别方法。松香为常用的化

工原料，主要成分为松香酸酐和游离松香酸[9]，用

于松香皂和甘油松香酯等[10]，由于松香酸价廉易

得，具特殊香气，常被不法分子作为中药乳香、

没药等的造假材料。松香酸对局部组织有刺激作

用，大量内服吸收后中枢神经先兴奋后麻醉，对身

体会造成极大的危害。据报道，银屑敌胶囊因非法

添加松香酸而造成了服用者视力下降、死亡等严

重后果[11]。现行标准中没有少腹逐瘀丸松香酸的检

查，参照药典方法，本试验对松香酸进行了薄层色

谱鉴别，可能由于少腹逐瘀丸中没药经过炮制和粉

碎，虽然检出了疑为松香酸的斑点，但分离效果不

佳，因此本试验建立了灵敏度更高、准确性更强的

HPLC法来检测少腹逐瘀丸中非法添加的松香酸，

同时采用二极管阵列检测器（PDA）确定结果和

HPLC/MS来加以验证[12-15]。

1   仪器和试药
1.1   仪器

WATERS 2695-2996 / 2424-ELSD高效液相色

谱仪；岛津2010高效液相色谱仪，2996PDA二极

管阵列检测器，HPLC / MS-8030液质联用色谱仪

（TSQ QUANTUM ACCESS MAX），BP211D 电子天平

（Sartorius）。HPLC 用C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5μm；分别为岛津公司和戴安公司）。LC-MS用色谱

柱为Accucore C18柱（100 mm×2.1 mm，2.6μm）。

1.2   试药

松香酸（中国食品药品检定研究院，批号：

111938-201201），少腹逐瘀丸为2014年国家药

品监督抽验样品（A企业生产，批号为140408；

B企业生产，批号为140101；C企业生产，批号

为130106；D企业生产，批号为120114；E企业

生产，批号为49140301；F企业生产，批号为

7280003），占总批次的14%。乙腈、四氢呋喃

（色谱纯，DIKMAPURE公司），甲酸（分析纯，

国药集团化学试剂有限公司），水为超纯水。

2   方法与结果
2.1   HPLC-PDA鉴别

2.1.1   色谱条件与系统适用性试验

色谱柱： C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）， 

流 动 相 ： 乙 腈 - 四 氢 呋 喃 - 0 . 1 % 甲 酸 水 溶 液

（35∶25∶40）， PDA波长扫描范围：190～

300 nm，检测波长241 nm；进样量为供试品溶液

20 μL，对照试剂溶液10μL，柱温为30℃；流

速：1 mL·min-1；理论塔板数按松香酸对照品溶

液色谱中的主峰计算，应不低于2000；松香酸峰与

相邻峰的分离度应大于1.5。

2.1.2   对照试剂溶液的制备

精密称取松香酸对照试剂10 mg置10 mL量瓶

中，加甲醇使溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。

2.1.3   供试品溶液的制备

取少腹逐瘀丸供试品1丸，加硅藻土适量，

碾匀研细，置锥形瓶中，加甲醇35 mL，超声处

理30 min（250 W，33 kHz），静置，取上清液，

0.45μm滤膜滤过，即得。

2.1.4   阴性对照溶液

取原料药药材，按处方制得不加没药和加没

药对照药材两种阴性样品，按供试品制备方法制备

相应的阴性对照溶液。

2.1.5   HPLC-PDA检测

吸取供试品溶液、阴性对照溶液20μL与对

照试剂溶液10μL，注入液相色谱仪，结果阴性

样品在松香酸峰相应位置上无吸收峰，阳性样品

与松香酸对照试剂光谱图与色谱图一致，表明样

品中其他成分对松香酸的测定无干扰。检测结果

见图1。
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松香酸对照试剂 HPLC 色谱图 松香酸对照试剂光谱图

阴性供试品（缺没药）HPLC 色谱图 阴性供试品（加不含松香酸的没药）HPLC 色谱图

少腹逐瘀丸检出松香酸的样品 HPLC 色谱图 少腹逐瘀丸检出松香酸的样品光谱图

图 1  阴性样品及阳性样品与松香酸对照试剂的色谱和光谱图比较

2.2   HPLC-MS验证

2.2.1   色谱条件

色谱柱为Accucore C18柱 （2.1 mm×100 mm，

2.6μm）；流动相为乙腈-0.1%甲酸水（75∶25）

等度洗脱。

2.2.2   质谱条件

离子源：电喷雾离子源，离子化模式ESI+；喷

雾器压力：60 psi，干燥气（N2），干燥气温度：

350 ℃，毛细管电压：4000 V，碎片电压：100 V，

柱流量：0.2 mL·min-1；进样量：1μL；柱温：

30℃。扫描离子范围： 105～500 m/z。

2.2.3   HPLC-MS检测

分别精密吸取“2.1.2”节下的对照试剂溶

液10μL与“2.1.3”节下的供试品溶液20μL，

注 入 液 相 色 谱 - 质 谱 仪 ， 进 行 质 谱 分 析 。 分

析 显 示 ， 松 香 酸 对 照 试 剂 溶 液 准 分 子 离 子 峰

[M+1]+=303.30，碎片离子m/z为107.15和121.20，

测定结果见图2～5。
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一级准分子离子峰全扫描

二级碎片扫描

图 2   松香酸对照试剂质谱确认图谱

一级准分子离子峰全扫描

二级碎片扫描

图 3  A 公司生产的少腹逐瘀丸中松香酸检查 LC/MS质谱图

质谱保留时间

松香酸对照

质谱保留时间

少腹逐瘀丸样品 A 松香酸

图 4   B 公司生产的少腹逐瘀丸中松香酸检查 LC/MS质谱图

一级准分子离子峰全扫描

二级碎片扫描质谱保留时间

少腹逐瘀丸样品 B 松香酸
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2.3   松香酸的HPLC含量测定

2.3.1   对照试剂溶液的制备

精密称取松香酸对照试剂10 mg置10 mL量瓶

中，加甲醇使溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。

2.3.2   供试品溶液的制备

取少腹逐瘀丸供试品1丸，加硅藻土适量，

碾匀研细，精密称取0.3 g，置锥形瓶中，加甲醇

35 mL，超声处理30 min（250 W，33 kHz），静

置，取上清液，0.45μm滤膜滤过，即得。

2.3.3   测定法

吸取供试品溶液、阴性对照溶液各20μL与对

照试剂溶液10μL，注入液相色谱仪，测定，即得。

2.3.4   线性关系考察

取松香酸对照试剂适量，精密称定，加甲醇

制成每1 mL含0.1582 mg的溶液，摇匀，即得。分

别取1、2、3、5、10μL注入液相色谱仪，记录色

谱图，以各自的峰面积对其质量数（mg）进行线

性回归，回归方程：

Y=5977.4X-5157.3，r=0.999

结果表明在0.1582 ~1.582μg·mL-1松香酸峰面积

与其质量呈良好线性关系。

2.3.5   精密度试验

精密吸取对照试剂溶液10μg·mL-1，按上述

色谱条件连续进样6次，测定待测组分的峰面积，

计算松香酸峰面积的RSD（n=6）为0.97%

2.3.6   重复性试验

取同一批样品（批号 140408）共6份，按

“ 2 . 1 . 3 ” 节 下 方 法 制 备 供 试 品 溶 液 ， 进 样 量

20μg·mL-1，测定峰面积，计算样品中待测组

分含量及其RSD，结果样品中松香酸的平均含量

（n=6）为917.8 mg/丸，RSD为0.95%。    

2.3.7  检测限

在阴性样品（批号 7280003）中精密加入质量

浓度为0.9562 μg·mL-1的松香酸对照试剂溶液，

照供试品溶液的制备方法制备，根据峰高以信噪比

S/N=3确定松香酸的检测限为0.64μg·g-1。

2.3.8   回收率试验

按照“2.1.3”节下供试品溶液制备方法精密

称取样品（批号 140101）和硅藻土9 g，按处方量

分别加入等浓度的松香酸对照试剂6份，照供试品

溶液的制备方法制备6份回收率测试溶液，测定，

计算回收率，测得回收率为99.8%，RSD=0.23%

（n=6）。

2.4   样品测定

采用液相色谱外标法对含有松香酸的样品定

量测定，结果见表1。

一级准分子离子峰全扫描

二级碎片扫描

图 5   C 公司生产的少腹逐瘀丸中松香酸检查 LC/MS质谱图
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表 1   少腹逐瘀丸中松香酸含量测定结果（n=2）

厂家 批号 松香酸含量 /（mg·丸 -1） RSD/% 平均 RSD/%

A 公司生产 140408 917.8 0.30%

0.48%B 公司生产 140101 270.3 0.71%

C 公司生产 130106 4351.4 0.44%

D 公司生产 120114 未检出 / /

E 公司生产 49140301 未检出 / /

F 公司生产 7280003 未检出 / /

3   讨论
3.1   色谱柱及仪器耐用性考察

使用WATERS 2695-2996高效液相色谱仪、

戴安 C18（4.6 mm×250 mm，5μm）色谱柱及

岛津2010高效液相色谱仪、岛津C18（4.6 mm×

250 mm，5μm）色谱柱，按“2.1.1”节方法测定

批号为140408的供试品溶液。结果表明使用不同型

号的仪器和不同型号的色谱柱均能获得良好的分离

效果且松香酸含量测定结果一致。

3.2   质谱验证结果

液相色谱-质谱联用由于具有高度的专属性，

目前成为检查非法掺伪类现象的主要手段，本试

验利用液相保留时间（RT=15 min）和松香酸正

离子（[M+1]+=303.30）模式下不同碰撞能量产生

的2个特征子离子（107.15和121.20）来判断是否

含有松香酸，有效地避免了假阳性结果的出现。

为保证检测结果的准确性，利用液质联用法，对

HPLC检测出的松香酸阳性样品采用HPLC/MS/MS

进行验证，试验采用ESI+扫描方式进行定性，同时

进行一级质谱全扫描、二级全扫描，扫描范围：

105～500 m/z，能够更准确地确定检测结果。

3.3   样品基本情况

少腹逐瘀丸为2014年国家药品监督抽验样

品，共抽取样品21批次，涉及6家生产企业。其中

有3家生产企业，共3批次样品检出为阳性样品，并

经液质联用验证确认，占企业总数的50%，占样品

总批次的14%。

3.4   样品处理方法

取少腹逐瘀丸供试品1丸，加硅藻土适量，

碾匀研细，置锥形瓶中，加甲醇35 mL，超声处

理30 min（250 W，33 kHz），静置，取上清液，

0.45μm滤膜滤过，即得。

3.5   检测方法

从表1的检验结果可见，对于掺伪的少腹逐瘀

丸，仅按《中国药典》目前现有的检测项目，还

不能完全控制其质量。没药原药材松香酸的补充

检验方法中，国家规定为不得检出。本方法阴性

样品加松香酸对照试剂溶液色谱中松香酸色谱峰

的峰高均大于3倍基线噪音，即制剂中松香酸的含

量为万分之一时，该方法可检出松香酸，作为该

方法的报告限。

本文建立的少腹逐瘀丸中松香酸HPLC检查法

结果准确、方法可行，具有较好的实用价值，可满

足少腹逐瘀丸定性定量检测的要求，作为该药品的

补充检验方法。
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