
中国药事  2018 年 10 月  第 32 卷  第 10 期 1373

摘要   目的：建立以薄层色谱为初筛，高效液相色谱验证相结合的方法，以补充检验朱砂药材中非法添

加颜料红531、颜料红571、酸性红73、偶氮玉红、胭脂红5种色素。方法：采用薄层色谱法，硅胶G为

固定相，70%乙醇为溶剂，正丁醇-乙醇-冰乙酸-水（8∶4∶2∶2）为展开剂，在可见光下检视筛查。

采用高效液相色谱法（HPLC），以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂，流动相为乙腈-0.02 mol·L-1醋酸

铵梯度洗脱，柱温30 ℃，检测波长237 nm，用二极管阵列检测器进行检测，通过与颜料红531、颜料红

571、酸性红73、偶氮玉红、胭脂红对照试剂色谱峰比对加以确证，以液质联用对结果加以验证。结果：

在薄层色谱和HPLC验证结果一致情况下，68批朱砂样品中，有8批样品分别含有上述1种或几种色素添

加。结论：该方法简单、快速、重复性好、成本低，补充了朱砂饮片国家药品标准中的相关规定，对进

一步加大对中药材中药饮片市场的监管以及开展染色掺假中药专项整治具有较强的实用性。
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Abstract   Objective:   To establish an identification method using TLC as preliminary screen and HPLC as 
verification to supplement the detection of 5 illegally added pigments, such as Pigment Red 531, Pigment Red 
571, Brilliant Crocein, Azorubine, Ponceau 4R in cinnabaris. Methods: In the TLC method, silica gel G was used 
as a stationary phase, 70% ethanol was used as the solvent, and butanol-ethanol-aceticacid-water (8∶4∶4∶2) 
was used as developing solvent, and the result was detected under visible light. In HPLC method, octadecylsilane 
bonded silica was used as a filler, acetonitrile-0.02 mol·L-1 ammonium acetate was used as mobile phase. The 
column temperature was 30℃ and the detection wavelength was 237 nm, photodiode array detector was used to 
do the detection. Then the result was compared with the peak of the control reagents of Pigment Red 531, Pigment 
Red 571, Brilliant Crocein, Azorubine, Ponceau 4R for confirmation. The results were further validated by the 
LC-MS. Results: The results of the TLC were consistent with those of HPLC. 8 out of 68 batches of cinnabaris 
samples were proven to contain the above-mentioned one or more pigments. Conclusion: The method is simple, 
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rapid, reproducible, cost-effective and can supplement the relevant provisions of national standards for decoction 
pieces of cinnabaris, which is very practical in strengthening the supervision of Chinese herbal medicine market 
and in carrying out special rectification of dyeing and adulteration of traditional Chinese medicine. 
Keywords：  Cinnabaris; illegally added pigment; TLC; HPLC; LC-MS

朱砂属于我国临床上使用较广泛的矿物类中

药，可内服及外敷，常用于治疗失眠多梦、心悸易

惊、癫痫发狂、疮疡肿毒等症状，具有清心镇惊、

安神、明目、解毒的功效[1-3]。因此，朱砂常被用

在中药成方制剂中，国家药品标准中收载的含有朱

砂的中成药约有400 种，《中国药典》（2015 年版

一部）[4]收载的含有朱砂的中成药有70 个，其中9

个品种采用朱砂包衣，4个品种的处方中朱砂名称

为“朱砂粉”，3个品种未列入处方中，仅在制法

中描述。近年来，由于我国已经开始在最主要的

朱砂产区——贵州及湖南等地限制和禁止开采，从

而导致国内辰砂矿石产出大幅减少，对药用天然朱

砂的供应量有大幅影响。在这种情况下，市场上不

断涌现出伪品朱砂，如用灰褐色或青褐色矿石小颗

粒，外面涂以暗红色颜料染色冒充朱砂；用红砖

粉、用化工染料大红粉与砂石粉伪作朱砂等，在扰

乱药品市场有序监管的同时，也增加了人民的用药

安全风险[5-8]。

针对朱砂存在染色问题而又缺乏相关检测标

准的情况，本文研究并建立了朱砂饮片中颜料红

531、颜料红571、偶氮玉红、胭脂红、酸性红73

的检测方法[9-13]，对2015年国家药品计划抽验中

收集的68批样品进行检测，发现12批样品中能检

出808猩红[14-15]、颜料红531、颜料红571、偶氮玉

红、胭脂红、酸性红73等6种色素，占样品总量

的17.8%，其中8批样品中能检出新发现的颜料红

531、颜料红571、偶氮玉红、胭脂红、酸性红73等

5种色素。本文通过对朱砂样本进行检验，证明本

研究建立的方法可有效地应用于朱砂药材中非法添

加颜料红531、颜料红571、酸性红73、偶氮玉红、

胭脂红成分的鉴别。

1   试验材料
1.1   实验仪器

Waters  2695液相色谱系统（996PDA检测

器）；Agilent 1200- 6410B Triple Quad液-质联用

系统；Mettler AE240 型电子天平（梅特勒-托利多

仪器有限公司）；KQ3200DB 型数控超声波清洗器

（昆山市超声仪器有限公司）；Milli-Q超纯水器

（美国Millipore公司）。

1.2   试剂与药品

酸 性 红 7 3 （ 批 号 ： 1 6 6 7 5 ） ， 购 自

Accustandard；胭脂红（批号：20070828），购

自天津市化学试剂研究所；偶氮玉红（批号：

30107），购自Dr.Ehrenstorfer GmbH；颜料红571

（批号：Z050G005），购自CNW；颜料红531（批

号：R342G005），购自CNW；乙腈为色谱纯购自

Fisher Chemical公司；正丁醇、冰乙酸、乙醇、甲

醇、甲酸、醋酸铵等为分析纯均购自北京化工厂；

硅胶G板购自merck公司；其他试剂均为分析纯。

朱砂样本: 包括朱砂药材和饮片，共计68批，

来源于市场抽检样品。

2   试验方法与结果
2.1   薄层色谱法

取本品粉末0.1 g，加70%乙醇25 mL，超声处

理20 min，滤过，取续滤液作为供试品溶液。另取

颜料红531对照试剂、颜料红571对照试剂、偶氮

玉红对照试剂、胭脂红对照试剂、酸性红73对照

试剂，加70%乙醇制成每1 mL各含0.2 mg的混合溶

液，作为对照品溶液。按照薄层色谱法《中国药

典》（2015年版四部）通则0502试验程序，吸取上

述溶液5～10μL，分别点于同一硅胶G薄层板上，

以正丁醇-乙醇-冰乙酸-水（8∶4∶2∶2）为展开

剂，展开，取出，晾干。供试品色谱中，在与对照

品色谱相应的位置上，不得显相同颜色的斑点；若

出现与对照品相同颜色的斑点，则采用下列高效液

相色谱法验证。

1）初筛取样品1～68及混合对照试剂，分别

按上述方法试验。

2）复筛取样品7、15、19、28、62、63、64、

68及混合对照试剂，分别按上述方法试验，供试品

溶液在与颜料红531、颜料红571、偶氮玉红、胭脂

红、酸性红73的对照品溶液相应的位置上，有相同

颜色的色谱斑点，结果如图1所示。检测结果如表2

所示。
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1      2      3      4      5      6     7      8      9

1. 5种色素对照试剂（从上往下：颜料红531，颜料红571，酸性红73，偶氮玉红，胭脂红）；

2. 样品7；3. 样品15；4. 样品19；5. 样品28；6. 样品62；7. 样品63；8. 样品64；9. 样品68。

图1   朱砂药材及饮片的薄层色谱

2.2   HPLC-DAD对色素的定性鉴别

2.2.1   色谱条件

采用Agilent TC-C18（4.6 mm×250 mm，

5μm）色谱柱，填料：十八烷基硅烷键合硅胶；

以乙腈为流动相A，以0.02 mol·L-1醋酸铵溶液为

流动相B，按表1进行梯度洗脱。检测波长：237 

nm；流速1.0 mL·min-1，柱温30℃。理论板数按

胭脂红色谱峰计算应不低于2000。

表 1   梯度洗脱程序

时间 /min 流动相 A/% 流动相 B/%

0 10 90

6 35 65

12 30 70

15 90 10

20 90 10

2.2.2   对照品溶液的制备

取颜料红531对照试剂、颜料红571对照试剂、

偶氮玉红对照试剂、胭脂红对照试剂、酸性红73对

照试剂适量，加70%乙醇制成每1 mL各含10μg的

混合溶液，即得。

2.2.3   供试品溶液的制备

取“2.1”节下的供试品溶液，即得。

2.2.4   阴性溶液的制备

取朱砂阴性样品0.1 g，加70%乙醇制成每1 mL

各含10μg的混合溶液，即得。

2.2.5   专属性检查

精密吸取混合对照品溶液、供试品溶液及阴

性样品溶液各10μL，在上述色谱条件下，分别注

入色谱仪，得相应的色谱图。供试品在与颜料红

531、颜料红571、偶氮玉红、胭脂红、酸性红73对

照品相应的位置上，有相同保留时间的色谱峰，而

阴性样品在与对照品相应位置上无色谱峰，说明阴

性样品对颜料红531、颜料红571、偶氮玉红、胭脂

红、酸性红73的检出无干扰。

2.2.6   仪器检出限 

取 “2.2.2”节下的对照品溶液加乙醇稀释至

颜料红531、颜料红571、偶氮玉红、胭脂红、酸性

红73分别为 1μg·mL-1，进样 4μL，其信噪比为 

3∶1，确定该浓度为仪器检出限。

2.2.7   耐用性试验

取对照试剂、阴性样品、阳性样品溶液，

按色谱条件，分别用OMNI BOND Hubble C18

（4.6mm×250mm，5μm）、Aglient TC-C18

（4.6mm×250mm，5μm）和Thermo Syncronis C18

（4.6mm×250mm，5μm）3根不同型号的液相色

谱柱进样测定，比较不同色谱柱对颜料红531、颜

料红571、偶氮玉红、胭脂红、酸性红73保留时间

的影响。3种色谱对颜料红531、颜料红571、偶氮

玉红、胭脂红、酸性红73的保留时间没有影响，故

其均可以作为色素分离的色谱柱。

2.2.8   测定法

分别精密吸取对照品溶液与供试品溶液各

10 μL，注入液相色谱仪，测定。
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C

A. 混合对照品 B. 样品 28；C. 样品 64；D. 阳性对照；

1. 胭脂红；2. 偶氮玉红；3. 颜料红 571；4. 酸性红 73；5. 颜料红 531。

图 2   朱砂对照试剂及阳性样品 HPLC 色谱

A B

A. 胭脂红对照试剂；B. 阳性样品。

图 3   胭脂红对照试剂及阳性样品 UV 色谱

供试品色谱中，应不得出现与对照试剂色谱

保留时间相同的色谱峰。若出现保留时间相同的色

谱峰，则采用二极管阵列检测器比较相应色谱峰在

210～650 nm波长范围的紫外-可见吸收光谱，吸收

光谱应不相同；结果见表2。同薄层色谱法检出结

果一致。部分供试品及对照试剂的HPLC色谱图见

图2，UV光谱比对见图3~7。

表 2   样品的检测结果

样品编号　 颜料红 531 颜料红 571 偶氮玉红 胭脂红 酸性红 73

7 - - - + -

15 - - - - +

19 + - - - -

28 + + - + +

62 + - - - -

63 + - - - -

64 - - + + -

68 + - - - -

A B
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A B

A. 偶氮玉红对照试剂；B. 阳性样品。

图 4   偶氮玉红对照试剂及阳性样品 UV 色谱

A. 颜料红 571 对照试剂；B. 阳性样品。

图 5   颜料红 571 对照试剂及阳性样品 UV 色谱

A. 酸性红 73 对照试剂；B. 阳性样品。

图 6   酸性红 73 对照试剂及阳性样品 UV 色谱

A. 颜料红 531 对照试剂；B. 阳性样品。

图 7   颜料红 531 对照试剂及阳性样品 UV 色谱

A

A

A

B

B

B



中国药事  2018 年 10 月  第 32 卷  第 10 期1378

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRS zhgysh

A

A

B
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A. 胭脂红对照溶液；B. 阳性样品。
图8   胭脂红对照试剂及阳性样品ESI-二级质谱

2.3.3   偶氮玉红的质谱特征 

ESI-扫描，偶氮玉红对照试剂，ESI-扫描一级

质谱 m/z 457，以 m/z 457为母离子的二级质谱 m/z 

377、171；在阳性样品色谱中，在与偶氮玉红对照

试剂相应保留时间色谱峰的质谱数据基本一致。见

图9。

A. 偶氮玉红对照溶液；B. 阳性样品。

图9   偶氮玉红对照试剂及阳性样品ESI-二级质谱
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8.16e5377.0671

171.0351
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2.3   HPLC/MS验证色素检验方法

采用液-质联用（HPLC/MS）方法，对检测的

颜料红531、颜料红571、偶氮玉红、胭脂红、酸性

红73的色素及阳性样品进行进一步的确证，验证方

法的准确性。

2.3.1   色谱条件和质谱检测参数 

色谱条件同上述高效液相色谱法；分流比约

4∶1。质谱检测参数：颜料红531、颜料红571、

偶氮玉红、胭脂红、酸性红73分别以 ESI-扫描，

毛细管电压：4 kv，干燥气：氮气，干燥气温

度：300℃，干燥气流速 10 L·min-1，扫描范围：

100～800 m/z。

2.3.2   胭脂红的质谱特征 

ESI-扫描，胭脂红对照试剂，ESI-扫描一级

质谱 m/z 536，以 m/z 536 为母离子的二级质谱

m/z 205、225；在阳性样品色谱中，在与胭脂红

对照试剂相应保留时间色谱峰的质谱数据基本一

致。见图8。
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2.3.4   颜料红571的质谱特征 

ESI-扫描，颜料红571对照试剂，ESI-扫描一

级质谱 m/z 387，以 m/z 387 为母离子的二级质谱 

m/z 187、170；在阳性样品色谱中，在与颜料红

571对照试剂相应保留时间色谱峰的质谱数据基本

一致。见图10。
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A. 颜料红571对照溶液；B. 阳性样品。

图10   颜料红571对照试剂及阳性样品ESI-二级质谱

2.3.5   酸性红73的质谱特征 

ESI-扫描，酸性红73的对照试剂，ESI-扫描

一级质谱 m/z 511，以 m/z 327 为母离子的二级质

谱 m/z 301、302；在阳性样品色谱中，在与酸性

红73的对照试剂相应保留时间色谱峰的质谱数据

基本一致。见图11。

A. 酸性红73对照溶液；B. 阳性样品。

图11   酸性红73对照试剂及阳性样品ESI-二级质谱

A

B

m/z

m/z

2.3.6   颜料红531的质谱特征 

ESI-扫描，颜料红531对照试剂，ESI-扫描一

级质谱 m/z 377，以 m/z 377 为母离子的二级质谱 

m/z 205；348，在阳性样品色谱中，在与颜料红

531对照试剂相应保留时间色谱峰的质谱数据基本

一致。见图12。
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A. 颜料红531对照溶液；B. 阳性样品。

图12   颜料红531对照试剂及阳性样品ESI-二级质谱

3   讨论
3.1   检测波长的选择

分别对颜料红531、颜料红571、偶氮玉红、胭

脂红、酸性红73对照溶液进行紫外全波长扫描，最

大吸收波长集中在480～510 nm处，但位于可见光

区，为了方法的准确性与适用性，选择237 nm为检

测波长，且该波长下各个对照品的吸收检测最佳，

故最终选取237 nm为检测波长。

3.2   检测方法

本方法建立拟用薄层色谱作为初筛，若筛出

得到疑似的结果后可使用高效液相色谱和相应的色

素对照品结合法来验证疑似品的结果，两者结果相

一致时可得出阳性结论，必要时，可采用高效液相

色谱-质谱联用方法加以验证。此方法可以补充检

验朱砂药材中非法添加颜料红531、颜料红571、酸

性红73、偶氮玉红、胭脂红5种色素。

3.3   朱砂样品检测

所有试验样本均是从北京、成都、西安及湖

南等地的中药饮片厂、中药材批发及零售等流通

环节以及不同等级的医疗机构等收集，共计68批样

品。其中，3批检出胭脂红，5批检出颜料红531，2

批检出酸性红73，1批检出偶氮玉红，1批检出颜料

红571。8批检出为阳性样品，均为饮片，其中2批

来自医药公司，2批来自社会药房，4批来自医疗机

构，样品染色率为11.8%，如果加上已有检出的9

批（单一的为4批）含有猩红808的阳性样品，则朱

砂的染色率为17.8%。朱砂来源于为硫化汞的天然

矿石，自身就带有朱红色，检出染色朱砂色泽及饱

和度均很高。市售朱砂饮片为了提高外观的色泽饱

和度或者掩盖自身的质量问题而进行非法染色。因

此，建议国家食品药品监督管理部门根据市场监督

结果，将胭脂红、偶氮玉红、颜料红571、酸性红

73、颜料红531的检测列入补充检验方法，从而更

有效地打击朱砂中添加色素的违法行为。
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