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摘要：目的 建立脑得生片中非法染色剂柠檬黄的检测方法。方法 采用高效液相色谱法（HPLC），色谱柱为C18柱（250 mm×
4.6 mm，5 µm），柱温30 ℃，流速1.0 mL/min，流动相为0.05 mol/L醋酸铵溶液⁃乙腈，梯度洗脱，检测波长432 nm。采用液相色

谱质谱联用（LC⁃MS）对HPLC方法的专属性进行了验证。结果 在HPLC和LC⁃MS佐证结果一致情况下，抽查的17批脑得生

片样品中确证有3批样品含染色剂柠檬黄。结论 该方法快速、准确，专属性好，可作为脑得生片中非法添加染色剂柠檬黄的

检测方法，为脑得生片的质量控制提供方法。
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Abstract：Objective To establish a method for the detection of Lemon Yellow that is illegally added in Naodesheng Tablets.
Methods High performance liquid chromatography（HPLC）was adopted. C18 column（250 mm×4.6 mm，5 μm）.Column tempera⁃
ture 30 ℃，mobile phase with 0.05 mol/L ammonium acetate and acetonitrile at a flow rate of 1.0 mL/min.The detection wavelength
was 432 nm.The method of LC⁃MS was used to verify the specificity of HPLC method.Results In the case of consistent results
confirmed by HPLC and LC⁃MS，three out of seventeen batches of Naodesheng Tablets were proven to contain Lemon Yellow.Con⁃
clusion The method is rapid，accurate and with good specificity，and can be used as the detection method for Naodesheng Tab⁃
lets’quality control
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yellow； LC⁃MS

脑得生片是由三七、川芎、红花、葛根、山楂五味

饮片组成的中药复方制剂，具活血化瘀、通经活络之

功效。用于淤血阻络导致的眩晕、中风，肢体不用、

言语不利及头晕目眩等症状；脑动脉硬化、缺血性中

风及脑出血后遗症见上述症候者。处方中红花药材

被检出染色剂已有许多的报道［1］，柠檬黄为其常用的

染色剂之一。柠檬黄又名酒石黄、酸性淡黄、肼黄

等。化学名称为1⁃（4⁃磺酸苯基）⁃4⁃（4⁃磺酸苯基偶

氮）⁃5⁃吡唑啉酮⁃3⁃羧酸三钠盐，为水溶性合成色素。

由于部分企业红花原药材的采购、质量控制环节相

对薄弱，未对红花染色情况加以关注，造成脑得生片

中含有微量柠檬黄。本品为中药复方制剂，其他药

味对检测存在一定的干扰，因此有必要对脑得生片

中非法染色物检测方法进行系统的研究，从而更好

地控制药品内在质量。本研究自 2017 年 10 月至

2018年10月在查阅相关文献的基础上［2⁃5］，建立了脑

得生片中柠檬黄的高效液相色谱法全波长扫描紫外

检测（HPLC_DAD）方法，并采用液相⁃质谱联用（LC⁃
MS）法对阳性结果加以确认，为打击脑得生片中非法

染色提供技术依据，保证人民用药安全有效。

1 仪器与试药

1.1 仪器 Sartorius BSA 224S⁃CW电子天平（德国

Sartorius公司）、KQ3200DE型超声波清洗器（昆山市

超声仪器有限公司）、Agilent 1260型高效液相色谱

仪（二极管阵列检测器，美国安捷伦公司）、Waters
2695型高效液相色谱仪（二极管陈列检测器，美国

沃特世公司）AB SCIEX Triple Quad 5500 液质联用

色谱仪（三重四级杆，美国AB公司）。

1.2 试剂与药品 柠檬黄对照试剂（批号30117，纯
度 90.0%购自德国Dr.公司）；乙腈、甲醇为色谱纯，
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水为超纯水（Milli⁃Q），其他试剂均为分析纯。

脑 得 生 片（A 厂 ，批 号 160102；B 厂 ，批 号

160701；C 厂，批号 20170101；D 厂，批号 160201；E
厂，批号 160301；F 厂，批号 20160403；G 厂，批号

170329；H 厂，批号 151101；I 厂，批号 20170301；J
厂，批号 20150201；K厂，批号 20151001；L厂，批号

160101；M厂，批号150202、150101、160101；N厂，批

号160102；O厂，批号C1610012）。
2 方法和结果

2.1 色谱条件 Phenomenex Luna C18（4.6 mm×250
mm，5 µm）色谱柱；流动相 A 为乙腈；流动相 B 为

0.05 mol/L醋酸铵溶液；梯度洗脱（0～45 min，5%A
→45%A）；DAD 检测器，检测波长：432 nm；柱温

30 ℃；流速 1.0 mL/min；进样量 10 µL。理论板数按

柠檬黄峰计算应不低于3 000。
2.2 溶液的制备

2.2.1 对照试剂溶液 称取柠檬黄对照试剂适量，

加70%乙醇制成25 µg/mL的对照试剂溶液，即得。

2.2.2 供试品溶液 取脑得生片 20片，除去包衣，

称定重量，研细，取约 5 g，精密称定，精密加入 70%
乙醇10 mL，称定重量，超声处理20 min，放冷，再称

定重量，用70%乙醇补足减失的重量，滤过，即得。

2.2.3 阴性对照溶液的制备 取检测未添加柠檬

黄的红花和其他原料药材，按处方制得阴性样品。

称取5 g，同供试品溶液制备法，制成阴性溶液。

2.3 专属性实验 精密吸取对照试剂溶液与供试

品溶液各 10 µL，注入液相色谱仪。结果阳性样品

呈现与对照试剂保留时间相一致的色谱峰，阴性

样品在同一保留时间无相应色谱峰出现，见图 1。
阳性样品中，与柠檬黄对照试剂保留时间相一致

色谱峰的紫外吸收光谱与柠檬黄对照试剂一致，

见图 2。
2.3.1 质谱确认

2.3.1.1 质谱条件 色谱柱：ACQUITY UPLC BEH
C18（1.8 µm，50 mm×2.1 mm）；流动相：乙腈（A）一

0.02 mol/L 醋酸铵溶液（B），梯度洗脱（0～20 min，
2％A～45％A）；流速：0.3 mL/min；柱温：30 ℃。质

谱检测参数：电喷雾负离子模式（ESI⁃），检测方式：

一级质谱全扫描、多反应检测（MRM）方式；去簇电

压 100 V，入口电压 10 V，碰撞能量 16～31 V，源温

度450 ℃，碰撞室出口电压3～12 V。

2.3.1.2 检测结果 柠檬黄属吡唑啉酮类合成色

素，柠檬黄在环上有羧基，较小的碰撞能量就能脱

羧释出CO2，接着同时发生吡唑啉酮环的开裂（C⁃C
键，N⁃C键）和N⁃C键环合，生成大量离子。
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图1 HPLC色谱图：A为对照试剂；B为阳性样品；C为阴性样品
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图2 光谱图：A为对照试剂，B为阳性样品

柠檬黄精确质量为533.950 4，在负离子模式丢

失特点为-3Na+2H，形成m/z为 467的分子离子峰。

以467m/z为母离子进行二级质谱分析，选取丰度较

强，干扰较小的两对子离子，进行多反应监测

（MRM）模式检测。在柠檬黄染色样品色谱中，相应

的色谱峰具有与柠檬黄相同的质谱特征。见图 3、
图4。
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图3 柠檬黄对照试剂的选择离子色谱图：A为m/z 198.1，B为m/z 171.0
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图4 阳性样品的选择离子色谱图：A为m/z 198.1，B为m/z 171.0

2.4 精密度 精密吸取柠檬黄对照试剂溶液（浓度

约为 25 μg/mL），连续进样 5次，进样量 10 µL，测得

柠檬黄保留时间及峰面积，保留时间RSD为0.20%，

峰面积RSD为0.30%。结果表明精密度良好。

2.5 稳定性试验 取同一供试品溶液，室温下放

置，在0、1、2、4、6、12、24 h分别进样10 µL进行分析，

测定峰面积积分值，柠檬黄峰面积积分值的RSD为

0.98%。结果表明供试品溶液在24 h内稳定性良好

2.6 重复性试验 取同一供试品溶液，精密称取 6
份，按上述方法制成供试品溶液，测定柠檬黄峰面

积，结果柠檬黄色谱峰重现性良好，见图5。
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图5 脑得生片HPLC色谱图

2.7 不同仪器及色谱柱的考察 由于不同生产厂

家的高效液相色谱仪和色谱柱存在性能上的差异，

为考察方法的可行性及通用性，对样品还进行了以

下耐用性试验，①采用不同厂家生产的色谱柱。②
在不同的仪器上测定。结果表明耐用性较好。见

图 6、图 7，为用 Waters 2695 型高效液相色谱仪，

Boston Boscherom ODS C18（5μm，250 mm×4.6mm）色

谱柱所得色谱图。
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图6 对照试剂HPLC色谱图：Waters2695，Boston
Boscherom ODS C18

2.8 检测限 取柠檬黄对照试剂一定量配制一定浓

度的对照溶液，按上述液相色谱条件，进样测定，以

信噪比法（S/N＝3）测得柠檬黄的检出限为0.002 µg。
2.9 样品测定 分别对上述15家企业17批脑得生

片样品进行了检测，判定 3个生产企业的 3个批号

脑得生片检出有掺伪染色现象：B厂，批号 160701；
H厂，批号 151101；L厂，批号 160101。染色物为柠

檬黄，且符合上述方法中视为阳性检出的规定。

3 讨论

红花染色目的主要为，通过染色增重、掺伪；染

色样品以次充好等。本研究重点考察项目红花药

材为加水煎煮两次（共 2.5 h）后取清膏入药。试验
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图7 脑得生片HPLC色谱图：Waters2695，Boston Boscherom ODS C18

中模拟上述生产工艺制成柠檬黄阳性添加模拟制

剂进行了研究，旨在考察染色剂的热稳定性、配伍

稳定性等因素。结果表明：柠檬黄染色剂在生产工

艺条件下稳定性良好。

柠檬黄作为一类常用染色剂，并非天然产物，

非法染色系人为作假行为。采用本研究建立的方

法，对脑得生片样品进行了筛查。阳性样品的检

出，说明中成药还是存在一定的被化工染料污染情

况。针对这种情况后续还需开展进一步的研究，以

保证中成药的安全有效。
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