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消肿止痛酊收载于《中国药典》2010年版（一部）[1]，是由黄

藤、防风、荆芥、细辛、五加皮等 21味中药经加工制成的酊剂，

具舒筋活络、消肿止痛之功，用于跌打扭伤、风湿骨痛、无名肿

毒、腮腺炎肿痛。方中的细辛占处方量的4.23％，细辛中含有

极少量的马兜铃酸A[1]。早在1993年，比利时就公开披露了该

国一些妇女因服含广防己的减肥丸导致肾病的事件[2]。随后，

含有马兜铃酸的中草药引起尿毒症的事件在国内、外引起关

注。现在已经证实，马兜铃酸毒性主要表现为“急进性肾间质

性纤维化”，病情多为不可逆性。2004年8月，为保证民众用药

安全，我国国家食品药品监督管理局根据对含马兜铃酸药材

及其制剂不良反应的报道以及毒副作用研究和结果的分析，

决定加强对含马兜铃酸药材及其制剂的监督管理[3]。因此，为

更好地控制消肿止痛酊的安全性，需要对处方中细辛的毒性

成分马兜铃酸 A加强质量控制，研究增加该成分含量限度指

标对保证消肿止痛酊的质量及用药安全具有重要意义。

目前，含马兜铃酸的中药材及其制剂已有马兜铃酸含

量测定方法的文献报道，方法主要有高效液相色谱（HPLC）

法 [4-8]、超高效液相色谱（UPLC）法[9]、薄层扫描（TLCS）法[10]、液

相色谱-质谱联用（LC-MS/MS）法[11]等，其中以HPLC法应用最

多。但HPLC法存在灵敏度低、干扰峰多、较难分离且前处理

较烦琐的缺点。消肿止痛酊为复方制剂，成分复杂，干扰大，

且马兜铃酸含量甚微，故本试验采用溶剂萃取后，以LC-MS/

MS法进行测定，结果马兜铃酸A峰与其他杂质峰分离良好，

干扰少，缩短了分析时间，同时显著提高了测定灵敏度与专属

性，满足了药物中痕量成分检测的要求。

1 材料
Agilent 1290快速高分离液相色谱系统、Agilent 6460 Tri-

ple Quad LC-MS/MS仪[配电喷雾电离源（ESI），美国安捷伦公

司]；RE-52A 型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；S40K 型

pH计 [梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司]；BP211D型电子

天平（德国赛多利斯公司）。

马兜铃酸A对照品（中国食品药品检定研究院提供，批号：

110746-200204，供鉴别用，HPLC检测质量分数为99.05％）；消

肿止痛酊（广西花红药业股份有限公司提供，批号：20101101、

20081205、20090201、20090202、20100801、20100802、20100803、

20100804、20080303、20080401）；乙腈为色谱纯，其他试剂均

为分析纯，水为高纯水。

2 方法与结果

液相色谱-质谱联用法测定消肿止痛酊中马兜铃酸A的含量
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摘 要 目的：建立测定消肿止痛酊中马兜铃酸A含量的方法。方法：采用液相色谱-质谱联用（LC-MS/MS）法。色谱柱为ZOR-

BAX Eclipse plus C18柱，流动相为乙腈（含5％水，0.1％甲酸＋5 mmol/L甲酸铵）-水（0.1％甲酸＋5 mmol/L甲酸铵）梯度洗脱，流速

为0.3 ml/min，柱温为40 ℃，进样量为10 μl；通过电喷雾离子化、采用多反应监测方式进行正离子检测，用于定量分析的检测离子

为m/z 359.1→296.1。结果：马兜铃酸A进样量在11.21～299.0 pg范围内与峰面积积分值呈良好的线性关系（r＝0.999 5）；平均加

样回收率为119.20％，RSD＝4.0％（n＝9）。结论：该方法准确、快速、简便、重复性好、干扰少、特异性好，能满足消肿止痛酊中马兜

铃酸 A的痕量检测要求。
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injection volume was 10 μl；the detection was performed in multiple reaction monitoring mode（MRM）with positive electrospray

ionization（ESI），by m/z 359.1→296.1 of aristolochic acid A. RESULTS：The linear range of aristolochic acid A were 11.21-299.0

pg（r＝0.999 5）with an average recovery of 119.20％（RSD＝4.0％，n＝9）. CONCLUSIONS：The method is accurate，rapid，

simple and reproducible with less interference and good specificity，which can meet the requirements of trace detection of aristoloch-

ic acid A.
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2.1 色谱-质谱条件

2.1.1 色谱条件 色谱柱：ZORBAX Eclipse plus C18（2.1 mm×

100 mm，1.8 μm）；流动相：采用梯度洗脱，A相为水（0.1％甲

酸+5 mmol/L甲酸铵），B相为乙腈（含 5％的水，0.1％甲酸+5

mmol/L甲酸铵），梯度洗脱程序见表1；流速：0.3 ml/min，柱温：

40 ℃，进样量：10 μl。

表1 液相色谱分离梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution program of liquid chromatography

时间，min

0

6

6.5

9.5

10

14

A相：水（0.1％甲酸+
5 mmol/L甲酸铵），％

55

55

5

5

55

55

B相：乙腈（含5％的水，0.1％甲酸+
5 mmol/L甲酸铵），％

45

45

95

95

45

45

2.1.2 质谱条件 电离源：ESI；源电压：4 000V；喷嘴电压：

1 500 V；干燥气温度：350 ℃；雾化器压力：40 psi；干燥气流速：

5 L/min；鞘流气温度：390 ℃；鞘流气流速：10 L/min；检测方

式：正离子检测；扫描方式：多反应监测（MRM），具体参数见表

2（“*”为定量离子）。

表2 马兜铃酸A的MRM参数

Tab 2 MRM parameters of aristolochic acid A

母离子（m/z）

359.1

359.1

359.1

子离子（m/z）

324.0

296.1＊

268.1

驻留时间，ms

40

40

40

碎裂电压，V

61

61

61

碰撞能量，V

9

5

17

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液的制备 取马兜铃酸A对照品适量，加乙

腈-水（40 ∶60，V/V）制成每1 ml含10 ng的溶液，即得。

2.2.2 供试品溶液的制备 取装量差异项下的消肿止痛酊，

精密吸取 25 ml，置于蒸发皿中，水浴蒸干，残渣加 1％碳酸钠

溶液 40 ml分多次加热溶解，溶液转移至 250 ml分液漏斗中，

放冷，加三氯甲烷振摇提取4次，每次40 ml，弃去三氯甲烷液，

碱水层用稀盐酸调pH至2～4，再加三氯甲烷振摇提取4次，每

次 40 ml，合并三氯甲烷液，蒸干，残渣加甲醇溶解并转移至 5

ml量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，精密吸取 1 ml，置于 20 ml量

瓶中，加乙腈-水（40 ∶ 60，V/V）稀释至刻度，摇匀，过 0.2 μm滤

膜，即得。

2.2.3 阴性对照溶液的制备 按消肿止痛酊处方制备不含细

辛的阴性样品，按“2.2.2”项下方法制备溶液，即得。

2.3 专属性试验

按“2.1”项下色谱-质谱条件，取对照品溶液、供试品溶液、

阴性对照溶液进样测定，记录色谱-质谱图，见图 1。由图 1可

知，样品中其他成分对马兜铃酸A测定无干扰。

2.4 线性关系考察

精密称取马兜铃酸A对照品10.48 mg，置于50 ml量瓶中，

加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，精密吸取3 ml，置于50 ml量

瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，精密吸取3 ml，置于100 ml量

瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，精密吸取 25 ml，置于 250 ml

量瓶中，加乙腈-水（40 ∶60，V/V）稀释至刻度，摇匀，备用。分别

精密量取上述溶液3.0、3.0、3.0、3.0、30.0、40.0 ml，各置于100、

50、25、10、50、50 ml量瓶中，加乙腈-水（40 ∶ 60，V/V）稀释至刻

度，摇匀，制成质量浓度分别为 1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、30.0

ng/ml的系列对照品溶液，进样测定。以马兜铃酸A进样量（x）

为横坐标，峰面积（y）为纵坐标绘制标准曲线，得回归方程 y＝

69.268 8x－30.612 0（r＝0.999 5）。 结果表明，马兜铃酸 A 进

样量在11.21～299.0 pg范围内与峰面积积分值呈良好的线性

关系。

2.5 检测限和定量限

按“2.1”项下色谱-质谱条件，分别吸取质量浓度为 0.1、

0.3 ng/ml的马兜铃酸A对照品溶液 10 μl，注入LC-MS/MS仪

进样测定。结果，信噪比分别为3 ∶1和10 ∶1。故本方法检测限

为0.4 ng/ml，定量限为1.2 ng/ml。

2.6 精密度试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：20100801）适量，按“2.1”

项下色谱-质谱条件进样，连续测定 6次。结果，RSD＝3.4％

（n＝6），表明本方法精密度良好。

2.7 重复性试验

取样品（批号：20100801）适量，按“2.2.2”项下方法制备供试

品溶液，并按“2.1”项下色谱-质谱条件进样测定。结果，RSD＝

10.2％（n＝6），表明本方法重复性较好。

2.8 稳定性试验

取供试品溶液（批号：20100801）适量，分别在 0、2、6、8、

10、15 h时，按“2.1”项下色谱-质谱条件进样测定。结果，RSD＝

5.0％（n＝6），表明在15 h内被测物质量稳定。

2.9 加样回收率试验

精密吸取已知含量的样品（批号：20100801，质量浓度：

29.99 ng/ml）25 ml，共 9份，置于蒸发皿中，每 3份分别精密加

入马兜铃酸A甲醇溶液（质量浓度：373.7 ng/ml）1、2、3 ml ，水

浴蒸干，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，并按“2.1”项下色

谱-质谱条件进样测定，计算加样回收率，结果见表3。

2.10 样品含量测定

取 10批样品，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，并按

“2.1”项下色谱-质谱条件进样测定，计算含量，结果见表4。

图1 液相色谱-质谱联用图
A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；1.马兜铃酸A

Fig 1 LC-MS/MS chromatograms
A. substance control；B. test sample；C. negative control；1. aristoloch-

ic acid A

··1908



中国药房 2013年第24卷第20期 China Pharmacy 2013 Vol. 24 No. 20

324.1

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

计数与质荷比（m/z）

B

300 350 400 450 500 550 600 650 700

计数与质荷比（m/z）

A

3.5

3

2.5

2

1.5

1

0.5

0

5.5

5

4.5

4

3.5

3

2.5

2

1.5

1

0.5

0

强
度

，×
10

4 cp
s

298.1

324.1

359.1

705.1
252.1

268.1

281.2

296.1

强
度

，×
10

5 cp
s

图2 马兜铃酸A扫描质谱图
A.母离子；B.碎片离子

Fig 2 MS/MS spectra of aristolochic acid A
A. parent ion；B. fragment ion

表3 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 3 Results of recovery tests（n＝9）

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

取样量，
ml

25

25

25

25

25

25

25

25

25

所含量，
ng

749.8

749.8

749.8

749.8

749.8

749.8

749.8

749.8

749.8

加入量，
ng

373.7

373.7

373.7

747.4

747.4

747.4

1 121.1

1 121.1

1 121.1

测得量，
ng

1 153

1 207

1 204

1 656

1 654

1 675

2 067

2 101

2 062

加样回收率，
％

107.83

122.32

121.66

121.20

120.93

123.78

117.52

120.52

117.04

平均加样回收率，
％

119.20

RSD，
％

4.0

表4 样品含量测定结果（n＝2）

Tab 4 Results of content determination of samples（n＝2）

样品批号
20101101

20081205

20090201

20090202

20100801

20100802

20100803

20100804

20080303

20080401

含马兜铃酸A的量，ng/ml

18.6

10.0

7.0

8.6

30.0

34.9

30.4

23.1

8.7

8.8

RSD，％
1.9

9.5

7.5

6.3

4.5

1.2

1.7

1.3

3.1

2.8

2.11 含量限度的拟定

消肿止痛酊1 000 ml含细辛7.12 g，按《中国药典》2010年

版（一部）“细辛”项下规定，马兜铃酸 A 限度“不得过

0.001％”进行折算，得消肿止痛酊中马兜铃酸 A 的理论限度

为 71.2 ng/ml，因本品主要为外用制剂，故暂定本品每 1 ml含

马兜铃酸A（C17H11O7N）不得超过70 ng。

3 讨论
3.1 色谱条件的选择

笔者曾采用乙腈-0.1％乙酸（45 ∶ 55，V/V）为流动相，结果

回收率较低。故笔者采用提取后添加法评价基质效应[12]，即将

阴性样品按前处理方法进行提取净化后，在提取液中添加待

测物进行测定，与同样浓度的纯溶剂中待测物的峰面积进行

比较，计算其相对比值来评价基质效应情况。结果，相对比值

为 0.79，由此造成回收率偏低。采用“2.1”项下的流动相系统

后，相对比值为0.99，基本消除了基质效应。因采集的定量离

子对 m/z 359.1→296.1中母离子为[M+NH4]+，以乙腈-0.1％乙

酸（45 ∶ 55，V/V）为流动相时，流动相中的[NH4]+浓度为痕量，马

兜铃酸A分子与[NH4]+结合受基质的影响较大；而“2.1”项下流

动相系统中含有甲酸铵，[NH4]+较丰富，使得马兜铃酸A分子

与[NH4]+结合受基质的影响较小。

3.2 质谱条件的选择

马兜铃酸A分子式为C17H11O7N，精确质量为341.05 Da。采

集对照品溶液（2 μg/ml）的全扫描一级质谱图，可见：m/z 342.0

[M+H]+；m/z 359.1[M+NH4]+；m/z 364.1[M+Na]+；m/z 705.1[2M+

Na]+；m/z 324.1[M+H-H2O]+；m/z 298.1[M+H-CO2]+。该结果与

文献 [13]报道一致。采集 m/z 359.1的二级质谱图，可见：m/z

324.1，m/z 298.1，m/z 296.1，m/z 268.1，见图 2。使用Agilent op-

timizer质谱条件优化软件优化了这 4个离子的参数，其中m/z

359.1→298.1响应最大。但 10批样品测定图谱中，部分样品

m/z 359.1→298.1有杂峰干扰，故MRM参数选定如表2所示。

综上所述，本方法具有准确、快速、简便、重复性好、干扰

少、特异性好的优点，能满足消肿止痛酊中马兜铃酸A的痕量

检测要求，也可用于其他中药及其制剂中马兜铃酸A的限量

检测。
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