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逍遥片原料药材及中间提取物赭曲霉毒素AUPLC-FLD检测方法的建立
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摘 要：目的 建立免疫亲和柱前处理、超高效液相色谱串联荧光检测器（UPLC-FLD）分析，同时用于检测逍遥片原料药

材柴胡、当归、炙甘草、炒白术、白芍及中间提取物 1和 2中赭曲霉毒素A（ochratoxin A，OTA）的方法。方法 样品用 80%

甲醇-水溶液（体积比）超声提取，离心，免疫亲和柱纯化，ACQUITY UPLC BEH C18色谱柱分离，流动相A为 0.5%冰醋

酸溶液 （ pH 值为 2.97），流动相 B 为乙腈，梯度洗脱。激发波长 310 nm ，发射波长 465 nm ，柱温 30 ℃ ，

体 积 流 量 0.3 mL/min ， 进样体积 2 μL，荧光检测器检测。结果 OTA 在 1.5～37.5 ng/mL 显示良好的线性关系，R2≥
0.999 1。OTA加标回收率为 92.36%～119.89%，RSD为 2.50%～9.12%。样品在 48 h内稳定。共检测 42批次样品，33批呈

阳性，柴胡和炙甘草被污染。结论 建立的免疫亲和柱前处理、UPLC检测的方法可用于中药和中间提取物中OTA的检测，

排除假阳性结果，适合痕量分析，结果准确可靠。
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Abstract: Objective To establish an immunoaffinity pre-column processing, high performance liquid chromatography tandem

fluorescence detector analysis, and to detect the raw materials of Xiaoyao Tablets Bupleuri Radix, Glycyrrhizae Radix Et Rhizoma,

Radix Paeoniae Alba, Rhizoma Atractylodis Macrocephalae, Radix Angelicae Sinensis and Intermediate Extract 1, Extract 2 Method

of Ochratoxin A. Method The sample was extracted with 80% methanol-water solution (volume ratio) ultrasonically, centrifuged,

and purified by immunoaffinity column, separated by ACQUITY UPLC BEH C18 column, mobile phase A: 0.5% glacial acetic acid-

water solution (pH = 2.97), mobile phase B : Acetonitrile elution, excitation wavelength 310 nm, emission wavelength 465nm,

column temperature 30 ℃ , flow rate 0.3 mL/min, injection volume 2 μL, fluorescence detector detection. Results Ochratoxin A

showed a good linear relationship in the mass concentration range of 1.5 to 37.5 µg/mL, and R2 was greater than 0.999 1. The recovery rate

of ochratoxin A was 92.36%—119.89%, and the relative standard deviation was 2.50%—9.12%. The sample is stable within 48 hours. A

total of 42 batches of samples were detected and 33 batches were positive. Bupleuri Radix and Glycyrrhizae Radix Et Rhizoma were

contaminated. Conclusion The established immunoaffinity column pretreatment and ultra-high performance liquid chromatography

detection method is suitable for the detection method of OTA in traditional Chinese medicine and intermediate extracts, eliminating
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false positive results, suitable for trace analysis, conforming to international reporting standards, and the results are accurate and reliable.

Key words: Xiaoyao Tablets; ochratoxin A; immunoaffinity column; limit; UPLC-FLD

赭曲霉毒素是霉菌毒素的一种，主要为赭曲霉

Aspergillus Ochraceus、纯 绿 青 霉 Penicillium

verrucosum 和碳黑曲霉 As-pergillus carbonarius 等

真菌产生一组结构相似的有毒代谢产物［1］，包括赭

曲霉毒素 A（Ochratoxin A，OTA）、B、C 等。其中

OTA对谷物和草药的污染最大，毒性最高，具有免疫毒

性、肝肾毒性、致畸性、致突变性和致癌性［2］。1993年，

OTA被国际癌症机构定性为2B类可能人类致癌物［3］。欧

洲药典0277甘草项下规定OTA含量应≤20 µg/kg［4］。

目前，霉菌毒素的前处理方法包括固相萃取小

柱、免疫亲和色谱（Immunoaffinity Chromatography，

IAC）、固相微萃取、中空纤维液相微萃取、分散液-

液微萃取、分子印迹聚合物萃取等［5］。免疫亲和柱

可以去除样品中的大量干扰杂质峰，并确保目标峰

和基质峰达到基线分离，具有操作简单、特异性好、

纯化效果好等优点，符合药典对样品的纯化要求［6］。

霉菌毒素的检测定量方法包括酶联免疫吸附测定

法、气相色谱法、高效液相色谱法和超高效液相色

谱与紫外或荧光检测器相结合、液相-质谱联用技术

等［7］。当前，OTA检测主要针对食品和谷物，干果、

可可粉、香料、葡萄酒、啤酒和肉类产品等都检测出

OTA［8-9］。波兰的OTA暴露风险评估中共检测波兰

市场上 473个食品样品，其中黑麦粉、葡萄干和速溶

咖啡普遍被污染，葡萄干污染最为严重［10］。目前多

种中药已被检测，但药材中间提取物报道较少，药

材中间提取物是制剂的关键中间体，其质量与制剂

密切相关，除了确保中药原料的安全和质量外，中

间提取物的安全性也十分重要。

逍遥片由经典名方逍遥散加减化裁而来，具有

抗抑郁等作用［11-12］，为欧盟申报上市项目。逍遥片

主要由柴胡、当归、炙甘草、炒白术、白芍 5种药材组

成，经过中间提取物 1和 2制成的制剂。本研究建

立了逍遥片的 5种药材和中间提取物 1、2的OTA检

测方法，符合欧洲药典的要求，为安全和质量控制

提供了思路和方法，为国际药品申报提供参考。本

研究选取免疫亲和柱用作预处理方法，根据OTA特

殊的荧光性质，采用超高效液相色谱串联荧光检测

器（UPLC-FLD）的方法进行检测。

1 材料

1.1 药材与主要试剂

6批柴胡、7批炙甘草、3批白芍、3批炒白术和 3

批当归随机购自天津的药店和市场，由天士力医药

集团股份有限公司王萍高级工程师鉴定为柴胡、炙

甘草、白芍、炒白术和当归正品。以这 5种药材为原

料，制备了 2种混合提取物各 10批，命名为提取物 1

和提取物 2，留样存放在天士力医药集团股份有限

公司国际产业中心。

OTA对照品，10.05 µg/mL，批号L18304B，德国

LGC Sdandards。冰醋酸、乙腈和甲醇，色谱纯，德国

Merck；聚山梨酯 20、碳酸氢钠和氯化钠，分析级，均

为 市 售 。 碳 酸 氢 钠 缓 冲 液 ：NaCl 25 g/L、

NaHCO3 5 g/L、聚山梨酯20 0.1 mg/L（pH 7.4）。

1.2 主要仪器

OchraTest 免 疫 亲 和 柱 ，批 号 M0307O1、

M0308O1，天津 Agela；QUINTIX224-1CN型万分之

一天平，赛多利斯科学仪器（北京）有限公司；

SK3200LHC型超声，上海科导超声仪器有限公司；

milli-Q 超纯水机 ，美国 Millippore 公司 ；Waters

ACQUITY UPLC超高效液相色谱系统；FLR荧光检

测器（汞氙灯），KOBRA Cell电化学流通池；ACQUITY

UPLC BEH C18色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）。

2 方法与结果

2.1 对照品溶液的制备

OTA的对照品质量浓度为10.05 µg/mL，用30%

甲醇配制质量浓度分别为 0.015、0.001 5 µg/mL 的

对照品溶液。所有溶液均在−20 ℃棕色量瓶或液相

小瓶中避光保存。

2.2 样品制备

将药材粉碎并过药典 3号筛。提取物 1、提取物

2为浓稠液体，称量前混合均匀。称定样品 15 g，精

密加入 80%甲醇溶液 50 mL，超声 30 min，充分溶解

后，3 000 r/min离心15 min，精密量取上清液15 mL，于

50 mL量瓶中，用 2%聚山梨酯 20稀释至刻度，摇匀，

玻璃纤维滤纸滤过，取滤液 30 mL上样至免疫亲和

柱。调节体积流量 3 mL/min，完全通过后再依次

用 10 mL碳酸氢钠缓冲液淋洗 1次，10 mL纯化水淋

洗 1次，弃去洗脱液，注入空气 10 s使纯化水完全通

过。免疫亲和柱洗脱3次，每次用0.5 mL色谱级甲醇，至

5 mL量瓶中，用水定容至刻度，摇匀，过 0.2 µm GHP

材质的有机滤膜，即得。

2.3 色谱条件

荧光检测器，激发波长（Ex）310 nm，发射波
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长（Em）465 nm。自动进样器样品瓶托盘保持在

15 ℃。流动相 A：0.5% 冰醋酸溶液；流动相 B：乙

腈，体积流量为 0.3 mL/min，进样量为 2 μL。柱温为

30 ℃。OTA 保留时间约在 2.9 min。梯度洗脱如

下：0～6 min，52%流动相A等度洗脱，7～12 min流

动相B从 48%增加到 90%，冲洗色谱柱后回到初始

比例。根据校准曲线确定测试溶液中OTA的浓度。

2.4 专属性

OTA 的保留时间（2.9 min）内无干扰色谱峰。

如图1所示。

2.5 标准曲线的绘制

选取 1.5、7.5、5.0、30.0、37.5 ng/mL OTA对照

品 5点校正，以色谱峰面积为纵坐标，OTA的质量浓

度为横坐标，进行线性回归，得到标准曲线 Y＝9×

10−6 X－3 031.3，R2＝0.999 1。

2.6 稳定性试验

分别取OTA对照品、样品（批号 201903201），样

品加入OTA对照品 20 µg/kg，分别在 0、4、8、12、24、

30、36、42、48 h分别精确吸取 2 µL对照品溶液和样

品溶液，记录各色谱峰峰面积，并计算各时间点峰

面积与 0 h峰面积的相对标准偏差（RSD）值。对照

品溶液 RSD 为 2.35%，炙甘草样品溶液 RSD 为

1.00%，柴胡样品溶液RSD为 1.56%，白芍样品溶液

RSD为 2.42%，当归样品溶液RSD为 1.85%，炒白术

样品溶液RSD为 1.32%，提取物 1样品溶液RSD为

1.82%，提取物 2样品溶液 RSD 为 2.02%，表明对照

品和样品在48 h内稳定。

2.7 加样回收率试验

将 OTA 对照品加标低于限度 2 µg/kg、等于限

度 20 µg/kg、高于限度 30 µg/kg 3个水平，每个水平

制备 3 份样品。按所建立方法进行分析测定。

在 这 7 种 基 质 中 ，样 品 回 收 率 在 92.36%～

119.89%。炙甘草的 9 个样品的 RSD 最大 ，为

9.12%，见表 1。

2.8 精密度试验

由人员 1 和 2 每天平行称取 3 个样品（批号

201903201），加标 20 µg/kg，计算 6 份样品回收率

的RSD。炙甘草、炒白术、当归、柴胡、白芍、提取物

1 和提取物 2 RSD 分别为 6.44%、1.08%、1.71%、

3.55%、1.02%、2.13%、4.16%。

2.9 定量限和检出限

取“2.7”项下最低水平的结果为定量限（S/N＝

10）。炙甘草的定量限为 3.34 µg/kg、当归的定量限

为 3.07 µg/kg、白芍药材的定量限为2.14 µg/kg、炒白术

的定量限为2.61 µg/kg、柴胡的定量限为 6.28 µg/kg、提

取物1的定量限为3.66 µg/kg、提取物 2 的定量限为

6.03 µg/kg。以S/N=3作为检出限。

2.10 耐用性

精密称取同一批（批号 201903201）样品 15 g，6

份样品，分别加入 OTA 对照品 20 µg/kg，过华安麦

图1 空白溶剂（A）、柴胡样品（批号201903201，B）、对照品溶液（C）色谱图

Fig. 1 Chromatogramram of blank solvent（A），Bupleuri Radix sample（batch number 201903201，B），standard sam‐

ple（C）chromatogram

表1 9个样品在2、20、30 µg·kg−1水平下的回收率和9个样

品的RSD

Table 1 Recoveries of nine samples at levels of 2，20 and

30 µg·kg−1 and RSD of nine samples

样品

炙甘草

炒白术

当归

柴胡

白芍

提取物1

提取物2

平均回收率/%

101.57

106.39

113.08

103.45

114.88

108.86

99.68

RSD/%

9.12

3.06

2.96

8.63

3.00

3.60

2.50
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科和 Agela 免疫亲和柱，按照“2.2”项下方法制备 6

个样品溶液，计算 6份样品回收率的RSD，RSD分别

为8.23%、1.39%、1.17%、1.95%、1.73%、2.01%、5.74%。

2.11 检测结果

应用本研究建立的方法共检测 6批柴胡、7批炙

甘草、3批白芍、3批炒白术、3批当归、10批提取物 1

和 10批提取物 2。柴胡和炙甘草均为阳性。2种提

取物以药材为原料制备，呈阳性。柴胡最高污染水

平为 4.98 µg/kg，平均为 2.13 µg/kg。炙甘草的最高

污染水平为3.27 µg/kg，平均为1.22 µg/kg，见表2。

3 讨论

3.1 方法优化

3.1.1 优化 OTA 的 UPLC 条件 比较了 2%、1%、

0.5%（pH值分别为 2.42、2.76、2.97）、0.2%的冰醋酸

溶液和超纯水作为流动相。当冰醋酸浓度＞0.5%

时，目标峰峰形和对称性良好。超纯水、0.2%冰醋

酸作为流动相时，无法获得良好峰型。C18色谱柱虽

具有广泛的耐酸碱性能，但实际操作中使用过酸的

流动相会降低色谱柱柱效。本研究选择 0.5%的冰

醋酸溶液为流动相A。

3.1.2 样品制备优化 提取溶剂的选择：试验了

80% 甲醇、60% 乙腈和 30% 碳酸氢钠的提取能力。

当提取物 1、提取物 2 使用 60% 乙腈和 30% 碳酸

氢钠溶液提取时，离心后分层不明显，不能有

效分离上清液。因此，使用 80% 的甲醇作为提

取溶剂。

稀释溶剂的选择：前处理中，甘草和柴胡基质

复杂，当用纯化水定容时，会产生沉淀，溶液浑浊，

影响免疫亲和柱的吸附效果。聚山梨酯 20表面活

性剂可使沉淀减少溶液澄清，易于后续过滤，具有

良好的除杂作用，选择 2% 聚山梨酯 20 作为稀释

溶剂。

超声时间选择：超声 20 min 和 30 min，药材之

间无显著提取效率差异，超声 30 min质地相对黏稠

的提取物能完全溶解，需超声30 min。

免疫亲和柱洗脱液选择：试验了 3种洗脱试剂

的洗脱效果。1）用 10 mL纯净水冲洗 2次。2）依次

用 10 mL碳酸氢钠缓冲液 1（配制方法见“2.1”项）和

10 mL纯化水冲洗。3）依次用 10 mL碳酸氢钠缓冲

液 2（NaCl 12.5 g/L、NaHCO3 2.5 g/L、聚山梨酯 20

0.1 mL/L）和 10 mL净化水冲洗。药材基质复杂，基

质作用大，仅用纯化水清洗过滤困难。结果表明，

用碳酸氢钠缓冲液洗脱可有效提高OTA的回收率

并减少其他杂质峰干扰。2种不同称样量的碳酸氢

钠洗脱液洗脱结果无显著差异，选择碳酸氢钠缓冲

液1（NaCl 25 g/L、NaHCO3 5 g/L、聚山梨酯20 0.1 mL/L）

作为洗脱液。

滤膜的选择：试验过程中，炒白术不同水平加

标样品的回收率出现不规律的偏低。排除未提取

出、免疫亲和柱未富集和甲醇未冲洗下等因素后，

发现 0.2 µm尼龙滤膜会吸附OTA，因此选取 0.2 µm

的GHP滤膜、0.22 µm的尼龙滤膜（津腾）和 0.22 µm

的尼龙滤膜（Agela）进行了试验。结果表明，尼龙材

质的滤膜会吸附炒白术样品中的OTA，其他基质无

此现象。所以使用Waters 0.2 µm GHP滤膜，回收率

满足要求。

表2 42批次样品的检测结果

Table 2 Test results of 42 batches of samples

批号

201903201

201903202

201903203

20190115

20181216

201809009

201612001

201810040

201903201

201903202

201811004

201809009

201612001

201903201

名称

炙甘草

炙甘草

炙甘草

炙甘草

炙甘草

炙甘草

炙甘草

柴胡

柴胡

柴胡

柴胡

柴胡

柴胡

炒白术

OTA/（µg·kg−1）

1.13

0.67

1.09

0.54

3.27

1.67

0.20

4.98

1.21

0.31

2.10

1.11

3.07

0

批号

20190115
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提取物1

提取物1

提取物1

提取物1

提取物1

提取物1

OTA/（µg·kg−1）

0

0

0

0

0

0

0

0

0.11

0.35
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1.37
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批号
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名称

提取物1

提取物1

提取物1
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提取物2

提取物2

提取物2

提取物2

提取物2

提取物2

提取物2

提取物2

提取物2

提取物2

OTA/（µg·kg−1）

0.10

0.76

0.24

0.45

0.21

0.35

1.19

0.77

0.13

1.24

0.34

0.20

0.19

0.32
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3.2 均匀度和抽样建议

为了研究 OTA污染是否均匀，选取炙甘草（批

号 20181216）和柴胡（批号 201810040）各 1 批进行

洒水高温密闭处理，四分法从每批中选择 3样品进

行检测。3个柴胡样品测得值分别为 29.82、16.89、

37.04 µg/kg，平均值为 27.92 µg/kg，RSD为 36.58%。

炙甘草的 3个样品分别为 24.41、131.56、8.88 µg/kg，

样品平均值为 54.95 µg/kg，RSD 为 121.56%。由此

可知，样品污染极不均匀，为确保检测数值能真实

反映污染程度，在制备样品过程中，应采取均匀混

合、加大取样量、增加采样点等方法。

3.3 污染原因分析

有文献报道甘草被OTA污染，柴胡被污染罕见

报道。对柴胡、甘草污染原因分析如下：（1）化学成

分：柴胡的主要成分是皂苷，炙甘草的主要成分是

三萜类化合物、类黄酮和多糖，皂苷成分和多糖成

分均是真菌的良好培养基，易于真菌繁殖。（2）水

分：在受污染的批次中，水分含量高于未污染的批

次，过高的水分会促进OTA产生和蓄积［13］。（3）包装

方式：柴胡和甘草由双层塑料袋包装，封闭的包装

使真菌容易繁殖。而未被污染的中药由编织袋包

装，透气，不利于真菌繁殖。基于上述原因，建议在

储存药物时应监测其水分和透气性，保持干燥清

洁，减少霉菌毒素和其他有害物质的影响，严格控

制中药质量。

本研究建立了一种 IAC-UPLC-FLD方法，可用

于中药以及其提取物的检测，建立的方法快速、结

果准确，符合样品中痕量检测的要求，补充了中间

提取物真菌毒素检测的空白。前处理中使用表面

活性剂减少基质的干扰；免疫亲和柱特殊的抗体填

料与 OTA 特异性结合，降低了假阳性的结果的出

现；UPLC-FLD检测避免了柱后衍生，缩短了检测时

间。此方法需要进一步试验是否满足更广泛的中

药及相关提取物的检测。
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