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正红花油中血竭掺伪龙血竭检查方法的研究
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摘要　目的：建立正红花油中血竭掺伪的检测方法。方法：以 ７，４’－二羟基黄酮为指标建立薄层色谱
（ＴＬＣ）法，快速筛查正红花油中掺伪的龙血竭。ＴＬＣ筛查出可疑样品，用超高效液相色谱串联质谱
（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法进行确证并定量分析，采用ＳｕｐｅｒＬｕＣ１８（２）（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１８μｍ）色谱柱，以乙

腈－水（２５∶７５）为流动相，流速０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温２５℃，选择ｍ／ｚ２５３１→１１７１（定量）和ｍ／ｚ２５３１→
９１０（定性）作为７，４’－二羟基黄酮检测离子对。结果：ＴＬＣ方法专属性、耐用性良好。采用 ＵＰＬＣ－ＭＳ／
ＭＳ法，７，４’－二羟基黄酮质量浓度在０４７０～３７５８ｎｇ·ｍＬ－１范围内线性良好（ｒ＝０９９９７），加样平均回
收率（ｎ＝６）为９６１％，ＲＳＤ为３２％。对３０批正红花油进行薄层初筛，结果有２４批疑似检出７，４’－二羟
基黄酮。疑似样品通过ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ验证，有２４批正红花油超出拟定的限度，验证结果与 ＴＬＣ方法一
致。结论：本方法快速，结果准确，灵敏度高，可用于正红花油中掺伪龙血竭筛查与分析。

关键词：正红花油；７，４’－二羟基黄酮；掺伪；血竭；龙血竭；薄层色谱法；超高效液相－质谱联用
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ｈａｖｅ７，４’－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅＴｈｅｓｕｓｐｅｃｔｅｄｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ，２４ｂａｔｃｈｅｓｏｆＺｈｅｎｇｈｏｎｇ
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ｍｅｔｈｏｄｉｓｒａｐｉｄ，ａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄＺｈｅｎｇｈｏｎｇｈｕａｏｉｌ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｚｈｅｎｇｈｏｎｇｈｕａｏｉｌ；７，４’－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ；ａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎ；ＤｒａｃｏｎｉｓＳａｎｇｕｉｓ；ＲｅｓｉｎａＤｒａｃｏｎｉｓ；ＴＬＣ；
ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ

　　正红花油是由血竭、水杨酸甲酯等多味药物组
成的常用搽剂，能够起到消炎消肿、止血止痛的作

用，常用于风湿、腰背酸痛、跌打扭伤、水火烫伤等。

血竭在正红花油处方中是一味关键药味，其主要功

效有活血化瘀、止血止痛、生肌［１］，常用于外科软组

织损伤、出血以及伤口经久不愈合的治疗，还可以用

于淤血引起的心腹疼痛等。血竭主产地为东南亚等

国，因其价格昂贵，市场上存在血竭中掺龙血竭、树

脂、松香以及非法添加人工色素等现象［２－４］。血竭最

常见的掺伪品是龙血竭，张明童等［５］对血竭药材掺

伪龙血竭进行定性鉴别、定量计算，结果血竭中掺龙

血竭检出率高达５５６％。薛恒跃等［６］对含血竭的４
种中成药中掺龙血竭进行研究，结果４种含血竭中
成药掺龙血竭检出率有３１５８％。该研究只涉及极
少数品种、部分剂型，尚未涉及基质复杂的含血竭制

剂如正红花油等，目前尚无正红花油中血竭掺伪的

研究，基于此，有必要建立筛查正红花油中血竭掺伪

龙血竭的方法。

血竭与龙血竭来源不同，二者的化学成分差异

较大，血竭特征性成分有血竭素等，龙血竭特征性

成分有 ７，４’－二羟基黄酮、龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ
等［７－１２］。文献对血竭及含血竭的部分中成药中是

否掺伪通过薄层色谱法，均用龙血竭对照药材进行

判定，但是含血竭的中成药成分复杂，干扰多，采用

龙血竭对照药材建立薄层色谱方法筛查，容易出现

判定困难，需选用特征性成分为指标进行掺伪研

究。龙血素Ａ、龙血素Ｂ在紫外光灯（２５４、３６５ｎｍ）
下无明显荧光，通用显色剂硫酸乙醇、磷钼酸乙醇

等加热后可显色，但需较高浓度方能显色清晰，灵

敏度低，无法以此２个成分为检测指标建立薄层色
谱法对正红花油中血竭掺伪龙血竭进行初筛。低

浓度７，４’－二羟基黄酮在紫外光灯（３６５ｎｍ）下有
很强的蓝色荧光，基于此，本文选用龙血竭特征性

成分７，４’－二羟基黄酮作为正红花油掺伪检测

指标，建立薄层色谱法进行筛查，该方法快速，灵

敏度高，操作简单，能够快速筛查出可疑样品。对

薄层色谱筛查出的可疑样品进行验证，最终采用

超高效液相色谱 －三重四极杆质谱联用法对样品
进行确证并定量。

１　仪器与试药
１１　仪器

卡玛自动点样仪，薄层色谱数码成像系统（ＣＡ
ＭＡＧ公司）；ＵＰＬＣ－ＱＥｘａｃｔｉｖｅＯｒｂｉｔｒａｐ超高效液相
色谱－高分辨质谱联用仪（赛默飞公司），ＡＢＳｃｉｅｘ
ＴｒｉｐｌｅＱｕａｄＴＭ５５００系列高效液相色谱 －三重四极杆
质谱联用仪，配有 Ａｎａｌｙｓｔ、ＳｃｉｅｘＯＳ工作站（爱博才
思公司）；ＸＲ１０５十万分之一天平（梅特勒公司），
ＢＳ２２４万分之一天平（赛多利斯公司）；ＫＱ－５００ＶＤＥ
超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ
ＩＱ７０００超纯水机（密理博公司）。
１２　试药

血竭对照药材（批号１２０９０６－２０１６１１）、龙血
竭对照药材（批号 １２１２５２－２０１３０３）、７，４’－二
羟基黄酮对照品（批号 １１１７８７－２０１００２，含量以
９８６％计）均购于中国食品药品检定研究院。乙
腈为色谱纯，水为超纯水机制备，其他试剂均为分

析纯。

１３　样品
正红花油样品共３０批（编号为 Ａ１～Ａ３０），其中

１８批样品来自于生产企业，其余１２批样品来自于省
级监督抽检及市场收集。收集到１０批血竭（Ｄｒａｃｏ
ｎｉｓＳａｎｇｕｉｓ）和１０批龙血竭（ＲｅｓｉｎａＤｒａｃｏｎｉｓ），经福
建省食品药品质量检验研究院金鸣主任药师鉴定为

正品。

缺血竭阴性样品：除不加血竭外，按规定的处方

量及工艺制得。标准制剂样品：按照规定的处方量

及工艺自制的正红花油。阳性样品：以龙血竭替代

血竭投料，按照规定的处方量和工艺自制的阳性
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样品。

２　方法与结果
２１　薄层色谱法
２１１　对照药材溶液制备

取血竭及龙血竭的对照药材各约２０ｍｇ，分别置
具塞锥形瓶中，加甲醇１０ｍＬ，超声（２５０Ｗ，４５ｋＨｚ）
处理２０ｍｉｎ，滤过，即得。
２１２　对照品溶液的制备

取７，４’－二羟基黄酮对照品适量，加甲醇制成
质量浓度为１ｍＬ约含０２μｇ的溶液，即得。
２１３　检测方法

照２０２０年版《中华人民共和国药典》薄层色谱
法（通则０５０２）试验，吸取正红花油样品２０μＬ与对
照品溶液１０μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ薄层色谱板
上，先以石油醚（６０～９０℃）－乙酸乙酯（１７∶３）为展
开剂，展至约６～８ｃｍ，取出，晾干，再以二氯甲烷 －
甲醇（１５∶１）为展开剂，展至约６～８ｃｍ，取出，晾干，
置紫外光灯（３６５ｎｍ）下检视。
２１４　专属性试验

吸取血竭及龙血竭的对照药材溶液、对照品溶

液各１０μＬ及缺血竭阴性样品、阳性样品、标准制剂
样品各２０μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ薄层色谱板上，
按“２１３”项方法操作；结果色谱图（图１）中血竭对
照药材溶液、标准制剂样品及缺血竭阴性样品在对

照品溶液相应的位置上未出现相同颜色的荧光斑

点，阳性样品在对照品溶液相应的位置上出现同颜

色的荧光斑点，表明７，４’－二羟基黄酮为龙血竭特
征性成分，正红花油中其他药味对检测结果无干扰，

方法专属性强。

２１５　耐用性试验
吸取阳性样品 ２０μＬ及对照品溶液 １０μＬ，按

“２１３”项下方法，采用青岛海洋化工厂硅胶Ｇ预制
板、默克公司硅胶Ｇ预制板、安徽良臣硅源材料有限
公司硅胶Ｇ预制板进行检测，结果７，４’－二羟基黄
酮斑点均清晰可见，分离度良好，耐用性试验满足

要求。

２１６　检测限测定
量取７，４’－二羟基黄酮对照品溶液（０７５６μｇ·

ｍＬ－１）００２、００４、００６、００８、０１０、０１５ｍＬ分别置
２ｍＬ量瓶中，加缺血竭阴性样品至刻度，摇匀，得到６
种不同浓度溶液（７，４’－二羟基黄酮的质量浓度分别
为７５６、１５１２、２２６８、３０２４、３７８０、５６７０ｎｇ·ｍＬ－１），

　　　　

１．缺血竭阴性样品（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＤｒａｃｏｎｉｓＳａｎｇｕｉｓ）　２．标准

制剂样品（ｓｔａｎｄａｒｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓａｍｐｌｅ）　３．阳性样品（ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ）

４．７，４’－二羟基黄酮对照品溶液（７，４’－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）　５．血竭对照药材溶液（ＤｒａｃｏｎｉｓＳａｎｇｕｉｓ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｃｒｕｄｅｄｒｕｇｓｏｌｕｔｉｏｎ）　６．龙血竭对照药材溶液（ＲｅｓｉｎａＤｒａｃｏｎｉｓｒｅｆｅｒ

ｅｎｃｅｃｒｕｄｅｄｒｕｇｓｏｌｕｔｉｏｎ）

图１　正红花油专属性实验薄层色谱图

Ｆｉｇ１　ＴＬＣｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆＺｈｅｎｇｈｏｎｇｈｕａｏｉｌ

吸取上述溶液各２０μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ薄层
色谱板上，按“２１３”项方法操作，结果对照品质量
浓度为２２６８ｎｇ·ｍＬ－１时在紫外灯（３６５ｎｍ）下检
视的斑点清晰可见，则 ＴＬＣ最低检测限浓度为
２２６８ｎｇ·ｍＬ－１。
２１７　结果

３０批正红花油按“２１３”项下方法试验，结果有
２４批正红花油样品的色谱中，在与７，４’－二羟基黄
酮对照品相应的位置上显相同颜色的荧光斑点，

见图２。
供试品溶液色谱若在与对照品色谱相应的位置

上，显相同颜色的荧光斑点，则采用超高效液相色

谱－三重四极杆质谱联用法进行验证。
２２　ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法
２２１　色谱－质谱条件
２２１１　 色谱条件 　 采用 ＳｕｐｅｒＬｕＣ１８（２）
（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１８μｍ）色谱柱，以乙腈 －水
（２５∶７５）为流动相，流速０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温２５℃，
进样量５μＬ。
２２１２　质谱条件　离子源为 ＥＳＩ，检测模式为负
离子模式，多反应监测；雾化温度为５５０℃，碰撞气
压力为６２１ｋＰａ，喷雾气压力为３７９２ｋＰａ，辅助气压
力为３７９２ｋＰａ，气帘气压力为２０６８ｋＰａ，喷雾电压
为 －４５００Ｖ。７，４’－二羟基黄酮的质谱参数
见表１。
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１．７，４’－二羟基黄酮对照品（７，４’－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂ

ｓｔａｎｃｅ）　２～３１．正红花油样品（编号 Ａ１～Ａ３０）［Ｚｈｅｎｇｈｏｎｇｈｕａｏｉｌ

ｓａｍｐｌｅ（Ｎｏ．Ａ１－Ａ３０）］

图２　正红花油薄层色谱

Ｆｉｇ２　ＴＬＣｏｆＺｈｅｎｇｈｏｎｇｈｕａｏｉｌ

２２２　对照品溶液的制备
取７，４’－二羟基黄酮对照品９５３ｍｇ，精密称

定，加甲醇制成 ７，４’－二羟基黄酮质量浓度为
１８７９μｇ·ｍＬ－１的对照储备溶液；再用甲醇将储备
液稀释至每１ｍＬ含０８ｎｇ的溶液，即得。
２２３　供试品溶液的制备

取样品约０５ｇ置烧杯中，精密称定，加环己烷
１０ｍＬ充分溶解，转移至分液漏斗中，用７０％甲醇１０
ｍＬ充分振摇提取２次，合并７０％甲醇液，再用环己
烷５ｍＬ洗涤，弃去环己烷液，收集 ７０％甲醇液，蒸
干，残渣加甲醇溶解，转移至２５ｍＬ量瓶中，加甲醇
稀释至刻度，摇匀，过０２２μｍ滤膜，即得。
２２４　基质效应考察

正红花油基质复杂，净化后可能还存在基质效

应，有必要考察基质效应。以标准制剂样品按

“２２３”项下方法制备得到基质溶液，精密量取储备
液适量，用基质溶液与甲醇分别配制成０９４０、４７０、
１８７９ｎｇ·ｍＬ－１的对照品溶液，按“２２１”项下条件
进样测定，记录峰面积，计算基质效应，结果以上 ３
种浓度的对照品基质效应分别为１００１％、１００３％、
１００７％，说明净化后消除了基质效应。
２２５　线性关系考察及定量限、检测限测定

取对照品储备液适量，用甲醇稀释成每１ｍＬ含
７，４’－二羟基黄酮为 ０４７０、０９４０、１８７９、４７０、
９４０、１８７９、３７５８ｎｇ的系列对照品溶液，按
“２２１”项下条件进样测定，记录峰面积。以浓度
（Ｘ，ｎｇ·ｍＬ－１）为横坐标，峰面积（Ｙ）为纵坐标，绘制

表１　７，４’－二羟基黄酮的质谱参数
Ｔａｂ１　ＭＳｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒ７，４’－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ

成分　　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　　

母离子

（ｐａｒｅｎｔｉｏｎ）ｍ／ｚ

子离子

（ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）ｍ／ｚ

去簇电压

（ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌ）／Ｖ

碰撞能量

（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｅｎｅｒｇｙ）／ｅＶ

７，４’－二羟基黄酮（７，４’－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ） ２５３１ １１７１［定量（ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ）］ －７６ －３８

９１０ －１３８ －３７

标准曲线并进行线性回归，回归方程为

Ｙ＝４００５８１Ｘ＋１６８０１　ｒ＝０９９９７
线性范围为０４７０～３７５８ｎｇ·ｍＬ－１。
将对照品溶液稀释至质量浓度为 ００９４ｎｇ·

ｍＬ－１时，Ｓ／Ｎ≥１０，则此质量浓度为定量限浓度，方法
定量限为４７ｎｇ·ｇ－１；质量浓度为００３１ｎｇ·ｍＬ－１

时，Ｓ／Ｎ≥３，则此质量浓度为检测限浓度，方法检测

限１５５ｎｇ·ｇ－１。
２２６　专属性试验

取缺血竭阴性样品、阳性样品、标准制剂样品，

分别按“２２３”项下方法制备相应的供试溶液。
取上述３种供试溶液及对照品溶液（９４０ｎｇ·

ｍＬ－１）按“２２１”项下条件，进样测定。结果在色谱
图中，缺血竭阴性样品及标准制剂样品的供试溶液
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在与对照品溶液相应的保留时间处未出现相应的离

子峰；阳性样品的供试溶液在与对照品溶液相应的

保留时间处出现色谱峰，详见图３，表明正红花油中
其他药味对检测结果无干扰，方法专属性强。
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１．７，４’－二羟基黄酮（７，４’－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ）

Ａ．对照品（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ）　Ｂ．标准制剂样品（ｓｔａｎｄａｒｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓａｍｐｌｅ）　Ｃ．缺血竭阴性样品（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＤｒａｃｏｎｉｓＳａｎｇｕｉｓ）　

Ｄ．阳性样品（ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ）

图３　正红花油ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ色谱图

Ｆｉｇ３　ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＺｈｅｎｇｈｏｎｇｈｕａｏｉｌ

２２７　精密度试验
取同一对照品溶液（７，４’－二羟基黄酮质量浓

度为１８７９ｎｇ·ｍＬ－１），按“２２１”项下条件连续进
样６次，测得 ７，４’－二羟基黄酮峰面积的 ＲＳＤ为
０７１％，表明仪器精密度良好。
２２８　重复性试验

分别取正红花油样品（批号２２０４１８）６份，各约
０５ｇ，精密称定，按“２２３”方法制备供试品溶液，按
“２２１”项下条件进样测定，结果７，４’－二羟基黄
酮的平均含量（ｎ＝６）为 ４０８ｎｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为
３７％，表明重复性良好。
２２９　稳定性试验

取同一份供试品溶液（样品批号２２０４１８），在溶
液制备后０、３、６、９、１２、２４ｈ进行测定，结果７，４’－

二羟基黄酮峰面积的 ＲＳＤ为２４％，表明供试品溶
液稳定性良好。

２２１０　回收率试验
取正红花油样品（批号２２０４１８）６份，各约０２５

ｇ，精 密 称 定，分 别 精 密 加 入 质 量 浓 度 为
１８７９ｎｇ·ｍＬ－１的对照品溶液０５ｍＬ，按“２２３”项
下方法制备供试溶液，按“２２１”项下条件进样测
定，结果平均回收率为９６１％（ＲＳＤ＝３２％），结果
见表２。
２２１１　限度拟定

血竭、龙血竭二者产地不同，来源不同，价格差

异悬殊，存在着掺杂掺假的风险，照２０２０年版《中华
人民共和国药典》四部药材和饮片检定通则规定药

屑及杂质不得超过 ３％，作为血竭中掺入龙血竭的
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　　　　 表２　７，４’－二羟基黄酮回收率试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ２　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆ７，４’－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ

序号

Ｎｏ

取样量

（ｗｅｉｇｈｅｄ）／ｇ

含量

（ｏｒｉｇｉｎａｌ）／ｎｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／ｎｇ

测得量

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／ｎｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）

ＲＳＤ／

％

１ ０２４８９ １０１５５ ９３９５ １８９１１ ９３２ ９６１ ３２

２ ０２６１１ １０６５３ ９３９５ １９８１３ ９７５

３ ０２６３７ １０７５９ ９３９５ １９７５０ ９５７

４ ０２５０１ １０２０４ ９３９５ １９７０２ １０１１

５ ０２５７６ １０５１０ ９３９５ １９５６７ ９６４

６ ０２４３７ ９９４３ ９３９５ １８６６２ ９２８

限度。按照龙血竭掺伪３％的比例，按正红花油制法
制备１０批正红花油掺伪样品，按“２２３”项方法制备
供试溶液，按“２２１”项下条件进行测定，结果掺伪样
品中７，４’－二羟基黄酮平均含量为４１ｎｇ·ｇ－１。故
暂定７，４’－二羟基黄酮限度为不得过４０ｎｇ·ｇ－１，折
算对应７，４’－二羟基黄酮对照品浓度为０８ｎｇ·
ｍＬ－１作为限度。判定依据：以 ｍ／ｚ２５３１→１１７１和
ｍ／ｚ２５３１→９１０提取的样品离子流色谱中，应不得同
时出现与７，４’－二羟基黄酮对照品保留时间一致的
色谱峰；若同时出现，则样品色谱中ｍ／ｚ２５３１→１１７１
的色谱峰面积不得大于对照品色谱峰面积。

２２１２　样品测定
３０批正红花油样品分别按“２２３”项方法供试

品溶液，按“２２１”项下条件进样测定，结果有２４批
检出７，４’－二羟基黄酮，具体结果见表３。

本研究收集到Ａ、Ｂ、Ｃ３个厂家生产的正红花油
共３０批，其中Ａ厂家有１８批，其余２家均为６批，按
本研究拟定结果有 Ａ、Ｂ２个厂家生产的共２４批正
红花油全部检出龙血竭成分，存在掺伪问题。

３　讨论
３１　龙血竭特征性成分发现与鉴定

取血竭、龙血竭药材粉末各约０１ｇ，置具塞锥
形瓶中，加甲醇５０ｍＬ，超声处理（功率２５０Ｗ，频率
４５ｋＨｚ）１５ｍｉｎ，滤过，取续滤液作为供试品溶液，另
取血竭、龙血竭对照药材各约０１ｇ，同法制成对照
药材溶液。照２０２０年版《中华人民共和国药典》薄
层色谱法（通则０５０２）试验，吸取上述供试品溶液与
２种对照药材溶液各５μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ薄
层色谱板上，以二氯甲烷－甲醇（１５∶１）为展开剂，展
开，取出，晾干，置紫外光灯（３６５ｎｍ）下检视。发现
龙血竭、龙血竭对照药材溶液色谱中，在比移值

　　　　表３　正红花油样品检出７，４’－二羟基黄酮情况（ｎ＝２）
Ｔａｂ３　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ７，４’－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅｉｎ

Ｚｈｅｎｇｈｏｎｇｈｕａｏｉｌ

编号（Ｎｏ．） 批号（ｂａｔｃｈ） 含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｎｇ·ｇ－１）

Ａ１ ２１０５３１ １１３

Ａ２ ２２０６０４ １１１

Ａ３ ２１０６０８ １３７

Ａ４ ２１０６０１ ９４

Ａ５ ２１０７０１ ５４

Ａ６ ２１０７０４ ４４

Ａ７ ２１１０２６ １２２

Ａ８ ２１１０２７ １２２

Ａ９ ２１１０２８ １４３

Ａ１０ ２１１０３１ ５３

Ａ１１ ２１１１０１ ４４

Ａ１２ ２０１２２８ １５３

Ａ１３ １９０４１９ ４９

Ａ１４ ２２０４１８ ４１

Ａ１５ ２２０５１８ ４１

Ａ１６ ２２０５１７ ５６

Ａ１７ ２１０４０７ １１６

Ａ１８ ２１０７０２ ５０

Ａ１９ Ｒ２１０８６２ ４３６

Ａ２０ Ｒ２１１０７７ ４０６

Ａ２１ Ｒ２１１２９７ ３７５

Ａ２２ Ｒ２１１２９８ ３６７

Ａ２３ Ｒ２２０１０１ ３８７

Ａ２４ Ｒ２２０２０１ ３８７

Ａ２５ ２００４１３ ＮＤ

Ａ２６ ２１０７０２ ＮＤ

Ａ２７ ２１０７０３ ＮＤ

Ａ２８ ２１１２０３ ＮＤ

Ａ２９ ２２０１０７ ＮＤ

Ａ３０ ２２０５１４ ＮＤ

　注（ｎｏｔｅ）：ＮＤ未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）
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约０３位置均出现蓝色荧光斑点，血竭、血竭对照药
材溶液均无此斑点，专属性良好，该斑点为龙血竭特

征性成分，结果见图４。通过对龙血竭对照药材溶液
进行分离、纯化，使用 ＵＰＬＣ－ＱＥｘａｃｔｉｖｅＯｒｂｉｔｒａｐ超
高效液相色谱 －高分辨质谱联用仪进行负离子扫
描，出现准分子离子峰 ｍ／ｚ２５３０５１０，与文献报
道［１３］的７，４’－二羟基黄酮准分子离子峰一致，再与
７，４’－二羟基黄酮对照品进行比较，二者保留时间，
一级质谱和二级质谱母离子及碎片离子均一致，确

定该特征性成分为７，４’－二羟基黄酮。

１～５．血竭药材溶液（ＤｒａｃｏｎｉｓＳａｎｇｕｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ）　６．血竭对照药材溶

液（ＤｒａｃｏｎｉｓＳａｎｇｕｉｓｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）　７．龙血竭对照药材溶液（Ｒｅｓｉｎａ

Ｄｒａｃｏｎｉｓｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）　８～１２．龙血竭药材溶液（ＲｅｓｉｎａＤｒａｃｏｎｉｓ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ）

图４　血竭与龙血竭薄层色谱图

Ｆｉｇ４　ＴＬＣｏｆＤｒａｃｏｎｉｓＳａｎｇｕｉｓａｎｄＲｅｓｉｎａＤｒａｃｏｎｉｓ

３２　检测指标成分的选择
７，４’－二羟基黄酮在紫外光（３６５ｎｍ）下有很强

的蓝色荧光，可用于薄层色谱初筛。血竭中掺伪龙

血竭的研究多采用龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ作为检测指
标，因灵敏度问题，无法以此２个成分建立薄层色谱
法对正红花油进行初筛。龙血竭药材中７，４’－二羟
基黄酮的含量与龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ的含量相当或
略低［１４－１７］，但在薄层色谱有很高的灵敏度，方法快

捷，操作简单，另从对照品成本的角度考虑，选用７，
４’－二羟基黄酮可以节约成本，更加经济，具有优异
性，适用于生产企业、基层单位推广使用。

３３　薄层色谱展开剂的选择
正红花油含有大量的水杨酸甲酯等油性基质，

一次展开容易造成斑点条带不平，错位等现象，影响

结果的判定。故采用二次展开的方式，先用低极性

的展开剂把油性基质展开，此时目标斑点在原点，再

用极性较大的展开剂把目标斑点展开。通过考察，

石油醚（６０～９０℃）－乙酸乙酯（８５∶１５）能把水杨酸
甲酯等大量干扰物展至前沿，此时目标斑点依旧在

原点，二次展开剂考察了三氯甲烷－甲醇（２０∶１）、二
氯甲烷－甲醇（２０∶１）、二氯甲烷－甲醇（１５∶１）、乙酸
乙酯－无水乙醇（２０∶１）等，最终确定二氯甲烷 －甲
醇（１５∶１）为二次展开剂，特征斑点清晰，分离度
良好。

３４　样品的净化方式考察
正红花油基质主要为挥发油类成分，直接稀释

进样，不仅容易损坏色谱柱，还损坏仪器。正红花油

低极性成分多，不溶于水，故未考察反相吸附剂固相

萃取。考察正相吸附剂中性氧化铝、硅胶、ＰＳＡ、ＮＨ２
进行固相萃取，回收率达不到要求。

尝试ＱｕＥＣＨＲＳ法对样品进行净化，因正相材料
对目标化合物吸附严重，故未予以考虑。考察的净

化材料有石墨化碳黑（ＧＣＢ）、多壁碳纳米管、活性
炭、Ｃ１８，结果前３种材料均能较好地除去色素，但是
对７，４’－二羟基黄酮吸附严重，Ｃ１８净化效果不佳。

最终选用萃取法对正红花油样品进行净化。样

品加一定量环己烷溶解后再加甲醇萃取，当萃取第２
次时样品不分层。故改用含水甲醇溶液萃取，并比

较了不同浓度的甲醇萃取效果，结果７０％甲醇萃取
效果最佳，萃取２次已经萃取完全。
３５　限度拟定

现行正红花油质量标准中未对处方中血竭进行

质量控制，生产企业可能少投血竭或者投掺伪的血

竭，存在着产品质量风险。收集到 Ａ厂家近年来投
料用的３批血竭药材，研究发现均存在掺龙血竭的
现象。本次研究收集的龙血竭只有１０批，且 Ｂ、Ｃ厂
家的正红花油批数较少，故只是初步拟定７，４’－二
羟基黄酮限度，在今后研究中收集更多批次龙血竭

及正红花油样品，积累更多的数据再验证。

本试验所建立的方法操作简单，灵敏度高，专属

性强，能够准确判定正红花油中是否存在血竭掺龙

血竭的问题，可为正红花油质量控制提供技术支撑。
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