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摘　要　应用高效液相色谱电感耦合等离子体质谱联机技术（ＨＰＬＣＩＣＰＭＳ）建立了中药中 ＡｓⅢ，ＡｓⅤ，

ＭＭＡ和ＤＭＡ等四种砷形态的同时测定方法，用该方法对黄芪、大黄、黄芩、何首乌、地黄等五种中药炮制

前后砷形态的变化进行了比较研究，并对一个总砷超标的冬虫夏草样品进行了砷形态的分析。方法学验证

表明：四种砷形态的线性相关系数（狉）都大于０．９９８４，定量限（ＬＯＱ）都在０．８～１．０μｇ·Ｌ
－１之间，重复性和

稳定性的相对标准偏差（ＲＳＤ）都小于１０％，加标回收率都在８２．４０％～１１９．５％之间。测定结果显示：中药

中的砷形态以无机砷（ＡｓⅢ和ＡｓⅤ）为主；植物来源中药中都未检出 ＭＭＡ和ＤＭＡ，但冬虫夏草中检出了

ＭＭＡ；炮制后，五种中药无机砷的含量都出现了上升。
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引　言

　　中药中的砷（Ａｓ）含量向来是各国法规关注的重点
［１］。现

代药理表明，砷元素的毒性与其存在形态密切相关［２］：三价

砷（ＡｓⅢ）和五价砷（ＡｓⅤ）属于无机砷，毒性很强，其中又以

ＡｓⅢ的毒性最强；单甲基砷酸（ＭＭＡ）和二甲基砷酸（ＤＭＡ）

属于有机砷，有一定毒性，但毒性远远小于无机砷；砷胆碱

（ＡｓＣ）、砷甜菜碱（ＡｓＢ）以及各种类型的砷糖（ＡｓＳ）和砷脂

（ＡｓＬ）等形态在海洋生物中分布较多，是几乎无毒的。因此，

要全面评价中药砷毒性，单纯考察砷总量是不够的，还应考

察各种砷形态的含量，特别是无机砷的含量。

炮制是中医用药的重要特点，中药经过炮制后，药性、

药效、毒性等方面都可发生改变。本文应用高效液相色谱电

感耦合等离子体质谱联机技术（ＨＰＬＣＩＣＰＭＳ，ｈｉｇｈｐｅｒ

ｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙｃｏｕｐｌｅｄｐｌａｓｍａ

ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ），对一个总砷超标的冬虫夏草样品进行

了砷形态分析，还考察了五种常用中药炮制前后砷形态的变

化，为中药的毒理研究提供了参考。

１　仪器与试药

　　电感耦合等离子体质谱仪（ＩＣＰＭＳ）Ａｇｉｌｅｎｔ７５００ａ（Ａｇｉ

ｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＣｏ．Ｌｔｄ，ＵＳＡ），同心雾化器，镍采样锥和

截取锥。Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ 型单元泵液相色谱系统、Ａｇｉｌｅｎｔ

Ｇ３１５４６５００１阴离子交换树脂柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）

（美国安捷伦公司），ＫＱ８００ＫＤＥ型超声仪（昆山市超声仪器

有限公司），ＣＳ６ＫＲｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ低温高速离心机（ＢＥＣＫＭＡＮ

公司），超纯水处理系统（法国 ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ，Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ），

ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯＸＰ２０５电子天平（瑞士梅特勒公司），

１０１Ａ２型电热鼓风干燥箱（上海实验仪器总厂），ＲＴ０２Ａ型

粉碎机（北京环亚天元机械技术有限公司），ＬＡＢＯＲＯＴＡ

４０００旋转蒸发仪（德国 ＨＥＩＤＯＬＰＨ公司）。

ＡｓⅢ 标 准 溶 液 （ＧＢＷ０８６６６）、 ＡｓⅤ 标 准 溶 液

（ＧＢＷ０８６６７）、ＭＭＡ标准溶液（ＧＢＷ０８６６８）、ＤＭＡ标准溶

液（ＧＢＷ０８６６９）均购自国家标准物质研究中心。调谐液为

Ｌｉ，Ｙ，Ｃｅ，Ｔｌ，Ｃｏ混合液（１０μｇ·Ｌ
－１），Ａｇｉｌｅｎｔ公司产品，

编号５１８４３５６６。超纯水由 ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ超纯水系统制得。

２　方　法

２１　犎犘犔犆犐犆犘犕犛工作参数

流动相为２ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４ 和０．２ｍｍｏｌ·

Ｌ－１的ＥＤＴＡ（氨水调至ｐＨ６．０），流速为０．８ｍＬ·ｍｉｎ
－１。

ＲＦ功率１５００Ｗ；采样深度７．２ｍｍ，载气流速（Ｃａｒｒｉｅｒ

Ｇａｓ）０．６２Ｌ·ｍｉｎ－１，补充气流速（ＭａｋｅｕｐＧａｓ）０．４Ｌ·

ｍｉｎ－１，蠕动泵转速１８ｒ·ｍｉｎ－１，雾化室温度２℃，采样模

式为ＴｉｍｅＲｅｓｏｌｖｅｄＡｎａｌｙｓｉｓ；峰模式ＴＲＡ；采样元素为７５Ａｓ



和３５Ｃｌ，元素的积分时间０．５ｓ。

２２　中药样品

黄芪（产地：内蒙）、大黄（产地：甘肃）、黄芩（产地：河

北）、何首乌（产地：河南）、地黄（产地：河南）均购自北京崇

光药业有限公司；冬虫夏草（产地：青海）为药房送检样品。

炙黄芪、熟大黄、酒黄芩、制何首乌、熟地等炮制品都由所

购生药按照《中国药典》规定的标准方法［３］炮制而得。以上样

品经粉碎机粉碎后，过７０目筛，烘箱（７０±２）℃烘干，置于

干燥器中备用。冬虫夏草按照前期工作建立的方法［１］测定总

砷含量。

２３　供试品溶液的制备

精密称取中药样品或中药炮制品０．５ｇ于离心杯中，加

５０％（φ）甲醇溶液１０ｍＬ浸泡１ｈ，超声提取３０ｍｉｎ，离心机

５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，倾出离心液，滤渣继续提取２

次，合并离心液，旋转蒸发仪４０℃减压浓缩至近干，用超纯

水转移至１０ｍＬ聚乙烯容量瓶中，定容，摇匀，０．２０μｍ微孔

滤膜滤过。冬虫夏草供试品溶液按前期工作建立的方法［１］测

定砷总量；冬虫夏草的提取砷含量＝供试品溶液的砷总量／

供试品称样量。

２４　标准溶液的制备

精密吸取四种砷形态的标准溶液适量，先用超纯水制备

浓度为１０００μｇ·Ｌ
－１（以Ａｓ计）的各形态储备液，再精密吸

取四种形态的储备液，用超纯水稀释制备六个浓度梯度的混

合标准溶液，混合标准溶液中，ＡｓⅢ和 ＡｓⅤ的浓度分别为：

０，１０，２０，４０，１００和２００μｇ·Ｌ
－１；ＭＭＡ和ＤＭＡ的浓度

分别为：０，２．５，５，１０，２５和５０μｇ·Ｌ
－１。

２５　测定方法和计算

取六个浓度混合标准溶液，分别进样２０μＬ，记录总离

子流色谱图，以色谱图中四种砷形态色谱峰的峰面积为纵坐

标，相应的质量浓度为横坐标，作标准曲线。各供试品溶液

也分别进样２０μＬ，通过标准曲线的校正获得四种砷形态的

浓度，并根据稀释倍数，计算样品中各种砷形态的含量。

３　结果与讨论

３１　方法学验证

３．１．１　线性和定量限

四种砷形态的标准曲线方程，线性相关系数（狉）见表１。

犜犪犫犾犲１　犔犻狀犲犪狉犻狋狔犪狀犱犔犗犙

Ｓｐｅｃｉａｔｉｏｎｓ Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅ 狉
ＬＯＱ

／（μｇ·Ｌ
－１）

ＡｓⅢ 狔＝１８６６５狓＋４０６４ ０．９９８４ ０．８

ＤＭＡ 狔＝２１０３５狓－４４５２ ０．９９９５ １．０

ＭＭＡ 狔＝１９１８９狓＋９２９７ ０．９９９８ １．０

ＡｓⅤ 狔＝１９９０１狓＋１５２２３ ０．９９９８ ０．８

　　取混合标准溶液，用超纯水逐级稀释，直至总离子流色

谱图中各形态色谱峰的信噪比（犛／犖）约为１０的浓度为该形

态的定量限（ＬＯＱ）。四种砷形态的定量限见表１。

３．１．２　重复性、稳定性和回收率

精密称取冬虫夏草粉末０．５ｇ，按“２．３”项下的规定操

作，平行测定六份，计算各形态含量的平均值及ＲＳＤ。样品

未检出ＤＭＡ。ＡｓⅢ，ＭＭＡ和 ＡｓⅤ 的 ＲＳＤ分别为１．１８％，

２．７１％和４．１８％，重复性良好。选取一份４℃冰箱保存的供

试品溶液分别于１，３和５ｄ测定，ＡｓⅢ，ＭＭＡ和 ＡｓⅤ 的

ＲＳＤ分别为４．４６％，１．８９％和５．１２％，表明５ｄ内稳定性良

好。

精密称取冬虫夏草粉末０．５ｇ于离心杯中，并在每杯中

精密加入各形态储备液适量，按“２．３”项下的规定操作，平

行测定三份，以加标前后测定的含量平均值计算各形态的回

收率。本方法中高、中、低三个浓度的加标回收率都在

８２．４０％～１１９．５％之间（见表２）。

犜犪犫犾犲２　犚犲狊狌犾狋狊狅犳狊狆犻犽犲犱狉犲犮狅狏犲狉狔狋犲狊狋

Ｓｐｅｃｉａｔｉｏｎｓ Ｏｒｉｇｉｎａｌ／（μｇ·Ｌ
－１） Ａｄｄｅｄ／（μｇ·Ｌ

－１） Ｆｏｕｎｄ／（μｇ·Ｌ
－１） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ（狀＝３）／％

ＡｓⅢ １７．２３

１０

２０

３０

２６．９３

３３．７１

４６．８７

９７．００

８２．４０

９８．８０

２．８５

１．８５

３．３８

ＤＭＡ ０

７．５

１０

１２．５

６．５９

９．４１

１２．３４

８７．８７

９４．１０

９８．７２

４．３３

３．７２

４．３１

ＭＭＡ ４．６３

３

５．５

８

８．０４

９．８６

１３．５４

１１３．７

９５．０９

１１１．４

１．７３

２．９２

５．３２

ＡｓⅤ ４０．０８

２０

４０

６０

６３．９８

８２．０１

１０９．３

１１９．５

１０４．８

１１５．４

４．３０

１．５２

１．２２

３２　样品测定及结果分析

应用建立的方法对冬虫夏草进行了砷形态的分析，并对

黄芪、大黄、黄芩、何首乌、地黄五种中药材炮制前后的砷

形态变化进行了研究。每个样品测定３次，取平均值。砷形

态的典型总离子流色谱图见图１，样品测定结果见表３。

从砷形态的分析结果来看：（１）无机砷（ＡｓⅢ和 ＡｓⅤ）在

中药砷形态中占绝对多数；（２）所有植物来源中药都未检出

ＭＭＡ和ＤＭＡ，这和王小如课题组的研究结果
［４］一致，提示
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植物类中药很可能对砷元素不具备甲基化代谢功能；但在冬

虫夏草中检出了 ＭＭＡ，表明冬虫夏草对砷元素具有一定的

甲基化代谢功能，这可能和冬虫夏草是真菌和昆虫的复合体

有关；（３）冬虫夏草中 ＡｓⅢ，ＡｓⅤ 和 ＭＭＡ 的含量总和为

１．２３μｇ·ｇ
－１，仅占其总砷含量（２．１２μｇ·ｇ

－１）的５８％，提

取砷含量（１．６５μｇ·ｇ
－１）的７４％，提示冬虫夏草中还存在一

定比例的（２６％～４２％）未知结构砷形态，有待深入研究；（４）

黄芪等五种中药材炮制后的无机砷含量无一例外地出现了上

升，具体机理有待进一步深入研究。

犉犻犵１　犜犐犆狊狅犳犪狉狊犲狀犻犮狊狆犲犮犻犪狋犻狅狀

（ａ）：Ｃｏｍｂｉｎｅｄｓｔａｎｄａｒｄｓ（１０μｇ·Ｌ
－１ｆｏｒＡｓⅢａｎｄＡｓⅤ，２．５μｇ·Ｌ

－１ｆｏｒＤＭＡａｎｄＭＭＡ）；（ｂ）：犆狅狉犱狔犮犲狆狊；

（ｃ）：犚犪犱犻狓犛犮狌狋犲犾犾犪狉犻犪犲；（ｄ）：Ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ犚犪犱犻狓犛犮狌狋犲犾犾犪狉犻犪犲

１：ＡｓⅢ；２：ＤＭＡ；３：ＭＭＡ；４：ＡｓⅤ

犜犪犫犾犲３　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犪狉狊犲狀犻犮狊狆犲犮犻犪狋犻狅狀狊犪狀犪犾狔狊犻狊（μ犵·犵
－１）

Ｓｐｅｃｉａｔｉｏｎｓ犆狅狉犱狔犮犲狆狊

犚犪犱犻狓

犃狊狋狉犪犵犪犾犻

Ｃｒｕｄｅ Ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ

犚犪犱犻狓犲狋

犚犺犻狕狅犿犪犚犺犲犻

Ｃｒｕｄｅ Ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ

犚犪犱犻狓

犛犮狌狋犲犾犾犪狉犻犪犲

Ｃｒｕｄｅ Ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ
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４　讨　论

４１　分析方法的选择

目前，砷形态分析的热点在海洋动植物，中药砷形态分

析的报道很少［４，５］。海洋动植物中砷含量高，形态丰富，分析

相对容易；中药，特别是中草药，砷含量很低，要分析其中

微量的砷形态，对方法灵敏度的要求很高。ＨＰＬＣＩＣＰＭＳ

是２０世纪９０年代后期新发展起来的联机技术，兼有 ＨＰＬＣ

的分离功能和ＩＣＰＭＳ的元素分析功能，专属性和灵敏度都

很高，是中药砷形态分析的发展方向。

４２　流动相的选择与优化

传统方法多采用ＮａＨ２ＰＯ４ 或ＫＨ２ＰＯ４ 作为砷形态分析

流动相的缓冲盐，其中的Ｎａ和 Ｋ元素在ＩＣＰＭＳ中很容易

解离，长期运行含有较高浓度Ｎａ和Ｋ元素的流动相会对仪

器产生损害。本方法采用 ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４ 作为缓冲盐，其分离

效果和ＮａＨ２ＰＯ４ 相当，但ＮＨ
＋
４ 在仪器中不会解离，因而也

不会对仪器造成损害。对流动相ｐＨ值的优化时发现，ｐＨ在

４．０～６．０之间，四种砷形态都能得到基线分离，但ｐＨ 为

６．０时峰形最佳。
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