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逍遥丸指纹图谱和掺伪检验方法的建立
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摘要　目的：建立掺伪检验方法分析逍遥丸指纹图谱。方法：首先淹没逍遥丸制成粉末待用，试验相关的混合对照品溶液
和供试品溶液，通过专属性试验、线性关系分析、精密度、重复性和稳定性试验以及加样回收率试验考察逍遥丸指纹图谱

方法的严谨性，采用气相色谱法（ＧＣ法）和气相色谱法质谱法联用法（ＧＣＭＳ法）检测样品中薄荷脑和香芹酮的含量，并
建立掺伪检验方法。结果：专属性、线性关系、精密度、重复性和稳定性和加样回收率试验结果均显示良好。Ａ厂逍遥丸
供试品中未检出香芹酮，而Ｂ、Ｃ厂均检测出含有香芹酮，且Ｃ厂香芹酮ＰＡ值高于Ｂ厂。薄荷脑和香芹酮的ＧＣＭＳ特征
离子峰分别是ｍ／ｚ４１、５５、７１、８１、９５和ｍ／ｚ３９、５４、８２、９３、１０８。结论：基于建立掺伪检验方法对逍遥丸进行指纹图谱检测，
可有效控制其药物质量。

关键词　逍遥丸；指纹图谱；掺伪检验；气相色谱法；质谱法；线性关系；专属性试验；稳定性试验
ＥｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆＦｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔａｎｄＡｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎＴｅｓｔＭｅｔｈｏｄｏｆＸｉａｏｙａｏＰｉｌｌ

ＹａｏＬｉｓｈａｎ，ＨａｏＭａｎｘｉａ
（ＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ，ＮａｎｙａｎｇＣｅｎｔｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌ，ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４７３００９，Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＸｉａｏｙａｏＰｉｌｌｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎｔｅｓｔｍｅｔｈｏｄ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＰｏｗｄｅｒｏｆＸｉａｏｙａｏ
Ｐｉｌｌｗａｓｓｕｂｍｅｒｇｅｄｆｏｒｐｒｅｐａｒｔｉｏｎ，ａｎｄｍｉｘｅｄｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄ．ＴｈｅｐｒｅｃｉｓｅｏｆＸｉａｏｙａｏＰｉｌｌｆｉｎｇｅｒ
ｐｒｉｎｔｍｅｔｈｏｄｗａｓｔｅｓｔｅｄｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔ，ｌｉｎｅａｒｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｔｅｓｔ．Ｔｈｅｍｅｎｔｈｏｌａｎｄｃａｒｖｏｎｅｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＧＣ），ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＧＣ
ＭＳ），ａｎｄａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：１）Ｔｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｌｉｎｅａｒｉｔｙ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ，
ｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｓａｍｐｌｅｒｅｃｏｖｅｒｙｗｅｒｅａｌｌｇｏｏｄ．２）ＣａｒｖｏｎｅｗａｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｓａｍｐｌｅｓｏｆＸｉａｏｙａｏＰｉｌｌｆｒｏｍＡｆａｃｔｏｒｙ，ａｎｄｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ
ｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＢａｎｄＣｆａｃｔｏｒｙ．ＰＡｏｆｃａｒｖｏｎｅｉｎｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＣｆａｃｔｏｒｙｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆＢｆａｃｔｏｒｙ．３）ＡｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＧＣ
ＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ，ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＧＣＭＳｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｅａｋｓｏｆｍｅｎｔｈｏｌａｎｄｃａｒｖｏｎｅｗｅｒｅｍ／ｚ４１，５５，７１，８１，９５ａｎｄ３９
ｍ／ｚ，５４，８２，９３，１０８ｕｓｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＸｉａｏｙａｏＰｉｌｌｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎｔｅｓｔ
ｍｅｔｈｏｄｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｃｏｎｔｒｏｌｄｒｕｇｑｕａｌｉｔｙ．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　ＸｉａｏｙａｏＰｉｌｌ；Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ；ＡｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎＴｅｓｔ；ＧａｓＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｎａｌｙ
ｓｉｓ；Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔ；Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ
中图分类号：Ｒ２８９４ 文献标识码：Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－７２０２．２０１８．１２．０５６

　　在国家药品评价抽样、常规药材市场调研进行
薄荷药材的抽检考察中发现，薄荷存在同科的留兰

香代用或者混用的情况［１３］；逍遥丸的主要适应证是

肝郁气滞及脾虚血虚的患者，其出处为宋代《太平惠

民和剂局方》，方中以柴胡疏肝解郁，恢复肝脏条达、

疏泄之性，当归、白芍养血柔肝濡养肝脏，增强其藏

血之功；白术、茯苓健脾去湿，后天之本得以巩固，患

者神疲症状减轻，《灵枢·平人绝谷篇》有云：“神

者，水谷之精气也”。脾运化有权，统气血有司，脾土

养肝，缓肝气横逆之胁痛；炙甘草甘以缓急，合生姜

共奏有益气补中之效；薄荷少许，助泻肝郁之热［４５］。

而目前由于现代中青年工作压力较大，以及老龄化

人口的日益增加，普遍存在肝郁气滞、脾虚血虚的情

况，因此大众对于服用逍遥丸，疏肝健脾，养血和血

的需求较大［６８］；因此，薄荷作为逍遥丸中重要的药

材之一，控制好逍遥丸的质量，预防在逍遥丸制作完

成之前的基础药材存在掺伪的情况，尤其关键。薄

荷和留兰香属于同科同属的植物，两者均属于唇形

科植物，性状相近，因此无法在显微镜下鉴别［９］；然

而两者的主要成分和主治功效却大相径庭，薄荷主

要成分是薄荷脑，主要功效为疏肝行气，泻肝郁之

热［１０］；而留兰香的主要成分是香芹酮，主要功效为

解表和中［１１］。目前薄荷药材的检查项中没有香芹

酮的检查项，比较不容易发现药材本身是否存在掺

伪的问题，故本研究采集３个不同厂家各２个不同
批次的逍遥丸进行检验，以薄荷脑和香芹酮为对照

品，旨在采用指纹图谱分析逍遥丸的同时，建立其掺

伪检验方法。
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１　仪器与试药
１１　仪器　气相色谱仪（型号：７８９０Ａ，ＡＧＩＬＥＮＴ
安捷伦科技有限公司）；全自动智能内校分析天平

（型号：ＰＴＹ１２４，福州普力斯特科学仪器有限公司）。
１２　试剂　由中国食品药品检定研究院提供的批
号为 ０７２８２００００５薄荷脑；由德国 ＤｒＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ
ＧｍｂＨ研究所提供的批号为 ００６１０的香芹酮；以及
分析纯购于Ｆｉｓｈｅｒｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。
１３　分析样品　取３个不同厂家（Ａ厂家：仲景宛
西制药股份有限公司；批准文号：国药准字

Ｚ４１０２１８３１；Ｂ厂家：九芝堂股份有限公司；批准文
号：国药准字Ｚ４３０２０４６９；Ｃ厂家：兰州佛慈制药股份
有限公司；批准文号：国药准字 Ｚ６２０２０８９０）的逍遥
丸，每个厂家各取２批不同生产批次的逍遥丸用研
磨器研细，精密取２ｇ逍遥丸粉末。
２　方法与结果
２１　色谱条件

为进行掺伪检验方法建立，采用２种色谱方法
进行检测，具体如下。

２１１　气相色谱与质谱联用法（ＧＣＭＳ法）　采用
质谱检测器，ＥＩ源，同时选用５％二苯基９５％二甲基
聚硅氧烷固定液（ＨＰ５ＭＳ）毛细管柱（３０ｍ×０２５
ｍｍ×０２５μｍ），毛细管柱的进样口温度为２００℃；
柱温为程序升温，具体升温程序为初始温度９０℃，
以３℃／ｍｉｎ升温至２４６℃，以３０℃／ｍｉｎ升温至２８０
℃，保持５ｍｉｎ，最后以ＦＩＤ检测器温度为３００℃，全
扫描方式，ｍ／ｚ２０～１０００，柱流量１ｍＬ／ｍｉｎ，进样量
１μＬ，不分流。
２２２　气相色谱法（ＧＣ）　采用 ＤＭ５（５％二苯基
９５％二甲基聚硅氧烷固定液）毛细管柱（３０ｍ×０５３
ｍｍ×１５μｍ），其进样口温度２００℃，程序升温（同
２２１），柱流量３ｍＬ／ｍｉｎ，进样量１μＬ，不分流。
２２　对照品溶液的制备　精密称取薄荷脑和香芹
酮对照品，分别加分析纯（乙酸乙酯）制成每毫升含

５０μｇ的对照溶液。
２３　供试品溶液的制备　精密称取逍遥丸粉末０５
ｇ，加入２００ｍＬ水的挥发油测定容器中，充分摇匀，
待粉末完全溶于水后加入 ２ｍＬ分析纯（乙酸乙
酯），参照《中华人民共和国药典 ２０１０版一部附录
ＸＤ》［１２］中挥发油测定的方法使挥发油测定容器保
持微沸状态２ｈ，取乙酸乙酯层作为供试品溶液。
２４　专属性试验　取同一供试品溶液根据２３制
备的供试品溶液各５μＬ，采用薄层层析方法（ＴＬＣ）
对逍遥丸进行专属性试验，分别点与同一片硅胶 Ｇ

薄层色谱板，展开剂的配比为１９环乙烷：１乙酸乙
酯，经过展开后，取出硅胶 Ｇ薄层色谱板并晾干，随
即将含有２％对二甲氨基苯甲醛的４０％硫酸溶液喷
在色谱板上，加热１００℃，５ｍｉｎ后将色谱板放置于
３６５ｎｍ的紫外光灯下观察，专属性试验结果显示逍
遥丸的专属性良好。

２５　线性关系考察　精密量取混合对照品溶液３、
６、１２、１８、２４ｍＬ，分别置５０ｍＬ量瓶中，记录峰面积；
以混合对照品进样量（μｇ）为横坐标（Ｘ，峰面积积分
值为纵坐标（Ｙ），绘制标准曲线，结果表明，薄荷和
香芹酮混合对照品溶液在００６０２１～０１１３４８μｇ
范围内线性关系良好。

２６　中间精密度试验　精密吸取１０μＬ同一供试
品溶液，连续进样５次，结果显示相对标注偏差ＲＳＤ
是０９１％，精度度良好。
２７　供试品溶液稳定性试验　精密吸取１０μＬ同
一供试品溶液，配置后分别放置０、２、４、８、１６、２４、４８
ｈ后进样检测，结果显示４８ｈ内供试品溶液基本稳
定，ＲＳＤ是０９４％。
２８　重复性试验　精密吸取１０μＬ同一供试品溶
液，在相同色谱条件，相同分析仪上检测５次，结果
显示标准偏差ＲＳＤ为０９０％，重复性良好。
２９　回收率试验　采用加样回收法，精密称取６份
已知含量的同一批号样品各约０５ｇ，分别精密加入
２０ｍＬ混合对照品溶液，进行回收率试验测定，计算
结果显示平均回收率为９９３５％，ＲＳＤ为０８６％。
２１０　样品测定结果
２１０１　ＧＣ色谱图　如图１显示 Ａ厂逍遥丸供试
品中未检出香芹酮，而 Ｂ、Ｃ厂均检测出含有香芹
酮，且Ｃ厂香芹酮ＰＡ值高于Ｂ厂。
２１０２　逍遥丸 ＧＣＭＳ色谱图　根据 ＧＣＭＳ色谱
图，采用正离子方式扫描，结果显示，薄荷脑和香芹

酮的ＧＣＭＳ特征离子峰分别是 ｍ／ｚ４１、５５、７１、８１、
９５和ｍ／ｚ３９、５４、８２、９３、１０８。见图２。

表１　逍遥丸中薄荷脑和香芹酮含量测定（ｍｇ／ｇ）

批次 薄荷脑 香芹酮

Ａ厂家００１ １２０５ ０
Ａ厂家００２ １３１６ ０
Ｂ厂家００３ ０６３９ １６３９
Ｂ厂家００４ ０５４７ ２８９４
Ｃ厂家００５ ０９９８ ５４２３
Ｃ厂家００６ １０３１ ７０２２

３　讨论
３１　掺伪方法建立的必要性　市场上售卖的薄荷
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药材处理方式都是揉碎薄荷叶子，因此单纯从药材

性状上很难和同科同属的留兰香进行显微鉴别［１３］，

根据薄荷和留兰香的主要成分不同，薄荷主要成分

为薄荷脑，并不含有香芹酮［１４］，因此本研究首先通

过薄层层析法（ＴＬＣ）对薄荷脑和香芹酮进行专属性
试验，进行直接鉴别。当通过 ＴＬＣ明确薄荷脑和香
芹酮的专属性后，根据《中华人民共和国药典》附录

规定薄荷和留兰香属于同科同属植物，在种植的时

候容易混入，因此允许的杂质最高限度是５％［１５］，研

究进一步采用ＧＣ法对逍遥丸中薄荷脑和香芹酮进
行成分指纹图谱分析，结果显示 Ａ厂未检测出香芹
酮，而Ｂ、Ｃ厂均检测出程度不等的香芹酮含量。为
了进一步确证，研究采用 ＧＣＭＳ法进步对逍遥丸进
行指纹图谱分析，在 ＧＣＭＳ质谱图中，与对照品色
谱比较，供试品色谱图不可以出现保留时间相同的

色谱峰；若出现保留时间相同的色谱峰，则其一级质

谱不得与对照品的一级质谱一致［１６１８］。

３２　展开剂和显色剂的选择　在专属性试验 ＴＬＣ
法中展开剂和显色剂的选择尤为重要，其中展开剂

的选择能够更好的让目标成分更好的与周围的干扰

斑点分开［１９］，在本研究的前期试验中曾采用甲苯
乙酸乙酯（１９∶１）、环己烷乙酸乙酯（１０∶１）、环己烷
乙酸乙酯（１０∶２）、环己烷乙酸乙酯（１９∶１）为展开
剂，结果选用环己烷乙酸乙酯（１９∶１）色谱效果最理
想，香芹酮与周围干扰的斑点可以分开。

而由于薄荷和留兰香是同科同属植物，薄荷药

材中与香芹酮 Ｒｆ值相近的位置斑点颜色与香芹酮
类似，可能会引起误判，研究前期试验中曾使用５％
香草醛硫酸溶液作为显色剂［２０］，置荧光下检视，未

能将香芹酮斑点与周围干扰斑点明确区分开，而采

用２％对二甲氨基苯甲醛作为显色剂时香芹酮斑点
颜色与周围斑点颜色明显有区别。

图１　逍遥丸ＧＣ色谱图
　　注：１为薄荷脑；２为香芹酮
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图２　逍遥丸ＧＣＭＳ色谱图

３３　毛细管柱的选择　采用气相色谱仪分析逍遥
丸指纹图谱中 ＧＣ法和 ＧＣＭＳ法中毛细管柱的选
择尤其重要，其耐用性决定后续中精密度、稳定性、

重复性和结果可靠性的关键因素［２１２３］，在 ＧＣ法中
选择ＤＭ５（５％二苯基９５％二甲基聚硅氧烷固定

液）毛细管柱和在 ＧＣＭＳ法中选择 ＨＰ５ＭＳ（５％二
苯基９５％二甲基聚硅氧烷固定液）毛细管柱，２种
毛细管柱均具有良好的分离度和塔板数，表明本研

究中逍遥丸指纹图谱选用的毛细管柱耐用性良好。

３４　方法严谨性考察意义　指纹图谱中线性考察
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的意义在于分析样品在某一个浓度或峰高（面积）

情况是否是成线性的，根据朗伯比尔定律，待测样品

面积与浓度在这个线性范围内成正比，分析结果才

是准确的［２４］。而加样回收率包括绝对回收率和相

对回收率，其中相对回收率有一种是回收试验法，另

一种是加样回收试验法［２５］。而本研究的目的主要

是为了考察指纹图谱检测方法的严谨性，因此需要

分析相对回收率，故而选用加样回收试验法，即在已

知浓度样品中加入药物，并与标准曲线作比较。
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