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高效液相色谱双波长检测法测定苏合香丸中苯甲酸与肉桂酸

的含量
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摘　要　目的：建立高效液相色谱双波长检测法同时测定苏合香丸中苯甲酸和肉桂酸含量。方法：采用 ＨＰＬＣＷａｔｅｒｓＳｕｎ
ＦｉｒｅＴＭＣ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；以０．１％醋酸水溶液甲醇（６０∶４０）为流动相，流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ

－１；检测波长：０～１８
ｍｉｎ时２２８ｎｍ（苯甲酸），１８．１～３５ｍｉｎ时２８５ｎｍ（肉桂酸）；进样量１０μＬ；柱温：室温。结果：苯甲酸和肉桂酸的线性范围分
别为１．０～５０．０μｇ·ｍｌ－１（ｒ＝０．９９９７），０．２～１０．０μｇ·ｍｌ－１（ｒ＝０．９９９９）；平均回收率分别为９６．８８％（ＲＳＤ＝１．６％，ｎ＝
９）和９９．３５％（ＲＳＤ＝１．７％，ｎ＝９）。结论：苯甲酸和肉桂酸的线性范围分别为１．０～５０．０μｇ·ｍｌ－１（ｒ＝０．９９９７），０．２～１０．０
μｇ·ｍｌ－１（ｒ＝０．９９９９）；平均回收率分别为９６．８８％（ＲＳＤ＝１．６％，ｎ＝９）和９９．３５％（ＲＳＤ＝１．７％，ｎ＝９）。
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　　苏合香丸［１］由苏合香、安息香、水牛角浓缩粉、麝香、檀

香、沉香、丁香、香附、木香、乳香、荜茇、白术、诃子肉、朱砂、

冰片等十五味药材组成，苏合香为金缕梅科植物苏合香树

（ＬｉｑｕｉｄａｍｂａｒｏｒｉｅｎｔａｌｉｓＭｉｌｌ．）的树干渗出的香树脂经加工精
制而成，安息香为安息香科植物白花树［Ｓｔｙｒａｘｔｏｎｋｉｎｅｓｉｓ（Ｐｉ
ｅｒｒｅ）ＣｒａｉｂｅｘＨａｒｔ．］的干燥树脂。本品具有芳香开窍、行气
止痛的功效，可用于痰迷心窍所致的痰厥昏迷、中风偏瘫、肢

体不利，以及中暑，心胃气痛。其质量标准收载于《中国药

典》２０１０年版一部，处方中苏合香和安息香为君药，肉桂酸
为苏合香的有效成分，苯甲酸为安息香的有效成分。经检

索，对主要成分苏合香药材中肉桂酸的含量测定报道较

多［２～６］，但未见对肉桂酸和苯甲酸等有机酸同时进行含量测

定的方法。本文建立了 ＨＰＬＣ法同时测定上述２种成分的
含量［７～９］，现报道如下。

１　仪器与试药

Ｗａｔｅｒｓ１５２５高效液相色谱仪，２４８７紫外检测器，Ｂｒｅｅｚｅ
色谱工作站，ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏＡＧ１３５型（十万分之一）电子分析
天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ仪器有限公司），ＫＬＺＵＰ超纯水仪（台湾

艾柯成都康宁实验专用纯水设备厂）。

肉桂酸对照品（批号：１１０７８６２００５０３）、苯甲酸对照品（批
号：１００４１９２００３０１）均购自中国食品药品检定研究院。苏合香
丸样品分别由北京同仁堂制药厂（批号：９０１０５６２、９０１０４６４、
９０１０１７１、９０１０１７０、９０１０３４１）和雷允上药业有限公司（批号：
８０１００７９）提供；甲醇（色谱纯，ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＵ．Ｓ．Ａ），冰醋酸
（分析纯，西安化学试剂厂），氢氧化钾（分析纯，上海三浦化

工有限公司），水为超纯水，其余试剂均为分析纯。

２　方法与结果

２．１　色谱条件

采用ＷａｔｅｒｓＳｕｎＦｉｒｅＴＭＣ１８（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）色

谱柱；以０．１％醋酸水溶液甲醇（６０∶４０）为流动相；流速为１．０
ｍｌ·ｍｉｎ－１；检测波长：０～１８ｍｉｎ时２２８ｎｍ（苯甲酸），１８．１～
３５ｍｉｎ时２８５ｎｍ（肉桂酸）；进样量１０μＬ；柱温为室温。
２．２　溶液的制备

２．２．１　对照品溶液　分别精密称取苯甲酸对照品１０ｍｇ，肉
桂酸对照品２ｍｇ置１００ｍｌ量瓶中，加５０％甲醇溶解并稀释
至刻度，摇匀，即得混合对照品溶液。
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２．２．２　供试品溶液　取本品剪碎，精密称取２．０ｇ，置具塞
锥形瓶中，加氢氧化钾０．８ｇ，甲醇２０ｍｌ，加热回流１ｈ，取
出，放冷，加醋酸 ５ｍｌ，摇匀，转移至 ５０ｍｌ量瓶中，用少量
５０％甲醇分次洗涤容器，洗涤液并入同一量瓶中，加５０％甲
醇至刻度，摇匀，滤过，精密量取续滤液５ｍｌ，置１００ｍｌ量瓶
中，加５０％甲醇至刻度，摇匀，经微孔滤膜（０．４５μｍ）过滤，
即得供试品溶液。

２．２．３　阴性样品溶液 　按《中国药典》２０１０年版一部处方
及工艺制备不含苏合香、安息香药材的阴性样品，按

“２．２．２”项下方法制备阴性样品溶液。

２．３　系统适用性试验

取对照品、供试品和阴性样品溶液在上述色谱条件下进

样，苯甲酸和肉桂酸色谱峰与相邻峰分离度均大于１．５；理论
塔板数分别以苯甲酸和肉桂酸色谱峰计均不低于３０００；阴
性样品无干扰。色谱图见图１。

Ａ．对照品　Ｂ．供试品　Ｃ．阴性样品

１．苯甲酸　２．肉桂酸

图１　ＨＰＬＣ色谱图
２．４　线性关系与最低检测限

精密吸取上述混合对照品溶液０．１，０．３，０．５，１．０，２．０，
３．０，４．０，５．０ｍｌ分别到１０ｍｌ量瓶中，取１０μｌ注入液相色谱
仪，记录色谱图，以对照品的浓度（Ｘ，μｇ·ｍｌ－１）横坐标，色
谱峰面积积分值（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得苯甲酸与肉
桂酸回归方程分别为：苯甲酸：Ｙ＝５．８×１０６Ｘ－５．２８×１０４，ｒ
＝０．９９９７；肉桂酸：Ｙ＝８．７×１０６Ｘ－２．４６×１０４，ｒ＝０．９９９９。
结果表明，苯甲酸与肉桂酸浓度分别在１．０～５０．０μｇ·
ｍｌ－１，０．２～１０．０μｇ·ｍｌ－１的范围内线性关系良好。

取对照品溶液逐级稀释后，按照上述色谱条件进样测

定。以苯甲酸和肉桂酸信噪比为３∶１计，肉桂酸的最低检测
限度为６．２７６ｎｇ，苯甲酸的最低检测限度为３．０７２ｎｇ。

２．５　精密度试验

精密吸取混合对照品溶液１０μｌ，连续进样５次，记录峰

面积。结果苯甲酸和肉桂酸峰面积的 ＲＳＤ分别为０．９％，
０．３％（ｎ＝５）。
２．６　稳定性考察

取同一供试品（批号：９０１０１７１）溶液，分别于０，４，８，１２，２４
ｈ各进样１０μｌ，测得苯甲酸和肉桂酸峰面积的 ＲＳＤ分别为
１．８％和２．２％（ｎ＝５）。
２．７　重复性试验

取同一批号（批号：９０１０１７１）样品，共６份，按照“２．２．２”
项下方法制成供试品溶液，在上述色谱条件下分别进样测定。

结果样品中苯甲酸和肉桂酸平均含量分别为１４．５７ｍｇ·ｇ－１，
１．４７ｍｇ·ｇ－１；ＲＳＤ分别为１．３％，１．５％（ｎ＝６）。
２．８　加样回收率试验

取同一批号（批号：９０１０１７１）样品约１．０ｇ，精密称定，分
别添加一定量的苯甲酸（称取苯甲酸对照品０．１ｇ置１００ｍｌ量
瓶中，取１２ｍｌ、１５ｍｌ、１８ｍｌ各３份加入样品中）与肉桂酸（称
取肉桂酸对照品０．０１ｇ置１０ｍｌ量瓶中，取１．２，１．５，１．８ｍｌ各３
份加入样品中）对照品，按供试品溶液项下的方法制备，上述

色谱条件下测定，计算回收率。结果表明，苯甲酸和肉桂酸平

均回收率分别为９６．８８％，９９．３５％；ＲＳＤ分别为１．６％，１．７％
（ｎ＝９）。
２．９　样品测定

取不同批号样品各３份，按照“２．２．２”项下方法制成供试
品溶液，依法测定，计算样品中苯甲酸和肉桂酸的含量，结果

见表１。
表１　样品测定结果（ｍｇ·ｇ－１，ｎ＝３）

批号 苯甲酸 肉桂酸

９０１０５６２ １５．６４ １．６４

９０１０４６４ １４．９０ １．２４

８０１００７９ １６．７９ １．４６

９０１０１７１ １４．５７ １．４７

９０１０１７０ １３．０９ １．４７

９０１０３４１ １６．０５ １．３５

３　讨论

３．１　供试品溶液制备方法的确定

曾用四种方法提取：取本品剪碎，精密称取２．０ｇ，置具
塞锥形瓶中：①加氢氧化钾０．８ｇ，甲醇２０ｍｌ，加热回流１ｈ，
取出，放冷，加醋酸５ｍｌ，摇匀，转移至５０ｍｌ量瓶中，用少量
５０％甲醇分次洗涤容器，洗涤液并入同一量瓶中，加５０％甲
醇至刻度，摇匀，滤过，精密量取续滤液５ｍｌ，置１００ｍｌ量瓶
中，加５０％甲醇至刻度，摇匀，即得；② 加５％盐酸溶液１ｍｌ，
搅拌均匀，加入氯仿甲醇（２∶１）２０ｍｌ，采取超声处理 ３０
ｍｉｎ，离心，取上清液用乙醚２０ｍｌ提取３次，合并醚层，室温
挥干，残渣用甲醇溶解并定容至５ｍｌ，作为供试品溶液；③加
５％氨水５０ｍｌ室温浸泡３０ｍｉｎ，超声处理５ｍｉｎ，离心，取上
清液用盐酸调节ｐＨ为２～３，用乙醚２０ｍＬ提取３次，合并
醚层，室温挥干，残渣用甲醇溶解并定容至５ｍｌ，摇匀，即得；
④ 加乙醇制氢氧化钾（０．５ｍｏｌ·Ｌ－１）１０ｍｌ，加热回流１ｈ，
残渣加热水５０ｍｌ，使分散均匀，冷却，加水８０ｍｌ与硫酸镁
溶液（１．５→５０）５０ｍｌ，混匀，静置１０ｍｉｎ，过滤，滤渣用２０ｍｌ
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蒸馏水洗涤，合并洗液和滤液，加ＨＣｌ成酸性（ｐＨ＝４），乙醚
萃取２次，分取并合并醚层，回收乙醚，残渣甲醇溶解，定容
至５ｍｌ，摇匀，即得。结果表明用第一种方法，样品中苯甲酸
与肉桂酸分离度均大于１．５，重复性较好，故本文选择此法。

３．２　流动相的选择

先后选择了０．５％醋酸水溶液∶甲醇（６０∶４０）、０．５％醋酸
水溶液∶甲醇（５０∶５０）、１．０％醋酸水溶液∶甲醇（６０∶４０）、
０．１％醋酸水溶液∶甲醇（６０∶４０）等流动相，从分离情况和出
峰时间以及对色谱柱的消耗情况等综合分析，选择０．１％醋
酸水溶液∶甲醇（６０∶４０）为流动相较为合适。

３．３　检测波长的选择

本试验采用紫外检测器，在２２８ｎｍ检测苯甲酸，在２８５
ｎｍ检测肉桂酸，检测波长设定为各成分的最大吸收处，使上
述两种成分均有最大的响应，便于对各组分的含量进行测

定。

３．４　色谱柱的选择

本试验对不同型号的色谱柱进行筛选，分别选取Ｗａｔｅｒｓ
ＳｕｎＦｉｒｅＴＭＣ１８（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），迪马Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ
Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＡｑＣ１８（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）等色谱柱进行含量测定。结果显示，色谱柱
ＷａｔｅｒｓＳｕｎＦｉｒｅＴＭＣ１８（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）的出峰时
间在３０ｍｉｎ之内，分离效果较好，基线平稳，因此最终选择
ＷａｔｅｒｓＳｕｎＦｉｒｅＴＭＣ１８（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。

３．５　小结

本文建立的ＨＰＬＣ法同时测定苏合香丸中苯甲酸和肉
桂酸含量的方法具有较高的精密度和准确度，在较宽的线性

范围内表现出了良好的稳定性和耐用性，并且方法简单。从

不同来源苏合香丸样品分析，其苯甲酸和肉桂酸含量较稳定

地出现于各个样品，据此本文认为可以将其作为苏合香丸中

苯甲酸和肉桂酸含量的测定方法。
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（上接第６８９页）
表５　螺旋藻类保健品中重金属元素的

含量检测（ｍｇ·ｋｇ－１，ｎ＝３）
样品 批 号 ６３Ｃｕ ７５Ａｓ １１１Ｃｄ ２０２Ｈｇ ２０８Ｐｂ

螺旋藻粉 ２０１３０１０２ １．８８５ ０．２９７ ０．０８５ ０．０２２ １．３４９
螺旋藻粉 ２０１２０４０１ ５．４６８ ０．３７１ ０．０５７ ０．０３１ ０．８４３
螺旋藻粉 ２０１３０１２８ ２．３７１ ０．３１８ ０．０６１ ０．０２８ １．７８４
螺旋藻片 ２０１２０２１３ ２．０７５ ０．１５０ ０．０８６ ０．０１８ ０．５３２
螺旋藻片 ２０１２１０１１ ８．４６７ ０．１７４ ０．１１２ ０．０２２ ２．４９８
螺旋藻片 ２０１２０９１４ ２．０２４ ０．１６５ ０．０２２ ０．０３２ ０．６２１
螺旋藻胶囊 ２０１３０１２１ ７．１３５ ０．３０７ ０．０５４ ０．０２６ ０．５９３
螺旋藻胶囊 ２０１２１２１８ ２．９５２ ０．３８９ ０．１３７ ０．０２９ ０．７３７
螺旋藻胶囊 ２０１２１０２２ ３．５９０ １．０４５ ０．０５１ ０．０２０ ２．５３２

３　讨论

３．１　目前，螺旋藻类保健品中的铜、镉、铅多用石墨炉原子吸
收法（ＧＦＡＡＳ）测定［７］，砷和汞多用原子荧光法（ＡＦＳ）［８～１０］，
而本试验用ＩＣＰＭＳ可同时测定待测的所有元素，简便，快速，
克服了原子吸收等分析技术对元素逐一分析，耗时较长的缺

点，大大提高了测定效率，而且灵敏度高，准确，抗干扰能力

强。

３．２　按照目前的国家标准和卫生部，国家食品药品监督管理
总局确定的有关标准，在本试验测定的螺旋藻类保健品中，铅

指标测定值均高于“不以藻类为唯一原料组方的产品，其铅指

标限量为０．５ｍｇ·ｋｇ－１”标准中的限定值；而螺旋藻片中的一
个批号和螺旋藻胶囊的一个批号高于“以螺旋藻为唯一原料

辅以少量辅料组方的产品，其铅指标限量为２．０ｍｇ·ｋｇ－１”标
准中的限定值［１１］。提示在螺旋藻类保健品中铅含量有不同

程度超标，其产生的质量问题不容忽视。

３．３　目前，除螺旋藻粉外，螺旋藻制品没有统一的国家标准，
由于企业各自制订企业标准，导致品种繁多的螺旋藻产品质

量参差不齐［１０］。２０１２年“螺旋藻铅超标”事件的起因主要是
由于采用的检验标准不同，引起业界上的争议。因此，螺旋藻

类保健品亟待出台国家标准，以形成行业规范，保证人民的食

品安全。
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