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杨树花口服液中非法添加物甘草酸
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［摘　 要］ 　 采用 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 联合 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 方法确证了一批标称杨树花口服液中非法添加

物甘草酸。 样品经提取稀释后，采用 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｔ３色谱柱为分离柱，ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 初步筛查，再
用负离子扫描，液相色谱串联质谱仪上机测定。 通过对比色谱图保留时间和光谱图的峰形以及质

谱图，结果表明最终确证该批样品中非法添加物为甘草酸。 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 方法中甘草酸检测限为 ２０
μｇ ／ ｍＬ，定量限为 ５０ μｇ ／ ｍＬ。 本方法快速、灵敏、重现性好，适用于本批标称杨树花口服液中甘草酸

的检测。
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基金项目： ２０１９ 年山东省农业应用重大创新专项“蛋鸡安全生产关键技术集成创新与示范”（ＳＤ２０１９ＸＭ００４）；李有志泰

山产业领军人才项目（ＴＳＣＸ２０２２１１０２３）

作者简介： 魏秀丽，正高级兽医师，从事兽药质量监督检验、标准制修订及新兽药研发工作。

通讯作者： 张传津，Ｅ － ｍａｉｌ： １１５３７０２１３７＠ ｑｑ． ｃｏｍ；李有志，Ｅ － ｍａｉｌ：１９１４３４３６５２＠ ｑｑ． ｃｏｍ

ＵＰＬＣ － ＰＤＡ Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ＵＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ Ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ Ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ Ｉｌｌｅｇａｌ
Ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ Ａｃｉｄ ｉｎ Ｏｎｅ Ｂａｔｃｈ ｏｆ Ｎｏｍｉｎａｌ Ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ Ｋｏｕｆｕｙｅ

ＷＥＩ Ｘｉｕ － Ｌｉ１，２，３，ＺＨＡＮＧ Ｃｈｕａｎ － Ｊｉｎ１，２，３∗，ＬＩＵ Ｄａｏ － ｚｈｏｎｇ１，２，３，ＬＩ Ｙｏｕ － Ｚｈｉ１，２，３∗，
ＹＡＮＧ Ｚｈｉ － Ｋｕｎ１，２，３，ＣＨＥＮ Ｚｈｉ － ｑｉａｎｇ１，２，３

（１． Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｆｅｅｄ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇｓ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｓａｆｔｙ Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ

Ｒｉｓｋ Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｆｏｒ Ａｎｉｍａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ， Ｃｈｉｎａ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ Ｐｒｅｃｉｓｅ Ｄｒｕｇ Ｕｓｅ ｏｆ

Ａｎｉｍａｌ Ｏｒｉｇｉｎ Ｂａｃｔｅｒｉａ，Ｊｉｎａｎ ２５００２２， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｉｌｌｅｇａｌ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ａ ｂａｔｃｈ ｏｆ ｎｏｍｉｎａｌ Ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ Ｋｏｕｆｕｙｅ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ
ｕｓｉｎｇ ＵＰＬＣ － ＰＤＡ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ． Ａｆｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ， ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ
Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ， ＵＰＬＣ － ＰＤＡ， ａｎｄ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ． Ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｓｈａｐｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ
ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｌｌｅｇａｌ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ． Ｆｏｒ ＵＰＬＣ －

·７４·



中国兽药杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ５７ 卷第 １０ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ＰＤＡ， ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ２０ μｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ５０ μｇ ／ ｍＬ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ｆａｓｔ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ， ａｎｄ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｎｏｍｉｎａｌ
Ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ ｋｏｕｆｕｙｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ ｋｏｕｆｕｙｅ． ； ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ； ｉｌｌｅｇａｌ ａｄｄｉｔｉｖｅ．

　 　 杨树花口服液是《中国兽药典》２０２０ 年版第二

部中收载的产品，主要由杨树花经提取制成的合

剂，功能化湿止痢，主治痢疾和肠炎，广泛用于马牛

羊猪大动物和兔家禽［１ － ３］；但 ２０２０ 年版《中国兽药

典》杨树花口服液质量控制有薄层鉴别，没有含量

测定项，容易被非法企业非法添加其他化合物。 据

贾纪萍和韩立等报道杨树花中含有丰富的黄酮类

蒽醌类等物质［４ － ９］，杨树花口服液中有多种有效成

分：芹菜素、木犀草素、槲皮素和水杨苷、多糖、黄酮

类、有机酸、强心甙、内酯及香豆素，蒽醌类化合物、
甾醇、酚类或鞣质［１０ － １２］等，均未见其含有甘草酸的

报道。 魏秀丽和龚旭昊［１３ － １５］ 报道在杨树花口服液

中检出过非法添加的黄芩苷，环丙沙星和乙酰甲喹

等。 由于标准本身不可能针对所有的添加物进行

质量控制，所以需要检验人员熟悉杨树花口服液的

图谱，并对处方外的成分进行辨识。 本实验室在监

督抽检兽药样品过程中，发现一批次标称杨树花口

服液薄层鉴别不合格，而且检出了处方外成分。 本

研究使用 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 联合 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 法通过

对比色谱图保留时间和光谱图的峰形结果及质谱

图，来判定其非法添加物，以期为兽药监管提供依

据和借鉴。
１　 仪器与试药

１． １　 仪器　 分析天平（感量 ０． ０１ ｇ、０． ００００１ ｇ， 瑞

士 Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司）；Ｗａｔｅｒｓ ＡｃｑｕｉｔｙＴＭ超高效液相色谱

仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；ＡＢ ４０００ Ｑ ＴＲＡＰ 液质（美
国 ＡＢ 公司）。
１． ２ 　 药 品 及 试 剂 　 甘 草 酸 对 照 品 （ 含 量

９４􀆰 ４％ ，批号：１１０７３１ － ２０２１２２，中国食品药品

检定研究院） ；乙腈、甲醇、磷酸（色谱纯， 德国

默克公司） ；水为一级水自制。 企业报批产品作

为阴性对照样品；监督抽检产品：一批标称杨树

花口服液。

２　 方法与结果

２． １　 超高效液相色谱 － 二极管阵列检测法色谱条

件　 色谱柱：ｗａｔｅｒｓ Ｔ３ 色谱柱（２． １ ｍｍ × １００ ｍｍ，

１． ８ μｍ）；流动相 Ａ：乙腈（０． １％ 磷酸）；流动相 Ｂ：

水（０． １％ 磷酸），梯度洗脱；流速：０． ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进

样量：０． １ － ５ μＬ；柱温：４０ ℃，进样室温度 １０ ℃。

二极管阵列检测器，３Ｄ 扫描范围：１９０ － ４００ ｎｍ，检

测波长为 ２５１ ｎｍ。 液相色谱梯度洗脱程序见表 １。
表 １　 液相梯度洗脱条件

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
时间 ／
ｍｉｎ

流动相 Ａ
乙腈（０． １％磷酸） ／ ％

流动相 Ｂ
水（０． １％磷酸） ／ ％

时间
／ ｍｉｎ

０ ～ ３ ８ ９２
３ ～ ５ ８→１２ ９２→８８ ６
５ ～ ８ １２→２０ ８８→８０ ６
８ ～ １０ ２０ ８０ ６
１０ ～ １２ ２０→２８ ８０→７２ ６
１２ ～ １６ ２８ ７２ ６
１６ ～ ２５ ２８→７０ ７２→３０ ６
２５ ～ ２６ ７０ ３０ ６
２６ ～ ２７ ７０→８５ ３０→１５ ６
２７ ～ ２８ ８５ １５ ６
２８ ～ ２９ ８５→８ １５→９２ ６
２９ ～ ３０ ８ ９２ ６

２． ２　 超高效液相串联质谱法色谱条件 　 采用 ＡＢ

４０００ Ｑ ＴＲＡＰ 液质，ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱（２． １

ｍｍ ×１００ ｍｍ，１． ８ μｍ），流速 ０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量

１ － ５ μＬ；柱温 ４０ ℃；流动相：Ａ：乙腈；Ｂ：水；色谱

洗脱条件如表 ２ 所示：
表 ２　 液质色谱洗脱梯度

Ｔａｂ ２　 Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｅｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ
时间（Ｍｉｎ） Ａ：乙腈 ％ Ｂ： 水 ％

０ ～２ ５ ９５
２ ～ ８ ５→６０ ９５→４０

８ ～ ８． ５ ６０→９５ ４０→５
８． ５ ～ １１ ９５ ５
１１ ～ １１． １ ９５→５ ５→９５
１１． １ ～ １２ ５ ９５

２． ３　 超高效液相串联质谱法质谱条件

串联质谱条件为：使用电喷雾离子源，负离子
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中国兽药杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ５７ 卷第 １０ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

扫描模式，离子喷雾电压（ＩＳ）： － ４５００Ｖ；离子源温

度：５５０ ℃； 气 帘 气 （ ＣＵＲ）： ２０ Ｌ ／ ｍｉｎ； 雾 化 气

（ＧＳ１）：５５ Ｌ ／ ｍｉｎ；辅助气（ＧＳ２）：５５ Ｌ ／ ｍｉｎ。
离子对及质谱参数如表 ３ 所示：

表 ３　 甘草酸母离子子离子及质谱参数表

Ｔａｂ ３　 ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｍｏｔｈｅｒ ｉｏｎ ｄａｕｇｈｔｅｒ

ｉｏｎ ａｎｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｔａｂｌｅ
化合物名称 定量离子对 定性离子对 ＤＰ（电压） ＣＥ 碰撞能量

甘草酸

甘草酸
８２１． ５ ＞ ３５１． ０

８２１． ５ ＞ ３５１． ０ － ２０９ － ５８

８２１． ５ ＞ １９３． ２ － １４０ － ６５

２． ４　 样品制备

２． ４． １　 阴性样品 报批样品作为阴性样品。
２． ４． ２　 标准储备液及工作液的制备　 精密称取甘

草酸对照品约 ２０ ｍｇ，置于 ５０ ｍＬ 量瓶中，加 ５０％
甲醇适量，置水浴中振摇使溶解，放置至室温，稀释

至刻度，摇匀，即得约 ４００ μｇ ／ ｍＬ 的对照储备液，
－ ２０ ℃冰箱保存。
２． ４． ３　 超高效液相色谱法工作液的制备　 精密量取

储备液适量，至 １０ ｍＬ 容量瓶中，配置成 ２００ μｇ ／ ｍＬ
的工作液，４ ℃冰箱保存，用于超高效液相色谱的

标准工作液使用。
２． ４． ４　 超高效液相色谱 － 串联质谱法工作液的制

备　 取 ２００ μｇ ／ ｍＬ 的工作液用液相串联质谱方法

中的初始比例流动相适量倍比稀释，得 ５、１０、２５、
４０、５０、１００ ｎｇ ／ ｍＬ 的液相色谱串联质谱用的标准工

作溶液。 最终取浓度为 ２５ ｎｇ ／ ｍＬ 的甘草酸作为

ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 对照溶液。
２． ４． ５　 阳性添加样品的制备 　 取杨树花口服液

１．０ ｍＬ，加入甘草酸对照品溶液５ ｍＬ，置１０ ｍＬ 量瓶中，
加５０％甲醇稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
重复配制６ 份，进样，计算甘草酸添加量和回收率平均

值及相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ， ＲＳＤ）。
２． ５　 提取净化方法

２． ５． １ 　 样品提取　 精密量取空白样品、待测样品

１ ｍＬ，置 １０ ｍＬ 量瓶中，加 ５０％甲醇适量，超声处理 ３０
分钟使溶解，放置至室温，加 ５０％甲醇稀释至刻度，摇
匀，滤过，取滤液作为 ＵＰＬＣ －ＰＤＡ 供试品溶液。
２． ５． ２　 样品稀释　 取适量母液，用初始流动相水：

乙腈 ＝ （９５∶ ５）稀释适宜倍数，用滤膜（０． ２２ μｍ）滤
过，取滤液作为 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 供试品溶液。 （根
据供试品 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 测定的含量值，稀释适量倍

数至约 ２５ ｎｇ ／ ｍＬ 的浓度，供超高效液相串联质谱

上机测定，本批次杨树花样品多次稀释累计 ２００００
倍，上液质测定。）
２． ６　 方法线性考察及添加回收试验结果

２． ６． １　 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 专属性 　 在选定的色谱条件

下，测得甘草酸色谱峰峰形良好，且均达到基线分

离，在 ２． １ 项条件下，甘草酸对照品和杨树花口服

液样品待测液，色谱保留时间为 ２０． １ ｍｉｎ 左右，保
留时间相差不超过 ＋ ０． １ ｍｉｎ； 分离度远大于 １． ５，
理论塔板数达 ２． ６ － ３． ２ × １０５，见图 １ － ３，均满足检

测要求， 纯度角和纯度阈值均满足要求，见表 ４。
本研究利用 ＰＤＡ 检测器采集甘草酸的对照溶

液光谱图，在波长 １９０ － ４００ ｎｍ 范围内扫描，发现

甘草酸在 ２５１ ｎｍ 处有最大吸收，故选择 ２５１ ｎｍ 作

为两者的检测波长，光谱图见图 ４ － ５。
而且待测样品色谱图中出现色谱峰与相应对

照品主峰保留时间一致（差异小于等于 ± ５％ ）。 阳

性添加样品的光谱图、色谱图与对照品和待测样品

的图谱较一致，纯度角小于纯度阈值说明纯度高、
无包裹共流出物，确证样品中添加了甘草酸。 对照

品和待测样品的纯度角纯度阈值图见图 ６ － ７，阳性

添加样品的色谱图见图 ８，报批合格样品中不含甘

草酸，色谱图见图 ９。
表 ４　 不同样品的色谱参数表

Ｔａｂ ４　 Ｔａｂｌｅ ｏｆ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ
不同样品 各项参数 甘草酸 进样量

对照品

保留时间 ／ ｍｉｎ ２０． １０
峰面积 ４７８２７２
纯度角 ０． ０７０

纯度阈值 ０． ４３８

１ μＬ

样品

保留时间 ／ ｍｉｎ ２０． １２
峰面积 ２９４６６７
纯度角 ０． ６３６

纯度阈值 ９０． ０００

２ μＬ

阳性添加样品

保留时间 ／ ｍｉｎ ２０． １０
峰面积 ７８９５９２
纯度角 ０． ８５０

纯度阈值 ９０． ０００

２ μＬ

·９４·
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图 １　 杨树花口服液样品 ＵＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 ＵＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ

ｋｏｕｆｕｙｅ ｓａｍｐｌｅ

图 ２　 ２００ μｇ ／ ｍＬ 甘草酸对照溶液色谱图

（进样量 ０． １ μＬ）

Ｆｉｇ ２　 ＵＰＬＣ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ ２００ μｇ ／ ｍＬ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ

ａｃｉｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ：０． １ μＬ

图 ３　 ２００ μｇ ／ ｍＬ 甘草酸对照品溶液 ＵＰＬＣ 色谱图

（进样量 １ μＬ）

Ｆｉｇ ３　 ＵＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ２００ μｇ ／ ｍＬ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ

ａｃｉｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ １ μＬ

图 ４　 甘草酸对照品溶液光谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ５　 杨树花口服液中甘草酸光谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｉｎＹａｎｇｓｈｕｈｕａ ｋｏｕｆｕｙｅ

图 ６　 甘草酸对照品溶液纯度阈值图

Ｆｉｇ ６　 Ｐｕｒｉｔｙ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ Ａｃｉｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ７　 杨树花口服液样品中甘草酸纯度阈值图

Ｆｉｇ ７　 Ｐｕｒｉｔｙ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ Ａｃｉｄ ｉｎ

Ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ ｋｏｕｆｕｙｅ

·０５·
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图 ８　 杨树花口服液添加样品甘草酸色谱图

Ｆｉｇ ８　 ＵＰＬＣ Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｗｉｔｈ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ ｋｏｕｆｕｙｅ

图 ９　 杨树花口服液报批合格样品色谱图

Ｆｉｇ ９　 ＵＰＬＣ Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ

ｋｏｕｆｕｙｅ Ｓａｍｆｏｒ ａｐｐｒｏｖａｌ

２． ６． ２　 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 方法标准曲线的绘制　 精密吸

取甘草酸对照品工作溶液适量，以不同的体积：０． １、
０􀆰 ２、０． ５、１，２、５ μＬ 进样，以进样量（μｇ）和峰面积响应

值为 Ｘ 和 Ｙ，来绘制校准曲线。
甘草酸在 ２０ － １０００ ｎｇ 范围内，线性良好，对照

曲线为 ｙ ＝ ２４１９． ３５３７ｘ － ２４２３． ９２３９，Ｒ２ ＝ １􀆰 ００００ 。
对照曲线见图 １０．

进样量体积 μＬ 进样量 ｎｇ 峰面积

０． １ ２０ ４８８７１
０． ２ ４０ ９５４２７
０． ５ １００ ２３８４１３
１ ２００ ４７８２７２
２ ４００ ９６４７２６
５ １０００ ２４１７８１０

图 １０　 甘草酸对照曲线图

Ｆｉｇ １０　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ

２． ６． ３　 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 方法的检出限和定量限 　 对

甘草酸对照品溶液，倍比稀释成含甘草酸约 ５、１０、
２０、５０ μｇ ／ ｍＬ 的溶液，进行 ＵＰＬＣ 分析，以溶液检测

时的信噪比（Ｓ ／ Ｎ）分别大于等于 ３，且光谱图不失

真为前提，结果 ２０ μｇ ／ ｍＬ 作为药物的检出限。 以

溶液检测时的信噪比（Ｓ ／ Ｎ）分别大于等于 １０，且光

谱图不失真为前提，结果 ５０ μｇ ／ ｍＬ 作为药物的定

量限。
２． ６． ４　 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 方法的准确度和精密度　 待测

样品杨树花口服液，通过六次样品平行处理的检测，
平均含量为 ０． ５２８ ｍｇ ／ ｍＬ；添加量为 ０． ９６４ ｍｇ ／ ｍＬ
时，实际回收率平均值 １０２． ８％ ，变异系数 ０􀆰 ３２％ ，
完全满足检测需求。

表 ８　 甘草酸加样回收率试验结果

Ｔａｂ ８　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ Ｓａｍｐｌｅ Ａｄｄｉｔｉｏｎ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ Ｔｅｓｔ
加入对照品储备液 甘草酸 ５ｍＬ

样品平行处理 ６ 份 １ － １ １ － ２ １ － ３ １ － ４ １ － ５ １ － ６
甘草酸原有量 Ａ１（ｍｇ） ０． ５２８

甘草酸加入对照品的量 Ｂ１（ｍｇ ／ ｍＬ） ０． ９６４
甘草酸实测量 Ｃ１（ｍｇ ／ ｍＬ） １． ５１５ １． ５２３ １． ５１９ １． ５１６ １． ５１８ １． ５２２

甘草酸实测加入量 Ｄ１（ｍｇ ／ ｍＬ） ０． ９８７ ０． ９９５ ０． ９９１ ０． ９８８ ０． ９９０ ０． ９９４
回收率（％ ） １０２． ３９ １０３． ２２ １０２． ８０ １０２． ４９ １０２． ７０ １０３． １１

平均回收率（％ ） １０２． ８
变异系数（％ ） ０． ３２

·１５·
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２． ６． ５　 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 专属性　 在质谱中，对照品

和待测杨树花口服液中的甘草酸在 ５． ８７ ｍｉｎ 左右出

峰，保留时间和两个定性离子对都非常一致，未知样

品主成分进一步确证为甘草酸。 稀释至含 ２５ ｎｇ ／ ｍＬ
左右的甘草酸待测样品溶液进样量 １ μＬ，其特征离

子质量色谱图见图 １１。 甘草酸 ８２１． ５ ＞ ３５１． ０ 定量

离子对保留时间 ５． ８７ ｍｉｎ，峰面积 １􀆰 １４８Ｅ４，峰高

３􀆰 ０２４Ｅ３，信噪比 Ｓ ／ Ｎ 为 ３０． ２；甘草酸 ８２１． ５ ＞ １９３． ２
定性离子对保留时间 ５． ８７ ｍｉｎ，峰面积 ３． ７９５Ｅ３，峰
高 １． １４３Ｅ３， 信噪比 Ｓ ／ Ｎ 为 １１． ４。

图 １１　 甘草酸特征离子质量色谱图

Ｆｉｇ １１　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ

３　 讨论与结论

３． １　 如何初步判断发现处方外成分 　 近十年来，
每年农业农村部下达的兽药监督抽检任务，都特别

注重兽药中非法添加物的测定，并对兽药抽检的不

合法生产企业进行重点监控、处罚甚至吊销生产许

可。 如何来判定其处方外添加了化合物，添加了何

种化合物，是难点。 所以我们查阅了大量的文献，
杨树花药材中会含有丰富的黄酮类物质、多糖、氨
基酸、植物甾醇等［４ － ９］，杨树花口服液中韩立等曾

报道含有蒽醌类、槲皮素、水杨酸等［１０ － １２］；曾经检

出处方外不该含有哪些物 质， 如 魏 秀 丽 等 报

道［１３ － １５］在杨树花口服液中检出过非法添加的黄芩

苷，环丙沙星和乙酰甲喹等。 采用报批合格的杨树

花口服液作为阴性样品，观察其色谱特征图谱和光

谱图，对比待测的抽检样品杨树花口服液的色谱峰

和光谱图，并查看异常峰及其光谱图，我们发现了

含量高的一个色谱峰光谱图与甘草酸光谱图一致，

是特意处方外非法添加物。
３． ２　 如何初步确定处方外成分 　 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 方

法中，在相同实验条件下，供试品色谱图中如出现

色谱峰与相应对照品主峰保留时间一致（差异小于

等于 ± ５％ ）、在 １９０ － ４００ ｎｍ 波长范围内，两者光

谱图无明显差异，最大吸收处波长一致（差异小于

等于 ± ２ ｎｍ），则初步判为检出被测试药物为甘草

酸。 供试品色谱图中如出现与相应对照品保留时

间一致的色谱峰，但小于检出限，判定为未检出被

测试药物。
３． ３　 如何最终确证处方外成分 　 在 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／
ＭＳ 方法中，通过母离子和子离子定量离子对和定

性离子对的比较，进一步确证处方外非法添加物为

甘草酸；由于样品稀释了 ２００００ 倍，依然具有卓越

的检测能力，其实与 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 方法相比，大大提

升了检出限和定量限，显示了液质的准确性和优

越性。
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综上所述，使用 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 联合 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／
ＭＳ 法检测本批次标称为杨树花口服液中的甘草

酸，精准快捷、经济环保，能有效控制杨树花口服液

的质量。 而且这是本实验室首次发现杨树花口服

液中非法添加甘草酸，以中国知网的搜索结果来

看，暂时未发现相同的报道。
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