
中国药事  2018 年 10 月  第 32 卷  第 10 期1336

摘要   目的：4-甲基咪唑为焦糖色素制备过程中的一副产物，通过建立4-甲基咪唑的快速检测方法，

控制丁香中花梗染焦糖色素后掺入样品。方法：采用高效液相色谱-质谱联用法，色谱柱为Phenomenex 

Luna C18（2 mm×150 mm，3μm），以甲醇-0.1%甲酸溶液为流动相梯度洗脱，流速0.3 mL·min-1，柱

温30 ℃；质谱使用电喷雾离子源，正离子模式下检测。结果：4-甲基咪唑在9.28~371.11 ng·mL-1浓度范

围内呈良好的线性关系（r=0.9994），平均回收率96.91%，RSD=1.0%；160批次丁香中33批次检出4-甲

基咪唑，表明上述样品涉嫌染色。结论：本方法快速、简便、准确，专属性强，灵敏度高，可作为丁香

中4-甲基咪唑的定性定量检测方法，为控制丁香质量提供参考。
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Abstract   Objective:   To establish a rapid detection method of 4-methylimidazole  which is a by-product 
in the preparation of caramel to control the adulteration of pedicel of Flos Caryophylli dyed with caramel. 
Methods: HPLC-MS was used, and the column was Phenomenex Luna C18 (2 mm×150 mm, 3 μm) gradiently 
eluted with methanol-0.1% formic acid solution as the mobile phase at the flow rate of 0.3 mL·min-1, and 
the column temperature was 30℃. Positive electrospray ionization was used for mass spectrometer. Results: 
4-methylimidazole showed a good linear relationship (r=0.9994) in the range of 9.28~371.11 ng·mL-1, the 
average recovery rate was 96.91%, RSD=1.0%. 4-methylimidazole was detected in 33 batches among 160 batches 
of Flos Caryophylli, indicating that these batches were suspected of being dyed. Conclusion: The method is 
fast, simple, accurate, highly specific and sensitive, which can be used as a qualitative and quantitative detection 
method for 4-methylimidazole in Flos Caryophylli and can provide useful information for the quality control of 
Flos Caryophylli.
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丁香为桃金娘科植物丁香Eugenia caryophyllata 
Thunb.的干燥花蕾，当花蕾由绿转红时采摘[1]。丁

香亦名公丁香、丁子香、鸡舌香，为常用中药。目

前，市场上丁香主要产于印度尼西亚、马达加斯加

等地，为进口药材。我国广东、广西、海南等地曾

有栽培。丁香入药历史悠久，是我国传统进口“南

药”之一。丁香具有温中降逆，补肾助阳的功效。

用于脾胃虚寒，呃逆呕吐，食少吐泻，心腹冷痛，

肾虚阳痿[2]。丁香的主要成分丁香酚具有抑菌、麻

醉、解热、抗氧化、抗肿瘤等多种药理活性[3-4]。

丁香除作为药用外，还是食品中常用的调味料之

一，安全无毒，对食品中的腐败菌有良好的抑制和

杀灭效果，在食品中的应用也越来越广泛[5-6]。

丁香收载于《中国药典》2015年版一部，为

本单位2017年国家评价性抽验品种。研究中发现不

法分子为获取利润，将丁香花梗采用焦糖色素进行

染色后混入样品中。由于中药材市场经营比较混

乱，药材和饮片掺杂染色的现象比较常见[7-9]，但

关于丁香掺杂染色的情况未见报道。丁香表面颜色

为棕褐色或褐黄色，其未被染色的杂质颜色为浅棕

色，两种颜色相差较大，极易区分。而染色后的花

梗颜色与丁香颜色相似，消费者难以区分。而现标

准虽有杂质检查项目，但缺少适宜指标用于控制杂

质量及反映非法染色状况。

焦糖色素又名焦糖色，是一种浓黑褐色粘稠

物质，属于食品添加剂的范畴[10]。如可乐类饮料独

特的棕褐色、酱油中的色泽便是来自焦糖色素。考

虑到焦糖色素为一复杂混合物，难以采用标准物质

对其进行定性。在以亚硫酸铵为原料生产焦糖色素

时，会产生副产物含氮杂环咪唑类化合物4-甲基

咪唑等。在大剂量情况下能导致动物长肿瘤，有可

能给人体带来致癌风险[11-12]。4-甲基咪唑不是丁香

固有的化学成分，但由于人为掺入染有焦糖色素的

杂质后，焦糖色素生产中的副产物4-甲基咪唑便

引入样品中，严重影响丁香使用安全[13-14]。为此，

对丁香中的4-甲基咪唑进行研究。本文系采用质

谱作为检测器，采用多反应监测扫描方式，提高了

分析灵敏度，建立了液质联用的检测方法来确证杂

质是否有被染色情况，以有效遏制掺假、造假的行

为，提高丁香饮片的质量，保证人民群众的用药安

全和有效。

1   仪器与试药
1.1   仪器

Agilent 1200 快速液相色谱仪-API4000串联

质谱仪（配ESI源，G1312B二元高压泵，G1367D

自动进样器，G1315C检测器，G1379B真空在线

脱气机，G1316B柱温箱），Sartorius BT 25S、

BSA124S-CW电子天平（德国Sartorius公司），

KQ-500E型超声波仪（40 kHz，500 W，昆山市超

声仪器有限公司）。

1.2   试药

4-甲基咪唑（中国食品药品检定研究院，批

号：190150-201501）。甲醇（美国Sigma公司）为

色谱纯，甲酸（美国Fluka公司）为色谱纯；水为

Milli-Q制备的超纯水，其余试剂均为分析纯，丁

香饮片样品为2017年中药饮片专项抽验工作抽样，

共160批。

2   方法与结果
2.1   色谱条件

色谱柱：Phenomenex Luna C-18（2 mm×150 

mm，3μm）；流动相：甲醇（A）－0.1%甲

酸水溶液（B），按照表1梯度洗脱；流速：0.3 

mL·min-1；柱温：30 ℃；进样量：5 μL。

表 1   流动相梯度洗脱表

时间 /min V（流动相 A）/% V（流动相 B）/%

0 2 98

3 2 98

4 100 0

6 100 0

6.5 2 98

11 2 98
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2.2   质谱条件

电喷雾电离离子源（ESI），正离子模式检

测，电喷雾电压为5500 v；干燥气温度500 ℃，

气帘气：20 psi；碰撞气：6 psi；其他质谱参数见

表2。

表 2   对照品质谱检测参数

对照品 Q1 Q3 DP（v） CE（v）

4- 甲基咪唑 83.0 56.2 40 24

83.0 42.2 40 36

2.3   对照品溶液的制备

精密称取4-甲基咪唑对照品9.40 mg，置50 mL

量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，作为对照品母

液。精密量取上述对照品母液0.5 mL，置10 mL量

瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，作为对照品储备

液。精密量取上述对照品储备液0.1 mL，置10 mL

量瓶中，加丁香基质溶液（取未染色的丁香杂质

1.0 g，研成粉末，置具塞锥形瓶中，加入水10 mL，

密塞，超声处理20 min，摇匀，离心，滤过，取续

滤液即得）至刻度，摇匀，作为对照品溶液。

2.4   供试品溶液的制备

取丁香1.0 g，研成粉末，置具塞锥形瓶中，精

密加入水10 mL，密塞，超声处理20 min，摇匀，

离心，滤过，即得。

2.5   阴性样品溶液的制备

取未染色的丁香样品，按“2.4”节供试品溶

液制备方法，制成阴性样品溶液。

2.6   测定方法

取对照品溶液，进样5 μL，注入液质联用

仪，记录所得质谱MRM色谱图（见图1）。

取供试品溶液，进样5 μL，注入液质联用

仪，记录所得质谱MRM色谱图（见图2）。

取阴性样品溶液，进样5 μL，注入液质联用

仪，记录所得质谱MRM色谱图（见图3）。

图 1   对照品溶液MRM色谱图
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图 2   供试品溶液MRM色谱图

图 3   阴性样品溶液MRM色谱图
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2.7   方法学研究

按照欧盟委员会指令96/23/EC对定性分析的要

求，选取1个母离子及其2个子离子或2个母离子及

其各1个子离子，并依据子离子相对丰度比即离子

比（定性离子/定量离子）和化合物的保留时间来

定性[15]。因此，本方法以m/z 83.0为母离子，对母

离子进行轰击以获得二次碎裂产生的子离子，选

择丰度较高、干扰较小的离子对m/z 83.0＞56.2，

83.0＞42.2作为定性离子对，选择离子丰度最高的

离子对m/z 83.0＞56.2作为定量离子对。

2.7.1   线性关系考察

取4-甲基咪唑对照品储备液稀释成系列对

照品溶液（浓度为10、25、50、100、200、400 

ng·mL-1），进样测定。以浓度为横坐标，定量

离子对的峰面积为纵坐标进行线性回归，得回归

方程：

Y=1531.7X+6115.7，r=0.9994

表明4-甲基咪唑在9.28~371.11 ng·mL-1浓度范围

内呈良好的线性关系。

2.7.2   精密度试验

取对照品溶液连续进样6次，测定峰面积，结

果4-甲基咪唑色谱峰峰面积RSD为0.6%，表明仪器

精密度良好。

2.7.3   稳定性试验

取阳性供试品溶液一份，分别于0、2、4、

8、12、24 h进样，测定峰面积，结果4-甲基咪唑

色谱峰峰面积RSD为1.8%。表明供试品溶液中4-甲

基咪唑在24 h内稳定。

2.7.4   重复性试验

取同一批号阳性检出（批号：160901）供试

品，按“2.4”节供试品溶液制备方法平行制备6份

供试品溶液，测定峰面积，结果4-甲基咪唑含量

的RSD为1.2%。表明该方法重复性良好。

2.7.5   检测限和定量限

取4-甲基咪唑对照品溶液逐级稀释后进样

测试，以信噪比3∶1的溶液浓度来确定检测限

（LOD）为26 μg·kg-1；以信噪比10∶1的溶液浓

度来确定定量限（LOQ）为87 μg·kg-1。

2.7.6   回收率试验

精密称取已知含量（4-甲基咪唑含量为0.67 

mg·kg-1）的供试品6份，每份约0.5 g，分别精密

加入4-甲基咪唑对照品储备液（9.28 μg·mL-1） 

40 μL，依法测定，计算回收率，测得4-甲基咪唑

的平均回收率为96.91%，RSD=1.0%，表明方法准

确度良好。

2.7.7   样品测定

采用上述方法对本次所收集160批次的丁香饮

片进行测定，结果发现31家企业生产的33批次样品

检出4-甲基咪唑（含量在0.03~8.71 mg·kg-1），

提示这些企业涉嫌非法添加焦糖色素，存在质量风

险。在另外未检出4-甲基咪唑的127批次样品中随

机选取15批次，对挑出来的杂质和去除杂质后的纯

丁香分别进行检测，结果均未检出4-甲基咪唑，

表明丁香及杂质本身不含4-甲基咪唑。另外，对

上述检出4-甲基咪唑的33批次样品，再对其去除

杂质后的纯丁香进行了测定，结果显示有9批次检

出4-甲基咪唑，说明染色杂质中的焦糖色素会迁

移到纯丁香中。

3   讨论 

1）丁香混入染色的非药用部位（花梗），

即使净制后，采用本方法仍有可能检出4-甲基咪

唑，表明此方法具有较强的灵敏度；另外，本方法

采用纯水超声处理样品，提取方式简便快捷，所测

结果重复性好，准确度高，适用于丁香杂质中4-

甲基咪唑的定性确证及定量分析。

2）4-甲基咪唑的化学结构中含有氨基，在ESI

源电离下容易获得H+，形成[M+H]+，故本试验选

择ESI源正离子模式检测。另外，在ESI+模式下，

往往会在流动相中加入可以提供H+的甲酸或乙酸

等，以提高目标化合物的离子化效率，故本试验中

水相为0.1%甲酸水溶液。由于4-甲基咪唑的极性

大、分子量小，与固定相C18之间的相互作用力较

差，故采用甲醇作为有机相，甲醇-0.1%甲酸水溶

液（2∶98）作为初始比例洗脱，以延长4-甲基咪

唑的保留时间。

3）药典标准中有丁香杂质控制项目，利用杂

质检查虽然可以对丁香的质量进行一定控制，但是

无法反映其是否存在染色、掺杂增重等违法情况，

给消费者带来一定的潜在风险。通过液质联用方法

对杂质中4-甲基咪唑进行测定，可以快速判定丁

香是否被掺杂染色，也为国家市场监管提供技术支

持，规范药材和饮片市场，以确保药材和饮片的安

全性和有效性。
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