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实验技术与方法

反相离子对色谱⁃电感耦合等离子体质谱法测定明胶空心胶囊中铬的形态

黄文耀，张颖

（湖北省疾病预防控制中心 应用毒理湖北省重点实验室，湖北 武汉　 ４３００７９）

摘　 要：目的　 建立明胶空心胶囊中的铬的形态检测方法。 方法　 以 ０ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙二胺四乙酸二钠⁃２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
四丁基氢氧化铵⁃５％甲醇为流动相，经 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ⁃Ｃ１８（３ ０ ｍｍ × １５０ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱分离，微波提取反

相离子对色谱分离电感耦合等离子体质谱完成明胶空心胶囊中的 Ｃｒ（Ⅲ）和 Ｃｒ（Ⅵ）测定。 结果　 水微波提取和分

析过程中 Ｃｒ（Ⅲ）和 Ｃｒ（Ⅵ）不相互转化，三价铬由于没有形成络阴离子，不会形成色谱峰，此时只能测定 Ｃｒ（Ⅵ），
用乙二胺四乙酸二钠提取时，三价铬与之形成络阴离子，进而形成色谱峰，此时有部分六价铬转化为三价铬，根据

峰面积计算出此时三价六价铬的含量总值，减去用水提取出的六价铬，即可得到三价铬真实含量。 Ｃｒ（Ⅲ）、Ｃｒ（Ⅵ）
检出限分别为 ０ ６ 和 ０ ５１ ｍｇ ／ ｋｇ，线性范围：５ ～ １００ μｇ ／ Ｌ。 结论　 本方法能使用于明胶空心胶囊中铬形态的测定。
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　 　 由于使用回收皮革（经碱式硫酸铬鞣制）制作

劣质明胶，对下游明胶产品如使用明胶增稠的奶

糖、酸奶和胶囊皮形成较大的安全隐患。 但是不同

价态的铬具有不同的环境影响和生物效应，三价铬

Ｃｒ（Ⅲ）是人体必需的微量元素［１］，可促进葡萄糖的

利用，是正常糖脂代谢不可缺少的；而六价铬 Ｃｒ

（Ⅵ）化合物有毒，可干扰重要的酶体系，经口、呼吸

道或皮肤吸收后，具有致癌和诱发基因突变的作

用［２ － ３］。 用铬总量对铬进行风险评估所得结果与实

际情况有较大差异［４］，为更准确评价铬在明胶空心

胶囊中存在状态以及相互转化规律，探索一种可以

同时测定空心胶囊中 Ｃｒ（Ⅲ）和 Ｃｒ（Ⅵ）的含量的方

法是十分有必要的。
目前铬形态分析的主要检测手段有原子吸收

光谱（ＡＡＳ），原子发射光谱（ＡＥＳ）及电感耦合等离

子质谱等［４］。 而高效液相色谱⁃电感耦合等离子质

谱联用技术（ＨＰＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ）具有接口简单、检出限

低、分析时间短等优点［５］。 本研究利用超声波对胶
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囊中的铬进行提取，经反相离子对色谱分离，电感

耦合等离子体质谱法（ ＩＣＰ⁃ＭＳ）测定明胶空心胶囊

中的 Ｃｒ（Ⅲ）和 Ｃｒ（Ⅵ）。

１　 材料与方法

１ １　 主要仪器与试剂

电感耦合等离子体质谱仪（Ｂｒｕｋｅｒ ８２０ＭＳ，美国

Ｂｒｕｋｅｒ），Ａｇｉｌｅｎｔ⁃１２００ 型高效液相色谱仪、Ａｇｉｌｅｎｔ⁃
２４０Ｚ 石墨炉原子吸收分光光度计均购自美国

Ａｇｉｌｅｎｔ，Ｍｉｌｓｔｏｎｅ ｏｎｅ 型微波消解仪（意大利麦尔斯

通），数控超声清洗机（昆山市超声仪器有限公司）。
乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ）、四丁基氢氧化铵

１０％水溶液、氨水均购自上海国药集团化学试剂有限

公司且均为分析纯（纯度 ＞ ９９％），甲醇，１００ μｇ ／ ｍｌ
六价铬单元素标准溶液［编号：ＧＢＷ（Ｅ）０８０２５７，中国

计量科学研究院］，１ ０００ μｇ ／ ｍｌ 三价铬单元素标准溶

液（编号：ＧＳＢ０４⁃１７２３⁃２００４，国家有色金属及电子材

料分析测试中心），硝酸（优级纯，使用前经低温重蒸，
铬本底值低 ＜０ １ μｇ ／ Ｌ），试验用水为超纯水。
１ ２　 方法

１ ２ １　 样品处理

称取经制备均匀的样品约 ０ １５ ｇ 置于微波消

化罐中，加入 ５０ ｍｌ ０ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ 溶液，１４０ ℃
微波提取 ２０ ｍｉｎ，待消解罐完全冷却后再打开内罐，
转移定容至 ５０ ｍｌ，经 ０ ４５ μｍ 的滤膜过滤，备用。

称取样品约 ０ １５ ｇ 置于微波消化罐中，加入

５０ ｍｌ 超纯水，１４０ ℃微波提取 ２０ ｍｉｎ，冷却转移定

容至 ５０ ｍｌ，经 ０ ４５ μｍ 的滤膜过滤，备用，用此方

法提取六价铬。
１ ２ ２　 仪器条件

色谱 条 件： 色 谱 柱： Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ⁃Ｃ１８

（３ ０ ｍｍ × １５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 柱 温 为 室 温； 流 速

０ ５ ｍｌ ／ ｍｉｎ；进样量 １００ μｌ；流动相：０ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＥＤＴＡ，２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 四丁基氢氧化铵，５％甲醇，用 １０％
氨水和 １％硝酸调节 ｐＨ ＝７。

质谱条件：每次试验前使用 ５ μｇ ／ Ｌ 的调谐液对

仪器灵敏度、氧化物、双电荷、分辨率等指标进行优

化后联机，以色谱进样阀为质谱工作的触发信号，
ＩＣＰ⁃ＭＳ 在线测量，参考条件见表 １。

表 １　 ＩＣＰ⁃ＭＳ 参考条件

Ｔａｂｌｅ １　 ＩＣＰ⁃ＭＳ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
参数选项 参数值
质荷比 ／ （ｍ ／ ｚ） ５２
射频功率 ／ Ｗ １ ４００
等离子体气流速 ／ （Ｌ ／ ｍｉｎ） １８ ０
雾化气流速 ／ （Ｌ ／ ｍｉｎ） ０ ９８
辅助气流速 ／ （Ｌ ／ ｍｉｎ） １ ８
碰撞反应气（Ｈ２）流速 ／ （ｍｌ ／ ｍｉｎ） ６０

１ ２ ３　 样品测定

在与测定标准溶液相同的试验条件下，将空

白溶液和样品溶液依次测定，得到色谱峰面积，与
标准系列比较定量。 以水提取的样品测试六价

铬，以 ＥＤＴＡ 溶液提取溶液测试总量减去六价铬

为三价铬含量。

２　 结果与分析

２ １　 色谱柱类型的选择

比较 Ｃ１８的 ｐｅｅｋ 柱和不锈钢柱，试验表明使用

Ｃ１８的不锈钢柱与 ｐｅｅｋ 柱的峰高值无明显差别。
ＨＰＬＣ 的流路系统及其与 ＩＣＰ⁃ＭＳ 之间的连接均为

ｐｅｅｋ 管，降低本底值。
２ ２　 提取剂及提取条件的选择

选取不同浓度的 ＥＤＴＡ 溶液、不同浓度的硝酸、
超纯水、ＥＤＴＡ 和四丁基氢氧化铵的混合溶液利用

１４０ ℃微波 ２０ ｍｉｎ 提取。 在保证提取效率和价态

间不相互转化的前提下，选取超纯水提取六价铬，
０ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ 溶液提取用差减法计算出三价铬

含量的方法，得出样品中的不同形态铬的含量。 各

种试验条件下，用水微波提取时，六价铬不会向三

价铬转化，此时三价由于没有形成络阴离子，不会

形成色谱峰，所以用水来提取，只能测定六价铬含

量。 用 ＥＤＴＡ 提取时，三价铬与之形成络阴离子，进
而形成色谱峰，此时有部分六价铬转化为三价铬，
根据峰面积计算出此时三价六价铬的含量总值，减
去用水提取出的六价铬，即可得到三价铬真实含

量。 选取不同温度下水浴、超声水浴、微波进行提

取，试验证明，１４０ ℃微波 ２０ ｍｉｎ 提取效率最高。
２ ３　 流动相 ｐＨ 的选择

在酸存在时，六价铬易还原成三价铬；溶液呈碱性

时，三价峰会向六价峰靠近［６］。 试验对 ｐＨ ＝４ ０ ～８ ０
进行了考察，结果表明，保持 ｐＨ ＝７ ０ 时对于三价六价

铬稳定存在以及最佳的色谱分离至关重要。
２ ４　 流动相中 ＥＤＴＡ 浓度的选择

反相离子对色谱中离子强度的大小对分离度

和出峰时间有很大影响。 试验对流动相中 ＥＤＴＡ 的

浓度 ０ ００、０ １０、０ ２５、０ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 进行了考察，结
果表明，保持 ＥＤＴＡ 浓度在 ０ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时可以保

证分离度和较好的出峰时间。
２ ５　 流动相甲醇含量的选择

试验考查流动相中甲醇含量，选取 ５％ 、１０％ 、
１５％甲醇分别试验，结合图 １、２、３ 可知，甲醇含量升

高时，保留时间缩短，基线升高。 因此，流动相选取

５％甲醇。 根据上述最优条件测定的 Ｃｒ （Ⅲ）、Ｃｒ
（Ⅵ）混合标准溶液色谱图见图 ４。
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图 １　 ５％甲醇浓度对 Ｃｒ（Ⅲ）、Ｃｒ（Ⅵ）保留时间的影响

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ５％ Ｍｅｔｈａｎｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ
Ｃｒ（Ⅲ） ａｎｄ Ｃｒ（Ⅵ）

图 ２　 １０％甲醇对 Ｃｒ（Ⅲ）、Ｃｒ（Ⅵ）保留时间的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １０％ Ｍｅｔｈａｎｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ
Ｃｒ（Ⅲ） ａｎｄ Ｃｒ（Ⅵ）

图 ３　 １５％甲醇对 Ｃｒ（Ⅲ）、Ｃｒ（Ⅵ）保留时间的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １５％ Ｍｅｔｈａｎｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ
Ｃｒ（Ⅲ） ａｎｄ Ｃｒ（Ⅵ）

２ ６　 标准曲线及方法的准确性

三价铬的校准曲线为 ｙ ＝ ８７ ７５ｘ － ３０８ ２，相关

系数 ｒ ＝ ０ ９９６ ５；六价铬的校准曲线为 ｙ ＝ １０４ ３ｘ －
　 　 　

图 ４　 ２０ μｇ ／ Ｌ Ｃｒ（Ⅲ）、Ｃｒ（Ⅵ）液相色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ２０ μｇ ／ Ｌ Ｃｒ （Ⅲ） ａｎｄ Ｃｒ （Ⅵ）

５８１ ７，相关系数 ｒ ＝ ０ ９９９ ０。 按 ＧＢ ／ Ｔ ５００９ １２３—
２００３《保健食品中吡啶甲酸铬含量的测定》 ［７］ 测定

样品中总铬含量，未检出的胶囊样品作为空白胶

囊，做了加标回收试验，加标回收数据见表 ２。

表 ２　 空白样品加标回收试验

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ
参数 Ｃｒ（Ⅲ） Ｃｒ（Ⅵ）
加标量 ／ μｇ １ ００ １ ００
测定值 ／ μｇ ０ ９４７ ０ ９１４
回收率 ／ ％ ９４ ７ ９１ ４

２ ７　 方法的检出限及精密度

总铬含量的测定结果为未检出的样品作为空白样

品，测定 ２０ 次，按信号噪声三倍标准差计算，以取样量

为０ １５ ｇ，定容体积为５０ ｍｌ 计算，Ｃｒ （Ⅲ）和Ｃｒ （Ⅵ）检
出限分别为 ０ ６７ 和 ０ ５１ ｍｇ ／ ｋｇ。

对 ８ 个 ２０１２ 年空心胶囊抽检铬超标样品进行

检测，在两年内进行了 ５ 次重复试验，六价铬均未检

出，而三价铬的测定值与 ５ 次测定结果的平均值相

差均 ＜ ２０％ 。
２ ８　 样品适应性

对 ２０１２ 年空心胶囊抽检超标样品进行检测，其
中总铬测定是按照 ＧＢ ／ Ｔ ５００９ １２３—２００３ 进行 ２ 次

重复测定均值，三价铬和六价铬为 ５ 次测定均值，胶
囊样品检测结果见表 ３。

３　 小结

采用平行处理两份测试液克服了样品提取过

　 　 　 　
表 ３　 胶囊样品检测结果对照

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｍｉｕｍ ｉｎ ｃａｐｓｕｌｅｓ

企业省份 药品名称 产品批号 生产日期
总铬

／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
三价铬

／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
六价铬

／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
吉林 苍耳子鼻炎胶囊 ２０１１１００１ ２０１１１００４ １４ ００ １３ ２０ ＮＤ
吉林 炎立消胶囊 １１０３０２ ２０１１０３０２ ４９ ００ ５０ １１ ＮＤ
辽宁 头孢氨苄甲氧苄啶胶囊 ２０１１１１１０ ２０１１１１１０ １９ ００ １９ ４４ ＮＤ
辽宁 头孢氨苄甲氧苄啶胶囊 ２０１２０３０４ ２０１２０３０４ ３４ ００ ３３ ７８ ＮＤ
吉林 阿莫西林胶囊 ２０１１０１０１ ２０１１０１０６ ２８ ００ ２８ ９６ ＮＤ
吉林 头孢氨苄甲氧苄啶胶囊 ２０１１０２０１ ２０１１０２１２ １１ ００ １１ ２３ ＮＤ
吉林 胃康灵胶囊 １１０８２７ ２０１１０８０７ ９ ４０ ９ ３６ ＮＤ
吉林 补肾强身胶囊 １１０４０１ ２０１１０４１２ １７ ００ １８ ０２ ＮＤ

注：ＮＤ 为未检出
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程中六价铬转化为三价铬，能够准确测试明胶空心

胶囊中铬的形态。 对有限样品测试结果表明，样品

中铬均以三价存在，且在 ２８ 个月的观察期内未发生

转化，表明本研究测试的空心胶囊样品转化为六价

铬的风险较小。
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