
基于HPLC-ICP-MS的水蛭中总砷和
无机砷含量及其转移率研究

杨 丽1,2,童培珍1,2,吴妙梨1,2,邓立萍1,2,邱韵静1,2,潘礼业1,2,李国卫1,2

(1.广东一方制药有限公司,广东 佛山528244;2.广东省中药配方颗粒企业重点实验室,广东 佛山528244)
摘 要:目的:建立水蛭中总砷及无机砷的分析方法,并研究水蛭煎煮后总砷及无机砷的转移率。方

法:采用电感耦合等离子体质谱(ICP-MS)法测定水蛭药材、饮片和标准汤剂总砷量,同时采用人工胃

液处理样品,以高效液相色谱-电感耦合等离子体质谱(HPLC-ICP-MS)测定无机砷含量,分析其转

移率并进行风险评估。结果:水蛭中的砷主要为无机砷,且三价砷含量高于五价砷,所有批次的水蛭

饮片煎煮后总砷及无机砷的转移率均大于60%,风险评估结果显示水蛭中的砷所致安全性风险较

低。结论:该方法准确度高,专属性好,揭示水蛭药材在煎煮过程中砷及无机砷的转移规律,可为保障

水蛭药材的质量和用药安全提供重要参考依据。
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Abstract:Objective:ToestablishamethodfortheanalysisoftotalarsenicandinorganicarsenicinLeeches,andto
studythetransferrateoftotalarsenicandinorganicarsenicafterdecoction.Methods:Thecontentoftotalarsenicin
Leecheswasdeterminedbyinductivelycoupledplasmamassspectrometry(ICP-MS).Thesamplesweretreatedwith
artificialgastricjuice,andthecontentofinorganicarsenicwasdeterminedbyHPLC-ICP-MSanditstransferrateand
safetyriskwereanalyzed.Results:ThearsenicinLeecheswasmainlyinorganicarsenicandthetrivalentarseniccontent
washigherthanthatofpentavalentarsenic.Thetransferratesoftotalarsenicandinorganicarsenicinallbatchesof
leechesafterdecoctingweregreaterthan60%.Riskassessmentresultsshowedthatarsenicinleechesposedalowsafe-
tyrisk.Conclusion:Themethodhashighaccuracyandgoodspecificity,andrevealsthetransferlawoftotalarsenicand
inorganicarsenicinthedecoctionprocessofLeeches,whichcanprovideanimportantreferenceforqualitycontroland
drugsafetyofLeeches.
Keywords:Leeches;HPLC-ICP-MS;TotalArsenic;InorganicArsenic;TransferRates

  水 蛭 为 水 蛭 科 动 物 水 蛭 Hirudonipponica
Whitman、蚂蟥Whitmaniapigra Whitman或柳叶蚂
蟥WhitmaniaacranulataWhitman的干燥全体[1],目
前市场上以蚂蟥的用量最大。水蛭性平,其味咸、
苦,有小毒,归肝经,具有破血、逐瘀、通络功效,常用
于治疗癥瘕痞块、血瘀经闭、跌扑损伤、中风偏瘫等
症。现代药理学研究表明,水蛭可用于脑血栓、冠心

病、痛风、慢性肾脏病等疾病的治疗[2]。随着水蛭功
效的持续开发,与水蛭相关的中成药及保健品日益
增多,临床用量不断增大,其野生资源逐渐枯竭,目
前多为人工养殖。但由于养殖技术尚不成熟,土壤、
水肥等因素可能会导致水蛭重金属及有害元素含量
超标。另外,因为水蛭自身的遗传特性,对有害元素
砷的摄取和富集能力较强,半衰期长,不易分解,持
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续蓄积后可能出现毒性反应[3-4],严重影响药材质
量,因此有必要对水蛭中的有害元素砷进行研究。

砷主要包含有机砷和无机砷两种形态,有机砷
无毒,而无机砷于1980年被国际癌症研究机构确认
为Ⅰ类致癌物,包括三价的亚砷酸盐和五价的砷酸
盐[5-7]。与简单测定总砷的含量相比,对无机砷的检
测更能反映水蛭药材的安全性。目前尚未有与水蛭
中无机砷的含量及转移率相关的文献报道,因此,本
研究以水蛭(蚂蟥)为研究对象,采用电感耦合等离
子体质谱法(ICP-MS)测定药材、饮片、标准汤剂中总
砷的含量,进一步以高效液相色谱-电感耦合等离
子体质谱法(HPLC-ICP-MS)测定两种无机砷的含
量,分析其转移率,并参照风险评估的基本步骤对水
蛭药材及饮片中的砷的风险进行评估,以期为控制
水蛭的药材质量,保证其用药安全提供依据。

1 仪器与材料

1.1 仪器

ThermoICAPQ型电感耦合等离子体质谱仪
(赛默飞世尔科技有限公司);VB24plus型石墨消解
仪(莱伯泰科技仪器有限公司);ThermoVanquish型
超高效液相色谱仪(赛默飞世尔科技有限公司);
KQ-500DE型数控超声波清洗器(昆山市超声仪器
有限公司);DHG-9146A型电热恒温鼓风干燥箱(精
宏仪器公司),ME204E型万分之一天平(梅特勒-
托利多公司);Milli-QDirect型超纯水系统(默克股
份有限公司)。
1.2 材料

胃蛋白酶(美国Sigma公司,优级纯);甲醇(默
克公司,色谱级);甲酸(天津科密欧股份有限公司,
色谱级);碳酸铵(西陇科学股份有限公司,分析纯),
硝酸(广州化学试剂厂,优级纯);水为超纯水(实验
室自制)。砷单元素标准溶液(中国计量科学研究
院,批号:GBW08611,含量:1000μg/mL);亚砷酸根
(国 家 标 准 物 质 中 心,批 号:GBW08668,含 量:
75.5μg/mL);砷酸根(国家标准物质中心,批号:
GBW08667,含量:17.5μg/mL);20批样品分别收集
于江苏、安徽、湖北,经广州中医药大学黄海波教授
鉴定为水蛭科动物蚂蟥Whitmaniapigra Whitman
的干燥全体,详细信息见表1。

2 方法与结果

2.1 总砷含量测定

2.1.1 ICP-MS工作条件 射频功率为1550W,雾
化气流速为1.17L/min,冷却气流速为14.00L/min,
辅助 气 流 速 为 0.80L/min,碰 撞 气 体 流 速 为

4.22mL/min,雾化室温度为2℃,蠕动泵转速为

表1 水蛭(蚂蟥)药材信息

编号 饮片批号 产地

1 MH01 江苏省泰州市姜堰区张甸镇

2 MH02 江苏省宿迁市沭阳县溏沟镇

3 MH03 江苏省宿迁市沭阳县溏沟镇

4 MH04 江苏省宿迁市宿城区罗圩镇

5 MH05 江苏省宿迁市宿城区陈集镇

6 MH06 江苏省连云港市灌云县四队镇

7 MH07 江苏省连云港市东海县张湾乡

8 MH08 江苏省连云港市赣榆区墩尚镇

9 MH09 江苏省镇江市丹阳市界牌镇

10 MH10 江苏省泰州市姜堰区张甸镇

11 MH11 江苏省南通市如阜市江安镇

12 MH12 安徽省宿州市萧县青龙集镇

13 MH13 安徽省宿州市萧县石林镇

14 MH14 安徽省宿州市萧县张庄寨镇

15 MH15 安徽省宿州市萧县石林镇

16 MH16 湖北省襄阳市宜城流水镇

17 MH17 湖北省襄阳市宜城王集镇

18 MH18 湖北省襄阳市宜城郑集镇

19 MH19 湖北省襄阳市宜城郑集镇

20 MH20 湖北省襄阳市宜城郑集镇

40r/min,采用跳峰采集模式,采样深度为5mm,重复

3次,计算平均值。
2.1.2 对照品溶液的制备 精密量取砷单元素标
准溶液适量,加2%硝酸溶液制成每1mL含砷1μg
的溶液,作为对照品储备液。精密量取上述储备液
适量,加2%硝酸溶液制成每1mL含砷为0ng、
0.5ng、2.5ng、5ng、20ng的系列对照品溶液。
2.1.3 供试品溶液的制备 取本品适量,取约

0.5g,精密称定,置于聚四氟乙烯消解罐中,加硝酸

8mL进 行 消 解。采 用 程 序 升 温(0~20min,0~
130℃;20~35min,130~150℃;35~55min,150~
180℃)。消解完毕后,冷却至室温,在120℃挥至约

1mL,转移至50mL量瓶中,加入金元素标准溶液

200μL,加水定容至刻度,摇匀,即得。除不加金单元
素的标准溶液外,同法制备试剂空白溶液。
2.1.4 样品中总砷的测定 按“2.1.3”项下方法
制备供试品溶液,再按“2.1.1”项下工作条件对20
批水蛭(蚂蟥)药材、饮片、标准汤剂的总砷含量进行
测定,并计算转移率,结果见表2。

表2 水蛭(蚂蟥)药材、饮片、标准汤剂总砷测定结果

批号
药材含量

(mg/kg)
饮片含量

(mg/kg)
标准汤剂按饮片折算

含量(mg/kg)
转移率

(%)
MH01 4.26 4.48 3.99 89.06
MH02 4.25 4.16 3.85 92.55
MH03 4.39 4.79 3.90 81.42
MH04 4.15 4.31 3.59 83.29
MH05 4.67 4.45 5.16 115.96
MH06 4.85 4.12 3.78 91.75
MH07 4.55 4.35 5.08 116.78
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(续表2)

批号
药材含量

(mg/kg)
饮片含量

(mg/kg)
标准汤剂按饮片折算

含量(mg/kg)
转移率

(%)
MH08 4.34 4.30 3.18 73.95
MH09 5.21 5.07 4.76 93.89
MH10 5.01 5.35 5.72 107.00
MH11 5.88 5.12 4.35 85.01
MH12 5.52 5.04 4.22 83.68
MH13 4.39 5.12 4.89 95.51
MH14 4.26 4.86 5.12 105.35
MH15 4.35 4.07 3.56 87.47
MH16 11.46 13.80 12.15 88.04
MH17 6.64 6.90 5.58 80.90
MH18 6.61 6.72 6.22 92.57
MH19 6.96 7.01 6.59 94.05
MH20 5.21 5.01 4.25 84.76
均值 5.35 5.45 5.00 92.15

  结果显示,20批水蛭(蚂蟥)药材的总砷含量为

4.15~11.46mg/kg,均值为5.35mg/kg;饮片总砷含
量为4.07~13.80mg/kg,均值为5.45mg/kg;标准
汤剂 总 砷 含 量 为3.18~12.15mg/kg,均 值 为

5.00mg/kg。根据2020年版《中华人民共和国药典》
规定,水蛭药材有害元素砷的含量不得过5mg/kg,
本次研究收集的20批水蛭(蚂蟥)药材,合格率仅为

55%,平均超限30%。其中,江苏、安徽、湖北三个产
地水 蛭(蚂 蟥)药 材 中 总 砷 的 平 均 含 量 分 别 为

4.69mg/kg、4.63mg/kg及7.37mg/kg,湖北最高,
江苏 与 安 徽 相 差 不 大,不 同 产 地 的 RSD 值 为

28.18%,说明不同产地水蛭重金属及有害元素含量
有较大差异,可能与地方环境和养殖方式有关。20
批样品的转移率均高于70%,最高可达116.78%,说
明水蛭在煎煮过程中有害元素砷较易溶出,合格的
药材不一定能生产出合格的产品,可能存在一定的
安全风险。由于砷的毒性主要来源于无机砷,故需
进一步对毒性较大的砷酸和亚砷酸进行分析。
2.2 无机砷含量测定

2.2.1 HPLC-ICP-MS工作条件 采用 Hamilton
PRP-X100阴离子交换色谱柱(250mm×4.1mm,
10μm);以含2%甲醇的0.1mol/L碳酸铵(加甲酸调
节pH值至8.9)溶液为流动相A,以2%甲醇溶液为
流动相B,梯度洗脱(0~4min,20%A;4~4.01min,
20%~100% A;4.01~10min,100% A;10~
10.01min,100%~20%A;10.01~15min,20%A);
柱温为30℃;流速为1mL/min。采用电感耦合等离子
体质谱检测器,等离子气体流速为15L/min;辅助气体
流速为1L/min;载气气体流速为1L/min;补偿气体流
速为1L/min;射频功率1550W;雾化室温度2℃。
2.2.2 对照品溶液的制备 分别精密吸取亚砷酸

根对照品溶液130μL、砷酸根对照品溶液570μL置

10mL量瓶中,加0.02mol/L乙二胺四醋酸二钠溶
液制成每1mL含亚砷酸(以砷计)984.1ng、砷酸(以
砷计)997.5ng的混合对照品溶液。
2.2.3 供试品溶液的制备 取本品适量,取约

0.5g,精密称定,精密加入硝酸人工胃液20mL,称定
质量,超声处理(功率300W,频率40kHz)15min,取
出,放置过夜。置37℃烘箱中放置3h(每隔0.5h取
出振摇1min),取出,再称定质量,用硝酸人工胃液补
足减失重量,摇匀,滤过,取续滤液,即得。同法制备
空白溶液。
2.2.4 方法学考察 (1)线性关系。分别精密吸
取“2.2.2”项下对照品混合溶液0.1mL、0.25mL、
0.5mL、1mL、2.5mL,置5mL量瓶中,加0.02mol/L
乙二胺四醋酸二钠溶液制成每1mL含两种价态砷
各20ng、50ng、100ng、200ng、500ng、1000ng(均以砷
计)的溶液,即得。吸取系列标准曲线溶液各50μL,
注入液相色谱仪,测定。以峰面积为纵坐标,浓度为
横坐标,绘制标准曲线,计算回归方程。结果显示,
三价砷及五价砷在浓度20~1000ng/mL范围内线
性关系良好,相关系数均在0.999以上。

(2)精密度试验。取“2.2.2”项下三价砷及五价
砷的标准溶液,按“2.2.1”项下工作条件重复进样6
次,记录峰面积并计算RSD 值。结果显示,三价砷
和五价砷峰面积的RSD 值分别为0.61%、1.92%,
表明仪器精密度良好。

(3)重复性试验。取批号 MH01的药材粉末(过
三号筛),按照“2.2.3”项下方法制备供试品溶液,平
行6份,按“2.2.1”项下工作条件进样分析,计算供
试品溶液中三价砷及五价砷的含量及RSD 值。结
果显示,三价砷和五价砷含量的 RSD 值分别为

7.77%、5.75%,表明该分析方法的重复性良好。
(4)加样回收率试验。取批号 MH01的药材粉

末(过三号筛)9份,每份0.25g,精密称定,分别精密
加入高、中、低三个浓度的对照品溶液,按“2.2.1”项
下工作条件测定,计算三价砷及五价砷的含量及回
收率。结果显示,三价砷及五价砷的平均回收率分
别为112.73%、114.30%,RSD 分 别 为4.70%、
4.30%,表明该方法的准确度良好,结果见表3。
2.2.5 样品中无机砷的测定 挑选符合《中华人
民共和国药典》标准的10批水蛭(蚂蟥)样品,按
“2.2.3”项下的供试品制备方法和“2.2.1”项下的工
作条件进行测定,结果见表4。
  结果表明,10批水蛭(蚂蟥)药材无机砷含量在

1.90~3.24mg/kg范围内,均值为2.56mg/kg;饮片
无 机 砷 含 量 为 1.99~3.39mg/kg,均 值 为

2.66mg/kg;标 准 汤 剂 无 机 砷 含 量 为1.60~
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表3 水蛭(蚂蟥)药材三价砷和五价砷加样回收率考察结果 (n=9)

元素 序号 加入量(μg) 样品量(μg) 测得量(μg) 回收率(%) 平均回收率(%) RSD(%)

三价砷

1 0.4542 1.0109 1.5545 119.68
2 0.4542 1.0121 1.5405 116.34
3 0.4542 1.0419 1.6560 135.21
4 0.9084 1.0097 2.0276 112.06
5 0.9084 1.0145 1.9911 107.51
6 0.9084 1.0149 1.9683 104.95
7 1.3626 1.0423 2.4974 106.79
8 1.3626 1.0350 2.4730 105.53
9 1.3626 1.0270 2.4781 106.50

112.73 4.70

五价砷

1 0.4550 1.0723 1.5751 110.51
2 0.4550 1.0736 1.5788 111.04
3 0.4550 1.1051 1.5765 103.60
4 0.9100 1.0710 2.1376 117.21
5 0.9100 1.0761 2.1410 117.02
6 0.9100 1.0766 2.1355 116.37
7 1.3650 1.1056 2.7108 117.60
8 1.3650 1.0979 2.7017 117.50
9 1.3650 1.0894 2.6985 117.89

114.30 4.30

表4 水蛭(蚂蟥)药材、饮片、标准汤剂无机砷测定结果

批号

药材含量(以砷计)(mg/kg)

三价砷 五价砷
三价砷+
五价砷

饮片含量(以砷计)(mg/kg)

三价砷 五价砷
三价砷+
五价砷

标准汤剂按饮片折算含量

(以砷计)(mg/kg)

三价砷 五价砷
三价砷+
五价砷

转移率(%)

三价砷 五价砷
三价砷+
五价砷

MH01 2.01 0.99 3.00 1.61 1.11 2.72 1.27 0.92 2.42 78.88 82.88 88.97
MH02 1.58 1.43 3.01 1.69 1.67 3.36 1.35 1.08 2.43 79.88 64.67 72.32
MH03 1.88 0.98 2.86 1.92 1.02 2.94 1.67 0.95 2.62 86.98 93.14 89.12
MH04 1.25 0.93 2.18 1.28 1.11 2.38 1.05 0.83 1.88 82.03 74.77 78.99
MH05 1.78 1.35 3.13 1.84 1.49 3.33 1.39 1.00 2.39 75.54 67.11 71.77
MH06 1.30 0.80 2.10 1.34 0.91 2.26 0.98 0.87 1.85 73.13 95.60 81.86
MH07 1.92 1.32 3.24 1.81 1.58 3.39 1.55 0.99 2.54 85.64 62.66 74.93
MH08 1.03 0.87 1.90 1.28 0.91 2.19 1.11 0.80 1.91 86.72 87.91 87.21
MH14 1.13 0.99 2.12 1.04 1.05 2.08 0.96 0.85 1.81 92.31 80.95 87.02
MH15 1.11 0.90 2.01 1.07 0.92 1.99 0.88 0.72 1.60 82.24 78.26 80.40
均值 1.50 1.06 2.56 1.49 1.18 2.66 1.22 0.90 2.15 82.34 78.80 81.26

2.62mg/kg,均值为2.15mg/kg。10批药材、饮片及
标准汤剂中无机砷占总砷比例的平均值分别为

58.0%、60.8%和52.89%,说明水蛭中的砷元素主

要是以毒性较大的无机砷的形式存在,且三价砷含

量高于五价砷。10批水蛭饮片煎煮后三价砷及五价

砷的转移率均大于60%,最高可达93.14%,说明水

蛭中的无机砷较易溶出,其潜在的健康安全风险较
大,有必要进行风险评估。
2.3 风险评估

为评估水蛭药材的安全风险,参照2020年版
《中华人民共和国药典》(四部)9302指导原则建立重

金属及有害元素的限量标准[8],按下列公式计算最

大限量理论值:

L=A×W
M×10×

AT
EF×ED×

1
t

式中,L为最大限量理论值(mg/kg);A 为每日

允许摄入量(mg/kgbw);W 为 人 体 平 均 体 质 量
(kg),一般按63kg计;M为中药材(饮片)每日人均
可服用的最大剂量(kg);AT 为平均寿命天数,一般
为365天/年×70年;EF 为服用频率(天/年);ED
为一生的服用中药的暴露年限;t为中药经煎煮后重
金属元素的转移率(%)。参照联合国粮农组织/世
界卫生组织食品添加剂联合专家委员会[FAO/
WHO(JECFA)]最新的评估数据,统一折算为每日
允许摄入量(ADI)为0.83μg/kg

[9],水蛭饮片临床最
大用量为3g,使用频率按每年90天,用药20年计
算,总砷转移率按均值86.12%计算,最大限量理论
值为28.73mg/kg,水蛭中砷含量均低于评估限度,
危害风险较低。

3 讨论

3.1 色谱条件优化
目前砷形态的测定方法较多,如气相色谱-质
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谱联用法(GC-MS)、高效液相色谱-氢化物发生-
原子荧光法(HPLC-AFS)等,本研究采用 HPLC-
ICP-MS法,具有灵敏度高、重复性好、检出限低等优
点,广泛应用于食品、药品等砷形态的检测[10-12]。由
于砷元素多以阴离子形态存在,故本研究采用Ham-
iltonPRP-X100阴离子交换色谱柱进行分离。并在
《中华人民共和国药典》“汞、砷元素形态及价态测定
法”的基础上,对流动相系统进行了优化,比较了不
同 种 类 (磷 酸 氢 二 铵、碳 酸 铵)、不 同 浓 度
(0.05mol/L、0.1mol/L、0.2mol/L)及pH(8.3、8.6、
8.9、9.2)的缓冲盐溶液,最终选择含2%甲醇的

0.1mol/L碳酸铵(加甲酸调节pH值至8.9)溶液为
流动相,因为碳酸铵在高温下易挥发,避免因流动相
沉积锥孔而导致熄火的情况发生[13],且色谱峰的分
离度及峰形均较好。在供试品的制备方面,本研究
与《中华人民共和国药典》的提取方法进行对比,结
果显示,两种提取方法测得的三价砷和五价砷含量
无明显差异,说明本研究确定的制备方法已提取完
全,且更加省时省力。
3.2 水蛭重金属含量及转移率分析

本研究收集20批不同产地的水蛭(蚂蟥)药材,
测定总砷含量,发现合格率仅有55%,有害元素砷超
标问题严重,与文献报道一致[3-4]。不同产地的水蛭
药材砷含量差异较大,来自湖北襄阳的4批药材含
量明显高于其他产地,均为不合格药材,可能是由于
襄阳特殊的地理位置及工业大气污染物排放严重的
原因;同一省份不同产区的药材也有一定差异,如江
苏的南通市比宿迁市水蛭总砷含量高了35%,说明
产地的选择对水蛭药材的质量控制至关重要。

为研究水蛭煎煮后总砷的转移情况,对标准汤
剂中的总砷含量进行测定并计算转移率,结果显示,
20个批次转移率均高于70%,说明饮片中的总砷极
易转移到标准汤剂中,其中有部分批次转移率超过

100%,可能是因为在煎煮过程中砷进行了富集,或
者由于煎煮用的水、器具等外界引入。标准汤剂中
总砷合格率仅35%,其中有3批合格的饮片煎煮成
标准汤剂后砷含量超出限度,说明合格的饮片可能
也无法生产出合格的产品,其中间产物和制剂砷超
标风险较高,摄入过量会影响人体的正常代谢。

根据文献报道,砷有有机和无机两种形式,有机
砷毒性较低,其中的砷甜菜碱(AsB)和砷胆碱(AsC)
则被认为无毒[14];无机砷化合物毒性极强,如砷酸盐
[As(V)]、亚砷酸盐[As(Ⅲ)]。为科学地评估水蛭药
材的安全性,挑选出10批合格的样品,对有毒的砷
酸盐和亚砷酸盐进行测定,结果显示水蛭中所含的
无机砷含量远低于限量标准,其安全风险较小。

3.3 水蛭重金属控制
水蛭作为底栖动物,生长周期长,生活环境复

杂,其生长的水体或土壤可能受到重金属的污染,导
致其体内有害元素不断积累。且水蛭又是杂食性动
物,主要吸食水中的漂浮生物、蜗牛等软体动物幼
体、田螺、小型昆虫等,食物链的蓄积作用导致水蛭
体内重金属的大量富集[3-4],故水蛭的规范化养殖对
控制药材质量至关重要。如在选址时选择水质、土
壤符合国家标准的地方;加强对饵料及饲料的质量
监督管理,可采用血粉+田螺混合作为替代饲料;在
养殖模式中加强对水质及底泥基质的检测,有利于
对水蛭生长期的重金属控制。

本文对全国3个主要产区的水蛭(蚂蟥)样品进
行总砷及无机砷测定,建立的方法简便、灵敏、专属
性好,可为水蛭药材的安全性研究提供数据支持,也
可为其他重金属易超限的中药品种提供有效的研究
参考。
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