
1



2



1

ICS 11.120.10

CCS C23

团 体 标 准
T/GLIAXXX-2026

中药材及饮片（天花粉、粉葛）中二氧

化硫残留量的快速检测—探针检测法
Rapid Determination of Sulfur Dioxide Residues in Chinese Medicinal

Materials and Processed Slices (Trichosanthis Radix, Puerariae
Thomsonii Radix) — Probe Detection Method

（征求意见稿）

2026-xx-xx 发布 2026-xx-xx实施

甘肃省陇药产业协会 发 布



2

目录
前 言 .............................................................................................................................................3

1 范围 .................................................................................................................................................4

2 规范性引用文件 ............................................................................................................................ 4

3 术语和定义 .................................................................................................................................... 4

4 原理 .................................................................................................................................................4

5 试剂和材料 .................................................................................................................................... 4

6 仪器及设备 .................................................................................................................................... 5

7 分析步骤 .........................................................................................................................................5

8 结果判断 .........................................................................................................................................6

附录A（资料性附录） 二氧化硫探针合成 ................................................................................... 7

参考文献 .............................................................................................................................................9



3

前 言
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中药材及饮片（天花粉、粉葛）中二氧化硫残留量的

快速检测—探针检测法

1 范围

本文件规定了中药材及饮片（天花粉、粉葛）中二氧化硫残留的探针快速检测方法的试

剂和材料、分析步骤、结果判断。

本文件适用于中药材及饮片（天花粉、粉葛）中二氧化硫残留的快速检测，检出限为

19 mg/kg。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成文件必不可少的条款。其中，注日期的

引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有

的修改单）适用于本文件。

GB/T 6682—2008 分析实验室用水规格和试验方法

3 术语和定义

3.1二氧化硫残留 sulfur dioxide residues 中药材、饮片中以亚硫酸盐、亚硫酸氢盐等

形式存在的二氧化硫相关残留物（本方法以二氧化硫计）。

3.2二氧化硫探针 sulfur dioxide probe 可特异性识别亚硫酸根离子、产生荧光响应的

荧光识别分子（合成方法见附录 A）。

3.3检出限 limit of detection 按照本文件规定步骤测定，能够区分样品空白与目标物的

最低浓度（19 mg/kg）。

4 原理

二氧化硫探针在荧光光谱710 nm处有一明显荧光发射，样品中的残留的二氧化硫经碱

液提取后在水中形成亚硫酸氢根离子（SO32-），二氧化硫探针对水溶液中的SO32
－
有特异性

响应，随水溶液中亚硫酸根离子浓度升高，荧光强度降低。本方法采用荧光发射法对样品中

二氧化硫残留进行定量测定。

5 试剂和材料

5.1 除非另有规定，所有试剂均为分析纯，实验室用水应符合GB/T 6682—2008中二级水的

要求。

5.2 三羟甲基氨基甲烷（Tris）：分析纯。

5.3 二甲基亚砜（DMSO）：分析纯。

5.4 磷酸：分析纯。

5.5 氢氧化钠：分析纯。
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5.6 二氧化硫探针：见附录A。

5.7 探针液配制：取探针10mg，加DMSO溶解，定容至1000mL，放置于4 ℃密闭避光保存，

备用。

5.8 氢氧化钠试剂：分析纯。

5.9 亚硫酸钠：标准物质，中文名称、英文名称、CAS号、分子式、相对分子质量见表1，

纯度≥98%。

表 1 亚硫酸钠对照品的中文名称、英文名称、CAS号、分子式、相对分子质量

中文名称 英文名称 CAS号 分子式 相对分子质量

亚硫酸钠 sodium sulfite 7757-83-7 Na2SO3 126.04

6 仪器及设备

6.1 万分之一分析天平

6.2 十万分之一分析天平

6.3 粉碎机

6.4 涡旋振荡器

6.5 水浴锅

6.6 离心机。

6.7 移液器：100μL~1000μL和0.5 mL~5 mL

6.8 离心管：聚丙烯材质，50 mL

6.9 离心管：聚丙烯材质，1.5 mL

6.10 荧光分光光度计

7 分析步骤

7.1 试样准备

按照《中华人民共和国药典》（2025年版 四部）通则0211 药材和饮片取样法取样。

取样操作过程中，应避免样品受到污染，取代表性样品500g，粉碎，过3号筛，混匀，密闭，

于干燥阴凉处保存。

7.2 亚硫酸钠对照品溶液的制备

精密称取亚硫酸钠对照品10mg，置100mL量瓶中，加Tris缓冲液（1mol/L，pH7.5）溶

解，并稀释至刻度，摇匀，制成每1mL含亚硫酸钠0.1mg的对照品贮备溶液。

7.3 标准曲线的制备

使用待测中药材的无硫样品作为基质配制标准溶液，具体步骤如下：精密称定0.2g样品，

置于50mL离心管中，精密加入0.1%氢氧化钠溶液15mL（料液比1:75，质量体积比g/mL），

称重，浸泡提取10min，经高速离心（10min）处理后，将上清液和Tris缓冲液（1mol/L，p

H7.5）按体积比1:1混合均匀作为基质溶液。按照表2配制不同浓度的标准溶液：

表2 标准曲线溶液配制
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Na2SO3浓度（mg/L） 基质溶液（μL） Na2SO3标准溶液母液（μL） 荧光探针溶液（μL）
1 490 10 500
2 480 20 500
5 450 50 500
10 400 100 500
15 350 150 500
20 300 200 500
25 250 250 500

7.4 试样提取

精密称定0.2 g试样，置于50 mL离心管中，精密加入0.1%氢氧化钠溶液15 mL（料液比

1:75），称重，浸泡提取10 min，经高速离心（10 min）处理后，取上清液250 μL，移入1.5 mL

离心管中，再加入250 μL的Tris缓冲液（1mol/L， pH7.5）。加入500 μL的探针溶液，60℃

水浴10 min，迅速冷却至室温。

7.5 荧光分光光度法测定

按照《中华人民共和国药典》2025 年版四部通则 0405 荧光分光光度法测定；测定其

710 nm处的荧光值变化（激发波长：680 nm，发射波长：710 nm）。从标准曲线上读取供

试品溶液中亚硫酸根的浓度，计算样品中亚硫酸钠含量，测得结果乘以换算系数 0.5079（亚

硫酸钠换算为二氧化硫），得到二氧化硫含量。

8 结果判断

8.1 检出限

本方法检出限为19 mg/kg。

8.2 检测结果判断

样品限量要求：天花粉、粉葛二氧化硫残留量不得超过 400 mg/kg；判定依据优先参照

《中华人民共和国药典》2025 年版一部各品种项下规定，无专项规定时参照《中华人民共

和国药典》2025 年版四部 0212 药材和饮片检定通则。
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附录A（资料性附录）

二氧化硫探针合成

A.1 探针的合成

A.1.1 实验试剂与材料

表A.1 实验试剂及材料

试剂名称 规格 提供单位

IR 分析纯 天津希恩思生化科技有限公司

间苯二酚 分析纯 天津希恩思生化科技有限公司

乙腈 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

碳酸钾 分析纯 北京百灵威科技有限公司

二氯甲烷 分析纯 利安隆博华（天津）医药化学有限公司

A.1.2 实验仪器

超导核磁共振谱仪（Bruker AVANCE Ⅲ-400，布鲁克，瑞士）；高分辨四级杆—飞行

时间质谱仪（Bruker microTOF-Q II，布鲁克，美国）；紫外可见分光光度计（Lambda35，

珀金埃尔默，美国）；荧光分光光度计（Fluoromax-4，HORIBA, 美国）。

A.2 探针的合成

图A.1 探针的合成：（a）MeCN，K2CO3

探针的合成：探针的合成路线如图A.1所示。将无水碳酸钾（4.0 mmol）加入化合物IR

（1.0 mmol）和间苯二酚（2.0 mmol）的乙腈（5.0 mL）溶液中，通入氮气进行保护，搅拌

5分钟后升温至60 ℃反应4小时。反应液冷却至室温后过滤，滤液减压浓缩后用二氯甲烷进

行溶解，依次用0.1 mol·L-1盐酸溶液、饱和碳酸氢钠溶液、饱和食盐水洗涤，收集有机相，

用无水硫酸钠进行干燥，减压浓缩除去二氯甲烷溶液，过滤，有机相减压浓缩后柱层析分离，

得到探针CyOH。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.26 (d, J=14.0 Hz, 1H), 7.58 (d, J=7.2 Hz,

1H), 7.55 (s, 1H), 7.39-7.41 (m, 3H), 7.24 (t, J=7.2 Hz, 2H), 6.66 (d, J=9.2 Hz, 1H), 6.57 (s, 1H),

6.14 (d, J=14.4 Hz, 1H), 3.64 (s, 3H), 2.63-2.67 (m, 4H), 1.80-1.81 (m, 2H), 1.68 (s, 6H). 13C

NMR (100 MHz, DMSO d6): δ 159.6, 156.0, 143.0, 140.6, 138.3, 136.7, 129.6, 128.4, 124.5,
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122.2, 121.2, 120.1, 115.0, 114.6, 110.9, 102.1, 99.8, 48.5, 38.9, 31.3, 27.8, 27.6, 23.8, 20.4.高分

辨质谱，理论值为：C26H26NO2: 384.1958 [M-I]+；检测值为：384.1939 [M-I]+。
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引言

研究背景：硫黄熏蒸法是一种传统的加工方法，被长期应用于如党参、天麻、

天花粉、枸杞、粉葛、半夏及白术等中药材的处理，其主要目的是干燥和增色，

以及实现防腐、防霉、漂白、防虫蛀等[1-3]。硫黄熏蒸是中药材二氧化硫残留的

主要来源，产生的二氧化硫以亚硫酸（氢）盐的形式残留。残留的二氧化硫在水

中形成亚硫酸盐与硫酸氢盐（SO32-/HSO3-）[4,5]，会导致人体内钾、钠离子通道

异常以及破坏细胞内的氧化还原平衡，引起一系列不良反应如哮喘、肺癌、线粒

体功能紊乱、荨麻疹、阿尔茨海默综合征[6]等。中药材二氧化硫残超标不仅会使

药材失去其原本的形貌和味道，改变其药性，还会改变中药材各主要化学成分含

量和药理作用，影响中药道地性发展，导致中药产品的稳定性无法保障、质量控

制不精确，甚至危害人体生命健康，阻碍了中药现代化和国际化的进程。

《中华人民共和国药典》2025年版（四部）检测二氧化硫的方法有酸碱滴

定法、气相色谱法及离子色谱法三种。三种方法在现场快速检测二氧化硫的过程

中适用性不强。因此，本项目意在构建新型二氧化硫荧光探针检测体系，为现场

快速检验提供新的方法，丰富目前现有的中药材二氧化硫残留检测的荧光探针家

族种类，为中药材二氧化硫含量检测提供新的方法，为中药材的稳定性和质量控

制提供重要依据。

荧光探针检测技术以其高灵敏性、非侵害性、实时监测以及体内荧光成像能

力成为细胞及生物体内二氧化硫的含量测定的研究热点[7-9]。因此，本项目拟合

成新型荧光探针，考察探针与中药材中残留的二氧化硫量发生特异性反应后，荧

光发射光谱及颜色的变化与二氧化硫残留量的相关性。基于荧光探针与二氧化硫

的特异性响应，建立检测中药中二氧化硫残留量的荧光吸收光谱定量测定方法。

本项目以天花粉和粉葛为代表药材进行方法学研究，其他品种的适用性需另

行验证。

第一章 探针的合成

1实验试剂与材料
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1.1 实验试剂与材料

表 1 实验试剂及材料

试剂名称 规格 提供单位

2.3,3-三甲基吲哚 分析纯 天津希恩思生化科技有限公司

碘甲烷 分析纯 安徽泽升科技有限公司

环己酮 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

间苯二酚 分析纯 天津希恩思生化科技有限公司

碳酸氢钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

四氢呋喃 分析纯 北京百灵威科技有限公司

冰醋酸 分析纯 利安隆博华（天津）医药化学有限公司

醋酸酐 分析纯 利安隆博华（天津）医药化学有限公司

1.2 实验仪器

超导核磁共振谱仪（Bruker AVANCE Ⅲ-400，布鲁克，瑞士）；高分辨四

级杆－飞行时间质谱仪（Bruker microTOF-Q II，布鲁克，美国）；紫外可见分

光光度计（Lambda35，珀金埃尔默，美国）；荧光分光光度计（Fluoromax-4，

HORIBA, 美国）；小动物活体成像仪（VISQUETM InVivo Smart，Vieworks，

韩国）。

2 探针的合成

图 1 探针的合成：（a）DMF；（b）乙腈；（c）CH3COONa，醋酸酐；（d）MeCN，K2CO3

2.1 化合物 2-4的合成

将三氯氧磷（20.0 mmol）的二氯甲烷（5.0 mL）溶液在 0 ℃下逐滴加入二

甲基甲酰胺（26.0 mmol）和环己酮（5.0 mmol）的二氯甲烷溶液（10.0 mL）中。

上述反应液在 0 ℃下搅拌 30 分钟后回流 4小时。冷却后倒入 200 mL冰水中，

有大量沉淀析出，过滤，将所得沉淀干燥即得化合物 2-4。

2.2 化合物 2-7的合成
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将 2, 3, 3-三甲基吲哚（10.0 mmol）和碘甲烷（15.0 mmol）的乙腈（10.0 mL）

溶液在 65 °C下回流 4小时后冷却。反应液有大量浅紫色固体析出，过滤并用无

水乙醚洗涤滤渣后干燥，得到化合物 2-7。

2.3 化合物 IR的合成

将化合物 2-4（3.0 mmol）、醋酸钠（6.0 mmol）和化合物 2-7（6.0 mmol）

混合到乙酸酐（20.0 mL）中，通入氮气进行保护，搅拌 5分钟后将上述反应液

在 70 °C下加热 2小时。冷却至室温后加入无水乙醚，有大量墨绿色固体析出，

过滤并用无水乙醚洗涤滤渣，柱层析分离（二氯甲烷：甲醇=20:1，体积比）得

化合物 IR。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.23 (d, J=14.0 Hz, 2H), 7.63 (d, J=7.2

Hz, 2H), 7.40-7.44 (m, 4H), 7.26-7.29 (m, 2H), 6.30 (d, J=14.0 Hz, 2H), 3.69 (s, 6H),

2.70-2.72 (m, 4H), 1.83-1.86 (m, 2H), 1.66 (s, 12H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6):

δ 172.5, 147.6, 142.8, 142.6, 140.9, 128.5, 126.0, 125.1, 122.3, 111.4, 101.9, 48.8,

31.6, 27.3, 25.9, 20.4. 高分辨质谱，理论值为：C32H36N2Cl: 483.2562 [M-I]+；检测

值为：483.2539 [M-I]+。

2.4 探针的合成

探针的合成路线如图 1所示。将无水碳酸钾（4.0 mmol）加入化合物 IR（1.0

mmol）和间苯二酚（2.0 mmol）的乙腈（5.0 mL）溶液中，通入氮气进行保护，

搅拌 5分钟后升温至 60 ℃反应 4小时。反应液冷却至室温后过滤，滤液减压浓

缩后用二氯甲烷进行溶解，依次用 0.1 mol·L-1盐酸溶液、饱和碳酸氢钠溶液和饱

和食盐水洗涤，收集有机相，用无水硫酸钠进行干燥，减压浓缩除去二氯甲烷溶

液，过滤，有机相减压浓缩后柱层析分离，得到探针 CyOH。1H NMR (400 MHz,

DMSO-d6): δ 8.26 (d, J=14.0 Hz, 1H), 7.58 (d, J=7.2 Hz, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.39-7.41

(m, 3H), 7.24 (t, J=7.2 Hz, 2H), 6.66 (d, J=9.2 Hz, 1H), 6.57 (s, 1H), 6.14 (d, J=14.4

Hz, 1H), 3.64 (s, 3H), 2.63-2.67 (m, 4H), 1.80-1.81 (m, 2H), 1.68 (s, 6H). 13C NMR

(100 MHz, DMSO d6): δ 159.6, 156.0, 143.0, 140.6, 138.3, 136.7, 129.6, 128.4, 124.5,

122.2, 121.2, 120.1, 115.0, 114.6, 110.9, 102.1, 99.8, 48.5, 38.9, 31.3, 27.8, 27.6, 23.8,

20.4.高分辨质谱，理论值为：C26H26NO2: 384.1958 [M-I]+；检测值为：384.1939

[M-I]+。
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图 2 化合物 IR的 1H NMR谱

图 3 化合物 IR的 13C NMR谱
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图 4 化合物 IR的高分辨质谱

图 5 探针的 1H NMR谱
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图 6 探针的 13C NMR谱

图 7 探针的高分辨质谱

3 荧光探针荧光发射性能研究

为考察探针与二氧化硫反应后产生荧光发射光谱变化，在检测体系（PBS，

pH 7.4）中对空载探针（5μmol/L）以及探针加不同浓度 SO32-（0、50、100、

200、400、500μmol/L）后反应 30 min 后的荧光发射进行测定。结果如图 8所

示，在荧光发射光谱中，荧光探针在 710 nm 处有一明显荧光发射（荧光量子产
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率=0.14）随着 SO32-浓度的增加（0~500μmol/L）探针在 710nm下的发射光强度

逐渐减弱，表明该探针可通过荧光发射光谱用于二氧化硫衍生物的测定。

图 8 空载探针（5 μmol/L）与探针中加入不同浓度的 SO32-（0~500 μmol/L）后的荧光光谱

图。激发波长：650 nm；发射波长范围：650~780 nm

3.1荧光探针对亚硫酸盐识别选择性性能研究

由于自然界和生物体内复杂的环境，荧光探针的选择性是决定探针识别性能

的重要参数之一。为证明探针对二氧化硫响应的专一性，我们进一步考察了常见

离子和生物硫醇对检测的干扰。通过将荧光探针（5 μmol/L）与氯化钠，氯化钾，

硫酸钠，硫酸钾，叠氮化钠，硫化钠，硫酸钠，碘化钠，溴化钠，氟化钠，碳酸

钠，碳酸氢钠，硝酸钠，磷酸钠，硫酸氢钠，磷酸二氢钠，醋酸钠，谷胱甘肽，

半胱氨酸，亚硫酸钠进行混合，反应 30 分钟后，检测反应溶液的荧光变化。结

果如附图 9所示，荧光探针对其余阴离子没有响应。该结果表明荧光探针对 SO32-

具有很好的选择性，证明该探针有望实现在复杂体系如细胞，生物体内以及中药

材中对二氧化硫的检测。
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图 9 荧光探针（5 μmol/L）对不同种类的生物硫醇以及阴离子（500 μmol/L）的响应（1 氯

化钠，2氯化钾，3硫酸钠，4硫酸钾，5叠氮化钠，6硫化钠，7硫酸钠，8碘化钠，9溴化

钠，10氟化钠，11碳酸钠，12碳酸氢钠，13硝酸钠，14磷酸钠，15硫酸氢钠，16磷酸二

氢钠，17醋酸钠，18谷胱甘肽，19半胱氨酸，20亚硫酸钠）

3.2 时间与 pH对荧光探针 I检测的影响

为了进一步研究荧光探针在复杂体系中的应用，考察了探针与 SO32
－
的反应

时间以及 pH值对探针识别性能的影响。如附图 10a，在荧光探针 I（5μmol/L）

与 SO32-（500μmol/L）反应 30分钟后，荧光强度达到稳定。另外，通过调整 PBS

溶液的 pH 值，检测不同 pH 下的荧光强度。结果如附图 10b 所示，荧光探针 I

（5μmol/L）在 pH 6~9 下均能保持稳定，在 pH值 7.4时，反应效果最好，并且

在其与 SO32-（500μmol/L）反应后，于不同 pH 之间均能产生明显的荧光值下降，

能适应中性或弱碱性溶液中的检测。

a b

图 10 a荧光探针与 SO32−反应后荧光强度随时间变化图 ；b不同 pH 条件下探针与 SO32−

反应后荧光强度与 pH值相关图
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3.3 探针对亚硫酸盐的定量测定

确定荧光探针与二氧化硫的适宜反应条件后，考察荧光探针与不同浓度的

SO32−（50，100，150，200，300，400μmol/L）反应后，在 SO32−浓度 50~400 μmol/L

范围内，荧光探针于 710nm 处的荧光发射强度变化值（F-F0）与 SO32−浓度 X

的相关性进行定量，得标准曲线：y = -0.00206x +1.099 (R2= 0.998)，结果见图 11。

以上结果表明可通过荧光探针在 710 nm 处的荧光值强度，通过荧光分光光度计

准确地定量 SO32−的浓度。

图 11 荧光探针与不同浓度 SO32−反应后于 710 nm处荧光值变化与 SO32−浓度线性关系
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第二章 探针用于中药中二氧化硫测定方法的建立

1 实验原理

样品中的残留的二氧化硫经提取后在水中形成亚硫酸和亚硫酸氢根，在 pH

为 8~10的条件下，二氧化硫在水中以亚硫酸的形式存在，亚硫酸根（SO32-）可

以和二氧化硫探针的α, β-不饱和双键进行快速、定量亲核加成反应，导致连接半

花菁与苯环间的共轭键被破坏，两基团之间的 ICT 效应消失，导致 710 nm处

的荧光发射降低，随着水溶液中 SO32
－
浓度增强荧光发射和紫外吸收减弱，该探

针可采用荧光发射法对样品中二氧化硫残留进行定量测定。

2 实验仪器与材料

2.1 实验仪器

同第一章 1.1项下。

2.2 实验试剂与药材

三羟甲基氨基甲烷（北京索莱宝、分析纯），N，N-二甲基甲酰胺（北京索

莱宝、分析纯），磷酸（国药集团化学试剂有限公司），Na2SO3（中检院，批号：

190224-201901）， DMSO（北京索莱宝），无水乙醇（国药集团化学试剂有限

公司），PBS（北京索莱宝），水中二氧化硫溶液标准物质（北方伟业计量集团

有限公司），氢氧化钠试剂（国药）。 本研究所用含二氧化硫药材样品均为自

制，依据《中华人民共和国药典》2025年版（四部）二氧化硫项下酸碱滴定法

测定，结果见表 2所示。

表 2 二氧化硫含量测定结果

样品名称
二氧化硫含量

（mg/kg）
样品名称

二氧化硫含量

（mg/kg）

天花粉 1 1555 粉葛 1 1831

天花粉 2 3296 粉葛 2 3893

天花粉 3 2105 粉葛 3 2285

天花粉 4 4937 粉葛 4 1756

天花粉 5 3283 粉葛 5 2182

天花粉 6 未检出 粉葛 6 未检出

3 探针在样品中的测定
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为考察该探针是否可以用于检测样药材中的二氧化硫，采取的前处理方法对

实验结果产生的影响，进行初步探索，对含二氧化硫残留样品的处理包括是否研

磨、基质效应等方面进行考察。

3.1 实验试剂的配置

准确称量探针溶于 DMSO配置成 1 mM的储备液，放置于 4 ℃密闭避光保

存。吸取不同体积储备液至 10 mL容量瓶中，用 PBS缓冲液（10 mM，pH 7.4）

稀释定容后，摇匀、取样进行荧光发射光谱测定。

3.2 探针在含二氧化硫样品中的应用

将天花粉、粉葛及白芍饮片含硫与不含硫的样品研磨成细粉，精密称定 1 g，

置于 50 mL 离心管中，精密加入蒸馏水 25 mL，称重，浸泡提取 30 min，经高

速离心（15000 rmp，10 min）处理后，取上清液 0.9mL。将不含硫的样品加入亚

硫酸钠溶液，使其 SO32−浓度为 400mmoL/L ，以上 9个样品加入荧光探针（5

µmol/L），反应 10 min，测定其 710 nm处的荧光值变化（激发波长：680 nm，

发射波长：710 nm）。结果发现含二氧化硫的样品荧光强度降低。说明该探针可

以用于中药二氧化硫的检测中。

图 12 山药、葛根与白芍与探针反应的荧光强度关系

3.3 中药样品前处理方法考察

样品研磨考察：将按照《中华人民共和国药典》（2025年版 四部）通则 0211
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药材和饮片取样法取样。 在取样操作过程中，应避免样品受到污染，取粉葛代

表性样品 500 g，粉碎，过 3号筛，混匀，密闭，于干燥阴凉处保存。精密称定

1 g，置于 50 mL 离心管中，精密加入蒸馏水 25 mL，称重，浸泡提取 30 min，

收集提取液。另取不研磨的粉葛饮片 1 g，精密称定，后续处理方法同上。经高

速离心（15000 rmp，10 min）处理后，加入荧光探针（5 µmol/L）后反应 10 min，

随后测定其 710 nm处的荧光值变化。为了便于观测结果，直接在荧光成像系统

下观测，结果发现样品粉碎后，荧光强度降低明显，结果见图 13。

图 13 不同研磨粉葛样品方式荧光成像结果（样品依次为粉碎、不研磨及不含硫样品）

样品基质考察：精密称定天花粉、粉葛及白芍含硫及不含硫细粉各 1 g，置

于 50 mL 离心管中，精密加入蒸馏水 25 mL，称重，常温浸泡 30 min，将提取

液高速离心（15000 rmp，10 min）处理后，取上清液备用。以及不加样品的阴

性溶液，在上述溶液中加入荧光探针（5µmol/L）后反应 10 min，随后测定其 710

nm处的荧光值变化。为了便于观测结果，直接在荧光成像系统下观测，结果发

现三种样品含硫的荧光强度与不含硫样品比较均降低，但不含硫样品与阴性样品

比较发现其荧光强度均降低，说明基质对检测结果有较大影响。

图 14 不同样品荧光成像结果（样品依次：第一层天花粉含硫、天花粉不含硫、粉葛含硫、
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粉葛不含硫，第二层白芍含硫、白芍不含硫、阴性样品）

3.4 结论

合成的新型探针对水溶液中的 SO32−有特异性响应，包括其抗干扰能力强，

检测二氧化硫专属性高，操作简便、时间短等优点。应用荧光探针用于检测中药

中二氧化硫残留量，发现具有较好的响应，但目前试验发现不同样品基质干扰较

大，后续将对样品进行处理，降低基质干扰。

4 实验条件探索

前期实验考察了该探针可以检测药材中的二氧化硫，并对前处理方法进行初

步探索，发现该反应体系不稳定，所以对样品提取时间，提取方式，提取液的

pH，探针浓度进行探索研究。

4.1 实验试剂的配置

Tris缓冲液：称取三羟甲基氨基甲烷 121g、加水溶解后，定容至 1000mL。

溶解后用磷酸调节 pH为 7.0、8.8、10.0。探针液配制：取探针 10mg，加 DMF

溶解，定容至 1000mL，作为探针母液，备用。

4.2 亚硫酸钠对照品溶液的制备

亚硫酸钠对照品溶液：精密称取亚硫酸钠对照品 10 .01mg，置 100 mL量瓶

中，加 Tris缓冲液溶解，并稀释至刻度，摇匀，制成每 1 mL含亚硫酸钠 0.1 mg

的对照品贮备溶液。

4.3 提取液的 pH探索

将天花粉样品 1研磨成细粉，精密称定 1 g，置于 50 mL 离心管中，精密加

入 pH值为 10.0、8.8、7.5的 Tris缓冲液为 25 mL，称重，浸泡提取 30 min，经

高速离心（15000 rmp，10 min）处理后，取上清液 1.0mL。加入荧光探针 1.0mL

（5 µmol/L），反应 10 min，分别在 10min、20min、30min、60min测定其 710 nm

处的荧光值（激发波长：680 nm；发射波长：710 nm）。测定结果见表 3，发现

在 pH为 8.8时其荧光值最低，且荧光强度在 60min内变化较小，说明其在 Tris

缓冲液（pH=8.8）体系中最完全稳定。

表 3 不同提取液 pH值荧光强度变化
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Tris缓冲液 pH
荧光强度

（10min）
荧光强度（20min）

荧光强度

（30min）
荧光强度

（60min）

7.5 64069600 64534900 59523900 62009100
8.8 54012700 54835300 53856300 53885000
10.0 66625600 64144500 65867100 62454500

4.4 探针浓度探索

取探针母液分别配制为 5、2、1μg/mL的探针溶液，分别精密量取亚硫酸钠

对照品贮备溶液 0.2 mL、0.4 mL、0.8 mL、1.0 mL、2.0 mL、2.5mL，置 50 mL

量瓶中，用 Tris缓冲液（pH=8.8）定容至刻度，精密量取对照品溶液 1 mL，加

入 1 mL探针液，最终浓度为 1 mL含亚硫酸钠 2μg、4 μg、8 μg、10 μg、20 μg、

25 μg的对照品溶液。60 ℃孵育 10 min，迅速冷却至室温，测定。以荧光值变化

（或吸光度）为纵坐标，浓度为横坐标，绘制标准曲线。结果发现当探针浓度为

2μg/mL时，与探针的反应完全，其线性关系较好，所以探针浓度选用 2μg/mL，

结果见图 15。

图 15 不同探针浓度标准曲线

4.5 提取方式及提取时间探索

将天花粉样品 1研磨成细粉，精密称定 1 g，置于 50 mL 离心管中，精密加

入 Tris缓冲液（pH=8.8）为 25 mL，采取不同提取方式和提取时间，测定其 710

nm处的荧光值（激发波长：680 nm；发射波长：710 nm）。测定结果见表 4，

结果发现加热 5min的荧光强度最低，说明其反应最完全。



16

表 4 提取方式及提取时间强度变化

处理方式 荧光强度 处理方式 荧光强度

超声 30min 60069600 60℃加热 30min 60009100
超声 20min 58012700 60℃加热 20min 59185000
超声 10min 60625600 60℃加热 10min 42454500
超声 5min 60534900 60℃加热 5min 37794100

浸泡 30分钟 54835300 震荡 30min 55867100
浸泡 20min 57144500 震荡 20min 57724300
浸泡 10min 59523900 震荡 10min 54762500
浸泡 5min 58056300 震荡 5min 54184600

4.6 结论

通过对样品提取时间，提取方式，提取液的 pH，探针浓度进行探索研究，

最终确定样品测定条件为：样品粉碎过 3号筛，使用 Tris缓冲液（pH=8.8）提

取，60℃孵育 5 min，摇匀，用微孔滤膜过滤，即得。取滤液 1 mL，加入 1 mL

探针液，60 ℃ 孵育 10 min，迅速冷却至室温，测定。

5 样品测定

5.1 溶液制备

对照品溶液的制备：精密称取亚硫酸钠对照品 10 mg，置 100 mL量瓶中，

加 Tris缓冲液（1M，pH7.5）溶解，并稀释至刻度，摇匀，制成每 1 mL含亚硫

酸钠 0.1 mg的对照品贮备溶液。

供试品溶液的制备 取样品 0.4 g，精密称定，加 Tris缓冲液 10 mL，60℃孵

育 5 min，摇匀，用微孔滤膜过滤，即得。取滤液 1 mL，加入 1 mL探针液，60 ℃

孵育 10 min，迅速冷却至室温，测定。

5.2 荧光分光光度法测定

按荧光分光光度法（中国药典四部通则）测定，测定其 710 nm处的荧光值

变化（激发波长：680 nm，发射波长：710 nm）。从标准曲线上读出供试品溶液

中含亚硫酸根的浓度，计算样品中亚硫酸根含量，测得结果乘以 0.5079，即为二

氧化硫含量。

5.3方法学考察

5.3.1 线性关系考察

分别精密量取对照品贮备溶液 0.2 mL、0.4 mL、0.8 mL、1.0 mL、2.0 mL、

2.5mL，置 50 mL量瓶中，用 Tris缓冲液定容至刻度，精密量取对照品溶液 1 mL，
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加入 1 mL探针液，最终浓度为 1 mL含亚硫酸钠 2μg、4 μg、8 μg、10 μg、20 μg、

25 μg的对照品溶液。60 ℃孵育 10 min，迅速冷却至室温，按“5.2”项下条件测定。

以荧光值变化（或吸光度）为纵坐标，浓度为横坐标，绘制标准曲线。结果见图

16。

图 16 标准曲线线性关系图

5.3.2 精密度试验

取天花粉样品 1的供试品溶液，精密量取 1.0 mL，加入 1 mL探针液。60 ℃

孵育 10 min，迅速冷却至室温，按“3.2”项下条件连续测定 6次，天花粉样品的

荧光强度 RSD 为 0.22%，表明仪器精密度良好。

5.3.3稳定性试验

取天花粉样品 1的供试品溶液，精密量取 1.0 mL，加入 1 mL探针液。60 ℃

孵育 10 min，迅速冷却至室温，分别于 0、0.5、1、1.5、2 h，按“5.2”项下条件

测定，天花粉荧光强度 RSD 为 1.88%，表明供试品溶液 2h内稳定性良好。

5.3.4 加样回收率试验

取已知二氧化硫含量的天花粉样品 1（样品二氧化硫含量为 1555 mg•kg-1）6

份，每份约 0.2g，精密称定，置 10 mL离心管中，加 Tris缓冲液 9.016 mL，加

入二氧化硫标准溶液 84μL，60℃孵育 5 min，摇匀，用微孔滤膜过滤，即得。取

滤液 1 mL，加入 1 mL探针液，60 ℃孵育 10 min，迅速冷却至室温，按“5.2”项
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下条件测定，计算天花粉样品中二氧化硫含量，其平均回收率为 68.6%，RSD为

RSD 为 2.66%，表明该方法回收率较差。该方法需进一步优化。

5.4 结论

使用该方法发现样品提取不充分，需要对提取方法进一步优化。

6 提取方法优化

6.1 提取溶液浓度探索

以熏硫天花粉中 SO2含量为考察指标，对 0 .01%、0 .05%、0 .1%、0 .5%、

1%五种不同的 NaOH浓度进行选择。测得结果和药典滴定法比对，以百分比表

示。结果显示采用 0.1%NaOH浓度测得熏硫天花粉中 SO2的残留量最高，故选

择用 0.1% NaOH浓度的提取液提取熏硫药材中的 SO2，见图 17。

图 17 提取溶液浓度探索

6.2 提取方式探索

以熏硫天花粉中 SO2含量为考察指标，探索不同的提取方式（加热、浸泡、

超声、震荡）下的提取效率，结果显示采用室温浸泡时测得熏硫天花粉中 SO2

的残留量最高，故选择用室温浸泡的方式提取熏硫药材中的 SO2，见图 18。
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图 18 提取方式探索

6.3 提取时间探索

以熏硫天花粉中 SO2含量为考察指标，探索不同的提取时间（5min、10min、

20min、30min）下的提取效率，结果显示不同提取时间测得熏硫天花粉中 SO2

的残留量差异不大，故选择提取时间 5—10min提取熏硫药材中的 SO2，见图 19。

图 19 提取时间探索

6.4 料液比探索

以熏硫天花粉中 SO2含量为考察指标，对 1/25，1/50，1/75，1/100，1/125，

1/150，1/200七种不同的料液比进行探索，结果显示采用料液比为 1/75时测得熏

硫天花粉中 SO2的残留量最高，故选择料液比为 1/75提取熏硫药材中的 SO2，

见图 20。
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图 20 料液比探索

6.5 优化后的检测方法

将样品粉碎，过三号筛，精密称定 0.2 g，置于 50 mL 离心管中，精密加入

0.1%NaOH溶液 15 mL（料液比 1:75），称重，浸泡提取 10 min，经高速离心

（7000 g，10 min）处理后，取上清液 250 μL。加入 1.5 mL离心管中，接着加入

250 μL的 Tris缓冲液（1M， pH7.5）。加入 500 μL的探针溶液，60℃水浴 10 min，

迅速冷却至室温。测定其 710 nm处的荧光值变化（激发波长：680 nm，发射波

长：710 nm）。

7 方法学考察

7.1 线性关系考察

中药材基质液－标准曲线溶液配制 使用待测中药材的无硫样品作为基质配

制标准溶液，具体步骤如下：精密称定 0.2 g，置于 50 mL 离心管中，精密加入

0.1%NaOH溶液 15 mL（料液比 1:75），称重，浸泡提取 10 min，经高速离心（7000

g，10 min）处理后，将上清液和 Tris缓冲液（1M， pH7.5）1:1混合均匀作为

基质溶液。按照下表配制不同浓度的标准溶液。

表 5 标准曲线溶液配制

Na2SO3浓度（mg/L） 基质溶液（μL） Na2SO3标准溶液母液（μL） 荧光探针溶液（μL）

0 500 0 500
0.5 495 5 500
1 490 10 500
2 480 20 500
3 470 30 500
4 460 40 500
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5 450 50 500
7.5 425 75 500
10 400 100 500
12.5 375 125 500
15 350 150 500
20 300 200 500
25 250 250 500

按照表 5 配制标准曲线所需的标曲溶液。以荧光值变化（或吸光度）为纵

坐标，浓度为横坐标，绘制标准曲线。结果见图 21。

图 21 线性关系考察

7.2检出限

取标准曲线的最低检出浓度 0.5mg/L为检出浓度，在样品中的最低检出限为

19 mg/kg。

7.3 精密度试验

取熏硫天花粉供试品溶液，按“6.5”项下条件连续测定 6次，计算天花粉样

品中 SO2含量，RSD 为 0.14%，表明仪器精密度良好。结果见表 6。

表 6 精密度考察

样品 SO2含量（mg/kg） 平均值（mg/kg） RSD(%)

1 1668.53

1669.39 0.14

2 1669.91
3 1668.53
4 1671.24
5 1672.25
6 1665.88

7.4 重复性试验

取熏硫天花粉样品，精密称定 6份，按“6.5”项下条件测定，计算天花粉样
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品中 SO2含量，RSD 为 1.66%，表明该方法重复性良好。结果见表 7。

表 7 重复性考察

样品 SO2含量（mg/kg） 平均值（mg/kg） RSD(%)
1 1694.18

1705.73 1.66

2 1722.45
3 1719.94
4 1710.85
5 1654.19
6 1732.74

7.5 稳定性试验

取熏硫天花粉的供试品溶液，分别于 0、5min、10min、20min、30min、40min，

按“6.5”项下条件测定，计算天花粉样品中 SO2含量，RSD 为 1.17%，表明供试

品溶液 40min内稳定性良好。结果见表 8。

表 8 稳定性考察

时间（min） 0 5 10 20 30 40
SO2含量

(mg/kg)
1732.74 1714.85 1700.82 1696.60 1672.14 1668.16

7.6 加样回收率试验

用已建立的方法提取熏硫天花粉（SO2含量为 1705mg/kg），在提取液中加

入 SO2标准溶液，计算回收率，结果见表 9。

表 9 回收率实验

样品 回收率（%） RSD(%)

1-1 99.92
1.421-2 102.34

1-3 99.86
2-1 107.39

1.232-2 105.69
2-3 105.01
3-1 98.40

1.703-2 101.80
3-3 99.89

8 最终确定检测方法

8.1 亚硫酸钠对照品溶液的制备

精密称取亚硫酸钠对照品 10 mg，置 100 mL量瓶中，加 Tris缓冲液（1M，
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pH7.5）溶解，并稀释至刻度，摇匀，制成每 1 mL含亚硫酸钠 0.1 mg的对照品

贮备溶液。

8.2 标准曲线的制备

使用待测中药材的无硫样品作为基质配制标准溶液，具体步骤如下：精密称

定 0.2 g，置于 50 mL 离心管中，精密加入 0.1%NaOH溶液 15 mL（料液比 1:75），

称重，浸泡提取 10 min，经高速离心（10 min）处理后，将上清液和 Tris缓冲液

（1M，pH7.5）1:1混合均匀作为基质溶液。按照下表配制不同浓度的标准溶液：

标准曲线溶液配制

Na2SO3浓度（mg/L） 基质溶液（μL） Na2SO3标准溶液母液（μL） 荧光探针溶液（μL）
1 490 10 500
2 480 20 500
5 450 50 500
10 400 100 500
15 350 150 500
20 300 200 500
25 250 250 500

8.3供试品溶液提取

样品粉碎，过三号筛，精密称定 0.2 g，置于 50 mL 离心管中，精密加入

0.1%NaOH 溶液 15 mL（料液比 1:75），称重，浸泡提取 10 min，经高速离心

（10 min）处理后，取上清液 250 μL。加入 1.5 mL离心管中，接着加入 250 μL

的 Tris缓冲液（1M， pH7.5）。加入 500 μL的探针溶液，60℃水浴 10 min，迅

速冷却至室温。

8.4 荧光分光光度法测定

按荧光分光光度法（四部通则 0405）测定，测定其 710 nm处的荧光值变化

（激发波长：680 nm，发射波长：710 nm）。从标准曲线上读出供试品溶液中含

亚硫酸根的浓度，计算样品中亚硫酸钠含量，测得结果乘以 0.5079，即为二氧化

硫含量。



24

第三章 样品二氧化硫含量测定

用已建立的方法测定天花粉及粉葛样品中的 SO2含量，见下表 10。

表 10 样品中二氧化硫样品含量

样品名称
二氧化硫含

量（mg/kg）
荧光 SO2含

量（mg/kg）
RAD
%

样品名

称

二氧化硫

含量

（mg/kg）

荧光 SO2含

量（mg/kg）
RAD%

天花粉 1 1555 1354 6.91 粉葛 1 1831 1766 1.81

天花粉 2 3296 2896 6.46 粉葛 2 3893 3735 2.07

天花粉 3 2105 1911 4.83 粉葛 3 2285 2094 4.36

天花粉 4 4937 4332 6.53 粉葛 4 1756 1875 3.28

天花粉 5 3283 3022 4.14 粉葛 5 2182 2125 1.32

天花粉 6 未检出 未检出 / 粉葛 6 未检出 未检出 /
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第四章 结论

合成的新型探针对水溶液中的 SO32−有特异性响应，包括其抗干扰能力强，

检测二氧化硫专属性高，操作简便、时间短等优点。应用荧光探针用于检测中药

中二氧化硫残留量，发现具有较好的响应，可以用于中药材粉葛及天花粉中二氧

化硫的检测。目前检测样品发现天花粉及粉葛提取率在 85%以上，与药典方法比

较其相对平均偏差在 10%以下。
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