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基于 UHPLC 特征图谱结合化学计量学及游离氨基酸含量测定的阿胶质量
评价研究  
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摘  要：目的  建立阿胶 UHPLC 特征图谱及游离氨基酸含量测定方法，并结合指纹图谱相似度评价、化学计量学对不同批

次的阿胶进行质量评价。方法  采用 Waters BEH C18（100 mm×2.1 mm，1.7 µm）柱，以 0.1%甲酸水（A）-乙腈（B）为流

动相，梯度洗脱，体积流量为 0.3 mL/min，检测波长 254 nm，柱温 40 ℃，进样量 2 μL。对 14 批阿胶进行特征图谱建立，

确定共有峰并进行相似度评价；基于特征图谱共有峰面积测定结果，结合化学计量学手段对 14 批阿胶进行质量评价；并对

甘氨酸（Gly）、L-脯氨酸（Pro）、L-丙氨酸（Ala）、L-甲硫氨酸（Met）、L-缬氨酸（Val）、L-亮氨酸（Leu）、L-苯丙氨酸（Phe）

进行含量测定。结果  指纹图谱相似度评价结果表明，14 批阿胶样品的相似度均≥0.927，说明各批次之间相似度良好，质

量较稳定，共标定了 9 个共有峰，并指认了 Gly、Pro、Ala、Met、Val、Leu、Phe 7 个共有峰；化学计量学结果将 14 批阿胶

划分为 3 类并筛选出导致不同批次间差异的差异性标志物为 Met、Leu 和 Gly；Gly、Pro、Ala、Met、Val、Leu、Phe 7 个成

分的质量分数分别在 319.8～1 227.27 µg/g、100.85～352.44 µg/g、113.92～531.06 µg/g、50.57～182.8 µg/g、47.5～116.53 µg/g、

48.64～182.37 µg/g、45.65～124.69 µg/g。结论  建立的方法快捷，准确可靠，可为阿胶质量控制进一步提升提供实验参考。 
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Abstract: Objective  A method was developed to establish a UHPLC characteristic spectrum and determine the free amino acid 

content of Ejiao (Colla Corii Asini). The quality of different batches of Colla Corii Asini was assessed by combining fingerprint 

spectrum similarity evaluation and chemometrics. Methods  UHPLC was launched on a Waters BEH C18 (100 mm × 2.1 mm, 1.7 µm) 
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column by gradient elution with a mobile phase of 0.1% formic acid water (A) and acetonitrile (B) at a flow rate of 0.3 mL/min, 

detection wavelength of 254 nm, column temperature of 40 ℃, and an injection volume of 2 μL. The characteristic spectrum of 14 

batches of Colla Corii Asini was established, common peak was identified and a similarity evaluation was carried out. Based on the 

determination results of the common peak area in the characteristic spectra, the quality of 14 batches of Colla Corii Asini was evaluated 

by combining chemometrics methods. The levels of glycine (Gly), L-proline (Pro), L-alanine (Ala), L-methionine (Met), L-valine (Val), 

L-leucine (Leu), and L-phenylalanine (Phe) were quantified. Results  The results of the fingerprint similarity evaluation showed that 

the similarity of 14 batches of Colla Corii Asini samples was ≥ 0.927, indicating a good similarity and stable quality. A total of nine 

common peaks were calibrated and seven common peaks were identified, namely Gly, Pro, Ala, Met, Val, Leu and Phe. The 

chemometrics analysis classified 14 batches of Asini Corii Colla into three categories, identifying the differential markers that caused 

differences between different batches as Met, Leu and Gly. The mass concentrations of the seven components, Gly, Pro, Ala, Met, Val, 

Leu and Phe, range from 319.8—1227.27 µg/g, 100.85—352.44 µg/g, 113.92—531.06 µg/g, 50.57—182.8 µg/g, 47.5—116.53 µg/g, 

48.64—182.37 µg/g, 45.65—124.69 µg/g. Conclusion  The method established in this study is fast, accurate and reliable, which can 

provide an experimental reference for further research on improving the quality standards of Colla Corii Asini. 

Key words: Colla Corii Asini; UHPLC; fingerprint; content determination; chemometrics; quality evaluation 

阿胶为马科动物驴 Equus asinus L.的干燥皮

或鲜皮经煎煮、浓缩制成的固体胶，最早记载于

《神农本草经》，被誉为“补血圣药”，其最主要

的化学成分为氨基酸、多肽和蛋白质[1-2]。阿胶具

有补血、滋阴、润燥、止血的功效，已有 2 000 多

年的使用历史[3]。现代药理学研究表明，阿胶具有

强化免疫力、抗休克、抗衰老、调节缺铁性贫血

等药理作用，已被广泛应用于临床；同时有研究

表明阿胶的补血作用主要是由其所含的蛋白质、

氨基酸和人体必需的微量元素共同协调完成[4-6]。

氨基酸作为阿胶的主要成分，其含量已成为影响

阿胶药材质量的关键物质[7-9]。目前关于阿胶中氨

基酸含量测定的研究，大多为测定其水解后的氨

基酸[10]，而阿胶中游离氨基酸却很少被关注。游

离氨基酸具有调节人体氮平衡，增强免疫力和健

体补虚的功效[11-12]，它不需经胃肠道水解，可直

接被人体吸收，是身体补充营养的良好来源 [13]。

因此，对阿胶中游离氨基酸含量进行测定可为其

质量控制提供新的思路。中药特征图谱是基于中

药整体性控制的思路，采用色谱技术对中药含有

的化学成分进行系统、全面、专属的表征，可作

为控制同一产品不同批次之间质量均一性的有效

工具，已被广泛应用于中药材鉴别和质量评价[14-16]。

现如今针对多成分的含量测定已成为中药质量控

制的关键，利用特征图谱，同时结合化学计量学

等手段进行系统分析，可达到有效、客观、全面

评价药材质量的目的[17-18]。本研究以不同批次的

阿胶为研究对象，利用特征图谱结合化学计量学

筛选导致不同批次阿胶质量产生差异的成分，并

进行定量分析，旨在为阿胶建立更系统、全面、

易于推广应用的质量标准提供借鉴与参考。 

1  材料 

1.1  仪器 

Agilent 1290 型超高效液相色谱系统（美国安

捷伦科技有限公司，DAD 检测器）；WP-UP-Ⅳ-20

型超纯水机（四川沃特尔科技发展有限公司）；

EL204 电子天平（梅特勒-托利多仪器有限公司）；

KQ-500DE 型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器

有限公司）；Allegra 30R Centrifuge 低温高速离心机

（美国 Beckman Coulter 公司）。 

1.2  药材与试剂 

14 批阿胶均购自不同的企业，经贵州医科大学

药学院生药学教研室刘春花副教授鉴定为动物驴

E. asinus L.的干燥皮或鲜皮经煎煮、浓缩制成的固

体胶（（批号分别为 20220208、20100602、2109013、

220204、220302、21120429、220303、21120302、

21082001 、 21092803 、 202111110 、 22010501 、

21052001、20220114，依次编号为 S1～S14，其中

S1～S7 产地为山东，S8～S10 产地为河南，S11 产

地为河北，S12～S13产地为湖南，S14产地为安徽）；

对照品甘氨酸（Gly）、L-脯氨酸（Pro）、L-丙氨酸

（Ala）、L-甲硫氨酸（（Met）、L-缬氨酸（（Val）、L-亮

氨酸（Leu）和 L-苯丙氨酸（Phe）（批号依次为

AF20102451 、 AF20080255 、 AF20071851 、

AF21032151 、 AF20050253 、 AF20080253 、

AF20080254）均购自成都埃法生物科技有限公司，

上述对照品质量分数均≥98%；其他试剂均为分析

纯，实验用水为纯化水。 
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2  方法 

2.1  对照品溶液制备 

分别精密称取 Gly、Pro、Ala、Met、Val、Leu

和 Phe 对照品适量，加水溶液溶解制成质量浓度分

别为 1.033、1.033、1.043、1.077、1.013、1.080、

1.177 mg/mL 的对照品储备液，于 4 ℃冰箱保存备

用。精密吸取 Gly、Pro、Ala、Met、Val、Leu 和 Phe 

7 种对照品适量，加 50%乙腈溶液稀释成混合对照

品溶液；再精密吸取该混合溶液 500 μL 于 2 mL 离

心管中，加入三乙胺乙腈溶液和异硫氰酸苯酯乙腈

溶液各 250 μL，摇匀，静置衍生 30 min；加入正己

烷 1 mL，充分振摇萃取，吸出上层溶液，弃去；重

复萃取 2 次。下层溶液经 0.22 μm 滤膜过滤，即得。 

2.2  供试品溶液制备 

取阿胶粗粉约 0.20 g，精密称定，置于 5 mL 离

心管中，精密加入 3 mL 水，称定质量，冷处静置

过夜，室温超声处理（功率 250 W、频率 40 kHz）

提取 3 次，每次 40 min，称定质量，加水补足减失

质量，取该溶液 1.2 mL，加乙腈 2.4 mL，摇匀，冷

藏过夜，14 000 r/min 离心 10 min，取上清液 3 mL，

60 ℃挥干，残渣加 500 µL 50%乙腈溶解，自（“2.1”

项下（“加入三乙胺乙腈溶液和异硫氰酸苯酯乙腈溶

液各 250 μL”起操作制成供试品溶液。 

2.3  空白溶液制备 

除不加阿胶外，其余按照（“2.2”项下供试品溶

液的制备方法，制成空白溶液。 

2.4  色谱条件 

色谱柱为 Waters BEH C18（100 mm×2.1 mm，

1.7 µm）柱；流动相为 0.1%甲酸水（（A）-乙腈（（B），

梯度洗脱（（0～2 min，5%～10% B；2～15 min，10%～

24% B；15～16 min，24%～29% B；16～17 min，

29%～34% B；17～23 min，34%～40% B；23～25 

min，40%～50% B）；体积流量 0.3 mL/min，柱温

40 ℃，检测波长 254 nm，进样量 2 μL。 

2.5  特征图谱研究 

2.5.1  精密度试验  取编号为 S3 的阿胶，采用

“2.2”项下方法制得供试品溶液，按“2.4”项下色

谱条件连续进样 6 次，记录色谱峰峰面积。以 4 号

色谱峰 Ala（分离度良好，峰面积较大且为所有批

次共有）为参照峰，各共有峰的相对峰面积 RSD 均

小于 1.00%，相对保留时间 RSD 均小于 0.40%，表

明仪器精密度良好。 

2.5.2  重复性试验  取的阿胶（S3）6 份，采用“2.2”

项下方法制得供试品溶液，按“2.4”项下色谱条件

分别进样，记录峰面积。以 Ala 为参照峰，各共有

峰的相对峰面积 RSD 均小于 2.54%，相对保留时间

RSD 均小于 0.09%，表明方法重复性良好。 

2.5.3  稳定性试验  取编号为 S3 的阿胶样品，采

用“2.2”项下方法制得供试品溶液，按“2.4”项下

色谱条件，分别在 0、2、4、8、12、24 h 进样，记

录峰面积。以 Ala 为参照峰，各共有峰的相对峰面

积 RSD 均小于 3.87%，相对保留时间 RSD 均小于

1.06%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.5.4  特征图谱的生成与相似度评价  取 14 批阿

胶（S1～S14）样品，按“2.2”项下方法制备供试

品溶液，按“2.4”项下色谱条件分别进 UHPLC 分

析。相关色谱数据以 AIA 格式导入《中药指纹图谱

相似度评价系统》（2012 版）分析，以 S1 号样品的

色谱图为参照图谱，采用平均数法，设定时间窗宽

度为 0.1 min，对 14 批制剂进行多点校正后自动峰

匹配，生成 14 批阿胶样品指纹图谱及对照指纹图

谱（R），结果见图 1，共标定了 9 个共有峰，其中

4 号色谱峰 Ala 保留时间适中、分离度良好，峰面

积较大，作为参照峰（S）。计算各批次间 9 个共有

峰的相对保留时间和相对峰面积（表 1、2）。结果

显示，各批次间各共有峰的相对保留时间的 RSD 为

0.05%～0.92%，相对峰面积的 RSD 为 10.77%～

42.22%，表明各批次间各共有峰保留时间较稳定，

但化学成分含量存在差异。 

2.5.5  共有峰的指认  按“2.4”项下色谱条件分别测

定供试品溶液和混合对照品溶液，结果见图 2。通过

各峰的保留时间及化学成分的紫外光谱图对比，共指

认了 7 个成分，分别为 2（Gly）、3（Pro）、4（Ala）、

5（Met）、6（Val）、7（Leu）、9（Phe）号峰。 

2.5.6  指纹图谱相似度评价  采用《中药指纹图谱

相似度评价系统》（2012 版）对 14 批阿胶的特征图

谱进行相似度计算，见表 1。14 批样品的相似度均

在 0.927 以上，说明该产品各批次之间相似度良好，

质量较稳定。 

2.6  化学计量学分析 

2.6.1  层次聚类分析（（hierarchical clustering analysis，

HCA）  为了考察不同厂家阿胶中游离氨基酸类成

分的含量差异，采用 SPSS 26.0 软件，以 14 批阿胶

的 9 个共有峰的峰面积为变量，采用 Ward 法，以

平方欧氏距离作为度量标准进行聚类分析，探讨不

同批次阿胶数据的一致性，结果见图 3。当距离刻 
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图 1  14 批阿胶的 UHPLC 指纹图谱 (A) 及其对照指纹图谱 (B) 

Fig. 1  UHPLC fingerprint (A) and referential fingerprint (B) of 14 batches of Colla Corii Asini 

表 1  14 批次阿胶指纹图谱共有峰相对保留时间 

Table 1  Relative retention time of common peaks in fingerprints of 14 batches of Colla Corii Asini 

编号 
相对保留时间 

1 2 3   4（S） 5 6 7 8 9 

S1 0.433 0.643 0.954 1.000 1.757 1.786 1.971 1.991 2.031 

S2 0.432 0.642 0.953 1.000 1.756 1.785 1.970 1.991 2.031 

S3 0.432 0.642 0.953 1.000 1.758 1.787 1.972 1.993 2.032 

S4 0.439 0.644 0.952 1.000 1.784 1.815 2.003 2.024 2.066 

S5 0.433 0.643 0.953 1.000 1.758 1.787 1.972 1.992 2.032 

S6 0.432 0.641 0.953 1.000 1.712 1.755 1.969 1.989 2.029 

S7 0.433 0.643 0.953 1.000 1.756 1.785 1.970 1.991 2.031 

S8 0.433 0.643 0.953 1.000 1.758 1.788 1.973 1.994 2.033 

S9 0.432 0.641 0.953 1.000 1.756 1.785 1.969 1.990 2.030 

 S10 0.438 0.650 0.953 1.000 1.780 1.811 1.999 2.023 2.063 

 S11 0.434 0.645 0.954 1.000 1.765 1.795 1.980 2.001 2.041 

 S12 0.433 0.642 0.953 1.000 1.761 1.791 1.976 1.997 2.037 

 S13 0.433 0.643 0.953 1.000 1.754 1.783 1.968 1.988 2.028 

 S14 0.433 0.643 0.954 1.000 1.760 1.789 1.975 1.995 2.035 

   平均值 0.434 0.643 0.953 1.000 1.758 1.789 1.976 1.997 2.037 

   RSD% 0.53 0.35 0.05 0.00 0.92 0.77 0.56 0.59 0.59 

表 2  14 批次阿胶指纹图谱共有峰相对峰面积 

Table 2  Relative peak areas of common peaks in fingerprints of 14 batches of Colla Corii Asini 

编号 
相对峰面积 

1 2 3 4（S） 5 6 7 8 9 

S1  3.158 2.791 0.617 1.000 0.142 0.183 0.198 0.084 0.096 

S2  5.831 3.217 0.539 1.000 0.135 0.222 0.200 0.117 0.120 

S3  5.682 3.908 0.684 1.000 0.263 0.352 0.321 0.179 0.223 

S4  1.994 3.629 0.594 1.000 0.156 0.220 0.207 0.105 0.084 

S5  4.465 3.423 0.521 1.000 0.150 0.209 0.201 0.117 0.110 

S6  3.436 3.268 0.514 1.000 0.095 0.193 0.194 0.079 0.097 

S7  4.029 2.970 0.452 1.000 0.105 0.163 0.181 0.088 0.100 

S8  5.119 3.391 0.577 1.000 0.157 0.178 0.267 0.116 0.135 

S9  4.275 3.298 0.568 1.000 0.221 0.185 0.257 0.117 0.125 

 S10 10.708 3.674 0.648 1.000 0.315 0.328 0.478 0.191 0.249 

 S11  4.213 3.176 0.523 1.000 0.226 0.179 0.291 0.130 0.139 

 S12  3.539 3.694 0.533 1.000 0.072 0.174 0.158 0.091 0.118 

 S13  5.920 4.257 0.598 1.000 0.177 0.253 0.180 0.109 0.125 

 S14  4.865 3.220 0.529 1.000 0.156 0.169 0.260 0.129 0.130 

   平均值  4.802 3.423 0.564 1.000 0.169 0.215 0.242 0.118 0.132 

    RSD/%  42.22 11.17 10.77 0.000 39.40 27.25 34.10 27.71 35.62 

0            5         10          15        20          25  
t/min 

0            5         10          15        20          25  
t/min 
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2-Gly；3-Pro；4-Ala；5-Met；6-Val；7-Leu；9-Phe. 

图 2  阿胶溶液 (A)、混合对照品溶液 (B) 和空白溶液 

(C) 的 UHPLC 图 

Fig. 2  UHPLC of Colla Corii Asini solution (A), mixed 

reference solution (B) and blank solution (C) 

度为 10 时，整体上所有批次的阿胶被分为 2 类，

S12、S13 聚为一类，其他所有批次阿胶聚为 2 类，

所有湖南阿胶样品被聚为一类，表明湖南产的阿胶

差异较小，质量较为稳定；当距离刻度为 5 时，

14 批阿胶被分为 3 类：S3～S7、S9、S10、S11 为

第 1 类，产地为 5 批山东、2 批河南、1 批河北；

S1、S2、S8、S14 为第 2 类，产地为 2 批山东、1 批

河南、1 批安徽；S12、S13 为第 3 类，产地为 2 批

湖南。由 HCA 结果可知，山东、湖南产地的阿胶大

致按产地聚为一类，说明阿胶中游离氨基酸的含量

可能与产地有一定的关系，其中 5 批山东，2 批河

南的样品聚为一大类，表明这 2 个产地阿胶差异较

小；此外，阿胶产地整体地理位置上呈现出从中国

南部到北部的聚类趋势，说明阿胶中游离氨基酸的

含量还可能存在一定的南北差异。 

2.6.2  主成分分析（principal component analysis，

PCA）  PCA 是以降维为核心的思想，在尽可能保

持原有数据信息前提下的一种数据分析方法[19]，可

将存在一定相关性的多个指标转变为少数具有代表

性的综合指标，提取出主要成分特征。将 14 批阿胶

的 9 个共有峰的峰面积作为变量，导入 SIMCA14.1

软件进行 PCA 建模分析，采用自标度化法（UV）

缩放，提取 2 个主成分，结果如图 4 所示，得到模

型解释率参数 R2
X＝0.892，预测能力参数 Q2＝0.715，  

表 3  14 批阿胶相似度评价结果 

Table 3  Similarity evaluation results of 14 batches of Colla Corii Asini 

编号 
相似度 

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 R 

S1 1.000 0.975 0.992 0.992 0.984 0.998 0.992 0.997 0.998 0.984 0.989 0.994 0.990 0.994 0.997 

S2 0.975 1.000 0.992 0.993 0.927 0.982 0.994 0.966 0.986 0.999 0.932 0.980 0.996 0.993 0.987 

S3 0.992 0.992 1.000 0.999 0.964 0.997 0.999 0.989 0.997 0.997 0.967 0.997 0.999 0.999 0.998 

S4 0.992 0.993 0.999 1.000 0.960 0.996 0.999 0.987 0.998 0.997 0.966 0.993 0.999 0.999 0.998 

S5 0.984 0.927 0.964 0.960 1.000 0.980 0.961 0.992 0.974 0.945 0.995 0.981 0.956 0.964 0.975 

S6 0.998 0.982 0.997 0.996 0.980 1.000 0.997 0.996 0.999 0.990 0.982 0.997 0.995 0.997 1.000 

S7 0.992 0.994 0.999 0.999 0.961 0.997 1.000 0.987 0.998 0.998 0.964 0.994 1.000 1.000 0.998 

S8 0.997 0.966 0.989 0.987 0.992 0.996 0.987 1.000 0.993 0.978 0.990 0.997 0.984 0.989 0.995 

S9 0.998 0.986 0.997 0.998 0.974 0.999 0.998 0.993 1.000 0.992 0.979 0.995 0.996 0.998 0.999 

 S10 0.984 0.999 0.997 0.997 0.945 0.990 0.998 0.978 0.992 1.000 0.947 0.989 0.999 0.997 0.993 

 S11 0.989 0.932 0.967 0.966 0.995 0.982 0.964 0.990 0.979 0.947 1.000 0.978 0.959 0.967 0.978 

 S12 0.994 0.980 0.997 0.993 0.981 0.997 0.994 0.997 0.995 0.989 0.978 1.000 0.993 0.995 0.998 

 S13 0.990 0.996 0.999 0.999 0.956 0.995 1.000 0.984 0.996 0.999 0.959 0.993 1.000 0.999 0.997 

 S14 0.994 0.993 0.999 0.999 0.964 0.997 1.000 0.989 0.998 0.997 0.967 0.995 0.999 1.000 0.999 

R 0.997 0.987 0.998 0.998 0.975 1.000 0.998 0.995 0.999 0.993 0.978 0.998 0.997 0.999 1.000 
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图 3  不同产地阿胶聚类分析树状图 

Fig. 3  Dendrogram of hierarchical clustering analysis of 

14 batches of Colla Corii Asini from different origins 

 

图 4  14 批阿胶主成分分析得分图 

Fig. 4  PCA plot of 14 batches of Colla Corii Asini 

表明提取的主成分可解释 89.2%的原始变量，模型

的预测能力为 71.5%，2 个主成分的累积贡献率为

89.2%，14 批阿胶样品基本分为 3 类，S3～S7、S9、

S10、S11 为第Ⅰ类，S1、S2、S8、S14 为第Ⅱ类，S12、

S13 为第Ⅲ类，与 HCA 结果相互佐证，进一步说明

阿胶的质量与产地有一定的关系。 

2.6.3  正交偏最小二乘 -判别分析  (orthogonal 

partial least squares-discriminant analysis，OPLS-

DA)  为更好地寻找到不同批次间阿胶的质量差异

标志物，采用有监督的 OPLS-DA 进行建模分析。

将 14 批样品的 9 个共有峰的峰面积导入

SIMCA14.1，进行 OPLS-DA，在该模型下矩阵结实

率 R2
X＝0.937、模型区分参数 R2

Y＝0.775、模型主

成分回归系数 Q2＝0.596，超过 0.5，表明该模型具

有比较好的预测能力[20]。结果如图 5 所示，14 批阿

胶样品共被分为 3 类，与 HCA 和 PCA 结果一致。 

 

图 5  14 份阿胶 OPLS-DA 得分图 

Fig. 5  OPLS-DA score plot for 14 batches of Colla Corii 

Asini 

为避免所建立的 OPLS-DA 模型出现过拟合而影响

结果的准确性，进一步进行 200 次置换检验模型进

行内部验证（图 6），右上角 R2和 Q2的纵坐标的值

高于最左边的 R2 和 Q2，斜率为正值，且 Q2 点的蓝

色回归线与 Y 轴交点小于 0，说明模型是有效的，

不存在过度拟合，认为该结果可用于不同批次间阿

胶质量差异标志物的筛选。OPLS-DA 模型中的 VIP

值可用于筛选出对上述样本分类贡献较大的成分，

以 VIP＞1 为有意义变量进行筛选[21]，如图 7 所示，

筛选出 5（Met）、7（Leu）和 2（Gly）号峰可能是

导致样品之间产生差异的主要原因，提示这些成分

可作为区分不同厂家阿胶的潜在指标成分。 

2.7  种游离氨基酸含量测定 

2.7.1  线性关系考察  精密吸取适量“2.1”项下的

Gly 等成分的对照溶液，用水稀释成不同质量浓度

梯度的混合对照溶液，按照“2.4”项下色谱条件，

进样分析，以不同化合物的峰面积为纵坐标（Y），

质量浓度为横坐标（X）制备标准曲线，见表 4。结 

 

图 6  OPLS-DA 模型的 200 次置换检验 

Fig. 6  200 permutation tests for OPLS-DA model 

S6 

S7 

S9 

S10 

S4 

S5 

S3 

S11 

S2 

S8 

S1 

S14 

S12 

S13 

平方欧式距离 

0      5       10     15     20      25 

−8    −6   −4    −2     0     2     4      6 

R2
X[1]＝0.791  R2

X[2]＝0.101  Ellipse:Hotelling’s T2 (95%) 
 

2 

1 

0 

−1 

−2 

−3 

t[
2

]  

S11 
 

S3 
 

S10 
 

S5 
 

S4 
 S6 

 

S9 
 

S12 
 

S13 
 

S7 
 
S8 
 

S2 
 

S1 
 

S14 
 

1 

2 

3 
 

−8    −6   −4    −2     0     2     4      6 

R2
X[1]＝0.791  R2

X[2]＝0.101  Ellipse:Hotelling’s T2 (95%) 
 

2 

1 

0 

−1 

−2 

−3 

t[
2

]  

S12 
 

S2 
 

S14 
 

1 

2 

3 
 

S13 
 

S1 
 

S6 
 S7 

 
S9 
 

S3 
 S10 
 

S11 
 

S5 
 S4 

 

−0.2    0      0.2    0.4    0.6     0.8    1.0 
200 permutations 2 components 

 

0.5 

0 

−0.5 

−1.0 

−1.5 

−2.0 

R2 

Q2 
 

R
2
/Q

2
 

  
  



·3674· 中草药 2025 年 5 月 第 56 卷 第 10 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 May Vol. 56 No. 10 

   

 

图 7  阿胶的 OPLS-DA 的 VIP 值图 

Fig. 7  VIP plot of OPLS-DA for Colla Corii Asini 

表 4  线性方程 

Table 4  Linear equations 

成分 线性方程 线性范围/(µg·mL−1) R2 

Gly Y＝34.7 X－78.555 12.003 5～300.086 5 1.000 0 

Pro Y＝19.967 X－21.538  7.995 4～199.885 5 1.000 0 

Ala Y＝24.677 X＋7.0428  7.989 4～199.734 5 0.999 6 

Met Y＝16.252 X－0.5121  4.006 4～100.161 0 0.999 9 

Val Y＝20.575 X－5.3678 3.201 1～80.027 0 0.999 9 

Leu Y＝19.907 X＋27.701 2.008 8～50.220 0 1.000 0 

Phe Y＝15.531 X－14.261 3.201 4～80.036 0 1.000 0 
 

果表明，Gly 等 7 种成分的线性关系良好。 

2.7.2  精密度试验  取一定浓度的对照品混合溶

液，按照“2.4”项下色谱条件，连续进样 6 次，分

别计算各成分峰面积的 RSD 值，Gly、Pro、Ala、

Met、Val、Leu 和 Phe 的 RSD 值分别为 0.16%、

0.17%、0.17%、0.24%、0.13%、0.18%、0.13%，表

明该仪器的精密度良好。 

2.7.3  重复性试验  将样品 S3 精密称取 6 份，采

用“2.2”项下方法制成供试品溶液后，按照“2.4”

项下色谱条件，进样分析。计算 Gly、Pro、Ala、

Met、Val、Leu 和 Phe 7 种成分的平均质量分数分别

为 580.62、177.21、199.62、78.58、89.39、69.19 和

80.69 µg/g，并计算 7 种成分质量分数的 RSD 值分

别为 1.55%、0.99%、1.37%、0.76%、2.98%、1.04%、

2.72%。 

2.7.4  稳定性试验  将样品 S3 按“2.2”项下方法

制成供试品溶液后，按照“2.4”项下色谱条件，于

0、2、4、8、12、24 h 进样，计算各指标性成分峰

面积的 RSD 值，Gly、Pro、Ala、Met、Val、Leu 和

Phe 的 RSD 值分别为 1.23%、1.77%、0.76%、0.97%、

0.77%、2.36%、2.85%，表明供试品溶液于 24 h 内

稳定性良好，能用于含量测定。 

2.7.5  加样回收率试验  将样品 S3 精密称取 6 份，

每份约 0.2 g，加入特定浓度的对照品混合溶液，采

用“2.2”项下方法制成供试品溶液，按“2.4”项下

色谱条件进行测定，计算得到各成分的加样回收率

并计算其 RSD，Gly、Pro、Ala、Met、Val、Leu 和

Phe 的加样回收率分别为 103.51%、96.65%、

95.99%、105.78%、101.57%、99.56%、102.92%；

RSD 值分别为 0.78%、0.24%、1.98%、1.63%、1.63%、

0.87%、2.1%，表明该方法可用于测定阿胶中 Gly 等

7 种成分的含量。 

2.7.6  样品含量测定  精密称取 14 批不同厂家

（S1～S14）的阿胶粉末约 0.20 g，按“2.2”项方法

制成供试品溶液，用“2.4”项下色谱条件分析，分

别将峰面积代入标准曲线来计算 Gly、Pro、Ala、

Met、Val、Leu 和 Phe 的含量，见表 5。 

表 5  不同厂家阿胶中 7 种游离氨基酸的含量 

Table 5  Contents of seven free amino acids in Asini Corii Collafrom various manufacturers 

编号 
质量分数/(µg·g−1) 

Gly Pro Ala Met Val Leu Phe 

S1  822.25 317.61 403.67  87.84  90.99  89.34  68.76 

S2  810.58 238.97 344.92  71.62  94.52  75.93  72.72 

S3  560.88 173.47 193.66  78.52  84.51  67.70  76.22 

S4  765.92 221.15 288.07  68.88  78.47  64.08  45.65 

S5  593.17 160.37 234.60  54.14  61.18  48.64  48.25 

S6  831.98 230.81 348.55  50.78  82.94  74.10  61.05 

S7  776.96 208.89 357.80  57.83  72.18  70.54  63.96 

S8  929.46 230.59 299.45  81.09  93.30  56.90  66.67 

S9  740.63 221.84 298.10  71.70  66.04  88.95  71.33 

 S10  718.10 217.83 296.92 100.76  68.10  85.14  66.09 

 S11  319.80 100.85 113.92  55.70  47.50  58.44  52.71 

 S12 1 078.83 311.39 461.82 109.96  96.00 139.21 102.39 

 S13 1 220.88 352.44 531.06 182.80 116.53 182.37 124.69 

 S14 1 227.27 311.56 458.71  50.57  98.10  80.24  92.97 

5    7    2    8    6    1    9    4    3 
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3  讨论 

3.1  色谱条件的考察 

《中国药典》2020 年版关于阿胶中氨基酸含量

测定的方法为测定其水解后的氨基酸，与本研究所

测定的氨基酸种类、含量以及数量都有所不同，故

本研究分别对流动相（乙腈-0.1%磷酸溶液、乙腈-

0.1%甲酸溶液）、波长（（190～400 nm）、进样量（（1、

2、5 μL）和色谱柱[Waters BEH C18（100 mm×2.1 

mm，1.7 µm）柱、ACQUITY UPLC HSS T3（100 

mm×2.1 mm，1.8 µm）柱]进行了考察，根据色谱

图中的色谱峰信息、色谱峰响应值、干扰和基线确

定最佳色谱条件，结果显示流动相为乙腈-0.1%甲酸

溶液，波长为 254 nm，进样量为 2 μL，色谱柱为

Waters BEH C18（100 mm×2.1 mm，1.7 µm）柱时

所得的色谱图中色谱峰信息较多，色谱峰响应值较

高，干扰较少且基线平稳，再根据分离度以及峰形

对流动相梯度进行优化，从而确定色谱条件。最终

方法没有用到缓冲盐，流动相的组成更加简单，虽

有别于《中国药典》，但是经过系统的方法学的验

证，证明方法可行，可用于特征图谱研究以及游离

氨基酸含量测定。 

3.2  供试品处理方法考察 

本研究未加酸、碱等溶液对样品进行水解，而

是直接测定游离氨基酸的含量，更加简便快捷；同

时，由于氨基酸无紫外吸收，故样品须进行衍生化

处理，而且衍生化反应要充分，才能将氨基酸检测

完全，本研究采用异硫氰酸苯酯为衍生化试剂，对

各组分峰的测定无干扰，生成的衍生物也十分稳

定。此外，前期使用超声提取后直接进样分析，发

现在色谱图中，保留时间靠后的部分均有紫外吸

收，最后呈现一段较长的（“基线漂移”谱图，可能

由阿胶中所含蛋白质多糖等成分所致，因此考虑用

“醇沉法”去除这些干扰性成分，考虑到流动相为

乙腈和水，因此用乙腈代替乙醇进行醇沉。 

3.3  特征图谱建立及多指标含量测定 

特征图谱展示了中药复方的整体性与动态性，可

准确地揭示中药成分的特征性、溯源性及可测性[22]，

建立中药专属的特征图谱可有效促进药材的质量控

制。由于中药成分的复杂性，现针对多成分的含量

测定已成为中药质量控制的有效手段。目前已报道

关于阿胶含量测定和指纹图谱的研究大多为水解

氨基酸，如付英杰等[23]应用 HPLC 建立阿胶多种酶

解物的指纹图谱，为后续进行的酶解物-HPLC 法对

阿胶特征峰及规律研究提供参考。李婉斯等[24]应用

HPLC 测定分析阿胶加酸水解后的 17 种氨基酸类

成分的含量，并进行相似度分析和 HCA，为阿胶的

质量评价提供了实验参考。另外，陈萍红等[25]采用

反相高效液相色谱法同时测定阿胶加酸水解后 13 种

氨基酸的含量，可用于阿胶的质量控制。Xie 等[26]采

用 9-戊基氯甲酸甲酯衍生化法，采用高亚胶束液相

色谱梯度洗脱法，测定了阿胶中的氨基酸。目前对

阿胶中游离氨基酸测定的报道较少，大多测定的为

水解后的氨基酸，关于该方面的质量控制还亟待进

一步提升。本研究采用 UHPLC 建立了 14 批阿胶的

特征图谱，标定了 9 个共有峰，通过与对照品进行

比对，指认了 7 个色谱峰，分别为 Gly、Pro、Ala、

Met、Val、Leu 和 Phe，7 个成分均稳定出现在各个

批次中，达到定量要求，于是对该 7 个成分进一步

展开含量测定研究，为今后阿胶质量标准的补充完

善提供了有益的参考。综上，本研究使用 UHPLC 测

定 14 批阿胶中的 7 种游离氨基酸类成分的含量，

建立的方法快捷，准确可靠，可为进一步提升阿胶

的质量标准研究提供实验依据。 

3.4  多元统计分析 

根据阿胶特征图谱 9 个共有峰面积测定结果，

结合 HCA、PCA 和 OPLS-DA 3 种化学模式识别手

段进一步统计分析，寻找阿胶的质量差异标志物，

为阿胶质量评价提供更为全面的信息。HCA、PCA

和 OPLS-DA 的结果表明所有样品被分为 3 类，其

中山东、湖南产地的阿胶大致按产地聚为一类，说

明阿胶中氨基酸的含量可能与产地有一定的关系；

此外，阿胶产地整体地理位置上呈现出从中国南部

到北部的聚类趋势，说明阿胶中氨基酸的含量还可

能存在一定的南北差异。通过 OPLS-DA 筛选到 5

（Met）、2（（Gly）和 7（（Leu）号峰可能是导致样品

之间产生差异的主要原因，提示这 3 种成分可作为

区分不同批次阿胶质量的潜在指标，在阿胶质量评

估中需重点关注它们的质量变化。可能导致上述结

果的原因与不同厂家原料的来源和制备工艺有密

切关系。阿胶的原料来源和各个厂家的生产工艺可

能会影响其游离氨基酸的含量。因此，从游离氨基

酸的角度去区分不同产地的阿胶质量差异，能够为

保证阿胶的质量均一性和稳定性提供有益参考。在

今后的深入研究中，可收集更多批次的样本加以验

证，以便更好地控制阿胶的质量。综上，本研究通

过 UHPLC 检测阿胶中的游离氨基酸，结合化学计
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量学手段筛选到区分不同厂家的潜在质量差异标

志物，可为进一步提升阿胶的质量控制提供借鉴与

参考。 
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