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基于 UPLC-MS 对牛黄解毒片中胆酸类成分定量测定及化学模式识别研究  
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摘  要：目的  建立超高效液相色谱串联四级杆-静电轨道阱高分辨质谱技术（UPLC-Q Exactive-Orbitrap MS/MS）同时测定

牛黄解毒片（Niuhuang Jiedu Tablets，NJT）中牛磺胆酸、7-酮-3α,12-α-羟基胆烷酸、甘氨猪去氧胆酸、12-脱氢胆酸、甘氨胆

酸、3-酮-7α,12α-二羟基-5β-胆烷酸、牛磺鹅去氧胆酸、熊去氧胆酸、7-酮基胆石酸、猪胆酸、牛磺脱氧胆酸钠、12-酮脱氧胆

酸、猪去氧胆酸、胆酸、甘氨鹅脱氧胆酸、甘氨脱氧胆酸、牛磺石胆酸钠、甘氨石胆酸、鹅去氧胆酸、去氧胆酸、石胆酸 21

种胆酸类成分含量的方法，并对不同批次的 NJT 进行质量评价。方法  采用 Thermo Bremen Hypersil Gold 色谱柱（100 mm×

2.1 mm，1.9 µm），以含 0.1%甲酸水溶液-甲醇为流动相进行梯度洗脱，体积流量 0.2 mL/min，柱温为 40 ℃；质谱采用加热

型电喷雾离子源（HESI），在负离子平行反应监测模式下进行含量测定，采用 SIGMA 14.0 软件对定量结果进行化学计量学

分析。结果  21 种胆酸成分在线性范围内呈良好的线性关系（r2≥0.998 9），其精密度、重复性、稳定性 RSD 均小于 6.7%，

平均回收率为95.1%～102.5%（RSD≤4.5%），在正交偏最小二乘-判别分析（orthogonal partial least squares discriminant analysis，

OPLS-DA）与层次聚类分析（hierarchical cluster analysis，HCA）中，样品在 95%置信区间内被分为 3 类，变量重要性排序

值（variable importance in projection values，VIP）显示猪胆酸、牛磺胆酸、7-酮基胆石酸、甘氨胆酸、胆酸为样品间的主要

差异成分。结论  所建立方法具有高效、灵敏的特点，能够快速实现对 NJT 中 21 种胆酸类成分的含量测定，可为其质量控

制提供理论依据。 
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Abstract: Objective  To develop a ultra high performance liquid chromatography in tandem with quadrupole electrostatic orbital 

hydrazine high resolution mass spectrometry (UPLC-Q Exactive-OrbitrapMS/MS) method for the content determination of 21 cholic 

acids in Niuhuang Jiedu Tablets (牛黄解毒片, NJT), including taurocholic acid, 7-ketodeoxycholic acid, glycohyodeoxycholic acid, 

12-oxochenodeoxycholic acid, gycocholic acid, 3-oxocholic acid, taurochenodeoxycholic acid, ursodeoxycholic acid, 7-oxolithocholic 

acid, hyocholic acid, taurodeoxycholic acid sodium salt hydrate, 12-ketolithocholic acid, hyodeoxycholic acid, cholic acid, 

gycochenodeoxycholic acid, glycodesoxycholic acid, taurolithocholic acid sodium salt, glycolithocholic acid, ghenodeoxycholic acid, 

deoxycholic acid, lthocolic acid, and to evaluate the quality of NJT from different batches. Methods  The Thermo Bremen Hypersil 

Gold column (100 mm × 2.1 mm, 1.9 μm) was employed to gradient elution with mobile phase consisting of 0.1% formic acid solution-
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methanol at a flow rate of was 0.2 mL/min, and the column temperature was 40 oC. The mass spectrum monitoring was performed by 

heating electrospray ion source, and using parallel reaction monitoring in negative ion mode for quantitative analysis. SIGMA 14.0 

software was employed to perform the chemometrics analysis for the content determination results. Results  The calibration curves 

for 21 bile acids had good linearity in their linear range (r2 ≥ 0.9989), the RSDs of precision, repeatability, stability were all less than 

6.7%, the average recoveries were ranged from 95.1% to 102.5% (RSD ≤ 4.5%), in the orthogonal partial least squares discriminant 

analysis (OPLS-DA) and hierarchical cluster analysis (HCA), the samples were classified into three categories within 95% confidence 

interval. The variable importance in projection values (VIP) showed that, hyocholic acid, taurocholic acid, 7-oxolithocholic acid, 

glycocholic acid and cholic acid were the main differential components among the samples. Conclusion  The method developed in 

this study was efficient and sensitive, which can quickly achieve quantify 21 bile acids in NJT, and provides theoretical basis for the 

quality control of NJT. 

Key words: Niuhuang Jiedu Tablets; Chinese patent medicine; UPLC-Q Exactive-OrbitrapMS/MS; quality control; hyocholic acid; 

taurocholic acid; 7-OLCA; gycocholic acid; cholic acid 

 

牛黄解毒片（Niuhuang Jiedu Tablets，NJT）为

我国清热解毒剂的传统名方，源于《咽喉脉证通论》，

由人工牛黄、雄黄、石膏、大黄、黄芩、桔梗、冰

片、甘草 8 味中药材制备而成，具清热解毒之功效，

常用于火热内盛、咽喉肿痛、牙龈肿痛、口舌生疮

与目赤肿痛[1-2]。据文献报道[3]，NJT 中含蒽醌、胆

酸、黄酮等成分，人工牛黄为其君药，主要由胆汁

酸、牛磺酸、胆红素等加工制成[4]，其中胆汁酸作为

人工牛黄的主要药效物质之一，具有解热镇痛、降

压、抗炎、抗氧化及提高免疫力等多种药理作用[5-10]，

因而有必要对其予以关注。 

该组方自 1977 年起，收录于历代《中国药典》，

现行《中国药典》2020 年版中仍仅以黄芩苷作为含

量测定项的指标性成分，其标准中的质控指标过于

单一，无法全面反映该制剂产品的整体质量。此外，

虽有学者采用 HPLC-CAD 法测定 NJT 中的胆酸类

成分，不过也仅限于猪去氧胆酸、胆酸、去氧胆酸

等个别胆汁酸的检测[11]。胆汁酸是以环戊烷骈多氢

菲为母核的一类化合物，采用 HPLC-UV 或 HPLC-

ELSD 法存在灵敏度及专属性不佳、线性范围窄等

问题[12-18]，干扰了其检测。而质谱检测器具有高灵

敏度、高选择性等特点，目前，已有将其应用于胆

汁酸的分析研究[19-21]，但未见其对 NJT 中胆酸类成

分的报道。因此，本实验建立一种 UPLC-Q Exactive-

Orbitrap MS/MS 同时测定 NJT 中 21 种胆酸类成分

含量的分析方法，并结合化学计量学对多个厂家不

同批次的 NJT 进行质量评价，为其质量控制提供试

验依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Dionex Uitimate 3000 型超高效液相色谱系统，

美国 Thermo Fisher 公司；Q Exactive Plus-Orbitrap

型四级杆-静电轨道阱质谱仪，美国 Thermo Fisher

公司；Milli-Q Direct 16 型超纯水制备仪，美国

Millipore 公司；CPA225D 型十万分之一电子天平，

德国 Sartorius 公司；XM-400 UHP 型小美静音超声

仪，昆山小美超声仪器有限公司。 

1.2  材料与试剂 

对照品甘氨猪去氧胆酸（glycohyodeoxycholic 

acid，GHDCA，批号 Y23N9K75826）、甘氨胆酸（批

号 Y08A9E57765）、3-酮-7α,12α-二羟基-5β-胆烷酸

（3-oxocholic acid，3-OCA，批号 N07GY167164）、

熊去氧胆酸（ursodeoxycholic acid，UDCA，批号

Y16J7C17898）、7-酮基胆石酸（7-oxolithocholic 

acid，7-OLCA，批号 N30GB169735）、牛磺鹅去氧

胆酸（taurochenodeoxycholic acid，TCDCA，批号

Y09S8K43540）、胆酸（批号 T16J8Q28663）、甘氨

鹅脱氧胆酸（gycochenodeoxycholic acid，GCDCA，

批号 Y29M9K57235）、猪去氧胆酸（hyodeoxycholic 

acid，HDCA，批号 S27M8I36899）、鹅去氧胆酸

（ghenodeoxycholic acid，CDCA，批号Z01011LA14）、

甘氨脱氧胆酸水合物（glycodesoxycholic acid，

GDCA，批号 Y27M9E56969）、7-酮-3α,12-α-羟基胆

烷酸（ 7-ketodeoxycholic acid ， 7-KDCA ，批号

N30GB169735）、去氧胆酸（批号 S05N6I5476）、甘

氨石胆酸（ glycolithocholic acid，GLCA，批号

B29J11K119775）、石胆酸（批号 B24S10J98701）、

脱氢胆酸（批号 S30J9I64022）、牛磺胆酸（批号

B15J11J118403）、牛磺石胆酸钠（ taurolithocholic 

acid sodium salt，TLCA，批号 Y06N9K74072）均购

自上海源叶生物科技有限公司；对照品 12-脱氢胆

酸（12-oxochenodeoxycholic acid，12-OCDCA，批号
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0000080453 ）、 牛 磺 脱 氧 胆 酸 钠 水 合 物

（taurodeoxycholic acid sodium salt hydrate，TDCA-

NA，批号 B26J9J53831）、12-酮脱氧胆酸（12-

ketolithocholic acid，12-KLCA，批号 6837PHB010）

均购自美国 Sigma-Aldrich 公司；对照品猪胆酸（批

号 A1110816）购自美国 Cayman 公司；以上对照品

均经 HPLC 测定，质量分数均大于 95%。质谱级甲

醇购自美国 Thermo Fisher 公司，色谱级甲酸购自上

海阿拉丁生化科技股份有限公司，其余试剂均为分

析纯。15 批 NJT 分别由葵花药业集团股份有限公

司（批号依次为 220303、220105、220202，编号 S1～

S3）、太极集团四川绵阳制药有限公司（批号依次为

2103003、2112010，编号 S4、S5）、昆明中药厂（批

号依次为 420011、400542，编号 S6、S7）、中国北

京同仁堂有限责任公司（批号依次为 21123144、

20121778、21123107，编号 S8～S10）、云南腾药制

药股份有限公司（批号依次为 20211263、20210442、

20210612，编号 S11～S13）、河北唐威药业有限公

司（批号依次为 D08034、D08032，编号 S14、S15）

生产。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

采用 Thermo Bremen Hypersil Gold 色谱柱（100 

mm×2.1 mm，1.9 µm），以含 0.1%甲酸水溶液-甲

醇为流动相，梯度洗脱：0～0.5 min，20%甲醇；0.5～

1.5 min，20%～70%甲醇；1.5～7.0 min，70%～61%

甲醇；7.0～8.0 min，61%甲醇；8.0～14.0 min，61%～

80%甲醇；14.0～15.0 min，80%～85%甲醇；15.0～

16.0 min，85%～90%甲醇；16.0～17.5 min，90%～

20%甲醇；17.5～19.0 min，20%甲醇；体积流量 0.2 

mL/min；柱温为 40 ℃；进样量 2 μL。 

2.2  质谱条件 

采用加热电喷雾离子源（HESI）负离子模式：

喷雾电压：−3.0 kV，毛细管温度 325 ℃，辅助气加

热温度 350 ℃，鞘气流速 45 arb，辅助气流速 10 

arb，吹扫气体流速 1 arb，采用平行反应监测（parallel 

reaction monitoring，PRM）模式进行数据采集，各

待测成分及内标物的质谱优化参数见表 1。 

2.3  溶液的制备 

2.3.1  混合对照品溶液及内标溶液的配制  分别精

密称取 21 种胆酸对照品粉末，用甲醇超声溶解，分

别配制为 2 mg/mL 的单一对照品母液。 

分别精密量取各对照品母液适量，用甲醇稀释， 

表 1  各化合物及内标物质谱优化参数 

Table 1  Optimized MS parameters of targeted compounds 

and internal standards 

化合物 tR/min 
母离子 

(m/z) 

子离子 

(m/z) 

碰撞 

能量/eV 

电离 

模式 

牛磺胆酸 7.72 514.28 79.56 124 ES− 

7-KDCA 7.92 405.26 123.08 45 ES− 

GHDCA 8.02 448.30 74.02 40 ES− 

12-OCDCA 8.45 405.26 69.03 45 ES− 

甘氨胆酸 9.85 464.30 74.02 41 ES− 

3-OCA 11.11 405.26 271.10 45 ES− 

TCDCA 12.33 498.28 79.96 100 ES− 

UDCA 12.50 391.28 391.28 10 ES− 

7-OLCA 12.79 389.26 389.26 10 ES− 

猪胆酸 12.90 407.28 407.28 10 ES− 

TDCA-NA 13.44 498.29 79.96 100 ES− 

12-KLCA 13.66 389.26 389.26 10 ES− 

HDCA 14.06 391.28 391.28 10 ES− 

胆酸 14.38 407.28 407.28 10 ES− 

GCDCA 14.45 448.30 74.02 40 ES− 

GDCA 15.14 448.30 74.02 40 ES− 

TLCA-NA 16.04 482.29 79.96 96 ES− 

GLCA 17.02 432.31 74.02 36 ES− 

CDCA 17.04 391.28 391.28 10 ES− 

去氧胆酸 17.28 391.28 391.28 10 ES− 

石胆酸 18.69 375.29 375.29 10 ES− 

脱氢胆酸 5.29 401.23 249.15 36 ES− 
 

即得混合对照品溶液。 

精密称取脱氢胆酸对照品，用甲醇溶解，配制

为 2 mg/mL 的对照品母液，将其母液用甲醇逐步稀

释得到 20 ng/mL 的内标溶液。 

2.3.2  供试品溶液的制备  取 NJT，去除包衣，磨

成细粉（过 24 目筛），精密称取样品粉末 0.1 g，置

于三角锥形瓶中，加入 10 mL 甲醇，称定质量，超

声提取 30 min 后再次称定质量，加入甲醇补足减失

的质量，经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，即得供试品溶

液。取续滤液适量，置于棕色进样瓶中，按 1∶1 比

例加入内标溶液后进样分析。 

2.3.3  阴性溶液的制备  取除人工牛黄外的其他药

材粉末，按“2.3.2”项同法制备阴性样品溶液。 

分别精密称取上述混合对照品溶液和供试品溶

液适量，按 1∶1 比例加入内标溶液，同时以甲醇作

为空白溶液进样测定，其 PRM 色谱图见图 1。 
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1-牛磺胆酸  2-7-酮-3α,12-α-羟基胆烷酸  3-甘氨猪去氧胆酸  4-

12-脱氢胆酸  5-甘氨胆酸  6-3-酮-7α,12α-二羟基-5β-胆烷酸  7-

牛磺鹅去氧胆酸  8-熊去氧胆酸  9-7-酮基胆石酸  10-猪胆酸  

11-牛磺脱氧胆酸钠  12-12-酮脱氧胆酸  13-猪去氧胆酸  14-胆

酸  15-甘氨鹅脱氧胆酸  16-甘氨脱氧胆酸  17-牛磺石胆酸钠  

18-甘氨石胆酸  19-鹅去氧胆酸  20-去氧胆酸  21-石胆酸  IS-

脱氢胆酸 

1-taurocholic acid  2-7-KDCA  3-GHDCA  4-12-OCDCA  5-

gycocholic acid  6-3-OCA  7-TCDCA  8-UDCA  9-7-OLCA  

10-hyocholic acid  11-TDCA-NA  12-12-KLCA  13-HDCA  14-

cholic acid  15-GCDCA  16-GDCA  17-TLCA  18-

glycolithocholic acid  19-CDCA  20-deoxycholic acid  21-

lthocolic acid  IS-dehydrocholic acid 

图 1  空白溶液 (A)、混合对照品溶液 (B) 及供试品溶液 

(C) 的 PRM 色谱图 

Fig. 1  PRM chromatograms of blank solution (A), mixed 

reference substance solution (B), and samples solution (C) 

2.4  方法学考察 

2.4.1  线性回归方程及定量限考察   精密量取

“2.3.1”项下的混合对照品溶液，用甲醇逐级稀释，

按 1∶1 体积比加入内标溶液，即得系列不同质量

浓度梯度的标准溶液。以目标成分与内标峰面积的

比值为纵坐标（Y），目标成分质量浓度为横坐标

（X），进行线性回归。分别以信噪比（S/N）为 3 和

10 计算方法的检测限和定量限，结果见表 2。 

2.4.2  精密度试验  取混合对照品母液，配制为低、

中、高 3 个质量浓度，当天连续进样 6 次测定其日

内精密度；连测 3 d，考察其日间精密度。结果见表

3，其 RSD 均小于 5.0%，表明仪器精密度良好。 

2.4.3  重复性试验  取同一批样品（S1），精密称定

6 份，分别按“2.3.2”项方法下制备供试品溶液，进

样测定，记录待测成分及内标峰面积比值，并计算

各成分平均含量及 RSD。结果见表 2，其 RSD 均小

于 4.0%，表明本方法重复性良好。 

2.4.4  稳定性试验  精密称定样品（S1），按“2.3.2”

项方法制备供试品溶液，于制备后的 0、2、4、6、

8、12、24、48 h 注入仪器测定，记录各成分峰面积

并计算其 RSD，结果显示牛磺胆酸、7-KDCA、

GHDCA、12-OCDCA、甘氨胆酸、3-OCA、TCDCA、

UDCA、7-OLCA、猪胆酸、TDCA-NA、12-KLCA、

HDCA、胆酸、GCDCA、GDCA、TLCA、GLCA、

CDCA、去氧胆酸、石胆酸峰面积的 RSD 别为 2.5%、

2.8%、4.1%、6.7%、2.5%、2.6%、2.5%、2.8%、3.3%、

5.6%、2.8%、2.9%、2.3%、5.5%、2.5%、2.6%、3.3%、

2.0%、1.7%、2.5%、2.4%，表明供试品溶液 48 h 内

稳定。 

2.4.5  加样回收率试验  称取已测定各成分含量的

样品 0.050 g，精密称定，分别加入相当于样品中各

成分含量 50%、100%、150%的混合对照品溶液，每

组平行 3 份，分别按照“2.3.2”项下方法制备供试

品溶液，进样测定，记录峰面积并计算平均回收率

及其 RSD，结果见表 2。 

2.5  样品含量测定 

分别精密称取不同批次样品，按“2.3.2”项同

法制备供试品溶液，在“2.1”项条件下进样测定，

根据内标法计算各批次样品中 21 种胆酸成分的含

量，结果见表 4。 

2.6  多元统计分析 

为了更直观地比较不同厂家不同批次NJT产品

质量之间存在的差异，明确使其质量产生差异的因

素，采用 SIMCA 14.1 软件对 15 批的 NJT 中的 21

种胆酸成分含量进行了正交偏最小二乘-判别分析

（orthogonal partial least squares discriminant analysis，

OPLS-DA）、层次聚类分析（hierarchical cluster 

analysis，HCA）。结果显示，OPLS-DA 所建模型的

解释率（RY
2）为 99.6%，预测率（Q2）为 99.5%， 
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表 2  各检测成分的回归方程、相关系数、线性范围、检测限和定量限 

Table 2  Calibration curves, correlation coefficients, linear ranges, limit of detection and limit of quantitation of targeted 

compounds 

化合物 回归方程 r2 
线性范围/ 

(ng∙mL−1) 

检测限/ 

(ng∙mL−1) 

定量限/ 

(ng∙mL−1) 

重复性 加样回收率/% 

平均质量分数/ 

(μg∙g−1) 
RSD/% 平均值 RSD 

牛磺胆酸 Y＝0.394 3 X＋6.880 1 0.999 8 78.24～5 696.21 0.17 0.51 1 196.54 2.8 99.5 3.5 

7-KDCA Y＝0.148 0 X－0.030 6 0.999 2 2.54～110.45 0.72 2.16 42.29 2.2 101.3 4.5 

GHDCA Y＝0.876 0 X－0.165 0 0.999 2 1.35～50.88 0.34 1.03 2.44 1.9 101.2 4.4 

12-OCDCA Y＝0.033 5 X＋0.006 3 0.999 3 10.10～49.43 3.33 10.00 10.73 3.4 100.3 2.4 

甘氨胆酸 Y＝0.687 0 X＋2.310 0 0.999 4 9.97～1 302.87 0.17 0.50 407.64 1.9 99.2 3.0 

3-OCA Y＝0.201 0 X－0.010 2 0.999 1 1.14～115.70 0.36 1.07 26.52 2.2 99.5 4.0 

TCDCA Y＝0.551 0 X－0.018 4 0.999 1 5.05～340.17 0.17 0.51 42.66 2.1 100.5 3.6 

UDCA Y＝1.100 0 X＋0.057 5 0.999 5 1.21～49.56 0.17 0.52 0.85 3.5 95.1 1.8 

7-OLCA Y＝0.005 5 X＋0.042 8 0.999 2 19.15～2 467.12 2.41 7.23 782.33 0.8 101.3 3.8 

猪胆酸 Y＝0.003 0 X＋0.039 3 0.999 6 29.07～2 302.57 3.00 9.01 699.31 1.5 97.4 2.1 

TDCA-NA Y＝0.813 0 X－3.100 0 0.999 2 9.48～648.25 0.67 2.01 143.35 2.2 97.5 1.4 

12-KLCA Y＝2.400 0 X＋2.350 0 0.999 5 3.10～94.33 0.67 2.02 0.47 4.0 100.2 4.3 

HDCA Y＝2.560 0 X＋6.570 0 0.998 9 15.03～866.31 1.03 3.08 437.73 2.8 101.4 2.6 

胆酸 Y＝0.111 0 X＋2.620 0 0.999 1 6.03～2 472.09 1.06 3.17 1 168.74 1.5 99.5 3.9 

GCDCA Y＝0.916 0 X－0.094 1 0.999 3 0.76～52.82 0.17 0.52 22.75 1.9 99.4 4.3 

GDCA Y＝0.913 0 X＋0.819 0 0.999 5 4.90～598.62 0.07 0.20 86.26 2.2 101.2 3.7 

TLCA Y＝0.940 0 X－0.116 0 0.999 2 0.66～52.24 0.09 0.26 1.79 2.4 99.4 2.6 

GLCA Y＝1.500 0 X－0.416 0 0.999 0 0.75～53.40 0.07 0.20 0.64 2.8 100.1 3.2 

CDCA Y＝1.400 0 X＋2.770 0 0.999 2 0.52～162.15 0.17 0.52 22.10 2.2 102.5 1.9 

去氧胆酸 Y＝4.600 0 X＋1.800 0 0.999 1 0.21～50.55 0.07 0.21 31.66 2.1 100.4 3.9 

石胆酸 Y＝1.050 0 X＋0.374 0 0.999 1 0.30～52.07 0.07 0.22 1.33 1.7 100.3 3.5 

表 3  精密度试验结果 

Table 3  Results of precision test 

化合物 

日内精密度 RSD/% 日间精密度 RSD/% 

化合物 

日内精密度 RSD/% 日间精密度 RSD/% 

低质量 

浓度 

中质量 

浓度 

高质量 

浓度 

低质量 

浓度 

中质量 

浓度 

高质量 

浓度 

低质量 

浓度 

中质量 

浓度 

高质量 

浓度 

低质量 

浓度 

中质量 

浓度 

高质量 

浓度 

牛磺胆酸 3.0 3.8 2.8 1.8 5.0 3.4 12-KLCA 2.5 1.6 2.2 2.2 2.0 0.8 

7-KDCA 2.9 3.0 2.3 3.9 1.6 3.6 HDCA 2.7 2.4 2.7 2.5 2.7 3.3 

GHDCA 2.7 3.0 1.5 3.8 0.9 1.3 胆酸 2.5 2.1 2.5 2.6 2.2 2.1 

12-OCDCA 2.9 2.5 2.9 2.1 2.4 0.6 GCDCA 2.8 1.5 3.0 4.3 1.0 4.0 

甘氨胆酸 2.2 1.9 1.6 2.9 2.0 1.3 GDCA 2.3 3.0 1.6 2.2 2.6 1.8 

3-OCA 2.6 2.6 2.9 3.7 3.2 2.4 TLCA 2.1 2.1 2.1 2.8 1.5 1.8 

TCDCA 2.8 1.4 2.7 2.7 1.5 2.6 GLCA 1.5 2.8 1.3 2.2 1.7 1.2 

UDCA 1.6 2.6 2.8 1.6 1.7 3.7 CDCA 2.7 2.2 1.7 2.2 1.4 2.4 

7-OLCA 2.8 2.8 2.1 3.8 2.9 2.6 去氧胆酸 2.9 2.4 2.3 3.6 2.1 1.5 

猪胆酸 2.8 2.7 2.9 2.7 2.3 3.6 石胆酸 2.1 2.5 2.6 0.7 0.9 1.5 

TDCA-NA 2.5 2.4 2.2 3.8 2.7 1.5        
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表 4  不同批次 NJT 中 21 种胆酸类成分含量测定结果 (n = 3) 

Table 4  Determination results of 21 kinds of bile acid components in different batches of NJT (n = 3) 

样品 
质量分数/(μg∙g−1) 

牛磺胆酸 7-KDCA GHDCA 12-OCDCA 甘氨胆酸 3-OCA TCDCA UDCA 7-OLCA 猪胆酸 TDCA-NA 

S1 1 196.54 42.29 2.44 10.73 407.64 26.52 42.66 0.85 782.33 699.31 143.35 

S2 1 175.13 49.44 2.29 12.93 471.20 30.24 50.34 0.92 798.78 760.52 168.37 

S3 1 337.97 49.15 2.61 13.50 452.21 31.58 48.11 1.00 872.34 769.83 158.91 

S4 749.87 33.75 − 10.78 261.56 15.78 33.35 0.58 243.07 814.08 125.12 

S5 598.97 37.81 1.55 8.57 223.44 6.67 34.22 1.25 518.01 783.00 120.48 

S6 2 176.38 7.75 1.31 − 546.58 1.64 67.70 0.50 773.28 1 109.90 274.14 

S7 1 034.99 29.10 10.39 8.74 493.22 4.87 62.34 0.96 817.61 792.30 179.36 

S8 856.42 24.75 4.03 5.52 606.99 3.02 46.60 0.86 399.79 809.21 141.48 

S9 870.34 24.32 2.46 5.62 602.23 4.76 44.08 0.89 565.86 909.02 132.39 

S10 768.31 28.61 3.94 6.17 320.82 11.54 37.11 1.00 588.73 1 192.02 117.86 

S11 872.08 19.40 2.48 6.25 532.30 3.07 44.97 1.26 1 089.84 1 585.69 149.48 

S12 911.04 42.91 1.22 9.21 259.71 3.24 50.24 2.50 740.67 1 225.97 162.14 

S13 1 251.91 20.78 5.73 0.00 530.59 3.74 51.16 1.09 626.14 2 224.40 180.83 

S14 703.99 30.92 1.03 6.84 271.51 12.84 30.67 0.66 247.87 847.33 120.92 

S15 846.97 32.82 1.10 7.55 297.83 15.20 33.66 0.80 286.97 952.02 129.70 

样品 
质量分数/(μg∙g−1) 

12-KLCA HDCA 胆酸 GCDCA GDCA TLCA GLCA CDCA 去氧胆酸 石胆酸 总量 

S1 − 437.73 1 168.74 22.75 86.26 1.79 0.64 22.10 31.66 1.33 5 127.65 

S2 − 367.13 911.93 22.65 87.35 2.03 0.72 22.25 36.69 1.52 4 972.43 

S3 − 378.07 998.75 25.97 104.59 1.98 0.75 24.63 34.81 1.49 5 308.25 

S4 − 357.43 804.11 18.61 82.48 2.08 0.70 22.73 50.70 0.75 3 627.52 

S5 − 303.60 809.81 16.93 70.43 2.22 0.76 34.19 45.56 1.74 3 619.21 

S6 3.86 452.79 745.63 15.33 89.70 1.34 0.35 50.06 5.19 4.25 6 327.67 

S7 1.51 424.57 1 206.12 24.50 127.87 2.74 1.13 72.02 23.54 2.83 5 320.70 

S8 − 366.14 905.03 37.39 143.18 2.66 1.16 23.98 44.86 0.60 4 423.66 

S9 − 363.29 892.15 36.30 149.80 2.49 1.09 28.05 46.90 0.73 4 682.76 

S10 − 335.28 901.63 24.49 91.06 2.06 0.83 34.30 35.34 1.24 4 502.33 

S11 2.26 386.44 1 169.79 100.37 209.89 3.30 1.72 69.63 73.75 2.79 6 326.78 

S12 − 315.65 1 234.30 23.80 84.09 3.17 0.88 40.03 50.34 2.41 5 163.52 

S13 − 165.22 1 178.88 9.89 132.35 2.48 0.94 54.93 18.05 1.41 6 460.52 

S14 − 341.90 734.55 16.98 74.74 2.17 0.68 22.78 59.45 0.84 3 528.68 

S15 − 382.45 844.08 90.58 1.97 0.75 26.58 87.86 43.77 0.92 4 083.58 
 

二者均大于 50%，说明该模型稳定且具备良好的预

测能力。 

如图 2 所示，不同厂家间样品在空间上呈分散

状，根据其散点距离，主要可分为 3 组，其中 S4、

S5、S8～S10、S14、S15 归为 I 组，S1～S3、S6、

S7 归为 II 组，S11～S13 单独归为 III 组，与 HCA

结果（图 3）一致，说明不同厂家间的产品质量存

在差异性。此外，变量重要性投影（ variable 

importance projection，VIP）值可以反映出区别样品

的主要指标，结果如图 4 所示，猪胆酸、牛磺胆酸、

7-OLCA、甘氨胆酸、胆酸的 VIP 值均大于 1，为贡

献率较高的成分，提示各批次样品间的差异主要取

决于这 5 种胆酸的含量，可作为区分其产品质量的

关键指标。 
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图 2  15 批 NJT 的 OPLS-DA 得分图 

Fig. 2  OPLS-DA score chart of 15 batches of NJT 

 

图 3  15 批 NJT 的 HCA 

Fig. 3  HCA of 15 batches of NJT 

 

图 4  各成分指标 VIP 图 

Fig. 4  VIP diagram of each component index 

3  讨论 

3.1  检测模式的选择 

为了快速、有效的实现各组分的分离，前期考

察了 Acquity UPLC BEH C18（100 mm×2.1 mm，1.7 

μm）、Thermo Bremen Hypersil Gold（100 mm×2.1 

mm，1.9 µm）等不同规格的色谱柱，发现 Thermo 

Bremen Hypersil Gold C18 柱对样品分离效果最佳，

峰型尖锐，对称性好，适用于本样品体系的测定。

另一方面，比较了甲醇-水、乙腈-0.1%甲酸水溶液等

不同流动相体系的洗脱效果，发现在甲醇-水和乙 

腈-水的流动相体系下，色谱峰存在拖尾现象，洗脱

效果不佳，而加入适当浓度的甲酸，可减少拖尾，

改善峰型，促进离子化，故选用 0.1%甲酸水-甲醇溶

液作为流动相。此外，本实验还考察了正、负离子

两种扫描方式对待测成分的响应值的影响，结果发

现 21 种胆酸类化合物均可在负离子模式下检测到

较高的丰度，且在高选择性的 PRM 模式下，通过高

能碰撞解离（HCD），获取各成分的二级质谱信息，

筛选出响应最高且背景干扰最小的碎片离子作为定

量离子（表 1）。 

3.2  样品含量分析 

统计分析结果显示同一厂家的产品均一性较

高，而不同厂家间的产品质量存在显著差异，其中

太极集团四川绵阳制药有限公司（S4、S5）、北京同

仁堂有限责任公司（S8～S10）及河北唐威药业有限

公司（S14、S15）3 个厂家的 NJT 产品质量较接近，

葵花药业集团股份有限公司（S1～S3）与昆明中药

厂（S6、S7）的产品相似度高，云南腾药制药股份

有限公司（S11～S13）与其他厂家之间的差距明显，

VIP 值显示猪胆酸、牛磺胆酸、7-OLCA、甘氨胆酸、

胆酸的含量水平是产生差异的主要指标，且研究表

明上述胆汁酸具有利胆、抗炎、抗菌等活性[22-23]，

提示这些成分可视为NJT的潜在质量标志物。此外，

定量结果显示，各组分含量在单批样品中的差异较

大，其中含量较高的仍为牛磺胆酸、甘氨胆酸、7-

OLCA、猪胆酸和胆酸，占总量的 80%以上，其质

量分数分别为 598.97～2 176.38、223.44～606.99、

247.87～1 089.84、699.31～2 224.24、734.55～     

1 234.30 μg/g，依据本研究中所测的市售产品，若本

品每片含人工牛黄分别以牛磺胆酸、甘氨胆酸、7-

OLCA、猪胆酸和胆酸总量计，则含量范围为 0.7～

1.3 mg。 

另一方面，根据制剂生产原料与制备工艺推测
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造成其质量差异的原因可能是由于人工牛黄制备时

的温度、球磨参数及匀质过程的不稳定性而导致牛

黄粉中的成分未能均匀分布，或者是在制剂生产过

程中，因环境温湿度、机器性能的不同，产生物料

混合不均、成分降解等不良因素，进而导致各厂家

的产品中各成分含量存在区别，提示药企在生产过

程中应重点关注原料药材来源及质量，并严格控制

生产环境条件与工艺参数，建立以差异性指标为主

的质量控制体系，确保产品质量的均一性，最终达

到疗效的一致性。 

3.3  小结 

综上所述，本研究所建方法专属性强、灵敏度

高，分析时间短，能够在 19 min 内快速实现对目标

成分的测定，其重复性、稳定性及准确度良好，可

用于 NJT 的质量评价，为其质量标准提升及质量控

制研究提供科学依据。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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