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摘 要 目的 建立同时测定八宝惊风散中人工牛黄有效成分（胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠）含量的方法，比较不同厂家样品

中3个成分的含量差异。方法 采用超高效液相串联质谱法测定3个厂家9批八宝惊风散中胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠的含

量，色谱柱为 Phenomenex Luna® C18，流动相为乙腈-水（梯度洗脱），流速为0.5 mL/min，柱温为40 ℃，进样量为2 μL。质谱采用负

离子单四极杆模式，胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠的 m/z 分别为407.2、392.2、514.2。以3个成分的含量为指标，对9批样品进行

聚类分析和主成分分析。结果 胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠的线性范围分别为5.48～548.40、5.38～538.40、4.74～474.05 ng/mL

（r≥0.999 3）；精密度、重复性、稳定性（24 h）的 RSD 均不高于3.7%（n＝6），平均回收率分别为103.3%、103.3%、101.6%，RSD 分别

为 3.3%、3.4%、4.2%（n＝6）。9批样品中胆酸、猪去氧胆酸、牛磺胆酸钠的含量分别为 0.702～1.711、0.599～2.049、0.664～1.752 

mg/g。A 厂家样品中3个成分的平均含量较高，批间差异最小；C 厂家样品中3个成分的平均含量最低，批间差异较大。聚类分析

基本可以区分不同厂家的样品；以主成分综合得分为指标进行聚类分析，结果与含量聚类分析结果基本一致。结论 成功建立了

同时测定八宝惊风散中人工牛黄3个胆汁酸类有效成分含量的方法。各厂家样品中3个成分的含量存在较大差异。
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish the method for determination of bile acid active constituents （cholic acid， 

hyodeoxycholic acid and sodium taurocholate） in Babao jingfeng powder， and to compare the differences of 3 constituents in Babao 

jingfeng powder from different manufacturers. METHODS UPLC-MS method was adopted to determine the contents of cholic 

acid， hyodeoxycholic acid and sodium taurocholate in 9 batches of Babao jingfeng powder from 3 manufacturers. The separation 

was performed on a Phenomenex Luna® C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-water （gradient elution） at a flow 

rate of 0.5 mL/min. The column temperature was 40 ℃ and the sample size was 2 μL. MS system was operated in a negative ion 

single quadrupole mode， and the m/z of cholic acid， hyodeoxycholic acid and sodium taurocholate were 407.2， 392.2 and 514.2， 

respectively. With the contents of three components as the index， cluster analysis and principle component analysis were performed 

on 9 batches of samples. RESULTS The linear ranges of cholic acid， hyodeoxycholic acid and sodium taurocholate were 5.48-

548.40， 5.38-538.40， 4.74-474.05 ng/mL， respectively （r≥

0.999 3）. RSDs of precision， repeatability and stability tests 

（24 h） were all lower than or equal to 3.7% （n＝6）， and the 

average recoveries were 103.3%， 103.3% and 101.6% with 

RSDs of 3.3%， 3.4%， 4.2% （n＝6）， respectively. The contents 

of cholic acid ranged 0.702-1.711 mg/g， those of deoxycholic 
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acid ranged 0.599-2.049 mg/g， and those of sodium taurocholate ranged 0.664-1.752 mg/g in 9 batches of samples. The average 

content of 3 components in samples from manufacturer A was high， and the difference between batches was the smallest； the 

average content of 3 components from manufacturer C was the lowest， and the difference between batches was large. Cluster 

analysis could basically distinguish samples from different manufacturers； cluster analysis was conducted by using the 

comprehensive score of principal components as an indicator， the results of which were basically consistent with those of cluster 

analysis for content. CONCLUSIONS The method is established successfully for the content determination of the 3 bile acid active 

constituents of artificial bezoar in Babao jingfeng powder. The contents of 3 components in Babao jingfeng powder from 3 

manufacturers are significantly different.

KEYWORDS Babao jingfeng powder； cholic acid； hyodeoxycholic acid； sodium taurocholate； artificial bezoar； content 

determination

八宝惊风散质量标准收载于《卫生部药品标准》中

药成方制剂第二十册，由天麻（制）、黄芩、人工牛黄等19

味中药组成。该品种具有祛风化痰、退热镇惊之功效，

可用于小儿惊风、发烧咳嗽、呕吐痰涎，因其临床疗效较

好，被誉为“儿科圣药”。其中，人工牛黄在方中发挥清

热解毒、退热、化痰定惊的重要作用。但八宝惊风散现

行质量标准中仅有显微鉴别、黄酮类化合物化学鉴别、

丁香薄层鉴别项，无含量测定项；经查阅文献，虽有一些

关于方中药味的质量研究报道，却均未探讨人工牛黄的

质量控制标准。人工牛黄由牛胆粉、胆酸、猪去氧胆酸、

牛磺酸、胆红素、胆固醇、微量元素等加工制成，可用于

痰热谵狂、神昏不语、小儿急惊风等病症的治疗[1]。胆

酸、猪去氧胆酸、牛磺胆酸为人工牛黄中的主要活性成

分[2]，具有非常好的抗菌[3]、抗病毒[4]作用，尤其对 β-内酰

胺酶耐药菌株感染亦有较好的疗效[5]，因此也是小儿氨

酚黄那敏颗粒、小儿化毒胶囊、氨金黄敏颗粒、复方小儿

退热栓等小儿常用退热药品的重要组成成分。中国传

统医学中的小儿惊风发热与现代医学中的细菌、病毒感

染等密切相关。基于人工牛黄在抗菌、抗炎、抗病毒及

退热方面所起的重要作用，以及八宝惊风散现有质量控

制方法中对人工牛黄质量控制的缺失，同时考虑到人工

牛黄价格较高，市场上掺伪现象常见等诸多因素，对八

宝惊风散中人工牛黄的3个活性胆汁酸类成分开展质量

评价工作具有重要意义。

本研究拟采用超高效液相串联质谱法，建立八宝惊

风散中胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠的含量测定方

法，并对3个厂家的9批样品进行差异分析，旨在为提高

八宝惊风散中人工牛黄的质量控制标准及临床疗效提

供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 1290型超高效液相色谱

仪（美国 Agilent 公司）、API 型4000三重串联四极杆质谱

仪（美国 AB Sciex 公司）、ML204T 型万分之一天平[梅特

勒-托利多仪器（上海）有限公司]、BT 25 S 型十万分之一

天平[赛多利斯科学仪器（北京）有限公司]等。

1.2　主要药品与试剂

9批八宝惊风散均为市售品，分别来自属地为广东、

江西的 A、B、C 3个厂家，样品编号分别为 A1～A3、B1～

B3、C1～C3；制备阴性样品所用饮片均购自江西樟树天

齐堂中药饮片有限公司。胆酸对照品（批号 100078-

201415，纯度 98.9%）、猪去氧胆酸对照品（批号 100087-

201411，纯度 99.7%）、牛磺胆酸钠对照品（批号 110815-

201911，纯度 87.3%）均购自中国食品药品检定研究院；

乙腈为色谱级，购自美国 Sigma-Aldrich 公司；水为超纯

水；其余试剂均为分析纯。

2　方法与结果

2.1　色谱条件与质谱条件

以 Phenomenex Luna® C18（150 mm×2 mm，3 μm）为

色谱柱；以乙腈为流动相 A、水为流动相 B，进行梯度洗

脱（0～4 min，5%A→40%A；4～7 min，40%A→70%A；

7～10 min，70%A；10～10.1 min，70%A→5%A；10.1～

14 min，5%A）；流速：0.5 mL/min；柱温：40 ℃；进样量：

2 μL。

采用电喷雾离子源，喷雾气压力为60 psi，干燥气压

力为50 psi，气帘气压力为25 psi；离子源温度为550 ℃；

喷雾电压为－4 500 V；负离子单四极杆模式；胆酸、猪去

氧胆酸和牛磺胆酸钠的 m/z 分别为407.2、392.2、514.2。

2.2　溶液的制备

2.2.1　混合对照品溶液

取胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠对照品各适量，

精密称定，置棕色量瓶中，加甲醇分别制成质量浓度为

109.68、107.68、94.81 μg/mL 的对照品储备液。分别精

密量取各对照品储备液 0.2 mL，置同一 100 mL 棕色容

量 瓶 中，加 甲 醇 定 容，即 得 质 量 浓 度 分 别 为 219.36、

215.36、189.62 ng/mL 的混合对照品溶液。
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2.2.2　供试品溶液

取八宝惊风散 0.1 g，精密称定，置具塞棕色锥形瓶

中，精密加入甲醇 50 mL，称定质量，超声（功率 500 W，

频率 40 kHz）处理 30 min，放冷，再称定质量，加甲醇补

足减失的质量，摇匀，滤过。精密量取续滤液 5 mL，置

100 mL 棕色容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，用 0.22 μm

的微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.2.3　阴性样品溶液

按八宝惊风散的处方及工艺制备缺人工牛黄和胆

南星的阴性样品（因胆南星为天南星用胆汁炮制而成，

其中含少量的胆汁酸类成分），按“2.2.2”项下方法制备

成阴性样品溶液。

2.3　方法学考察

2.3.1　专属性试验

分别取阴性样品溶液、混合对照品溶液和供试品溶

液（编号 A1），按“2.1”项下检测条件进样测定。结果显

示，阴性样品溶液对检测无干扰，色谱见图1。

2.3.2　线性关系考察及检测限、定量限测定

精密吸取“2.2.1”项下各对照品储备液0.025、0.025、

0.025、0.2、0.2、0.25 mL，分别置 500、100、50、200、100、

50 mL 棕色量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，制成胆酸

质 量 浓 度 分 别 为 5.48、27.42、58.84、109.68、219.36、

548.40 ng/mL，猪去氧胆酸质量浓度分别为 5.38、26.92、

53.84、107.68、215.36、538.40 ng/mL，牛磺胆酸钠质量浓

度分别为 4.74、23.70、47.40、94.81、189.62、474.05 ng/mL

的混合对照品溶液，按“2.1”项下检测条件进样测定，以

各成分质量浓度（x）为横坐标，峰面积（y）为纵坐标，用

Analyst 工作站拟合标准曲线。精密吸取混合对照品溶

液进行梯度稀释，分别以信噪比为 3∶1和 10∶1时对应

的 质 量 浓 度 作 为 各 成 分 的 检 测 限 和 定 量 限 ，结 果

见表1。

2.3.3　精密度试验

取供试品溶液（编号 A1），按“2.1”项下检测条件连

续进样 6次，测定峰面积，计算 RSD。结果显示，胆酸、

猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠峰面积的 RSD 分别为 2.1%、

1.9%、2.2%（n＝6），表明方法精密度良好。

2.3.4　稳定性试验

取供试品溶液（编号 A1），按“2.1”项下检测条件，在

室温下放置 0、2、4、8、12、24 h 时分别进样测定，记录峰

面积，计算 RSD。结果显示，胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆

酸钠峰面积的 RSD 分别为 2.9%、3.1%、3.5%（n＝6），表

明供试品溶液在室温下放置24 h 内稳定。

2.3.5　重复性试验

取八宝惊风散（编号 A1）6份，每份0.1 g，精密称定，

按“2.2.2”项下方法制备成供试品溶液，并按“2.1”项下检

测条件进样分析，按外标法计算含量。结果显示，胆酸、

猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠的平均含量分别为 1.483、

1.768、1.503 mg/g，RSD 分别为2.5%、3.7%、3.2%（n＝6），

表明方法重复性良好。

2.3.6　加样回收率试验

精密称取八宝惊风散（编号 A1）6 份，每份 0.05 g，

分别精密加入含胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠对照品

的甲醇溶液（胆酸 1 535.52 ng/mL、猪去氧胆酸 1 722.82 

ng/mL、牛磺胆酸钠 1 516.92 ng/mL）50 mL，按“2.2.2”项

下自“称定质量”起，同法制备成供试品溶液；再按“2.1”

项下检测条件进样分析，记录峰面积，并计算回收率及

RSD。结果显示，胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠的平

均回收率分别为 103.3%、103.3%、101.6%，RSD 分别为

3.3%、3.4%、4.2%（n＝6），表明方法准确度良好。
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图1　混合对照品溶液、供试品溶液和阴性样品溶液的

专属性试验色谱图

表1　待测成分的线性关系考察结果和检测限、定量限

结果

待测成分

胆酸

猪去氧胆酸

牛磺胆酸钠

线性方程

y＝1.36×104x+4.61×105

y＝2.26×103x－3.74×103

y＝1.46×104x+6.20×105

r

0.999 3

0.999 6

0.999 3

线性范围/（ng/mL）

5.48～548.40

5.38～538.40

4.74～474.05

检测限/（ng/mL）

1.64

1.61

1.42

定量限/（ng/mL）

5.48

5.38

4.74
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2.4　样品含量测定

取不同批次八宝惊风散，按“2.2.2”项下方法制备成

供试品溶液，再按“2.1”项下检测条件进样分析，按外标

法计算各批次样品中胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠的

含量，结果见表2。

2.5　样品数据分析

对表 2数据进行描述性及探索性分析，结果显示，3

个厂家样品之间胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠含量存

在一定差异，推测是由于投料的人工牛黄质量差异或者

生产工艺不同导致的。A 厂家样品3个成分的平均含量

均高于其他2个厂家样品，且批间差异最小；C 厂家样品

3个成分的平均含量均低于其他 2个厂家样品，且批间

差异较大。这表明 A 厂家样品中人工牛黄的质量和对

生产工艺的控制能力可能优于其他 2个厂家；C 厂家样

品的质量相对较差，批间差异大，质量控制不稳定。应

用 IBM SPSS 软件，采用组间连接系统聚类法，以平方欧

氏距离为测度进行聚类分析，结果见图 2。当欧氏距离

为 7.0 时，9 批样品可聚为 3 类，A1～A3、C2 为第 1 类，

B1～B3为第 2类，C1、C3为第 3类，基本可以区分不同

厂家的样品；但 C 厂家有 1批样品与 A 厂家的 3批样品

归为一类，其可能原因为 C 厂家的人工牛黄原料批间差

异较大或生产工艺批间差异较大。上述结果表明，不同

批次样品3个成分的含量存在一定的差异，这可能与厂

家所用原料和生产工艺存在差异有关。

以 3个成分的含量为变量，对 9批样品进行主成分

分析，以主成分的特征值及贡献率作为选择主成分的依

据，结果，主成分 1特征值为 2.589，贡献率为 86.285%，

是唯一主成分。计算3个厂家样品的主成分综合得分，

A、B、C 3 个厂家样品的得分分别为 2.36～2.63、1.77～

2.04、1.09～2.43，RSD 分别为 6.2%、7.2%、47.3%。以主

成分综合得分为指标进行聚类分析，结果（图略）与含量

聚类分析结果基本一致。

3　讨论

3.1　测定方法的选择

胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠均为甾体类化合

物，紫外吸收为末端吸收，使用常规的紫外检测器难以

取得理想效果[6]。也有学者采用蒸发光散射检测器[7]或

者衍生化方法[8]对其进行检测，但蒸发光散射检测器灵

敏度相对较差，在待测成分含量较低时表现不佳，且待

测成分的峰纯度无法考证，而衍生化方法的操作较繁

琐。八宝惊风散处方药味复杂，人工牛黄处方量小，基

质干扰严重，笔者前期尝试采用普通液相色谱法进行分

析，未能成功。因此，本研究采用灵敏度和选择性均更

高的超高效液相串联质谱法进行测定。

3.2　色谱条件及质谱条件的确定

本课题组前期考察了乙腈-水、甲醇-水、乙腈-10 

mmol/L 乙酸铵溶液、甲醇-10 mmol/L 乙酸铵溶液4个溶

剂系统，结果表明，水相采用纯水或乙酸铵溶液，有机相

采用甲醇或乙腈对分离的影响均不大；考虑到乙腈柱压

更小，添加乙酸铵与否对分离及灵敏度无影响，故最终

选用了乙腈-水作为流动相。本课题组还考察了等度和

梯度洗脱的区别，结果发现，梯度洗脱峰形较好，且梯度

洗脱对样品中吸附在色谱柱上的强保留杂质有较好的

洗脱作用，有利于延长色谱柱的寿命。因胆汁酸类成分

含有羧基，易形成负离子，因此质谱离子源采用了负离

子模式电离。本课题组还比较了单四极杆模式及多反

应监测模式，结果发现，胆酸、猪去氧胆酸、牛磺胆酸钠

的分子离子均有较大响应，但采用多反应监测模式的二

级碎片离子响应较小。为了使建立的方法更加灵敏，本

研究选用了单四极杆模式。

3.3　提取方法的考察

本课题组前期比较了甲醇直接提取和样品加稀盐

酸酸化后再以氯仿提取两种提取方法，结果表明，两种

方法均能提取出胆汁酸类成分，但酸化后再用氯仿提取

表2　不同厂家八宝惊风散样品的含量测定结果（n＝3）

编号

A1

A2

A3

B1

B2

B3

C1

C2

C3

均值

胆酸

含量/（mg/g）

1.481

1.389

1.569

1.187

1.081

1.244

0.811

1.711

0.702

1.242

RSD/%

6.1

7.1

51.5

27.2

猪去氧胆酸

含量/（mg/g）

1.772

1.801

2.049

1.888

1.201

1.415

0.955

1.389

0.599

1.452

RSD/%

8.1

23.4

40.3

32.8

牛磺胆酸钠

含量/（mg/g）

1.511

1.586

1.697

1.078

1.285

1.291

0.664

1.752

0.887

1.306

RSD/%

5.9

10.0

52.2

28.6

欧氏距离
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图2　9批八宝惊风散聚类分析树状图



· 2506 ·  China Pharmacy  2023 Vol. 34  No. 20 中国药房  2023年第34卷第20期

的样品测得值（编号 A1样品中胆酸、猪去氧胆酸、牛磺

胆酸钠含量分别为1.013、1.230、1.034 mg/g）较甲醇直接

提取（见表2样品 A1数据）的含量低，且操作复杂，故本

研究选择用甲醇直接提取。

4　结语

本研究建立了超高效液相串联质谱法同时测定八

宝惊风散中胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠含量的方

法，该方法线性范围宽，专属性和重复性良好，能够在

15 min 内快速实现对目标成分的分离，并能很好地区分

八宝惊风散批间及不同厂家之间的差异。3个厂家样品

之间胆酸、猪去氧胆酸和牛磺胆酸钠含量存在一定差

异，这可能与厂家所用人工牛黄原料不同和生产工艺存

在差异有关。由于本研究所用的八宝惊风散均为市售

品，无法取得相应批次制剂生产投料的人工牛黄饮片，

故仅能通过检测制剂中3个胆汁酸类成分的含量间接分

析制剂生产工艺的均一性。后续本课题组将进一步收

集相关样品及人工牛黄饮片，以进一步明确不同厂家 3

个胆汁酸类成分含量均一性不佳的原因。
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