
 

基于 UHPLC-ELSD指纹图谱及多成分含量测定比较不同产地羊

胆汁质量及抗氧化活性
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摘要：目的　 建立 UHPLC-ELSD 指纹图谱与多成分含量测定方法，比较不同产地羊胆汁的差异，并进行抗氧化活性研

究，为羊胆汁的深入开发利用提供依据。方法　采用 UHPLC-ELSD 建立 21 批不同产地羊胆汁指纹图谱并进行相似度分

析；测定 6 个成分含量、DPPH 及 ABTS 自由基清除能力、铁离子还原能力，并进行熵权 TOPSIS 及灰色关联度分析。结

果　21 批羊胆汁指纹图谱共确定 11 个共有峰，通过与对照品比对指认出牛磺胆酸 (taurocholic acid，TCA)、甘氨胆酸

(glycocholic  acid，GCA)、牛磺鹅脱氧胆酸 (taurochenodeoxycholic  acid，TCDCA)、牛磺脱氧胆酸 (tauroursodeoxycholic
acid，TDCA)、甘氨脱氧胆酸 (glycodeoxycholic acid，GDCA)、胆酸 (cholic acid，CA) 6 个成分，除 4 批样品外，指纹图谱

相似度均>0.90， 21 批羊胆汁冻干粉中 6 个成分的总含量范围为 55.34%~86.08%，含量最高的 TCA 含量范围为

34.74%~60.86%，显示 6 个成分含量在不同产地样品中存在较大差异；不同产地羊胆汁均具有抗氧化活性，同样也存在一

定差异。以 6 个成分含量为变量的熵权 TOPSIS 分析结果显示，得分排名位于前十的为 S2、S18、S16、S9、S8、S21、
S1、S10、S20、S15，表明其质量较好，且来自北方地区绵羊的羊胆汁质量略优；对 6 个成分含量与 3 个抗氧化指标的灰

色关联度分析结果显示，6 个成分与各抗氧化指标均具有关联性，且 TCA、TDCA、TCDCA 关联度最高，可能是羊胆汁

发挥抗氧化作用的重要成分。结论　采用熵权 TOPSIS 及灰色关联度分析方法能有效分析不同产地羊胆汁的质量差异及抗

氧化活性成分，为其质量评价提供科学依据。
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Comparison of the Quality of Sheep Bile from Different Regions Based on UHPLC-ELSD Fingerprint and
Multi-component Content Determination Combined with Antioxidant Activity
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ABSTRACT: OBJECTIVE　   To  establish  UHPLC-ELSD  fingerprint  and  multi-component  content  determination  methods,
compare the differences in sheep bile from different regions, and conduct antioxidant activity research to provide a basis for the in-
depth  development  and  utilization  of  sheep  bile.  METHODS　   Used  UHPLC-ELSD  method  to  establish  21  batches  of  bile
fingerprints  of  sheep  from  different  origins  and  conduct  similarity  analysis.  Measured  the  content  of  6  components,  DPPH  and
ABTS  free  radical  scavenging  ability,  iron  ion  reduction  ability,  and  conducted  entropy  weighted  TOPSIS  and  grey  correlation
analysis. RESULTS　A total of 11 common peaks were identified in the fingerprint spectra of 21 batches of sheep bile. Through
comparison  with  the  control  sample,  6  components  were  identified,  including  taurocholic  acid(TCA),  glycocholic  acid(GCA),
taurochenodeoxycholic  acid(TCDCA),  tauroursodeoxycholic  acid(TDCA),  glycodeoxycholic  acid(GDCA),  and  cholic  acid(CA).
Except  for  4  batches  of  samples,  the  similarity  of  the  fingerprint  spectra  was  greater  than  0.90.  The  total  content  range  of  6
components in the freeze-dried powder of 21 batches of sheep bile was 55.34% to 86.08%. The highest content of taurocholic acid
ranged from 34.74% to  60.86%,  indicating significant  differences  in  the  content  of  the  six  components  in  samples  from different
regions.  Sheep bile from different  regions had antioxidant activity,  and there were also certain differences.  The results  of  entropy
weighted TOPSIS analysis using six component contents as variables showed that the top ten scoring groups were S2, S18, S16, S9,
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S8, S21, S1, S10, S20, and S15, indicating good quality and slightly better bile quality from sheep in the northern region. The grey
correlation analysis  results  between the content  of  6 components  and 3 antioxidant  indicators  showed that  all  6  components  were
correlated  with  each  antioxidant  indicator,  and  TCA,  TDCA,  and  TCDCA had  the  highest  correlation,  which  might  be  important
components  for  sheep  bile  to  exert  antioxidant  effects.  CONCLUSION　   The  use  of  entropy  weighted  TOPSIS  and  grey
correlation analysis  methods can effectively analyze the quality differences and antioxidant active components of  sheep bile from
different regions, providing scientific basis for its quality evaluation.
KEYWORDS: sheep  bile;  fingerprint;  content  determination;  antioxidant  activity;  entropy  weight  TOPSIS;  grey  correlation
analysis; quality control

羊胆汁首载于梁代陶弘景《本草经集注》，

为牛科动物山羊 Capra hircus L.或绵羊 Ovisaries
L.的胆囊胆汁，含胆汁酸、胆色素、胆甾醇、卵磷

脂、黏蛋白及碳酸氢钠等化学成分[1-5]，具清热解

毒，清肝明目退翳之功效，在民间被广泛应用于

治疗痰热咳喘、热毒疮痈、肺结核等疾病[6-8]。现

代药理研究显示，羊胆汁具有抗炎抑菌、镇咳祛

痰、降低血压、促进消化等药理作用[9-12]。羊胆作

为与牛胆同科动物药材，二者胆汁的基础物质成

分存在某种程度上的一致性，因此羊胆汁成为由

牛胆粉、胆酸、牛磺酸等加工制成的人工牛黄的

胆酸原料来源之一[13]。此外，羊胆汁也是重要的

中药炮制辅料，可降低中药毒性或燥性，或改变

药性[14-15]，如中国药典 2020年版规定胆南星由天

南星与牛、羊或猪胆汁加工而成 [13]，有文献报

道，牛、羊胆汁制胆南星对脂多糖诱发急性肺损

伤大鼠的保护作用明显优于猪胆汁制胆南星[16]。

由于羊胆在我国来源广泛，价格低廉，人们

对羊胆汁药用价值的关注度越来越高，其品质的

优劣将对其应用产生直接影响。目前对羊胆汁中

所含成分的检测研究有少量报道，但对不同产地

羊胆汁质量进行系统的研究尚未见报道，对其抗

氧化活性研究也未见报道。已有文献显示，胆汁

酸为羊胆汁的主要成分，占总固体量 50%以上，

其中所含的牛磺胆酸 (taurocholic  acid， TCA)、
牛磺脱氧胆酸 (tauroursodeoxycholic acid，TDCA)、
甘氨胆酸 (glycocholic acid，GCA)有抗炎抑菌及促

进脂肪分解、代谢等作用，胆酸 (cholic  acid，
CA)具有利胆、镇咳等作用[17]；牛磺鹅脱氧胆酸

(taurochenodeoxycholic  acid，TCDCA)具有抗炎、

免疫调节等作用[18]。因此，本研究拟通过羊胆汁

UHPLC-ELSD指纹图谱、6个主要胆汁酸成分的

含量及体外抗氧化活性研究，结合熵权 TOPSIS及

灰色关联度的分析方法，对 21批不同产地山羊、

绵羊胆汁质量进行综合评价及抗氧化活性成分探

讨，旨在为羊胆汁进一步开发其药用价值及作为

提取胆酸的原料提供科学依据。 

1　仪器与试剂 

1.1　仪器

1290型超高效液相色谱仪 (安捷伦科技有限公

司)；Milli-Q型超纯水系统 (美国 Millipore公司)；
BSA224S-CW型万分之一分析天平 [赛多利斯科

学仪器 (北京)有限公司 ]；BSA224S-CW型十万

分之一分析天平 [赛多利斯科学仪器 (北京)有限

公司 ]；Scientz-10N型冷冻干燥机 (宁波新芝生物

科技股份有限公司)；KQ-500DE型超声波清洗器

(昆山市超声仪器有限公司)；Spark 10M型酶标仪

(瑞士 Tecan)。 

1.2　试剂

TCDCA(批号： RFS-N01811812016；纯度 >
98%)、TDCA(批号：RFS-N04002002018；纯度>
98%)对照品均购自成都瑞芬思生物科技有限

公司；CA对照品 (成都普思生物科技股份有

限公司，批号：PS020335；纯度>98%)；TCA对

照品 (批号：B15J11J118403，纯度>95%)、GCA
(批号：Y08A9E57765；纯度>97%)、甘氨脱氧

胆 酸 (glycodeoxycholic  acid， GDCA， 批 号 ：

Y27M9E56969，纯度>98%)对照品均购自上海源

叶生物科技有限公司；2,2-联苯基 -1-苦基肼基

DPPH(批号：C10233374)、抗坏血酸 Vc(批号：

C1313579)均购自麦克林生物科技有限公司；2,2-
联氮-双 (3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐 (批号：

S19198)、2,4,6-三吡啶基三嗪 (批号：S30632)均
购自源叶生物科技有限公司；甲醇、乙腈为色谱

纯，均购自默克；乙酸铵为色谱纯，购自赛默

飞；水为超纯水；其余试剂均为分析纯。

21批羊胆汁 (编号 S1~S21)为 2020年 12月

—2021年 1月在不同地点的屠宰场直接采集含羊

胆汁的胆囊，立即冷链邮寄接收后，割破胆囊取

汁，滤布过滤除絮状物获取滤液，冷冻干燥，用

研钵研成细粉，−20 ℃ 避光保存，备用[19]，样品

信息见表 1。 
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2　方法与结果 

2.1　UHPLC指纹图谱的建立 

2.1.1　供试品溶液的制备　取羊胆汁样品粉末约

50 mg，精密称定，置 50 mL具塞锥形瓶中，精密

加入 75%甲醇 25  mL，称重，超声处理 (功率

500 W，频率 40 kHz) 30 min，放置室温后称重，

用 75%甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，取续

滤液，过 0.22 μm微孔滤膜，即得。 

2.1.2　对照品溶液的制备　分别取 TCA、GCA、

GDCA、CA、TCDCA、TDCA对照品适量，精密

称 定 ， 制 成 含 TCA、 GCA、 GDCA、 CA、

TCDCA、TDCA对照品浓度分别为 4.00、0.96、
0.32、0.48、2.40、1.60 mg·mL−1 的混合对照品溶

液，采用 2倍稀释法得到不同质量浓度的混合对

照品工作液。 

2.1.3　色谱条件　ZOBAX SB-C18(150 mm×3 mm，

3.5 μm)色谱柱，流动相组成为甲酸调节 pH 4.0的

0.03 mol·L−1 乙酸铵溶液 (A)、乙腈 (B)、甲醇 (C)，
梯度洗脱 (0~5  min，34%  A，11%  B；5~7  min，
34%→17%A， 11%→28%B； 7~16  min， 17%→
10% A，28%→35% B；16~18  min，10%→7%A，

35%→38%B； 18~20  min， 7%→0%A， 38%→
60%B)；柱温 40 ℃；流速 0.5 mL·min−1；进样量

10 μL；ELSD检测器氮气流速 2.1 L·min−1；漂移

管温度 115 ℃；增益值 4，不分流。 

2.1.4　方法学考察　 

2.1.4.1　仪器精密度试验　取 S1羊胆汁样品粉末约

50 mg，精密称定，按“2.1.1”项下方法制备供试

品溶液，按“ 2.1.3”项下色谱条件连续进样

6针，记录色谱图，以保留时间适中，峰型较好，

与其他色谱峰分离较好的 5号峰为参照峰，计算

得各共有峰的相对保留时间 (relative  retention
time， RRT)和 相 对 峰 面 积 (relative  peak  area，
RPA)的相对标准偏差 (RSD)值均<3%，表明仪器

精密度良好。 

2.1.4.2　稳定性试验　取 S1羊胆汁样品粉末约

50 mg，精密称定，按“2.1.1”项下方法制备供试

品溶液，按“2.1.3”项下色谱条件分别于 0、1、
2、4、8、12、24 h进样，记录色谱图，以 5号峰

为参照峰，计算得各共有峰的 RRT和 RPA的

RSD均<3%，表明供试品溶液在室温下 24 h内稳

定性良好。 

2.1.4.3　重复性试验　取 S1羊胆汁样品粉末约

50 mg，精密称定，按“2.1.1”项下方法平行制备

供试品溶液 6份，以“2.1.3”项下色谱条件进行

测定，记录色谱图，以 5号峰为参照峰，计算各

共有峰的 RRT和 RPA的 RSD<3%(n=6)，表明本

方法重复性良好。 

2.1.5　指纹图谱的建立及共有峰指认　取 21批羊

胆汁样品粉末，按“2.1.1”项下方法制备供试品

溶液，按“2.1.3”项下色谱条件进行色谱分析，

记录色谱图。将 21批不同产地羊胆汁样品色谱图

依次导入国家药典委员会规定的《中药色谱指纹

图谱相似度评价系统》(2012版)软件进行分析，

以 S1号样品图谱为参照图谱，选取中位数法、时

间宽度 0.1 min对各色谱峰多点校正后自动匹配，

 

表 1    羊胆汁样品来源信息

Tab. 1    Source information of sheep bile samples

编号 来源 品种 编号 来源 品种

S1 湖北省襄阳市南漳县 山羊 S12 湖南省长沙市宁乡县(1) 山羊

S2 甘肃省张掖市肃南裕固自治县 绵羊 S13 湖南省长沙市宁乡县(2) 山羊

S3 湖北省黄冈市英山县 山羊 S14 陕西省西安市 山羊

S4 湖北省荆门市 山羊 S15 河南省南阳市唐河县 山羊

S5 湖北省襄阳市 山羊 S16 河南省南阳市唐河县 绵羊

S6 湖北省襄阳市 绵羊 S17 内蒙古自治区 山羊

S7 山东省菏泽市 山羊 S18 四川省自贡市 山羊

S8 甘肃省兰州市 绵羊 S19 山东省潍坊市 山羊

S9 湖北省宜昌市长阳县 山羊 S20 宁夏回族自治区银川市 绵羊

S10 湖北省宜昌市五峰县 绵羊 S21 贵州省铜仁市 山羊

S11 湖北省宜昌市宜都市 山羊
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建立 21批羊胆汁样品 UHPLC-ELSD指纹图谱及

对照指纹图谱 (图 1)，共确定 11个共有峰，采用

与对照品比对的方法对色谱峰进行指认 (图 2)，确

定 2号 峰 为 TCA， 3号 峰 为 GCA， 4号 峰 为

TCDCA，5号峰为 TDCA，6号峰为 GDCA，7号

峰为 CA。
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图  1     21批 羊 胆 汁 样 品 UHPLC-ELSD指 纹 图 谱

(S1~S21)和对照指纹图谱 (R)
Fig. 1    UHPLC-ELSD fingerprints of 21 batches of sheep bile
samples(S1−S21) and control fingerprint(R)
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图  2     混合对照品 (A)及对照指纹图谱 (B)的 UHPLC-
ELSD色谱图
2−牛磺胆酸；3−甘氨胆酸；4−牛磺鹅脱氧胆酸；5−牛磺脱氧胆酸；

6−甘氨脱氧胆酸；7−胆酸。

Fig.  2     UHPLC-ELSD  chromatograms  of  mixed  reference
substance(A) and control fingerprint(B)
2−taurocholic  acid;  3−glycocholic  acid;  4−taurochenodeoxycholic  acid;
5−tauroursodeoxycholic acid; 6−glycodeoxycholic acid; 7−cholic acid.
 

将 21批羊胆汁样品色谱图导入《中药色谱指

纹图谱相似度评价系统》(2012版)进行相似度评

价。结果见表 2，与对照指纹图谱相比，S2、S6、

S17、S20相似度较低，其中 S2、S20均<0.50；其

余样品相似度均>0.90，表明此 17批样品间有较好

的一致性。
 
 

表 2    羊胆汁样品指纹图谱与对照指纹图谱相似度分析
Tab. 2    Similarity analysis between fingerprints of sheep bile
samples and control fingerprint

编号 相似度 编号 相似度 编号 相似度

S1 0.972 S8 0.971 S15 0.982

S2 0.453 S9 0.980 S16 0.994

S3 0.972 S10 0.971 S17 0.889

S4 0.971 S11 0.972 S18 0.993

S5 0.970 S12 0.976 S19 0.936

S6 0.711 S13 0.976 S20 0.384

S7 0.991 S14 0.966 S21 0.966
  

2.2　多成分含量测定 

2.2.1　色谱条件　在“2.1.3”所确定色谱条件基

础上，进样量为 10 μL时，由于 2号峰 (TCA)和
5号峰 (TDCA)峰面积过大，超出线性范围，且色

谱峰出现平头现象，实验研究表明进样量降低

时 ， 3号 峰 (GCA)、 4号 峰 (TCDCA)、 6号 峰

(GDCA)、7号峰 (CA)峰面积低于检测限，为更准

确测定多成分含量，实验样品均分别以 2 、
10 μL进样分析，以进样量 2 μL的色谱图峰面积

结果计算样品中 TCA和 TDCA成分含量，以进样

量 10 μL的色谱图峰面积结果计算样品中 GCA、

TCDCA、GDCA、CA含量。 

2.2.2　线性关系考察　精密吸取“2.1.2”项下不

同对照品溶液，按“2.2.1”项下色谱条件进行测

定并记录色谱峰面积。以峰面积的对数值为纵坐

标 (Y)，以对照品进样量 (ng)对数值为横坐标

(X)，绘制标准曲线，并进行线性回归，得各成分

回归方程、相关系数 (r)及线性范围，将对照品逐

级稀释后进样分析，各成分以信噪比 S/N=3时的

质量浓度为检测限，以 S/N=10 时的质量浓度为定

量限，结果见表 3。 

2.2.3　方法学考察　 

2.2.3.1　仪器精密度试验　取 S1羊胆汁样品粉末

约 50 mg，精密称定，以“2.1.1”项下方法制备供

试品溶液，以“2.2.1”项下色谱条件连续进样

6针，记录色谱图中各化合物峰面积，计算得

TCA、GCA、TCDCA、TDCA、GDCA、CA峰面

积 RSD值分别为 0.39%、2.36%、1.37%、0.82%、

 

中国现代应用药学 2024 年 4 月第 41 卷第 8 期 Chin J Mod Appl Pharm, 2024 April, Vol.41, No.8 · 1069 ·



2.37%、2.57%，表明仪器精密度良好。 

2.2.3.2　稳定性试验　取 S1羊胆汁样品粉末约

50 mg，精密称定，以“2.1.1”项下方法制备供试

品溶液，以“ 2.2.1”项下色谱条件分别于 0、
1、2、4、8、12、24 h进样，记录色谱图中各化

合 物 峰 面 积 ， 计 算 TCA、 GCA、 TCDCA、

TDCA、 GDCA、 CA峰 面 积 RSD值 分 别 为

0.39%、 2.43%、 1.32%、 0.74%、 1.24%、 2.42%，

表明供试品在室温下 24 h内稳定性良好。 

2.2.3.3　重复性试验　取 S1羊胆汁样品粉末约

50 mg，精密称定，按“2.1.1”项下所确定的方法

平行制备供试品溶液 6份，以“2.2.1”项下色谱

条件进行测定，记录色谱图中各化合物峰面积，

计 算 TCA、 GCA、 TCDCA、 TDCA、 GDCA、

CA含量 RSD值分别为 0.72%、 1.83%、 1.59%、

1.05%、1.28%、1.26%，表明本方法重复性良好。 

2.2.3.4　加样回收率试验　取已知含量的羊胆汁

S1样品粉末约 25 mg，精密称定，平行 6份，分

别加入对照品 TCA、GCA、 TCDCA、 TDCA、

GDCA、CA混合溶液适量，按“2.1.1”项下所确

定的方法制备供试品溶液，以“2.2.1”项下色谱

条件进行色谱分析，记录峰面积，以进样体积为

2  μL的色谱图峰面积结果计算样品中 TCA和

TDCA加样回收率为 97.54%、99.23%，RSD值为

2.45%、1.67%，以进样体积为 10 μL的色谱图峰

面积结果计算样品中 GCA、TCDCA、GDCA、

CA加样回收率为 103.57%、 99.90%、 97.26%、

99.10%，RSD值为 1.13%、2.62%、1.28%、1.88%，

结果表明所建立的含量测定方法准确性良好。 

2.2.4　样品含量测定　取不同产地羊胆汁样品粉

末约 50 mg，精密称定，按“2.1.1”项下方法平行

制备 21批供试品溶液各 3份，以“2.2.1”项下色

谱条件进行测定，记录峰面积，以进样体积为

2  μL色 谱 图 峰 面 积 结 果 计 算 样 品 中 TCA和

TDCA含量均值，以进样体积为 10 μL色谱图峰面

积 结 果 计 算 样 品 中 GCA、 TCDCA、 GDCA、

CA含量均值，结果见表 4，结果显示不同地区羊

胆汁 6个成分含量存在一定差异。 

2.2.5　熵权 TOPSIS分析[20-21]　熵权 TOPSIS分析

法是熵权法与逼近理想排序法结合的一种综合评

价分析方法。熵权法用一种客观赋权的思维来确

定指标权重，增强各指标的分辨性，减少了主观

性 影 响 ， 显 现 了 对 数 据 结 果 的 客 观 反 映 ；

TOPSIS分析法借助多目标决策问题的“正理想

解”和“负理想解”对目标进行排序，是一种常

用的多目标决策分析方法，能很好刻画多个影响

指标的综合影响力。

羊胆汁中 6个胆汁酸成分总含量为 55.34%~
86.08%，均值高达 69.24%，已占羊胆汁大部分质

量，故 6个成分含量差异可以从定量角度评价羊

胆汁质量好坏。研究以羊胆汁中 6个成分含量为

原始数据，进行标准化处理后进行熵权 TOPSIS数

据分析比较不同产地质量差异，结果见表 5。结果

表明综合得分指数位于前十的样品为 S2、S18、
S16、S9、S8、S21、S1、S10、S20、S15，显示

以 6个成分含量评估羊胆汁质量时此 10批产地羊

胆汁质量较好。 

2.3　体外抗氧化活性 

2.3.1　DPPH自由基清除率　配制不同浓度的 21
批羊胆汁样品水溶液 (10、8、6、4、2、1 mg·mL−1)，
取各浓度样品溶液 100 μL，加入 0.2 mmol· L−1 的

DPPH 乙醇溶液 100 μL，混匀后室温避光反应

20 min，在 517 nm 波长下测定吸光度 A。自由基

清除率按 I(%)  =[1−(A2−A1)/A0]×100计算，其中

A2 为不同浓度下样品组吸光度值，A1 为对应不同

浓度下对照组吸光度值，A0 为空白组吸光度值，

 

表 3    6个成分的线性回归方程及检测限和定量限结果

Tab. 3    Results of linear regression equation, detection limit and quantification limit for 6 components

成分 回归方程 r 线性范围/mg·mL−1 检测限/mg·mL−1 定量限/mg·mL−1

TCA Y=1.519 9X−1.222 2 0.999 7 0.062 5~4.000 0 0.031 2 0.062 5

GCA Y=1.605 6X−1.450 1 0.999 9 0.061 6~0.985 0 0.030 7 0.061 6

TCDCA Y=1.572X−1.621 8 0.999 7 0.075 0~2.400 0 0.037 5 0.075 0

TDCA Y=1.726 4X−1.997 9 0.999 9 0.100 6~1.610 0 0.050 3 0.100 6

GDCA Y=1.403 9X−0.526 2 0.999 8 0.023 0~0.737 5 0.011 5 0.023 0

CA Y=1.741X−1.499 2 0.999 3 0.030 0~0.475 0 0.014 8 0.030 0
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以样品浓度为横坐标 X，自由基清除率为纵坐标

Y，进行拟合后得到拟合方程 ，根据方程计算出相

对半数清除率 (IC50)，测定结果采用 Z-score标准

化处理，结果见图 3~4。 

2.3.2　ABTS 自由基清除率　配制不同浓度的 21
批羊胆汁样品水溶液 (10、8、6、4、2、1 mg·mL−1)
与 ABTS溶液 [7 mmol· L−1 2,2-联氮-二 (3-乙基-苯
并噻唑-6-磺酸)二铵盐乙醇溶液与 2.45 mmol· L−1

的过硫酸钾乙醇溶液 1∶1均匀混合，室温避光反

应 12 h ，无水乙醇稀释 30倍 ]，取各浓度样品溶

液各 50 μL，加入 ABTS溶液 250 μL，混匀后避光

反应 25 min，立即在 752 nm 波长下测定吸光度

A。自由基清除率按 I(%)  =[1−(A2−A1)/A0]×100计

算，其中 A2 为不同浓度下样品组吸光度值，A1 为

对应不同浓度下对照组吸光度值，A0 为空白组吸

光度值，以样品浓度为横坐标 X，自由基清除率为

纵坐标 Y，进行拟合后得到拟合方程 ，根据方程

计算出相对半数清除率 (IC50)，测定结果采用 Z-
score标准化处理，结果见图 3~4。 

2.3.3　铁离子还原能力　FeSO4 标准曲线的绘制：

 

表 4    21批羊胆汁样品 6个化合物含量测定结果

Tab. 4    Determination results of 6 compounds in 21 batches of sheep bile samples %　

批号 TCA TDCA GCA TCDCA GDCA CA 总含量

S1 49.39±0.77 19.56±0.33 1.44±0.03 3.82±0.03 0.34±0.01 0.83±0.02 75.38

S2 45.87±0.14 8.11±0.23 17.90±0.05 1.71±0.03 1.13±0.02 0.52±0.01 75.24

S3 41.15±0.24 9.54±0.13 1.98±0.01 2.08±0.03 0.26±0.00 0.33±0.00 55.34

S4 40.78±0.58 10.95±0.22 0.82±0.02 3.99±0.05 0.16±0.00 1.24±0.03 57.94

S5 50.99±0.27 12.26±0.06 0.54±0.01 3.39±0.02 0.12±0.00 1.30±0.02 68.60

S6 45.42±0.21 6.94±0.06 0.84±0.01 2.16±0.03 0.23±0.00 4.21±0.03 59.80

S7 51.31±0.97 12.52±0.23 2.31±0.05 2.21±0.06 0.18±0.01 0.54±0.00 69.07

S8 56.51±0.47 12.16±0.30 0.56±0.01 3.10±0.03 0.12±0.00 0.95±0.01 73.40

S9 57.59±0.75 14.35±0.13 2.17±0.01 4.62±0.06 0.18±0.00 0.30±0.03 79.21

S10 48.05±0.57 18.25±0.17 1.24±0.02 4.94±0.07 0.51±0.00 0.26±0.00 73.25

S11 40.61±0.99 10.85±0.05 5.85±0.08 2.26±0.06 0.70±0.01 1.92±0.00 62.19

S12 49.78±0.28 11.37±0.27 5.70±0.02 2.20±0.03 0.42±0.01 1.18±0.01 70.65

S13 47.62±0.75 11.33±0.33 1.38±0.02 1.72±0.03 0.14±0.00 0.32±0.01 62.51

S14 46.92±0.40 16.07±0.09 0.40±0.00 2.62±0.06 0.23±0.01 0.20±0.00 66.44

S15 46.99±0.05 18.05±0.09 2.71±0.02 3.28±0.03 0.39±0.00 1.88±0.01 73.30

S16 60.86±0.40 13.36±0.01 3.48±0.01 2.79±0.00 0.37±0.01 0.48±0.02 81.34

S17 44.67±0.45 11.25±0.14 3.72±0.05 2.99±0.04 0.65±0.01 4.16±0.06 67.44

S18 58.22±0.29 16.00±0.05 5.15±0.04 2.96±0.03 0.30±0.00 3.45±0.04 86.08

S19 46.77±0.28 8.25±0.17 1.47±0.01 3.45±0.02 0.29±0.01 2.82±0.02 63.05

S20 34.74±0.97 4.83±0.05 13.88±0.11 2.25±0.12 2.80±0.07 1.98±0.85 60.48

S21 41.02±0.06 24.03±0.55 0.36±0.01 7.21±0.21 0.44±0..00 0.33±0.01 73.39

 

表 5    羊胆汁 6种成分含量熵权 TOPSIS评价结果

Tab.  5     Evaluation  results  of  entropy  weighted  TOPSIS  for
the content of 6 components in sheep bile
样品编号 正理想解 负理想解 综合得分指数 排序结果

S1 5.809 389 3.374 748 0.367 454 7

S2 4.901 556 5.207 009 0.515 109 1

S3 7.205 439 1.031 578 0.125 237 21

S4 7.128 076 1.139 438 0.137 821 20

S5 6.266 723 2.789 576 0.308 026 12

S6 6.983 250 1.839 635 0.208 507 18

S7 6.208 148 2.852 983 0.314 859 11

S8 6.006 813 3.867 541 0.391 675 5

S9 5.689 221 4.218 819 0.425 798 4

S10 5.967 925 3.005 755 0.334 952 8

S11 6.836 686 1.190 084 0.148 264 19

S12 6.077 643 2.565 868 0.296 855 13

S13 6.604 242 2.134 001 0.244 214 15

S14 6.310 005 2.462 172 0.280 680 14

S15 6.034 938 2.796 071 0.316 620 10

S16 5.692 135 4.859 247 0.460 532 3

S17 6.620 724 1.863 569 0.219 649 17

S18 5.246 905 4.485 583 0.460 888 2

S19 6.778 661 1.938 686 0.222 394 16

S20 6.494 449 3.089 777 0.322 381 9

S21 6.348 632 4.049 318 0.389 434 6
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配制不同浓度的 FeSO4 溶液及 FRAP溶液 (pH=
3.6的醋酸盐缓冲液、10 mmol·L−1 的 2,4,6-三吡啶

基三嗪溶液、10  mmol·L−1 的 FeCl3 溶液按 10∶
1∶1比例混合，现配现用)，取 FeSO4 溶液 5 μL，
FRAP溶液 180 μL，混匀，37 ℃ 反应 5 min，并

于 593 nm处测定吸光度 A，以 FeSO4 溶液浓度为

横坐标 X，吸光度 A 为纵坐标 Y，绘制标准曲线，

得线性方程为 Y=3.269 5X−0.318 9，R²  = 0.999 6。
取浓度为 10 mg·mL−1 的 21批羊胆汁样品水

溶液各 5 μL，加入 FRAP溶液 180 μL，混匀，37 ℃
反应 5 min，并于 593 nm处测定吸光度 A。代入

FeSO4 标准曲线计算样品的铁离子还原能力，测定

结果采用 Z-score标准化处理，结果见图 5。 

2.4　6个成分含量与抗氧化作用的灰色关联度

分析

分别以 3个抗氧化指标数据为母序列，以

6个成分含量数据为子序列，利用 SPSSPRO软件

进行灰色关联度分析，并计算各序列间的关联度
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图 3    羊胆汁及 Vc的自由基清除能力

Fig. 3    Free radical scavenging ability of sheep bile and Vc
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与关联序。由表 6可知，6个成分与 3个抗氧化指

标关联度均>0.6，表示 6个成分与 3个抗氧化指标

均有关联性，且 TCA、TDCA、TCDCA与抗氧化

能力关联度均>0.8，关联序均位于前 3，表示该

3个成分可能是羊胆汁发挥抗氧化作用的主要活性

成分。
 
 

表 6    6个成分与抗氧化指标的关联度及关联序
Tab.  6     Correlation  degree  and  order  of  6  components  with
antioxidant indicators

关联序
DPPH ABTS FRAP

关联度 成分 关联度 成分 关联度 成分

1 0.924 TCA 0.930 TCA 0.952 TCA

2 0.874 TDCA 0.866 TDCA 0.879 TDCA

3 0.856 TCDCA 0.860 TCDCA 0.876 TCDCA

4 0.797 GDCA 0.781 GDCA 0.790 GDCA

5 0.748 CA 0.742 CA 0.746 GCA

6 0.739 GCA 0.741 GCA 0.741 CA
  

3　讨论

已有文献报道采用紫外检测 (200 nm)建立羊

胆汁 HPLC指纹图谱的方法[3]。考虑到胆汁酸类成

分缺少共轭结构，紫外吸收较弱，蒸发光检测器

为通用型检测器，可以检测紫外无吸收物质，故

本研究采用 UHPLC-ELSD建立 21批羊胆汁指纹

图谱，确定了 11个共有峰，通过与对照品比对指

认出 TCA、TDCA、GCA、GDCA、TCDCA、CA
6个成分，并建立了同时检测被指认的 6个成分含

量测定方法。收集的 16个产地 21批样品含量测

定结果显示，羊胆汁冻干粉中 6个成分总含量范

围为 55.34%~86.08%，TCA、TDCA的含量均较

高，占药材冻干粉质量的 39.57%~74.22%，可知

羊胆汁中胆汁酸主要以结合型胆汁酸的形式存

在，且 TCA、TDCA为其最主要成分，与文献报

道一致[22]。

熵权 TOPSIS分析方法采用客观的评价方法，

排除主观因素干扰，能更全面、准确评价药材质

量。本文采用熵权 TOPSIS分析方法对羊胆汁 6个

胆汁酸类成分含量进行不同产地样品质量分析，

结果显示综合得分排名前 10的为 S2、 S18、
S16、S9、S8、S21、S1、S10、S20、S15，表明

这些样品质量较好。21批样品中来自北方地区的

9批样品大多数得分较高，其中甘肃及河南的样

品 (S2、S8、S16、S15)均排名前十，位于前五有

3批 (S2、S16、S8，排名 1、3、5)；21批样品中

的 6批绵羊的羊胆汁排名前十的有 S2、 S8、
S10、S16、S20 共 5批样品，且排名前 5的有

S2、S8、S16 共 3批样品，表明产于北方地区绵

羊胆汁质量较好。抗氧化试验研究表明不同产地

羊胆汁的作用效果虽不及 VC显著，但也具有良

好的 DPPH、ABTS自由基清除能力和铁离子还原

能力，以 6个成分含量及 3个抗氧化数据为变量

进行灰色关联度分析，结果表明 6个成分与 3个

抗氧化能力指标均具有一定关联性，且 TCA、

TDCA、TCDCA 3个成分与抗氧化能力关联性均

>0.8，推测其可能是发挥抗氧化作用的重要指标成

分。对熵权 TOPSIS分析排名前 10样品的 6个成

分总含量进行分析发现，除 S20外，其余 9个样

品的 6个成分总含量均较高， TCA、 TDCA、

TCDCA 3个成分的总量除 S2、S20外其余 8个也

较高，但 S2(甘肃)、S20(宁夏) 2个样品 (均为绵

羊)的 GCA含量却远高于其他 19个样品，提示羊

胆汁抗氧化能力除了与活性成分含量有关外，可

能还与各活性成分之间的比例相关。指纹图谱分

析结果也显示 S2、S20与对照指纹图谱的相似度

均<0.50，与其他样品差异较大。

目前中国对动物胆汁的应用尚不完善，导致

羊胆汁等大部分动物胆汁被浪费。羊与牛为同科

动物，羊胆汁中 TCA、GCA、TCDCA、TDCA、

GDCA、CA均为与牛胆汁共有的成分 [3,23]，中国

药典 2020年版人工牛黄项下显示，胆酸为其组成

原料之一，来源为“主要由牛、羊胆汁或胆膏经

提取、加工制成”。TCA、GCA可解离得到游离

型胆酸，计算 21批样品中 TCA、GCA、CA 3个

成分总含量均>40%，以收集样品数≥2个的 5个

省份的数据进行分析，湖北 (8个)、湖南 (2个)的
羊胆汁各有一半样品中 3个成分总含量>50%，而

 

S
1

0

0.05

0.10

0.15

0.20

1.00

1.50

S
2
S
3
S
4
S
5
S
6
S
7
S
8
S
9
S
1
0
S
11
S
1
2
S
1
3
S
1
4
S
1
5
S
1
6
S
1
7
S
1
8
S
1
9
S
2
0
S
2
1
V
c

FR
A
P/
m
m
ol
·g

−1

图 5    羊胆汁及 Vc铁离子还原能力

Fig. 5    Iron ion reduction ability of sheep bile and Vc
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甘肃、山东、河南的样品 TCA、GCA、CA 3个成

分总含量均>50%，提示以羊胆汁为原料提取制备

人工牛黄所需的胆酸时可优先考虑来自这 3个省

份的羊胆汁。

本研究通过指纹图谱、含量测定及抗氧化药

效学实验结合熵权 TOPSIS及灰色关联度分析方

法，对羊胆汁质量进行评价，在已有文献报道的

药效作用基础上，探究了羊胆汁抗氧化能力，更

进一步表明羊胆汁作为天然动物药材具有很好药

用前景。
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