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牛黄清胃丸中化工染料检查及天然色素成分分析
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［摘要］　目的：建立牛黄清胃丸中化工染料检查方法并对其天然色素成分进行分析。方法：采用 ＨＰＬＣ，
ＰｈｅｎｏｍｅｎｏｎＬｕｎａＣ１８色谱柱，流动相为乙腈００５ｍｏｌ·Ｌ

－１醋酸铵（冰醋酸调 ｐＨ４５）梯度洗脱，在４９０ｎｍ检测波长
对处方中黄芩、黄柏等药材可能存在的黄色系化工染料进行检查；此外，以 ４３０ｎｍ为检测波长建立了本品天然色
素成分指纹图谱。结果：在 ４９０ｎｍ检测波长下，１８家企业生产的４９批牛黄清胃丸样品中均未检出柠檬黄、日落
黄、亮黄、金橙Ⅱ和金胺 Ｏ５种黄色系化工染料。与此同时，研究建立了本品中天然色素成分 ＨＰＬＣ指纹图谱
（４３０ｎｍ），采用Ｃｈｅｍｐａｔｔｅｒｎ软件分析表明，样品与共有模式的相似度为０６８～０９９；确定１４个共有峰并鉴定其中
９个成分；此外采用主成分分析阐明不同企业产品间差异较大的色素成分。结论：所建立的方法准确、可靠、简便，
可用于牛黄清胃丸中化工染料检查及天然色素成分分析，为本品质量控制提供了参考。
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牛黄清胃丸是由牛黄、大黄、黄芩、黄柏和番

泻叶等１７味药组成的中药复方制剂，具有清胃泄
火、润滑通便之功效。用于心胃火盛、头晕目眩、

口舌生疮、牙龈肿痛、乳蛾咽痛、便秘尿赤［１］。处

方中含有的黄芩、黄柏药材是市场上常见的染色中

药，其可能存在的合成染料主要有金胺 Ｏ，但其他
黄色系染料如柠檬黄、日落黄、亮黄、金橙Ⅱ等也
可能用于染色［２７］。中药安全问题一直备受关注，从

·２１１·
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近年国家药品评价抽验质量分析情况来看，在经济

利益的驱使下，中药染色掺伪现象时有发生［２３］。由

于中药染色常采用化工染料，这些合成染料大都具

有一定毒性，对人体健康存在严重安全隐患，有的

甚至有致癌性，在食品领域被禁止使用或严格控制

使用量［８］。中药染色危害公众用药安全，欺骗消费

者，是严重的违法行为。因此，国家药品监管部门

高度重视，相继审核批准了多种中药中化工染料补

充检验方法，主要有黄芩、蒲黄、红花等，有力地

打击了中药使用合成染料染色的违法行为［９］。因此，

为更好地保障用药安全性。本研究首先研究建立了

牛黄清胃丸中柠檬黄、日落黄、亮黄、金橙Ⅱ和金
胺Ｏ的ＨＰＬＣ检查方法。同时，针对本品处方药味
多，所含化学成分复杂多样，且处方中栀子、大黄

等药材中含有一些天然色素成分的情况［１０１１］，笔者

进一步研究建立了这些天然色素成分指纹图谱，为

更全面地评价本品质量提供了参考。

１　材料

１１　仪器

Ｗａｔｅｒｓ高效液相色谱仪（配备 ＤＡＤ检测器）；
ＭｅｔｔｌｅｒＸＳ１０５ＤＵ十万分之一天平、ＡＥ３２４０万分之
一电子天平（瑞士梅特勒托利多仪器有限公司）；
ＫＱ３００ＤＡ型数控超声波清洗仪（昆山市超声仪器有
限公司，超声功率：３００Ｗ，频率：４０ｋＨｚ）；Ｍｉｌｌｉ
Ｑ纯水机（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

１２　试药

金胺Ｏ、柠檬黄、日落黄、金橙Ⅱ对照品（中国
食品药品检定研究院，批号分别为 １１１７７０２０１６０３、
５１０００４２０１６０２、５１０００５２０１６０２、１１１７６９２０１３０２）；
亮黄（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；黄芩苷、西红花苷
Ⅰ、西红花苷Ⅱ、大黄酸、盐酸小檗碱、芦荟大黄
素、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚（中国食品药品检

定研究院，批号分别为 １１０７１５２０１６１９、１１１５８８
２０１７０１、 １１１５８９２０１７０５、 １１０７５７２０１６０７、 １１０７１３
２０１６１１３、１１０７９５２０１７１０、１１０７５６２０１５１２、１１０７９６
２０１６２１、１１０７５８２０１６１６）；乙腈、醋酸铵为色谱纯；
冰醋酸为分析纯；水为超纯水。

牛黄清胃丸共 ４９批，来源于 １８个生产企业，
覆盖山西、辽宁、吉林等１８个省区，分别为Ａ企业
（３批，样品编号１～３，批号分别为：Ａ１７０３３、Ａ１６２３９、
Ａ１７０４６），Ｂ企业（２批，样品编号４～５，批号分别

为：１７３６０７０１、１７３６０４０１），Ｃ企业（３批，样品编号
６～８，批号分别为：１７０１３５５９、１７０１３５５８、１７０１３５４９），
Ｄ企业（３批，样品编号９～１１，批号分别为：１７０３１００９、
１１１００１、１７０４１００５），Ｅ企业（３批，样品编号 １２～
１４，批号分别为：１７０６１５３、１７０９１２６、１７０９１３０），Ｆ
企业（３批，样品编号１５～１７，批号分别为：２０１６１２０１、
２０１７０７０２、２０１７０４０１），Ｇ企业（３批，样品编号１８～
２０，批号分别为：１７０３０２、１６１２０５、１７０３０１），Ｈ企
业（３批，样品编号２１～２３，批号分别为：１７０５０２１、
１７１２０３３、１７０５０２６），Ｉ企业（３批，样品编号 ２４～
２６，批号分别为：１７１００２、１７０３０２、１７０３０１），Ｊ企
业（３批，样品编号２７～２９，批号分别为：２０１７０８０３、
２０１７０８０１、２０１７０８０２），Ｋ企业（３批，样品编号３０～
３２，批号分别为：１１１１７１２１２、１１１７０３２９、１１１８０２０８），
Ｌ企业（３批，样品编号３３～３５，批号分别为：１１７００２、
１１７００３、１１８００１），Ｍ企业（３批，样品编号３６～３８，
批号分别为：２０１５１１０２、２０１７０６０１、２０１７０６０２），Ｎ
企业（３批，样品编号３９～４１，批号分别为：１７０８０１、
１６０７０３、１７０５０１），Ｏ企业（３批，样品编号４２～４４，批
号分别为：１７０８０１、１７０３０１、１７０９０１），Ｐ企业（２批，样
品编号４５～４６，批号分别为：２０１７０９０１、２０１７０２０１），
Ｑ企业（１批，样品编号４７，批号：２０１７０１０１），Ｒ企业
（２批，样品编号 ４８～４９，批号分别为：２０１７０７０１、
２０１６０６０２）。

２　方法与结果

２１　对照品溶液制备

取柠檬黄、日落黄、亮黄、金橙Ⅱ、金胺 Ｏ对
照品适量，用甲醇溶解，制成每１ｍＬ中约含１００μｇ
的混合对照溶液，用０４５μｍ微孔滤膜滤过，即得。

取大黄酸等９种对照品适量，用甲醇溶解，分
别制成每 １ｍＬ中约含 ２００μｇ的对照溶液，用
０４５μｍ微孔滤膜滤过，即得。

２２　供试品溶液制备

取牛黄清胃丸２丸，加硅藻土６ｇ粉碎，研细，
精密称取９ｇ，加甲醇溶液３０ｍＬ，超声处理３０ｍｉｎ，
放冷，取续滤液，用０４５μｍ微孔滤膜过滤，即得。

２３　色谱条件

色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｏｎＬｕｎａＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ）柱；流动相：乙腈 （Ａ）和００５ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸
铵（冰醋酸调 ｐＨ４５）（Ｂ）梯度洗脱 ［梯度程序 Ｉ

·３１１·
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（化工染料检查）：０～３０ｍｉｎ，２％ ～７０％Ａ；３０～
４０ｍｉｎ，７０％ ～９５％Ａ；４０～５０ｍｉｎ，９５％Ａ；梯度
程序Ⅱ（天然色素成分分析）：０～３５ｍｉｎ，１５％ ～
５５％Ａ；３５～４５ｍｉｎ，５５％ ～９５％Ａ；４５～５０ｍｉｎ，
９５％Ａ］；流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：４０℃；检测波
长：４９０ｎｍ（Ｉ）、４３０ｎｍ（Ⅱ）；进样体积：１０μＬ。

２４　结果

２４１　ＨＰＬＣ检查５种黄色系化工染料
２４１１　样品检测　样品按２２项下制备供试品溶
液，按２３项下色谱条件梯度洗脱程序 Ｉ，进样测
定，记录色谱图（图１）。４９批牛黄清胃丸样品中均
未检出与上述５种黄色系对照品保留时间一致的色
谱峰。

注：Ａ混合对照（１柠檬黄；２日落黄；３亮黄；４金橙Ⅱ；５

金胺Ｏ）；Ｂ供试品。

图１　混合对照品和供试品ＨＰＬＣ图（４９０ｎｍ）

２４１２　检出限　取不同浓度对照试剂溶液，按
２３项下色谱条件梯度洗脱程序 Ｉ进样。在４９０ｎｍ
检测波长下测定，以信噪比３∶１为检出限，结果见
表１。

表１　５种化工染料对照试剂检测结果
染料 ｔＲ／ｍｉｎ λｍａｘ／ｎｍ ＬＯＤ／ｎｇ

柠檬黄 ６７ ４２８ ０６

日落黄 １０８ ４８６ ０３

亮黄 １６０ ４０６ １０

金橙Ⅱ ２０４ ４８６ ０３

金胺Ｏ ２１０ ４３６ ０８

２４２　天然色素成分分析
２４２１　方法学考察　精密度试验：取同一供试品
溶液（批号：Ａ１７０３３），按２３项下色谱条件Ⅱ重复
进样６次，记录色谱图。以盐酸小檗碱为参照峰，
计算色谱图中特征峰的相对保留时间和相对峰面积。

结果表明，各特征峰的相对保留时间和相对峰面积

的ＲＳＤ分别为 ００４％ ～０５％、０３％ ～２９％，表
明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批次牛黄清胃丸（批号：

Ａ１７０３３），按２２项下方法制备６份供试品溶液，按
２３项下色谱条件Ⅱ进样测定，记录色谱图。以盐
酸小檗碱为参照峰，计算色谱图中特征峰的相对保

留时间和相对峰面积。结果表明各特征峰的相对保

留时间和相对峰面积的ＲＳＤ分别为００４％ ～０５％、
０３％～２９％，表明方法重复性良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液 （批号：

Ａ１７０３３），分别于０、６、１２、１８、２４ｈ按 ２３项下
色谱条件Ⅱ进样测定，记录色谱图。以盐酸小檗碱
为参照峰，计算色谱图中特征峰的相对保留时间和

相对峰面积。结果表明各特征峰的相对保留时间和

相对峰面积的ＲＳＤ分别为００３％ ～０５％、０４％ ～
３３％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。
２４２２　共有模式的建立与分析　取４９批牛黄清
胃丸样品，按２２项下方法制备供试品溶液，按２３
项下色谱条件梯度洗脱程序Ⅱ进样测定，记录色谱
图，见图２。将结果导入ＣｈｅｍＰａｔｔｅｒｎ软件，以所有
变量作为共有峰筛选条件，采用高斯曲线模拟的方

法生成共有模式，包括１４个共有峰，见图３。经与
对照品、对照药材比对，鉴定其中９个共有峰并明
确其主要药材来源，见表２。
２４２３　统计学分析　相似度分析：利用 Ｃｈｅｍ
Ｐａｔｔｅｒｎ软件，以ＨＰＬＣ（４３０ｎｍ）指纹图谱共有模式
为参照图谱，采用夹角余弦法计算各样品的相似度，

见图４。所有４９批样品与共有模式的相似度为０６８～

图２　牛黄清胃丸样品天然色素ＨＰＬＣ指纹图谱（４３０ｎｍ）

·４１１·
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０９９，其中Ｃ企业样品相似度高，均一性好；仅 Ｂ
企业样品相似度低于０７，分析发现其样品部分色谱
峰含量较其他企业样品存在一定差异。

注：３黄芩苷；４西红花苷Ｉ；５西红花苷Ⅱ；６大黄酸；

７盐酸小檗碱；１１芦荟大黄素；１２大黄素；１３大黄酚；

１４大黄素甲醚。

图３　牛黄清胃丸天然色素指纹图谱共有模式（４３０ｎｍ）

表２　牛黄清胃丸天然色素指纹图谱中共有峰的鉴定
色谱峰

编号
成分 ｔＲ／ｍｉｎ 分子式

相对分子

质量
主要来源

３ 黄芩苷 １１２０ Ｃ２１Ｈ１８Ｏ１１ ４４６３６ 黄芩

４ 西红花苷Ｉ １３１１ Ｃ４４Ｈ６４Ｏ２４ ９７６９６ 栀子

５ 西红花苷Ⅱ １５４５ Ｃ３８Ｈ５４Ｏ１９ ８１４８２ 栀子

６ 大黄酸 １７２２ Ｃ１５Ｈ８Ｏ６ ２８４２２ 大黄

７ 盐酸小檗碱 １９１３ Ｃ２０Ｈ１８ＣｌＮＯ４ ３７１８１ 黄柏

１１ 芦荟大黄素 ２９３２ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５ ２７０２４ 大黄

１２ 大黄素 ３８７６ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５ ２７０２４ 大黄

１３ 大黄酚 ４３８２ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ４ ２５４２４ 大黄

１４ 大黄素甲醚 ４５３５ Ｃ１６Ｈ１２Ｏ５ ２８４２６ 大黄

图４　牛黄清胃丸样品相似度

　　主成分分析：主成分分析（ＰＣＡ）是根据实际需
要从中抽取出几个来尽可能多地反映原来变量信息

的一种多元统计分析方法。利用 ＣｈｅｍＰａｔｔｅｒｎ软件
将样品测定数据标准化后进行主成分分析，见图５。
第一主成分（ＰＣ１）的贡献率为４０２８％，第二主成
分（ＰＣ２）的贡献率为 ２５２１％，第三主成分（ＰＣ３）
的贡献率为１８２７％，累计达到８３７６％，说明其能
较全面地反映样品间的差异。ＰＣＡ散点图显示，不

同企业生产样品基本可以各自聚为一类，其中 Ｂ企
业样品明显偏离其他样品。主成分载荷图给出各色

谱峰在主成分中所占的比例，其中离Ｘ＝０轴距离越
远的点对ＰＣ１的贡献越大，如西红花苷Ⅰ和大黄酚；
而离Ｙ＝０轴距离越远的点对ＰＣ２的贡献越大，如大
黄酚和西红花苷Ⅰ；而离 Ｚ＝０轴距离越远的点对
ＰＣ３的贡献越大，如西红花苷Ⅰ和盐酸小檗碱。以
Ｂ和Ｃ企业为例，两者样品主要沿 ＰＣ２、ＰＣ３得到
分离，因而对 ＰＣ２、ＰＣ３贡献大的成分是其主要差
异性成分；因 Ｂ位于 ＰＣ２＜０，ＰＣ３＜０的位置，Ｃ
位于ＰＣ３＞０，ＰＣ３＞０的位置，所以与 ＰＣ２负相关、
与ＰＣ３正相关的成分大黄酚在 Ｂ样品中含量较高；
与ＰＣ２、ＰＣ３均正相关的成分盐酸小檗碱在 Ｂ样品
中含量较低。

注：Ａ得分图；Ｂ载荷图。

图５　牛黄清胃丸样品ＰＣＡ分析结果

３　讨论

３１　提取方法考察

采用超声提取方式，分别考察不同提取溶剂（甲
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醇、８０％甲醇水）、提取时间（超声３０、４５、６０ｍｉｎ）
等条件，结果发现，提取时间影响不大，甲醇提取

样品中天然色素成分信息丰富，基线分离情况

良好。

３２　色素成分分析

实验过程中发现，尽管所有样品在４９０ｎｍ下均
未检出５种黄色系化工染料，但在４３０ｎｍ波长下可
见色谱峰信息丰富，因此研究建立了这些天然色素

成分指纹图谱，并进一步分析鉴定其中９个主要共
有峰，结果表明，这些成分主要来源于处方中大黄、

番泻叶、黄柏、黄芩和栀子等５味药材。此外，通
过Ｃｈｅｍｐａｔｔｅｒｎ软件分析，４９批样品与共有模式的
相似度为０６８～０９９，其中仅 Ｂ企业样品相似度低
于０７，分析发现其样品部分色谱峰含量较其他企业
样品存在一定差异；主成分分析能够明确不同企业

产品中差异较大的成分，其在一定程度上也反映了

不同企业相关药材的质量及投料情况。此外，个别

企业样品批间存在一定差异，分析表明因部分色谱

峰含量不同所致。

３３　结论

所有样品均未检出柠檬黄、日落黄、亮黄、金

橙Ⅱ和金胺Ｏ这 ５种黄色系化工染料。同时，研究
建立的天然色素成分指纹图谱准确、可靠、简便，

能够反映不同企业产品的质量，为更好地控制制剂

质量提供了参考。
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