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摘要  目的: 采用 HPLC法分别测定熊胆粉与猪胆粉、牛胆粉、羊胆粉和鸡胆粉的胆汁酸类成分并进行比较。方法:色谱柱为

A lltech P revail Se lect C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5Lm )柱;甲醇 -乙腈 - 01 03 m o l# L- 1磷酸二氢钠溶液 (磷酸调 pH 414)为流动相

进行梯度洗脱; 检测波长为 210 nm; 柱温为 40e 。结果: 5种胆汁粉所含结合型胆汁酸和水解后胆汁酸的液相色谱图明显不

同。结论: 5种胆汁粉可采用液相色谱图进行鉴别。
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Abstract Objec tive: To determ inate the componen ts o f the b ile acids in Fellis U rsi pow der and Fellis Suis pow-

der, Ca lculus Bovis pow der, Fellis C aprinus powder, Fe llis Galli powder by HPLC respect ively and compare the ir

chromatograms from each other. M ethod: The separat ion w as perform ed on a A lltech Preva il Se lect C18 co lumn( 250

mm @ 416 mm, 5 Lm ). The mob ile phase w as composed of methano l- acetonitrile- 0103mol# L
- 1

sodium d-i

hydrogen phosphate so lution w ith gradient elu tion. The detection w ave leng thw as 210 nm. The co lumn temperature

w as 40 e . Results: The chromatog ram s o f con jugated bile acids and bile ac ids by hydrolysis in f ive ga llsw as clearly

differen.t Conclusion: Five galls can be identified by HPLC.

K ey words:HPLC; b ile ac ids; Fe llis U rs;i Fe llis Suis; Ca lculus Bov is; Fellis Caprinus; Fe llis G alli

熊胆粉为熊科动物黑熊 [ Selenarctos thibetanus

( Cuv ier) ]的引流胆汁低温干燥品。熊胆始载于 5唐

新修本草6, 中医药学认为其性寒, 味苦, 具有清热、

解毒、利胆、解痉和明目的功能,活性成分主要为牛

磺熊去氧胆酸和牛磺鹅去氧胆酸
[ 1]
; 猪胆味苦性

寒,具有清热、润燥、解毒之功效,其主要成分为猪胆

酸、猪去氧胆酸和胆红素等
[ 2]
; 牛胆具有清肝明目、

利胆通肠、解毒消肿之效, 主要含有胆红素、胆汁酸、

胆固醇、无机元素、蛋白及氨基酸, 胆汁酸中主要含

牛磺胆酸、牛磺去氧胆酸、甘氨胆酸和甘氨去氧胆

酸
[ 3, 4]

; 羊胆汁具有显著的抗炎、抑菌等作用, 其主

要成分为胆汁酸盐、胆色素、粘蛋白及碳酸氢钠

等
[ 4]
; 鸡胆味苦性寒, 有清热解毒、泻肺火、理肺气

的作用,可治百日咳、疟疾,胆汁用水冲服,可医风火

赤眼
[ 5]
。熊胆粉为国家卫生部批准的一类中药新

药, 在药品质量标准中采用薄层色谱法检查猪胆、牛

胆和羊胆, 以保证熊胆粉的质量。本文采用 HPLC

法测定熊胆粉及猪胆、牛胆和羊胆的液相图谱,以比

较其同异。
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1 仪器及试药

HP- 1100液相色谱仪,四元泵, VWD可变波长

检测器,自动进样器。

熊胆粉样品:云南省章凤制药厂提供。

对照品:中国药品生物制品检定所提供,牛磺熊

去氧胆酸钠 ( 110816- 200305) ,牛磺鹅去氧胆酸钠

( 0846- 200003), 牛磺胆酸钠 ( 0815- 9702 ), 熊去

氧胆酸 ( 755- 9003) ,鹅去氧胆酸 ( 0806 - 9102) ,猪

去氧胆酸 ( 087 - 9406), 去氧胆酸 ( 724 - 8601), 胆

酸 ( 0078- 9312)。

对照药材:中国药品生物制品检定所提供,牛胆

粉 ( 1095- 200001),羊胆粉 ( 121524- 200501)。

猪胆粉和鸡胆粉购于市场, 经中国药品生物制

品检定所中药标本馆张继馆长鉴定分别为猪科动物

猪 Sus scrofa dommestica B risson. 和雉科动物家鸡

Gallus gallus domesticus Br isson. 胆汁的干燥品。

所用溶剂均为分析纯,流动相配制用色谱纯溶剂。

2 色谱条件

A lltech Preva il Select C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5

Lm)色谱柱;甲醇 ( A) -乙腈 ( B ) - 0103 mo l# L
- 1

磷酸二氢钠溶液 (磷酸调节 pH 414) ( C )为流动相,

梯度洗脱程序见表 1; 流速为 1 mL# m in
- 1
; 检测波

长为 210 nm;柱温为 40 e 。
表 1 流动相梯度洗脱条件

Tab 1 The gradient e lu tion events ofm ob ile phase

时间 ( t ime)

/m in

结合型胆汁酸测定

( for con juga ted bile acids)

水解型胆汁酸测定

( fo r bile ac ids by hydro lysis)

A C A B C

0 10 90 30 20 50

60 60 40 55 20 25

  注: A表示甲醇; B表示乙腈; C表示 0103mo l# L- 1磷酸二氢钠溶液

  No te: A - methano;l B- aceton itr ile; C- 0103mo l# L- 1 sodium d ihydrogen

phospha te so lution

3 溶液配制

311 对照品溶液 分别取对照品牛磺熊去氧胆酸

钠、牛磺鹅去氧胆酸钠、牛磺胆酸钠、熊去氧胆酸、鹅

去氧胆酸、猪去氧胆酸、去氧胆酸和胆酸适量,分别加

甲醇制成每 1mL含 1mg的溶液,作为对照品溶液。

312 结合型胆汁酸供试品溶液  取熊胆粉、牛胆

粉、羊胆粉、猪胆粉和鸡胆粉各约 016 g,置 50mL量

瓶中, 加入甲醇适量, 超声 (功率 300 W, 频率 25

kH z) 10 m in使溶解, 放冷, 用甲醇稀释至刻度, 摇

匀,滤过,取续滤液,即得。

313 水解后胆汁酸供试品溶液 取熊胆粉、牛胆

粉、羊胆粉、猪胆粉和鸡胆粉各约 012 g,分别加乙醇

5mL使溶解, 滤过,滤液置水浴上蒸干,残渣加 10%

氢氧化钠溶液 5mL, 置水浴上加热水解 8 h, 放冷,

滴加盐酸调节 pH至 2~ 3,用乙酸乙酯提取 2次, 每

次 10 mL, 合并乙酸乙酯液, 蒸干, 残渣加乙醇适量

使溶解, 移至 5 mL量瓶中, 加乙醇稀释至刻度, 摇

匀, 滤过, 取续滤液,即得。

4 方法与结果

分别量取对照品溶液、供试品溶液注入色谱仪,

记录色谱图。结合型胆汁酸测定时理论板数按牛磺

熊去氧胆酸钠峰计算不低于 4000;水解后胆汁酸理

论板数按熊去氧胆酸峰计算不低于 4000。

取上述溶液各 10 LL,注入高效液相色谱仪, 记

录色谱图 (图 1、图 2) ,分别计算各色谱峰占总峰面

积比例 (表 2、表 3)。

图 1 胆粉结合型胆汁酸类成分高效液相色谱图

F ig 1 C hrom atogram s of con jugated b ile acids of b ile powder

A.熊胆粉 ( FellisU rs i) B.猪胆粉 ( Fellis Su is)  C.牛胆粉 ( Ca lcu lus

Bovis) D.羊胆粉 ( Fellis C aprinu s)  E.鸡胆粉 ( Fell is Galli)

1 ~ 21.同表 2( sam e as Tab 2)

6 讨论

611 液相色谱条件的选择系参考 /熊胆粉 0质量标

准中 [含量测定 ]项目的条件, 加入乙腈进行梯度洗

脱, 以各个样品色谱图中 10~ 60 m in内的主要色谱

峰进行统计、比较和分析。

612 由结合型胆汁酸测定结果得知:熊胆粉中胆汁

酸类成分以 2个成分的色谱峰为主 (保留时间为
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图 2 胆粉水解后胆汁酸类成分高效液相色谱图

Fig 2 Ch rom atogram s of b ile acids by hydrolys is of b ile pow der

A.熊胆粉 ( Fellis Ursi) B.猪胆粉 ( Fel lis Suis)  C.牛胆粉 ( C alculus

Bov is) D.羊胆粉 ( Fellis Cap rinus)  E.鸡胆粉 ( FellisGall i)

1~ 24.同表 3 ( sam e as Tab 3 )

2014 m in和 3514 m in), 两者峰面积占总峰面积的

90%以上,其中保留时间为 2014m in的色谱峰为牛

磺熊去氧胆酸钠,保留时间为 3514 m in的色谱峰为

牛磺鹅去氧胆酸钠;猪胆色谱图中以 4个色谱峰为

主 (保留时间为 1113, 1312, 1411, 2312m in) ,其峰面

积占总峰面积的 90% 以上, 且集中在前半段; 羊胆

色谱图与牛胆色谱图较为相似, 羊胆的色谱峰在牛

胆的色谱图中均能找到 (保留时间为 1312, 2219,
2419, 4018m in), 以 3个色谱峰为主 (保留时间为

1312, 2219, 4018m in),其峰面积占总峰面积的 90%

以上,保留时间为 2219m in的色谱峰为牛磺胆酸钠,在

羊胆的色谱图中其峰面积占总峰面积的 50%以上,牛

胆的色谱峰则较羊胆明显要多 (达 9个 ),以 4个色谱

峰为主 (保留时间为 1312, 1913, 2219, 4018 m in),其峰

面积占总峰面积的 70%以上,除牛磺胆酸钠的色谱峰

外,保留时间为 1913m in的色谱峰为胆酸,这在羊胆色

谱图中未出现;鸡胆以 2个色谱峰为主 (保留时间为

2214, 3514m in),其峰面积占总峰面积的 90%以上,保

留时间为 3514m in的色谱峰为牛磺鹅去氧胆酸钠。
表 2 结合型胆汁酸的保留时间及峰面积比例

Tab 2 The reten tion tim e and the pencen t of area of con jugated b ile acids

序号

( No. )

成分

( component)

保留时间

( retention

time) /m in

峰面积比例 ( pencent o f area) /%

熊胆

( Fe llisU rsi)

猪胆

( Fe llis Suis )

牛胆

( Ca lculus Bov is )

羊胆

( F ellis Caprinus)

鸡胆

( Fe llis Ga lli)

1 1113 1519 513

2 1211 214

3 1214 211

4 1312 1913 2310 2018

5 1411 3810

6 胆酸 ( cho lic ac id) 1912 1211

7 1918 115

8 牛磺熊去氧胆酸钠 ( sod ium tauroursodeoxycho la te) 2014 5316

9 2019 116

10 2214 1719

11 2217 114

12 牛磺胆酸钠 ( natrium taurocho la te) 2219 2515 5616

13 猪去氧胆酸 ( hyodeoxycho lic ac id) 2312 1718

14 2413 418

15 2419 714 411 211

16 3111 412

17 3211 315

18 3318 311

19 3417 318

20 牛磺鹅去氧胆酸钠 ( sod ium taurochenodeoxycholate ) 3514 4114 7514

21 4018 1612 1514
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表 3 水解后胆汁酸的保留时间及峰面积比例

Tab 3 The reten tion tim e and the pencen t of area of b ile ac id by hydrolysis

序号

( No. )

成分

( component)

保留时间

( retention

time) /m in

峰面积比例 ( pencent o f area) /%

熊胆

( F ellis U rs i)

猪胆

( F ellis Su is)

牛胆

( Ca lculus Bov is)

羊胆

( Fe llis Caprinus)

鸡胆

( Fe llis Ga lli)

1 1116 2010 1315 411

2 1212 517

3 1317 214 219 419

4 1417 3313

5 1610 713

6 1619 310 416

7 1910 517

8 1914 116

9 胆酸 ( cho lic ac id) 2012 3718 5715 131 5

10 熊去氧胆酸 ( ursodeoxycholic ac id) 2110 1716

11 2218 718

12 2318 218

13 猪去氧胆酸 ( hyodeoxycho lic ac id) 2418 3514

14 2615 518 612

15 2919 414 317

16 3119 511 310

17 3212 419 41 9

18 鹅去氧胆酸 ( chenodeoxycho lic a cid) 3715 1619 321 4

19 去氧胆酸 ( deoxycholic ac id) 3813 1018 814

20 4014 518

21 4215 2816 451 8

22 4619 1514 31 4

23 4712 517

24 5316 713

613 由水解后胆汁酸测定实验得知: 熊胆粉中胆汁

酸类成分以 4个色谱峰为主 (保留时间为 2110,
3715, 4215, 4619 m in) ,其峰面积占总峰面积的 70%

以上, 其中保留时间为 2110 m in的色谱峰为熊去氧

胆酸, 保留时间为 3715 m in的色谱峰为鹅去氧胆

酸;猪胆色谱图中以 3个色谱峰为主 (保留时间为

1116, 1417, 2418 m in) ,其峰面积占总峰面积的 80%

以上, 保留时间为 2418的色谱峰为猪去氧胆酸;羊

胆色谱图与牛胆色谱图较为相似, 以胆酸色谱峰为

主 (保留时间为 2012 m in) ,其峰面积占总峰面积的

50%以上;牛胆的色谱峰较羊胆略多, 以 3个色谱峰

为主 (保留时间为 1116, 2012, 3813 m in ), 其峰面积

占总峰面积的 60%以上,除胆酸的色谱峰外, 保留

时间为 3813m in的色谱峰为去氧胆酸,这在羊胆色

谱图中也存在; 鸡胆以 2个色谱峰为主 (保留时间

为 3715, 4215m in),其峰面积占总峰面积的 70%以

上,保留时间为 3715m in的色谱峰为鹅去氧胆酸。
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