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摘要 目的:提高、完善西黄丸的质量标准。方法:建立处方中乳香、没药的薄层色谱鉴别方法; 采用 HPLC － ELSD 法检查处方

中猪去氧胆酸，使用 Agilent ZORBAX SB C18 ( 250 mm × 4． 6 mm，5 μm) 色谱柱，以乙腈 － 0. 5% 甲酸( 38∶ 62) 为流动相，流速

1. 0 mL·min －1，柱温35 ℃，Alltech 2000ES 蒸发光散射检测器( 漂移管温度为90 ℃，气体流量2 L·min －1 ) ; 采用 HPLC 法测定牛

黄( 体外培育牛黄) 中胆红素的含量，使用 Agilent ZORBAX SB C18 ( 250 mm ×4. 6 mm，5 μm) ，以乙腈 － 1%醋酸溶液( 95∶ 5) 为流

动相，流速 1. 0 mL·min －1，检测波长为 450 nm，柱温 40 ℃。结果:薄层色谱斑点清晰，专属性强; HPLC － ELSD 检查方法方便、快
捷，专属性强; HPLC 方法学考察结果表明胆红素浓度在 0. 0046 ～ 0. 1145 mg·mL －1

范围内线性关系良好( r = 0. 9993) ; 平均加样

回收率( n =6) 为 100. 6% ( RSD =1. 8% ) 。结论:建立的方法简便、准确，重复性好，可作为西黄丸的定性定量方法。
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Abstract Objective: To enhance and consummate the quality standard of Xihuang pills．Methods:Frankincense，

myrrh were identified by TLC． Hyodeoxycholic acid in prescription was checked by HPLC － ELSD; The chromato-
graphic column was Agilent ZORBAX SB C18 ( 250 mm × 4． 6 mm，5 μm ) ，the mobile phase was acetonitrile
－ 0. 5% formic acid( 38 ︰ 62) at the flow rate of 1. 0 mL·min －1，and column temperature was 35 ℃ ; The flow
rate of N2 in ELSD was 2 L·min －1，and the temperature of drift tube was 90 ℃. The contents of bilirubinic in be-
zoar( cultured ox gallstone) were determined by HPLC; The chromatographic column was Agilent ZORBAX SB C18

( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm ) ，the mobile phase was acetonitrile － 1% acetic acid ( 95 ∶ 5 ) at the flow rate of
1. 0 mL·min －1，the detecting wavelength was 450 nm，and column temperature was 40 ℃ ． Results:The TLC i-
dentification was highly specific and spots were clear． The HPLC － ELSD check － up method was convenient and
specific． The bilirubin showed a good linear relationship at a rang of 0. 0046 － 0. 1145 mg·mL －1 ( r = 0. 9993 ) ，

and the average recovery( n = 6 ) was 100. 6% with RSD of 1. 8% . Conclusion:The method established is accu-
rate，simple and reproducible，and can be used for the study of quality and quantity for Xihuang pills．
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HPLC; TLC; assay
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西黄丸是多家药厂生产的品种，其质量标准收载

于卫生部药品标准中药成方制剂第 9 册，由牛黄、麝
香、乳香、没药组成，具有清热解毒、和营消肿的功效。
现行质量标准只有显微鉴别及化学鉴别，难以有效控

制其内在质量。本实验在原标准基础上，删去了原标

准中专属性不强的化学鉴别方法，增加了处方中乳

香、没药的薄层色谱鉴别方法，猪去氧胆酸的 HPLC －

ELSD 检查方法及胆红素的 HPLC 含量测定方法。
1 仪器与试药

岛津 LC －20AD 高效液相色谱仪，紫外检测器，

蒸发光散射检测器( Alltech 2000ES) 。
对照药材乳香 ( 批号: 120970 － 200403 ) 、没药

( 天然没药) ( 批号: 121250 － 200302 ) 、对照品胆红

素( 供含量测定用，批号 100077 － 200604，) 、猪去氧
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胆酸( 供含量测定用，批号 100087 － 200610，) 均由

中国药品生物制品检定所提供; 硅胶 G 板购自青岛

海洋化工厂; 乙腈、甲醇为色谱纯( 天津市科密欧化

学试剂有限公司) ; 水为重蒸水; 其他试剂为分析

纯。西黄丸样品: 中新药业集团乐仁堂制药厂，批号

B112011; 济 南 宏 济 堂 制 药 有 限 责 任 公 司，批 号

0803001，0804001; 武汉健民大鹏药业有限公司，批

号 070801，080401，080501。
2 方法与结果

2. 1 薄层色谱鉴别

2. 1. 1 供试品溶液的制备 取西黄丸 1 g，研细，加

甲醇 10 mL，超声处理 10 min，滤过，滤液作为供试

品溶液。
2. 1. 2 对照药材溶液的制备 分别取对照药材乳

香、没药( 天然没药) 各 0. 1 g，加甲醇 5 mL，超声处

理 10 min，滤过，滤液作为对照药材溶液。
2. 1. 3 阴性对照溶液的制备 按照处方配比，分别

取除乳香与没药( 天然没药) 的其他药味，按处方中

【制法】项下方法制得样品，按照“2. 1. 1”供试品溶

液的制备方法分别制成乳香与没药( 天然没药) 的

阴性对照溶液。
2. 1. 4 薄层鉴别方法及结果 吸取供试品溶液、对
照药材溶液及阴性对照溶液各 10 μL，分别点于同一

硅胶 G 薄层板( 青岛海洋化工厂) 上，以石油醚( 60 ～
90 ℃ ) － 乙酸乙酯( 95∶ 5) 为展开剂，展开，取出，晾

干，喷以 5%香草醛硫酸溶液，放置 10 min 以上。供

试品色谱中，在与对照药材色谱相应的位置上，显相

同颜色的斑点。阴性样品无干扰。见图 1。

图 1 乳香、没药薄层色谱图

Fig 1 Thin layer chromatogram of frankincense and myrrh

1． 乳香阴性( negative sample without frankincense) 2． 没药阴性( neg-

ative sample without myrrh ) 3 ～ 8． 样 品 ( test samples，Lot No． :

B112011，0803001，804001，70801，80401，080501) 9． 乳香对照药材

( reference crude drug of frankincense) 10． 没药对照药材 ( reference

crude drug of myrrh)

2. 2 猪去氧胆酸的检查项

2. 2. 1 对照品溶液的制备 取猪去氧胆酸对照品

适量，加甲醇制成每 1 mL 含猪去氧胆酸 0. 2 mg 的

溶液。
2. 2. 2 供 试 品 溶 液 的 制 备 取 西 黄 丸 2 g，研

细，加甲醇 40 mL，超声处理 40 min，放冷，滤过，

滤液蒸干，残渣 加 甲 醇 10 mL 使 溶 解，即 得 供 试

品溶液。
2. 2. 3 色谱条件 采用 Agilent ZORBAX SB C18

( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm) 色谱柱，以乙腈 － 0. 5%
甲酸( 38∶ 62) 为流动相，流速 1. 0 mL·min －1，柱温

35 ℃ ; 蒸发光散射检测器漂移管温度为 90 ℃，气体

流量 2 L·min －1。理论板数按猪去氧胆酸峰计算不

得低于 4000。
2. 2. 4 专属性试验 按照处方配比，取除牛黄( 体

外培育牛黄) 的其他药味，按处方中【制法】项下方

法制得样品，按照“2. 2. 2”项下方法制成阴性样品

溶液。分别取阴性样品溶液、对照品溶液、供试品溶

液各 10 μL 进样测定。结果表明，在“2. 2. 3”项色

谱条件下，阴性样品对测定无干扰，图 2 － B 中保留

时间为 21. 165 min 的色谱峰，经验证为牛黄( 体外

培育牛黄) 的胆酸成分。见图 2。

图 2 猪去氧胆酸对照品( A) 、样品( B) 、缺牛黄阴性样品( C) HPLC

色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms of hyodeoxycholic acid ( A) ，sample ( B) ，

sample without bezoar( C)

1． 猪去氧胆酸( hyodeoxycholic acid)
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2. 2. 5 检出限 分别精密吸取“2. 2. 1”项下对照

品溶液 2 mL 置 10，25，50 mL 量瓶中，加甲醇至刻

度，摇匀，即得供检出限测定用系列对照品溶液。按

照“2. 2. 3”项下色谱条件精密吸取上述对照品溶液

各 10 μL，注入液相色谱仪，测定。结果表明猪去氧

胆酸对照品在 0. 016 mg·mL －1
时，信噪比约为 3∶ 1。

因此确定该方法测得猪去氧胆酸检出限为0. 16 μg。

图 3 检出限色谱图

Fig 3 HPLC chromatogram of detection limit

1． 猪去氧胆酸( hyodeoxycholic acid)

2. 3 胆红素的测定

2. 3. 1 对照品溶液的制备 取胆红素对照品适

量，精密称定，加三氯甲烷制成每 1 mL 含 20 μg 的

溶液，即得。
2. 3. 2 供试品溶液的制备 取西黄丸适量，研细，

取约 0. 2 g，精密称定，精密加入［三氯甲烷 － 甲醇

( 3∶ 1) ］－ 磷酸( 100∶ 0. 18) 25 mL，称定重量，超声处

理( 功率 200，频率 40 kHz) 15 min，放冷，再称定重

量，用［三氯甲烷 － 甲醇( 3∶ 1) ］－ 磷酸( 100∶ 0. 18 )

补足减失的重量，滤过，取续滤液，即得。
2. 3. 3 色谱条件 采用 Agilent ZORBAX SB C18

( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm) 色谱柱，以乙腈 － 1% 醋

酸溶液( 95∶ 5) 为流动相，流速 1 mL·min －1，检测波

长 450 nm，柱温 40 ℃，进样 5 μL。理论板数按胆红

素色谱峰计为 3500，分离度符合规定。
2. 3. 4 专属性试验 按处方配比，取除牛黄( 体外

培育牛黄) 外的各味药材，按处方中【制法】项下方

法制得样品，再按“2. 3. 2”项下方法制得阴性样品

溶液。取阴性样品溶液、对照品溶液和供试品溶液

各 5 μL，进样测定。结果表明在上述色谱条件下，

阴性样品无干扰。见图 4。
2. 3. 5 线性关系考察 取胆红素对照品适量，精

密称定，加三氯甲烷制成每 1 mL 含 0. 1145 mg 的溶

液，精密吸取此溶液 1，2，5，10，25 mL，置 25 mL 量

瓶中，加三氯甲烷至刻度，制得系列浓度对照品溶

液。分别精密吸取对照品溶液 5 μL，按“2. 3. 3”项

下色谱条件注入液相色谱仪，测定各自峰面积，以对

照品浓度( mg·mL －1 ) 为横坐标，峰面积值为纵坐

标，求得回归方程为:

图 4 胆红素对照品( A) 、样品( B) 、缺牛黄阴性样品( C) 色谱图

Fig 4 HPLC chromatograms of reference substance ( A) ，sample ( B ) ，

sample without bezoar( C)

1． 胆红素( bilirubin)

Y = 2. 780 × 107X － 9. 752 × 104 r = 0. 9993
结果表明胆红素在 0. 0229 ～ 0. 5725 μg 范围内线性

良好。
2. 3. 6 重复性试验 取同一批号 ( 乐仁堂，批号

B12011) 样品，研细，取约 0. 2 g，共 6 份，按照“2. 3. 2”
项下方法制备供试品溶液，按“2. 3. 3”项下色谱条件

分析，测定每份样品中胆红素含量。结果样品中胆红

素平均含量为 2. 517 mg·g －1，RSD 为 2. 0%。
2. 3. 7 精密度试验 精密吸取同一供试品溶液

( 乐仁堂，批号 B12011 ) ，按“2. 3. 3”项下色谱条件

分析，连续进样 6 次，结果胆红素峰面积的 RSD 为

0. 3%。
2. 3. 8 稳定性试验 取同一批号 ( 乐仁堂，批号

B12011) 样品，研细，取约 0. 2 g，按照“2. 3. 2”项下

方法制备供试品溶液，按“2. 3. 3”项下色谱条件分

别在 0，2，4，6，9，12 h 进样 5 μL，测定样品中胆红素

峰面积。结果峰面积值的 RSD 为 1. 9%，表明供试

品溶液在 12 h 内稳定。
2. 3. 9 回收率试验 取同一批号 ( 乐仁堂，批号

B12011) 样品，研细，取约 0. 1 g，共 6 份，精密称定，

精密加入 10. 13 μg·mL －1
对照品溶液 25 mL，按照

“2. 3. 2”项下方法制备溶液，按“2. 3. 3”项下色谱条

件进样测定，计算回收率。结果平均回收率( n = 6)

为 100. 6%，RSD 为 1. 8%，符合规定。
2. 3. 10 样品测定 取不同厂家 6 个批号的样品，

分别按 照“2. 3. 2”项 下 方 法 制 备 供 试 品 溶 液，按

“2. 3. 3”项下色谱条件进样测定，按外标法计算样

品中胆红素含量。结果见表 1。
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表 1 样品中胆红素含量测定结果

Tab 1 Content of bilirubin in samples

批号( Lot No． ) 含量( content) /mg·g － 1

0803001 2. 36

0804001 2. 43

B112011 2. 52

070801 2. 32

080401 1. 68

080501 2. 23

3 讨论

3. 1 薄层鉴别的耐用性试验 实验中对乳香、没

药的薄层鉴别方法，考察了不同品牌的薄层板 ( 青

岛海洋化工厂、烟台市化学工业研究所、Merck 公

司) 、不同温度( 室温与 4 ℃ ) 和湿度( 30% 与 75% )

的影响。结果表明样品在不同品牌的薄层板、不同

温度和湿度的情况下均能达到良好的分离效果，检

测结果基本一致。
3. 2 不同牛黄之间的区别 通过对人工牛黄、牛
黄、体外培育牛黄、培植牛黄的质量标准研究

［1］
发现，

人工牛黄中胆红素含量仅为 0. 63%，而牛黄、培植牛

黄和体外培育牛黄中胆红素含量为 35. 0% ; 同时在人

工牛黄中含有猪去氧胆酸，而在牛黄和体外培育牛黄

中不含有猪去氧胆酸; 这两点是人工牛黄和牛黄、体
外培育牛黄的根本性区别。为此，建立了处方中猪去

氧胆酸的检查项和胆红素的含量测定项。
3. 3 猪去氧胆酸检查方法的建立 曾试验使用乙

醚脱脂及酸碱加热水解的前处理办法
［1］162，使用不

同的显色剂及采取不同的检视方式，以期达到去除

干扰并纯化供试品溶液的目的，但终因供试品溶液

本底颜色太深，影响猪去氧胆酸在薄层色谱中的结

果判定。通过大量试验
［2］，最后利用 HPLC 的高分

离能力，建立了前处理简单、快捷且灵敏度高、专属

性强的 HPLC － ELSD 检查方法。
3. 4 胆红素含量测定中流动相的选择 天然的胆

红素在提取分离过程中受酸碱的影响，双吡咯环产

生异构化，即产生胆红素Ⅲa、Ⅸa、和ⅩⅢa3 种异构

体，胆红素Ⅸa 是天然产物的原型物，由于试验条件

的不同，导致牛黄( 体外培育牛黄) 中胆红素异构体

相对含量不同，目前仍未清楚其有效成分是哪种异

构体产生。实验中曾选择不同比例的乙腈 － 二甲亚

砜 － 0. 1 mol·L －1
醋酸铵溶液 ( pH 4. 6 ) 作为流动

相，分离得到 3 个色谱峰，经文献查阅
［3，4］，此 3 个峰

互为同分异构体; 选择甲醇 － 三氯甲烷 － 0. 1% 磷酸

溶液为流动相时，重现性较差; 经多次摸索试验，建

立了以乙腈 － 1%醋酸溶液( 95∶ 5) 为流动相的测定

方法。
3. 5 胆红素含量测定中供试品溶液制备方法的摸

索 由于胆红素对光、热、酸碱都不稳定，因此在实

验过 程 中 对 不 同 提 取 溶 剂［氯 仿、氯 仿 － 甲 醇

( 4∶ 1) 、氯仿 － 甲醇 ( 3 ∶ 1 ) 、氯仿 － 甲醇 ( 3 ∶ 2 ) 、甲

醇］、提取方式 ( 加热回流、超声处理) 、提取溶剂酸

度［磷酸体积百分比: 0. 06%，0. 18%，0. 3%］、提取

溶剂用量 ( 15，25，50 mL) 和提取时间 ( 10，15，20，

30 min) 均进行了考察研究，并且整个实验过程都采

取避光操作的方式进行。
3. 6 胆红素含量测定中耐用性试验 分别采用 3
种品牌的色谱柱 Diamonsil C18 ( 250 mm × 4. 6 mm，

5 μm) 、ZORBAX SB － C18 ( 250 mm × 4. 6 mm，

5 μm) 、Sepax Sapphire C18 ( 250 mm × 4. 6 mm，5
μm) 对样品进行测定。结果表明，不同品牌的色谱

柱对本含量测定方法基本无影响。
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