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摘要 目的: 建立 HPLC- ELSD同时测定动物类药材牛胆粉中胆酸、去氧胆酸和牛黄胆酸钠 3种成分含量的方法。方法:色

谱柱为 Ag ilent Zo rbax SB- C18 ( 416 mm @ 150 mm, 5Lm ), 流动相采用乙腈 - 012%甲酸进行梯度洗脱,流速 1 mL# m in- 1,采用

蒸发光散射检测器检测。结果 :胆酸、去氧胆酸和牛黄胆酸钠的线性范围分别为 01 45~ 41 48, 01 21 ~ 4118, 0123~ 4156 Lg;加

样回收率 ( n= 9)分别为 961 39% , 96178% , 971 37%。结论:本方法简便、灵敏、准确, 可用于牛胆粉药材中胆酸、去氧胆酸和牛

黄胆酸钠 3种成分的含量测定。
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Abstract Objective: To develop anHPLC- ELSDmethod for simultaneous determ ination of cho lic acid, deoxycho-l

ic acid and sod ium taurocho late in N iudan powder( from BosTaurus dom esticus Gemelin). M ethods: An Agilent Zorb-

ax SB- C18 co lumn( 416mm @ 150mm, 5 Lm)w as applied; a grad ient e lution solvent system composing of aceton itrile

and 012% form ic acid w as used as the mobile phase, and the flow rate was 110mL# m in
- 1
. An ELSD was applied as

detector. Results: The resultsw ere obtained that quant itat ive linear ranges of three components were 0145- 4148, 0121
- 4118, 0123- 4156 Lg respective ly, and the average recoveries( n= 9) were 96139%, 96178%, and 97137% respec-

t ively. Conclusion: A specific, sensitive, simp le and reproducibleHPLC- ELSD method has been established for sim-

u ltaneous determ ination of the three cho lic acid derivatives in N iudan powder.

K ey words: N iudan powder; HPLC- ELSD; cho lic ac id; deoxycho lic ac id; sod ium taurocho late; quant ita tive de ter-

m ination

牛胆粉为牛科动物牛 ( Bos Taurus domesticus

Gemelin)的干燥胆汁粉末。具有清肝明目、利胆通

肠、解毒消肿的功效,临床多用于治疗风热目疾、黄

疸、便秘、消渴、小儿惊风、痈肿痔疮等症。

胆汁类药材常见的有猪胆汁、羊胆汁、蛇胆

汁、牛胆汁、熊胆等, 其中主要含有胆汁酸类和胆

汁酸的盐类等成分, 它们均为以胆固醇为原料在

动物肝脏中合成的胆酸类成分, 常见的有胆酸

( cholic ac id)、去氧胆酸 ( deoxycho lic acid)、猪去氧

胆酸 ( hyodeoxycho lic acid)、鹅去氧胆酸 ( chenode-

oxycho lic acid)、熊去氧胆酸 ( ursodeoxycho lic ac id)

以及牛黄胆酸钠 ( sod ium taurocho late )等成分, 这

些成分目前被认为是胆汁类药材的主要有效成

分。因此,对这些成分的含量测定对于其药理作

用、临床疗效、合理用药、制剂质量控制等均具有

重要的意义。胆酸类成分的含量测定方法文献报
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道较多的有比色法
[ 1]
、薄层扫描法

[ 2~ 4 ]
和高效液

相色谱法
[ 5 ~ 8]
。其中薄层扫描法报道最多, 如中国

药典 2005年版一部所收载牛黄药材中胆酸的含

量测定即用薄层扫描法。这些方法大多报道从中

成药制剂中测定 1种或多种胆酸类成分的含量,

很少有牛胆粉中胆酸类成分的含量测定。还有学

者研究比较了药材天然牛黄和人工牛黄在胆酸类

成分方面的区别
[ 9]

, 但所用的色谱条件不够理想,

色谱分离度较低, 因此可能导致含量测定的结果

不够准确。另外, 胆酸类成分因其紫外光谱吸收

很弱, 用紫外检测器进行高效液相色谱测定时很

难达到理想的效果。蒸发光散射检测有利于对

在紫外检测下没有吸收的小分子成分进行测定,

而胆酸类成分利用蒸发光散射方式可以有效地

得到检测。为了更好地评价和控制药品的质量,

建立更加高效准确的分析检测方法, 本文建立了

利用高效液相色谱 - 蒸发光散射检测 ( HPLC-

ELSD)同时测定牛胆粉中胆酸、去氧胆酸和牛黄

胆酸钠 3种成分的含量测定方法, 并取得了满意

的效果。

1 仪器与试剂

W aters A lliance 2690高效液相色谱仪, A lltech

ELSD 2000ES蒸发光散射检测器。对照品胆酸、去

氧胆酸和牛黄胆酸钠均由中国药品生物制品检定所

提供。实验所用甲醇和乙腈均为色谱纯, 其他溶剂

为分析纯, 水为纯净水,过 M illipore 0122 Lm滤膜。
牛胆粉 (经中国药品生物制品检定所标本馆张继副

研究员鉴定 )样品共 3份, 均购自河北省安国药材

市场。

2 溶液的制备

211 对照品储备液 分别精密称取对照品胆酸、去

氧胆酸和牛黄胆酸钠适量, 加甲醇分别配制成浓度

为 012288 mg# mL
- 1
、012096mg# mL

- 1
、012280 mg

# mL
- 1
的混合溶液, 作为对照品储备液。

212 供试品溶液 分别取样品细粉 011 g, 精密称

定,精密加入甲醇 25mL,称定重量,超声 (功率 120

W,频率 45 kH z)处理 30 m in, 放至室温, 再称定重

量,用甲醇补足减失的重量, 摇匀,过 0145 Lm的微
孔滤膜,即得。

3 色谱条件

色谱柱 Ag ilent Zorbax SB- C18 ( 416 mm @ 150

mm, 5 Lm),柱温 25 e ;流动相由流动相 A ( 012%
甲酸 )和流动相 B (乙腈 )按以下梯度进行洗脱: 初

始状态为 20%流动相 B, 0 ~ 45 m in内流动相 B增

至 80% , 45~ 50 m in内流动相 B降至 20% ; 流速 1

mL# m in
- 1
;蒸发光散射检测器检测,氮气流速 210

L# m in
- 1
,漂移管温度 110 e ;理论塔板数按胆酸计

算不低于 2000。色谱图见图 1。

图 1 对照品 ( A)和样品 ( B )色谱图

F ig 1 H PLC - ELSD chrom atogram s of referen ce substances ( A ) and

samp le( B )

1.牛黄胆酸钠 ( sod ium taurocholate) 2.胆酸 ( cholic acid)  3.去氧

胆酸 ( deoxycholic acid)

4 方法与结果
411 线性关系考察 分别对 / 2110项下对照品储

备液进行不同比例的稀释, 制得系列浓度 ( 5个浓

度 )的对照品溶液。精密吸取各级对照品溶液 10

LL分别注入液相色谱仪, 测定峰面积。以峰面积的

常用对数值 Y为纵坐标,进样量 ( Lg )的常用对数值

X为横坐标,计算其回归方程。结果表明胆酸、去氧

胆酸、牛黄胆酸钠进样量分别在 0145 ~ 4148, 0121
~ 4118, 0123~ 4156 Lg范围内线性关系良好, 回归

方程分别为:

Y= 21037 @10
4
X - 11385 @ 10

3
r= 019996

Y= 21239 @10
4
X - 11455 @ 10

3
r= 019991

Y= 11787 @10
4
X - 21305 @ 10

3
r= 019993

412 稳定性试验 精密吸取供试品溶液 10 LL,每

隔 2 h进样 1次,共 6次,测定峰面积。结果胆酸、去

氧胆酸和牛黄胆酸钠峰面积的 RSD分别为 0182%,

111% , 111%,表明 10 h内测定结果稳定。

413 精密度试验 分别精密吸取对照品溶液 10

LL,注入液相色谱仪, 测定峰面积, 结果胆酸、去氧

胆酸和牛黄胆酸钠的 RSD ( n = 5)分别为 0186%,

110% , 0192%,表明仪器精密度良好。

414 最低检测限和定量限 以信噪比 3B1为标准

测得胆酸、去氧胆酸和牛黄胆酸钠的最低检测限分
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别为 0103, 0105, 0104 Lg; 以信噪比 10B1时的进样
量作为定量限,则胆酸、去氧胆酸和牛黄胆酸钠的定

量限分别为 0113, 0115, 0112 Lg。
415 重复性试验 取同一样品 5份,按 / 2120项下
方法平行制备供试品溶液,进样测定。结果胆酸、去

氧胆酸和牛黄胆酸钠含量平均值分别为 1518,
8179, 1019 mg# g

- 1
; RSD分别为 110% , 0192% ,

110%,表明本法重复性良好。

416 回收率试验 分别精密称取已知含量 (胆酸

1518mg# g
- 1
,去氧胆酸 8179 mg# g

- 1
, 牛黄胆酸钠

1019mg# g
- 1

)的样品 0105 g共 9份, 每 3份为 1

组,按高、中、低 3个水平分别精密加入一定量对照

品 (胆酸 110, 015, 012 mg; 去氧胆酸 116, 018, 014
mg;牛黄胆酸钠 110, 015, 012 mg) , 按 / 2120项下方

法操作,制备所需溶液,进行测定。结果胆酸高、中、

低 3个浓度的回收率 ( n = 3)分别为 97159% ( RSD

= 111% )、96142% ( RSD= 113% )、95119% ( RSD =

118% ), 平均回收率 ( n = 9)为 96136% ; 去氧胆酸

高、中、低 3个浓度的回收率 ( n= 3)分别为 97186%
( RSD = 112% )、96181% ( RSD = 115% )、95170%
( RSD= 111% ), 平均回收率 ( n = 9)为 96178%; 牛

黄胆酸钠高、中、低 3个浓度的回收率 ( n = 3)分别

为 98153% ( RSD = 116% )、97132% ( RSD =

113% )、96126% ( RSD = 117% ), 平均回收率 ( n =

9)为 97137%。结果表明, 以本法同时测定 3种胆

酸类成分,其回收率结果良好。

417 样品测定 按 / 2120项下方法制备供试品

溶液, 精密吸取供试品溶液 10 LL, 注入液相色谱

仪进行测定, 进样 3次取峰面积的平均值, 根据

回归方程计算含量。 3批牛胆粉样品的测定结果

见表 1。
表 1 不同样品中 3种胆酸类成分的含量 (m g# g- 1 )

Tab 1 The con tent of 3 cho lic ac id s

com ponents in d ifferen t batches

样品编号

( samp leN o. )

胆酸

( cholic ac id)

去氧胆酸

( deoxycho lic a cid)

牛黄胆酸钠

( sodium tauro cho late)

1 1518 8184 111 0

2 1710 9198 111 3

3 1611 7182 121 1

5 讨论

511 流动相的选择  由于胆酸类成分显弱酸性,因

此流动相溶液中加入少量的酸能大大改善被测成分

的色谱保留行为。另外, 考虑到所使用的蒸发光散

射检测器的特点,流动相溶液中不适宜使用难挥发

的酸或缓冲盐。本实验分别尝试选择不同浓度

( 011% , 012%, 013%, 015%, 110% )的甲酸溶液为

流动相的组成部分,并进行了梯度洗脱,实验表明采

用 0. 2%的甲酸溶液按本文的梯度洗脱程序分离和

分析效果最为理想。

512 检测器和检测条件的选择 由于胆酸类成分

的紫外光谱吸收很弱,因此 HPLC测定用紫外检测

器精确度不高, 蒸发光散射检测适合对在紫外检

测下吸收弱或没有吸收的小分子成分进行测定。

本文选择了蒸发光散射检测器, 测定效果较好。

同时, 本实验对蒸发光散射检测器的检测条件 (如

氮气流速、漂移管温度 )进行了优化研究, 发现氮

气流速为 210 L# m in
- 1
, 漂移管温度为 110 e 较

为理想。

513 提取方法的选择 参考有关文献报道
[ 2 ]

, 结

合胆酸类成分的性质和样品本身的特点, 比较了

超声提取和回流提取, 结果表明二者提取效率接

近,但超声提取方法简单, 容易操作, 因此选择超

声提取; 在提取溶剂方面, 考察了甲醇、乙醇、70%

甲醇、50%甲醇和 70%乙醇,结果以甲醇提取效率

最高, 因此选择甲醇作为提取溶剂; 进一步对甲醇

的用量和不同提取时间也进行了考察, 结果发现

用 25mL甲醇超声 30 m in的提取方法较为简单,

且提取效果好。

514 方法的可用性 本实验旨在研究建立同时测

定牛胆粉中 3种胆酸类成分的方法, 从而为制定该

类产品的质量标准提供依据。从测定结果可以看

出, 所检测 3个批次的牛胆粉中 3种胆酸类成分的

含量基本一致。另外,含量测定方法学实验结果表

明, 本法操作简单, 测定结果准确,重复性好,可用于

牛胆粉中 3种胆酸类成分的含量测定和该类药材的

质量控制。
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中检所与WHO召开生物仿制药质量和临床评价卫星研讨会

  WHO官员 Ivana Knezev ic博士应中国药学会邀请参加第二届国际生物医药研讨会。会议期间

Ivana博士作了大会报告并主持会议。另外根据WHO的安排, 2008年 12月 10日与中国药品生物制品

检定所召开了生物仿制药质量和临床评价 ( Sem inar on the Quality and C linical Evaluation o f S im ilar B io-

log icalTherapeut ics )卫星研讨会,以此了解中国企业在生物技术治疗药物领域的研发、实例、经验以及

SFDA相关技术评价的法规要求, 为WHO生物仿制药指导原则起草提供参考和帮助。

参加会议的WHO专家为 Ivana Knezev ic博士;中方专家有中检所王军志副所长、生检处沈琦副处

长、饶春明主任、高凯副主任、侯继峰副主任、周勇副研究员、梁成罡副研究员, SFDA药品审评中心张培

培副主任、卓宏研究员、王海学副研究员,以及来自厦门特宝孙黎博士、长春金赛金磊博士、北京神州细

胞谢良志博士、上海中信国健李晶博士、沈阳三生张皎娥博士、北京三元刘金毅博士等近 30人参加了此

次会议。

会议由王军志副所长和 IvanaKnezevic博士共同主持。首先由 Ivana Knezevic博士介绍了WHO生

物仿制药指南的起草背景和各国专家讨论的热点问题。随后由王军志副所长、饶春明主任分别报告了

我国生物仿制药现状、相关法规和 2005版 5中国药典6三部生物治疗产品的技术标准。之后 6个中国

生物技术治疗药物生产企业的代表分别介绍了各自产品研发和与国外原创产品的比对研究状况并进行

了热烈讨论。

通过报告交流和讨论, IvanaKnezevic博士表示对中国生物技术治疗药物的研究评价状况有了进一

步的了解,她认为中国在治疗性生物技术药物的研究开发主要还是以 / Stand a lone0加个别或部分对照
研究的模式。虽然在审批中注意到已有国家标准的仿制药物与创新药物的区别,在注册管理办法附录

中有类似的简化条款的描述,但尚没有独立的相关技术指导原则。同时她也认为中国已经积累了开发

和审评的丰富经验,并取得了很大成就,也引起了WHO的关注。

这次会议是我国专家和企业代表与WHO的专家进行面对面交流的难得机会,也使与会同仁更多

了解到国际生物仿制药的进展,更进一步认识到我国生物技术治疗药物未来所面临的严峻挑战。同时,

也使WHO在制订生物仿制药相关法规中听到了发展中国家专家和企业的声音,这对于完善生物仿制

药指南的制订并使其适用于发展中国家起到积极作用。
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