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高效液相色谱法测定小儿化毒胶囊人工牛黄中胆红素含量
赵珊珊 １，罗定强 ２，吴 芳 ２，刘海静 １，２△

（１． 陕西中医药大学，陕西咸阳７１２０４６； ２． 陕西省食品药品监督检验研究院，陕西西安７１００６１）
摘要：目的建立测定小儿化毒胶囊人工牛黄中胆红素含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法色谱柱采用Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８柱
（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为甲醇－乙腈－ １％冰醋酸（８８ ∶ １ ∶ ２），流速为１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为４５２ ｎｍ，柱温为３５ ℃。结果胆
红素进样量在０． ０１９ ２３ ～ ０． ２８８ ４５ μｇ范围内与峰面积线性关系良好，回归方程为Ｙ ＝ １ ８０８． ０４７ Ｘ － ４ ７３４． ６２４（ｒ ＝ ０． ９９９ ９），平均加
样回收率为９８． ２８％，ＲＳＤ为２． ９０％（ｎ ＝ ６）。结论该方法科学、简便、专属性较强，可有效控制小儿化毒胶囊中人工牛黄的质量。
关键词：小儿化毒胶囊；人工牛黄；胆红素；高效液相色谱法；含量测定
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小儿化毒胶囊由人工牛黄、珍珠、雄黄、大黄、黄连、
甘草、天花粉、川贝母、赤芍、乳香（制）、没药（制）、冰片１２味
中药组方，具有清热解毒、活血消肿的功效。该药为西安
碑林药业股份有限公司独家生产，质量标准收载于国家
食品药品监督管理总局《国家药品标准·新药转正标准
牗第５０册牘》，处方中原使用牛黄，２０１３年向国家食品药
品监督管理总局备案药品注册补充申请，使用人工牛黄
代替牛黄投料。处方中的人工牛黄由胆酸、牛胆粉、猪去
氧胆酸、胆红素、牛磺酸、胆固醇、微量元素等加工制成，
具有清热解毒、化痰定惊的作用犤１ 犦。胆红素为人工牛黄的
主要成分之一，可在机体中发挥抗氧化、抗凋亡、免疫调
节、抗炎等作用犤２ － ３ 犦，是人工牛黄发挥药效的重要成分。因
其在空气中尤其光照下极易氧化，在提取过程中又易受
影响而衰减犤４ 犦，故应建立合理、有效的测定方法来控制其
胆红素的含量。本研究中采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测
定小儿化毒胶囊人工牛黄中胆红素的含量，现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５型高效液相色谱仪（含Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱

工作站，美国沃特斯公司）；ＢＳ２２４Ｓ型及ＢＰ２１１Ｄ型电
子分析天平（德国赛多利斯公司）；优普系列超纯水器
（四川优普超纯科技有限公司）；ＫＱ － ５００ＤＥ型数控超
声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。
１． ２ 试药

胆红素对照品（批号为１０００７７ － ２００８０５，纯度以
９８． ５％计），购自中国食品药品检定研究院；乙腈（批号
为００００１７０７００）、甲醇（批号为００００１７０６９９）均为色谱
纯，购自北京化标源科技有限公司；冰醋酸（批号为
２０１５０８０４）、三氯甲烷（批号为２０１７０３２１）、甲醇（批号为
２０１７１０２７）均为分析纯，盐酸（批号为２０１４０７１１）为优级
纯，均购自国药集团化学试剂有限公司；小儿化毒胶囊
（西安碑林药业股份有限公司，批号分别为１００１１，
１００２１，１００３１，１００４１，１００５１，１００６１，２００７１，２００８１）。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：甲醇－乙腈－ １％冰醋酸（８８ ∶ １ ∶ ２）；检
测波长：４５２ ｎｍ；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３５ ℃；进样量：
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图１ 高效液相色谱图

表１ 胆红素加样回收试验结果牗 ｎ ＝ ６ 牘
样品含量
（μｇ）
１２６． １６
１２８． ２３
１２６． ４３
１３０． ０５
１２６． ５０
１２６． ０１

加入量
（μｇ）
６０． ５８
６０． ５８
６０． ５８
１２１． １６
１２１． １６
１２１． １６

测得量
（μｇ）
１８７． １２
１８７． ６０
１８４． ９５
２５２． ７８
２４７． ０４
２３９． ４５

回收率
（％）
１００． ６３
９８． ００
９６． ６０
１０１． ３０
９９． ４９
９３． ６３

Ｘ
（％）

９８． ２８

ＲＳＤ
（％）

２． ９０

１０ μＬ。在此色谱条件下，胆红素可达到基线分离，色谱
图见图１。

２． ２ 溶液制备
供试品溶液：取本品内容物３ ｇ，精密称定，置具塞

锥形瓶中，精密加入三氯甲烷－甲醇－盐酸－水（９０ ∶
１０ ∶ ０． ０１５ ∶ ０． ３）２５ ｍＬ，称定质量，冷水超声处理（２５０ Ｗ，
４０ ｋＨｚ）５０ ｍｉｎ，再称定质量，用三氯甲烷－甲醇－盐酸－
水（９０ ∶ １０ ∶ ０． ０１５ ∶ ０． ３）补足减失的质量，摇匀，滤过，
取续滤液，即得。

对照品溶液：取胆红素对照品４． ８８ ｍｇ，精密称定，
置５０ ｍＬ棕色容量瓶，加三氯甲烷适量使溶解，再稀释
至刻度。精密量取５ ｍＬ，置２５ ｍＬ棕色容量瓶中，加三
氯甲烷－甲醇－盐酸－水（９０ ∶ １０ ∶ ０． ０１５ ∶ ０． ３）混合溶
液至刻度，摇匀，即得。

阴性对照品溶液：取缺人工牛黄的阴性样品，按供
试品溶液制备方法制备，即得。
２． ３ 方法学考察

线性关系考察：精密吸取质量浓度为１９． ２３ μｇ ／ ｍＬ
的胆红素对照品溶液１． ０，２． ０，３． ０，５． ０，８． ０，１０． ０，
１５． ０ μＬ，以进样量（Ｘ，μｇ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐

标，进行线性回归，得回归方程Ｙ ＝ １ ８０８． ０４７ Ｘ －
４ ７３４． ６２４，ｒ ＝ ０． ９９９ ９ 牗 ｎ ＝ ７ 牘。结果表明，胆红素进样
量在０． ０１９ ２３ ～ ０． ２８８ ４５ μｇ范围内与峰面积线性关系
良好。

精密度试验：精密吸取同一对照品溶液，按２． １项
下色谱条件重复进样６次，每次１０ μＬ，测定峰面积。结
果的ＲＳＤ为０． １６％ 牗 ｎ ＝ ６牘，表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密吸取供试品溶液１０ μＬ，按２． １
项下色谱条件，分别于制备０，４，８，１２ ｈ时进行色谱测
定，记录峰面积。结果的ＲＳＤ为２． ０３％ 牗 ｎ ＝ ４ 牘，表明供
试品溶液仅在４ ｈ内稳定性良好，故溶液测定需要临用
时新制。

重复性试验：取同批次样品６份，每份３ ｇ，精密称
定，依法制备供试品溶液，进样测定。结果胆红素含量的
ＲＳＤ为２． ３０％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明方法重复性良好。
加样回收试验：称取胆红素对照品６． １５ ｍｇ，精密

称定，置１００ ｍＬ容量瓶中，加溶剂制成质量浓度为
６０． ５８ μｇ ／ ｍＬ的溶液，作为贮备液；取已知含量的样品
（胆红素含量为０． ０８４ ｍｇ ／ ｇ）６份，各１． ５ ｇ，分别加入贮
备液１，１，１，２，２，２ ｍＬ，同法制备供试品溶液，进样测
定，计算回收率。结果见表１。

２． ４ 样品含量测定
对８批样品牗批号分别为１００１１，１００２１，１００３１，１００４１，

１００５１，１００６１，２００７１，２００８１牘按已确定的试验方法及色谱
条件进行测定，结果每粒样品中胆红素的含量分别为２２． ４９，
１４． ０４，１６． １２，１３． ２４，２７． ０９，１５． ５６，２６． ３９，２６． １６μｇ。
３ 讨论
３． １ 溶液稳定性

胆红素见光易分解且不稳定，故溶液制备过程应避
光，临用时新制。
在进行溶液的稳
定性试验时，测
定了制备液每隔
２ ｈ的峰面积响

本栏目由
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应值，结果显示，胆红素峰面积响应值逐渐降低，收集峰
面积响应值的ＲＳＤ在４ ｈ内为２． ０％，８ ｈ内为３． ９％，
１２ ｈ内为５． ３％，测定值在４ ｈ时降低３． ８％，８ ｈ时降
低８． ６％，１２ ｈ时降低１２． ３％。故溶液制备好后应在４ ｈ
内完成测定。
３． ２ 提取溶剂

本研究中分别用二氯甲烷、水饱和二氯甲烷、三氯
甲烷、三氯甲烷－甲醇－盐酸－水（９０ ∶ １０ ∶ ０． ０１５ ∶
０． ３）、二氯甲烷－甲醇－ １０％草酸（１００ ∶ １０ ∶ ０． １）５种
溶剂进行提取，结果三氯甲烷－甲醇－盐酸－水（９０ ∶
１０ ∶ ０． ０１５ ∶ ０． ３）作为提取溶液时测定值最高。
３． ３ 方法优越性

２０１５年版《中国药典牗一部牘》人工牛黄项下胆红素
的测定方法为紫外－可见分光光度法，以三氯甲烷作溶
剂提取，提取不完全，且测定时易被空气氧化，方法专属
性较差，存在一定局限性。薄层色谱扫描法用于人工培
植牛黄和天然牛黄中胆红素的定量分析也有报道，该方
法专属性和重复性均欠佳，不能保证测定结果准确犤５ － ６犦。
另外，还有研究通过差示分光光度法测定中成药中胆红
素的含量犤 ７ 犦，以及通过间接光度法和流动注射分光光度
法测定人工牛黄中胆红素的含量犤 ８ － ９ 犦，此２种方法因显
色及试验条件局限，均未得到广泛应用。而ＨＰＬＣ法因
其方法简便、高效，测定结果精确可靠等优点而得到广
泛认可，已成为检测牛黄及其替代品中胆红素的首选方
法犤 １０ － １４ 犦。
３． ４ 方法合理性

人工牛黄药材由各种原料按照一定比例配置而成，
本次试验中收集到的６批不同产地的人工牛黄中胆红
素含量介于０． ６０７％ ～ ０． ７８４％。有文献报道，以氯仿－
冰醋酸（４ ∶ １）为提取溶剂超声提取，测得人工牛黄中胆
红素的含量介于０． ７１％ ～ ０． ７８％ 犤１５ 犦；以二甲基亚砜超
声提取，测得人工牛黄中胆红素的含量为０． ４７２％ 犤１６ 犦。
故各结果基本相符。
３． ５ 转移率及含量范围

２０１５年版《中国药典牗一部牘》要求人工牛黄中胆红
素的含量不得低于０． ６３％，按此含量及处方量计算，每
粒小儿化毒胶囊应含有胆红素２９． ９９ μｇ。批号为
２０１６１２４的小儿化毒胶囊人工牛黄含量为０． ６０７％，按
此含量及处方量计算每粒胶囊含有胆红素２８． ８９ μｇ。
以其为原料制成的３批样品的含量分别为每粒２６． １６，
２６． ３９，２７． ０９ μｇ，按每粒装量为０． ３ ｇ计算，转移率分别
为９０． ６％，９１． ３％，９３． ８％。按７０％转移率计算，每粒含

量为２０． ２ μｇ。参考以上测定结果、生产工艺及批间差
异，拟规定小儿化毒颗粒每粒含人工牛黄以胆红素
（Ｃ３３Ｈ３６Ｎ４Ｏ６）计，不得少于１８ μｇ。
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