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蒸发光散射检测器－高效液相色谱法测定小儿化毒
胶囊中胆酸和猪去氧胆酸含量
吴 芳 １，罗定强 １，李 青 １，赵珊珊 ２，刘海静 １，２△

（１． 陕西省食品药品监督检验研究院，陕西西安７１００６１； ２． 陕西中医药大学，陕西咸阳７１２０４６）
摘要：目的建立同时测定小儿化毒胶囊中胆酸含量和猪去氧胆酸的蒸发光散射检测器－高效液相色谱（ＥＬＳＤ － ＨＰＬＣ）法。方法色谱
柱采用Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８柱牗 ２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ牘，流动相为乙腈－ ０． １％冰醋酸溶液（４０ ∶ ６０ 牘，流速为１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为３５ ℃，
检测器为ＥＬＳＤ，漂移管温度为９８ ℃，空气流速为３． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。结果胆酸进样量在１． ０６８ ～ １０． ６８０ μｇ范围内其与峰面积线性关系良
好，回归方程为Ｙ ＝ １． ４６ Ｘ ＋ ５． ８３（ｒ ＝ ０． ９９９），平均加样回收率为９９． ８１％，ＲＳＤ为２． ４６％（ｎ ＝ ６ 牘；猪去氧胆酸进样量在１． １２１ ～
１１． ２１０ μｇ范围内其与峰面积线性关系良好，回归方程为Ｙ ＝ １． ４６ Ｘ ＋ ５． ６８（ｒ ＝ ０． ９９９），平均加样回收率为１０１． ４０％，ＲＳＤ为２． ９１％
（ｎ ＝ ６ 牘。结论该方法科学、简便、专属性较强，可有效控制该制剂中人工牛黄的质量。
关键词：小儿化毒胶囊；人工牛黄；胆酸；猪去氧胆酸；蒸发光散射检测器－高效液相色谱法；含量测定
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

小儿化毒胶囊有清热解毒、活血消肿功效，用于小
儿疹后余毒未尽、烦躁、口渴、口疮、便秘等症。现行质量
标准收载于《国家药品标准·新药转正标准牗第５０
册牘》，原处方规定使用牛黄投料，后根据国家食品药品
监督管理局相关文件，经批准将处方中的牛黄修改为人
工牛黄进行投料，现行标准中含量测定项为使用薄层色
谱法测定人工牛黄中胆酸的含量，方法的专属性和重复
性均欠佳。该品种的系列制剂小儿化毒散现收载于
２０１５年版《中国药典（一部）》，标准中亦缺少对人工牛
黄的定量控制方法犤 １ 犦。小儿化毒胶囊为儿科用药，质量
标准应予以更合理和严格的控制。本研究中采用蒸发光
散射检测器－高效液相色谱（ＥＬＳＤ － ＨＰＬＣ）法同时测
定方中胆酸和猪去氧胆酸的含量，方法科学、简便，可有

效控制小儿化毒胶囊中人工牛黄的质量，并可为同系列
制剂提供方法依据。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ｗａｔｅｒｓ１５２５ ／ ２４８７型高效液相色谱仪，Ｅｍｐｏｗｅｒ色
谱工作站牗美国Ｗａｔｅｒｓ公司牘；ＢＳ２２４Ｓ型，ＢＳ２２３Ｓ型电
子分析天平（德国赛多利斯公司）；ＫＱ － ５００ＤＥ型数控
超声波清洗器牗昆山市超声仪器有限公司牘；Ａｌｌｔｅｃｈ
ＥＬＳＤ ３３００ＥＳ蒸发光散射检测器牗美国奥泰科技＜中国＞
有限公司牘。
１． ２ 试药

胆酸对照品（批号为１０００７８ － ２０１４１５，含量为
９８． ９％），猪去氧胆酸对照品（批号为１０００８７ － ２００６１０，
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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Ｃ
１． 胆酸 ２． 猪去氧胆酸

Ａ． 阴性对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液 Ｃ． 对照品溶液
图１ 高效液相色谱图

含量为９７． ３％），均由中国食品药品检定研究院提供。
小儿化毒胶囊样品共９批牗批号分别为２００９１，１００２１，
６０１６１，１００１１，１００６１，１００３１，１００５１，６０１７１，２００８１ 牘，阴性
样品及人工牛黄药材均由西安碑林药业股份有限公司
提供，且由罗定强副主任药师鉴定，符合药典相关规定。
乙腈为色谱纯（Ａｖａｎｔｏｒ Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｓｄａ Ｂｈｄ），
水为超纯水，其他试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件 犤 ２ －５ 犦

色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：乙腈－ ０． １％冰醋酸溶液（４０ ∶ ６０ 牘；
ＥＬＳＤ漂移管温度：９８ ℃；空气流速：３． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；流速：
１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３５ ℃。
２． ２ 溶液制备

对照品溶液：称取胆酸对照品和猪去氧胆酸对照品
适量，精密称定，加甲醇制成每１ ｍＬ中各含０． ２ ｍｇ的
溶液，摇匀，即得。

供试品溶液与阴性对照品溶液：分别取小儿化毒胶
囊内容物、阴性样品适量，研细，取约３ ｇ；人工牛黄研
细，取约４５ ｍｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，加甲醇
５０ ｍＬ，水浴加热回流３０ ｍｉｎ，放冷，滤过，用适量甲醇洗
涤容器和滤纸，合并滤液，蒸至近干，加甲醇溶解并转移
至１０ ｍＬ容量瓶中，摇匀，滤过，即得。
２． ３ 方法学考察

线性关系考察：取胆酸对照品１０． ８０ ｍｇ牗含量为
９８． ９％ 牘，猪去氧胆酸对照品１１． ５２ ｍｇ牗含量为９７． ３％ 牘，
精密称定，置２０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻
度，折纯度后质量浓度分别为１． ０６８ ｇ ／ Ｌ和１． １２１ ｇ ／ Ｌ；
分别吸取１，２，３，５，８，１０ μＬ，注入液相色谱仪，按拟订
色谱条件进行测定，以对照品进样量的对数值牗 Ｘ，μｇ 牘
为横坐标、峰面积积分值的对数值牗 Ｙ牘为纵坐标绘制标准
曲线，得回归方程：胆酸Ｙ ＝ １． ４６Ｘ ＋ ５． ８３（ｒ ＝ ０． ９９９），猪
去氧胆酸Ｙ ＝ １． ４６ Ｘ ＋ ５． ６８（ｒ ＝ ０． ９９９），胆酸进样量线
性范围为１． ０６８ ～ １０． ６８０ μｇ，猪去氧胆酸进样量线性
范围为１． １２１ ～ １１． ２１０ μｇ。

专属性试验：取阴性对照品溶液，按拟订色谱条件
进样。结果未出现与对照品溶液色谱中胆酸与猪去氧胆
酸对照品保留时间相同的色谱峰，阴性对照无干扰，详
见图１。

精密度试验：精密吸取同一对照品溶液１０ μＬ，按
拟订色谱条件操作，重复进样６次。结果胆酸和猪去氧
胆酸峰面积积分值的ＲＳＤ分别为２． ９０％和２． ２８％
牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明仪器精密度良好。
稳定性试验：精密称取同一供试品（批号为２００８１），

依法制备供试品溶液，分别于配制后每隔４ ｈ测定。结
果胆酸和猪去氧胆酸峰面积积分值的ＲＳＤ分别为
３． ０％和２． １％ 牗 ｎ ＝ ６牘，表明供试品溶液在２０ ｈ内基本
稳定。

重复性试验：取同一批（批号为２００８１）样品６份，
依法制备供试品溶液牞测定。结果胆酸的平均含量为
０． ７７４ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ为２． ２３％ 牗 ｎ ＝ ６牘；猪去氧胆酸的平
均含量为１． ０５０ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ为２． ７１％ 牗 ｎ ＝ ６牘。平均装
量为０． ３１２ ２ ｇ，每粒含有胆酸和猪去氧胆酸的总量为
０． ５７０ ｍｇ。

加样回收试验：取胆酸对照品１４． ５４ ｍｇ，猪去氧胆
酸对照品１４． ６０ ｍｇ，精密称定，置１０ ｍＬ容量瓶中，加
甲醇稀释至刻度，摇匀，精密量取６份溶液各１ ｍＬ，置
锥形瓶中，再精密称取６份样品（批号为２００８１）各１ ｇ，
分别依次置上述锥形瓶中，按２． ２项下方法制备供试品
溶液并测定。结果见表１。
２． ４ 胆酸和猪去氧胆酸转移率

取人工牛黄药材适量，制备供试品溶液，测得人工
牛黄中胆酸的含量为５． ０５％，猪去氧胆酸的含量为
７． ２３％。按其含量及处方进行计算，样品中胆酸的转移
率为９６． ５％，猪去氧胆酸的转移率为９１． ５％。
２． ５ 样品含量与限度测定

依法测定８批样品含量，结果为每粒０． ５７０ ～
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Ａ
１． １３０ ５
１． １３０ ５
１． １８４ ８
１． １８４ ８
１． １９５ ４
１． １９５ ４
１． １６２ ５
１． １６２ ５
１． １６６ ０
１． １６６ ０
１． １８５ １
１． １８５ １

Ｂ
１． ５３３ ６
１． ５３３ ６
１． ６０７ ２
１． ６０７ ２
１． ６２１ ６
１． ６２１ ６
１． ５７７ ０
１． ５７７ ０
１． ５８１ ７
１． ５８１ ７
１． ６０７ ７
１． ６０７ ７

Ａ
１． ４３８
１． ４３８
１． ４３８
１． ４３８
１． ４３８
１． ４３８
１． ４３８
１． ４３８
１． ４３８
１． ４３８
１． ４３８
１． ４３８

Ｂ
１． ４２１
１． ４２１
１． ４２１
１． ４２１
１． ４２１
１． ４２１
１． ４２１
１． ４２１
１． ４２１
１． ４２１
１． ４２１
１． ４２１

Ａ
２． ６１７
２． ６２１
２． ５８３
２． ５９０
２． ６２２
２． ６２７
２． ６２７
２． ６３２
２． ５５６
２． ６０９
２． ６０３
２． ５８５

Ｂ
２． ９３０
２． ９５０
３． ０５１
３． ０８３
３． ０８６
３． ０９７
３． ０１８
２． ９３２
３． ０７１
２． ９７９
３． ０９５
３． ０５７

Ａ
１０３． ３７
１０３． ６５
９７． ２３
９７． ７２
９９． ２１
９９． ５６
１０１． ８４
１０２． １９
９６． ６７
１００． ３５
９８． ６０
９７． ３５

Ｂ
９８． ２７
９９． ６７
１０１． ６０
１０３． ８５
１０３． ０５
１０３． ８３
１０１． ４１
９５． ３６
１０４． ８１
９８． ３３
１０４． ６７
１０１． ９９

Ａ

９９． ８１

Ｂ

１０１． ４０

Ａ

２． ４６

Ｂ

２． ９１

注：Ａ为胆酸，Ｂ为猪去氧胆酸。

表１ 加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）
样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量牗ｍｇ 牘 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

０． ６５９ ｍｇ。按此结果，考虑批间差异、药材差异等的影
响，含量限度暂定为：本品每粒含人工牛黄以胆酸
（Ｃ２４Ｈ４０Ｏ５）和猪去氧胆酸（Ｃ２０Ｈ２７Ｏ１１）的总量计，不得少
于０． ４０ ｍｇ。
３ 讨论

人工牛黄中的胆酸为胆甾酸类成分，分子结构中无
共轭双键，在紫外－可见光区吸收不明显。《中国药典
牗一部牘》人工牛黄项下收载的含量测定方法及方法后附
的原料含量测定方法均为采用糠醛溶液显色后进行紫外
测定。另有采用薄层色谱法犤 ６ 犦或高效液相色谱－紫外检
测（ＨＰＬＣ － ＵＶ）法测定胆酸和猪去氧胆酸的含量犤 ７ － ８ 犦。
但经试验，两者色谱峰在紫外检测器下响应值很低，且
受其他成分干扰，色谱峰几乎难以辨认。在蒸发光散射
检测器下信号较强，色谱峰响应值较大，与周围色谱峰
分离良好。故蒸发光散射检测器用来测定胆酸类物质较
为理想犤 ９ 犦。

考察超声提取３０ ｍｉｎ、回流提取３０ ｍｉｎ、回流提取
４０ ｍｉｎ ３种提取方式，结果回流提取３０ ｍｉｎ制备的供
试品溶液中胆酸和猪去氧胆酸的含量最高。根据测定
结果，选定回流提取３０ ｍｉｎ为溶液的提取方式。

人工牛黄由牛胆粉、胆酸、猪去氧胆酸、牛磺酸、胆
红素、胆固醇、微量元素等加工制成犤１ 犦，胆酸和猪去氧胆
酸为其中含量最高的２种化学成分，质量控制方法研究
较成熟犤１０ － １２ 犦。人工牛黄为天然牛黄的代用品，部分含有天
然牛黄的制剂品种使用人工牛黄进行替代，但标准项下
并未进行相应的检验检测项目的完善和提高，建议应及
时进行标准提高工作，完善人工牛黄的质量控制方法。
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