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·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

鹅去氧胆酸（ＣＤＣＡ）又称 ３α，７α－二羟基－５－
β－胆烷酸，是从胆汁中提取的一种天然产物，具有降
低胆固醇分泌、增加胆汁分泌、平喘、抗炎、免疫调节等

功效犤１－３犦。目前，其临床主要用于胆固醇型结石的治疗犤４－５犦。

其主要杂质为熊去氧胆酸（ＵＤＣＡ）。２０１５年版《中国药
典（一部）》中，以酚酞为指示剂，以氢氧化钠为滴定液的

酸碱滴定法可用于测定 ＣＤＣＡ或 ＵＤＣＡ原料药含量，
操作简单，对仪器要求低，分析快捷，但专一性差，精密

度低犤６犦。薄层扫描法也是ＣＤＣＡ和ＵＤＣＡ原料药含量测
定的常用方法，进样量在０．５９８～３．５８８μｇ范围内与峰
面积线性关系良好，操作简单、专属性强，但精密度

低 犤７－８犦。由于 ＣＤＣＡ和 ＵＤＣＡ结构中共轭体系少，仅末
端有紫外吸收，故不能采用常规的高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）法检测器测定 ＣＤＣＡ或 ＵＤＣＡ的含量犤９－１１犦，需

通过柱前衍生引入紫外吸收基团，该方法衍生物稳定，

灵敏度高，但操作烦琐犤１２犦。本研究中建立了测定 ＣＤＣＡ
原料药含量及杂质 ＵＤＣＡ的高效液相色谱 －蒸发光散
射（ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ）法，现报道如下。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪，包括自动进样器、

柱温箱、ＵＶ检测器等牗安捷伦科技＜中国＞有限公司）；

高效液相色谱－蒸发光散射法测定鹅去氧胆酸
及杂质熊去氧胆酸含量

蔡 明 １，２，徐 倩 １，乔金为 １，鲍学梅 １，韩 岚 ２，彭代银 ２△

（１．安徽中医药大学第二附属医院药学部，安徽 合肥 ２３０００１； ２．安徽中医药大学药学院，安徽 合肥 ２３００１２）
摘要：目的 建立测定鹅去氧胆酸原料药含量的高效液相色谱 －蒸发光散射（ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ）法。方法 采用十八烷基硅烷键合硅胶填充

Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －甲醇 －０．１０％甲酸溶液（５８∶１０∶３２，Ｖ／Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，等度洗脱，柱温为
３０℃，３８０－ＥＬＳＤ检测器，漂移管温度为９０℃，Ｎ２流速为２．６Ｌ／ｍｉｎ。结果 鹅去氧胆酸质量浓度在１．０～１００．５μｇ／ｍＬ范围内与峰面
积线性关系良好，Ｒ２＝０．９８９６（ｎ＝７）；检测限牗ＬＯＤ，Ｓ／Ｎ＝３）、定量限牗ＬＯＱ，Ｓ／Ｎ＝１０）分别为 ０．４５μｇ／ｍＬ，１．５２μｇ／ｍＬ；平均回收
率为９９．２２％，ＲＳＤ为１．２９％（ｎ＝９）；熊去氧胆酸质量浓度在１．０～１０３．２μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好，Ｒ２＝０．９９４４（ｎ＝７）；
ＬＯＤ（Ｓ／Ｎ＝３）和 ＬＯＱ（Ｓ／Ｎ＝１０）分别为 １．１４μｇ／ｍＬ和 ３．７９μｇ／ｍＬ；平均加样回收率为 ９６．７２％，ＲＳＤ为 ３．９７％（ｎ＝９）。结论 该

方法操作方便，重复性好，精密度高，准确性强，可有效控制鹅去氧胆酸原料药的质量。

关键词：鹅去氧胆酸；熊去氧胆酸；高效液相色谱－蒸发光散射法；含量测定
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ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｄｒｕｇｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ＴｈｅＣ１８ ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）ｗａｓｆｉｌｌｅｄ
ｗｉｔｈｏｃｔａｄｅｃｙｌｓｉｌａｎｅｃｈｅｍｉｃａｌｌｙｂｏｎｄｅｄｓｉｌｉｃａ．Ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－ｍｅｔｈａｎｏｌ－０．１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ（５８∶１０∶３２，Ｖ／Ｖ／Ｖ），

ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１．０ｍＬ／ｍｉｎ（ｉｓｏｃｒａｔｉｃｅｌｕｔｉｏｎ），ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｏｒｗａｓ３８０－ＥＬＳＤ，ｔｈｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆ
ｄｒｉｆｔｔｕｂｅｗａｓ９０℃，ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｏｆＮ２ ｗａｓ２．６Ｌ／ｍｉｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｓｈｏｗｅｄａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｉｎｔｈｅ
ｒａｎｇｅｏｆ１．０－１００．５μｇ／ｍＬｗｉｔｈｔｈｅｐｅａｋａｒｅａ，Ｒ２＝０．９８９６（ｎ＝７）；ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ（ＬＯＤ，Ｓ／Ｎ＝３）ａｎｄｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｉｍｉｔ
（ＬＯＱ，Ｓ／Ｎ＝１０）ｗｅｒｅ０．４５μｇ／ｍＬ，１．５２μｇ／ｍＬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｗａｓ９９．２２％，ｔｈｅＲＳＤｗａｓ１．２９％（ｎ＝９）．
Ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｓｈｏｗｅｄａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１．０－１０３．２μｇ／ｍＬｗｉｔｈｔｈｅｐｅａｋａｒｅａ，Ｒ２＝０．９９４４（ｎ＝７）；
ＬＯＤ（Ｓ／Ｎ＝３）ａｎｄＬＯＱ（Ｓ／Ｎ＝１０）ｗｅｒｅ１．１４μｇ／ｍＬａｎｄ３．７９μｇ／ｍＬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｗａｓ９６．７２％，ｔｈｅＲＳＤ
ｗａｓ３．９７％（ｎ＝９）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ，ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ｐｒｅｃｉｓｅａｎｄａｃｃｕｒａｔｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｃｏｎｔｒｏｌｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆ
ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ；ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ；ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｅｖａｐｏｒａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｄｅｔｅｃｔｉｏｎ；
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ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

１．熊去氧胆酸 ２．鹅去氧胆酸

Ａ．供试品溶液 Ｂ．熊去氧胆酸对照品溶液 Ｃ．鹅去氧胆酸对照品溶液 Ｄ．空白溶剂
图１ 高效液相色谱 －蒸发光散射图谱
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ＥＬＳＤ－ＵＭ－３０００型蒸发光散射检测器（徐州华纳精密
仪器有限公司）；ＡＵＷ１２０Ｄ型分析天平（岛津企业管理
＜中国＞有限公司，精度为十万分之一）。
１．２ 试药

鹅去氧胆酸原料药（佛山信航生物科技有限公司，

批号分别为 ＣＤＣＡ－１７０４０２，ＣＤＣＡ－１７０４０４，ＣＤＣＡ－
１７０４０６，纯度为 ９５．０％）；鹅去氧胆酸对照品（批号为
１１０８０６－２０１７０８，纯度为 ９７．０％），熊去氧胆酸对照品
（批号为１１０７５５－２０１７０４，纯度为９８．０％），均购自中国
食品药品检定研究院；水为双蒸水，乙腈为色谱纯，其余

试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶填充 Ｃ１８柱

（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈－甲醇－０．１０％
甲酸溶液（５８∶１０∶３２，Ｖ／Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：
３０℃；ＥＬＳＤ漂移管温度：９０℃；载气（Ｎ２）流速：２．６Ｌ／ｍｉｎ；
进样量：３０μＬ。
２．２ 溶液制备

取鹅去氧胆酸原料药 ５０ｍｇ，精密称定，置 ５０ｍＬ
容量瓶中，加稀释剂乙腈－水（４０∶６０，Ｖ／Ｖ）至刻度，摇
匀，即得供试品溶液。取２０ｍｇＣＤＣＡ或２０ｍｇＵＤＣＡ对照
品，精密称定，分别置１０ｍＬ容量瓶中，分别加乙腈－水
（４０∶６０，Ｖ／Ｖ）稀释至刻度，摇匀，即得ＣＤＣＡ对照品溶
液或ＵＤＣＡ对照品溶液。
２．３ 方法学考察

系统适用性试验：取供试品溶液、ＣＤＣＡ对照品溶
液、ＵＤＣＡ对照品溶液、空白溶剂，按拟订色谱条件进样
测定。结果，空白溶剂无干扰，各成分的分离度均不小于

１．５，理论板数不小于１５０００，原料ＣＤＣＡ、杂质ＵＤＣＡ等
分离度均良好，拖尾因子均小于１．１０。色谱图见图１。

线性关系考察：精密量取２．２项下ＣＤＣＡ或ＵＤＣＡ
对照品溶液０．５，０．２５，０．１，０．０５，０．０２５，０．０１，０．００５ｍＬ，
分别置１ｍＬ棕色容量瓶中，加乙腈－水（４０∶６０，Ｖ／Ｖ）
稀释至刻度，摇匀，得系列标准液。按拟订色谱条件对系

列标准液进样，得 ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ图谱，测定峰面积。分

别以 ＣＤＣＡ或 ＵＤＣＡ的进样质量浓度的对数值（Ｘ）为
横坐标、峰面积的对数值（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，
得鹅去氧胆酸线性回归方程为 Ｙ鹅 ＝１．４１５８Ｘ鹅 ＋
３．５５１９，Ｒ２＝０．９８９６，线性范围为１．０～１００．５μｇ／ｍＬ；熊
去氧胆酸线性回归方程为 Ｙ熊 ＝１．３６３６Ｘ熊 ＋３．５０４４，
Ｒ２＝０．９９４４，线性范围１．０～１０３．２μｇ／ｍＬ。
检测限牗ＬＯＤ牘、定量限牗ＬＯＱ牘确定：精密量取２．２项

下ＣＤＣＡ或ＵＤＣＡ对照品溶液适量，配比稀释，按拟订色
谱条件进样，分别以信噪比牗Ｓ／Ｎ牘为３∶１和１０∶１计算
ＬＯＤ和 ＬＯＱ。结果鹅去氧胆酸的 ＬＯＤ为 ０．４５μｇ／ｍＬ，
ＬＯＱ为１．５２μｇ／ｍＬ；熊去氧胆酸的ＬＯＤ为１．１４μｇ／ｍＬ，
ＬＯＱ为３．７９μｇ／ｍＬ。

精密度试验：按拟订色谱条件，在标准曲线浓度范

围内，取同一批号的 ＣＤＣＡ对照品溶液与 ＵＤＣＡ对照
溶液，重复进样６次，测定，记录峰面积。结果 ＵＤＣＡ峰
面积的 ＲＳＤ为 ０．２７％（ｎ＝６），ＵＤＣＡ峰面积的 ＲＳＤ
为１．１３％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取鹅去氧胆酸原料药（批号为ＣＤＣＡ－
１７０４０２），依法制备 ＣＤＣＡ供试品溶液，于 ０，２，４，６，８，
１０ｈ时进样测定。结果 ＣＤＣＡ和 ＵＤＣＡ的峰面积积分
值的 ＲＳＤ分别为 １．０５％和 １．９８％（ｎ＝６），表明供试
品溶液在１０ｈ内稳定。

重复性试验：取鹅去氧胆酸原料药（批号为ＣＤＣＡ－
１７０４０２）６份，依法制备供试品溶液，重复进样 ６次，
测定。结果ＣＤＣＡ平均质量含量和 ＲＳＤ分别为９７．４７％
和 ０．１２％（ｎ＝６），ＵＤＣＡ平均质量含量和 ＲＳＤ分别为
０．１６％和１．５７％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取同一批已知含量的ＣＤＣＡ和ＵＤＣＡ
鹅去氧胆酸原料药（批号为ＣＤＣＡ－１７０４０２）各９份。分别加
入ＣＤＣＡ和ＵＤＣＡ对照品适量，用乙腈溶解，加乙腈－水
（４０∶６０，Ｖ／Ｖ）稀释成２５ｍＬ，按拟订色谱条件进样测定，记录
图谱，以外标法测定物质含量，计算回收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

精密量取２．２项下供试品溶液、ＣＤＣＡ对照品溶液、
ＵＤＣＡ对照品溶液各１０μＬ，按拟订色谱条件进样测定，
采用外标法测定物质含量及其他杂质峰，结果见表２。
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１

２
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１
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２
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ＣＤＣＡ
２９．１４
２９．３２
２９．４４
２９．１４
２９．３２
２９．４４
２９．１４
２９．３２
２９．４４

ＵＤＣＡ
９．７１
１０．１６
１０．２２
９．７１
１０．１６
１０．２２
９．７１
１０．１６
１０．２２

ＣＤＣＡ
１６．３５
１６．５１
１６．２５
２０．５０
２０．５３
２１．２０
２４．８５
２５．０５
２５．５８

ＵＤＣＡ
８．２０
８．２２
５．６１
１０．３３
１０．２０
１０．７１
１２．５１
１２．３５
１２．８０

ＣＤＣＡ
４５．５０
４５．６８
４５．８２
４９．３３
４９．６５
５０．７５
５３．１１
５４．１５
５４．８６

ＵＤＣＡ
１７．１８
１７．８９
１５．３３
２０．１６
２０．３６
２０．８３
２１．９５
２２．０５
２３．０１

ＣＤＣＡ
１００．０６
９９．０９
１００．８０
９８．４９
９９．０３
１００．５２
９６．４６
９９．１２
９９．３７

ＵＤＣＡ
９１．１０
９４．０４
９１．０９
１０１．１６
１００．００
９９．０７
９７．８４
９６．２８
９９．９２

ＣＤＣＡ

９９．２２

ＵＤＣＡ

９６．７２

ＣＤＣＡ

１．２９

ＵＤＣＡ

３．９７

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

样品含量（μｇ） 加入量（μｇ） 测得量（μｇ） 回收率（％） Ｘ牗％牘 ＲＳＤ（％）

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）

表２ 样品含量测定结果（％，ｎ＝６）

批号

ＣＤＣＡ－１７０４０２
ＣＤＣＡ－１７０４０４
ＣＤＣＡ－１７０４０６

ＣＤＣＡ
９７．４７
９７．６０
９７．３７

ＵＤＣＡ
０．１６
０．１４
０．１４

总杂质

３．４４
３．３２
３．５１

３ 讨论

鹅去氧胆酸胶囊为临床常用利胆药，主要用于治疗

胆固醇性胆结石，其主要成分为鹅去氧胆酸。鹅去氧胆

酸结构较复杂，合成步骤较多。因此，鹅去氧胆酸胶囊中难

免会引入微量杂质，如熊去氧胆酸、胆石酸等。胆石酸等杂

质可能会引发不良反应犤１３犦。因此，控制鹅去氧胆酸胶囊的

质量对于减少因临床用药导致的不良反应具有重要意义。

与薄层色谱法、酸碱滴定法相比，ＨＰＬＣ法准确度
和精密度较高，但目前常用的ＨＰＬＣ法均需柱前衍生处
理，操作复杂犤１４犦。ＲＰ－ＨＰＬＣ法可用于熊去氧胆酸胶囊中
各成分的含量测定犤１５犦。考虑到去氧胆酸为甾体化合物，

无明显的紫外吸收，故ＨＰＬＣ检测时无法采用常规的紫
外检测器。本研究中采用了 ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ法测定鹅去
氧胆酸原料药中主成分ＣＤＣＡ及杂质ＵＤＣＡ含量。

因 ＣＤＣＡ及杂质 ＵＤＣＡ等分子结构中含有羧基，
分子极性较强，且能发生电离，为保证待测组分有足够

的 Ｃ１８保留能力，需在流动相中加入一定浓度的改良
剂，使所有组分处于游离状态。本研究中考察了不同甲

酸体积分数对分析的影响，发现甲酸体积分数在

０．０５％以上时，对 ＣＤＣＡ和 ＵＤＣＡ峰的保留和各杂质
的分离基本无影响，在考察到高酸度对Ｃ１８色谱柱潜在
的影响后，最终选择 ０．１％甲酸作为本方法的 ｐＨ改良
剂。进一步考察了水、乙腈、甲醇、乙腈－水、甲醇－水、甲
醇－乙腈－水等极性相对较大溶液与０．１％甲酸混合为
流动相对ＣＤＣＡ原料药各成分的洗脱效果，最终选择乙
腈 －甲醇－０．１０％甲酸溶液（５８∶１０∶３２，Ｖ／Ｖ／Ｖ）体系洗
脱，效果好，且噪音小。方法学考察结果显示，该方法系

统适用性、重复性均较好，精密度、准确性高，可用于鹅

去氧胆酸的质量控制。
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