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摘要摘要：：目的 建立快速测定转化熊胆粉中牛磺熊去氧胆酸（TUDCA）和牛磺鹅去氧胆酸（TCDCA）含量的高效液相色谱 - 蒸发光散射

器检测法。方法 采用涡旋提取法制备样品。色谱柱为 Agilent Poroshell 120 SB - C18柱（30 mm × 4. 6 mm，2. 7 μm），流动相为 5 mmol / L
乙酸铵水溶液 -乙腈（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，柱温为 40 ℃，进样量为 5 μL，蒸发器温度为 120 ℃，雾化器温度为 60 ℃，气体流

速为 1. 60 L / min。结果 该方法可在 6 min内完成样品的提取和分析。TUDCA和 TCDCA的质量浓度分别在 52. 71～527. 10 μg / mL、
49. 80～497. 97 μg / mL 范围内与峰面积线性关系良好（r ≥ 0. 999 8）；检测限分别为 7. 91，3. 73 μg / mL，定量限分别为 15. 81，
7. 47 μg / mL；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均小于 2. 0%；平均加样回收率分别为 97. 31% 和 101. 34%，RSD 分别为

1. 64% 和 1. 20%（n = 6）。10批样品中 TUDCA 和 TCDCA 的平均含量分别为 36. 07% 和 21. 76%。结论 该方法操作简便、快速灵敏、

重复性好、专属性强、结果准确，可快速、高效地测定转化熊胆粉中 TUDCA和 TCDCA的含量。

关键词关键词：：高效液相色谱 -蒸发光散射检测器法；转化熊胆粉；牛磺熊去氧胆酸；牛磺鹅去氧胆酸；含量测定

Rapid Determination of Taurochenodeoxycholic Acid and Taurochenodeoxycholic Acid in
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AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography （HPLC） - evaporative light scattering detector
（ELSD） method for rapid determination of tauroursodeoxycholic acid （TUDCA） and taurochenodeoxycholic acid （TCDCA） in
transformed bear bile powder. Methods The sample was prepared by the vortex extraction method. The chromatographic column
was Agilent Poroshell 120 SB - C18 column（30 mm × 4. 6 mm，2. 7 μm），the mobile phase was 5 mmol / L ammonium acetate
aqueous solution - acetonitrile（gradient elution），the flow rate was 1. 0 mL / min，the column temperature was 40 ℃，the injection
volume was 5 μL，the temperature of evaporator was 120 ℃，the temperature of atomizer was 60 ℃，and the flow rate of gas was
1. 60 L / min. Results This method could complete sample extraction and analysis within 6 min. The linear ranges of TUDCA and
TCDCA were 52. 71 - 527. 10 μg / mL and 49. 80 - 497. 97 μg / mL（r ≥ 0. 999 8），respectively. The limits of detection were
7. 91 μg / mL and 3. 73 μg / mL，respectively. The limits of quantification were 15. 81 μg / mL and 7. 47 μg / mL，respectively.
The RSDs of precision，stability，and repeatability test results were all lower than 2. 0%. The average recoveries of TUDCA and
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TCDCA were 97. 31% and 101. 34%，with RSDs of 1. 64% and 1. 20%（n = 6），respectively. The average contents of TUDCA and
TCDCA in 10 batches of samples were 36. 07% and 21. 76%，respectively. Conclusion This method is simple，fast and sensitive，
with good repeatability，strong specificity，and accurate results，which can quickly and efficiently determine the content of TUDCA
and TCDCA in transformed bear bile powder.
Key wordsKey words：：HPLC - ELSD；transformed bear bile powder；tauroursodeoxycholic acid；taurochenodeoxycholic acid；content determination

熊胆粉是我国传统的名贵中药材，具有悠久的入药

历史和丰富的生物活性［1］。胆汁酸类成分是熊胆粉的主

要活性成分，具有利胆保肝、溶解胆固醇结石、抗肿瘤、

抗炎、抗氧化、调节免疫等作用［2 - 5］。熊胆的野生资源极

稀缺，目前市售熊胆粉主要由人工引流活熊胆汁经干燥

处理所得［6 - 7］，该技术虽实现了熊胆粉的规模化生产，但

市场需求持续增长，价格不断上涨，催生了大量假冒伪

劣产品，导致熊胆粉市场混乱，严重影响了其临床疗效，

并阻碍了中医药的可持续发展［7］。此外，该技术会对熊的

身心健康造成极大伤害，受到了国内外动物保护组织的

抵制。因此，亟须研发现代化的人工熊胆粉生产工艺，以

保证熊胆粉产业的健康、持续发展。转化熊胆粉是以家

鸡的胆汁为原料，通过模拟熊体内胆汁酸生成环境，经

生物转化、干燥等工艺加工而成，其主要成分为牛磺熊

去氧胆酸（TUDCA）和牛磺鹅去氧胆酸（TCDCA），与熊胆

粉的主要成分十分接近［1，8］。转化熊胆粉的产业化成功，

有利于保护熊资源和缓解熊胆粉市场需求的压力。转化

熊胆粉作为熊胆粉的替代品之一，具有广阔的发展前

景，但前期报道多集中于野生熊胆粉和人工引流熊胆粉

的化学成分研究，转化熊胆粉化学成分的研究鲜少。目

前，多采用高效液相色谱（HPLC）法测定熊胆及其产品

中主要胆汁酸的含量，但多数方法的整体分析时间较长

（约 30～140 min）［9 - 14］，不利于熊胆粉的产业化高效检

测。核壳色谱柱具有高柱效、低背压的优点，已应用于吴

茱萸［15］、葛根［16］、草豆蔻［17］、菥蓂［18］等多种中药材的快

速液相分析。本研究中建立了快速测定转化熊胆粉中

2种结合型胆汁酸含量的HPLC - 蒸发光散射检测器

（HPLC - ELSD）法，为转化熊胆粉的质量评价和产业化

高效检测提供了技术支持。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Agilent 1260型高效液相色谱仪（美国Agilent公司），

配有Agilent 1260Ⅱ型ELSD；XPE205DR型电子分析天

平（精度为十万分之一），XPE26型电子分析天平（精

度为百万分之一），均购自瑞士 Mettler Toledo公司；

Milli - Q型超纯水系统（德国 Merck Millipore公司）；

Vortex3型旋涡混匀器（德国 IKA公司）。

1. 2 试药

TUDCA对照品（中国食品药品检定研究院，批号为

110815 - 201911，纯度为 92. 8%）；TCDCA钠对照品（重

庆极泽生物科技有限公司，批号为 9713 - 2，纯度为

93. 8%）；无水甲醇（批号为 2109271），乙酸铵（批号为

1803022），均为分析纯，购自西陇科学股份有限公司；

乙腈（色谱纯，湖北弗顿科学技术有限公司，批号为

DW26E121201）；10批（编号为 S1 - S10）转化熊胆粉样

品均由重庆极泽生物科技有限公司提供，经东莞市东阳光

冬虫夏草研发有限公司钱正明主任中药师鉴定为正品。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Agilent Poroshell 120 SB - C18柱（30 mm ×
4. 6 mm，2. 7 μm）；流动相：5 mmol / L乙酸铵水溶液

（A）-乙腈（B），梯度洗脱（0～3 min时 23%B → 30%B，
3～4 min时 30%B → 80%B，4～5 min时 80%B）；流速：

1. 0 mL / min；柱温：40 ℃；进样量：5 μL；检测器：ELSD；
载气：氮气；增益值：1；蒸发器温度：120 ℃；雾化器温

度：60 ℃；气体流速：1. 60 L / min。
2. 2 溶液制备

分别取TUDCA和TCDCA钠对照品各适量，精密称

定，分别置 10 mL容量瓶中，加无水甲醇溶解并定容，制

成质量浓度分别为 1. 58，1. 49 mg / mL的单一对照品贮

备液。分别用移液管精密量取上述单一对照品贮备液各

1 mL，混匀，即得混合对照品溶液。取转化熊胆粉样

品约 20 mg，精密称定，置 50 mL离心管中，精密加入

20 mL无水甲醇，密塞，涡旋提取 30 s，取适量溶液，经

0. 22 μm有机系滤膜滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

2. 3 方法学考察

专属性试验：取空白溶液（无水甲醇）和 2. 2项下混

合对照品溶液、供试品溶液各适量，按 2. 1项下色谱条

件进样测定。结果供试品溶液色谱中，在与混合对照品

溶液色谱相同保留时间处有相应色谱峰出现，且空白

溶液在TUDCA和TCDCA的出峰位置附近均无干扰，相

邻色谱峰间的分离度大于 1. 5，表明方法专属性良好。

详见图1。
线性关系考察：取 2. 2项下混合对照品溶液适量，

加无水甲醇稀释成系列梯度质量浓度，按 2. 1项下色谱

条件进样测定，以TUDCA和TCDCA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，得回归方程 Y熊 = 1. 453 1 X熊 + 3. 582 6（r =
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0. 999 8）和 Y鹅 = 1. 339 5 X鹅 + 3. 695 2（r = 0. 999 9）。

结果表明，TUDCA和TCDCA的质量浓度分别在52. 71～
527. 10 μg / mL、49. 80～497. 97 μg / mL范围内与峰面

积线性关系良好。

检测限与定量限确定：取线性关系考察项下系列

梯度质量浓度的混合对照品溶液各适量，按 2. 1项下色

谱条件进样测定，以信噪比（S / N）约为 3时的质量浓度

为检测限，S / N约为 10时的质量浓度为定量限。结果

TUDCA和 TCDCA的检测限分别为 7. 91，3. 73 μg / mL，
定量限分别为15. 81，7. 47 μg / mL。

精密度试验：精密量取 2. 2项下混合对照品溶液适

量，按 2. 1项下色谱条件于同 1 d内重复进样测定 6次，

或连续 3 d、每天重复进样测定 2次，记录峰面积。结果

TUDCA和 TCDCA日内精密度试验结果的 RSD分别为

0. 67%，1. 21%（n = 6），日间精密度试验结果的 RSD分

别为1. 56%，1. 79%（n = 6），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批转化熊胆粉样品（编号为S1）
适量，精密称定，平行 6份，按 2. 2项下方法制备供试品

溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并计

算含量。结果 TUDCA和 TCDCA含量的 RSD分别为

1. 60%，1. 99%（n = 6），表明方法重复性良好。

稳定性试验：取转化熊胆粉样品（编号为 S1）适量，

精密称定，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，分别于制

备后 0，4，8，12 h时按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录

峰面积，并计算含量。结果 TUDCA和 TCDCA含量的

RSD分别为 0. 45%，1. 10%（n = 4），表明供试品溶液放

置12 h内稳定性良好。

加样回收试验：取已知含量的转化熊胆粉样品（编

号为 S1）5 mg，精密称定，平行 6份，按 100%比例分别加

TUDCA和 TCDCA钠对照品，按 2. 2项下方法制备供试

品溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并

计算回收率。结果见表1，表明方法准确度良好。

2. 4 样品含量测定

取10批（编号为S1 - S10）转化熊胆粉样品各适量，

精密称定，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1项
下色谱条件进样测定，记录峰面积，按外标法计算样品

中2种结合型胆汁酸的含量。结果转化熊胆粉中TUDCA
和TCDCA的平均含量分别为36. 07%和21. 76%，且样品

中 TUDCA的含量均大于 28. 0%，TCDCA的含量均大于

18. 0%，均符合《中华人民共和国卫生部药品标准：新药

转正标准（第十一册）》［WS3 - 09（B - 09）- 96（Z）］［19］

及云南省［20］、四川省［21］地方中药材标准要求。进一步

分析显示，10批转化熊胆粉样品中，不同批次 TUDCA
含量的RSD为 3. 23%，TCDCA含量的RSD为 3. 27%，表

明不同批次的转化熊胆粉稳定性良好，这种稳定性可

能得益于其制备工艺的稳定性［8］。详见表2。
3 讨论

3. 1 色谱条件优化

前期试验中考察了 2种常用流动相（0. 1%甲酸水

溶液 - 乙腈、5 mmol / L乙酸铵水溶液 - 乙腈）的分离

效果［8，22］，结果显示，后者能更有效地改善色谱峰拖尾

现象和提高分离度；同时分别考察了 2种色谱柱（Agi⁃
lent Poroshell 120 EC - C18柱、Agilent Poroshell 120 SB -

表1 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 1 Results of the recovery test（n = 6）

取样量

（mg）
5. 225
5. 260
5. 263
5. 261
5. 263
5. 256

样品含量（mg）
TUDCA
1. 762
1. 774
1. 775
1. 774
1. 775
1. 773

TCDCA
1. 221
1. 230
1. 230
1. 230
1. 230
1. 229

加入量（mg）
TUDCA
1. 631
1. 631
1. 631
1. 631
1. 631
1. 631

TCDCA
1. 079
1. 079
1. 079
1. 079
1. 079
1. 079

测得量（mg）
TUDCA
3. 358
3. 397
3. 328
3. 380
3. 354
3. 339

TCDCA
2. 330
2. 301
2. 329
2. 330
2. 325
2. 316

回收率（%）

TUDCA
97. 85
99. 51
95. 22
98. 47
96. 81
96. 01

TCDCA
102. 78
99. 26
101. 85
101. 95
101. 48
100. 74

X（%）

TUDCA

97. 31

TCDCA

101. 34

RSD（%）

TUDCA

1. 64

TCDCA

1. 20

注：TUDCA为牛磺熊去氧胆酸，TCDCA为牛磺鹅去氧胆酸。表2同。

Note：TUDCA refers to tauroursodeoxycholic acid，and TCDCA refers to taurochenodeoxycholic acid（for Tab. 1 - 2）.

0 1 2 3 4 5
t / min

C

B

A

21
U / mV

700
600
500
400
300
200
100
0

1. 牛磺熊去氧胆酸 2. 牛磺鹅去氧胆酸

A. 空白溶液 B. 混合对照品溶液 C. 供试品溶液

图1 高效液相色谱图

1. TUDCA 2. TCDCA
A. Blank solution B. Mixed reference solution C. Test solution

Fig. 1 HPLC chromatograms

•检验检测•
Inspection and Test

91



2025年 7月 5日 第 34卷第 13期

Vol. 34，No. 13，July 5，2025China Pharmaceuticals

C18柱）的分离效果，结果显示，使用后者 TUDCA色谱峰

的分离度更好。因此，最终选择 5 mmol / L乙酸铵水溶

液 -乙腈作为流动相，并使用Agilent Poroshell 120 SB -
C18柱进行后续分析。还比较了紫外检测器和ELSD的分

析效果，结果显示，2种结合型胆汁酸在ELSD上的响应

值明显优于在紫外检测器上；随后进一步考察了ELSD
中不同蒸发器温度（40，60，80，100，110，120 ℃）和雾化

器温度（40，60，80 ℃）的影响，结果显示，蒸发器温度为

120 ℃、雾化器温度为 60 ℃时 2种结合型胆汁酸的响应

值最高。故最终确定 2. 1项下色谱条件，且方法学考察

均符合《中国药典》的相关要求。

3. 2 分析时间比较

以往研究中多采用超声提取及全多孔 C18柱结合

HPLC法测定熊胆粉及其产品中TUDCA和TCDCA的含

量，但多数方法的整体分析时间较长（30～140 min）［9 - 14］。
本研究中建立的方法在 6 min内（含提取 30 s和分析

5 min）即可完成转化熊胆粉中 2种结合型胆汁酸的提

取和含量测定，有效缩短了提取和分析的时间，极大地

提高了检测效率。

3. 3 方法评价

本研究中建立的方法操作简便、快速灵敏、重复性

好、专属性高、结果准确，可快速、高效地测定转化熊胆

粉中 2种结合型胆汁酸的含量，为转化熊胆粉产业化检

测提供了更高效的手段，有助于提升转化熊胆粉的质

量控制水平，也为其他含胆汁酸类成分的药材及其产

品的质量评价提供了参考。
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表2 转化熊胆粉中2种结合型胆汁酸含量测定结果（X ± s，%）
Tab. 2 Results of the content determination of two binding bile

acids in transformed bear bile powder（X ± s，%）

样品编号

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10

TUDCA
33. 76 ± 0. 31
36. 45 ± 0. 50
35. 18 ± 0. 15
36. 92 ± 0. 55
36. 81 ± 0. 04
35. 56 ± 0. 15
35. 76 ± 0. 06
38. 14 ± 0. 83
36. 03 ± 0. 33
36. 07 ± 0. 07

TCDCA
22. 71 ± 0. 74
22. 57 ± 0. 86
21. 23 ± 0. 72
21. 54 ± 0. 09
22. 22 ± 0. 25
21. 88 ± 0. 77
21. 28 ± 0. 07
22. 34 ± 0. 61
21. 42 ± 0. 16
20. 43 ± 0. 48
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