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摘要  目的 }建立人工牛黄中多组分色谱分离条件 o并对除无机盐外各成分同时测定进行方法学考察 ∀方法 }

用反相高效液相色谱2蒸发光散射检测法 o蒸发光散射检测器参数 }漂移管温度 tsx ε o雾化气体k�ul流速 }u1sx

≥�° � ∀结果 }在选定色谱条件下 o胆固醇 !各种胆汁酸及无机盐在室温下可达很好分离 o胆酸与猪去氧胆酸的非衍

生分离尚属首次 ∀除无机盐外 o各物质色谱峰面积与浓度呈良好线性关系kΧ� s1||{l ∀v个浓度水平的回收率测定

值为 |{1v h ∗ tsu1w h ∀进样 us Λ�组分最低检出量为 s1sx ∗ s1tsy Λª∀结论 }蒸发光散射检测器与高效液相色谱

法联用 o可使不含生色团物质的分离 !分析更为准确 !灵敏 ∀可为人工牛黄的质量控制提供更为科学的依据 ∀

关键词  蒸发光散射检测器 ~高效液相色谱法 ~人工牛黄

  人工牛黄是用牛 !羊 !猪胆汁中提取的有效成分

加工而成的 o主要成分为胆汁酸 !胆固醇 !无机盐

等≈t  ∀目前 o人工牛黄分析报道是以其中一种或几

种成分为指标 o方法涉及糠醛比色法≈u  o紫外分光

光度法≈v ow 和高效液相色谱法≈x oy  ∀糠醛比色法 !紫

外分光光度法均需先对样品进行处理 o且只能测定

其中以胆酸为指标的胆汁酸总量 ∀高效液相色谱

法 o虽具有分离 !分析的优势 o但常用检测器k如紫

外 !荧光检测器等l无法在相同条件下对所有组分产

生响应 o因而不利于多组分分离条件选择 o其分析结

果仍不能全面反映人工牛黄的质量 ∀蒸发光散射检

测器k √̈¤³²µ¤·¬√¨ ¬̄ª«·2¶¦¤··̈µ¬±ª§̈·̈¦·²µo∞�≥⁄l是

一种新型质量型检测器 o在不含共轭结构或无紫外

吸收物质分析中的应用具有相当优势 o近年来受到

人们越来越多的关注 ∀本文首次采用蒸发光散射检

测法建立了人工牛黄中无机盐 !胆固醇及各种胆汁

酸的高效液相色谱分离条件 o在此基础进一步对其

中 x种成分的同时含量测定进行了方法学考察 ∀

实 验 部 分

1  仪器与试剂

美国 • ¤·̈µ¶ x̄ts 型高效液相色谱仪 o美国

�¯̄·̈¦« ∞�≥⁄ xss型蒸发光散射检测器 o杭州英谱

收稿日期 }t|||2sy2s|
3 ×¨̄ }ksuxlvuuu{{t o∞2°¤¬̄}ƒ ±̈ªƒ¤±ªƒ � ||s q±̈ ·

色谱工作站 ∀

胆酸 !猪去氧胆酸 !鹅去氧胆酸和去氧胆酸对照

品k中国药品生物制品检定所l o胆固醇k上海生化制

药厂l o其他试剂均为分析纯 o二次重蒸水k自制l o人

工牛黄k西北制药厂l ∀

2  色谱条件及分离结果

• ¤·̈µ¶�²√¤2°¤® ≤t{不锈钢色谱柱kx Λ° ow1y

°° ≅ uxs °°l o柱温 }室温 ~流动相 }甲醇 ) 水 ) 冰

醋酸k{sΒusΒs1stl o流速 }t1s °�#°¬±p t ~∞�≥⁄参

数 }漂移管温度 tsx ε o雾化气体k�ul流速 }u1sx

≥�° � k�#°¬±p tl ∀

在上述条件下进样 us Λ�o测得人工牛黄色谱

分离图谱如图 t所示 ∀经对照品添加法确认 o胆固

醇k¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄l !猪去氧胆酸k�⁄≤ �l !胆酸k≤ �l !鹅

去氧胆酸k≤⁄≤�l !去氧胆酸k⁄≤ �l的出峰时间分

别为 }tt1sw otu1xz otw1uu oux1v| 和 uz1wz °¬±∀

t1z| °¬±色谱峰对应物质在柱上不保留 o与人工牛

黄中有无机盐存在的报道一致≈t  ∀由于无机盐类

型多种 o且在同一峰位出峰 o无法定量 o故以下建立

含量测定方法时不予以考虑 ∀

3  线性关系考察

标准溶液的配制 }精密称取胆酸 !猪去氧胆酸 !

鹅去氧胆酸 !脱氧胆酸和胆固醇对照品分别为 uss o

tvw oux ows和 uu °ª置于一 uxs °�量瓶中 o甲醇

txs °�为溶剂 o超声溶解 o进一步稀释 !定容 ∀取该

溶液 t1s ou1s ov1s ow1s和 x1s °�分别置于 ts °�

量瓶中 o甲醇稀释制成不同浓度的标准溶液 ∀
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ƒ¬ªt  �°�≤ ¦«µ²°¤·²ªµ¤° ²©¤µ·¬©¬¦¬¤̄

²¬ ª¤̄ ¶̄·²±̈ q t q �±²µª¤±¬¦ ¶¤̄·¶~ u q

≤«²̄ ¶̈·̈µ²̄ ~v q �¼²§̈²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§~w q

≤«²̄¬¦¤¦¬§~ x q ≤«̈ ±²§̈ ²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§~

y q ⁄̈ ²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§q

标准曲线的测定 }取各标准溶液 us Λ�o于前述

色谱条件下分别进样分析 o平行 x次 ∀以测得的峰

面积k Αl对浓度k ΧoΛª#°�p tl进行线性回归 o得各

组分线性方程分别为 }

≤ � Α � |t1{v Χn t1y o Χ� s1|||v ~

�⁄≤� Α � tsv1v Χp vx1u o Χ� s1|||z ~

≤⁄≤� Α � zy1ux Χn tt1| o Χ� s1||{v ~

≤«²̄ Α � txz1w Χn w1yz o Χ� s1|||x ~

⁄≤� Α � {x1yv Χn uy1|u oΧ� s1||{{ ∀

线性范围分别为 }胆酸 t1ys ∗ y1wt Λª~猪去氧胆酸

t1sz ∗ w1u| Λª~鹅去氧胆酸 s1t{ ∗ s1{| Λª~胆固醇

s1tz ∗ s1y| Λª~脱氧胆酸 s1u{ ∗ t1wu Λª∀

4  方法回收率

取已知含量的人工牛黄样品适量 o分别准确加

入已知量的各组分对照品 o甲醇为溶剂 o配制成浓度

为高 !中 !低 v个水平的溶液 o测定加样回收率 ∀结

果列于表 t ∀

5  精密度实验

间隔 s ot ov ox oz «和 s ot ou ov ow §o配制混合标

准溶液 o进样 o考察各组分测定精密度 ∀结果表明 }x

组分的日内 !日间测定精密度k� ≥⁄oν � xl在 s1x h

∗ t1x h之间 ∀

Ταβ 1  Ρεχοϖεριεσ οφ χοµ πονεντσ ιν αρτιφιχιαλ οξ

γαλλστονε

≤²°³²±̈ ±·
≤²±·̈±·¬±

¶¤°³̄ r̈°ª

�§§̈ §

r°ª

�¥·¤¬±̈ §

r°ª

� ¦̈²√ µ̈¼

r h

≤«²̄¬¦¤¦¬§ u|1|v t{1ts w{1ux tst1u

 k≤ �l u|1|v vs1sx x|1|z tss1s

u|1|v wu1ty zt1yu |{1|

�¼²§̈ ²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§ ts1sw y1tt ty1s| ||1s

 k�⁄≤ �l ts1sw ts1s| us1uy tst1v

ts1sw tw1us uw1xx tsu1u

≤«̈ ±²§̈ ²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§ v1tw t1{z w1|{ |{1y

 k≤⁄≤ �l v1tw v1tv y1vs tst1u

v1tw w1v| z1yw tsu1w

⁄̈ ²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§ x1su u1|{ z1|x |{1v

 k⁄≤ �l x1su x1tv ts1uw tst1{

x1su y1|{ tt1{| |{1w

≤«²̄ ¶̈·̈µ²̄ t1yv s1|{ u1x| ||1u

 k≤«²̄l t1yv t1yv v1uv |{1w

t1yv u1u{ v1{{ |{1|

6  最低检测量

以不同浓度标准溶液进样分析 o测得进样量 us

Λ�时 o各物质最低检测量k≥r�� vl为 }胆酸 !去氧

胆酸 s1ts Λªo鹅去氧胆酸 s1tt Λªo猪去氧胆酸

s1s| Λªo胆固醇 s1sx Λª∀

7  含量测定

精密称取人工牛黄 zs °ªo置 ux °�量瓶中 o以

甲醇为溶剂 o超声 vs °¬±o使各组分溶解 ∀稀释 !定

容后过滤 o吸取续滤液 us Λ�进样 ∀平行 v次 ∀将

测得的峰面积代入线性回归方程 o计算各组分含量 }

胆酸 x1w| h o猪去氧胆酸 v1y{ h o鹅去氧胆酸

s1zu h o去氧胆酸 s1|u h o胆固醇 s1x|x h ∀

结 果 与 讨 论

1  检测器的选择

人工牛黄的高效液相色谱分析 o文献报道有紫

外分光光度法和柱前衍生2荧光检测法两类 ∀这两

类方法都是以胆汁酸为测定指标 ∀采用紫外分光光

度法 o由于人工牛黄中胆汁酸处于游离态≈x  o不含

有生色团 o因此测定需在短波末端k [ uts ±°l进

行 o灵敏度低≈z  o一些微量强吸收杂质或溶剂k如甲

醇l会产生干扰 o影响色谱峰的基线分离≈x oz  ∀此

外 o常用有机改性剂 !离子抑制剂 o如甲醇 !醋酸 o在

此波长区域有很大吸收 o不能使用 o也限制了色谱分

离条件的选择 o这也可能正是胆汁酸分离 !分析文献

中无胆酸和猪去氧胆酸这两种性能相近物质的同时

测定报道的缘故 ∀柱前衍生2荧光检测法 o虽有较高
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灵敏度 o但样品需经繁杂处理 o测定结果的稳定性 !

准确性也不满意 ∀蒸发光散射检测法是基于不挥发

样品分子对光的散射程度与其质量成正比 o与其所

含基团性质无关 ∀只要选择适当的检测器参数 o便

可使流动相和溶剂完全气化 o不产生信号 o而样品中

的各个组分以不挥发粒子存在 o对光有散射 o被检

测 ∀因此 o蒸发光散射检测器可用于含不同基团的

多组分同时分离 !分析 ∀和紫外 !荧光等方法相比 o

蒸发光散射检测法对不同物质有近似相同的响应因

子 o因而不出现低浓度 !高响应或高浓度 !低响应的

现象 o有利于不同比例混合物的准确测定 ∀

2  流动相选择

选用甲醇 !水作为流动相基本组成成分 ∀考虑

到游离胆汁酸的存在形式易受流动相酸度影响 o采

用挥发性冰醋酸作为离子抑制剂 ∀考察甲醇 ) 水 )

冰醋酸k{sΒusΒ¬l条件下 o¬值变化对各组分的色谱

行为影响 o结果见图 u ∀可见冰醋酸量较少时 o胆

酸 !猪去氧胆酸和鹅去氧胆酸 !去氧胆酸两对物质保

留程度相近 o不能很好分离 ∀冰醋酸量太大 o各成分

虽可很好分开 o但时间过长k � xs °¬±l o色谱峰易变

宽 !钝 o同时基线出现随机毛刺峰 o影响定量准确性 ∀

甲醇 ) 水 ) 冰醋酸k{sΒusΒs1stl条件较适中 o此时

流动相在检测器中完全气化 o基线噪音小k图 tl ∀

冰醋酸量增大 o基线噪声增加的原因是流动相不易

气化完全 ∀改变检测器参数 o仍无法得到满意结果 ∀

故实验中采用冰醋酸比例为 s1st ∀

ƒ¬ª u  ≤¤³¤¦¬·¼ µ¤·¬² ®. ²© ¤̈¦« ¦²°³²±̈ ±· ϖσ

³µ²³²µ·¬²± ¬ ²© ª̄¤¦¬¤̄ ¤¦̈·¬¦¤¦¬§¬± °²¥¬̄̈ ³«¤¶̈

° ·̈«¤±²̄ ) º¤·̈µ ) ¤¦̈·¬¦¤¦¬§k{sΒusΒ¬l q ο ) ο

≤«²̄ ¶̈·̈µ²̄ ~ n ) n �¼²§̈²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§~ ≅ ) ≅
≤«²̄¬¦¤¦¬§~ 3 ) 3 ≤«̈ ±²§̈²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§~ ϖ ) ϖ

⁄̈ ²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§q

3  检测器参数确定

∞�≥⁄的参数选择主要有雾化气体流速和漂移

管温度≈{  ∀设定原则是力求得到高信r噪比的结

果 ∀以检测器使用手册推荐值为起点 o逐步改变漂

移管温度或气体流速 o观察流动相进入检测器时的

基线噪声 o发现 }温度 tsx ε o气流 u1sx ≥�° � 条件

下 o噪声最小 o进样分析 o此时信号最强 o故确定该条

件为测定用条件 ∀与推荐漂移管和气体流速参数比

较 o本实验设定值更高 o这在其他样品分析中也有过 ∀

4  检测灵敏度

胆汁酸类的紫外检测灵敏度很低 o使用蒸发光

散射检测器可使其检测灵敏度大为提高 o与柱前衍

生化2紫外检测法相近≈y o|  o但本法更为简便 !准确 ∀

与已有胆汁酸 ∞�≥⁄分析报道≈ts 相比 o本文建立的

实验条件下的测定灵敏度更高 ∀这不仅减少了样品

用量 !延长柱的使用寿命 o同时也改善了色谱峰形 o

提高了测定灵敏度 ∀

5  柱温

文献报道中 o胆汁酸的分离均采用高于室温条

件k如 vz ε ≈| ots  oxs ε ≈x l o本文首次采用冰醋酸代

替 �v°�w o�≤¯�w 及 ��w�¦o在室温下即可使各组

分很好分离 ∀
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×«̈ °²¥¬̄̈ ³«¤¶̈ ¦²°³²¶¬·¬²± º¤¶°̈ ·«¤±²̄ ) º¤·̈µ ) ª̄¤¦¬¤̄ ¤¦̈·¬¦¤¦¬§k{sΒusΒs1stlq×«̈ ©̄²º µ¤·̈ º¤¶

t1s °�#°¬±p t
q �± √̈¤³²µ¤·¬√̈ ¬̄ª«·2¶¦¤··̈µ¬±ª §̈·̈¦·²µk∞�≥⁄l �²§̈¯ xss k�̄ ·̄̈¦«o �≥�l º¤¶∏¶̈§¤¶

§̈·̈¦·²µo¬·¶³¤µ¤°̈ ·̈µ¶º µ̈̈ ¶̈·¤¶©²̄ ²̄º¶}±¬·µ²ª̈± ¦¤µµ¬̈µª¤¶©̄²º u1sx ≥�°� ~§µ¬©··∏¥̈ ·̈°³̈µ¤·∏µ̈

tsx ε q ΡΕΣΥΛΤΣ : ≤²°³̄ ·̈̈ µ̈¶²̄∏·¬²± ²© ¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄ o ©µ̈¨ ¥¬̄̈ ¤¦¬§¶≈ ¶̈³̈¦¬¤̄̄ ¼ ¦«²̄¬¦¤¦¬§ k≤�l ¤±§

«¼²§̈²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§k�⁄≤�l  ¤±§¬±²µª¤±¬¦¶¤̄·¶¬±¤µ·¬©¬¦¬¤̄ ²¬ª¤̄̄¶·²±̈ º¤¶²¥·¤¬±̈ §©²µ·«̈ ©¬µ¶··¬°̈ q×«̈

°̈ ·«²§©∏̄©¬̄̄¶¤̄̄ ·«̈ ¶·¤±§¤µ§µ̈ ∏́¬µ̈°̈ ±·¶²©³µ̈¦¬¶¬²±o¤¦¦∏µ¤¦¼¤±§ ¬̄±̈ ¤µ¬·¼q×«̈ µ̈¦²√̈ µ¬̈¶²©¦²°³²±̈ ±·¶

¤··«µ̈¨¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¯̈ √̈ ¶̄º µ̈̈ }¦«²̄¬¦¤¦¬§k≤�l |{1{{h ∗ tst1uh o«¼²§̈²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§k�⁄≤�l ||1suh
∗ tsu1uh o¦«̈ ±²§̈²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§k≤⁄≤�l |{1xyh ∗ tsu1wh o§̈²¬¼¦«²̄¬¦¤¦¬§k⁄≤�l |{1vuh ∗ tst1{h o

¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄ |{1wth ∗ ||1t{h q ×«̈ §̈·̈¦·¬²± ¬̄°¬·¶©²µus Λ�¬±­̈¦·̈§ º µ̈̈ ≤� ¤±§⁄≤� s1ts Λªo≤⁄≤�
s1tsy Λªo�⁄≤� s1s| Λªo¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄ s1sxw Λªoµ̈¶³̈¦·¬√̈ ¼̄q×«̈ §̈·̈¦·¬√¬·¼ ²©·«¬¶°̈ ·«²§©²µ¥¬̄̈ ¤¦¬§¶¬¶

«¬ª«̈µ·«¤±·«¤·µ̈³²µ·̈§qΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ: �°�≤ o¦²°¥¬±̈ §º¬·«∞�≥⁄o¦¤±ª¬√̈ °²µ̈ ¤¦¦∏µ¤·̈¤±§¶̈±¶¬·¬√̈

µ̈¶∏̄·¶©²µ·«̈ ¤±¤̄¼¶̈¶²©·«²¶̈ ¦²°³²∏±§¶º¬·«²∏·¦«µ²°²³«²µ̈ q×«̈ ±̈ º °̈ ·«²§ ¶̈·¤¥̄¬¶«̈§¬¶°²µ̈ ¶∏¬·¤¥̄¨

©²µ¤±¤̄¼¶̈¶²©¤µ·¬©¬¦¬¤̄ ²¬ª¤̄̄¶·²±̈ q
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