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摘要 目的  建立毛细管区带电泳法分离胆汁酸类化合物 ∀方法  缓冲液含硼砂  # !磷酸氢二钠 

#
 甲醇 磷酸调至  1 ∀毛细管柱   ≅ 1 有效长度   操作电压  ∂ 温度  ε 

检测波长   压力进样 进样量  °≅  ∀结果   内一次性分离了 种结合型和游离型胆汁酸 ∀加样回

收率   ∗   ∀结论  本法简便 可用于熊胆中胆汁酸的测定 ∀
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  胆汁酸是一类广泛存在于各种动物胆汁中的生

物活性物质 对人及动物的生命活动起着重要的作

用 ∀各种胆汁中所含的游离型和结合型胆汁酸一般

是并存的 ∀文献≈ 报道大多采用高效液相色谱法

或气相色谱法 分别对结合型或非结合型胆汁酸进

行分析 不能一次性的检出结合型和游离型胆汁酸 

给胆汁类药材的鉴别 !质量控制 !体内代谢机理的研

究以及临床检验的开展都带来了一定的困难 ∀

  高效毛细管电泳≈是一种迅速发展的分离新技

术 有分辨率高 !分析时间短 !进样量少和重现性良

好的优点 ∀而且仪器简单 自动化程度高 分析模式

多样 ∀因此在许多领域 特别是生物医药领域显示

了广泛的应用前景≈ ∀

  本文用该法使 种游离和结合型胆汁酸一次性

得到分离 系统地研究了各种因素对分离产生的影

响 并用已建立的毛细管区带电泳法分析了 种熊

胆中胆汁酸的成分和含量 ∀

材 料 与 方 法

  仪器  °公司 °
⁄
≤∞毛细管电泳仪 配套化

学工作站 ∀毛细管柱   ≅ 1 河北永年

光导纤维厂 有效长度为  ∀

  试剂  硼砂 !硼酸 !磷酸氢二钠 !Β2环糊精 !甲

醇 !乙醇及十六烷基磺酸钠均为分析纯 水为市售
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  对照品  胆酸  ≤ !脱氧胆酸

¬⁄≤ !牛磺胆酸∏

×≤ !牛磺去氧胆酸∏¬×⁄≤ !

鹅去氧胆酸¬≤⁄≤ !牛磺鹅去

氧胆酸∏¬×≤⁄≤和牛磺熊

去氧胆酸 ∏∏¬ ×⁄≤均为

≥产品 熊去氧胆酸∏¬⁄≤

由上海医科大学提供 ∀

  样品  四川阿坝人工引流熊胆汁粉 !四川阿坝

熊胆 !四川阿坝熊胆 号 !四川阿坝熊胆吊胆 !四

川阿坝熊胆扁胆和云南熊胆均由国家中药制药工

程技术研究中心提供 经叶愈青教授鉴定为熊科动

物黑熊Σελεναρετοστηιβετανυσ  ≤∏√的胆囊 ∀

  标准溶液的配制  精确称取对照品适量 用甲

醇溶解 配成各组分浓度分别为  #的单一

标准溶液 ∀再精确称取对照品适量 用甲醇溶解 配

成各组分浓度分别为  #的混合标准溶液 ∀

  样品供试液的制备  将熊胆风干后研成粉末

密度约为  #
 精确称取约  加 倍体

积的甲醇 混合后超声  以  #速度

离心  吸取上清液至  量瓶中 重复 

次 补充甲醇溶液至刻度 进样前用 1 Λ滤膜过

滤 ∀

  电泳条件  缓冲液含硼砂  # !磷酸

氢二钠  #
 甲醇 用磷酸调至  1 

毛细管柱   ≅ 1 有效长度   操

作电压  ∂ 温度  ε 检测波长   压力进

样 进样量  °≅  ∀每次进样前用  #
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 !蒸馏水 !运行缓冲溶液各洗  ∀

结 果

1  缓冲溶液 πΗ值的选择

按电泳法条件操作 ∀缓冲溶液的  对各组分

的分离有很大影响图  ∀

ƒ∏  ∞  τ 

∏∏ #
∏

#
∏   

×∏  ε  ∂  ∂  ×  

        

⁄∂   °∏ ° 
ϖ ) ϖ ×∏∏¬×⁄≤ 
π ) π ×∏¬×≤⁄≤ 
ο ) ο ×∏¬×⁄≤

  结果表明 随着  值的增加各峰的迁移时间

也随之增加 ∀在  时 Ρ太小 在  和 时

出峰则太慢且基线不稳定 因而本实验选择缓冲溶

液的 值为 1 ∀

2  缓冲溶液中电解质浓度的选择

分别试验了缓冲溶液中硼砂浓度为   

   #时的分离情况 ∀结果表明 硼

砂浓度越高 电渗流 !峰迁移时间和分离度都相应减

小 但峰形状却越来越对称 ∀因为随着浓度的增大 

双电层厚度变薄 电势下降 电渗流∞ƒ随之

变小 ∀因而选择  #硼砂加入磷酸盐 随

着后者浓度的增加 分离度和峰形均有所改善 ∀但

电解质浓度过高时电渗流会突然增大 电流也非常

大 电渗流和电场强度的关系不成正比 不可取 ∀最

终选择的电解质为硼砂  #
磷酸氢二钠

 # ∀

3  有机改性剂对分离的影响

分别试用了甲醇 !乙醇 !异丙醇和乙腈作为有机

改性剂 ∀后 种有机溶剂的加入并不能改善分离

度 而甲醇的加入却使分离度有明显的改观 ∀因而

本文重点考察了甲醇对电渗流 !各组分迁移时间和

电流的影响 ∀随着甲醇含量的提高 电渗流明显减

慢 各组分迁移时间加长 分离度也得到了明显的提

高 ∀在含甲醇  时只分得 个峰 当甲醇含量提

高到  时 则可分到 个峰 继续加大甲醇含量

到  时 个组分完全分开 ∀这主要是由于溶液

离子强度降低 电导减小 电流降低 另外缓冲溶液

粘度变大的缘故 ∀文献曾报道 甲醇加到缓冲体系

中会导致 ≥层厚度变薄 导致电渗流变小 ∀但甲

醇的加入量是有限的 应考虑到缓冲体系各离子溶

解度的问题 ∀另外 甲醇量增大 虽可提高分离度 

但同样增加了各组分的迁移时间 会导致分离效率

降低 ∀综合各种因素 甲醇的量选定为   ∀

4  线性关系考察

取混合标准溶液  分别进样     

和  在选定的条件下 测定 次 以峰面积 Ψ为

纵坐标 进样时间 Ξ为横坐标计算回归方程 结果

见表  ∀各标准品的最低检测限为  Λ# ∀

Ταβλε 1  Ρεγρεσσιον εθυατιον οφ βιλε αχιδσ ( ν = 5)

≤  ∏
Π
#

≤



×⁄≤ Ψ   Ξ      ∗    

×≤⁄≤ Ψ   Ξ      ∗    

×≤ Ψ   Ξ      ∗    

×⁄≤ Ψ   Ξ      ∗    

≤ Ψ   Ξ      ∗    

⁄≤ Ψ   Ξ      ∗    

×⁄≤  ×∏∏¬  ×≤⁄≤  ×∏2
¬ ×≤  ×∏ ×⁄≤  ×∏¬

≤ ≤⁄≤ ⁄¬

5  精密度实验

取混合标准溶液进样  每  进样 次 共

测试 次 计算每个峰保留时间和峰面积的  ≥⁄∀

结果 ≤ ⁄≤ ×⁄≤ ≤⁄≤ ×≤⁄≤ ⁄≤ ×⁄≤

和 ×≤的峰保留时间的  ≥⁄分别为 1  1  

1  1  1  1  1  和 1  峰面积

的  ≥⁄分别为 1  1  1  1  1  

1  1 和 1  ∀

6  回收率试验

回收率测定用加样回收法 ∀精确称取四川阿坝

熊胆样品约  分别精确加入 ⁄≤ ≤ 

×⁄≤ ×≤⁄≤ ⁄≤ ≤⁄≤  按照样品供试

液制备方法处理 最后定容至  在选定的色谱

条件下 每份平行进样 次 进样量  测得各标准

品的回收率为   ∗   ∀
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7  毛细管区带电泳

取混合标准溶液在选定条件下进行电泳分离

图  特征谱见表  ∀各组分均在  以前出

峰 且有很好的分离度 ∀

Ταβλε 2  Χηαραχτερ οφ στανδαρδσ βψ χαπιλλαρψ ζονε ελεχτροπηορεσισ

° τΠ ° Π °Π °Π  ×  × Ν Ρ Λ ≅  

≤               

⁄≤                 

×⁄≤                 

≤⁄≤                 

×≤⁄≤                 

⁄≤                 

×⁄≤                 

×≤                 

 ×  √  Ν× Ρ  ∏Λ ∞

ƒ∏  ∞ 

 

8  样品测定

取各样品供试液各  于进样瓶中 在选定的

色谱条件下每个样品平行测定 次 每次进样  

谱图见图 仅以  四川阿坝熊胆及 人工引流熊

胆粉为例 结果见表  ∀

Ταβλε 3  Αναλψτιχαλ ρεσυλτσ οφ σαµ πλεσ ( ν = 3)

≥
≤Π#

⁄≤ ×⁄≤ ≤⁄≤ ×≤⁄≤ ⁄≤ ≤ ×⁄≤ ×≤

    ×        

 

≥∏           × 

 

≥∏             

 

≥∏     ×     ×  

 

≥∏        ×      

 

≠∏     ×     

ƒ∏  ∞   



 ≥∏ 



讨 论

本研究首次用毛细管区带电泳法分离了 种胆

汁酸成分 分析时间短 峰形对称 仪器操作简便 溶

剂耗费少 充分显示了毛细管电泳法快速 !高效 !经

济的特点 ∀同高效液相法相比其迁移时间的重现性

更好 ∀另外 由于采用毛细管区带电泳模式电泳的

出峰次序是电正性 电中性 电负性 因而熊胆中

大部分不带电荷的组分随着电渗流先行流出 并不

干扰带负电荷的胆汁酸的鉴别分析 从而无须进行

复杂的样品前处理 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈  ±  ≠∏ ∏2

      ≈ 

Χηιν ϑ Πηαρµ Αναλ 药物分析杂志  13  
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≈ ⁄≠ × ≥ ±  ετ αλ√

∏   

 ∏ ≈  Χηιν ϑ Αναλ Χηεµ 分析化学  

25    

≈ ⁄ ≠⁄  Ηιγη Περφορµανχε Χαπιλλαρψ Ελεχτροπηορεσισ

高效毛细管电泳 ≈   ≥ ° 

  

≈  ≤  Ιντροδυχτιον το Χαπιλλαρψ Ελεχτροπηορεσισ 毛细管电

泳导论 ≈  ≥°    
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ΑΒΣΤΡΑΧΤΑΙΜ  × √    
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∏2∞ƒ∏ ∏

× ∏ ∏×

 ∞ƒ √∞ƒ 

∏ √×¬∏∏  √∏

  ∏    #
∏   #

∏

 ∏ ε √ ∂     

∏√ ∏ ° ΡΕΣΥΛΤΣ  ∞

 ≤∞ ×∏

√  ∗  ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×

∏×∏√

∗  #
Χ1× 
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