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高效液相色谱蒸发光散射检测法（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）
测定小儿清热宁颗粒中胆酸的含量
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摘要　目的：建立小儿清热宁颗粒中胆酸的含量测定方法；方法：样品制备采用甲醇超声３０ｍｉｎ提取，色谱条件为色谱柱
ＶｅｎｕｓｉｌＸＢＰＣ１８（Ｌ）柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相甲醇－１％冰醋酸溶液（７５∶２５，ｖ／ｖ），流速１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为２５
℃；检测器漂移管温度控制为４０℃，载气气体流速为２０Ｌ／ｍｉｎ，增益为４。结果：胆酸的工作曲线为ｌｇＡ＝１５８２ｌｇＣ＋
２９７２９（ｒ＝０９９９４），进样量在０５０２～２５１μｇ范围内呈良好的线性关系，回收率的 ＲＳＤ为１９６９６％。阴性对照无干
扰。结论：所建立的含量测定方法专属性强，可用于小儿清热宁颗粒的质量控制。
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　　小儿清热宁颗粒是治疗小儿病毒性感冒的常用
中成药，具有解热镇痛、提高免疫力等作用，收载

于中华人民共和国卫生部药品标准 《中药成方制

剂》第十二册。由黄芩、板蓝根、金银花、柴胡、

羚羊角粉、水牛角浓缩粉、人工牛黄、冰片８味药
组成［１］。目前该药尚无人工牛黄的质量控制标准，

仅见于对其中胆红素进行含量测定的研究报道［２］，

但是胆红素不是解热镇痛抗病毒的有效成分［３４］。

人工牛黄的主要成分是胆酸 （含量不小于１３％），
具有解热镇痛抗炎的作用，是小儿清热宁颗粒的有

效成分［５７］，因此，应对胆酸含量建立质控标准。

胆酸在小儿清热宁颗粒处方中含量极低，约占

００６％，而且胆酸结构中不含生色团，紫外吸收波
长在１９２ｎｍ左右，用 ＨＰＬＣ紫外检测进行定量分
析时，会出现流动相干扰性大、检测灵敏度低等缺

陷。蒸发光检测器其响应值不依赖于样品的光学特

性，而取决于被测物质颗粒的数量和大小，对无紫

外吸收或紫外末端吸收的物质具有较高的检测灵敏

度［８］。因此，本实验研究建立高效液相色谱蒸发
光散射检测法 （ＨＰＬＣＥＬＳＤ）测定方中胆酸含量
的方法，为小儿清热宁颗粒中人工牛黄的质量控制

提供方法和依据。

１　材料
１１　仪器　ＭＥＴＴＬＥＲＡＥ２４０十万分之一天平（德
国梅特勒公司）；高效液相色谱系统：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型
高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司），Ａｌｌｔｅｃｈ３３００
蒸发光散射检测器（ＥＬＳＤ）；ＢＳＡ１２４Ｓ万分之一天
平（赛多利斯科学仪器有限公司）；ＵＰＤＩＩ１０７型优
普系列超纯水机（成都超纯科技有限公司）；ＤＨＧ
９１２３Ａ型电热鼓风恒温干燥箱（郑州生元仪器有限
公司）；ＫＱ５００ＤＶ型数控超声波清洗器（昆山市超
声仪器有限公司）。
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１２　药品　胆酸对照品（购于中国食品药品检定研
究院，供含量测定用，批号：１０００７８２００４１４）；小儿清
热宁颗粒（河南辅仁堂制药有限公司，批号：

２０１４０６０４１、２０１４０６０１２、２０１４０５０８１、２０１４０６０２１、
２０１４０３１２２、２０１４０４０８２）；无胆酸的阴性样品（自制）。
１３　试剂　甲醇（ＤＩＫＭＡＴＥＣＨＮＯＬＯＧＩＥＳＩＮ，批
号：５０１０２），冰醋酸（天津市科密欧化学试剂有限公
司，批号：２０１４０１２２），均为色谱纯；水为超纯水；其余
试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２１　溶液的制备
２１１　对照品溶液的制备　精密称取干燥至恒重
的胆酸对照品２５１０ｍｇ，置２５ｍＬ棕色量瓶中，甲醇
溶解并定容至刻度，作为储备液；精密吸取储备液１
ｍＬ置１０ｍＬ棕色量瓶中，甲醇稀释至刻度，摇匀，对
照品溶液浓度为０１００４ｍｇ／ｍＬ。
２１２　供试品溶液的制备［９］　取小儿清热宁颗粒
２袋，研细，精密称取４ｇ，置具塞锥形瓶中，精密加
入甲醇 ３０ｍＬ，称重，３０℃超声（功率 １５０Ｗ，４０
ｋＨｚ）提取３０ｍｉｎ，放冷，再称重，用甲醇补足减失的
重量，摇匀，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液于蒸
发皿中，７０℃水浴蒸干，残渣加甲醇溶解，定容至５
ｍＬ容量瓶中，摇匀，制成供试品溶液。
２１３　阴性对照品溶液的制备　按小儿清热宁颗
粒制备工艺，制备不含人工牛黄的阴性颗粒。精密

称取阴性样品，照“２１２”项下方法制成阴性对照品
溶液。

２２　色谱条件与系统适应性　ＥＬＳＤ参数：漂移管
温度：４０℃，载气气流流速：２０Ｌ／ｍｉｎ，增益＝４。色
谱柱：ＶｅｎｕｓｉｌＸＢＰ１８（Ｌ）柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５
μｍ）；流动相：甲醇 －１％冰醋酸溶液（７５：２５，ｖ／ｖ）；
流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；进样体积：２０μＬ。
理论塔板数按照胆酸计算≥５０００，分离度＞１５。
２３　专属性　分别取“２１１”项下制备的对照品溶
液、供试品溶液和阴性样品溶液，０２２μｍ微孔滤膜
过滤，注入液相色谱仪，照“２２”项下色谱条件操作
进样，记录色谱图。结果见图１，显示胆酸峰分离度
良好，阴性样品无干扰。

２４　方法学考察
２４１　线性关系考察　分别精密吸取胆酸对照品
溶液５，８，１０，１２，１５，２０，２５μＬ，依次注入液相色谱
仪，照“２２”项下色谱条件测定，记录峰面积。以胆
酸进样量的对数值（ｌｇＣ）与峰面积的对数值（ｌｇＡ）进
行线性回归，得胆酸的工作曲线：ｌｇＡ＝１５８２ｌｇＣ＋

２９７２９（ｒ＝０９９９４）。

图１　高效液相色谱蒸发光散射色谱图
　　注：Ａ对照品溶液；Ｂ供试品溶液；Ｃ阴性对照溶液

２４２　精密度　精密“２１１”项下吸取对照品溶液
１０μＬ，连续进样６次，照“２２”项下色谱条件进行测
定，计算峰面积，ＲＳＤ值为 ０８７％。表明仪器的精
密度良好。

２４３　稳定性　分别精密吸取胆酸对照品溶液１０
μＬ、供试品溶液２０μＬ，室温放置０，２，５，８，１２，２４ｈ，
照“２２”项下色谱条件进样测定，对照品溶液和供试
品溶液峰面积的ＲＳＤ值分别为２０６％，１６９％。表
明对照品溶液和供试品溶液在室温情况２４ｈ内，溶
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液稳定性良好。

２４４　重复性　精密称取同一批号（２０１４０６０２１）的
小儿清热宁颗粒６份，按照“２１２”项下的方法平行
制备供试品溶液，照“２２”项下色谱条件进样测定，
计算样品中胆酸含量。小儿清热宁颗粒中胆酸的平

均含量为００４６０２ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ值为０８８％。表明本
方法重复性良好。

２４５　回收率　精密称取同一批已知含量的样品
（批号：２０１４０６０２１）９份，每份４ｇ，分成３组。分别
精密加入胆酸对照品溶液１、１５、２５ｍＬ，依法制备
供试品溶液并测定胆酸含量。计算加样回收率。结

果见表１。检测结果表明，回收率的ＲＳＤ为１９７％，
本方法准确度高。

表１　胆酸加样回收率试验

样量

／ｇ
样品中量

／ｍｇ
加入量

／ｍｇ
实测量

／ｍｇ
回收率

／％
平均回收率

／％
ＲＳＤ
／％

３９８０２０１８３１０１００４０２８６８ １０３３０
４００４１０１８４２０１００４０２８１６ ９７０２
４０１０３０１８４５０１００４０２８４１ ９９２３
４００９６０１８４４０１５０６０３３３９ ９９２４
４０１１２０１８４５０１５０６０３３８１ １０１９８ １００５３ １９７
３９９８５０１８３９０１５０６０３３７６ １０２０４
３９８９９０１８３５０２５１００４３３６ ９９６３
４０００５０１８４００２５１００４４０５ １０２１８
４０１２６０１８４６０２５１００４３６０ １００１７

２５　样品含量测定　取６个批次的小儿清热宁颗
粒，按照“２１２”项下方法制备样品，并按“２２”项
下色谱条件测定，记录峰面积，计算胆酸含量，结果

见表２。

表２　样品测定结果

批号 胆酸／（ｍｇ／ｇ） 平均值／（ｍｇ／ｇ） ＲＳＤ／％

２０１４０６０４１ ００４６２１
２０１４０６０１２ ００４５３９
２０１４０５０８１
２０１４０６０２１

００４９０８
００４６０２

００４５４１ ５６０

２０１４０３１２２ ００４４４３
２０１４０４０８２ ００４１３０

３　讨论
１）关于从牛黄或复方中提取胆酸制备供试品的

方法，文献报道主要有乙酸乙酯超声［１０］，氯仿超

声［５］，石油醚超声［４］。本实验采用甲醇超声提取与

之对照，发现甲醇超声提取率较高。推测原因应当

是胆酸在人工牛黄中以胆酸盐形式存在的比例高，

甲醇极性大于上述溶剂，因此甲醇的提取率高。实

验还比较了超声提取和加热回流２种提取方式，结
果证明两者的提取率无明显差异，因此选择操作简

便的超声提取。

２）胆酸分子结构状态受 ｐＨ的影响。当 ｐＨ值
为４～６时，游离胆酸以离子型和非离子型２种形式
存在［１１］，蒸发光检测器对分子型胆酸有很好的检测

灵敏度。有研究者对其研究的复方采用甲醇提取，

过中性氧化铝柱［４］、水液稀盐酸调节 ｐＨ至酸性乙
酸乙酯萃取［１２１３］胆酸等分子态胆酸的富集纯化方

法，再用酸性流动相分离检测。本实验采用甲醇超

声提取液直接进样，以甲醇０１％冰醋酸的酸性系
统为流动相，抑制胆酸电离，其检测效果与上述提取

纯化供试品无明显差异。本实验采用的这种测定方

法可以简化样品制备过程，便于在生产实际中应用。

３）ＥＬＳＤ对检测性能的主要影响在于载气气流
流速、漂移管温度和增益［１４１５］。载气气流流速与基

线的稳定性有关，漂移管温度直接决定检测中流动

相的挥发性，增益影响检测器对散射光的灵敏程度。

实验过程中，分别考察了不同载气气流流速（１５、２、
２５Ｌ／ｍｉｎ），不同漂移管温度（３５℃、４０℃、４５℃、
５０℃），不同增益（１、２、４、８、１６）对响应值及信噪比
的影响。综合分析色谱图发现：增益 ＝４，载气气流
流速＝２０Ｌ／ｍｉｎ，漂移管温度 ＝４０℃条件时，噪声
最小，进样分析的峰形良好，基线稳定。

本实验建立的高效液相蒸发光法测定小儿清
热宁颗粒中胆酸含量方法，具有操作方法简捷，分析

条件易于精确控制，待测成分易于分离等优点，且通

过上述方法学考察，证明此方法具有较好的重现性

和较高的精密度。
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３　小结
本文参考了历代主要本草文献，结合柴胡品种

及入药部位的变化，探讨了柴胡功效认识的历史演

变。笔者认为，《本经》时期应用的柴胡品种已不可

考。唐代以后，狭叶柴胡、银州柴胡被认为是柴胡上

品，而银柴胡在很长一段时期内亦被当做上品柴胡

应用，这有可能成为柴胡出现“补虚劳”功效描述的

原因。古来柴胡皆以根入药，清末以来，在长江一线

逐流行以全草或地上部分入药。同时期兴起的“柴

胡劫肝阴”之说或许与入药部位的改变而造成的有

效成分改变有关，但仍需进一步的实验研究。
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