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摘要　目的：建立“小儿化毒胶囊（散）”中游离胆红素、总胆红素以及部分胆红素的 ＨＰＬＣ测定方法，比较以人工牛黄、体
外培育牛黄２种牛黄分别投料的小儿化毒散之间差异。方法：分别以二氯甲烷、１０％草酸溶液（含０１５％十六烷基三甲基
氯化铵）二氯甲烷、０２ｍｏｌ／Ｌ乙二胺四醋酸二钠二氯甲烷提取样品中游离胆红素、部分胆红素、总胆红素，用ＨＰＬＣ法测
定，固定相为Ｃ１８色谱柱，流动相为乙腈１％冰乙酸（９５∶５），检测波长４５０ｎｍ，柱温为２５℃，流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ。结果：胆
红素在５６４～２８２ｎｇ范围内线性关系良好，游离胆红素、部分胆红素、总胆红素平均加样回收率为９０％～９５％，ＲＳＤ分别
为４２％、４１％和４９％，２种牛黄投料的小儿化毒散中胆红素含量及形态存在明显差异。结论：建立的方法可有效识别
“小儿化毒胶囊（散）”中牛黄的投料种类，为其他含有牛黄的中药制剂质量评价提供了借鉴。

关键词　小儿化毒胶囊（散）；人工牛黄；体外培育牛黄；游离胆红素；总胆红素；部分胆红素；高效液相
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　　“小儿化毒散”现收载于中华人民共和国药典
２０１５年版 １部，由人工牛黄、珍珠、大黄、雄黄、黄
连、甘草、天花粉、川贝母、赤芍、乳香（制）、没药

（制）、冰片十二味药组成，具有清热解毒、活血消肿

的功能，常用于热毒内蕴、毒邪未尽所致的口疮肿

痛、疮疡溃烂［１］。“小儿化毒胶囊”的质量标准中处

方量和制法均保密，经团队调研发现该品种是由小

儿化毒散改变剂型而来，且用法、用量以及规格基本

一致，因此对２个品种合并研究。
“小儿化毒胶囊”为西安碑林药业控股有限公

司的独家产品，处方中原使用牛黄，２０１３年向国家
食品药品监督管理局备案药品注册补充申请，使用

人工牛黄代替牛黄投料［２］。含有牛黄的经典方剂多

与雄黄、朱砂等矿物药配伍，而此类方剂的安全性一

直以来受到高度的关注［３５］。有研究表明，安宫牛黄

丸中牛黄等其他药味与雄黄配伍后，可降低可溶性

砷含量而具有减毒作用［６］，人工牛黄是否可以发挥

出牛黄的作用成为了目前讨论的热点。但是目前中

华人民共和国药典中“小儿化毒胶囊（散）”现行质

量标准尚无针对牛黄的质控项目和检测手段。因
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此，建立一个针对“小儿化毒胶囊（散）”质量控制方

法迫在眉睫。

胆红素是牛黄及其替代品的主要成分之一，近

几年研究发现其在机体中发挥着抗氧化、抗凋亡、免

疫调节等作用［７９］，又因为胆红素的性质较为特殊，

光、热等多种因素都会导致其变性［１０］，导致分析较

为困难，在实际操作中以游离胆红素、部分胆红素

（游离胆红素＋结合胆红素）和总胆红素（游离胆红
素＋结合胆红素 ＋共价胆红素）的形式进行测定。
本研究根据已有的文献报道［１１１５］，通过对不同种类

牛黄投料的“小儿化毒胶囊（散）”中所含胆红素进

行研究，分别建立了游离胆红素、总胆红素以及部分

胆红素的ＨＰＬＣ法测定方法，结合该３种方法可有
效控制投料牛黄的质量，从而对“小儿化毒胶囊

（散）”质量进行监控。并且通过分析胆红素的含

量［１６］，可有效鉴别“小儿化毒胶囊（散）”中牛黄投

料的品种。

１　仪器与试药
１１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公司）；超声波清洗仪（上海科导超声仪器有限公司

ＳＫ８２１０ＬＨＣ）；离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５４３０Ｒ）；旋涡混合
器（ＩＫＡＭＳ２）。
１２　试剂　胆红素对照品（中国药品生物制品检定
所提供，批号１００７７２００５０３，纯度９９０％，使用前无
需处理）；草酸、十六烷基三甲基氯化铵均购自国药

集团化学试剂有限公司；乙二胺四乙酸二钠（化学

纯）购自国药集团化学试剂有限公司；二氯甲烷、冰

醋酸均为分析纯，购自上海凌峰化学试剂有限公司，

色谱纯级乙腈。

１３　样品　由于目前在售和生产的小儿化毒散／胶
囊样品极少，故委托武汉健民大鹏药业有限公司按

处方模拟生产体外培育牛黄制和人工牛黄制小儿化

毒散各３批，除牛黄品种不同外，其余药味均采用同
一原料；另收集了西安碑林药业股份有限公司生产

的小儿化毒胶囊１批，具体样品见表１。

２　方法与结果
２１　供试品的制备
２１１　游离胆红素含量测定　取小儿化毒散（批
号：ＸＥＳ１）研细，精密称取约２１０ｍｇ，置锥形瓶中，
精密加入二氯甲烷２０ｍＬ，称定重量，分别冰浴超声
（功率５００Ｗ，频率５３ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，再称定重量，用
二氯甲烷补足减失的重量，摇匀，取二氯甲烷液用微

孔滤膜（０２２μｍ）滤过，取续滤液，注入液相色谱
仪，记录峰面积，计算。

２１２　部分胆红素含量测定　取小儿化毒散（批
号：ＸＥＳ３）研细，精密称取约０１２ｇ，置于１００ｍＬ具
塞锥形瓶中，分别加入不同体积的０２ｍｏｌ／Ｌ乙二
胺四乙酸二钠溶液，密塞，涡旋均匀，精密加入水饱

和二氯甲烷２５ｍＬ，密塞，称定重量，涡旋混匀，冰浴
超声处理（功率５００Ｗ，频率５３ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，再称定
重量，用水饱和二氯甲烷补足减失的重量，摇匀，取

二氯甲烷液，用微孔滤膜（０２２μｍ）滤过，取续滤液
５μＬ，注入液相色谱仪，记录峰面积，计算。
２１３　总胆红素含量测定　取小儿化毒散（批号：
ＸＥＳ１）研细，精密称取约０１２ｇ，置于具塞锥形瓶
中，分别加入不同体积的１０％草酸溶液（含０１５％
十六烷基三甲基氯化铵），密塞，涡旋均匀，精密加入

水饱和二氯甲烷２５ｍＬ，密塞，称定重量，涡旋混匀，
冰浴超声处理（功率５００Ｗ，频率５３ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，再
称定重量，用水饱和二氯甲烷补足减失的重量，摇

匀，离心（４０００ｒ／ｍｉｎ），取二氯甲烷液，用微孔滤膜
（０４５μｍ）滤过，取续滤液５μＬ，注入液相色谱仪，
记录峰面积，计算。

２３　色谱条件与系统实用性实验
２３１　检测波长　取胆红素对照品溶液进行紫外
可见分光光度扫描，结果在４５０ｎｍ波长处有最大吸
收，对胆红素对照品色谱和供试品色谱中胆红素色

谱峰进行二极管阵列扫描，结果显示，两者均在

４５０ｎｍ波长处有最大吸收且干扰峰极少，故选择
４５０ｎｍ作为检测波长。

表１　样品收集情况

自编号 样品类型 来源 批号 备注

１ 小儿化毒胶囊 西安碑林药业股份有限公司 ２０１３０１００１ 体外培育牛黄

２ 小儿化毒散 武汉健民大鹏药业有限公司 ＸＥＳ１ 研究用小样，体外培育牛黄

３ 小儿化毒散 武汉健民大鹏药业有限公司 ＸＥＳ２ 研究用小样，体外培育牛黄

４ 小儿化毒散 武汉健民大鹏药业有限公司 ＸＥＳ３ 研究用小样，体外培育牛黄

５ 小儿化毒散 武汉健民大鹏药业有限公司 ＸＥＳ４ 研究用小样，人工牛黄

６ 小儿化毒散 武汉健民大鹏药业有限公司 ＸＥＳ５ 研究用小样，人工牛黄

７ 小儿化毒散 武汉健民大鹏药业有限公司 ＸＥＳ６ 研究用小样，人工牛黄
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表２　游离胆红素线性范围

进样量（ｎｇ） ５６４ １１２８ ２２５６ ５６４ １１２８ ２２５６ ２８２

峰面积 ２５６４３６６ ６０５１５５９ １２００１４３３ ２９７７５３８５ ６０３５４５１７ １１８５２６５３８ １４４５００４８８
回归方程 Ｙ＝５１６７４Ｘ＋５２０６２（ｒ＝０９９９８）

２３２　色谱条件及专属性试验　色谱柱：迪马Ｄｉａ
ｍｏｎｓｉｌ（５μｍ，０４６ｃｍ×１５ｃｍ）；流动相：乙腈１％
冰乙酸（９５∶５）；检测波长：４５０ｎｍ；柱温：２５℃；流
速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：５μＬ。供试品色谱中，具
与胆红素对照品保留时间一致的色谱峰，且无其他

成分干扰。空白样品（缺牛黄）在胆红素对照品保

留时间处无色谱峰，无干扰。供试品色谱中，具与胆

红素对照品保留时间一致的色谱峰，且无其他成分

干扰。空白样品（缺牛黄）在胆红素对照品保留时

间处无色谱峰，无干扰，方法专属性较好。见图１。

图１　专属性试验

２４　耐用性试验　由于不同生产厂家不同牌号的
色谱柱存在填料及性能上的差异，为考察拟订方法

的可 行 性 及 通 用 性，对 １）ＴＳＫｇｅｌＯＤＳ１００Ｖ
（０４６ｃｍ×２５ｃｍ，５μｍ）、２）ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓ
Ｃ１８（０４６ｃｍ×１５ｃｍ，５μｍ）、３）ＢｏｓｔｏｎＧｒｅｅｎＯＤＳ
（０４６ｃｍ×１５ｃｍ，５μｍ）３根色谱柱进行了考察。３
根色谱柱均得到的供试品色谱均具与对照品保留时

间一致的色谱峰，且峰形均较对称、尖锐，对称因子

分别为０７８、１０４、１１２；理论板数分别为１４９３３、６
７９７、６９４６。表明拟订方法通用性较广。
２５　胆红素线性关系考察　精密量取胆红素对照
品适量，加二氯甲烷分别制成含胆红素１１２８μｇ／

ｍＬ（ＳＴ１）、１１２８μｇ／ｍＬ（ＳＴ２）、５６４μｇ／ｍＬ（ＳＴ３）
的对照品溶液。

分别精密吸取 ＳＴ１溶液５μＬ，ＳＴ２溶液１μＬ、
２μＬ、５μＬ，ＳＴ３溶液２μＬ、４μＬ和５μＬ注入液相
色谱仪，记录峰面积，以进样量（ｎｇ）为横坐标，峰面
积为纵坐标，绘制标准曲线。结果表明，胆红素在进

样量５６４～２８２ｎｇ范围内，进样量与峰面积呈良好
的线性关系。具体见表２。
２６　重复性试验　因样品中游离胆红素含量太低，
因此以加样回收率来考察方法重复性，总胆红素和

部分胆红素直接考察方法重复性。

取编号为 ２、４的小儿化毒散（含体外培育牛
黄，４号样品进行部分胆红素测定）样品平行制备６
份供试品溶液进行测定，游离胆红素、总胆红素和部

分胆红素的 ＲＳＤ分别为 ３１％，４２％和 ４１％，表
明重复性良好。

２７　稳定性试验　参考含牛黄的同系列品种，胆红
素对照品在２４小时内稳定。

分别取游离胆红素、部分胆红素及总胆红素供

试品溶液，分别在０、２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、
２２、２４ｈ进行测定，记录峰面积，ＲＳＤ分别为 ３％，
１２８％，０１７％，表明供试品溶液在２４ｈ内基本稳
定。

２８　准确度试验
２８１　游离胆红素试验准确度　取２号小儿化毒
散样品（游离胆红素含量为００３９８ｍｇ／ｇ）研细，精
密称取约２１０ｍｇ，一式９份，精密称定，置具塞锥形
瓶中，每 ３份为一组，分别精密加入对照品溶液
（６７０２３μｇ／ｍＬ）２０ｍＬ、１０ｍＬ、５ｍＬ，精密加入二
氯甲烷至２０ｍＬ，自“密塞”起同供试品溶液制备，进
样测定，测定结果见表３。
　　结果表明，准确度处于８５％～１０５％之间，ＲＳＤ值
小于５％，表明拟订的游离胆红素方法准确度良好。
２８２　总胆红素试验准确度　取２号小儿化毒散
样品（含量为４０２ｍｇ／ｇ）研细，取约００６ｇ，一式９
份，精密称定，置具塞锥形瓶中，每３份为１组，每组
分别精密加入对照品加样溶液（１６７５５７５μｇ／ｍＬ）
１０ｍＬ、１５ｍＬ、２０ｍＬ，再分别精密加入水饱和二氯
甲烷溶液１５ｍＬ、１０ｍＬ和５ｍＬ，自“加入１０％草酸
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溶液（含０１５％十六烷基三甲基氯化铵）８ｍＬ”起按
供试品溶液的制备方法制备，进样测定。见表４。

表３　游离胆红素准确度试验（ｎ＝９）

样品中含量

（μｇ）
对照品加入量

（μｇ）
测得量

（μｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

８４３７６０ ３３５１１５ ３８７４９４ ９０４５１
８４６９４４ ３３５１１５ ３８１６８６ ８８６２３
８４８１３８ ３３５１１５ ３７９２７４ ８７８６８
８３８５８６ ６７０２３ ７１３０７６ ９３８８０
８４２９６４ ６７０２３ ７０２２９８ ９２２０７ ９３４ ４２
８５４９０４ ６７０２３ ７１５９２６ ９４０６２
８４０５７６ １３４０４６ １３９５８８４ ９７８６３
８４３３６２ １３４０４６ １３９５９５６ ９７８４８
８５２１１８ １３４０４６ １３９８１３２ ９７９４５

表４　总胆红素准确度试验

样品中含量

（μｇ）
对照品加入量

（μｇ）
测得量

（μｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

２２２１４５２ １６７５５７５ ３７３５８４８ ９０３８０
２２２０６４８ １６７５５７５ ３７３２２７３ ９０２１５
２３６５３６８ １６７５５７５ ４０４３３７３１００１４４
２２３２３０６ ２５１３３６３ ４６１７７７０ ９４９１１
２４３９３３６ ２５１３３６３ ４９８７８５３１０１３９８ ９４９ ４１
２２１２２０６ ２５１３３６３ ４６０８２３８ ９５３３１
２４３６５２２ ３３５１１５ ５５７００７８ ９３５０６
２４２１６４８ ３３５１１５ ５６４２９０８ ９６１２４
２４３８５３２ ３３５１１５ ５５２４０８３ ９２０７４

　　结果表明：方法的准确度处于９００～１１００％
之间，ＲＳＤ值小于５％，拟定的总胆红素测定方法准
确度较好。

２８３　部分胆红素试验准确度　取４号小儿化毒
散样品（含量为３４２ｍｇ／ｇ）研细，取约００６ｇ，一式
９份，精密称定，置具塞锥形瓶中，每３份为１组，每
组分别精密加入对照品加样溶液（１７４３６３７５μｇ／
ｍＬ）５ｍＬ、８ｍＬ、１２ｍＬ，再分别精密加入水饱和二氯
甲烷溶液２０ｍＬ、１７ｍＬ、１３ｍＬ，自“加入０２ｍｏｌ／Ｌ
乙二胺四乙酸二钠５ｍＬ”起按供试品溶液的制备方
法制备，进样测定，结果见表５。

表５　部分胆红素准确度试验

样品中含量

（μｇ）
对照品加入量

（μｇ）
测得量

（μｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

２１１６６３８ ８７１８１８８ ２９８０４４３９９０８０
２１１８３４８ ８７１８１８８ ２９８２７２ ９９１４５
１８９１９４４ ８７１８１８８ ２７４２８８８９７６０５
１９６１７１２ １３４９１ ３１８４４５３９０６３３
１９７３３４０ １３４９１ ３１６１２７ ８８０５３ ９３９ ４９
２０６２６０２ １３４９１ ３２５１６８５８８１３８
２１０２２７４ ２０９２３６５ ４０９８４５３９５４０２
２１０８７７２ ２０９２３６５ ４１３７１２８９６９４０
２０７５５９８ ２０９２３６５ ３９６０８ ９００９９

　　结果表明：方法的准确度处于９００～１１００％
之间，ＲＳＤ值小于５％，拟定的部分胆红素测定方法
准确度较好。

２９　样品测定　按供试品溶液制备及测定方法测
定各样品中游离胆红素、总胆红素及部分胆红素的

含量，结果见表６。
表６　游离胆红素、部分胆红素及总胆红素含量

测定结果（ｍｇ／ｇ）

自编号 游离胆红素含量 部分胆红素含量 总胆红素含量

１ ０１３０ ２５１ ４２９
２ ００２２ ３２９ ４０２
３ ０１２１ ３１４ ３７６
４ ００４２ ３４２ ４１８
５ － ００４１ ００４０
６ － ００３９ ００３９
７ － ００３２ ００３４

３　讨论
３１　供试品溶液的制备　根据已有文献［１５］的记载

胆红素易受光、热和金属离子的影响而加速分解，所

以实验过程中应在避光、冰水浴的条件下进行。胆

红素在三氯甲烷中较为稳定，但游离胆红素与结合

胆红素、共价胆红素的性质存在差异，当亲水性较强

的结合胆红素、共价胆红素被解离成游离胆红素后，

脂溶性增强，故选用二氯甲烷作为主溶剂。

为防止金属离子对胆红素提取的影响，还需在

溶剂中加入金属螯合剂对金属离子进行螯合。根据

共价胆红素以及结合胆红素的特点，分别选用１０％
草酸 （含 ０１５％ 十六烷基三甲基氯化铵）和
０２ｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸二钠作为总胆红素和部分
胆红素的提取螯合剂。此外本研究还对螯合剂加入

体积进行了考察，平行取样８份，分别加入２、５、８、
１０ｍＬ螯合剂，平行操作进行提取，根据液相中的峰
面积及稳定性来筛选最优加入体积，最终选择加入

０２ｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸二钠 ５ｍＬ，１０％草酸（含
０１５％十六烷基三甲基氯化铵）８ｍＬ提取部分胆红
素和总胆红素。

本研究还考察了样品超声提取的时间，平行取

样１２份分为６组，分别避光冰浴超声１０、２０、３０、４０、
５０、６０后进行提取，根据液相中的峰面积及稳定性
来筛选最优超声时间，最终选择超声处理３０分钟来
提取“小儿化毒胶囊（散）”中的３种胆红素。
３２　结果分析　体外培育牛黄投料的“小儿化毒
胶囊（散）”相比于人工牛黄投料的“小儿化毒胶囊

（散）”总胆红素和部分胆红素含量较高，游离胆红
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素含量则符合药典规定限量。针对总胆红素，中华

人民共和国药典２０１５年版一部中“人工牛黄”胆红
素含量限度为“按干燥品计算，含胆红素（Ｃ３３Ｈ３６
Ｎ４Ｏ６）不得少于 ０６３％”，水分限度为不得过
５０％，方法同为紫外—可见分光光度法。按人工牛
黄中牛黄处方量，及液相与紫外—可见分光光度法

的差异本品理论含量限度应为每 ｇ不少于７１４μｇ
胆红素（人工牛黄）。考虑到原料制成制剂的损失，

且胆红素易分解，以理论量的７０％制订含量限度。
即“本品每 ｇ含人工牛黄以胆红素计，不得少于
４５μｇ”。含人工牛黄的 ３批样品含量均未达到限
度。对于体外培育牛黄，根据中华人民共和国药典

有关含量限度，含体外培育牛黄的４批样品含量均
符合规定。

人工牛黄投料的小儿化毒散中总胆红素以及部

分胆红素的含量远低于体外培育牛黄投料制剂，因

此人工牛黄对雄黄的减毒作用及其本身的药效都不

及体外培育牛黄。考虑到处方中含有雄黄，又是小

儿用药，故建议将中华人民共和国药典中“小儿化

毒胶囊（散）”处方中的人工牛黄重新改为牛黄（包

括天然牛黄及体外培育牛黄）。

本研究建立的方法可快速、准确测定“小儿化

毒胶囊（散）”中的游离胆红素、总胆红素和部分胆

红素，可以有效区分所投牛黄是人工牛黄还是体外

培育牛黄，并进一步对投料牛黄进行质量评价，为其

他含牛黄的中药制剂的质量控制提供借鉴。
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［１０］郑文杰，杨芳，曾鑫华．胆红素的结构、发光与配位化学［Ｊ］．暨
南大学学报，２０００，２１（５）：５７６４．

［１１］曹帅，夏晶，杨新华，等．３种牛黄及安宫牛黄丸中总胆红素含量
测定方法的优化［Ｊ］．药物分析杂志，２０１４，３４（２）：３２９３３４．
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［１６］夏晶，曹帅，杨新华，等．安宫牛黄丸中牛黄的质量分析和研究
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