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［摘要］　目的：建立胆南星样品中猪胆酸、猪去氧胆酸和鹅去氧胆酸的含量测定方法，比较胆南星发酵前后这
几种胆酸类成分的含量变化，为胆南星发酵原理、工艺规范化研究提供参考。方法：ＷａｔｅｒｓＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ），柱温为３０℃；流动相为乙腈０５％冰乙酸溶液（６０∶４０）；检测器：奥泰２０００蒸发光散射检测器；
流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；漂移管温度：１０５℃，气体流速：３０ｍＬ·ｍｉｎ－１。结果：猪胆酸、猪去氧胆酸、鹅去氧胆酸
均在定量范围内呈良好的线性关系，加样回收率分别为９９６３％、１０００４％、１０１４％。结论：本方法操作简单，测
定结果准确，胆南星发酵后猪胆酸、猪去氧胆酸和鹅去氧胆酸含量增加，可作为胆南星发酵程度及胆汁加入量的判

定指标。
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胆南星为制天南星的细粉与牛、羊或猪胆汁经

加工而成，或为生天南星细粉与牛、羊或猪胆汁经

发酵加工而成［１］。炮制能缓和天南星燥烈之性，降

低毒性，转变药性，性由温转凉，味由辛转苦，功

能也由温化寒痰转为清化热痰，即所谓相畏为制、

生毒熟减、以寒制热［２］。课题组通过市场及生产企

业的走访调研，了解到因为缺少相应的质控指标，

胆南星发酵工艺不规范，发酵时间从２４ｈ至数月不
等，所用胆汁多为猪胆汁（或猪胆膏），胆汁用量

相差数倍，产品质量参差不齐，故急需建立胆南星

的质控标准，改善胆南星当前所存在的一些

问题［３］。

关于胆南星含量测定的方法有一些报道［３７］，但

因炮制机理不清，所选指标未体现出与质量控制的

相关性。课题组前期研究发现，胆南星发酵后结合

型胆酸转化为游离型胆酸，如甘胺猪胆酸、牛磺猪

胆酸转化为猪胆酸；甘胺猪去氧胆酸、牛磺猪去氧

胆酸转化为猪去氧胆酸；甘胺鹅去氧胆酸、牛磺鹅
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去氧胆酸转化为鹅去氧胆酸。因此足够的发酵时间

和充足胆汁量是几种游离型胆酸含量的保证，本文

建立猪胆酸、猪去氧胆酸、鹅去氧胆酸３个增量成
分的含量测定方法，为胆南星发酵原理、工艺规范

化研究提供参考。

１　材料

ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＡｒｃ高效液相色谱仪；奥泰２０００
蒸发光散射检测器；ＫＱ２５０ＤＢ型数控超声波清洗器
（昆山市超声仪器有限公司）；ＭｅｔｔＬｅｒＡＥ２４０型十万
分之一分析天平；ＨＷＳ０８０恒温恒湿箱（上海精宏
实验设备有限公司）。

猪去氧胆酸对照品（中国食品药品检定研究院，

批号：１０００８７２００６１０，纯度９７３％）；鹅去氧胆酸
对照品（中国食品药品检定研究院，批号：１１０８０６
２０１１０５，纯 度 ９９２％）；猪 胆 酸 （自 制，纯 度
９９３％）；甲醇（色谱纯，天津市康科德科技有限
公司）；乙腈（色谱纯，美国 ＴＥＤＩＡ公司）；重蒸
水；其他试剂为分析纯；猪胆购自大连础明肉

联厂。

东北天南星采自辽宁本溪市，经辽宁省药品检

验检测院王维宁教授鉴定为天南星科植物东北天南

星ＡｒｉｓａｅｍａａｍｕｒｅｎｓｅＭａｘｉｍ的干燥块茎，按照 《中

华人民共和国药典》中天南星项下检测方法，测得

水分（８２２％），总灰分（４５％），浸出物质量分数
（２７７８％），总黄酮质量分数（０３２％），均符合
《中华人民共和国药典》标准。

自制胆南星样品：取东北天南星细粉（过五号

筛）与猪胆汁（经绢布滤过）约１∶１比例混合，置３０～
３５℃，７０％ ～８０％的恒温恒湿培养箱中发酵 １５～
２０ｄ取出，至蒸制容器中蒸 １ｈ至透，趁热切成
１５～２ｃｍ的小块，晒至黑褐色，即得。

其余为１０批市售商品胆南星样品见表１。

表１　胆南星样品信息
编号 产品批号 编号 产品批号

胆南星（未发酵） 自制 样５ １２０１０１

胆南星（发酵１５～２０ｄ） 自制 样６ １５０４０１

样１ ２０１７０６０１ 样７ １４０６０１０１

样２ ２０１６１２０１ 样８ ６０１００２５５１

样３ １５１２０１ 样９ １７０７０７

样４ １２１１０１ 样１０ ２０１４１１０１

２　方法与结果

２１混合对照品制备

取猪胆酸、猪去氧胆酸、鹅去氧胆酸对照品适

量，精密称定，加甲醇分别制成质量浓度为 ０１６、
０１９、０３２ｍｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液。

２２供试品溶液的制备

取胆南星粉末（过五号筛）约０５ｇ，精密称定，
置５０ｍＬ量瓶中，加入甲醇４０ｍＬ，超声处理（功率
２００Ｗ，频率４０ｋＨｚ）５０ｍｉｎ，放至室温，加甲醇稀
释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

２３色谱条件
色谱柱为ＷａｔｅｒｓＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ）；流动相为乙腈０５％冰乙酸溶液（６０∶４０）；
流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；漂移管温度：１０５℃；气体
流速：３０Ｌ·ｍｉｎ－１；柱温为３０℃；对照品进样体
积为５、２０μＬ；样品进样量为５μＬ，按上述条件进
行测定。色谱图见图１。

注：Ａ胆酸混合对照品；Ｂ自制胆南星样品；１猪胆酸；２猪去

氧胆酸；３鹅去氧胆酸。

图１　胆酸混合对照品自制胆南星样品色谱图

２４方法学考察

２４１线性关系的考察　用移液器分别精密吸取
２１项 下混合对照品溶液 ０２、０３、１、２、６、
８ｍＬ，置于１０ｍＬ量瓶中，色谱甲醇稀释至刻度，
摇匀，得６个系列浓度的混合对照品溶液。在 ２３
色谱条件下分别进样１０μＬ，以各成分的进样量（μｇ）
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的对数为横坐标（Ｘ），色谱峰面积的对数为纵坐
标（Ｙ），得回归方程：猪胆酸为 Ｙ＝１５５０４Ｘ＋
６０５９０，ｒ＝０９９９，结果表明，猪胆酸对照品进样量
在００３２～１２８μｇ线性关系良好。猪去氧胆酸为Ｙ＝
１４４９３Ｘ＋５３５６，ｒ＝０９９９，结果表明，猪去氧胆酸
对照品进样量在００３８～１５２μｇ线性关系良好。鹅去
氧胆酸为Ｙ＝１６１４６Ｘ＋５６６０３，ｒ＝０９９９，结果表
明，鹅去氧胆酸对照品进样量在００６４～２５６μｇ线
性关系良好。

２４２精密度试验　吸取同一供试品溶液５μＬ，连
续进样６次，测定峰面积，ＲＳＤ值分别为 ０８６％、
１４％、０９％，表明精密度良好。
２４３稳定性试验　吸取同一供试品５μＬ，在０～
２４ｈ内进样，测定峰面积，ＲＳＤ值分别为 ２１５％、
１９０％、２１０％，结果表明，样品溶液在所考察时
间内稳定性良好。

２４４重复性试验　取同一批供试品（自制胆南星），
精密称取６份，按同样方法操作，测得猪胆酸、猪去
氧胆酸、鹅去氧胆酸的平均质量分数分别为２２１２０、

８４１３３、９１０４２ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ值分别为 ２６０％、
２２０％、２８０％，结果表明，该方法重复性良好。
２４５加样回收率试验　取同一批供试品（自制胆南
星），精密称取６份，每份约０２５ｇ，精密称定，至
２５ｍＬ容量瓶，分别精密加入猪胆酸对照品溶液
（０６６０６ｍｇ·ｍＬ－１，纯度 ９９３％）１０ｍＬ、猪去氧
胆酸（１１０５４ｍｇ·ｍＬ－１，纯度９７３％）１８ｍＬ、鹅
去氧胆酸（０４８８９ｍｇ·ｍＬ－１，纯度９９２％）５ｍＬ及
甲醇溶液 １２ｍＬ，超声处理（功率 ２００Ｗ，频率 ４０
ＫＨｚ）５０ｍｉｎ，放至室温，加甲醇稀释至刻度，摇匀，
滤过，取续滤液，即得。测定加标样品中的猪胆酸、

猪去氧胆酸、鹅去氧胆酸含量，结果见表２～４。
２４６耐用性试验　吸取同一供试品溶液５μＬ，按
同法操作，分别考察了不同柱温（２５、３０、３５℃）、
不同流动相比例（乙腈占比 ５０％、５５％、６０％）以
及不同品牌色谱柱（ｗａｔｅｒｓ和 Ｅｃｏｓｉｌ），结果猪胆酸、
猪去氧胆酸、鹅去氧胆酸色谱峰与其他组分可得

到基线分离，表明该方法耐用性良好，见色谱

图２～４。

表２　猪胆酸回收率试验结果（ｎ＝６）
编号 取样量／ｇ 样品含量／ｍｇ 对照品加入量／ｍｇ 实测总量／ｍｇ 回收率／％ 平均值／％ ＲＳＤ／％

１ ０２５０１ ０５５３２ ０６５６０ １２３３４ １０３６８ ９９６３ ２７０

２ ０２５０３ ０５５３７ １１９３８ ９７５９

３ ０２５３６ ０５６１０ １２０５７ ９８２８

４ ０２５２０ ０５５７４ １２２９３ １０２４１

５ ０２５３９ ０５６１６ １２０６６ ９８３３

６ ０２５６８ ０５６８０ １２０７８ ９７５２

表３　猪去氧胆酸回收率试验结果（ｎ＝６）
编号 取样量／ｇ 样品含量／ｍｇ 对照品加入量／ｍｇ 实测总量／ｍｇ 回收率／％ 平均值／％ ＲＳＤ／％

１ ０２５０１ ２１０４２ １９３６ ３９８９０ ９７３６ １０００４ ２２５

２ ０２５０３ ２１０５８ ４００９６ ９８３４

３ ０２５３６ ２１３３６ ４０６５０ ９９７６

４ ０２５２０ ２１２０２ ４１０１２ １０２３２

５ ０２５３９ ２１３６１ ４１３２４ １０３１１

６ ０２５６８ ２１６０５ ４０８３４ ９９３２

表４　鹅去氧胆酸回收率试验结果（ｎ＝６）
编号 取样量／ｇ 样品含量／ｍｇ 对照品加入量／ｍｇ 实测总量／ｍｇ 回收率／％ 平均值 ／％ ＲＳＤ／％

１ ０２５０１ ２２７７０ ２４２４９ ４６８４８ ９９２９ １０１４０ ２２１

２ ０２５０３ ２２７８８ ４７９４０ １０３７２

３ ０２５３６ ２３０８８ ４８０１７ １０２８０

４ ０２５２０ ２２９４３ ４７９８０ １０３２５

５ ０２５３９ ２３１１６ ４６９４４ ９８２６

６ ０２５６８ ２３３８０ ４７８８３ １０１０５
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注：Ａ２５℃；Ｂ３０℃；Ｃ３５℃。

图２　胆南星不同检测柱温色谱图

注：Ａ乙腈占比５０％；Ｂ乙腈占比５５％；Ｃ乙腈占比６０％。

图３　胆南星不同流动相比例检测色谱图

ＡＷａｔｅｒｓＣ１８色谱柱；ＢＥｃｏｓｉｌＣ１８色谱柱。

图４　胆南星不同色谱柱检测色谱图

２４７检测限　应用 《中华人民共和国药典》第四

部检测限中方法１直观法可知，猪胆酸、猪去氧胆
酸、鹅去氧胆酸的检测限分别为 ００３７６、００４４、
００４０μｇ，所建立含量测定方法符合检测限要求。
２４７样品含量测定　取胆南星样品，精密吸取对
照品溶液，按同样项下方法操作，测得猪胆酸、猪

去氧胆酸、鹅去氧胆酸的含量。

表５　胆南星样品含量测定结果
ｍｇ·ｇ－１

胆南星样品 猪胆酸 猪去氧胆酸 鹅去氧胆酸

胆南星（未发酵） — — —

胆南星（发酵１５～２０ｄ） ２５０ ９５０ １０３０

样１ ０５６ ７６７ ３３９

样２ ０６９ ５６９ ２８３

样３ — — —

样４ — ０６３ ０４０

样５ — — —

样６ ００８ ０３４ ０２１

样７ — ０６０ ０３７

样８ ０１３ １１４ ０３１

样９ ００８ ０４５ ０２７

样１０ ０５６ ３９０ ２２３

　　注：“—”表示未检测到。

３　讨论

３１胆酸类含量测定方法的建立

本实验考察了不同提取时间（２０、３０、４０、５０、
·８７３·
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６０ｍｉｎ），不同流动相比例（乙腈占比５０％、５５％和
６０％），不同柱温（２５、３０、３５℃）以及不同品牌色
谱柱（ｗａｔｅｒｓ和Ｅｃｏｓｉｌ）对于胆南星不同样品胆酸类成
分的影响。结果表明，提取５０ｍｉｎ时猪胆酸、猪去
氧胆酸、鹅去氧胆酸样品提取含量基本稳定且含量

较高。乙腈占比５０％、５５％和６０％均能使猪胆酸、
猪去氧胆酸、鹅去氧胆酸色谱峰与其他组分可得到

基线分离，为节省时间，本实验选择乙腈占比６０％
进行。柱温考察时，综合待测物峰面积及对色谱柱

的影响，最终选择柱温为３０℃。本法操作简单，所
选指标与胆南星质量密切相关，可用于胆南星发酵

工艺及质量的评价。

３２胆南星含量检测结果分析

在调研中了解到，部分厂家存在发酵时间短

（２４ｈ）、胆汁加入量差异较大等问题。调研结果与
本实验结果相符，即不同厂家的胆南星样品中几种

胆酸类成分含量相差较大，部分样品未检测到游离

型胆酸类成分（结合型胆酸未转化或转化不完全，以

致游离型胆酸含量过低）。由此可见，本研究建立的

游离型胆酸含量测定的方法能够反映发酵周期、胆

汁加入量，可以评价胆南星的质量。

３３胆南星炮制原理研究

胆南星发酵工艺不规范、缺少科学有效的控制

指标等问题，均源于胆南星的发酵机理不清楚。为

此，课题组前期做了天南星、胆南星的多成分对比，

包括胆酸类成分、总黄酮、总糖、夏佛托苷、腺苷

等核苷类成分［８］，其中胆南星发酵前后胆酸类成分

有明显的变化规律，即发酵后结合型胆酸转变为游

离型胆酸，且游离型胆酸的含量与发酵时间、胆汁

加入量密切相关，可用于胆南星的质量控制。

本文以几种增量的游离型胆酸成分为检测指标，

建立高效液相蒸发光散射检测器（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）的
含量测定方法，可为胆南星发酵工艺的规范化、胆

南星质量的控制等提供依据。在今后的研究中，将

对天南星中成分（如总黄酮、糖类）在发酵前后的

变化予以关注，以期更好地阐释胆南星的发酵

原理。
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