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HPLC-CAD 法测定蛇胆汁中牛磺胆酸钠的含量 *
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摘要　目的：建立测定蛇胆汁中牛磺胆酸钠含量的高效液相色谱 - 电雾式检测器（HPLC-CAD）法，

同时对紫外检测器、蒸发光检测器和电雾式检测器 3 种不同检测器的灵敏度进行比较。方法：采用 
ZORBAX SB C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相为乙腈 -0.1% 三氟乙酸水（30∶70），等度洗

脱，流速为 1.0  mL·min-1，柱温 35 ℃，CAD 雾化温度 35 ℃，气压 4.206×105 Pa。结果：蛇胆汁进样量

在 0.174 2~3.484 0 μg 范围内与峰面积线性关系良好（r=0.999 5），平均回收率为 99.0%，RSD 为 0.76%
（n=6），阴性对照无干扰。本实验测得牛磺胆酸钠含量范围眼镜蛇科为 5.69~28.85 mg·g-1；游蛇科为

23.37~29.65 mg·g-1；蝰科为 6.54~24.00 mg·g-1。结论：该方法经方法学验证，可作为蛇胆汁质量控制的 
方法。
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Determination of sodium taurocholate in snake bile by HPLC-CAD*
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Abstract　Objective：To establish an HPLC-CAD method for determination of Sodium taurocholate in snake 
bile，and to compare the sensitivity of three different detectors of ultraviolet detector（UV），evaporative light 
scattering detector（ELSD）and charged aerosol detector（CAD）．Methods：ZORBAX SB C18 chromatographic 
column（4.6 mm×250 mm，5 μm）was used；mobile phase was acetonitrile ：0.1% trifluoroacetic acid（30∶70）
at a flow rate of 1.0 mL·min-1；the column temperature was 35 ℃ ；the detector was CAD（the spray temperature 
was 35 ℃），at gas pressure of 4.206×105 Pa．Results：The snake bile showed good linear rang with 0.174 2-3.484 μg 

（r=0.999 5）；the average recovery was 99.0%；RSD was 0.76%（n=6）；and the negative control had no 
interference．The measured contents of sodium taurocholate were 5.69-28.85 mg·g-1 for Elapidaerang，23.37-
29.65 mg·g-1 for Colubridaeas，and 6.54-24.00 mg·g-1 for Viperidaeas．Conclusion：The method can be used 
for the quality control of snake bile．
Keywords：comparison of detection methods ；UV；ELSD；CAD；snake bile；sodium taurocholate；
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蛇胆汁是一味名贵的中药材，主要成分为胆酸

类成分［1-2］，具有清热、解毒、镇咳、化痰、抗炎等作 
用［3-6］。2015 年版中国药典四部［7］记载，蛇胆汁为眼

镜蛇科、游蛇科或蝰科动物多种蛇的胆汁。目前，蛇

胆汁药材及其相关制剂多以牛磺胆酸钠作为质量控

制指标，定量分析方法大多采用高效液相色谱法［8-12］， 
由于牛磺胆酸钠中不含共轭基团，仅有末端吸收，

采用紫外检测器检测，色谱图中峰响应较低。也有

研究者采用 HPLC-ELSD 法对牛黄胆酸钠进行含量

测定［13］。本实验建立了 HPLC-CAD 法测定蛇胆汁

中牛磺胆酸钠的含量并进行了方法学验证，与 UV、

ELSD 进行比较，结果显示，CAD 的灵敏度高于 UV
与 ELSD。

1　仪器与试药

1.1　仪器

Ultimate 3000 液相色谱仪（美国 Dionex 公司）配

备 Corona Ultra 电雾式检测器及 Chromeleon7.1 色谱工

作站，蒸发光检测器（美国 Dionex 公司 ELSD6000），
紫 外 检 测 器（美 国 Dionex 公 司 DAD），分 析 天 平

（Mettler Toledo XP26），超声仪（Elmasonic S），Millipore 
Simplicity-185 型超纯水仪（美国 Millipore 公司）。

ZORBAX SB C18 色谱柱（填料：十八烷基硅烷键合硅

胶；4.6 mm×250 mm，5 μm）。

1.2　试药

牛磺胆酸钠对照品（中国食品药品检定研究院，

批号：110815-201308，含量为 88.9%）；蛇胆汁样品

12 批分别为眼镜蛇科：眼镜蛇、金环蛇、银环蛇、眼镜

王蛇；游蛇科：三索线蛇、乌梢蛇、灰鼠蛇、滑鼠蛇、王

锦蛇；蝰蛇科：蕲蛇、蝮蛇、竹叶青（江西余江县安仁

养蛇场，采集地：广州）。乙腈（质谱级），甲醇（色谱

级），水为实验室专用超纯水机制备的超纯水，其他试

剂均为分析纯。

2　方法和结果

2.1　溶液制备

2.1.1　对照品溶液　取牛磺胆酸钠对照品适量，精密

称定，加甲醇制成每 1 mL 含 0.2 mg 的溶液，即得。

2.1.2　供试品溶液　取蛇胆汁样品约 0.1 g，精密称

定，置 10 mL 量瓶中，加流动相 8 mL，超声（300 W，

120 Hz）处理 5 min，放冷，加流动相稀释至刻度，摇

匀，滤过，取续滤液，即得。

2.1.3　阴性供试品溶液　按 2015 年版中国药典四 
部［7］制备工艺配制缺失蛇胆汁的阴性样品，按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，即得。

2.2　色谱条件与系统适用性试验

ZORBAX SB-C18 色谱柱（4.6mm×250 mm，5 μm）；

流动相：乙腈 -0.1% 三氟乙酸水（30∶70）；等度洗脱，

流速：1.0 mL·min-1；柱温：35 ℃，紫外检测器：检测

波长为 203 nm；蒸发光检测器：漂移管温度 105 ℃、

气体流速 2.5 L·min-1；电雾式检测器：雾化温度为 
35 ℃、气源为 N2、压力 4.206×105 Pa。在此条件下，

对照品溶液色谱主峰位置上，供试品溶液具有保留时

间相同的色谱峰，阴性供试品溶液则无此峰，表明样

品中其他成分对牛磺胆酸钠的测定无干扰。色谱图

见图 1。
2.3　方法学考察

2.3.1　线性关系考察　精密称取牛磺胆酸钠对照品，

分别用乙腈 -0.1% 三氟乙酸水（30∶70）制成 0.174 2、
0.871、1.742、2.613、3.484 mg·mL-1 的溶液，精密量

取上述 5 种浓度溶液各 10 μL，分别注入液相色谱

仪，采用 CAD 进行分析。以色谱峰峰面积 Y 与对应

浓度 X 进行线性回归，回归方程为：

Y=1.620X+0.152 4　r=0.999 5
结 果 表 明，使 用 CAD 牛 磺 胆 酸 钠 在 0.174 2~ 

3.484 μg 范围内质量浓度与峰面积呈线性关系，且线

性关系良好。

2.3.2　检测下限与定量下限的测定　取“2.1.1”项下

对照品储备液，逐级稀释，分别采用 UV、ELSD、CAD
进样 10 μL，测定峰面积，以信噪比 3 倍为最低检测

线，信噪比 10 倍为最低定量限，测量结果见表 1。
2.3.3　精密度试验　精密量取同一对照品溶液 8 
μL，连续进样 6 次依法测定，结果 RSD 为 0.86%

（n=5），表明仪器精密度良好。

2.3.4　稳定性试验　取同一供试品溶液，于配制后 0、
3、6、12、24 h 时分别量取 10 μL，注入液相色谱仪，测定

峰面积 RSD 为 0.81%（n=5），表明样品在 24 h 内稳定。

2.3.5　重复性试验　称取蛇胆汁样品，照“2.1.2”项下

方法共制备 6 份供试品溶液，分别取 10 μL 注入液相

色谱仪，测定含量。结果蛇胆汁平均含量为 23.374 1 
mg·g-1，RSD 为 1.7%（n=6），表明该方法重复性良好。

2.3.6　回收率试验　精密称取蛇胆汁样品约 0.05 g，
6 份，加入牛磺胆酸钠（质量浓度为 0.233 7 g·L-1）

对照品 5 mL，再加流动相定容至刻度，摇匀，滤过，取

续滤液，即得。各取 10 μL 注入液相色谱仪，测定含

量，计算加样回收率，测定结果见表 2。
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图 1　HPLC-CAD 对照品溶液（A1）、供试品溶液（B1）以及阴性供试品溶液（C1），HPLC-UV 对照品溶液（A2）、供试品溶液（B2）以及阴性供

试品溶液（C2），HPLC-ELSD 对照品溶液（A3）、供试品溶液（B3）以及阴性供试品溶液（C3）色谱图

Fig. 1　HPLC-CAD Chromatograms of reference solution（A1），sample solution（B1）and negative  solution（C1），HPLC-UV Chromatograms 
of reference solution（A2），sample solution（B2）and negative  solution（C2），HPLC-ELSD Chromatograms of reference solution（A3），sample 
solution（B3）and negative  solution（C3）

表 1　检测限与定量限测定结果

Tab. 1　Determination results of LOD and LOQ
检测器

（detector）
 LOD/

（mg·mL-1）

 LOQ/
（mg·mL-1）

UV 0.025 45 0.084 82
ELSD 0.008 86 0.029 52
CAD 0.000 19 0.000 73

2.3.7　样品含量测定　取不同批次蛇胆汁，按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，分别精密吸取供

试品溶液 10 μL，注入液相色谱仪，测定峰面积，计算

含量，结果见表 3。
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表 2　回收率试验结果（n=6）

Tab. 2　Results of recovery

取样量

（sample amount）/mg
样品量

（content of sample）/mg
加入量（added

amount）/mg
测得量（detected 

amount）/mg
回收率

（recovery）/%
平均回收率

（average recovery）/%
RSD/

%

49.63 1.160 1 1.168 5 2.311 2 98.5 99.0 0.76

51.22 1.197 2 1.168 5 2.361 1 99.6

48.95 1.144 2 1.168 5 2.290 2 98.1

47.98 1.121 5 1.168 5 2.281 2 99.3

51.32 1.199 6 1.168 5 2.369 3 100.1

48.01 1.122 2 1.168 5 2.276 4 98.8

表 3　样品含量测定结果（mg·g-1）

Tab. 3　Determination results of sample content

种类（species） 科别（family） 牛磺胆酸钠（sodium taurocholate）

眼镜蛇［Naja naja（Linnaeus）］ 眼镜蛇科（Elapidae）
—

—

—

28.85

眼镜王蛇［Ophiophagus hannan（Cantor）］ 18.16

金环蛇［Bungarus fasciaius（Schneider）］ 8.74

银环蛇 Buragorus multicinctus Blyth 5.69

乌梢蛇［Zaocys dhumnades（Cantor）］ 游蛇科（Colubridae） 23.37

王锦蛇［Elapht carinata（Guenther）］ — 27.65

滑鼠蛇［Ptyas mucosus（Linnaeus）］ — 28.13

灰鼠蛇［Ptyas korros（Schlegel）］ — 29.65

三索线蛇［Elaphe radiate（Schlegel）］ — 27.65

蝮蛇［Agkistrodon halys（Pallas）］ 蝰科（Viperidae） 24.00

蕲蛇［Deinagkistrodon acutus（Guenther）］ — 7.35

竹叶青（Trimeresurus albolabris Gray） — 6.54

3　讨论

3.1　检测器

牛磺胆酸钠为蛇胆汁的主要成分，目前对牛磺胆

酸钠的含量测定大多采用 UV 检测器，在实际试验过

程中具有峰响应低，噪音大，基线不平等难以解决的

影响因素［14］。ELSD 检测器是通用型检测器，受光折

射、散射和耐热性的影响。由表 1 可以看出 ELSD 检

测器灵敏度低于 CAD，CAD 是一种新型通用检测器，

它完全不依赖于化合物的分子结构，能对大多数化合

物提供一致响应性，同时能达到较高的灵敏度和低检

测极限，其重现性、稳定性很好，对于紫外末端吸收的

物质进行含量测定具有一定的优越性。

3.2　流动相

基于 CAD 雾化检测器的原理［15］，洗脱液经雾

化后形成颗粒，经过漂移管干燥后与带电氮气碰撞，

使得目标化合物带上正电荷，最后，通过静电计测

量电荷的量，所以应避免采用缓冲盐作为流动相，

尽可能使用低浓度挥发性酸，本实验通过比较乙腈

-0.5% 醋酸水（30∶70）与乙腈 -0.1% 三氟乙酸水

（30∶70）不同流动相，结果显示，采用乙腈 -0.1% 三

氟乙酸水（30∶70）系统的色谱峰峰型好，色谱峰灵

敏度高，且所选用流动相基线噪音小，分离效果好，

因此选用乙腈 -0.1% 三氟乙酸水（30∶70）作为流 
动相。

3.3　氮气

CAD 气源选择是高纯氮气，氮气主要起到雾化，

带电以及输送的作用，在实验过程中控制氮气压力在

3.447×105~4.826×105 Pa 之间，重复性良好。

3.4　样品含量

本研究测定的蛇胆汁药材分别为眼镜蛇科动物，

游蛇科动物以及蝰科动物多种蛇的胆汁，本实验中

测得眼镜蛇科牛磺胆酸钠含量范围：5.69~28.85 mg；
游蛇科含量范围：23.37~29.65 mg；蝰科含量范围：

6.54~24.00 mg。结果表明，游蛇科蛇胆汁中牛磺胆酸

钠含量相对较高，眼镜蛇科与游蛇科之所以含量差距

大，可能因为不同蛇胆大小不一，胆囊相对大的含量
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一般高于胆囊小的，因此建议企业投料生产时采用游

蛇科动物胆汁或者选取胆囊相对较大的蛇胆汁。
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