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熊去氧胆酸软胶囊临床上主要用于胆固醇性胆囊结石、

胆汁反流性胃炎以及胆汁淤积性肝病[1]。该药生产企业标准

含量测定采用滴定法，误差大、重复性不好。熊去氧胆酸胶

囊、片剂的主药含量测定方法在《英国药典》2013年版[2]、《美国

药典》最新版[3]和《中国药典》2010年版[4]中均分别有收载，且均

采用高效液相色谱（HPLC）法；亦有文献报道采用HPLC法测

定熊去氧胆酸胶囊[5]、熊去氧胆酸片[6]中主药的含量。但以上

方法均不能解决软胶囊辅料基质对主成分测定的干扰问题。

本研究在参考《中国药典》及企业标准基础上，分别采用HPLC

柱前衍生测定法[7]（一法）和直接测定法（二法）测定熊去氧胆

酸软胶囊中主药的含量，并分别对两种方法的线性关系、精密

度、回收率等结果进行比较，确立以二法即HPLC直接测定法

作为熊去氧胆酸软胶囊的质量控制方法。
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摘 要 目的：建立和优选测定熊去氧胆酸软胶囊主药含量的方法。方法：分别采用高效液相色谱柱前衍生测定法（一法）和直接

测定法（二法）。色谱柱为SHISEIDO CAPCELL PAK-C18柱，一法流动相为甲醇-0.1％磷酸（80 ∶20，V/V），检测波长为254 nm，柱温

为40 ℃，流速为1.0 ml/min，进样量为10 μl；二法流动相为乙睛-0.001 mol/L磷酸二氢钾溶液（磷酸调pH值为2.0，47 ∶ 53，V/V），检

测波长为 210 nm，柱温为 35 ℃，流速为1.0 ml/min，进样量为20 μl。结果：一法和二法熊去氧胆酸检测质量浓度分别在0.033 71～

0.101 12、0.8～3.2 mg/ml范围内与峰面积积分值呈良好的线性关系（r＝0.999 8和0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD均≤

1.5％；平均回收率分别为99.51％、101.40％，RSD分别为0.65％、0.69％（均n＝9）。结论：两种方法均可满足检测要求，但直接测

定法操作更简便，结果更准确、可靠，可作为熊去氧胆酸软胶囊的质量控制方法。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for the content determination of main components in Ursodeoxycholic acid

soft capsules. METHODS：HPLC method was adopted：pre-column derivatization method （method 1） and direct determination

（method 2）. The separation was performed on SHISEIDO CAPCALL PAK-C18 column；the condition of method 1：the mobile

phase consisted of methanol-0.1％ phosphoric acid（80 ∶ 20，V/V）at the flow rate of 1.0 ml/min；the detection wavelength was set

at 254 nm and column temperature was 40 ℃. The condition of method 2：the mobile phase consisted of acetonitrile-0.001 mol/L

potassium dihydrogen phosphate solution（pH adjusted to 2.0 with phosphoric acid，47 ∶ 53，V/V）at the flow rate of 1.0 ml/min；

the detection wavelength was set at 210 nm and column temperature was 35 ℃. RESULTS：The linear range of ursodeoxycholic ac-

id was 0.033 71-0.101 12 mg/ml by method 1（r＝0.999 8）and 0.8-3.2 mg/ml by method 2（r＝0.999 9）；RSDs of precision，stabili-

ty and reproducibility tests were lower than and equal to 1.5％；average recoveries were 99.51％（RSD＝0.65％，n＝9） and

101.40％（RSD＝0.69％，n＝9）. CONCLUSIONS：The two methods are in line with the requirements. The method 2 is simple

and accurate，and can be used for quality control of Ursodeoxycholic acid soft capsules.
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熊去氧胆酸对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110755-9003，质量分数：100.0％）；熊去氧胆酸软胶囊（韩国大

熊制药株式会社，批号：526800、526810、526820、526830，规

格：每粒 100 mg）；甲醇、乙腈为色谱纯，丙酮、磷酸二氢钾、磷

酸为分析纯，水为蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：SHISEIDO CAPCELL PAK-C18 柱（4.6 mm×150

mm，5 μm）。一法其他色谱条件：流动相为甲醇-0.1％磷酸

（80 ∶ 20，V/V），流速为 1.0 ml/min，检测波长为 254 nm，柱温为

40 ℃，进样量为10 μl；二法其他色谱条件：流动相为乙睛-0.001

mol /L 磷酸二氢钾溶液（磷酸调 pH 值为 2.0，47 ∶ 53，V/V），流

速为 1.0 ml/min，检测波长为 210 nm，柱温为 35 ℃，进样量为

20 μl。

2.2 溶液的制备

2.2.1 一法 （1）对照品溶液：精密称取熊去氧胆酸对照品约

20 mg，置于 100 ml 量瓶中，加入甲醇适量使溶解，稀释至刻

度，即得。（2）供试品溶液：精密称取装量差异项下的内容物约

100 mg（相当于熊去氧胆酸 20 mg），加甲醇 50 ml，搅拌，振摇

使熊去氧胆酸完全溶解，静置，精密量取5 ml，置于10 ml量瓶

中，加入甲醇稀释至刻度，即得。（3）阴性对照溶液：按照处方

比例称取辅料制成模拟基质（不含熊去氧胆酸）适量（约相当

于含熊去氧胆酸 20 mg的辅料量），其余同“（2）”项下方法操

作，即得。（4）经柱前衍生化处理的待测溶液：精密量取对照品

溶液、供试品溶液及阴性对照溶液各2 ml，分别置于衍生反应

瓶中，加三乙胺乙腈溶液（1→100）2 ml，2，4-二溴代乙酰苯乙

腈溶液（1.5→100）2 ml，密塞，置于80 ℃水浴中加热40 min，放

冷至室温，经0.45 μm微孔滤膜滤过，备用。

2.2.2 二法 （1）对照品溶液：精密称取熊去氧胆酸对照品约

50 mg，置于25 ml量瓶中，加入甲醇适量使溶解，稀释至刻度，

即得。（2）供试品溶液：精密称取装量差异项下的内容物约500

mg（相当于熊去氧胆酸100 mg），置于小烧杯中，加丙酮15 ml，

搅拌均匀使分散，转移至 50 ml量瓶中，加甲醇适量超声处理

（功率：500 W；频率：40 kHz）5 min，振摇使熊去氧胆酸完全溶

解，放冷至室温，加甲醇稀释至刻度，摇匀，静置，滤过，即得。

（3）阴性对照溶液：按照处方比例称取辅料制成模拟基质（不

含熊去氧胆酸）适量（约相当于含熊去氧胆酸 100 mg 的辅料

量），其余同“（2）”项下方法操作，即得。

分别取“一法”和“二法”项下 3种溶液，分别按“2.1”项下

相应色谱条件进样，记录色谱，详见图1、图2。

2.3 线性关系考察

2.3.1 一法 取熊去氧胆酸对照品适量，加甲醇溶解制成每

1 ml中含熊去氧胆酸1 mg的溶液，分别精密量取0.2、0.3、0.4、

0.5和 0.6 ml，置于衍生反应瓶中，再分别加甲醇 1.8、1.7、1.6、

1.5和1.4 ml，分别加三乙胺乙腈溶液（1→100）2 ml与2，4-二溴

代乙酰苯乙腈溶液（1.5→100）2 ml，密塞，置于 80 ℃水浴中加

热40 min，放冷至室温，按照“2.1”项下色谱条件进样测定。以

熊去氧胆酸峰面积（y）为纵坐标，检测质量浓度（x）为横坐标，

进行线性回归，得回归方程 y＝25 218 313x+23 723（r＝

0.999 8）。结果表明，熊去氧胆酸检测质量浓度在 0.033 71～

0.101 12 mg/ml范围内与峰面积积分值呈良好的线性关系。

2.3.2 二法 取熊去氧胆酸对照品适量，加甲醇溶解制成每

1 ml中含熊去氧胆酸4 mg的溶液，分别精密量取2.0、3.5、5.0、

6.5和 8.0 ml，置于 10 ml量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，按

“2.1”项下色谱条件进样测定。以熊去氧胆酸峰面积（y）为纵

坐标，检测质量浓度（x）为横坐标，进行线性回归，得回归方程

y＝250 063x－2 552（r＝0.999 9）。结果表明，熊去氧胆酸检测

质量浓度在 0.8～3.2 mg/ml范围内与峰面积积分值呈良好的

线性关系。

2.4 精密度试验

精密吸取“2.2.1（4）”项下经衍生化处理的对照品溶液与

“2.2.2（1）”项下对照品溶液适量，分别按“2.1”项下相应色谱

条件重复进样 6次，进行测定。结果，两种方法熊去氧胆酸的

RSD均为0.8％，表明仪器精密度良好。

2.5 稳定性试验

精密吸取“2.2.1（4）”项下经衍生化处理的供试品溶液与

“2.2.2（2）”项下供试品溶液适量，分别按“2.1”项下相应色谱

条件于0、2、4、6、8 h进样测定。结果，两种方法熊去氧胆酸的

图1 高效液相色谱图（一法）
A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；1. 熊去氧胆酸

Fig 1 HPLC chromatogram（method 1）
A. substance control；B. test sample；C. negative control；1. ursode-

oxycholic acid
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图2 高效液相色谱图（二法）
A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；1. 熊去氧胆酸

Fig 2 HPLC chromatogram（method 2）
A. substance control；B. test sample；C. negative control；1. ursode-

oxycholic acid
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RSD分别为0.9％、0.8％，表明两种方法的供试品溶液在8 h内

均基本稳定。

2.6 重复性试验

取同一批样品（批号：526800）适量，分别按“2.2.1（2）”与

“2.2.2（2）”项下方法制备供试品溶液各6份，并分别按“2.1”项

下相应色谱条件进样测定。结果，两种方法熊去氧胆酸的

RSD分别为1.5％、1.1％，表明两种方法重复性良好。

2.7 回收率试验

分别称取混合辅料适量，共 9份，以处方量 80％、100％、

120％的比例分别加入对照品，再分别按“2.2.1（2）”与“2.2.2

（2）”项下方法制备供试品溶液，并分别按“2.1”项下相应色谱

条件进样测定，按外标法以峰面积计算回收率，结果见表1 。

表1 回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery test（n＝9）

方法
一法

二法

加入量，mg

40.33

40.20

40.11

50.35

49.73

49.31

59.79

58.74

60.57

80.53

83.05

80.83

104.84

100.83

100.68

121.08

120.73

122.02

测得量，mg

40.11

39.68

39.87

50.47

49.22

48.99

60.03

58.90

59.85

81.19

84.11

80.88

107.09

101.71

102.44

123.26

122.84

124.65

回收率，％
99.45

98.71

99.40

100.24

98.97

99.35

100.40

100.27

98.81

100.82

101.28

100.06

102.15

100.87

101.75

101.80

101.75

102.16

平均回收率，％

99.51

101.40

RSD，％

0.65

0.69

2.8 样品含量测定

取各批次样品，分别按“2.2.1（2）”与“2.2.2（2）”项下方法

制备供试品溶液，并分别按“2.1”项下相应色谱条件进样测定，

记录峰面积，按外标法计算含量，结果见表2。

3 讨论
一法所使用的2，4-二溴代乙酰苯衍生剂的纯度及生产厂

家的不同对试验结果有影响，会在主峰的位置产生干扰；并且

在衍生化试验中由于高温易导致溶液中的有机溶剂挥发，试

验过程较为烦琐，操作不当会影响重复性，不适宜作为产品的

质量控制方法。二法则避免了上述问题。

软胶囊因为辅料基质的存在往往在样品的溶解上存在问

题，二法中加入丙酮后使其易分散，主成分更易溶出。丙酮虽

然在样品色谱峰中有杂质峰出现，但通过调整流动相比例（有

机相降低约 2％），即可与主峰分离，分离度约为 2.5，操作简

单，也可以避免毒性较大的衍生化试剂对环境的污染。

采用二法避免了碱滴定法滴定终点不好判断的缺点，检

测的灵敏度显著提高，适用于熊去氧胆酸软胶囊的含量测定。

综上所述，操作简便，结果准确、可靠的二法可作为熊去

氧胆酸软胶囊的质量控制方法。

（致谢：在此向为本研究提供帮助的中国海南泽世药业有

限公司和韩国大熊制药株式会社表示感谢！）
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国家人口计生委科学技术研究所成立于 1979年，是以开
展人类生殖与计划生育/生殖健康基础及应用研究为主的多学
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取了所负责同志对科研所发展历史、科研布局、重点工作、建
设项目以及面临问题的汇报。

刘谦充分肯定了科研所30多年来对计划生育科技事业做
出的贡献，也代表新组建的国家卫生和计划生育委员会向科
研所同志表示问候，并对科研所未来发展提出四点要求：一是
在原有工作基础上理清改革与发展的思路，发扬传统，充分发
挥基本功能和已有优势，再创佳绩。二是要服务中心，致力于
解决计划生育事业发展中的重点科学问题。三是要加强开放
与联合，加强与健康相关学术单位的合作，实现协同创新。四
是要形成特色，科学研究需要长期积累，要准确定位，咬定目
标，才能出成果。

国家卫生和计划生育委员会副主任刘谦赴国家人口计生委科研所考察调研

表2 样品含量测定结果（n＝4）

Tab 2 Result of contents determination of samples（n＝4）

批号

526800

526810

526820

526830

占标示含量的百分比，％
一法

100.87

98.99

98.05

99.23

二法
101.07

100.83

98.65

98.98

··2289


