
模拟胆汁中各组分含量高效液相色谱法测定

许久辰，郑碧云，张芬，张英华，周耀明，安学勤

（南京师范大学化学与环境科学学院，!"##$%，江苏，南京）

［摘要］& 采用高效液相色谱法，可同时测定一个模拟胆汁样品中胆固醇、卵磷脂和胆酸盐的含量’与传统方法
相比，该方法具有简便、快速和准确的特点’
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:& 引言

胆结石成因机制的研究已有一百年的历史，大多数研究集中在胆结石的生长速度和影响结石生长的

因素，即：胆结石生长动力学研究［"］，然而，对胆结石晶核的形成研究却很少’从热力学的角度考察模拟胆
汁相平衡和胆固醇晶核的生成条件，研究胆结石的成因，对于胆结石的防治具有重要的意义’
目前研究模拟胆汁相平衡的方法主要有浊点法［!］和饱和溶解度法［+—.］’ 浊点法因为实验操作复杂，

实验重复性差，消耗试剂多等缺点，现在一般不采用’ 溶解度法研究模拟胆汁相平衡的关键问题是如何准
确测定模拟胆汁中各组分’ 目前主要采用比色法、色谱法和酶法检测模拟胆汁中的各组分，但上述检测方
法存在一个共同的问题是不能用一个样品同时分析得到模拟胆汁中所有成分的含量，由此产生较大实验

误差’ 因此，准确地研究模拟胆汁相平衡以及各种因素对相平衡影响的首要条件是寻找一种能够准确测
定模拟胆汁中各种成分的分析方法’ 本工作建立了一种准确、简单的测定模拟胆汁各组分的高效液相色
谱分析方法，可同时测定胆固醇、卵磷脂、胆汁酸盐的浓度，快速绘制模拟胆汁的相图’

;< 实验部分

;= ;< 仪器与试剂
& & 仪器：美国 ,D836>: ""## 高效液相色谱系统’
试剂：胆酸钠（胆酸钠和脱氧胆酸钠的混合物）（美国 /8D7= 公司，分析纯），卵磷脂（华东师范大学化

工厂，分析纯），胆固醇（中国医药上海化学试剂公司，分析纯），乙腈（美国 R6?8=公司，IJK5级），甲醇（美
国 R6?8=公司，IJK5级），水为超纯水（"OS ! T!），其它试剂均为分析纯级试剂’

—*%—

第 !O 卷第 " 期
!##. 年

& & & & & & 南京师大学报（自然科学版）
U(EVB,K (W B,BUXBY B(VT,K EBXZ@V/XR[（B=:L;=3 /086>06）

& & & & & & Z23’ !O B2’ "
!##.

$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$

  万方数据



!" #$ 色谱条件
色谱柱：!"#$%#公司的 &’()*%+,)-* ./0 柱（.%123# 45 6 7 /89 33，:-;’" /9 #3 <8 !3）=
检测器：>/?/8@型 ABA检测器=
检测波长：C/9 #3=
流动相的选择：不同配比的甲醇、乙腈、乙酸钠 D磷酸缓冲溶液作为流动相=

!" %$ 标准溶液配制
用甲醇作溶剂，配制胆固醇标准溶液，浓度分别为 95 /9、95 C9、95 ?9、95 49、95 89 3E F 3&= 卵磷脂标准溶

液，浓度分别为 95 C9、95 49、95 69、95 09、/5 99 3E F 3&=胆酸盐标准溶液，浓度分别为 95 49、95 09、/5 C9、/5 69、
C5 99 3E F 3&=
!" &$ 模拟胆汁的配制
根据实验要求，称取一定量的胆固醇、卵磷脂、胆汁酸盐，混合于三角烧瓶中，用体积比为 C：/ 的氯仿

D甲醇溶液溶解，在 49G，用 HC 气吹，使溶剂挥发后，样品成玻璃态或粘糊状，抽真空至恒重= 加 95 /8
3%1 F & H".1水溶液，使总脂浓度达 /9I，然后充满 HC 气，在密封条件下 68G水浴震荡 / )，逐渐冷却至
?JG，在恒温水浴中保持 8 ;=

#$ 结果与讨论

#" !$ 柱温、流速、检测器和波长的选择
K K（/）柱温的选择：柱温过低，流动相粘度增大，不利于样品的分离，鉴于人体正常体温为 ?JG，本实验
的柱温选择为 ?JG =
（C）流速的选择：流速减小，样品洗脱速度慢，分析周期长；流速的增大可缩短分析周期，但不利于组
分的分离=本实验选择流速为 /5 9 3& F 3’#=
（?）检测器的选择：因胆酸盐、卵磷脂和胆固醇在紫外区有强吸收，我们选择了 ABA检测器作为检测
手段=
（4）检测波长的选择：考虑到胆酸盐、卵磷脂和胆固醇在波长 C99 < C/9 #3 范围内有特征吸收，为避
免溶剂甲醇（在波长 C98 #3以下有特征吸收）对样品检测的干扰，本实验选择 C/9 #3作为检测波长=
#" #$ 流动相和洗脱时间
由于胆酸盐与卵磷脂和胆固醇的极性差异很大，采用一般洗脱的方法无法使用同一个样品检测模拟

胆汁中各组分的浓度，必须采用合适的流动相以及梯度洗脱方法，才能将模拟胆汁中的三种成分在较短的

时间内达到完全分离的目的= L"#M% L("1’" 等［6］用 !N&. 法检测出了药物中的自由胆汁酸的含量，王氢
等［J］用 !N&.法测定卵磷脂产品中卵磷脂的含量，A2#("#等［0］用 !N&. 法检测出了人体低密度脂蛋白中
胆固醇的含量= 我们分别采用不同比例的甲醇、乙腈、乙酸钠溶液混合物作为流动相，首先洗脱出极性较
大的胆酸盐，然后变化流动相的极性，洗脱出极性较小的卵磷脂和胆固醇= 9 < /C 3’#，流动相采用 L"#M%
L("1’"等［6］选择的甲醇、乙腈和乙酸钠溶液（,! O45 ?）体积比，洗出极性较大的胆酸盐；/C < /4 3’# 过渡，
/4 3’#后减小缓冲液的含量，保持乙腈含量不变，增大甲醇含量，洗出极性较小的卵磷脂和胆固醇= 在 ?8
3’#内分别成功地分离检测到胆酸盐、卵磷脂和胆固醇=
#" %$ 标准工作曲线的绘制
在选择合适的色谱条件下，以胆固醇、卵磷脂、胆汁酸盐标准溶

液进样，以峰面积为纵坐标、浓度为横坐标绘制标准曲线如图 / 所
示，并进行线性回归=胆固醇回归方程为：! " 6 9C45 J# $ /5 /4C，相
关系数 % " 95 PPP P& 卵磷脂回归方程为：! " PC?5 /8# $ 65 C0P，相关
系数 % " 95 PPP J& 胆汁酸盐回归方程为：! " /4J5 4?# $ 95 0?4，相关
系数 % " 95 PP0 ?&
#= %$ 模拟胆汁中各组分含量的测定
根据实验要求在模拟胆汁相图的一相区内选择一合适的物系

点，该物系点的组成为：胆酸盐 Q 卵磷脂 Q 胆固醇（摩尔比）O 95 69 Q
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!" ##$ !" !%&
将配制好的模拟胆汁抽真空，然后用一定

量的甲醇溶解，经过 !" ’’ !( 水相过滤膜过
滤，制备得到模拟胆汁的样品&取 ’! !) 样品，
恒温 #%*，采用上述色谱条件和梯度洗脱的方
法得到图 ’，根据标准曲线计算出该物系点的
胆酸盐 $ 卵磷脂 $ 胆固醇的摩尔比为!" +!’ $
!" #’,$ !" !+,，胆酸盐摩尔百分含量偏差为
!" ’-，卵磷脂摩尔百分含量偏差为 !" .-，胆
固醇摩尔百分含量偏差为 !" .- & 而 /012032
425678119等［:］实验偏差小于 .-，说明本实验
方法能够用于模拟胆汁相平衡的研究&
!" #$ 用饱和溶解度法绘制模拟胆汁相图的绘制
为了进一步检测我们建立的 ;<)= 的方法在研究模拟人体胆

汁相平衡的可行性，我们用饱和溶解度法研究了模拟人体胆汁的

相图& 配置一系列不同组分的胆固醇过饱和溶液的模拟胆汁样品，
用孔径为 !" ’’ !(水相过滤器过滤配制好的样品，取 ’! !)样品在
上述色谱条件下测定&根据标准曲线分别计算出各模拟胆汁样品中
的胆固醇、卵磷脂、胆酸盐的摩尔百分含量，根据研究结果，在三角

形相图中标出胆固醇溶解度曲线，如图 # 中P所示&用我们建立的
同时测定模拟胆汁中胆固醇、卵磷脂和胆酸盐浓度的 ;<)= 法绘制
的模拟胆汁相图，与 >(9??［#］用比色法测定胆固醇浓度、色谱法测定
卵磷脂浓度、酶法测定胆酸盐绘制的相图N比较，得到基本相同的
结果，说明我们现在已建立的 ;<)=法是有效的&

%$ 结论

本研究建立了用一个样品同时测定模拟胆汁中胆固醇、卵磷脂和胆酸盐浓度的 ;<)=法，该方法具有
准确、简便、快速、重现性好等特点，对大批样品的测定效果尤其显著，为饱和溶解度法绘制模拟胆汁相图

提供有效的分析测试手段，为研究外界条件对模拟胆汁相平衡影响提供了重要的条件&
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