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高效液相色谱法同时测定胆汁中9种结合型胆汁酸 

王文娟 ，邓文平 ，王 猛 ，陈 耿 ，丁 敏 - 

(1．重庆医科大学检验学临床检验诊断学 教育部重点实验室，重庆 4Ooo16； 

2．第三军医大学西南医院肝胆外科，重庆 400o38) 

【摘 要】目的：建立测定人胆汁中结合型胆汁酸的HPLc一紫外检测法。方法：胆汁样品经固相萃取，采用waters N0va c18色谱 

柱，柱温为25℃，流动相为甲醇 ：磷酸盐缓冲液(60 mmol／【J，pH3_3)(66：34，v，v)，流速 O．8 ml，min，检测波长 197 nm。结果：9种 

结合型胆汁酸在 20 min内分离完全 ，各胆汁酸在浓度为 8～lO00 mo儿 范围内线性 良好 ，r为 0．999 1~0．999 9；最低检测限为 

1．25—3．13 mol／L；该方法 日内变异在 3．77％一8．2O％之间，日间变异在 6．73％～l7．1l％之间，各胆汁酸的回收率在 88．23％ 1O9． 

75％之间。结论：本方法准确、灵敏、快速，适用于胆汁中结合型胆汁酸水平的实验室研究和临床常规检测。 
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【Ahstract】 0赶 坑t，e：Tn develop a HPLc met}lod with ultraviolet detection to deterrnine nine types 0f conjugatedbik acids in humaJ1 

bile． c ：Bile acids in bile juice were extIlacted using Sep—Pak C18 cartridges．The analytes weIle eluted using me山anol／ph0sphate 

bu fer(60 m0l，L，pH3-3)(66：34，v，v)asm0hile phase 0n awatersN0vaCl8 c0Iumn．Thefl0w ratewasO．8ml／min．The c0lumnwas kept 

at 25 ． I e eluate was monitored by a ultmvi0let detection at 197nm．R8s Z括： I e nine types 0f conjugated bik acids were completely 

aIlalyzed in fwent)r minitus by this metIlod． rhe assrdy was linear in the range 8～100 O mol几，w tIle c0rrelati0n coeffients fnr linear re— 

gression fr0m 0．9991 t0 0．999 9．rrhe detecti0n limits ranged fmm 1．25 to 3．12 mo帆 ．The within—day precisi0n was bel0w 8．20％ ，and 

t壬le between—day precisi0n was below 17．11％ ．The rec0veries were 88．23％～lO9．75％． Z哪  0 ：，r．1is method is accurate，sensiti、，e， 

rapid and suitable f0r tIle muntine clinical practice and research practice． 
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胆 汁酸有初 级胆 汁酸包 括胆 酸 (Cholic acid， 

CA)、鹅脱氧胆酸(Chenode0xvcholic acid，CDCA)和 

次级胆汁酸包括脱氧胆酸(De0xycholic acid，DCA)、 

石胆酸(Lithoch0lic acid，LCA)，它们又有甘氨、牛磺 

结合形式。胆汁酸的代谢与肝胆疾病密切相关，其 

质和量的变化对肝胆疾病的诊断、鉴别诊断及发病 

机理研究具有重要价值【l'2]。因此建立简便有效地检 

测生物体液中各类胆汁酸的分析方法十分必要。 

胆汁酸的测定多采用 HPLC一荧光检测_3，4】，虽然方法 

灵敏但需衍生化、且牛磺结合型胆汁酸还需水解成 
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游离胆汁酸后才能衍生，操作复杂 、耗时长不适用 

于临床标本分析。由于人胆汁中的胆汁酸以结合型 

为主，且含量较高，采用紫外检测法(Ultravi0let，UV) 

测定各结合型胆汁酸便可反映胆汁中胆汁酸的代 

谢情况。胆汁样本的处理采用固相萃取(Solid phase 

extract，SPE)有利于去除内源性物质干扰【5J。本文建 

立了SPE—HPLC—UV法同时测定人胆汁中9种结 

合型胆汁酸的方法，并成功用于胆管癌与胆结石患 

者的胆汁测定。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

shimadzu 2010Lc—AHT高效液相色谱仪，附紫外检测器 
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( 日本 S h i m a d z u 公 司 ) ；A g l i e n t 固相 萃取 装置 ( 美 国 A g l i e n t 公

司 ) ；M i ll i p o r e 纯水装 置 ( 美 国 M i l l i p o r e 公 司 ) ；C h r o m a b o n d C 1 8

固相 萃取 小 柱 ( 德 国 M a e h e r e y
～ N a g e l 公 司 ) ；牛 磺 熊 脱 氧胆 酸

(T a u r o u r s o d e o x y c h o l i c a c i d ，T U D C A ) 、 牛磺胆酸(T a u r o c h o l i c a c i d ，

T C A ) 、 甘 氨胆 酸 ( G l y c o c h o h c a c i d ， G C A ) 、 甘 氨石 胆 酸 G l y c o l —

i t h o c h o l i c a c i d ， G L C A ) 、 甘 氨 脱 氧 胆 酸 ( G l y c o d e o x y c h o l i c a c i d ，

G D C A ) 、 牛 磺 脱 氧 胆 酸 ( T a u r o d e o x y c h o l i c a c i d ， T D C A ) 、 甘 氨

鹅 脱 氧胆 酸 ( G l y c o c h e n o d e o x y c h o l i c a c i d ， G C D C A ) 、 牛 磺 鹅 脱

氧 胆 酸 ( T a u r o c h e n o d e o x y c h o l i c a c i d ， T C D C A ) 、 牛 磺 石 胆 酸

( T a u r o l i t h o c h o l i c a c i d ， T L C A )标 准 品 均 购 自美 国 s i g m a 公 司 ；

甲醇 、 乙 睛 ( 色谱纯 ， 美 国 T e d i a 公 司 ) ， 其余试 剂均 为分析 纯 。

1 ． 2 方 法

1 2 ． 1 色谱 条件 色谱 柱 为 W a t e r s N o v a C 1 8 柱 ( 3 ． 9 m m × 1 5 0

m m ， 5 “ m ) ， 流 动 相 为 甲醇 一 6 0 m m 0 1] L 磷 酸 盐 缓 冲液 ( 6 6 ：

3 4 ， v ／v ) ， p H 3 ．3 ， 等度 洗脱 ， 柱 温 2 5 ℃
， 流 速 ：0 ． 8 m l／m i n ；检 测

波 长 ：1 9 7 F l m ， 进 样量 为 1 0 “ l 。

1 ． 2 ． 2 样 品 预 处 理 方 法 方 法 1 ：取 胆 汁样 品 2 5 “ l ， 加 入

乙 腈 2 ． 5 m l ， 旋涡 震荡 混 匀 ， 超 声 2 0 m i n ， 10 0 0 0 g ／m i n 离 心 10

m i n ， 取 上 清液 2 m l ， 6 0 qc 氮 气 下 吹干 。 将 预 处 理 吹 干 后 的胆

汁样 品溶 于 2 m l 0 ． 5 m o l／L 磷 酸 盐 缓 冲液 ( p H 7 ． 0 ) ， 加 至 已 活

化 的 固相萃取 C 1 8 小柱上 ( 预先用 2 m l 甲醇 和 5 m l 蒸馏 水依

次活 化 C 1 8 小 柱 ) ， 再 用 1 0 m 1 蒸 馏 水 淋洗 小 柱 ， 最 后 用 3 m I

甲醇洗 脱 胆 汁 酸 。 洗 脱 液 在 6 0
~

C 氮 气下 吹 干 后 溶 于 2 0 0 肛 l

流动相 ， 超 声 3 0 s
， 10 “ I 进 样 。

z 4 2 6 2 8 3 0 托 3 4 3 B 柚 4 0 4 ． 2

p H

保 留时 间 随 缓 冲 p H 变 化

T ( ℃ )

方 法 2 ：取 胆 汁样 品 2 0 斗 l ， 加 入 1 m l 0 ． 0 5 ％ 甲酸 溶 液 ，

旋 涡震 荡混 匀 后 加 至 已 活化 的 固相 萃取 C 1 8 小 柱上 ( 预 先用

1 m l 甲醇 和 1 m 1 0 ． 0 5 ％ 甲酸溶 液 依 次 活 化 C 1 8 小柱 ) ， 用 2 m l

0 ． 0 5 ％ 甲酸 ， 1 m l 甲醇溶液 ( 4 5 ： 5 5 )依次淋洗小 柱 ， 最 后 用 3 m l

甲醇洗脱胆 汁酸 ， 洗脱液在 6 0 ℃ 氮气下 吹于后溶 于 2 0 0 “ l 流

动 相 ， 超声 3 0 s ， 10 “ l 进 样 。

1 ． 2 ． 3 统计 学 分 析 采 用 S P S S l 3 ． 0 统 计 软 件 进 行 统 计 分

析 ， 资料 以 中位数 ± 四 分位 数 间距 表示 ( M ± Q ) ， 组 间 比较 采

用 M a n n — W h i t n e y U 检验 ， P < O． 0 5 表 示 差 异具 有统计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 色谱 务 件 的 确 定

固定 其 它 色 谱 条 件 不 变 ， 分 别 改 变 流 动 相 的 p H

值 、 柱 温 ， 考 察 9 种 结 合 胆 汁 酸 的 保 留 时 间 与 分 离

度 随 缓 冲 盐 的 p H 值 与 温 度 变 化 ． 结 果 如 图 1 所 示 ，

保 留 时 间 随 p H 值 、 温 度 增 高 而 缩 短 ；分 离 度 除

T C D C A 外 随 p H 值 、 温 度 增 高 而 变 小 。

2 ． 2 样 品 预 处 理 条件 的 确 定

考 察 了 两 种 S P E 方 法 处 理 胆 汁 样 品 ． 高 、 中 、 低

浓 度 的 回 收 率 及 变 异 系 数 见 表 2 ． 方 法 l 的 回 收率 比

方 法 2 低 ， 而 变 异 系 数 却 比 方 法 2 大 。 本 研 究 采 用

方 法 2 处 理 胆 汁 样 品 。

2 4 2 B 2 8 3 0 a 2 3 4 3 6 3 e A 0 4 i

分 离 度 随 缓 冲 p H 变 化

T ( ℃ )

保 留时 间 随缓 冲 p H 变 化 分 离 度 随 缓 冲 p H 变 化

图 1 保 留时 间 、 分 离度 随缓冲盐 p H 值及 温 度 的变化
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2_3 标准曲线的线性范围及检出限 

配制一系列不同浓度的胆汁酸标准溶液，10 l 

进样，重复测定 3次。以各胆汁酸标准品的浓度与对 

应的峰面积绘制标准曲线，线性范围为8～l 000 mo儿。 

以 3倍信噪比(s／N=3)时样品浓度为最低检测限， 

见表 2。 

2．4 精密度与回收率 

取胆汁样品，按“1．2．2”中方法 2操作。日内重 

复测定 5次，连续测定 5 d，日内变异高(930 mol／ 

L)、低(23 mol／L)浓度分别在 5．39％～8．20％，3．77％ 

～ 5．14％之问 ； 日间变异分别在 6．73％～l1．O3％， 

9．28％～17．11％之间。结果表明本方法具有较好的精 

密度。对高、中、低不同浓度的胆汁样品进行加标回 

收试验，结果见表 l 

2．5 患者胆汁中胆汁酸测定 

采用所建立的方法对胆管癌和胆结石患者胆 

汁样品进行了分析，各结合型胆汁酸在 20 min分离 

完全，结果如图2，表 3所示。胆管癌组中TDCA浓 

度低于结石组(P<0．05)，而 TCA浓度高于结石组 

(P<0．05)。 

3 讨 论 

结合胆汁酸的色谱保留行为受流动相中磷酸 

缓冲液的pH影响，如图 1所示，pH在 2．5～4．0之间 

变化时，各组分的分离度和保留时间变化明显，pH 

越高，保留时间越短 ，除 TCDCA外分离度均降低。 

pH在 2．5～3．0时 GLCA与 TCDCA不能实现基线分 

离，pH为3．3时9种胆汁酸的分离效果最好。研究 

表 1 两种样品预处理方法的回收率 
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1．TUDCA；2．TCA；3．GCA；4．GLCA；5．TCDCA；6．TDCA； 

7．GCDCA：8．GDCA：9．TLCA 

图2 胆汁酸的色谱图(蓝色：混合标准品；黑色：胆结石患 

者胆汁样品) 

发现随着柱温升高，保留时间缩短，柱温为 30～35qC 

时 GCA与 GLCA不能基线分离，柱温为 20℃时CLCA 

与 TCDCA不能基线分离，柱温为 10～l5℃时GCA、 

GLCA、TCDCA不能有效分离，本研究确定柱温为25℃。 

另外考察发现流动相中甲醇的比例越高出峰越快， 

但分离度降低。当甲醇比例大于70％时GCA与GLCA 

不能分离 ，分子量相同的 TCDCA和TDCA。GCDCA和 

GDCA几乎同时被洗脱。选择甲醇的比例为66％．9 

种结合胆汁酸在20 min内分离完全，且 Rs均>1．5。 

对于胆汁标本的处理有直接蛋白沉淀法和 C18 

柱固相萃取法。本研究比较了两种胆汁样品的固相 

萃取方法，方法 1沉淀蛋白后再固相萃取，操作较 

烦琐且胆汁酸的测定值普遍偏低，可能是由于乙腈 

沉淀蛋白时，胆汁酸被包裹于沉淀中，发生共沉淀 

现象造成了胆汁酸的损耗。方法 2进行固相萃取 

时，增加了用(45：55)甲醇溶液淋洗这一关键步骤， 

有利于去除一些弱极性的内源性物质 ，减少对胆汁 

酸分离的干扰。采用方法2处理胆汁样品操作更简 

表 3 胆结石与胆管癌组中各结合型胆汁酸浓度( mol几，M±Q) 

尸<0．05 vs胆结石组 

便 ，效果更好。 

本研究建立的 RP—HPLC—UV法同时测定人胆 

汁中9种结合型胆汁酸方法，为临床胆汁标本的分 

析提供了一种简单、经济、确实可行的方法。 
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