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鸭胆汁中鹅去氧胆酸提取方法的建立
*
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摘要:以鸭胆膏为原料,以高效液相色谱法和薄层层析法测定鹅去氧胆酸(CDCA)含量,研究钡盐法提取CDCA以及理化

影响因素,建立了制备高纯度CDCA的工艺方法。以500mL鸭胆汁水解过后制得19.4g总胆酸,其中含有8.13gCD-
CA,而且在水解过程中部分牛磺鹅去氧胆酸(TCDCA)转化生成了CDCA。上述方法简单有效,成本低廉,为临床分离鹅

去氧胆酸提供了新的工艺方案。
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鹅去氧胆酸(CDCA),别名3α,7α-二羟基-5β-胆烷酸。家禽胆汁中主要的胆汁酸有牛磺鹅去氧胆酸(TCD-
CA)、CDCA、胆酸(CA)、去氧胆酸(DCA)、猪去氧胆酸(HDCA)、石胆酸(LA)等,是目前世界上用量最大的治疗

药物之一,又是合成熊去氧胆酸(UDCA)和其他甾体化合物的原料。CDCA在临床上主要用于治疗胆结石症,
尤其对胆固醇类胆结石有很好的溶解作用。此外,还具有显著的平喘、抗炎、镇咳和祛痰作用,比如制成CDCA-
Na制剂,具有明显的镇咳、平喘和抗菌作用[1-4]。CDCA来源比较丰富,可以从家禽的胆汁中直接提取,目前从

鸭胆汁中提取鹅去氧胆酸相关文献较少,由文献[5-7]可知在鸭胆汁中CDCA的相对含量较高,如果从中提取

CDCA,则可有效降低提取成本,因而具有很高的临床价值。本研究以鸭胆膏为原料,采用高效液相色谱法

(HPLC)和薄层层析法(TLC)测定CDCA含量,并通过条件优化减少有毒有机溶剂的使用,得到制备高纯度

CDCA工艺路线。本研究对于从动物胆汁中提取CDCA,提高畜禽产品的附加值有参考意义。

1材料与方法

1.1材料与设备

CDCA标准品和TCDCA标准品,纯度均不低于98%,均购自上海时代生物科技有限公司;乙腈(色谱纯,成
都科龙化工试剂厂生产);磷酸(色谱纯,重庆北碚化学试剂厂生产);磷酸二氢钾(分析纯,重庆川东化工有限公

司生产);甲醇与乙醇(分析纯,成都科龙化工试剂厂生产);氯化钡(分析纯,自贡市金通化工有限公司生产);二
氯甲烷、氯仿、丙酮、冰醋酸等(分析纯,成都科龙化工试剂厂)。色谱柱(PurospherSTARC18色谱柱250mm×
4.6mm,5μm)购自德国默克公司;P230Ⅱ高效液相色谱检测仪购自大连依利特有限公司。
1.2HPLC法的确定

对照品的配制:精密称定0.0250mgCDCA对照品,在10mL容量瓶中用甲醇定容,摇匀后放入4℃冰箱

中保存备用。供试品的配制:纯品中的CDCA含量测定时则需称取CDCA供试品0.0241g,用甲醇溶解定容成

10mL的溶液,摇匀后放入4℃冰箱中备用。CDCA检测流动相为纯乙腈和0.001mol·L-1的磷酸二氢钾缓冲

液(pH值为2.0)按体积比1︰1的比例配制(磷酸调pH值)。TCDCA检测流动相为纯甲醇和0.03mol·L-1

的磷酸二氢钠缓冲液(pH值为4.0)按体积比65︰35的比例配制[8]。
CDCA检测和TCDCA检测:填料为C18反相高效液相色谱,规格为250mm×4.6mm,进样量20μL;柱温

为恒温30℃。CDCA检测流动相 A为纯乙腈,流动相B为0.001mol·L-1的磷酸二氢钾缓冲液(pH 值为

2.0),洗脱条件为VA︰VB=1︰1。TCDCA检测检测流动相A为纯甲醇,流动相B为0.03mol·L-1的磷酸

二氢钠缓冲液(pH值为4.0),洗脱条件为VA︰VB=65︰35。CDCA检测和TCDCA检测时间为25min,流速

为1.0mL·min-1,检测波长为210nm。
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1.3TLC法的建立

1.3.1试液配制 标准品用乙醇溶解配成2.5mg·mL-1的溶液;CDCA检测展开溶剂按V二氯甲烷 ︰V丙酮 ︰

V冰醋酸=60︰30︰3的比例配置。显色剂为3.0%磷钼酸酸-乙醇溶液;TCDCA检测展开溶剂按V氯仿 ︰V甲醇 ︰

V冰醋酸=7︰3︰0.2的比例配制,显色液同CDCA检测。

1.3.2TLC方法的建立 CDCA检测:对照品CDCA(2.0mg·mL-1)和CDCA供试品严格定量的分别点在预

先制备的硅胶G薄层板上(4cm×20cm)。样品被展开溶剂在薄层板上分开,然后喷上3.0%磷钼酸酸-乙醇溶

液进行显色反应。然后在120℃条件下,烘烤显色。TCDCA检测:对照品TCDCA(2.0mg·mL-1)和TCDCA
供试品分别定量的点在预先制备的硅胶G薄层板上(4cm×20cm)。样品被展开溶剂在薄层板上分开,喷上

3.0%磷钼酸酸-乙醇溶液进行显色反应。然后在120℃条件下,烘烤显色。

1.4CDCA的制备

将鸭胆剪破,制取足够量的胆汁;称取鸭胆汁3g,置于干燥箱中烘至恒重,测得胆汁中固体物质含量约为胆

汁的10%;再取适量鸭胆汁两份稀释4倍按前述检测法进行高效液相色谱检测;检测其中所含TCDCA和CD-
CA的吸收峰面积及相关参数;根据峰面积和含量的比值就可计算供试品中CDCA和TCDCA的含量。

1.5钡盐法的建立

称取总胆酸50g,用4倍量(质量)饱和 NaOH-乙醇(50g·L-1)溶液搅拌溶解,待样品溶解完全后加入

10%活性炭,然后在搅拌条件下回流20min;趁热抽滤,弃渣,收集滤液,在室温下放冷,用6mol·L-1 HCl调

PH至8.0~8.5,调酸过程需在低温下进行;再向溶液中加入8倍量(体积)10%BaCl2 溶液,加热20min;冷冻

至基本无沉淀析出后抽滤,收集沉淀物,烘干,得到总胆酸钡盐。称取总胆酸钡盐20g,用10倍量水,将钡盐悬

浮,加热至回流后,向其中加入10g无水Na2CO3,然后搅拌回流20min,回流温度在100℃左右,回流过程中有

白色沉淀析出,回流后的溶液放冷至室温;抽滤,收集滤液。

2结果与讨论

2.1CDCA的HPLC图谱建立

图1为TCDCA与CDCA混合对照品HPLC图,图2为鸭胆汁中TCDCA与CDCA的 HPLC图。图中在

3min左右出现的峰是溶剂峰,10min时的峰是CDCA的吸收峰,20min左右出现的峰就是TCDCA的检测峰,
其他峰则是杂质峰。检测的相应峰面积见表1。由对照品CDCA含量及以上测得的对照品和供试品中CDCA
和TCDCA的峰面积,通过所列计算式就可以计算出供试品中CDCA和TCDCA的含量。相关计算公式为:

C2=C1×S2/S1, (1)
式中C1,C2分别表示配制的标准品和鸭胆汁中TCDCA的含量,S1,S2分别表示标准品和鸭胆汁中TCDCA的峰

面积(单位:mV·s-1)。由于供试品是由鸭胆汁稀释4倍后的样品,因此可得到鸭胆汁中CDCA和TCDCA的

含量,有关具体结果见表1。

图1 TCDCA与CDCA混合对照品 HPLC图 图2 鸭胆汁中TCDCA与CDCA的 HPLC图

表1 鸭胆汁中TCDCA和CDCA的含量

混合对照品 供试品(稀释4倍的鸭胆汁) 鸭胆汁

TCDCA CDCA TCDCA CDCA TCDCA CDCA

峰面积/(mV·s-1) 522.58 408.13 1941.25 413.82 - -

含量/(mg·mL-1) 0.70 2.50 2.60 2.53 10.40 10.12
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图3 鸭胆汁水解实验薄层分析结果

2.1.1鸭胆汁中TCDCA和CDCA的检测 由表

1可知鸭胆汁中TCDCA含量较大,若通过皂化将

之转化为CDCA就可以提高后者的产率。

2.1.2水解条件 分别取3种水解条件下制得的

总胆酸适量按本文1.3部分所述方法进行薄层分

析。由图3中各供试品所显色的斑点大小及强弱

可以看出水解20h所得沉淀中含有的目的产物相

对较多;由此可知水解15h总胆酸中CDCA的含

量还没有达到最大值,而水解25h后可能有部分

CDCA样品被降解;所以在本研究中选择20h作

为鸭胆汁的水解时间。

2.1.3总胆酸结晶条件 将鸭胆汁水解20h后,在
较低温度下,采取钡盐法,用6mol·L-1 HCl,调
酸(pH值在2~3之间)制总胆酸。相比较于钙盐法制总胆酸,若以等同的胆汁水解液进行总胆汁酸的制备,调
酸得到的总胆酸的量也明显较高。本研究在较低温度下调酸制得的总胆酸较脆,且粘稠度不高。利用TLC法

分析比较两种制取总胆酸方法的优劣,可知直接调酸制备的总胆酸沉淀所显色的斑点明显比CaCl2转换后调酸

制得的总胆酸沉淀更大(图4);这说明调酸制得的总胆酸中含目的物要高,而且工艺步骤也相对简单。所以本研

究采用钡盐法,用盐酸调酸制备总胆酸,制取一定量的总胆酸冷冻保存。
图5为总胆酸中CDCA的HPLC检测图,检测的峰面积及对照品和供试品的有关数据见表2。由图5中的

峰面积和浓度,通过(1)式可计算出总胆酸供试品进料液中CDCA的含量,又因进料液配制的总体积为10mL,
由此可得所取供试品中CDCA的含量,并可计算得总胆酸中CDCA的纯度。CDCA纯度计算公式为:

t=V×c/m×100%, (2)
式中t表示初品的纯度(单位:%),V 表示配置的CDCA进样液体积(单位:mL),c表示 HPLC检测进样液中

CDCA的含量(单位:g·mL-1),m 表示配制样品液时所取样品质量(单位:g)。具体结果如表2所示。

图4 调酸沉淀与转换钙盐沉淀对比 图5 总胆酸中CDCA的 HPLC检测结果图

表2 总胆酸中CDCA的纯度

CDCA对照品 CDCA供试品

峰面积/(mV·s-1) 408.13 164.96

含量/(mg·mL-1) 2.50 1.0105

样品中CDCA含量/mg - 10.105

样品取量/mg 25.00 24.10

纯度/% 不低于98.00 41.93

2.2TCDCA与CDCA转化分析

由表3中数据计算的总胆酸的纯度即可计算得总

胆酸中 CDCA 的含量。而由已经测得的鸭胆汁中

TCDCA和CDCA的含量则可计算得500mL鸭胆汁

中TCDCA和CDCA的含量。再通过比较500mL鸭

胆汁制得的总胆酸中CDCA的含量和500mL鸭胆汁

中CDCA的含量就可得知TCDCA是否通过水解转

化成了CDCA,500mL鸭胆汁中含5.06gCDCA酸,
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表3 500mL鸭胆汁中相关物质的参数

500mL鸭胆汁 总胆酸

TCDCA含量/(mg·mL-1) 10.40 -

CDCA含量/(mg·mL-1) 10.12 -

TCDCA含量/g 5.20 -

可制得总胆酸量/g 19.40 19.40

纯度/% - 41.93

CDCA含量/g 5.06 8.13

而500mL鸭胆汁水解过后制得的19.4g总胆酸中含

有8.13gCDCA,说明水解皂化过程中鸭胆汁中的

TCDCA有一部分转化生成了CDCA。

3结论

以鸭胆膏为原料,以 HPLC法和TLC法测定鹅

去氧胆酸含量,研究钡盐法提取CDCA。由500mL
鸭胆汁水解过后制得的19.4g总胆酸中含有8.13g
CDCA,而且在水解过程中TCDCA部分转化生成了

CDCA。本方法简单有效,成本低廉,为临床分离CDCA提供了新的工艺方案。
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AnEffectiveStrategyforExtractionofTCDCAfromDuckBile

YANGQinglin,FUYa
(ChemistryandChemicalofEngineeringCollege,ChongqingUniversityofScienceandTechnology,Chongqing401331,China)

Abstract:ThisstudyaimedtoestablishaeffectiveschemeofextractionofTCDCAfromduckbilebybariumchlorideprecipitation
companiedbyHPLCandTLCmonitoringitscontent.Otherphysicalandchemicalfactorswerealsoinvestigatedforconstructiona
schemeofacquisitionofhighcontentTCDCA.Theresultsshowed500mlduckbilecanobtain19.4gtotalcholicacidand8.13g
TCDCA.TLCtestifiedthatpartialTCDCAwerehydrolyzedintoCDCA.Thismethodwassimple,effectiveandlow-cost.Itof-
feredanalternativeforclinicisolationofTCDCA.
Keywords:TCDCA;extract;HPLC;TLC
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