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胆汁酸在脂类物质的消化吸收和胆固醇代谢方面发挥着
重要作用，胆酸（CA）作为人体胆汁中含量最丰富的胆汁酸，主
要用作利胆药，因可治疗胆囊炎、胆汁缺乏、肠道消化不良等
症而被广泛使用[1-2]。目前市场上已有胆酸钠片、猪脱氧胆酸
（HDCA）片等胆酸类药物。药物作用的强弱与作用部位的药
物浓度密切相关，当药物在体内各组织分布趋于动态平衡时，

组织内药物化学势趋于一致，其转运速率遵循一定的规律。

然而，血液中的药物有相当一部分可与蛋白结合，而结合形态
的药物不能够参加转运并发挥药理作用；但结合态药物与游
离态药物之间存在一个动态平衡，随着药物在体内代谢、排泄
或组织内蓄积，与蛋白结合的药物可解离为游离态药物，在一
定程度上达到维持血药浓度的作用[3-4]。因此，药物与蛋白的
结合作用对于药物体内过程的研究有着重要的意义。近年来
有关胆酸类化合物研究的文献报道很多[5-7]，但是针对胆酸类
化合物与蛋白之间的相互作用却鲜有研究，而了解二者的相
互作用有助于从分子水平上进一步了解胆酸类化合物体内蛋
白结合特性，从而有助于设计和改造胆酸类药物分子以提高

药效和安全性，缩短作用时间，进而为胆酸类化合物的药效
学、药动学、药理学以及毒理学方面提供重要依据和参考。本
试验采用平衡透析法研究了胆酸类化合物与牛血清白蛋白
（BSA）的结合率，为进一步开展胆酸类的相关研究提供依据。

1 材料
1.1 仪器

Agilent 1100高效液相色谱仪（美国安捷伦科技有限公
司）；Alltech3300-蒸发光散射检测（ELSD）器（北京先明乐施科
技发展有限公司）；TGL-16G 高速离心机（上海安亭科学仪器
厂）；VORTEX GENIVS 3 旋涡混匀仪[莱贝（上海）科学仪器有
限公司]；MTN-2800D 型氮气吹干仪（天津奥特赛恩斯仪器有
限公司）；DSHZ-300多用途水浴恒温振荡器（江苏太仓市实验
设备厂）；pHS-W型精密pH计（上海般特仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

胆酸对照品、猪脱氧胆酸对照品（中国食品药品检定研究
院，批号：100078-200414、100087-200610，均为含量测定用）；

BSA标准品（北京拜尔迪生物技术有限公司，批号：C020102，
纯度：98％）；透析袋（北京拜尔迪生物技术有限公司）；甲醇为
色谱纯，水为超纯水，其他试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 溶液的配制

2.1.1 对照品贮备液：分别精密称取胆酸对照品、猪脱氧胆酸
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用平衡透析法，以磷酸盐缓冲溶液为透析液，透析内液中加入1 mmol/L牛血清白蛋白1 ml，透析外液中加入质量浓度分别为2.02、
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的结合率，胆酸类化合物在体内不易因游离浓度过大而产生副作用。
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对照品适量，置于 10 ml量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即

得胆酸、猪脱氧胆酸的对照品贮备液，备用。

2.1.2 BSA溶液：取BSA标准品适量，精密称定，用磷酸盐缓

冲溶液（PBS）溶解并稀释至刻度，制成浓度为 1 mmol/L 的

BSA溶液。

2.1.3 透析液：取磷酸二氢钾2.72 g、氯化钠8.8 g，加0.1 mol/L

氢氧化钠溶液适量，调节pH至7.4，补水至1 000 ml，即得浓度

为0.02 mol/L的PBS（内含0.15 mol/L氯化钠），作为透析液。

2.2 色谱条件

色谱柱：Thermo-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲

醇-0.1％甲酸溶液（80 ∶ 20），流速：1.0 ml/min；进样量：15 μl；

ELSD检测器；漂移管温度：80 ℃；气体流速：2.0 L/min。分别

进样胆酸的PBS溶液、胆酸的BSA溶液、透析袋内胆酸样品溶

液、透析袋外胆酸样品溶液、猪脱氧胆酸的PBS溶液、猪脱氧

胆酸的BSA溶液、透析袋内猪脱氧胆酸样品溶液、透析袋外猪

脱氧胆酸样品溶液和透析液，记录色谱，见图1。

由图 1可知，本试验中胆酸、猪脱氧胆酸的 PBS 溶液及
BSA溶液的色谱图峰形良好，无杂质干扰测定，具有较高的特
异性，分析条件可行。

2.3 样品处理

取样品溶液200 μl，加入0.1 mol/ L 盐酸溶液50 μl，加甲醇
1 ml 沉淀蛋白，旋涡混合 30 s，以 12 000 r/min（离心半径：8

cm）离心 5 min ，取上清液 500 μl 置于另一干燥聚乙烯塑料
（PE）管中，氮气吹干，加200 μl甲醇复溶，即得。

2.4 线性关系考察

2.4.1 胆酸、猪脱氧胆酸在BSA溶液中的标准曲线：取胆酸对
照品贮备液适量，用甲醇稀释成0.26、0.52、1.03、2.05、4.1 mg/ml

系列对照品溶液；另取猪脱氧胆酸对照品贮备液适量，用甲醇
稀释成0.30、0.59、1.18、2.36、4.72 mg/ml系列对照品溶液；再分
别取200 μl BSA溶液各5份，分别加入上述不同质量浓度的胆
酸、猪脱氧胆酸系列对照品溶液各 100 μl，分别配成相当于含
0.029、0.058、0.116、0.232、0.464 mg/ml 胆酸及 0.019、0.039、

0.078、0.156、0.311 mg/ml 猪脱氧胆酸的蛋白样品，按“2.3”项
下方法处理后，进样分析，记录峰面积。以对照品质量浓度的
对数值（x）为横坐标、峰面积的对数值（y）为纵坐标，绘制标准
曲线，得回归方程为：胆酸 y＝0.986 2x+3.811 1（r＝0.999 7），

猪脱氧胆酸 y＝1.080 6x+4.058 7（r＝0.999 7）。结果二者检测
质量浓度的线性范围分别为：胆酸 0.029～0.464 mg/ml、猪脱
氧胆酸0.019～0.311 mg/ml。

2.4.2 胆酸、猪脱氧胆酸在透析液中的标准曲线：分别取 200

μl空白PBS各 5份，加入“2.4.1”项下胆酸、猪脱氧胆酸系列对
照品溶液各 100 μl，分别配制成相当于含 0.029、0.058、0.116、

0.232、0.464 mg/ml 胆酸及 0.019、0.039、0.078、0.156、0.311

mg/ml猪脱氧胆酸的透析液样品，按“2.3”项下方法处理后，进
样分析，记录峰面积。以对照品质量浓度的对数值（x）为横坐
标、峰面积的对数值（y）为纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程
为：胆酸 y＝1.122 7x+3.869 7（r＝0.999 7）、猪脱氧胆酸 y＝

1.15x+4.204（r＝0.999 8）。结果二者检测质量浓度的线性范围
分别为：胆酸 0.029～0.464 mg/ml、猪脱氧胆酸 0.019～0.311

mg/ml。

2.5 回收率试验

分别在 BSA 溶液、透析液中加入质量浓度分别为胆酸
0.51、1.025、2.05 mg/ml及猪脱氧胆酸 0.59、1.18、2.36 mg/ml的
对照品溶液，每种质量浓度平行 6份，进样分析，计算回收率。

结果 3种质量浓度 BSA 溶液中胆酸的回收率分别为 98.7％、

97.7％、101.4％，RSD分别为2.7％、4.4％、1.6％（n＝6）；3种质
量浓度透析液中胆酸的回收率分别为 104.8％、99.7％、

101.6％，RSD分别为0.6％、4.6％、1.6％（n＝6）。在3种质量浓
度 BSA 溶液中猪脱氧胆酸的回收率分别为 98.8％、103.2％、

99.9％，RSD分别为3.5％、1.3％、3.5％（n＝6）；3种质量浓度透
析液中猪脱氧胆酸的回收率分别为 99.5％、101.3％、99.8％，

RSD分别为3.8％、4.07％、5.4％（n＝6）。

2.6 精密度试验

2.6.1 日内精密度：取“2.4”项下含 0.058、0.116、0.232 mg/ml

胆酸及 0.039、0.078、0.156 mg/ml猪脱氧胆酸的蛋白样品和透
析液样品，每个样品同日内进样 5次，考察日内精密度。结果
胆酸在 3 种质量浓度蛋白样品中的 RSD 分别为 1.66％、

0.89％、1.07％（n＝5），在 3 种质量浓度透析液样品中的 RSD

分别为 1.70％、1.84％、1.68％（n＝5）；猪脱氧胆酸在 3 种质量
浓度蛋白样品中的RSD分别为0.06％、0.5％、0.5％（n＝5），在
3 种质量浓度透析液样品中的RSD分别为 0.2％、0.4％、1.0％
（n＝5）。

2.6.2 日间精密度：取“2.4”项下含 0.058、0.116、0.232 mg/ml

胆酸及 0.039、0.078、0.156 mg/ml猪脱氧胆酸的蛋白样品和透
析液样品，每日进样测定 5次，连续测定 3 d，考察日间精密
度。结果胆酸在 3 种质量浓度蛋白样品中的 RSD 分别为
1.51％、1.85％、1.92％（n＝3），在 3 种质量浓度透析液样品中
的RSD分别为 1.94％、1.82％、1.80％（n＝3）；猪脱氧胆酸在 3
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图1 胆酸类化合物的HPLC图
A.胆酸的PBS溶液；B.胆酸的BSA溶液；C.透析袋内胆酸样品溶液；D.

透析袋外胆酸样品溶液；E.猪脱氧胆酸的 PBS溶液；F.猪脱氧胆酸的

BSA溶液；G.透析袋内猪脱氧胆酸样品溶液；H.透析袋外猪脱氧胆酸

样品溶液；I.透析液；1.胆酸；2.猪脱氧胆酸

Fig 1 HPLC chromatograms of cholic acid compounds
A. PBS solution of CA；B. BSA solution of CA；C. sample solution of

CA in dialysis bag；D. sample solution of CA out of dialysis bag；E.

PBS solution of HDCA；F. BSA solution of HDCA；G. sample solution

of HDCA in dialysis bag；H. sample solution of HDCA out of dialysis

bag；I. dialysate；1. CA；2. HDCA
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种质量浓度蛋白样品中的RSD分别为1.7％、4.1％、3.9％（n＝
3），在3 种质量浓度透析液样品中的RSD分别为2.2％、3.2％、

4.2％（n＝3）。

2.7 稳定性试验

分别在BSA溶液、透析液中加入质量浓度为 0.51、1.025、
2.05 mg/ml胆酸及0.59、1.18、2.36 mg/ml猪脱氧胆酸的对照品
溶液，制成蛋白样品和透析液样品，按“2.3”项下方法处理后，

室温下保存，分别于 0、2、6、10、16、30 h 进样分析，记录峰面
积。结果胆酸在 3 种质量浓度蛋白样品中的 RSD 分别为
0.74％、0.61％、0.78％（n＝6），在 3 种质量浓度透析液样品中
的RSD分别为 0.64％、0.61％、0.32％（n＝6）；猪脱氧胆酸在 3

种质量浓度蛋白样品中的RSD分别为1.8％、1.2％、3.9％（n＝
6），在3 种质量浓度透析液样品中的RSD分别为1.5％、1.1％、

3.3％（n＝6）。表明样品在室温下放置30 h内稳定。

2.8 蛋白结合率的测定[8-9]

将管状透析袋一端用线结扎使不漏液，用移液管精密量
取BSA溶液1 ml 加入透析袋中，另一端折叠并用线结扎袋口，

袋内保留少量空气，使透析袋能悬浮在透析液中。将透析袋
置于盛有 10 ml 透析液的广口瓶中，调节袋内外液面高度，使
保持同一水平。分别加入胆酸、猪脱氧胆酸对照品溶液适量，

使透析外液的质量浓度均分别为 0.51、1.01、2.02 mg/ml，最后
用封口膜封住瓶口，每种质量浓度平行 3份。于 37 ℃恒温震
荡 30 h，到达平衡时间后，吸出袋外少量透析液，加等量 10％
高氯酸溶液，检查有无蛋白漏出。若袋外透析液变浑浊，则作
废。取出透析袋，用滤纸吸干附着于袋外壁上的透析液，分别
精密吸取袋内BSA溶液100 μl、袋外透析液100 μl作为蛋白样
品，按“2.3”项下方法处理后，进样测定。按公式计算蛋白结合
率，蛋白结合率＝（袋内药物质量浓度－袋外药物质量浓度）/
袋内药物质量浓度×100％，结果见表1。

表1 胆酸、猪脱氧胆酸与BSA的结合率测定结果

Tab 1 Binding rate results of CA or HDCA with bovine se-

rum albumin

样品
胆酸

猪脱氧胆酸

质量浓度，mg/ml

2.02

1.01

0.51

2.02

1.01

0.51

蛋白结合率，％
78.7

78.2

59.4

68.9

76.2

81.0

2.9 平衡时间的确定

在透析袋内以 1 ml 透析液代替BSA溶液，透析袋外液中
胆酸、猪脱氧胆酸的质量浓度分别为2.02、1.01、0.51 mg/ml，在
9、18、30 h时测定二者在透析袋内、外的质量浓度，以二者质量
浓度比值确定药物从袋内、外自由扩散达到平衡的时间。结
果30 h 时袋内、外溶液中药物的质量浓度基本相等，表明扩散
30 h 已达到平衡，因此设定平衡透析时间为30 h。平衡时间的
考察结果见表2。

2.10 药物在透析膜上的吸附

将透析袋内加入 1 ml 空白 PBS，在透析袋外加入 10 ml
PBS及质量浓度为5.56、11.11、22.22 mg/ml的胆酸溶液或猪脱
氧胆酸溶液各 1 ml，每种质量浓度平行 3份，当药物达到平衡
后，测定透析袋外药物浓度。根据参考文献[10]计算3种质量浓
度的胆酸、猪脱氧胆酸在透析膜上的吸附率分别为 5.04％、

3.54％、1.89％及 6.53％、7.43％、5.04％，表明透析袋对胆酸及
猪脱氧胆酸虽有微弱的吸附，该吸附量可忽略不计。

表2 平衡时间的考察结果（n＝3）
Tab 2 Results of equilibrium time（n＝3）

样品

胆酸

猪脱氧胆酸

质量浓度，mg/ml

2.02

1.01

0.51

2.02

1.01

0.51

透析袋内外浓度比值
9 h

0.95

0.95

0.98

0.80

0.89

0.90

18 h

0.98

0.97

0.98

0.87

0.93

0.95

30 h

0.99

0.99

1.00

1.02

1.00

0.99

3 讨论
平衡透析法的平衡温度一般可选在37 ℃或4 ℃恒温条件

下测定。本试验采用37 ℃为温育温度以模拟正常人体体温。

本试验中采用截留相对分子质量为3 500的透析膜进行试验，

由高效液相色谱图可知，与透析液比较，透析袋外液的样品图
谱基线较平稳，无明显杂质峰，表明蛋白中并无大量内源性物
质从透析袋中渗出。此外，透析袋对药物的吸附微量，不影响
测定结果，表明采用该型号的透析袋以平衡透析法测定胆酸
类化合物的蛋白结合率是可行的。

本研究结果显示，高效液相色谱法测定胆酸与BSA结合
率试验具有简便、快速、灵敏与选择性高的特点；且胆酸、猪脱
氧胆酸与BSA具有中等强度的蛋白结合率，即为胆酸类小分
子在体内被蛋白储存和转运提供条件的同时，胆酸类化合物
在体内不易因游离浓度过大而产生副作用；在试验浓度范围
内，蛋白结合率与透析液的药物浓度无关，同时，二者与蛋白
的结合率没有明显差异。
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