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摘要

本应用报告报导了 5种中药的 HPLC分离方法，这些中药是浙贝母、知母、三金片、地

肤子和路路通。对 HPLC方法进行了分离优化，以得到最多的组分。还报导了样品制备

方法，以便使读者能够遵循完整的方案。



地选择使用亚 2微米 RRLC色谱柱或常规

HPLC柱。如果使用窄内径色谱柱，因为

峰宽变窄，需要 RRLC喷雾器（安捷伦部

件号 G4218-20004）。本应用报告中报导

的实例，兼顾了分离和样品通量两个因素。

针对需要加快分离速度或提高峰容量的不

同需要，也可以使用同样填料但内径和长

度不同的其它色谱柱。

实验

标准品和材料

路路通酸、地肤子皂苷 lc、羟基积雪草苷、

知母皂甙元、贝母甲素和贝母乙素均购于

国家药品和生物制品检定所（中国北京）。

中药样品购自上海的中药店。

仪器

使用 Agilent 1200系列高分离度快速液相

色谱系统进行常规和 RRLC方法开发。该

系统包含以下组件：

• Agilent 1200 系列 SL型二元泵，配置真

空脱气机

• Agilent 1200 系列 SL型高效自动进样器

• Agilent 1200 系列 SL型柱温箱

• Agilent 1200 系列 SL型二极管阵列检测

器，配置微量流通池（2 µL 体积，

3 mm光程）

• Agilent 1200 系列蒸发光散射检测器，

配置标准喷雾器

• 安捷伦化学工作站 B.03.02，用于数据采

集和处理

样品制备

路路通：精确称取 0.6 g 粉末置于样品瓶中，

加入 20 mL脱水乙醇，称量混合物，并超声

15分钟。冷却后，再精确称量。加脱水乙

醇补充损失的溶剂，充分混合并过滤。精

确量取 10 mL滤液，蒸发至干燥。用脱水乙

醇溶解残渣，定容至 2 mL。溶液用 0.22 µm

尼龙滤膜过滤后，直接进样。

地肤子:

精确称取 0.5 g 粉末置于样品瓶中，准确加

入 10 mL甲醇。精确称量混合物，放置过夜，

并超声 30分钟，冷却后再称量。加甲醇补

充损失的溶剂至最初重量，充分混合。溶

液用 0.22 µm尼龙滤膜过滤后，直接进样。

三金片：

取 2片研磨，去除糖衣，研至细粉。精确

称取 0.5 g粉末置于样品瓶中，准确加入

10 mL 甲醇。溶液超声 30 分钟，冷却，充

分混合并过滤。然后准确量取 5 mL溶液，

该溶液用氨水定量冲洗 2次（每次 0.5 mL）。

蒸干提取物，用甲醇溶解残渣，充分混合，

配制成分析溶液。溶液用 0.22 µm尼龙滤

膜过滤后，直接进样。

知母：

精确称取样品粉末 0.5 g 置具塞样品瓶中，

准确加入 10 mL乙醇，称重，并浸泡过夜。

样品超声处理 40 分钟，冷却，再称重。

用乙醇补充减失重量，并充分混合。然后，

加入 10 mL 水和 1 mL 盐酸，回流加热

前言

2005 版中国药典颁布了采用蒸发光散射

检测器（ELSD）分析中药的几种重要方

法 1。因为这些中药所含的化合物没有生

色团或紫外吸收非常弱，需要用一种像

ELSD这样的通用检测器对中药中的这些

化合物进行定量测定。另一篇应用报告报

导了银杏叶和黄芪的 ELSD 分析 2，这是

药典要求检测的两种中药。浙贝母、知母、

三金片、地肤子和路路通是中国药典 2005

版要求用 ELSD分析特定活性成分的其它

中药。

分析方法的起始过程和定量部分已经在前

面两篇应用报告中介绍过 2,3，按照药典要

求进行定量分析非常简单，只需要两个数

据点，用这两点的对数得到校正曲线，即

可定量。因此，在本应用报告中将不再涉

及定量分析。本文将介绍分离结果，以及

梯度和仪器参数。

由于中药相当复杂，二极管阵列检测器

(DAD)和 ELSD都不能独立检测出所有成

分。在本研究中，将 DAD和 ELSD串联，

以最大限度地获得样品信息，并监测系统

洗脱的所有色谱峰。使最大数量的色谱峰

得到良好分离，还有助于用指纹图谱对其

它未知组分进行分析。

分离采用的是 Agilent 1200系列高分离度

快速液相色谱(RRLC)系统。在这个系统上，

可以针对中药样品的不同分析需求，轻松
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ELSD 压力： 50 psi

ELSD 增益： 9

ELSD 过滤器： 3 s

地肤子：

色谱柱： Agilent ZORBAX

Eclipse C18，4.6 x 

100 mm，3.5 µm

溶剂 A =水 (0.1 % 醋酸)，

B = 甲醇，等梯度，

90 %B

流速： 0.8 mL/min

UV 检测器： 210 nm，254 nm

ELSD温度： 40 °C

ELSD 压力： 50 psi

ELSD 增益： 9

ELSD 过滤器： 3 s

三金片：

色谱柱： Agilent ZORBAX

Eclipse C18，4.6 x 

100 mm，3.5 µm

溶剂 A =水 (0.1 % 醋酸)，

B = 甲醇

流速： 0.6 mL/min

梯度： 0 分钟，45 %B；10 分

钟，55 %B；20 分钟，

100 %B

UV 检测器： 210 nm，254 nm

ELSD温度： 40 °C

ELSD 压力： 50 psi

ELSD 增益： 9

ELSD 过滤器： 3 s

知母：

色谱柱： Agilent ZORBAX

Eclipse C18，3 x 

50 mm，1.8 µm

溶剂 A =水 (0.1 % 醋酸)，

B = 甲醇

流速： 0.6 mL/min

梯度： 0 分钟，45 %B；5 分钟，

45 %B；10 分钟，

80 %B；15分钟，

100%B

UV 检测器： 210 nm，254 nm

ELSD温度： 45 °C

ELSD 压力： 50 psi

ELSD 增益： 9

ELSD 过滤器： 3 s

浙贝母：

色谱柱： Agilent ZORBAX

Eclipse C18，3 x 

50 mm，1.8 µm

溶剂 A =水 (0.03 %氨水，

pH 9)，B = 乙腈

流速： 0.6 mL/min

梯度： 0 分钟，45 %B；5 分钟，

45 %B；10 分钟，

70 %B

UV 检测器： 210 nm，254 nm

ELSD温度： 45 °C

ELSD 压力： 50 psi

ELSD 增益： 9

ELSD 过滤器： 3 s

2小时。样品冷却后，边振摇边滴加 40%

氢氧化钠溶液，至溶液颜色由橘黄色骤变

为橘红色。 样品用氯仿萃取 2 次（每次

5 mL）。合并提取液，蒸发至干燥。用甲醇

溶解残渣，并用甲醇稀释至最终体积

5 mL，充分混合。溶液用 0.22 µm尼龙滤

膜过滤后，直接进样。

浙贝母：

精确称取样品粉末 2 g 置具塞样品瓶中，

加入 4 mL浓氨水，浸泡 1小时。准确加入

20 mL氯仿和甲醇混合物（4:1）。样品称重，

在 80 °C水浴上回流加热 2小时。样品冷

却后，再称重，用上述混合物补充减失的

溶剂。过滤样品，准确量取 5 mL滤液，在

蒸发皿中蒸发至干燥。用甲醇溶解残渣，

转移到样品瓶中，用甲醇稀释至最终体积

10 mL，充分混合。溶液用 0.22 µm尼龙滤

膜过滤后，直接进样。

方法

路路通：

色谱柱： Agilent ZORBAX

Eclipse C18，

4.6 x 150 mm，1.8 µm

溶剂： A = 水 (0.1 % 醋酸)，

B = 甲醇

流速： 0.8 mL/min

梯度： 0 分钟，80 %B；10 分

钟，85 %B；30 分钟，

100 %B

UV 检测器： 210 nm，254 nm

ELSD温度： 40 °C
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结果和讨论

路路通

图 1 显示了 Fructus Liquidambaris（中文

名，路路通）UV-254 nm通道和 ELSD通道

的色谱图。图 1标出了路路通酸。比较两

个通道的结果，可以看出其中的区别。路

路通酸在 UV-254 通道中没有响应，而对

ELSD有良好响应。分析之初洗脱出的其

它组分在 ELSD上没有响应，但 254 nm紫

外检测有响应。这里没有显示 210 nm通道

的图谱，因为只有几个色谱峰，而且吸收

值很低。

有 2对色谱峰，分别标记为 1和 2。我们

对这 2对色谱峰的分离进行了优化，因为

它们对 ELSD比 UV210 nm 的响应更强，

将来有可能成为要用 ELSD进行定量分析

的潜在化合物，尽管我们还不知道它们的

确切结构。

地肤子

图 2显示了用 ELSD 和 UV-210 nm两个

通道对地肤子分离组分的检测结果。图中

标示为地肤子皂苷 lc，其 在 210 nm 有非

常弱的紫外吸收。用 ELSD比 UV检测器

检测到了更多的色谱峰，说明地肤子中的

某些组分没有声色团，需要两个检测器串

接，在一次分析中得到两个通道的信息。

一些较早洗脱的组分没有声色团，只在

ELSD通道中有响应。
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图 1
路路通的 ELSD检测（红色）色谱图和UV通道（蓝色）色谱图的叠加
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三金片

图 3 显示了三金片 ELSD 和 UV-210 nm

通道分析的色谱图。标出了其活性成分，

羟基积雪草苷。210 nm的紫外吸收信号显

示色谱峰比 ELSD通道少，因为注入色谱

柱的大多数组分都没有声色团。另外，

210 nm 的 UV 信号基线不平坦，因为用于

分离的溶剂的吸收在梯度变化过程中有所

改变。如果没有 ELSD，将不会得到三金

片色谱峰的更多信息，也无法达到质量控

制指纹图谱。

知母

ELSD通道的色谱图显示，从中药店购得

的知母质量不太好，因为知母皂甙元的峰

很小。知母皂甙元在 210 nm紫外检测波长

下没有响应。对于知母的其它组分，ELSD

通道检测到的比紫外 210 nm通道的色谱

峰更多，而且两张色谱图有差异。要得到

知母中有声色团和没有声色团组分的更多

信息，需要使用这两种互补的检测器。
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图 3
三金片 ELSD通道（红色）和UV 210 nm通道（蓝色）的色谱图
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图 4
知母 ELSD通道（红色）和UV 210 nm通道（蓝色）的色谱图
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浙贝母

贝母甲素和贝母乙素是浙贝母中两种最重

要的成分。210 nm 紫外检测只有很少的几

个色谱峰。ELSD检测结果显示，两种活

性组分得到了良好分离，用亚 2微米色谱

柱在 Agilent 1200系列 RRLC系统上，只

用 12分钟即可完成分离。用现在的方法，

这两种组分可以完全分离。如果峰容量不

是问题，可以用 Agilent 1200 系列 RRLC

系统加快分析速度，得到更高的样品通量。

结论

在本应用报告和以前的应用报告 2中，我

们建立了中国药典 2005 版要求用 ELSD

检测中药的分析方法。探讨了各种样品的

制备方法和仪器参数。

ELSD是分析不含声色团化合物的最佳选

择。当化合物在紫外区没有良好紫外吸收

的官能团时，ELSD可以提供更好的信号。

当流动相采用有 UV吸收的溶剂时，ELSD

还可以保持基线平稳。

将 UV 和 ELSD串接进行检测非常必要，可

以获得两个通道的信号，因为任何一种检

测器单独使用都不能检测到所有的色谱峰。

本应用报告所报导的方法可以用于质量控

制部门，因为这里提供了详细信息。
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图 5
浙贝母 ELSD通道（红色）和UV 210 nm通道（蓝色）的色谱图
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