
摘要
本文参照 2015 年版《中国药典》，采用多中心切割超高效二维液相色谱法分析
连翘提取物中的连翘苷和连翘酯苷 A。在二次分离过程中，目标化合物和干扰
物质进一步有效分离，使得测定结果更加准确。由实验结果得到，连翘酯苷 A 
在 0.05-0.4 mg/mL 浓度范围内线性相关系数 R2 = 0.9958 ，连翘苷在 0.01-0.2 mg/mL 
浓度范围内线性相关系数 R2 = 0.9999；0.1 mg/mL 混合对照品溶液连续进样 6 次
考察峰面积重现性，连翘酯苷 A 的 RSD 为 4.2%，连翘苷 RSD 为 0.3%。

前言
中药材、中药提取物和中成药的质量优劣多根据现行《中国药典》中相关品种
的分析方法来判断。高效液相色谱法是中药中有效物质或有毒有害成分最常用
的检测方法。随着《中国药典》的不断更新，其中的高效液相色谱方法的数量
也在不断增加。然而，由于中药成分的复杂性，很多药典方法存在峰型差、分
离度不好等问题，不利于准确的定量分析。

连翘，又名旱莲子、大翘子，为木犀科植物连翘的干燥果实。2015 年版《中国
药典》[1] 分别收载了连翘药材和提取物两个品种，药材采用两个等度方法分别
测定连翘苷和连翘酯苷 A，提取物采用特征图谱方法同时测定连翘苷和连翘酯苷 
A。本文参照 2015 年版《中国药典》，采用多中心切割超高效二维液相色谱[2-7]  

方法对连翘提取物中连翘苷和连翘酯苷 A 进行分析，此方法最大程度降低目标
化合物受其它成分的干扰，使其定量结果更加准确。
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实验部分
试剂和样品

乙腈、甲醇和磷酸为色谱纯级，购自 Sigma-Aldrich；水为 
Mill-Q 纯水机新制超纯水；连翘酯苷 A 和连翘苷对照品、
连翘提取物为企业友情提供。

仪器和设备

本文采用 Agilent 1290 Infinity II 二维液相色谱系统，其含有：

• 1290 Infinity Ⅱ 二元泵（部件号 G7120A，内置四通道脱 
气机）

• 1290 Infinity Ⅱ 自动进样器（部件号 G7167B）

• 1290 Infinity Ⅱ 柱温箱（部件号 G7116B）

• 1290 Infinity Ⅱ 二极管阵列检测器（部件号 G7117B）

• 1290 Infinity Ⅱ 二元泵（部件号 G7120A，内置四通道脱气
机），用于第二维分析

• 1290 Infinity Ⅱ 二极管阵列检测器（部件号 G7117B），配 
60 mm 高灵敏度流通池（部件号 G4212-60007），用于第二
维检测

• 外置阀驱动（部件号 G1170A），3 个

• 多中心切割二维液相升级包（部件号 G4242A）

• OpenLab CDS ChemStation 软件（修订版 C01.07[27]），用于
系统控制及数据处理

• 二维液相色谱采集软件（部件号 G2198AA）：用于多中心
切割方法编辑及数据分析

系统配置及工作原理

系统配置及连接如图 1 所示。样品先经第一维色谱柱分离
后，目标化合物通过检测器后的双 2 位 4 通阀的切换进入 
6 位 14 通阀所连接的样品环，可以根据第一维峰宽对目标
峰进行连续多次收集。第一个样品环收集完成后，即刻自
动触发第二维的分析。同时，样品环还可继续收集第一维
其它组分。

图 1. 多中心切割超高效二维液相系统的配置及连接示意图

对照品溶液和供试品溶液的配制

对照品溶液：精密称取连翘苷和连翘酯苷  A  对照品各 
40.0 mg 于 100 mL 容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，即
得 0.4 mg/mL 混合对照品溶液。将该溶液用甲醇逐级稀释成 
0.2、0.1、0.05、0.01 mg/mL 溶液，用于建立校准曲线。

供试品溶液：精密称取连翘提取物 50 mg 置于 10 mL 容量
瓶中，用甲醇溶解并定容，摇匀后，取 2 mL 溶液于高速离
心机，以 10000 rpm 离心 10 min，取上清液过 0.22 µm PTFE 
滤膜过滤，待测。

多中心切割超高效二维液相色谱条件

多中心切割超高效二维液相色谱方法包括三部分，第一部分
为第一维 UHPLC 方法，第二部分为阀切换次数和时间，第三
部分为第二维 UHPLC 方法。其中，第一部分由 OpenLab CDS 
ChemStation 设定，包括泵、自动进样器、柱温箱和检测器参
数，第二和第三部分由内置于 OpenLab CDS ChemStation 的二
维液相色谱采集软件编辑完成。整个分析时间为 30 min。
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第一维 UHPLC 方法
色谱柱：  Agilent Zorbax RRHD SB-C18，2.1 × 100 mm,  

1.8 µm，部件号 858700-902

流动相：  A) 水 
B) 甲醇

梯度洗脱程序：  时间 (min) B (%) 
0 10 
2 25 
8 40 
12 60 
12.1 95 
15 95 
15.1 10 
18 10

进样量： 2 µL

柱温： 40 °C

检测器波长： 235 nm

第二维 UHPLC 条件和阀切换方法
色谱柱：  Agilent Zorbax RRHD Eclipse Plus phenyl-

hexyl，3.0 × 50 mm, 1.8 µm，部件号 
959757-312

流动相：  A) 0.1% 磷酸水溶液 
B) 乙腈

流速： 2 mL/min

柱温： 50 °C

检测器波长： 235 nm

阀切换时间：  第一组阀切换时间为连翘酯苷 A 起始出
峰时间至结束，共 4 个片段；第二组阀切
换时间为连翘苷起始出峰时间至结束，
共 3 个片段

梯度洗脱程序：  每一个片段的分析时间为 2 min（cycle 
time），包括 1.5 min 梯度时间和 0.5 min 
平衡时间，具体如下：

 连翘酯苷 A 每个片段的洗脱梯度： 
  时间 (min) B (%) 

0 10 
1.5 30

 连翘苷每个片段的洗脱梯度：
  时间 (min) B (%) 

0 10 
1.5 30

结果与讨论
HPLC 转换为 UHPLC

2015 年版《中国药典》中连翘提取物的分析方法为 HPLC 
方法，参考该方法一次运行时间约为 80 min。按照相同填
料和两倍线流速原则，可将 80 min 方法转换为 18 min 的 
UHPLC 方法，如图 2 所示。综观 HPLC 和 UHPLC 色谱图，
两种方法的分离谱图相似，且 UHPLC 时间的缩短并未损失 
HPLC 获得的分离度，如 HPLC 色谱图中连翘苷出峰前的干
扰峰在 UHPLC 上也得到明显分离。

图 2. 连翘提取物的 HPLC 和 UHPLC 色谱图比较

目标峰中共流出物的分离

通过图 2 的 UHPLC 谱图可以看出，样品基线（蓝色）较空
白基线（红色）有明显上升，表明连翘酯苷 A 和连翘苷出
峰处很有可能存在共流出物。对于液相色谱而言，通常可
以采用选择性不同的色谱柱和流动相组合进行分离验证。
然而，对于成分极为复杂的中药来说，这种验证方法很难
达到预期效果。由于分离的不确定性，在方法验证时，无
法判断原始分析方法中得到分离的杂质是合并进入目标
峰，还是合并进入已从目标峰中分离出的杂质峰。而中心
切割二维液相方法可以很好地解决此问题。它可以在保证
原始方法分离效果的前提下，将切割收集后的目标峰在线
转移至第二维色谱重新进行分离、分析，在色谱柱和流动
相选择合适的前提下即可轻松实现共流出物的分离。如
图 3 所示，在本文所述第二维 UHPLC 条件下，第一维色谱
中连翘酯苷 A 和连翘苷中的共流出物在第二维得到了很好
的分离。
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图 3. 采用中心切割二维液相色谱法分离连翘酯苷 A 和连翘苷中的共流
出物

定量方式的选择

基于样品环收集的中心切割二维液相色谱法往往无法完成
定量分析。即使第一维方法是 UHPLC，若峰宽为 0.2 min 
时，色谱峰的洗脱体积为 80 µL（按第一维流速 0.4 mL/min 
计算）。如果一次完全收集后转移至第二维，极易造成第
二维色谱柱过载，从而影响第二维的分离效果，因此本文
采用连续收集的多中心切割方案进行定量分析。在二维液
相色谱方法编辑软件的帮助下，可以轻松完成该操作。在
本文所建立的方法中，连翘酯苷 A 进行了 4 次连续收集，
连翘苷进行了 3 次收集，每次收集体积为 32 µL。

线性范围、重复性和灵敏度比较

由于第一维中连翘酯苷 A 和连翘苷经过多次切割进入第
二维分析，因此定量时需要将每个片段分析中的连翘酯
苷 A 和连翘苷的色谱峰面积加和起来进行计算。连翘酯
苷 A 在 0.05-0.4 mg/mL 浓度范围内，线性回归方程为 Y = 
2953*X-105.28（Y 代表峰面积，X 代表浓度），相关系数 R2 = 
0.9958；连翘苷在 0.01-0.2mg/mL 浓度范围内，线性回归方
程为 Y = 9596.7*X+5.3691（Y 代表峰面积，X 代表浓度），相
关系数 R2 = 0.9999。连翘酯苷 A 的线性相关系数较差，主要
是因为对照品纯度不高，经过第二维分离后仍有杂质未与
主峰实现基线分离，积分误差导致峰面积的偏差较大。

以 0.1 mg/mL 混合对照品溶液连续进样 6 次考察峰面积重现
性，连翘酯苷 A 的 RSD 为 4.2%，连翘苷的 RSD 为 0.3%，数
据如表 1 所示。

表 1. 0.1 mg/mL 混合对照品溶液连续进样 6 次所得峰面积重现性数据

连翘酯苷 A 片段 1 片段 2 片段 3 总峰面积
19.2 80 81.6 180.8
18.7 82.9 74.2 175.8
17.4 89.7 85.5 192.6
22.2 97.6 64 183.8
19.3 93 61.3 173.6
17.8 83.4 71.1 172.3

SD 7.6
平均峰面积 179.8

RSD% 4.2
连翘苷 317.3 646.6 10.7 974.6

329 632.4 9.6 971
304.5 662.3 11.3 978.1
320.8 644.5 10.8 976.1
349.3 619 7.2 975.5
324.2 644.9 9.5 978.6

SD 2.7
平均峰面积 975.6

RSD% 0.3

利用多中心切割二维液相色谱法将第一维目标峰切割多次
进入第二维分析，相当于目标峰在进入第二维分析时被流
动相稀释。为防止灵敏度降低，第二维二极管阵列检测器
配置 60 mm 的高灵敏度流通池来提高响应。以 0.01 mg/mL  
对照品溶液为考察对象，连翘苷的第一维峰高为 
27.2 mAU，第二维的三个片段中峰高最高为 63.5 mAU。然
而，由于第二维流速较高且流动相添加了磷酸，导致基线
噪音较第一维更高。因此，连翘苷第二维的信噪比 (S/N) 
较第一维有所降低，约为第一维信噪比的 1/3。
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样品测定结果

按照本文所述方法，将 3 批次连翘提取物按供试品溶液进
行制备，每批次样品平行制备 2 份，每个供试品溶液进样 
2 次，最后取平均值作为该批次样品的测定结果，结果如
表 2 所示。

表 2. 连翘提取物供试品溶液中连翘酯苷 A 和连翘苷的含量

样品 连翘酯苷 A 含量 连翘苷含量
本文方法 药典方法 本文方法 药典方法

1 4.63% 4.28% 0.58% 0.61%

2 7.18% 7.02% 0.82% 0.81%

3 5.35% 5.14% 0.62% 0.64%

结论
本文以多中心切割超高效二维液相色谱系统为平台，建立
了准确测定连翘提取物中连翘酯苷 A 和连翘苷含量的方
法。相比于 2015 年版《中国药典》的特征图谱方法，本
文方法在缩短分析时间的同时，利用二维色谱选择性的差
异将一维方法中连翘酯苷 A 和连翘苷中的共流出物分离出
来，并通过连续多次切割方式完成定量分析。方法重复性
高，线性好，灵敏度与一维方法相当。对于复杂组成样品
中待测物的定量，多中心切割二维色谱可以提供一种更简
单有效的分析方法，而无需像传统一维色谱分析一样，花
费过多的精力专注于样品分离。
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