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摘要：采用高分辨采样二维液相色谱法（ＨｉＲｅｓ ２Ｄ⁃ＬＣ）对金银花中绿原酸和木犀草苷进行准确定量分析。 第一维

液相色谱采用 Ｃ１８ 色谱柱，以乙腈和 ０􀆰 ４％ （ｖ ／ ｖ）磷酸水溶液为流动相进行梯度洗脱；第二维液相色谱采用 ＳＢ⁃
Ｐｈｅｎｙｌ 色谱柱，以乙腈和 ０􀆰 ５％ （ｖ ／ ｖ）乙酸水溶液为流动相进行梯度洗脱；二维接口采用五位十通阀，并配置 ２ 个

多中心切割阀，对绿原酸组分和木犀草苷组分进行多次连续切割。 实验结果表明，二维液相色谱分析提高了绿原

酸和木犀草苷色谱峰的确认能力，可揭示一维液相色谱分析中共洗脱或隐藏峰的信息；高分辨采样模式实现了一

维目标组分的片段式整峰切割，提高了二维液相色谱分析的准确定量能力；通过线性关系、基质加标回收和重复性

等考察结果，表明高分辨采样二维液相色谱具有优异的定量准确性和重复性，为中药等复杂基质组分样品的分离

和准确定量提供了新方法。
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　 　 中药化学成分是中药药效的物质基础，中药化

学成分分析是中药药效物质阐明及质量控制的关

键。 中药化学成分复杂，传统的一维色谱法往往不

能提供足够的分辨率和峰容量，色谱峰重叠现象严

重，而二维液相色谱法具有分离效果好和峰容量高

等特点，已广泛用于复杂基质样品中目标组分或全

组分的分析［１－４］。 基于全二维液相色谱法无样品信

息丢失、峰容量高的特点，全二维液相色谱法常用于

中药化学成分的解析，如指纹谱图分析、中药物质基

础表征、活性成分筛选或痕量杂质筛查等［５，６］；基于

中心切割二维液相色谱法灵活的切割方式，常用于

特定目标组分的分离分析等［７，８］。 传统的中心切割

二维液相色谱法采用大体积样品环，收集并储存第

一维目标组分，可能会造成第二维色谱柱的严重过

载，导致色谱峰变形、展宽等，也会出现切割体积超

过样品环体积的情况，造成色谱峰丢失，从而影响准

确定量；如果采用捕集柱进行捕集，需要考察捕集柱

的捕集能力，溶剂效应可能会影响第二维液相色谱

的分离，甚至发生切割组分在捕集柱中不保留等情

况［９］。 Ｇｉｄｄｉｎｇｓ［１０，１１］指出，二维液相色谱法中各组

分间的分离效率不应受后续分离的影响，而传统的

以大体积样品环或捕集柱为接口的二维液相色谱，
即使切割组分在第一维已经取得较小的分离度，由
于在大体积样品环或捕集柱接口重新混合，降低了

二维系统的整体分离度。
　 　 金银花具有清热解毒、疏散分热等功效。 《中
国药典》（２０１５ 版）一部收录金银花，在“含量测定”
项下，对绿原酸和木犀草苷的含量测定分别采用不

同的高效液相色谱方法［１２］。 金银花化学成分复杂，
基质可能干扰目标组分的测定，尤其是共洗脱组分

会对目标化合物的定性和定量造成影响；使用二维

液相色谱法可以检验色谱峰纯度，揭示一维分离中

可能与目标组分共洗脱的隐藏峰［１３，１４］。
　 　 本文利用高分辨采样二维液相色谱法（ＨｉＲｅｓ
２Ｄ⁃ＬＣ），结合全二维液相色谱法连续切割和中心切

割二维液相色谱法多次切割的特点［１５］，对金银花样

品第一维分析的绿原酸和木犀草苷进行多次高分辨

采样，利用多组小体积样品环不间断收集第一维的

目标峰，并对第一维的多个目标组分进行“整峰”切
割，在第二维实现了目标组分与杂质的分离，为目标

峰纯度的确认奠定基础；目标组分在切割、转移过程

中也没有损失，基于高分辨采样的定量基础也更为

可信和可靠。 相对于全二维液相色谱中样品“全信

息”的展示，高分辨采样二维液相色谱法是将第一

维分离的部分组分引入第二维，具有较强的针对性，
对于中药特定组分的分离确认、准确定量具有重要

意义。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 二维液相色谱系统（１２９０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ ＩＩ，美国 Ａｇｉ⁃
ｌｅｎｔ 公司），包括高速泵（二元泵，Ｇ７１２０Ａ）、全能泵

（四元泵，Ｇ７１０４Ａ）、自动进样器（Ｇ７１６７Ｂ）、柱温箱

（Ｇ７１１６Ｂ）、二极管阵列检测器 （Ｇ７１１７Ｂ）、阀驱

（Ｇ１１７０Ａ）、二维接口阀（Ｇ４２４３Ａ）、多中心切割阀

（Ｇ４２４２Ａ）、色谱工作站（ＯｐｅｎＬＡＢ ＣＤＳ ＣｈｅｍＳｔａ⁃
ｔｉｏｎ Ｅｄｉｔｉｏｎ Ｃ０１􀆰 ０８）和二维色谱软件（２Ｄ⁃ＬＣ Ｓｏｆｔ⁃
ｗａｒｅ Ａ．０１􀆰 ０４ ＳＲ１）等。
　 　 甲醇（色谱纯）、乙腈（色谱纯）、磷酸（分析纯）
和乙酸（分析纯） （德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；绿原酸和木

犀草苷对照品（纯度＞９８％，上海诗丹德公司）；超纯

水由 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水系统制备；金银花样品购自当地

药店。
１．２　 标准溶液的配制

　 　 称取适量绿原酸和木犀草苷对照品，分别加入适

量 ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液超声溶解，分别配制成质量

浓度为 ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 和 １􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 的绿原酸和木犀草苷标准

储备液；取适量绿原酸和木犀草苷标准储备液，加入

５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液稀释，配制成系列混合标准工

作液，绿原酸的质量浓度分别为 １ ０００、５００、２５０、１００、
５０、２５、１０ 和 ５ ｍｇ ／ Ｌ，木犀草苷的质量浓度分别为

１００、５０、２５、１０、５􀆰 ０、２􀆰 ５、１􀆰 ０ 和 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ。
１．３　 样品前处理

　 　 取金银花样品适量，粉碎，过四号筛；取筛下物

约 ２ ｇ，精密称定，置于具塞锥形瓶中，加入 ５０ ｍＬ
５０％ （ｖ ／ ｖ） 甲醇水溶液，称定重量，超声处理 ３０
ｍｉｎ，放冷，再称定重量，用 ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液补

足减失的重量，摇匀，过滤，精密量取滤液 ５ ｍＬ，置
于 ２５ ｍＬ 棕色量瓶中，加入 ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液

至刻度，摇匀，待测。
１．４　 色谱条件

１．４．１　 第一维液相色谱

　 　 色谱柱：ＺＯＲＢＡＸ ＲＲＨＤ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 柱

（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；
柱温：３５ ℃；自动进样器温度：１５ ℃；流动相 Ａ：

·２０２·
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０􀆰 ４％ （ｖ ／ ｖ）磷酸水溶液；流动相 Ｂ：乙腈；流速：０􀆰 ２
ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序：０ ～ １􀆰 ０ ｍｉｎ， ８％ Ｂ； １􀆰 ０ ～
５􀆰 ０ ｍｉｎ， ８％ Ｂ～１４％ Ｂ； ５􀆰 ０～６􀆰 ０ ｍｉｎ， １４％ Ｂ～２０％
Ｂ； ６􀆰 ０ ～ １２􀆰 ０ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ ～ ２４％ Ｂ； １２􀆰 ０ ～ １３􀆰 ０
ｍｉｎ， ２４％ Ｂ～９５％ Ｂ； １３􀆰 ０～１８􀆰 ０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； １８􀆰 ０
～１８􀆰 １ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ～８％ Ｂ； １８􀆰 １ ～ ２３􀆰 ５ ｍｉｎ， ８％ Ｂ。
进样量：２ μＬ。

图 １　 高分辨采样二维液相色谱仪的接口示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｗｏ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨｉＲｅｓ ２Ｄ⁃ＬＣ）

　 ａ． ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ （ １Ｄ） ｈｅａｔ ｃｕｔ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｄｅｃｋ Ａ （ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｈｅａｒｔ⁃ｃｕｔｔｉｎｇ ｖａｌｖｅ Ａ ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ）， ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ （ ２Ｄ） ｓｅｐａｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｄｅｃｋ Ｂ ； ｂ． １Ｄ ｈｅａｔ ｃｕｔ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｄｅｃｋ Ｂ， ２Ｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｄｅｃｋ Ａ； ＡＳＭ： ａｃｔｉｖｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｍｏｄｕｌａｔｏｒ．

１．４．２　 第二维液相色谱

　 　 色谱柱：ＺＯＲＢＡＸ ＲＲＨＤ ＳＢ⁃Ｐｈｅｎｙｌ 柱（５０ ｍｍ
×３􀆰 ０ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；柱温：３５
℃；流动相 Ａ： ０􀆰 ５％ （ｖ ／ ｖ）乙酸水溶液；流动相 Ｂ：
乙腈；流速：１􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱：０ ～ １􀆰 ０ ｍｉｎ，
１０％ Ｂ～３０％ Ｂ； １􀆰 ０～１􀆰 １ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ～１０％ Ｂ。 第二

维梯度停止时间 （ ２Ｄ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｓｔｏｐ ｔｉｍｅ）： １􀆰 １
ｍｉｎ；第二维循环时间（ ２Ｄ ｃｙｃｌｅ ｔｉｍｅ）： １􀆰 ５ ｍｉｎ；检
测波长：３５０ ｎｍ；数据采集频率：４０ Ｈｚ。
　 　 二维色谱采样模式：高分辨采样。 绿原酸：目标

峰切割开始时间 ６􀆰 ０２ ｍｉｎ；采样时间 ６ ｓ；切割次数

５ 次。 木犀草苷：目标峰切割开始时间 １０􀆰 ５０ ｍｉｎ；
采样时间 ４ ｓ；切割次数 ４ 次。

２　 结果与讨论

２．１　 二维液相色谱仪的接口

　 　 二维液相色谱仪的接口可采用二位八通阀或二

位十通阀，并配置两支样品环，交替储存、分析第一

维切割的组分；二位八通阀的连接流路比较简单，但
其中一个样品环的收集和洗脱会出现不同方向的情

况；二位十通阀可以保证两个样品环收集和洗脱方

向相同，但收集和洗脱的流路长短不一致，上述两种

接口均因流路不对称对二维液相色谱方法的建立和

优化有较高要求［１６］。 Ｔａｌｕｓ 等［１７］ 采用二位十通阀

接口，发现不对称的流路易造成第二维压力变化较

大，显著影响二维分析结果及第二维色谱柱的使用

寿命。 近期发展的二位四通双流路阀可以实现流路

的完全对称，减小阀切换时系统压力的变化，进一步

简化了二维液相色谱方法的建立和运用。 本文采用

五位十通阀作为二维接口，如图 １ 所示，该阀在实现

一维与二维切割组分转移的同时，还可以进行“在
线稀释”，即在不增加第三路稀释溶剂（或泵）的情

况下，在线使用第二维溶剂对切割组分进行稀释，从
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而减小或消除溶剂效应［１８，１９］；其中“在线稀释”的功

能可以打开或关闭，如图 １ 所示，ＡＳＭ 中毛细管

６－９处于旁路位置，“在线稀释”处于“关闭”状态，此
时该阀相当于常规的二位四通双流路阀。
　 　 传统的二位八通阀或二位十通阀二维接口配置

２ 支样品环，高分辨采样二维液相色谱仪采用具有

在线溶剂稀释功能的 ＡＳＭ 阀作为二维接口，并且将

传统的 ２ 支样品环采用多中心切割阀代替，如图 １
所示，两个多中心切割阀的样品环组件 Ｄｅｃｋ Ａ 和

Ｄｅｃｋ Ｂ，每个 Ｄｅｃｋ 可配置 ６ 支样品环，这样高分辨

采样二维液相色谱的接口可扩展至 １２ 支样品环。
如图 １ａ 所示，第一维目标组分依次储存于 Ｄｅｃｋ Ａ
的样品环中，然后阀切换至图 １ｂ 所示，第一维目标

组分继续依次储存于 Ｄｅｃｋ Ｂ 的样品环中；与此同

时，第二维流动相将储存于 Ｄｅｃｋ Ｂ 或 Ｄｅｃｋ Ａ 样品

环中的切割组分依次导入第二维色谱柱进行分析。
２．２　 金银花样品的一维液相色谱分析

　 　 在 《中国药典》 方法［１２］ 的基础上，本文采用

ＨｉＲｅｓ ２Ｄ⁃ＬＣ 对金银花样品中的绿原酸和木犀草苷

组分进行峰纯度确认和含量测定。 第一维采用 Ｃ１８
色谱柱，金银花样品的一维液相色谱图见图 ２。

图 ２　 金银花样品的第一维液相色谱图

Ｆｉｇ． ２　 １Ｄ ＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｌｏｎｉｃｅｒａｅ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｆｌｏｓ
Ｙｅｌｌｏｗ ｐａｒｔｓ ｗｅｒｅ ｆｏｒ １Ｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｔａｒｇｅｔ ｈｅａｒｔ ｃｕｔｓ．

２．３　 标准品的二维液相色谱分析

　 　 按 １􀆰 ４ 节色谱条件，对绿原酸和木犀草苷标准

品进行二维液相色谱分析（见图 ３），其中图 ３ａ 为绿

原酸 ５ 个切割片段叠加的色谱图，图 ３ｂ 为木犀草苷

４ 个切割片段叠加的色谱图。
　 　 高分辨采样二维液相色谱法可以对第一维的目

标组分或多个目标组分进行切割，每个组分可进行

一次或多次连续切割；高分辨采样模式是基于时间

触发的切割方式，在二维方法设置中，对各组分设置

图 ３　 （ａ）绿原酸和（ｂ）木犀草苷标准品的第二维叠加色谱图

Ｆｉｇ． ３　 ２Ｄ ｏｖｅｒｌａｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ （ａ） ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｉｄ ａｎｄ ｃｙｎａｒｏｓｉｄｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅｓ

切割开始时间、采样持续时间和切割次数等。 本文

对绿原酸的色谱峰进行 ５ 次切割，每次切割采样持

续时间 ６ ｓ，对木犀草苷的峰进行 ４ 次切割，每次切

割采 样 持 续 时 间 ４ ｓ。 第 一 维 的 流 速 为 ０􀆰 ２
ｍＬ ／ ｍｉｎ，每次切割体积为 ２０ μＬ，多中心切割阀配

置的样品环体积为 ４０ μＬ；对绿原酸和木犀草苷来

说，切割体积分别约占样品环体积的 ５０％ 和 ３３％。
２．４　 金银花样品的二维液相色谱分析

　 　 金银花样品的二维色谱图如图 ４ 所示，从图 ４ａ
可以看出，绿原酸的 ５ 个切割组分在第二维色谱中

均未检出其他杂峰，说明在第一维分离中，绿原酸与

杂质分离良好，无共洗脱峰或隐藏峰；从图 ４ｂ 可以

看出，通过第二维色谱分离，在木犀草苷的第 ２ 和第

３ 个切割组分中均显示有杂质。 高分辨采样二维液

相色谱法通过第二维不同分离机理或不同选择性色

谱柱的进一步分离，提高了目标峰与杂质的分离度，
可用于色谱峰纯度的确认，或检查目标峰是否包含

隐藏的共洗脱杂质。
　 　 高分辨采样二维液相色谱法使用连续切割的特

点，可以控制目标组分的切割窗口，对某一个或多个

目标组分实现片段式“整峰”切割，从而为实现目标

峰的准确定量提供技术基础。 对系列混合标准工作

液进行二维液相色谱分析，结果显示，在 ５ ～ １ ０００
ｍｇ ／ Ｌ 范围内，绿原酸的线性关系良好，相关系数

（ｒ）为 １􀆰 ０００ ００；在 ０􀆰 ５ ～ １００ ｍｇ ／ Ｌ 范围内，木犀草
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图 ４　 金银花样品中（ａ）绿原酸和（ｂ）木犀草苷的
第二维叠加色谱图

Ｆｉｇ． ４　 ２Ｄ ｏｖｅｒｌａｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ （ａ） ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ
ａｎｄ （ｂ） ｃｙｎａｒｏｓｉｄｅ ｉｎ Ｌｏｎｉｃｅｒａｅ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｆｌｏｓ

苷的线性关系良好，ｒ 为 ０􀆰 ９９９ ９７。
２．５　 加标回收率的考察

　 　 进行了两个水平的基质加标回收试验的考察，
每个水平平行制备 ３ 份，分析结果见表 １。 在低浓

度和高浓度加标水平下，绿原酸和木犀草苷的平均

加标回收率为 ９４􀆰 ０％ ～ １０１􀆰 ６％， 相对标准偏差

（ＲＳＤ）小于 ３􀆰 ３％，说明高分辨采样二维液相色谱

法定量准确。
表 １　 绿原酸和木犀草苷的加标回收率和相对标准偏差（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳＤｓ） ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ
ａｎｄ ｃｙｎａｒｏｓｉｄｅ （ｎ＝３）

　

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）
Ａｄｄｅｄ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

Ｆｏｕｎｄ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

ＲＳＤ ／
％

Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ２４６．３ ５０．０ ２９７．１ １０１．６ ３．３
１６６．４ ２００．０ ３６３．９ ９８．８ ０．７

Ｃｙｎａｒｏｓｉｄｅ ６．７ ５．０ １１．４ ９４．０ ２．５
４．４ ２０．０ ２３．８ ９７．０ ２．６

２．６　 重复性考察

　 　 按 １􀆰 ３ 节样品前处理方法制备金银花样品提取

液，按照 １􀆰 ４ 节二维液相色谱条件进行分析，重复分

析 ６ 次，第二维连续色谱图的叠加图如图 ５ 所示，绿
原酸和木犀草苷保留时间的 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ２％ 和

０􀆰 ６％，峰面积的 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ４％ 和 ４􀆰 ３％，说明高

分辨采样二维液相色谱法具有优异的重复性。

图 ５　 金银花样品连续 ６ 次进样的第二维叠加色谱图

Ｆｉｇ． ５　 ２Ｄ ｏｖｅｒｌａｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｌｏｎｉｃｅｒａｅ Ｊａｐｏｎｉｃａ
Ｆｌｏｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｘ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ

　 Ｎｏｓ． １－５： ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｕｔｓ； Ｎｏｓ． ６－９： ｃｙｎａｒｏｓｉｄｅ ｃｕｔｓ；
Ｆ： ｌｏｏｐ ｆｌｕｓｈ．

２．７　 实际样品测定

　 　 按 １􀆰 ３ 节样品前处理方法制备金银花样品提取

液，按照 １􀆰 ４ 节二维液相色谱条件进行分析，样品测

试液中绿原酸和木犀草苷的质量浓度分别为 ２５７􀆰 ３
ｍｇ ／ Ｌ 和 ５􀆰 ９ ｍｇ ／ Ｌ，换算为金银花样品中绿原酸和

木犀草苷的质量分数分别为 ３􀆰 ２％ 和 ０􀆰 ０７７％， 《中
国药典》（２０１５ 版） ［１２］ 中规定绿原酸和木犀草苷的

量分别不得少于 １􀆰 ５％ 和 ０􀆰 ０５０％，测试样品中指标

成分满足其要求。

３　 结论

　 　 本文使用高分辨采样二维液相色谱法对金银花

中绿原酸和木犀草苷进行分析。 高分辨采样二维液

相色谱法可以实现目标组分的峰纯度确认和准确定

量分析，该技术可用于中药的质量控制，以及食品、
制药、生物、环境等领域复杂基质样品的分析。
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