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摘要
本文以 Agilent Infinity II 超高效液相色谱平台为基础，结合安捷伦独有的多中心切割二维
液相色谱解决方案，对金银花中药配方颗粒的特征图谱中的所有特征峰进行高效分离和准
确鉴定。

前言
中药配方颗粒是一种新型饮片，既保留传统提取工艺，使其临床应用尽量符合中医中药理
论，同时又改善了传统中药饮片煎煮复杂、不适应现代社会快节奏的弊端。但是在标准控
制上，此前没有明确的法定标准分析方法。所采用的质量控制方法基本上是参照现行《中
国药典》中有关饮片的控制方法，但此类方法存在明显不足。原因在于《中国药典》的质
量控制规定是限定药材或者饮片，未经提取，其组成与配方颗粒可能存在本质差异。采用
《中国药典》规定的方法，有可能导致中药配方颗粒的质量控制出现偏差。

因此，在国家食品药品监督管理局的部署下，六家中药配方颗粒试点企业以及行业研究机
构分别对 301 个中药配方颗粒品种进行了统一标准的研究，最终于 2019 年 11 月发布了 
160 个品种的试点统一标准的拟公示标准。此后，中药配方颗粒质量控制进入一个崭新的
时期，摆脱了质量控制千差万别的状况。
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上述公示的标准中，对于所有中药配方颗粒均采用特征图谱来控
制批间质量的一致性，主要以多个特征峰与参照物峰的相对保留
时间 (RRT) 来确证组成的一致性。但由于中药配方颗粒多以水为
提取溶媒，在高温高压下提取的成分类型、成分极性、成分疏水
性等极其复杂，因此在特征图谱分析中，必须使每一个色谱峰都
要进行良好的分离和鉴定，才能保证特征图谱的特征峰不受共流
出物的干扰，从而保证特征图谱稳定、可控、重现，使其成为真
正应用于控制中药配方颗粒质量的标准方法。

本文采用安捷伦独特的多中心切割二维液相色谱系统，对已公布
的金钱草中药配方颗粒标准进行了二维分离研究，为其质量控制
的研究提供了新思路和方法。

实验部分

试剂和样品
乙腈为色谱纯，购自 J.T. Baker；磷酸为分析纯，购自广州化学试
剂厂；水为超纯水，取自 Milli-Q。样品由用户提供。

仪器和设备
Agilent Infinity II 液相色谱系统，配备：四元泵 (G7104C)、二元
泵 (G7120A)、自动进样器 (G7129B)、多功能柱温箱 (G7116B)、
阀驱动 (G1170A×3)、主动溶剂调谐二维阀头 (G4243A, #008, 
#007)、二极管阵列检测器  (G7117A × 2)、高灵敏度流通池 
(G4212-60007) 和 G2198AA 二维专用软件。

KQ 3200 超声波清洗仪

Milli-Q 超纯水机

样品前处理
取样品适量，研细后称取约 0.2 g，置具塞锥形瓶中；加入 10 mL 
80% 甲醇，超声处理（功率 500 W，频率 40 kHz）20 分钟；冷
却后摇匀，过滤后取续滤液以备进样分析。

第一维液相色谱条件
色谱柱：  以十八烷基键合硅胶为填充剂，100 mm × 2.1 

mm，1.6 µm

流动相 A： 乙腈

流动相 B： 0.4% H3PO4

梯度洗脱：  时间 (min) B (%) 
0 88 
15  85 
30 65 
30.1  88 
35 88

流速： 0.2 mL/min

柱温： 30 °C

检测波长： 364 nm

第二维液相色谱条件

色谱柱：  以十八烷基键合硅胶为填充剂，50 mm × 3.0 mm， 
1.8 µm（例如 Agilent Zorbax SB-Aq 液相色谱柱）

流动相： 0.4% H3PO4 (A)，乙腈 (B)，梯度洗脱：从动梯度

流速： 0.8 mL/min

柱温： 30 °C

检测波长： 364 nm

结果与讨论

中药配方颗粒方法开发过程中多中心切割二维液相应用的必
要性
为获得稳定的色谱条件以生成特征图谱，从而保证配方颗粒批次
间的一致性，必须筛选和测试许多色谱参数，如色谱柱类型、流
动相种类、梯度程序、柱温和添加剂浓度等。并且，为确证优选
的色谱条件的可靠性，需要评价此条件下产生的特征图谱中各个
特征峰的唯一性。即，对各个特征峰进行确证研究，确定各色谱
为单一色谱峰后才能将此峰作为特征峰，并用作该品种中药配方
颗粒的质量控制指标。

在液相色谱中，确证色谱峰的方法主要有以下几种：

 – 二极管阵列检测器的峰纯度分析，利用光谱相似性进行纯度比较
确定是否共流出

 – 采用具有不同选择性的色谱条件对同一分析物进行分析，确认各
个色谱峰是否存在共流出等

 – 结合质谱进行分子量检测确证
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由于中药配方颗粒的成分来源于药材，而药材中的有效成分由很
多大类相似成分组成，因此如果采用方法 1 的二极管阵列检测
器检测峰纯度，通常会由于相似成分的共流出而导致纯度鉴别失
败，采用方法 3 同样可能由于同分异构体或者光学异构体共流
出而导致鉴别失败。最终，在中药配方颗粒的特征图谱研究中采
用了方法 2，即在不同选择性的色谱条件下对同一分析物进行分
析，尽可能分离所有特征峰以确定色谱峰是否受到干扰。

安捷伦独特的多中心切割二维液相色谱，能够在一次运行中对特
征图谱中的所有特征峰进行两次具有不同选择性的分离，从而确
定特征峰是否受到共流出干扰，提高特征图谱质量控制的稳定性
和可靠性。

金钱草配方颗粒的公示方法重现
在金钱草中药配方颗粒公示稿中，确定 6 个色谱峰作为特征峰。
本研究首先在 Agilent 1260 Infinity II Prime 液相色谱系统（额定压
力 800 bar）的系统上重复该标准方法，完全重现了图 1 中所示
的 2–6 号色谱峰。

为确认这 6 个色谱峰是单一色谱峰还是包含共流出物的色谱峰，
可使用二极管阵列检测器的峰纯度功能提取各个色谱峰的峰纯度
结果，结果如图 2 所示。从图中可以看出，根据光谱相似性判
断，6 个色谱峰中仅有两个色谱峰可能对应的是纯化合物，而其
它色谱峰中均包含共流出干扰成分。但由于中药配方颗粒中的许
多成分均相似，因此即使色谱峰纯度符合要求，也不能保证那两
个色谱峰未受到干扰。
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图 1. 金钱草配方颗粒 UHPLC 色谱图及特征峰
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图 2. 金钱草配方颗粒特征峰光谱及峰纯度

金钱草配方颗粒的多中心切割二维分析
利用多中心切割二维液相色谱，在一次运行中，对特征图谱中
的 2–6 号色谱峰分别进行一维色谱柱分离后，再依次引入二维色
谱进行二次分离。获得了所有特征峰的二次分离结果，如图 3 所
示。从第二维分离的结果来看，借助具有不同选择性的二维色谱
柱的分离，仅 2 号峰中不含共流出干扰物，其它色谱峰均受到共
流出物的干扰。
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图 3. 金钱草配方颗粒特征峰多中心切割二维分离结果

结论
本文利用安捷伦独特的多中心切割二维液相色谱，在完全重现金
钱草中药配方颗粒标准中特征图谱的前提下，对特征图谱规定
的 2–6 号色谱峰进行具有选择性差异的两维分离。结果表明，安
捷伦独特的多中心切割二维液相色谱有助于鉴别特征图谱中的特
征峰，保证特征图谱的稳定性和可靠性，从而显著提升中药配方
颗粒质量控制的水平。同时，该方案也可结合安捷伦三重四极杆
质谱 (QQQ)、高分辨质谱 (Q-TOF) 以及安捷伦专有的中药化合物
库，高效、准确地分离并鉴定中药配方颗粒中的化合物。
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