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超高效液相色谱在复杂体 系

中药介 离介析中的应 用

口金高娃 章飞 芳
“

薛兴亚 肖远胜 徐 青 梁鑫森

中国科学院大连化学物理研究所 大连

摘 要 超高效液相 色谱比 高效液相 色谱分析速度更快更灵敏
,

它使用 林 颗粒度的 色谱柱

填料
,

能够获得更高的柱效
,

并且在更宽的线速度范 围 内柱效保持恒定
,

因而 有利 于提高流动相流

速
、

节省分析时间和增加峰容量
,

这种 固定相还减少了表面残余硅舟基
,

适合于分析 中药中生物碱类

等特殊样品
。

本论文对超高效液相 色谱在复杂体 系中药中的分 离分析进行 了简要介绍
,

尽管使用 小

粒径的 色谱柱填料
,

超高效液相 色谱本质上应符合液相 色谱的保留值规律
、

峰形规律
,

我们对此进行

了初步验证
。

研究表明 了超高效液相 色谱将在复杂体 系中药的分离分析中发挥重要的作用
。

关键词 超高效液相 色谱 复杂体 系 中药

公司在 年推出了一种新 的液相色谱

技术 一超 高效液 相色谱
,

它采用 林 颗粒

度 的色谱柱填料
,

能获得更高的柱效
,

并且在更宽的

线速度范围内柱效保持恒定
,

因而有利于提高流动

相流速
,

缩短分析时间
,

提高分析通量
。

通过性能优

越 的色谱柱
,

精确梯度控制的超高压液相色谱泵
,

低

扩散
、

低交叉污染的 自动进样系统及高速检测器使

超高效液相色谱的峰容量
、

分析效率
、

灵敏度较常规

高效液相色谱 有 了很大 的提高
,

为复杂体 系

的分离分析提供 了 良好的平台
,

为代谢组学
、

蛋 白组

学 的研究提供了方便的条件
。

目前
,

已用 于代

谢产物 的高通量筛选
,

痕量杀虫剂 的分析 川
,

生物

样品的分析 等等
。

中药是一个复杂的未知体系
,

不

仅化合物种类繁多
、

数 目不 明确
,

而且含量差 异大
、

已知化合物少
,

中药现代化又是 目前研究 的热点和

难点
,

中药要走 向世界
,

首先必须具备 国际认可 的标

准和规范
,

因而高效
、

高灵敏地分离分析中药这个复

杂 的黑箱体系
,

是解决这些难点和热点问题 的必 由

之路
。

为了更好地解决这些难题
,

我们实验室购买 了

世界上第一 台超高效液相色谱仪
,

其高效率
、

高灵敏

度 的特点
,

在复杂黑箱体系中药 的分离分析 中发挥

了重要 的作用
。

一
、

在中药分析中的基本特点

组稿 日期 《犯 一 一

修回 日期 一 一

缩短分析时间

中药成分十分复杂
,

需要高效分离分析其复杂

中国科学院知识创新工程重要方向项 目 一 一 基于现代理论和技术的复方 中药系统研究
,
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的组 分
,

在我们 的标 准 组 分分析过程 中
,

常规 的

一般需要运行 以上样品组分才能得到较好

的分离
,

如 图
,

使用 在 完成分析
,

共 个峰
,

而采用 分析时
,

只需一半甚至更短

的时间就能得到更好的分析结果
,

如图
,

该样 品

在 内就完成分析
,

共 个峰
。

如仅考虑 与

相 同的分离效果
,

可提高流速
,

进一步缩短

的分析时间
。

增加峰容量
,

提高灵敏度

梯度条件下 的峰容量变化 已有报道
,

该报

道 以小分子药物为研究对象
,

认

完成 的分析在 上不到 即可完成
。

在

相 同分离机制条件下
,

主要转换流速
、

进样量及流动

相梯度条件
,

本实验 中
,

根据转换 软件
,

如 图
,

上 林 的进样量在 上进样量为 林

上 的流 速转换到 上 为
,

从而使在 上 完成 的分析在

上 即可完成
,

如 图
,

在仪器压 力允许

范 围内及保证分离度 的情况下
,

可适 当增 大流

速
,

最大可达
,

在此条件下
,

即可

完成分析
,

如图
。

为梯度变化时间
,

流动相流速
,

色谱柱长度对峰容量影响最大
,

短柱
、

快速梯度变化可获得很高

的峰容量
,

而增加分析时间
,

使

用长柱会获得更高的峰容量阴 。

使 用 卜 颗 粒 度 的 色

谱柱填料
,

这就使色谱柱 的柱效

极大提高
,

色谱峰变窄
,

峰容量

增加
。

图 谱图中

到 共 个色谱峰
,

而 图

谱 图 中 到

只有 个色谱峰
。

此外
,

图 中
,

进样量为 卜

时
,

最高峰 的吸收值为
,

而 在 中
,

进 样 量 为
林 时

,

与 中对应峰的

吸收值为
,

经过换算
,

的灵 敏度 是 的 倍

左右
。

检测不到或吸收值

很小 的峰来说
,

高灵敏度

的优势更加明显
,

因此
,

对

于微量甚至 痕量组分 的研究具

有重要意义
。

方法转换

与 可 以进行简

单方便的方法转换
,

在保证相同

分 离 度 的 条 件 下
,

上

。。 ‘‘
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。。肠 ‘‘口 一一

一一

肠 三三

卜, 以以
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图 赤勺提取组分 谱图 与 谱图 比较

仪 色谱柱 , 。 ,

卜 流速

肠 柱温 ℃ 检测波长 流动相 水一 甲酸
,

乙睛一 甲酸

梯度条件 经 达
,

再经 达
。

色谱柱 玲 肠
, 林 流速 恤 川 柱温

℃ 检测波长 流动相 水一 甲酸
,

乙猜一 甲酸 梯度条件

经 达
,

再经 达
。

“嚣

一一一一 汰
, 二 , 二 成 盈

图 连翘提取组分 谱圈 与 谱图 》比较

色语条件同图
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二
、

在中药生物碱类组分分析中的应用

中药 中存在大量 的生物碱
,

这类成分通常是 中

药的活性成分
,

研究这类成分具有重要意义
。

但常规

高效液相色谱方法分析生物碱时
,

由于 固定相表面

残余硅经基的影 响
,

此类化合物色谱峰的保 留行为

会发生变化
,

造成色谱峰严重展宽和拖尾
,

因而在

分析时往往需要在流动相 中加人添加剂
,

如离子对

试剂
、

有机胺类等来屏蔽 固定相表面残余硅 经基的

作用
,

但这些添加剂 的加人往往会给 一 联用带

来不便
。

公司发展 了双 三乙氧基硅 乙烷在硅

胶 中形成桥式 乙基基团的技术
,

定性
。

液相 色谱遵循 的色谱保留规

律
,

其中 为容量 因子
, 、 。 系数为液相色谱保留参

数
, 。 为溶质浓度

,

本质上是液相色谱
,

其保

留值规律
、

峰形规律应该符合液相色谱理论
。

我们对

味中药组分
,

个复方组分在 的保 留规律

进行了研究
,

现以丹参为例加 以说明
。

的保留参数
,

值

在二元反相超高效液相色谱线性梯度条件下
,

快速准确获取液相色谱保 留参数
,

值 和任意梯度

下 的保留时间
,

可将 中药复杂未知体系转化为色谱

已知体系
。

采用基于 玩 一 法 的软件

合 成 了 林 颗 粒 度 的
“

侧 ”

填 料
,

减 少 了

固定相表面残余硅经基
,

因而在

分析生物碱类样品时
,

流动相 中

只加人酸抑 制剂不需加有机胺

就可 以使其获得 良好的分离
,

如

图 谱图中
,

色谱峰严

重展宽且拖尾
,

无法深人研究
,

而在 谱图中
,

色谱峰展

宽和拖尾现象得到明显改善
。

基于该色谱柱 的特性
,

我们

相信采用 一 定性生物碱

样 品时
,

由于在流动相 中避免 了

有机胺及盐 的加人
,

可 以在一定

程度上降低质谱噪音
、

减少对质

谱的污染
,

且使用 的流速适合与

质谱直接联用
,

无需分流
,

可 以

进 一 步 提 高 检 测 灵 敏 度
,

与
一 相 比

,

可 以为中药 中

生物碱类组分的定性提供 良好

的平台
。

叭

绍绍 ⋯
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图 桂枝药材水提正丁醉组分 与

《 流速 功刀 。 流速 刀 的方法转换

梯度条件 经 达
,

再经 达
。

梯度条件 经 达
,

再经 肠 达
。 梯度条件 经 而 达

,

再经 而 达

其余条件同图

。。 二二

走 、
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”
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一
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三
、

色谱保留值规律

与峰形规律 大一一一一一尺一一
一一一一一一一一一一一

一一

⋯
一一 即
一一一

一一

『『『『

色谱保留时间
、

色谱保留参

数经 常被用 于未 知成分 的辅助

图 延胡索提取组分 谱图 与 优 谱圈 比较

色谱条件同图

〔肠忍
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一 中国科学院大连化学物理研究所 计算得到

了丹参提取组分 个拟合峰的准确保 留时间
,

计算

获得 个拟合峰的
,

参数
,

从而得到各成分的保

留方程和虚拟保 留时间 坛
,

并可 以预测任意梯度条

件下的保留时间
。

丹参 个拟合峰的
,

值见表
,

由此得到 与 关系见图
。

由图可见
,

每种化合

物 的 与 存在很好的线性关系
,

不 同流动相浓

度下
,

色谱峰保留时间不 同
,

流动相浓度增 大
,

相应

色谱峰保留时 间缩短 由于各化合物分属不同的种

类
,

因此不可避免地存在峰交叉
,

如此复杂的样品分

析只有借助 于计算机技术
,

才能全面分析哪些化合

物可 以在什么条件下得到分离
,

哪些化合物在该柱

系统不能得到较好的分离
。

借助我们 的软件
,

可预测

各化合物 的色谱行为
,

节省实验操作所需 的人力
、

物

力
。

的峰形规律

在 中药的液相 色谱分离 中
,

重叠峰是普遍存在

的
,

利用 自动曲线拟合方法快速获取峰形参数
,

可用

于全谱图拟合和谱图仿真
。

上述丹参提取组分谱图

在完成全谱图解析后
,

同时获得 了 个峰的 日

值
,

选取其中 个基线分离的单一化合物峰的 日 ,

,

线性 回归求得柱系统参数
,

获得峰形规律
。

其 中

〕

印

爸
,

。印

一
,

一

琴琴
赚赚 二

一

⋯
、一

’ 尹 匀 “ “

图 丹参提取组分 与 。关系图

梯度条件 条件 起始
,

升到
,

后再升

到 条件 起始
,

而 升到
,

后再升到

条件 。 起始
,

升到
,

后 再升到

条件 起始
,

升到
,

后再升

采用条件 作为验证预测结果的实验条件
,

即
,

条件 起

始
,

升到
,

后再升到
,

其余条件同图

卜﹂甲寸竹
峭曰导曰甲

宁纬︸瀚羚一州门乙的州工‘内代月门,目仃

工乙邑工晌月甲

哟乙州工改,。动冰︼日

︹乙目肠‘﹃

︹卜乙卜卜

一工一乙片勺哈

护︺可竹
宁﹂伙伪门叭门︼帅月币

一万︺仍﹄八价古︹们八︼州月,
民内︼巴叹”伙

叭一乙仇
盯“““们卜卜卜卜卜引引引卜引︹艺卜,,

一

, 川 二 一

,

利用 这些规律
,

可

进行保留时间预测及谱图仿真
。

预测与仿真
通过保 留值规律 和 峰形规

律
,

预测 了 梯度条件下 个

峰的保留时间
,

并和该条件下 的

实验保留时间进行对 比
,

结果见

表
,

除 号峰外
,

其他峰的预

测时间误差均在 以 内
,

可能

原因是 号峰在谱图中是个非

常小的峰且与 号峰重叠严重
,

造成较大误差
。

预测谱图与实验

谱图 比较见 图
,

由图可见
,

仿

真结果与预测结果一致
。

图 丹参提取组分仿真谱图【 与实验谱图 比较

肠忍 幼 。

翻忿 舒御 女。众以记 动耐 入云 族 助 ‘比 司



朋 第八卷 第三期 ★

表 丹参提取组分 峰
, 。值及

预测保留时间与实验保留时间比较

如
,

一

, ,

一

一

其他 味中药组分及 个复方组分也进行 了

拟合解析
,

利用几个相近 的线性梯度条件下组分的

保留时间
,

计算了未知组分的色谱峰的保留参数
,

并

预测任意梯度条件下 的保留时间
,

将未知组分转化

为色谱行为 已知 的组分
。

实验结果表 明
,

各组分在

上具有很好保留值规律
、

峰形规律
。

由上所述
,

无 论 在 理 论 上 还 是 实 际 应 用 中
,

可 以 代 替
,

是进行中药化学表征的有效手段
。

一

一
四

、

展 望

一

少,‘孟州︸气︶﹃、︶乙

,‘‘︺内,︸飞曰飞曰内八一

一

一

一

一

一

一

面对 大批 量 复 杂 的 中药组分
,

能够更快

更好地完成 以往 的工作
。

不但可 以节省

时间
、

提高效率
、

减少溶剂 的消耗
,

而且 能为

质谱提供最佳的液相 色谱人 口
,

为 中药 的分析建立

了 良好的平 台
。

目前
,

本实验室进行组 分 中药的系

统研究
,

产生 大量 的样 品
,

可 以完 全胜任分离

分析 的任务
,

为信息库 的建立奠定 良好的基础
。

我

们有理 由相信
,

超高效液相色谱的超高分析速度
,

超高灵敏度 将为复杂体系 中药 的分离分析开 创崭

新 的局 面
。

一

一

一

一

一 一

一 一

一 一

一 一

一

一 一

一

一 一

一

一 一
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更正

本刊 侧巧 年第 卷第 期刊载的
“

病证结合的临床研究是中西医结合研究的重要模式
”

一文部分有误
,

现更正如下并向作者致歉
。

陈可冀院士为中国科学院院士

作者为 陈可冀 中国中医科学院西苑医院
,

福建中医学院中西医结合研究院

宋 军 中国中医科学院西苑医院

中西 医结合应译为 脚 址
。
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