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基于高效液相色谱法的药品中多组分定量检测 
与快速分析方法优化

蔡  怡 *

（阿克苏地区市场监督管理局食品药品安全审查服务中心，阿克苏 843000）

摘 要：目的 优化高效液相色谱法（HPLC），实现药品多组分的快速定量检测与分析，提高检测效率和灵敏

度。方法 采用水和乙腈（均含 0.1% 甲酸）为流动相，使用反相 C18 柱，结合梯度洗脱、自动进样及 UV-VIS 检

测器进行分析，评估线性关系、检测限和分离度。结果 优化后的 HPLC 系统检测限为 0.01 mg/mL，定量限为 

0.05 mg/mL，浓度与峰面积线性关系良好（r2 =0.999），分析时间缩短至 30 min 以内，分离度与灵敏度显著提升。

结论 该方法显著提升了多组分检测的灵敏度和效率，适用于复杂样品的快速检测，为药品质量控制和高通量检测

提供技术支持。
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0  引  言

高 效 液 相 色 谱 法（High-Performance Liquid Chromato-

graphy，HPLC）是一种高分辨率和高灵敏度的分离分析技术，

在医药、化学及生物等领域具有广泛应用。尤其在药品的多组

分检测中，由于药物成分的多样性和复杂性，对分析的分离效

果、灵敏度和效率提出了更高的要求。传统的 HPLC 分析在

满足基本检测需求的同时，往往在分析速度上有所不足。本文

优化 HPLC 方法，提高多组分药品检测效率与灵敏度，建立

快速高灵敏度分析方法。优化后显著缩短分析时间，降低检测

限，适用于复杂药品的大批量分析，为药品质量控制提供技术

支持。

1  材料与方法

1.1  样品准备与处理

样品前处理是确保实验结果准确的关键环节，包括溶剂

选择、样品浓度控制和过滤。本实验采用乙腈和甲醇作为溶

剂，具有良好的溶解性能，确保样品成分完全溶解。通过

METTLER TOLEDO XS205 电子分析天平称量 10 mg 目标化合

物，加入 10 mL 容量瓶，用少量溶剂溶解后，用乙腈或甲醇

定容至 1 mg/mL，制备样品储备液。为满足多组分分析需求，

采用稀释法配制成 0.1、0.5、1、5、10 mg/mL 浓度梯度，供

标准曲线绘制及定量分析，配制溶液经混匀后储存于棕色样品

瓶内，防止光照和降解 [1]。为排除颗粒杂质对色谱柱的影响，

所有溶液使用 0.22 μm 尼龙微孔滤膜过滤，过滤过程中严格

控制环境洁净，避免污染。处理后的样品溶液由 Agilent 1260 

Infinity II 高效液相色谱仪自动进样器注入系统，进样体积精确

控制为 10 μL，确保准确性和一致性。实验前通过标准工作液

绘制标准曲线验证系统灵敏度与线性范围。上述严谨的前处理

步骤有效减少杂质干扰，保护色谱柱，提升分离效果和检测精

度，为 HPLC 分析提供可靠的基础。

1.2  HPLC 检测条件

1.2.1 色谱柱选择

在 HPLC 分析中，色谱柱的选择直接决定了多组分样品的

分离效果。为确保药品中各活性成分的有效分离，本实验选用

了反相 C18 柱（规格：250 mm×4.6 mm，填料粒径为 5 μm）。反

相 C18 柱（ODS 柱）在药物分析中应用广泛，因为其疏水性固定

相（以十八烷基硅烷为键合基团）可以有效分离中等极性和非极

性化合物，这种特性特别适合含多种活性成分的药品样品 [2]。

固定相的疏水性与流动相极性差异产生的相互作用，使得各成

分在柱内的保留时间不同，从而实现良好的分离效果。此外，

实验将柱温设定为 30°C，确保色谱柱内的流动相和样品成分

在较稳定的温度下流动，降低温度波动对保留时间和峰形的

影响。
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1.2.2 流动相的选择与梯度设置

在 HPLC 分析中，流动相的组成和梯度洗脱程序对多组分

样品的分离效果至关重要。本实验选择了水（含 0.1% 甲酸）和

乙腈（含 0.1% 甲酸）作为流动相。水作为极性组分，乙腈作为

有机相共同组成流动相体系，以平衡分析物的极性和非极性特

性 [3]。0.1% 甲酸的加入不仅调节了 pH 值，还抑制了某些化合

物的离子化，使峰形更为对称，进而提高了检测的灵敏度和分

离效果。为进一步优化多组分的分离，采用了线性梯度洗脱程

序。具体梯度程序如表 1 所示。

表 1 HPLC 梯度洗脱程序

时间（min） 乙腈比例（%） 水比例（%）

0 10.0 90.0

10 30.2 69.8

20 50.5 49.5

30 70.3 29.7

40 90.1 9.9

45 90.1 9.9

46 10.2 89.8

50 10.0 90.0

通过这种反比梯度，程序有效平衡了分离度和峰形质量，

避免了峰重叠并提高了检测精度，实现了对多组分样品的高效

分离。

1.2.3 检测器参数优化

本实验选用紫外 – 可见光检测器（UV-VIS），这是药物分

析中常用的检测器类型，具有较高的灵敏度和适应性。检测

波长的选择基于药物组分的紫外吸收特性，主要波长设定为

254 nm，同时辅助使用 280 nm，适应不同组分的吸收峰，以确

保灵敏度和全面性 [4]。多波长的应用使得检测器能够在一次进

样中监测不同活性成分，提升了分析效率和分离效果。此外，

为提高数据精度，采样率设为 10 Hz，高采样率能够捕获细节

峰形，有助于数据的精细分析。响应时间设定为 0.1 s，保证检

测器响应速度适中，从而在灵敏度和信噪比之间取得平衡。

1.3  标准曲线与定量方法

通过配置一系列不同浓度的标准溶液，对每种浓度的样品

进行检测，记录峰面积，并绘制浓度与峰面积的标准曲线。标

准曲线采用线性回归方法拟合，回归公式为：

A k C b= ⋅ +  （1）
式中，A 代表峰面积，C 代表样品浓度，k 与 b 代表回归

系数。

为进一步提高定量精度，实验中采用了内标法 [5]。内标物选

择为不干扰目标成分的咖啡因，内标溶液的配制步骤如下：称取

一定量的咖啡因溶解于适量的溶剂中，制备成浓度为 1 mg/mL 的

内标储备液，并稀释成工作溶液（浓度为 0.1 mg/mL）[6]。在样品

和标准溶液中，按照固定比例加入内标工作溶液，以校正因进

样量、样品前处理等带来的误差，确保定量结果的准确性。定

量公式如下：

sample
sample internal

internal

1A
C C

A k
= ⋅ ⋅  （2）

式中，Asample 代表目标成分，Ainternal 代表内标的峰面积，

Cinternal 代表内标的已知浓度，k 代表标准曲线的斜率。通过这种

内标校正方法，可以显著减少样品处理和进样中的误差，确保

定量结果的可靠性 [6]。

2  结果与分析

2.1  线性关系与检出限、定量限

通过优化 HPLC 参数，实验获得的色谱图显示了各个目标

成分的清晰分离，峰形对称且保留时间稳定。这种分离效果源

于流动相和梯度的精确控制，确保了多组分样品在色谱柱中的

有效分离。具体来说，采用水（含 0.1% 甲酸）与乙腈（含 0.1%

甲酸）作为流动相，以 10% 乙腈开始逐步增加至 90%，使得极

性较大的成分在初始阶段被洗脱，而疏水性成分在高比例有

机相下被分离，从而保证了不同组分的良好峰形。柱温设置

为 30°C，检测器采样率为 10 Hz，响应时间为 0.1 s，这些参数

的稳定控制进一步提升了分离过程的稳定性。为了验证定量能

力，对浓度为 0.1、0.5、1、5、10 mg/mL 的标准样品进行了标

准曲线绘制。见图 1 所示。

图 1 标准曲线数据

实验数据表明，标准曲线的相关系数 r2 为 0.999，浓度与

峰面积之间呈现出高度线性关系。对于低浓度成分，检出限

（LOD）达到了 0.01 mg/mL，定量限（LOQ）为 0.05 mg/mL。这些

结果表明，优化后的 HPLC 系统在低浓度检测中具备了优越的

灵敏度，能够满足多组分样品中微量成分的定量需求。

2.2  多组分检测的精确性与灵敏度分析

本实验在多组分检测中表现出极高的精确性与灵敏度，相

关数据见表 2。

系统在多次进样过程中具有良好的重现性和一致性，通

过高斯拟合分峰算法有效避免了重叠峰对峰面积计算的干

扰，确保了低浓度样品的检测精度。随着样品浓度的增加（从 

0.1 mg/mL 到 5 mg/mL），峰面积呈现良好的线性增长趋势，

表明方法具有优异的线性响应特性。峰面积 RSD 值随浓度
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增加呈现下降趋势（从 1.25% 降至 0.98%），说明在高浓度范

围内方法具有更好的精密度。特别是在低浓度（0.1 mg/mL）条

件下，RSD 仍保持在 1.25% 的较低水平，体现了方法在低浓

度检测中的稳定性。方法的检出限为 0.01 mg/mL，定量限为 

0.05 mg/mL，验证了优化方法在低浓度检测下的稳定性和灵敏

度。为验证方法的准确性，进行了加标回收率实验。分别在浓

度为 0.1、1、5 mg/mL 的样品中添加已知量的目标物质，回收

率均在 95.2%~102.8% 之间。加标样品的 RSD 均小于 1.5%，进

一步证明了方法的准确性和良好的重复性。这些数据表明，该

方法在不同浓度范围内都具有可靠的定量能力，满足药品多组

分检测的质量控制要求。

表 2 多组分样品检测的精确性与灵敏度

样品浓度

（mg/mL）
峰面积均值

峰面积

RSD（%）
检出限

（mg/mL）
定量限

（mg/mL）

0.1 2456.78 1.25 0.01 0.05

1 9876.45 1.03 — —

5 24589.32 0.98 — —

2.3  快速分析性能评价

通过流动相梯度控制、检测器响应时间和采样率的优化，

分析时间从传统方法的约 40 min 缩短至 30 min 以内，节省了

超过 20% 的时间。这种显著的时间优化源于精确控制流动相

梯度程序，实现了各组分的快速分离，避免了传统等度洗脱方

法中容易出现的拖尾现象 [7]。优化后的检测器响应时间设置为

0.1 s，配合 10 Hz 的采样率，在保证数据采集质量的同时提高

了分析速度。在保证分离度和灵敏度的前提下，分析时间的缩

短大幅提高了检测效率。该快速分析性能的提升得益于检测限

的进一步降低（至 0.01 mg/mL），即使在较短分析时间内，系

统仍然能够检测到低浓度成分，确保数据的可靠性。检测器响

应时间的优化设置（0.1 s）有助于快速捕捉目标成分的峰形，同

时有效避免峰宽的显著增大，保证了色谱图的分辨率和峰形质

量 [8]。对于复杂样品，这种快速分析方法在实际应用中表现突

出：提高了实验室的样品检测通量，显著提升工作效率；保证

了多组分样品的高分辨率分离，满足复杂基质中目标物的准确

定量需求；降低了分析成本，减少了流动相的消耗。这些特点

使该方法特别适合于制药企业质量控制实验室和药品检验机构

的日常检测工作，为大批量、多组分样品的快速分析提供了可

靠的技术支持 [9]。

3  讨论与结论

本研究通过对高效液相色谱法的关键参数进行系统优化，

成功建立了一种快速、高灵敏度的药品多组分定量检测方法。

实验结果表明，该方法检出限达到 0.01 mg/mL，定量限为

0.05 mg/mL，线性关系良好（r2 =0.999）。通过内标法结合优化

的检测器参数设置，显著提高了分析的准确度和精密度，加标

回收率在 95.2%~102.8% 之间 [10]。系统优化后分析时间缩短至

30 min 以内，较传统方法提升效率超过 20%，同时保持了良好

的分离度和灵敏度。

该方法的建立为药品质量监管提供了可靠的技术支持。展

望未来，可通过探索新型色谱柱材料提高分离效率，研究智能

化数据处理算法提升分析准确度，并扩展检测范围至更多类型

的药品。结合人工智能等新技术，有望实现更快速、更准确的

药品质量检测，为药品安全保驾护航。
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