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双标线性校正法用于板蓝根的多成分定性分析
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摘要　目的：建立同时检测板蓝根中６个成分（尿苷、腺嘌呤、鸟苷、（Ｒ，Ｓ）－告依春、腺苷、直铁线莲宁 Ｂ）
的ＨＰＬＣ方法，考察双标线性校正（ＬＣＴＲＳ）法对于板蓝根多成分定性分析的可行性。方法：采用ＨＰＬＣ法，
以甲醇为流动相 Ａ，水为流动相 Ｂ，梯度洗脱（０～３ｍｉｎ，３％Ａ；３～１８ｍｉｎ，３％Ａ→１４％Ａ；１８～２５ｍｉｎ，
１４％Ａ→２６％Ａ；２５～３４ｍｉｎ，２６％Ａ；３４～４０ｍｉｎ，２６％Ａ→４６％Ａ；４０～６０ｍｉｎ，４６％Ａ→９０％Ａ），流速
０８ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃，检测波长为０～３２ｍｉｎ，２５４ｎｍ；３２～６０ｍｉｎ，２３０ｎｍ，进样量１０μＬ；测定板蓝根
中６个成分在１６根不同品牌和型号的Ｃ１８色谱柱的实际保留时间，以鸟苷和直铁线莲宁Ｂ２个成分作为双

标化合物，采用ＬＣＴＲＳ法定位各成分色谱峰，并用３根未知色谱柱进行方法验证。同时以鸟苷为参照物，
采用 ＲＲＴ法预测其他 ５个成分的保留时间。比较这 ２种方法的预测准确性和色谱柱符合率。
结果：ＬＣＴＲＳ法能够较好地对６个指标性成分进行保留时间的预测和定性分析。与 ＲＲＴ法相比较，ＬＣＴＲＳ
法所预测结果准确性更高，色谱柱普适性更优。结论：ＬＣＴＲＳ法用于同时测定板蓝根中多成分可行且准
确，操作简便，耐用性好，具有推广价值。

关键词：板蓝根；双标线性校正法；鸟苷；直铁线莲宁Ｂ；尿苷；腺嘌呤；（Ｒ，Ｓ）－告依春；腺苷
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ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＲａｄｉｘＩｓａｔｉｄｉｓＭｅｔｈｏｄｓ：ＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄ，ｗｉｔｈｍｅｔｈａｎｏｌａｓｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＡａｎｄｗａｔｅｒａｓ
ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢＧｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ（０－３ｍｉｎ，３％Ａ；３－１８ｍｉｎ，３％Ａ→１４％Ａ；１８－２５ｍｉｎ，１４％Ａ→２６％Ａ；
２５－３４ｍｉｎ，２６％Ａ；３４－４０ｍｉｎ，２６％Ａ→４６％Ａ；４０－６０ｍｉｎ，４６％Ａ→９０％Ａ）ｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄａｔａｆｌｏｗｒａｔｅ
ｏｆ０８ｍＬ·ｍｉｎ－１Ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｗｅｒｅ２５４ｎｍ（０－３２ｍｉｎ）
ａｎｄ２３０ｎｍ（３２－６０ｍｉｎ）．Ｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ１０μＬ．Ｔｈｅａｃｔｕａｌｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆ６ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＲａｄｉｘ
Ｉｓａｔｉｄｉｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｏｎ１３Ｃ１８ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｒａｎｄｓａｎｄｍｏｄｅｌｓＧｕａｎｏｓｉｎｅａｎｄｃｌｅｍａｓ
ｔａｎｉｎＢｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｄｏｕｂｌｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，ａｎｄＬＣＴＲＳｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｌｏｃａｔｅｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ｐｅａｋｏｆｅａｃｈｃｏｍｐｏｎｅｎｔＴｈｒｅｅｕｎｋｎｏｗｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓｗｅｒｅｕｓｅｄｆｏｒｍｅｔｈｏｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎＵｓｉｎｇ
ｇｕａｎｏｓｉｎｅａｓａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｐｒｅｄｉｃｔｔｈｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｔｈｅ
ｏｔｈｅｒ５ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓＴｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｃｏｌｕｍｎｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｔｈｅｓｅｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄ
Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅＬＣＴＲＳｍｅｔｈｏｄｃｏｕｌｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｐｒｅｄｉｃｔａｎｄｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｌｙａｎａｌｙｚｅｔｈｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｓｉｘｉｎｄｉｃａｔｏｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅＬＣＴＲＳｍｅｔｈｏｄｈａｄｈｉｇｈｅｒａｃｃｕｒａｃｙｉｎｐｒｅｄｉｃ
ｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｂｅｔｔｅｒｃｏｌｕｍｎｕｎｉｖｅｒｓａｌｉｔｙＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅＬＣＴＲＳｍｅｔｈｏｄｆｏｒｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＲａｄｉｘＩｓａｔｉｄｉｓｉｓｆｅａｓｉｂｌｅａｎｄａｃｃｕｒａｔｅ，ｗｉｔｈｓｉｍｐｌｅｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄｇｏｏｄｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｈａｓ
ｐｒｏｍｏｔｉｏｎａｌｖａｌｕｅ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＲａｄｉｘＩｓａｔｉｄｉｓ；ｌｉｎｅａｒｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｗｏｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ；ｇｕａｎｏｓｉｎｅ；ｃｌｅｍａｓｔａｎｉｎＢ；ｕｒｉｄｉｎｅ；
ａｄｅｎｉｎｅ；（Ｒ，Ｓ）－ｇｏｉｔｒｉｎｅ；ａｄｅｎｏｓｉｎｅ

　　中药的质量控制对于中药的疗效和安全性，促
进中药的规范化、标准化和现代化发展具有重要意

义［１］。中药成分复杂，通常包括多种有效成分，在进

行多指标成分分析时，需要多种对照品，检测成本高

昂［２］。有学者提出了一测多评法和替代对照品法等

对多个目标成分进行测定，但多存在局限性或色谱

柱耐用性不佳的问题［３－６］。孙磊等［７］提出了双标线

性校正法（ｌｉｎｅａｒｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｗｏｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂ
ｓｔａｎｃｅｓ，ＬＣＴＲＳ），即选取２个参照物对多组分色谱峰
进行定性分析，拥有较高的准确度和色谱柱适用性，

同时可降低检测成本，现已成功地运用于中药材、中

药饮片、配方颗粒及中成药的多成分定性分析［８－１４］。

板蓝根为十字花科草本植物菘蓝 Ｉｓａｔｉｓｉｎｄｉｇｏｔｉ
ｃａＦｏｒｔ．的干燥根，为大宗药材之一，含有生物碱、木
脂素、核苷、有机酸等类活性成分，主要用于感冒发

热、温病斑疹、咽喉肿痛、痄腮、丹毒等病证［１５－１６］。

现代研究证明，木脂素类作为板蓝根主要活性成分

之一，具有抗炎、抗病毒、抑菌、抗肿瘤等多种药理作

用；板蓝根中的尿苷、鸟苷、腺苷、腺嘌呤等核苷类成

分能干扰病毒核酸的合成，是抗病毒的活性成分，在

板蓝根中含量较高，被广泛应用于板蓝根的质量评

价；板蓝根中的生物碱类具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、

抗病毒等药理作用［１７］。

２０２０年版《中华人民共和国药典》中板蓝根的质
量控制指标成分仅为（Ｒ，Ｓ）－告依春［１８］，难以体现

板蓝根的整体质量。因此，建立多成分、多指标的质

量控制方法，对于快速、全面地评价药理作用广泛的

板蓝根的质量具有重要意义。本实验采用 ＨＰＬＣ，选
取了板蓝根中主要的活性成分：生物碱类化合物（Ｒ，
Ｓ）－告依春、木脂素类化合物直铁线莲宁 Ｂ，以及核
苷类化合物尿苷、鸟苷、腺苷、腺嘌呤，建立同时测定

板蓝根中６个成分的方法，并首次采用 ＬＣＴＲＳ法用
于板蓝根多指标色谱峰定性分析，与传统的相对保

留时间法（ｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ，ＲＲＴ）相比，ＬＣＴＲＳ
法的准确性和普适性更佳。本研究为全面快速地评

价板蓝根质量提供了准确可靠的检验方法，同时拓

展了ＬＣＴＲＳ法在中药多指标成分定性分析方面的
应用。

１　仪器与试药
Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ公司），梅

特勒托利多 ＸＳ２０５ＤＵ十万分之一电子天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ公司），ＫＱ－８００ＫＤＢ超声波清洗机（昆山舒
美司），Ｍｉｌｌｉ－ＱＡｄｖａｎｔａｇｅＡ超纯水机（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；甲醇为色谱纯（Ｍｅｒｃｋ公司），其余试剂皆为分
析纯；对照品尿苷（批号 １１０８８７－２０２１０４，含量
９９６％）、腺 嘌 呤 （批 号 １１０８８－２０２２０３，含 量
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９９８％）、鸟 苷 （批 号 １１１９７７－２０１５０１，含 量
９３６％）、（Ｒ，Ｓ）－告依春（批号１１１７５３－２０２００７，含
量 １００％）、腺 苷 （批 号 １１０８７９－２０１７０３，含 量
９９７％）购于中国食品药品检定研究院，直铁线莲宁
Ｂ（批号 Ａ０４ＨＢ１９０５０５，含量９８％）购于上海源叶生
物科技有限公司；１９根色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５
μｍ）信息详见表１。

表１　１９根色谱柱品牌及型号
Ｔａｂ．１　Ｂｒａｎｄｓａｎｄｔｙｐｅｓｏｆ１９ｃｏｌｕｍｎｓ

色谱柱编号　

（ｃｏｌｕｍｎＮｏ．）　

品牌／型号　　　

（ｂｒａｎｄ／ｔｙｐｅ）　　　

Ｃｏｌ１ ＷＥＬＣＨＵＬＴＩＭＡＴＥＰＵＬＳＣ１８
Ｃｏｌ２ ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８
Ｃｏｌ３ ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８
Ｃｏｌ４ ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８
Ｃｏｌ５ ＣＡＰＣＥＬＬＰＡＫＣ１８ＭＧ

Ｃｏｌ６ ＣＡＰＣＥＬＬＰＡＫＣ１８ＭＧＩＩ

Ｃｏｌ７ ＤＩＫＭＡＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）

Ｃｏｌ８ ＤＩＫＭＡＩＮＳＰＩＲＥＣ１８
Ｃｏｌ９ ＥｘｍｅｒｅＥｘｓｉｌＭｏｎｏＣ１８
Ｃｏｌ１０ ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧＥＭＩＮＩ

Ｃｏｌ１１ ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８－２

Ｃｏｌ１２ ＴｅｃｈＭａｔｅＣ１８－ＳＴ

Ｃｏｌ１３ ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８
Ｃｏｌ１４ ＷａｔｅｒｓＸｂｒｉｄｇｅＣ１８
Ｃｏｌ１５ ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＴｉｔａｎｋＣ１８
Ｃｏｌ１６ ＷＥＬＣＨＵＬＴＩＭＡＴＥＰＧＣ１８
Ｃｏｌ１７ ＷＥＬＣＨＵＬＴＩＭＡＴＥＬＰＣ１８
Ｃｏｌ１８ ＡｇｉｌｅｎｔＴＣ－Ｃ１８
Ｃｏｌ１９ ＴＨＥＲＭＯＳＹＮＣＲＯＮＩＳＣ１８

共收集不同产地的１０批板蓝根样品，编号分别
为ＢＬＧ０１～ＢＬＧ２０，经黑龙江省药品检验研究院笔雪
艳主任药师鉴定为十字花科植物菘蓝Ｉｓａｔｉｓｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ
Ｆｏｒｔ的干燥根。
２　方法与结果
２１　色谱条件

采用ＷＥＬＣＨＵＬＴＩＭＡＴＥＰＧＣ１８（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以甲醇（Ａ）－水（Ｂ）为流动相，梯
度洗脱（０～３ｍｉｎ，３％Ａ；３～１８ｍｉｎ，３％Ａ→１４％Ａ；
１８～２５ｍｉｎ，１４％Ａ→２６％Ａ；２５～３４ｍｉｎ，２６％Ａ；３４～
４０ｍｉｎ，２６％Ａ→４６％Ａ；４０～６０ｍｉｎ，４６％Ａ→９０％Ａ），
流速为０８ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为３０℃，检测波长分别

为２５４ｎｍ（０～３２ｍｉｎ）和２３０ｎｍ（３２～６０ｍｉｎ），进样
量为１０μＬ。
２２　溶液的制备
２２１　对照品溶液　分别取对照品尿苷、腺嘌呤、
鸟苷、（Ｒ，Ｓ）－告依春、腺苷、直铁线莲宁 Ｂ适量，加
５％甲醇制成每 １ｍＬ含尿苷 ５２６μｇ、腺嘌呤
２５６μｇ、鸟苷７３５μｇ、（Ｒ，Ｓ）－告依春７２３１μｇ、腺
苷７５６μｇ、直铁线莲宁Ｂ５０２μｇ的混合溶液。
２２２　供试品溶液　取本品粉末（过４号筛）约１ｇ，
精密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加入５％甲醇５０
ｍＬ，密塞，称量，超声（功率６００Ｗ，频率４０ｋＨｚ）处理
３０ｍｉｎ，放冷，再称量，用５％甲醇补足减失的量，摇
匀，滤过，取续滤液，即得。

２３　方法学考察
２３１　精密度试验　取“２２１”项下对照品溶液适
量，按“２１”项下色谱条件连续进样测定６次，分别
记录尿苷、腺嘌呤、鸟苷、（Ｒ，Ｓ）－告依春、腺苷、直铁
线莲宁Ｂ的保留时间。结果表明６个成分色谱峰的
保留时间ＲＳＤ均＜１０％，表明仪器精密度良好。
２３２　稳定性试验　取样品（ＢＬＧ０６）适量，精密称
定，按“２２２”项下方法制备供试品溶液，分别于０、
８、１２、１６、２０和２４ｈ时按“２１”项下色谱条件进样测
定，记录保留时间。结果６个成分的保留时间 ＲＳＤ
均＜１０％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。
２３３　重复性试验　取板蓝根样品（样品 ＢＬＧ０６）６
份，按“２２２”项下方法制备供试品溶液，在“２１”项
色谱条件下进样测定，记录每份样品中６个成分的
保留时间。结果 ６个成分的保留时间 ＲＳＤ均 ＜
２０％，表明该法重复性良好。
２３４　色谱柱耐用性试验　按照“２２２”项方法制
备供试品溶液，在“２１”项色谱条件下，分别采用 Ｃｏｌ
１～Ｃｏｌ１６共１６根色谱柱进样测定，Ｃｏｌ４、Ｃｏｌ９、Ｃｏｌ
１４色谱柱色谱图中存在色谱柱分离度较差或出峰时
间颠倒的问题，因此将上述３根色谱柱删除，其余色
谱柱均可将６个对照品色谱峰较好分离。对照品和
样品色谱图见图１。
３　ＬＣＴＲＳ法定性研究

ＬＣＴＲＳ法原理是基于待测成分的保留时间在不
同色谱柱上呈线性关系，在多指标成分分析中，选择

其中两种成分作为参照物，将实测保留时间代入确

定的线性方程来预测其余待测成分的保留时间，从

而确定待测成分色谱峰峰位［１９］。
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１．尿苷（ｕｒｉｄｉｎｅ）　２．腺嘌呤（ａｄｅｎｉｎｅ）　３．鸟苷（ｇｕａｎｏｓｉｎｅ）　４．（Ｒ，

Ｓ）告依春［（Ｒ，Ｓ）－ｇｏｉｔｌｉｎｅ］　５．腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ）　６．直铁线莲宁 Ｂ

（ｃｌｅｍａｓｔａｎｉｎＢ）

图１　混合对照品溶液（Ａ）和样品（Ｂ）的ＨＰＬＣ图（Ｃｏｌ１６）

Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｓｏｌｕｔｉｏｎ

（Ａ）ａｎｄｓａｍｐｌｅ（Ｂ）（Ｃｏｌ１６）

研究流程为将采集到的不同品牌和型号色谱柱的色

谱图数据以“ｃｄｆ”格式导入 ＤＲＳＯｒｉｇｉｎ软件，关联
每张色谱图中的对照品，考察选取合适的双标化合

物，以分析得到不同色谱柱保留时间预测准确率和

色谱柱符合率。同时采用ＲＲＴ法预测各成分的保留
时间，对ＬＣＴＲＳ法和ＲＲＴ法的准确性和耐用性进行
比较和评价。

３１　标准保留时间的计算
以１３根色谱柱中６个成分保留时间的均值作为

标准保留时间（ｓｔａｎｄａｒｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ，ＳＲＴ），ＳＲＴ分
别为尿苷 １００２ｍｉｎ、腺嘌呤 １４５６ｍｉｎ、鸟苷
１５８４ｍｉｎ、（Ｒ，Ｓ）－告依春 １９５１ｍｉｎ、腺苷 ２３４１
ｍｉｎ、直铁线莲宁 Ｂ３６７８ｍｉｎ，以 ６个成分的 ＳＲＴ
（Ｘ）为横坐标，以实际保留时间（Ｙ）为纵坐标，得到
１３根色谱柱的保留时间拟合结果，各色谱柱的线性
方程和相关系数见表２。结果表明６个成分在１３根
色谱柱上得到的线性方程 ｒ均大于０９９９，线性关系
和拟合效果较好。

表２　不同色谱柱上保留时间的线性方程及相关系数
Ｔａｂ．２　Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｆｏｒｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｕｍｎｓ

色谱柱编号（ｃｏｌｕｍｎＮｏ．） 色谱柱（ｃｏｌｕｍｎ）　　　 线性方程（ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ）　　 ｒ

Ｃｏｌ１ ＷＥＬＣＨＵＬＴＩＭＡＴＥＰＵＬＳＣ１８ Ｙ＝１０２８Ｘ＋０７５６７ ０９９９６

Ｃｏｌ２ ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８ Ｙ＝１００２Ｘ＋０３３５４ ０９９９３

Ｃｏｌ３ ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８ Ｙ＝１０３６Ｘ＋１９３６ ０９９９１

Ｃｏｌ５ ＣＡＰＣＥＬＬＰＡＫＣ１８ＭＧ Ｙ＝０９６３Ｘ＋０６５２０ ０９９９７

Ｃｏｌ６ ＣＡＰＣＥＬＬＰＡＫＭＧＩＩ Ｙ＝０９９５９Ｘ＋０４７４５ ０９９９７

Ｃｏｌ７ ＤＩＫＭＡＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２） Ｙ＝１００３Ｘ＋０８４３３ ０９９９６

Ｃｏｌ８ ＤＩＫＭＡＩＮＳＰＩＲＥＣ１８ Ｙ＝１０２０Ｘ＋０９４３６ ０９９９７

Ｃｏｌ１０ ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧＥＭＩＮＩ Ｙ＝０９９０５Ｘ－０６９９３ ０９９９５

Ｃｏｌ１１ ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８－２ Ｙ＝０９７９６Ｘ－１０９３ ０９９９１

Ｃｏｌ１２ ＴｅｃｈＭａｔｅＣ１８－ＳＴ Ｙ＝０９６２７Ｘ－１６１４ ０９９９３

Ｃｏｌ１３ ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８ Ｙ＝１０４６Ｘ＋１３００ ０９９９１

Ｃｏｌ１５ ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＴｉｔａｎｋＣ１８ Ｙ＝１０２２Ｘ＋０４５７７ ０９９９９

Ｃｏｌ１６ ＷＥＬＣＨＵＬＴＩＭＡＴＥＰＧＣ１８ Ｙ＝０９５００Ｘ＋１４１０ ０９９９３

３２　双标化合物优化
双标化合物的选择有多种方案，使用ＤＲＳＯｒｉｇｉｎ

软件通过计算得到１０种双标化合物选择方案，其中
由于峰３（鸟苷）及峰６（直铁线莲宁 Ｂ）作为双标化
合物进行组合时，保留时间预测正确率和色谱柱符

合率均为１００％，且保留时间回归偏差最小，因此选
取峰 ３（鸟苷）及峰 ６（直铁线莲宁 Ｂ）作为双标化

合物。

３３　ＬＣＴＲＳ与ＲＲＴ法的比较
将１３根不同色谱柱按照上述色谱条件分析

后得到的色谱图谱数据以“ｃｄｆ”的格式导入 ＤＲＳ
Ｏｒｉｇｉｎ软件，选定 ＲＲＴ法作为分析方法，得到各个
成分作为内参物的分析结果，结果表明选择鸟苷

作为内参物时，平均保留时间偏差最小且色谱肯
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定率最高，且鸟苷在该色谱条件下出峰时间适中，

符合 ＲＲＴ法选择依据，因此选择鸟苷作为内参
物。２种保留时间预测方法的结果见表 ３。结果
表明，ＲＲＴ法的预测保留时间与实际值偏差较大，
１３个色谱柱中，仅有 ６个色谱柱对于 ６个色谱峰

保留时间的预测值偏差 ＜１０ｍｉｎ，且保留时间偏
差（ΔｔＲ）均较大；而 ＬＣＴＲＳ法在１３根色谱柱的预
测值偏差均 ＜０３ｍｉｎ。由此可见，ＬＣＴＲＳ法的预
测准确度更高，适用的色谱柱数量更多，显著优于

ＲＲＴ法。

表３　ＬＣＴＲＳ法与ＲＲＴ法的比较
Ｔａｂ．３　Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｆｏｒｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｕｍｎｓ

色谱柱　

编号　

（ｃｏｌｕｍｎ　

Ｎｏ．）　

色谱柱　　

（ｃｏｌｕｍｎ）　　

ＬＣＴＲＳ ＲＲＴ

匹配峰数

（ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｍａｔｃｈｉｎｇ

ｐｅａｋｓ）

平均绝

对偏差

（ｍｅａｎＡＤ）／

ｍｉｎ

符合率

（ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

ｒａｔｅ）／％

匹配峰数

（ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｍａｔｃｈｉｎｇ

ｐｅａｋｓ）

平均绝

对偏差

（ｍｅａｎ

ＡＤ）／ｍｉｎ

符合率

（ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

ｒａｔｅ）／

％

Ｃｏｌ１ ＷＥＬＣＨＵＬＴＩＭＡＴＥＰＵＬＳＣ１８ ６ ０１５１２ １００ ６ ０３２２３ １００

Ｃｏｌ２ ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８ ６ ０１８５１ １００ ６ ０２５９１ １００

Ｃｏｌ３ ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８ ６ ０２５２１ １００ ５ １０１７０ ８３

Ｃｏｌ５ ＣＡＰＣＥＬＬＰＡＫＣ１８ＭＧ ６ ０１４３４ １００ ６ ０２８７０ １００

Ｃｏｌ６ ＣＡＰＣＥＬＬＰＡＫＭＧＩＩ ６ ０１６５０ １００ ６ ０１９７７ １００

Ｃｏｌ７ ＤＩＫＭＡＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２） ６ ０１４２５ １００ ５ ０５０３５ ８３

Ｃｏｌ８ ＤＩＫＭＡＩＮＳＰＩＲＥＣ１８ ６ ０１３１２ １００ ４ ０６９８９ ６７

Ｃｏｌ１０ ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧＥＭＩＮＩ ６ ０１７３０ １００ ６ ０４１４３ １００

Ｃｏｌ１１ ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８－２ ６ ０２０９１ １００ ４ ０６９２７ ６７

Ｃｏｌ１２ ＴｅｃｈＭａｔｅＣ１８－ＳＴ ６ ０１９００ １００ ４ １０３２０ ６７

Ｃｏｌ１３ ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８ ６ ０２１６４ １００ ４ １０２４０ ６７

Ｃｏｌ１５ ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＴｉｔａｎｋＣ１８ ６ ０２３２７ １００ ６ ０２１１８ １００

Ｃｏｌ１６ ＷＥＬＣＨＵＬＴＩＭＡＴＥＰＧＣ１８ ６ ００８３８ １００ ５ ０６５８４ ８３

３４　ＬＣＴＲＳ法验证
再选择３根色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），

按“２２２”项下方法制备供试品溶液，按“２１”项下
色谱条件进样分析，比较ＬＣＴＲＳ法和ＲＲＴ法的定性

结果，见表４、５。结果表明，ＬＣＴＲＳ法能较好地预测
板蓝根中６个成分在各色谱柱上的保留时间，然而
ＲＲＴ法在３根色谱柱上的预测误差较大，结果表明
ＬＣＴＲＳ法比ＲＲＴ法预测更加准确。

表４　ＬＣＴＲＳ法预测结果
Ｔａｂ．４　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＬＣＴＲＳ

色谱柱　 　 　

（ｃｏｌｕｍｎ）　 　 　

ΔｔＲ／ｍｉｎ

尿苷

（ｕｒｉｄｉｎｅ）

腺嘌呤

（ａｄｅｎｉｎｅ）

鸟苷

（ｇｕａｎｏｓｉｎｅ）

（Ｒ，Ｓ）－告依春

［（Ｒ，Ｓ）－ｇｏｉｔｒｉｎｅ］

腺苷

（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ）

直铁线莲宁Ｂ

（ｃｌｅｍａｓｔａｎｉｎＢ）

ＡｇｉｌｅｎｔＨＣ－Ｃ１８ ００４８８ －０３１２１ ０ ００９８９ －０１３１０ ０

ＴＨＥＲＭＯＳＹＮＣＲＯＮＩＳＣ１８ ００３４７ ０４４３２ ０ ０５９２２ －０２５４４ ０

ＷＥＬＣＨＵＬＴＩＭＡＴＥＬＰＣ１８ ０１６３４ ０７６７０ ０ －０９５７３ ０２９７５ ０

４　结论
本研究建立了同时分离检测板蓝根中６个成分

的ＨＰＬＣ方法，在检测波长选择中，由于尿苷、腺嘌
呤、鸟苷、（Ｒ，Ｓ）－告依春、腺苷５个成分在２５４ｎｍ
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　　　　 表５　ＲＲＴ法预测结果
Ｔａｂ．５　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＲＲＴｍｅｔｈｏｄ

色谱柱　 　 　

（ｃｏｌｕｍｎ）　 　 　

ΔｔＲ／ｍｉｎ

尿苷

（ｕｒｉｄｉｎｅ）

腺嘌呤

（ａｄｅｎｉｎｅ）

鸟苷

（ｇｕａｎｏｓｉｎｅ）

（Ｒ，Ｓ）－告依春

［（Ｒ，Ｓ）－ｇｏｉｔｒｉｎｅ）］

腺苷

（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ）

直铁线莲宁Ｂ

（ｃｌｅｍａｓｔａｎｉｎＢ）

ＡｇｉｌｅｎｔＨＣ－Ｃ１８ ０３１８６ －０２３８０ ０ －００７７４ －０４７８８ －０９７８７

ＴＨＥＲＭＯＳＹＮＣＲＯＮＩＳＣ１８ －０００７４ ０５０７２ ０ ０２６３４ －０８１８５ －

ＷＥＬＣＨＵＬＴＩＭＡＴＥＬＰＣ１８ －００２４８ ０８０３４ ０ － －０８１８６ ０３３７２

　注（ｎｏｔｅ）：“－”ΔｔＲ绝对值大于１ｍｉｎ（ａｂｓｏｌｕｔｅｖａｌｕｅｏｆΔｔＲｉｓｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎ１ｍｉｎ）

处有较好地吸收，而直铁线莲宁Ｂ在２５４ｎｍ下峰面
积较小，峰指认困难，且在２３０ｎｍ处有最大吸收，因
此选用２５４ｎｍ及２３０ｎｍ双波长作为检测波长。该
法重复性好、指标较为全面，可作为板蓝根的质量评

价方法，同时也可为后续深入研究板蓝根的质量标

准提供理论依据。

本研究建立的ＬＣＴＲＳ法用于板蓝根中多组分定
性分析结果表明，相比于 ＲＲＴ法，ＬＣＴＲＳ法能够更
加准确地预测板蓝根中６个成分在各色谱柱上的保
留时间，且色谱柱普适性更优。分析原因可能是

ＲＲＴ法中预测峰与参照物的保留时间间隔较大，造
成预测结果的误差较大。

采用ＬＣＴＲＳ法对板蓝根中多成分进行分析，具
有良好的准确性、耐用性，同时有助于降低检验成

本，并有利于更为全面地对板蓝根质量进行控制和

评价。因此，ＬＣＴＲＳ法在中药多指标成分定性方面
有更好地应用前景和实用价值。
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