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双标线性校正技术用于天麻多成分色谱峰的定性分析
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摘要: 建立天麻药材中 6种成分的高效液相色谱方法, 并采用双标线性校正法计算保留时间, 考察预测保留时

间的准确性和色谱柱符合率, 用于辅助色谱峰的定性分析。选用 24根不同品牌和型号的C18色谱柱, 测定天麻中 6

种成分的保留时间, 计算平均值得到标准保留时间 (SRT), 以峰 3巴利森苷E和峰 6巴利森苷A两个成分为参照物,

使用双标线性校正法 (LCTRS) 预测保留时间, 并在 4根其他品牌和型号的C18色谱柱上进行方法的验证。同时以巴

利森苷E为参照物, 计算校正因子, 使用相对保留时间法 (RRT) 预测保留时间。比较双标线性校正法和相对保留时

间法的优劣。结果表明, 与相对保留时间法相比, 双标线性校正法具有更高预测保留时间准确率和色谱柱符合率,

色谱柱的适用范围更广。双标线性校正法具有更好地辅助色谱峰定性作用, 具有广阔的应用前景。
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Abstract: This study aimed to establish a method for positioning six chromatographic peaks occurred in

HPLC profile of Gastrodiae Rhizoma. The "liner calibration with two reference substances" (LCTRS) method

was used to calculate the retention time so as to assist in positioning of chromatographic peaks in terms of the

prediction accuracy of retention time and the coincidence rate of chromatographic column. A total of 24 C18

chromatographic columns from different brands and types available were used to determine the retention times of

six components in Gastrodiae Rhizoma, then the average retention time of each component was obtained as

standard retention time (SRT). Parishin E (peak 3) and Parishin A (peak 6) were simultaneously taken as reference

substance to forecast the retention time of the other four components by using the LCTRS method. Four different

C18 columns were employed to verify the method. Meanwhile, for the purpose of comparison, the relative retention

time (RRT) method was applied to forecast the retention time, by using Parishin E as the single reference

substance. The comparison between LCTRS and RRT methods indicated that the former was more accurate in

predicting the retention time and more applicable in utilization of chromatographic columns. This study demonstrated

that the LCTRS method shows the superior performance in positioning of chromatographic peak, and therefore has
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a good prospect of application.
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chromatographic peak positioning

由于中药成分复杂, 如何科学准确地评价中药质

量一直是行业关注的热点与难点问题, 随着分析技术

的发展, 多成分含量测定已成为中药质量评价与质量

控制的重要手段[1-8], 但这需要大量标准物质的支持 ,

对于药品生产企业和检验机构, 大量标准物质的使用

提高了检验成本, 并时常会因为缺乏标准物质而无法

完整地执行既定的药品标准, 限制了中药质量标准的

推广与应用。替代对照品法、一测多评法是目前减少

对照品的常用方法,《中华人民共和国药典》2020年版

中收录了“一测多评法”对丹参、黄连等品种进行多成

分含量测定的方法, 但采用一个对照品利用相对保留

时间 (relative retention time, RRT) 给色谱峰定位常常

会因为色谱柱的差异出现定位不准确,“双标线性法

(liner calibration with two reference substances, LCTRS)”

采用一个定量对照品以相对校正因子法定量, 两个对

照品采用双标线性校正法进行色谱峰定位, 显著提高

了定位的准确度和色谱柱的适用性。

天麻为兰科植物天麻 (Gastrodia elata Bl.)的干燥

块茎, 具有息风止痉、平抑肝阳、祛风通络的功效, 主要

用于小儿惊风、癍痫抽搐、破伤风、头痛眩晕、手足不

遂、肢体麻木、风湿痹痛[9]。本文采用高效液相色谱

法, 以双标线性校正法辅助色谱峰定性, 同时定位天麻

中天麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷A、巴利森苷B、巴

利森苷C和巴利森苷E等6种成分, 与相对保留时间法

相比, 双标线性校正法具有更高的准确性。

材料与方法

材料与试剂 Waters e2695 型高效液相色谱仪

(美国 Waters公司, 包括 Alliance 2695型四元梯度泵、

Alliance 2695 自动进样器、可降温柱温箱、2498 型紫

外检测器); Mettler Toledo XS105DU 电子分析天平

(Mettler Toledo, 瑞士); 数控超声清洗机 (KQ-700DE型,

昆山超声仪器有限公司); Milli-Q纯水机 (Millipore, 美

国); 28 根色谱柱 (编号 Col 1～28), 色谱柱规格均为

250 mm×4.6 mm (5 μm), 不同色谱柱型号信息见表1。

对照品天麻素 (批号: 110807-201809, 纯度96.7%),

对羟基苯甲醇 (批号: 111970-201702, 纯度 99.4%), 购

自中国食品药品检定研究院。巴利森苷A (批号: 62499-

28-9, 纯度 98.0%), 巴利森苷 B (批号: 174972-79-3, 纯

度95.0%), 巴利森苷C (批号: 174972-80-6, 纯度98.0%),

巴利森苷E (批号: 952068-57-4, 纯度 98.0%), 均购自上

海诗丹德标准技术服务有限公司。天麻样品批号分别

为 TIANMA-02, TIANMA-04, TIANMA-07, 购自药材

市场。甲醇、乙腈 (色谱纯, Merck公司, 美国), 其余试

剂为分析纯。

色谱条件 采用上述编号Col 1～24色谱柱, 以乙腈

为流动相A, 0.1%磷酸溶液为流动相B, 梯度洗脱 (0～

25 min, 3%→18% A; 25～35 min, 18% A; 35～37 min,

18%→95% A), 检测波长 220 nm, 流速 0.8 mL·min-1, 柱

温35 ℃, 进样量为5 μL。

对照品溶液的制备 精密称取天麻素、对羟基苯

甲醇、巴利森苷A、巴利森苷B、巴利森苷C、巴利森苷

E对照品适量, 加 50%甲醇制成每 1 mL各含上述对照

品约100 μg的混合溶液, 即得。

供试品溶液的制备 取本品粉末 (过四号筛) 约

0.5 g, 精密称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加入 50%甲醇

Table 1 The detailed information of different column types

Column No.
Col 1
Col 2
Col 3
Col 4
Col 5
Col 6
Col 7
Col 8
Col 9
Col 10
Col 11
Col 12
Col 13
Col 14

Company
Agilent
Shiseido
Boston
Boston
Cosmosil
GL Scienceslns
Inertsil
Phenomenex
Pickerina
Shimadzu
Thermo
Waters
Waters
Exmere

Column type
SB-AQC18

Capcell pak C18 AQ
Green ODS 120A
Green ODS-AQ 120A
Cosmosil MS Ⅱ
Inertsil ODS-3
Inertsil ODS-sp
Luna 5μ C18 (2)
Laboratories
up-ODS
Acclaim 120
X bridge C18

X Terra C18

Exsil Mono 100 C18

Column No.
Col 15
Col 16
Col 17
Col 18
Col 19
Col 20
Col 21
Col 22
Col 23
Col 24
Col 25
Col 26
Col 27
Col 28

Company
Waters
Halo
Agilent
Agilent
Dikma
Phenomenex
Agilent
Agilent
Dikma
Agilent
Shimadzu
TechMate
Phenomenex
Shiseido

Column type
Symmetry C18

90A C18

Zorbax Eclipse Plus C18

HC-C18

Diamonsil C18 (2)
Titank C18

Zorbax SB C18

TC- C18

Inspire C18

Eclipse XDB-C18

Shim-pack GIST C18

C18 ST 120A
Luna C18

Capcell pak MG C18
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25 mL, 称定重量, 超声处理 (功率 500 W, 频率 40 kHz)

30 min, 放冷, 再称定重量, 用 50%甲醇溶液补足减失

的重量, 摇匀, 滤过, 取续滤液, 即得。

精密度 精密吸取混合对照品溶液, 在上述色谱条

件下, 以色谱柱Col 1连续进样 6次, 对 6个对照品成分

色谱峰的保留时间和峰面积进行统计, 计算RSD值。

重复性 取样品 (批号: TIANMA-07) 6 份 , 按照

供试品溶液的制备方法处理, 在上述色谱条件下, 以色

谱柱Col 1进样, 对 6种成分色谱峰的峰面积进行统计,

以峰面积计算6种成分的含量, 并计算RSD值。

稳定性 取样品 (批号: TIANMA-07), 按照供试

品溶液的制备方法处理, 在上述色谱条件下, 采用Col 1

色谱柱分别于 0、1、3、6、12、16和 24 h进样, 对 6个对照

品成分色谱峰的保留时间和峰面积进行统计 , 计算

RSD值。

色谱柱耐用性 取样品 (批号: TIANMA-07), 按照

供试品溶液的制备方法处理, 在上述色谱条件下, 采用

上述24根色谱柱分别进样, 考察6种成分的分离情况。

双标线性校正法定性研究 将采集的色谱数据导

入DRS Origin软件, 通过关联对照品, 设定双标成分, 进

行分析, 得到保留时间预测准确率和色谱柱符合率, 并

在 4根其他品牌和型号色谱柱 (Col 25～28) 上进行验

证。同时与相对保留时间法比较, 判断两种方法的优劣。

结果

1 方法学考察

1.1 精密度 对天麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷A、

巴利森苷 B、巴利森苷 C 和巴利森苷 E对照品成分色

谱峰的保留时间和峰面积进行统计, 结果其保留时间

基本一致 , 峰面积 RSD 均 < 1.5%, 表明仪器精密度

良好。

1.2 重复性 天麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷A、巴

利森苷 B、巴利森苷 C 和巴利森苷 E 的含量分别为

0.34%、0.061%、1.90%、0.73%、0.19% 和 0.49%, RSD

均 < 2.0%, 表明重复性良好。

1.3 稳定性 对天麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷A、

巴利森苷 B、巴利森苷 C 和巴利森苷 E的色谱峰保留

时间和峰面积进行统计, 结果保留时间基本一致, 峰面

积RSD均 < 2.0%, 表明样品稳定性较好。

1.4 色谱柱耐用性 按照供试品溶液的制备方法处

理, 在上述色谱条件下, 以上述 24根色谱柱进样, 全部

色谱柱均可将 6个成分色谱峰分离, 表明方法适用性

较好。样品的代表性图谱见图1、2。

2 双标的选择和SRT的计算

液相色谱中, 化学成分在不同色谱仪和不同色谱

柱上的保留时间具有线性关系[10,11]。通过对照品保留

时间进行色谱峰定位, 得到样品实际保留时间, 以 24

根色谱柱得到的样品保留时间平均值作为预测保留时

间 (standard retention time, SRT)。以 6 种成分的 SRT

为横坐标, 分别为天麻素为 9.721 min, 对羟基苯甲醇

为 14.580 min, 巴利森苷 E 为 19.992 min, 巴利森苷 B

为 27.510 min, 巴利森苷 C 为 29.451 min, 巴利森苷 A

为 34.268 min。以实际保留时间为纵坐标, 得到各色

谱柱的拟合结果, 见图 3。各色谱柱的线性方程和相

关系数见表 2。由图 3和表 2可见, 天麻各成分在Col 7

和Col 16两根色谱柱上与拟合直线有偏离, 说明成分

Figure 2 HPLC chromatograms of Gastrodiae Rhizoma by different chromatography columns (Col 2-9)

Figure 1 High performance liquid chromatography of Gastrodiae Rhizoma (Col 1). 1: Gastrodin; 2: p-Hydroxybenzyl alcohol; 3: Parishin

E; 4: Parishin B; 5: Parishin C; 6: Parishin A
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在这些色谱柱上的保留时间与其余色谱柱差异较大。

其余22根色谱柱的保留时间的线性关系良好。

3 双标化合物的确定和优化

在 6个成分中选择 2个作为双标成分, 有很多种方

案。将上述24根色谱柱上采集的HPLC数据导入DRS

Origin 软件 , 进行相对保留时间法、双标校正法及大

数据算法进行色谱峰替代定性研究。通过软件自有功

能进行“双标线性校正法”分析, 筛选出了 10种双标选

择方案, 能确保色谱柱符合率达到 100%, 其中峰 3～

峰 6组合的预测正确率为 100%。按双标选择尽量分

布在保留时间两端的原则[12]且预测值与实测值绝对偏

差最小的原则综合考虑, 以巴利森苷E和巴利森苷A作

为双标化合物。以这 2个成分的 SRT为纵坐标, 实际

保留时间 (以未知色谱柱 Col 25 为例), 巴利森苷 E

(20.367 min), 巴利森苷 A (34.25 min) 为横坐标 , 得到

两点巴利森苷 E (20.366 7, 19.992 1) 和巴利森苷 A

(34.25, 34.267 5), 做一直线 , 得到方程 y = 1.028 2x -

0.949 8, 然后将其余4个成分的SRT值代入方程 (Y值),

得到预测保留时间分别为天麻素 10.378 min, 对羟基

苯甲醇15.104 min, 巴利森苷B 27.680 min, 巴利森苷C

29.567 min, 实际保留时间依次为 10.05、15.53、27.77

和 29.7 min。偏差的绝对值依次为 0.328、0.429、0.087

和 0.133 min, 满足单纯定性条件下, 预测保留时间与

实测保留时间的误差应不超过 0.5 min的要求, 说明该

双标选择在Col 25上预测效果良好。

4 双标线性校正法与相对保留时间法的对比

对双标线性校正法与相对保留时间法两者在天麻

液相色谱中定性的优劣进行比较。双标线性校正法以

巴利森苷E和巴利森苷A作为双标化合物, 相对保留

时间法以中间位置的巴利森苷E为参照物, 两种方法

在 24根色谱柱上的比较结果, 双标线性校正法的保留

时间预测值的绝对偏差波动范围较小, 且绝对偏差较

低, 见表3。

5 样品分析

用 4根新的色谱柱 (Col 25～28), 按照供试品溶液

的制备方法处理样品, 测试 3种不同批次天麻药材, 不

同色谱柱色谱图见图 4, 结果见表 4。双标线性校正法

能够很好的预测各成分在 Col 25～28上的保留时间,

但相对保留时间法在Col 26～28的预测误差偏大, 表

明双标线性校正法比相对保留时间法预测更为精确。

讨论

在多成分含量测定、特征图谱等研究中, 色谱峰定

位具有重要的意义。本实验研究结果表明, 双标线性

Table 2 Linear equation and correlation coefficient of retention time on different chromatographic columns. ※Chromatographic column

with a large deviation of fitting

Column
Col 1
Col 2
Col 3
Col 4
Col 5
Col 6
Col 7
Col 8
Col 9
Col 10
Col 11
Col 12

Calibration curve
y = 0.519 8 x + 0.593
y = 0.507 3 x - 0.030 5
y = 0.556 8 x - 0.383 9
y = 0.548 0 x - 0.831 9
y = 0.551 2 x - 0.094 5
y = 0.550 5 x - 0.653
y = 0.547 3 x + 0.734 8
y = 0.550 5 x - 0.653
y = 0.553 6 x - 0.094 8
y = 0.536 4 x - 0.574 1
y = 0.537 9 x - 0.329 4
y = 0.568 8 x + 0.894 3

r
0.998 8
0.999 6
0.999 8
0.999 5
0.999 9
0.999 6
0.998 4※

0.999 6
0.999 9
0.999 5
0.999 8
0.999 3

Column
Col 13
Col 14
Col 15
Col 16
Col 17
Col 18
Col 19
Col 20
Col 21
Col 22
Col 23
Col 24

Calibration curve
y = 0.531 9 x + 0.622 8
y = 0.543 7 x - 0.733 1
y = 0.553 1 x + 0.352 2
y = 0.564 2 x + 2.317 1
y = 0.556 2 x + 0.148
y = 0.542 8 x - 0.424 3
y = 0.555 4 x + 0.022 1
y = 0.540 7 x - 0.920 9
y = 0.533 2 x + 0.247 9
y = 0.520 4 x - 0.536 8
y = 0.555 7 x + 0.106 7
y = 0.560 9 x + 0.662 9

r
0.999 3
0.999 1
0.999 7
0.998 0※

0.999 8
0.999 8
0.999 8
0.998 9
0.999 7
0.999 1
0.999 8
0.999 5

Figure 3 Retention time relationship of chromatographic peaks

on different chromatographic columns (A, B and C). SRT: Standard

retention time
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校正法适用于天麻药材的多组分定性分析, 能较好定

位天麻中的 6种成分。与相对保留时间法相比, 双标

线性校正法能准确地预测各成分的保留时间, 扩大色

谱柱的适用范围, 提高检验的效率, 降低检验成本。

本实验选择所有双标的组合, 综合考虑了预测准

确率和色谱柱符合率, 避免选择在色谱柱拟合过程中

偏离较大的成分, 以减小保留时间的预测误差, 最终选

择了峰 3与峰 6组合的巴利森苷E和巴利森苷A两个

成分为双标参照物。

建立方法时, 本实验考察了 24根不同品牌、型号

的色谱柱对待测成分分离情况的影响, 基本符合建模

要求。本实验仅考察了双标线性校正法用于天麻药材

中 6种成分的色谱峰定性, 是否适用于其他多组分中

药的分析, 还需进一步的拓展研究。

作者贡献: 周亚楠主要完成方法建立, 不同色谱柱的测

定及撰写文章并对编辑部修改意见进行核修等工作。张元

元主要完成数据分析等工作。李会军主要完成色谱方法的

建立、方法学考察。刘永利负责对实验思路、数据处理、撰写
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马双成对本文的选题的设计、实验思路等进行指导。
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