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一测多评法同时测定祛痰止咳颗粒中7种成分的含量

陈家仪 1, 栗建明 1*, 顾利红 1, 侯惠婵 1, 李镜友 2
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摘要: 建立同时测定祛痰止咳颗粒中芹菜素-7-葡萄糖醛酸、槲皮苷、芫根苷、木犀草素、芹菜素、羟基芫花素、芫

花素 7种成分含量的一测多评法。采用Agilent EC-C18 (150 mm × 4.6 mm, 4 μm) 色谱柱, 以甲醇-0.15%磷酸 (梯度

洗脱)为流动相, 检测波长为 338 nm, 以芹菜素为内参物, 分别建立 6种成分的相对校正因子, 并采用两点校正法结

合相对保留时间法对各成分进行色谱峰定位。分别按一测多评法和外标法检测 7种成分的含量, 并进行比较。上

述 6种成分的相对校正因子分别为芹菜素-7-葡萄糖醛酸 1.762 8、槲皮苷 2.310 4、芫根苷 1.898 4、木犀草素 1.282 8、

羟基芫花素 1.191 3、芫花素 1.066 9, 在不同色谱条件下其相对校正因子的RSD均小于 3%。采用两点校正法结合相

对保留时间法能准确定位各成分色谱峰, 预测保留时间与实际保留时间非常接近。10批样品一测多评计算结果与

外标法测定结果之间的相对误差在-5%～5%。一测多评法操作简便, 经济实用, 结果准确, 可应用于祛痰止咳颗粒

中7个成分的含量测定。
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Abstract: We have established a quantitative analysis of multi-components by single marker method (QAMS)

for the simultaneous determination of apigenin-7-glucuronide, quercitrin, yuankanin, luteolin, apigenin, hydroxy‐

genkwanin, and genkwanin in Qutan Zhike Granules. The chromatographic column used was an Agilent EC-C18

(150 mm × 4.6 mm, 4 μm), the mobile phase was methanol-0.15% phosphoric acid solution (gradient elution), and

the detection wavelength was 338 nm. Apigenin was chosen as the internal reference standard, the relative correc‐

tion factors for the six components were determined by multi-point correction method and included apigenin-7-

glucuronide, quercitrin, yuankanin, luteolin, hydroxygenkwanin and genkwanin. According to the two-point correc‐

tion method combined with the relative retention time correction of the components to be tested, the peak location

was determined. The contents of these seven compounds in 10 batches of Qutan Zhike Granules samples were

determined with relative correction factors, and the relative error (RE) was used to compare the results to that of

the external standard using the External Standard Method to verify the accuracy of QAMS. The relative correction

factors for apigenin-7-glucuronide, quercitrin, yuankanin, luteolin, hydroxygenkwanin and genkwanin were 1.762 8,

2.310 4, 1.898 4, 1.282 8, 1.191 3 and 1.066 9, respectively. RSDs of the relative correction factors were all lower
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than 3%. The peaks for each constituent were accurately located by the two-point correction method combined

with relative retention time correction, and the predicted retention time was close to the actual retention time. The

relative error of the contents by QAMS and determined by ESM in 10 batches of Qutan Zhike Granules were

between -5% and 5%. This content determination method can be used for the simultaneous determination of seven

components in Qutan Zhike Granules.

Key words: Qutan Zhike granule; relative correction factor; quantitative analysis of multi-components with

single marker; external standard method; two-point correction method

祛痰止咳颗粒是以《金匮要略》的参夏汤与十枣汤

化裁而成的验方[1], 主要由紫花杜鹃、醋芫花、醋甘遂、

党参、姜水半夏、明矾六味药组成。现行质量标准收载

于《中华人民共和国卫生部药品标准》中药成方制剂第

十册, 只有芫花、甘遂和紫花杜鹃薄层色谱鉴别项目及

颗粒剂通则检查, 无含量测定项[2]。因此, 建立多指标

成分含量测定方法, 更有利于把控全方整体质量。

本方首选紫花杜鹃为治疗慢性支气管炎的良药,

醋芫花、醋甘遂为行痰利胸膈要药, 加入白矾可以协调

经医古方炮制之芫花、甘遂燥湿化痰。久服本方恐有

伤正气, 脾胃为生痰之源, 故又加入党参以扶正, 姜水

半夏燥湿祛痰和胃降逆。结合功效主治, 紫花杜鹃为

君药, 醋芫花、醋甘遂为臣药, 党参、明矾、姜水半夏为

佐药。本方制备工艺为水煎醇沉, 由于方中甘遂主要

活性成分为巨大戟二萜醇型化合物和三萜化合物[3-6],

极性较小, 在煎煮过程中成分较难溶出。姜水半夏和

党参中指标性成分含量很低, 明矾为无机盐, 故醋甘

遂、姜水半夏、党参、明矾均未纳入含量测定。有研究

表明, 紫花杜鹃的黄酮类物质具有祛痰止咳、杀菌消

炎、镇痛的效果, 紫花杜鹃中芸香苷、金丝桃苷、槲皮

苷、槲皮素的含量测定曾有文献[7,8]报道, 其中槲皮苷

含量较高且稳定。现代药理研究表明, 芫花镇咳祛痰

的药效成分为黄酮类成分, 芫花入药时必须经过醋制,

文献报道, 芫花在醋制过程中, 黄酮类大分子成分发生

苷键断裂转化为小分子, 达到增效减毒的目的[9,10]。芹

菜素-7-葡萄糖醛酸、芫根苷、木犀草素、芹菜素、羟基

芫花素和芫花素曾作为芫花含量测定指标性成分被报

道[11,12], 因此本实验同时监测上述 6个成分, 能较全面

体现芫花醋制过程中成分的动态变化。故本实验最终

选择紫花杜鹃中槲皮苷、芫花中芹菜素-7-葡萄糖醛

酸、芫根苷、木犀草素、芹菜素、羟基芫花素和芫花素作

为指标性成分。

中国食品药品检定研究院暂未能提供芫根苷、羟

基芫花素、芹菜素-7-葡萄糖醛酸对照品, 并且同时配

制槲皮苷、芫花中芹菜素-7-葡萄糖醛酸、芫根苷、木犀

草素、芹菜素、羟基芫花素和芫花素 7个对照品溶液,

检验成本昂贵。一测多评法 (quantitative analysis of

multi-components by single-marker, QAMS) 的出现有

效地解决了对照品购买困难、检验成本昂贵等难题, 而

且QAMS目前也是中国药典的重点推广方法[13,14]。本

研究以芹菜素为内参物, 建立一测多评法同时测定祛

痰止咳颗粒中槲皮苷、芹菜素-7-葡萄糖醛酸、芫根苷、

木犀草素、羟基芫花素和芫花素的含量, 方法简便, 经

济实用, 能有效地控制成品质量。

材料与方法

仪器与试剂 Agilent1260II 型高效液相色谱仪

(美国安捷伦公司); Waters2695型高效液相色谱仪 (美

国 Waters 公司); Shimadzu LC-20AT 型高效液相色谱

仪 (日本岛津公司); Mettler AE240型电子天平 (瑞士梅

特勒公司); 超声波清洗器 (型号: KQ-250DE型, 昆山

市超声仪器有限公司); 色谱柱 Thermo BDS Hypersil

C18 (100 mm × 4.6 mm, 2.4 μm), 美国 Thermo 公司、

Phenomenex Kinetex C18 (100 mm × 4.6 mm, 2.6 μm),

美国 Phenomenex 公司、Agilent EC-C18 (150 mm ×

4.6 mm, 4 μm), 美国Agilent公司; 对照品槲皮苷 (批号:

111538-202007, 纯度 93.5%)、木犀草素 (批号: 111520-

201605, 纯度 99.6%)、芹菜素 (批号: 111901-202004, 纯

度 99.4%)、芫花素 (批号: 111899-201202, 纯度 94.9%),

均购自中国食品药品检定研究院 ; 芹菜素-7-葡萄糖

醛酸 (批号 : lot#21-API-23-48, 纯度 99.48%)、芫根苷

(批号 : lot#21-YUA-06-25, 纯度 96.8%)、羟基芫花素

(批号 : lot#21-HYD-15-07, 纯度 99.54%) 均购自美国

Pharmaceutical Chemistry Laboratory公司; 甲醇为色谱

纯 (美国Fisher试剂公司); 超纯水由MILLI-Q超纯水制

备仪制备 (美国Millipore公司); 其他试剂均为分析纯。

实验材料 10批祛痰止咳颗粒 (编号 S1-S10)、紫

花杜鹃阴性对照以及芫花阴性对照均由广州花城药业

有限公司生产。

色谱条件 采用Agilent EC-C18 (150 mm × 4.6 mm,

4 μm) 色谱柱 , 以甲醇 (A)-0.15% 磷酸水溶液 (B) 为

流动相, 梯度洗脱程序为 0～5 min, 20%～30% A; 5～

10 min, 30%～30% A; 10～35 min, 30%～50% A; 35～

45 min, 50%～80% A; 45～50 min, 80%～20% A。流
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速为 1.0 mL·min-1, 检测波长为 338 nm, 柱温 25 ℃, 进

样量10 μL。

混合对照品溶液制备 精密称取芹菜素等 7种对

照品适量, 加甲醇溶液制成每 1 mL 分别含芹菜素-7-

葡萄糖醛酸 1 741.300 μg、槲皮苷 135.500 μg、芫根苷

173.600 μg、木犀草素 32.400 μg、芹菜素 166.000 μg、羟

基芫花素 139.400 μg、芫花素 189.200 μg的溶液作为混

合对照品溶液。

供试品溶液制备 取装量差异项下的本品, 混匀,

研细, 取约 10 g, 精密称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加

入甲醇 50 mL, 称定重量, 超声处理 (功率 300 W, 频率

37 kHz) 30 min, 放冷, 再称定重量, 用甲醇补足减失的

重量, 滤过, 取续滤液 25 mL, 蒸干, 残渣加 75%甲醇溶

解, 转移至 5 mL 量瓶中, 加 75% 甲醇稀释至刻度, 摇

匀, 滤过, 取续滤液, 即得。

阴性对照溶液的制备 按照祛痰止咳颗粒质量标

准的处方和制法, 分别制备紫花杜鹃阴性对照和芫花

阴性对照样品, 并按“供试品溶液制备”项下方法分别

制备相应的阴性对照溶液。

专属性 取混合对照品溶液、供试品溶液, 紫花杜

鹃阴性对照溶液和芫花阴性对照溶液分别进行测定,

比较色谱图。

线性关系 精密吸取混合对照品溶液 0.2、0.4、

0.6、0.8、1.0、1.5、2.0 mL, 分别置 10 mL量瓶中, 加甲醇

稀释至刻度, 分别进样 10 μL。以芹菜素-7-葡萄糖醛

酸、槲皮苷、芫根苷、木犀草素、芹菜素、羟基芫花素、芫

花素进样浓度 (x, μg·min-1) 与峰面积 (Y) 作标准曲线,

计算回归方程。

精密度 精密吸取混合对照品溶液 1.0 mL, 置

10 mL 量瓶中 , 加甲醇稀释至刻度 , 按色谱条件测定

6次, 测定峰面积, 计算7种成分峰面积的RSD。

稳定性 取同一批供试品溶液, 于 0、4、8、12、24 h

按色谱条件进行测定。记录峰面积, 计算 7种成分峰

面积的RSD。

重复性 取同一批样品 (编号 S1), 按“供试品溶

液制备”方法平行制备 6份供试品溶液, 按色谱条件进

样测定, 计算供试品中7种成分的平均含量及其RSD。

加样回收率 分别取芹菜素-7-葡萄糖醛酸、槲皮

苷、芫根苷、木犀草素、芹菜素、羟基芫花素、芫花素对照

品适量, 精密称定, 加甲醇制成每 1 mL各含 160.120、

13.620、18.350、3.150、16.230、13.760和 16.380 μg的混

合对照品溶液, 作为加样回收用储备液。取同一批已

知含量样品 (编号S1) 6份, 每份约 5 g, 精密称定, 置具

塞锥形瓶中, 精密加入上述加样回收用储备液 5 mL和

甲醇 45 mL, 按“供试品溶液制备”方法制备供试品溶

液, 按色谱条件进样测定, 计算回收率。

相对校正因子的测定 相对校正因子 (f) 计算公

式为 f = (As / Cs) / (Ai / Ci), 其中 As和Cs为内参物峰面积

和浓度; Ai和Ci为待测成分 i的峰面积和浓度。将“线

性关系”项下的系列对照品溶液各进样 10 μL, 按色谱

条件测定各成分的峰面积, 以芹菜素为内参物, 计算不

同进样浓度下其他 6 种成分的相对校正因子的平均

值, 比较RSD值。

不同仪器、色谱柱对相对校正因子的影响 分

别考察不同仪器 (Agilent1260 II 型、Waters2695 型 ,

Shimadzu LC-20AT 高效液相色谱仪) 和 3 种色谱柱

Thermo BDS Hypersil C18 (100 mm × 4.6 mm, 2.4 μm)、

Phenomenex Kinetex C18 (100 mm × 4.6 mm, 2.6 μm)、

Agilent EC-C18 (150 mm × 4.6 mm, 4 μm) 对相对校正

因子的影响 , 计算相对校正因子的平均值 , 并比较

RSD值。

色谱峰的定位 取线性关系项下的中浓度混合对

照品溶液, 按色谱条件在不同型号仪器 (Agilent1260 II

型、Waters2695 型 , Shimadzu LC-20AT 高效液相色谱

仪) 和色谱柱 Thermo BDS Hypersil C18 (100 mm ×

4.6 mm, 2.4 μm)、Phenomenex Kinetex C18 (100 mm ×

4.6 mm, 2.6 μm)、Agilent EC-C18 (150 mm × 4.6 mm,

4 μm) 进样测定。采用相对保留时间法, 以芹菜素为

内参物S, 计算其余 6种化合物的相对保留时间及RSD

值; 采用两点校正法, 以内参物芹菜素和另一种常见、

价格便宜易获取的槲皮苷在 Agilent1260 II仪器上使

用 Agilent EC-C18色谱柱所得保留时间为横坐标 (x),

其他仪器、色谱柱所得保留时间为纵坐标 (Y) 进行回

归 , 绘制校正曲线 , 再以 Agilent EC-C18 所得标准保

留时间代入校正曲线, 即可计算各成分预测出峰时间,

并计算预测保留时间和实测保留时间的相对误差

(relative error, RE)。

样品含量测定 取不同批次的祛痰止咳颗粒样

品, 按供试品溶液制备方法制备供试品溶液, 按色谱条

件进行测定, 分别采用一测多评法和外标法 (external

standard method, ESM) 计算祛痰止咳颗粒中芹菜素、

木犀草素、槲皮苷、羟基芫花素、芫根苷、芫花素、芹菜

素-7-葡萄糖醛酸的含量, 并用RE进行评价。

结果

1 方法学考察

1.1 系统适应性 7个成分与相邻成分之间分离度均

大于 1.5, 芫花阴性对照在样品色谱相应位置上干扰峰

峰面积低于5%, 紫花杜鹃阴性无干扰, 见图1。

1.2 线性关系 各成分在各自范围内线性关系良好,
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结果见表1。

1.3 精密度 芹菜素-7-葡萄糖醛酸、槲皮苷、芫根苷、

木犀草素、芹菜素、羟基芫花素、芫花素的RSD分别为

0.912%、0.916%、1.110%、1.121%、1.109%、1.102% 和

1.112%, 均小于2%, 表明方法的精密度良好。

1.4 稳定性 芹菜素-7-葡萄糖醛酸、槲皮苷、芫根苷、

木犀草素、芹菜素、羟基芫花素、芫花素的RSD分别为

0.605%、0.812%、0.515%、0.625%、0.541%、0.625% 和

0.532%, 均小于 3%, 表明供试品溶液在制备后 24 h内

稳定性良好。

1.5 重复性 芹菜素-7-葡萄糖醛酸、槲皮苷、芫根苷、

木犀草素、芹菜素、羟基芫花素、芫花素 7个成分的平

均含量分别为 155.102、13.151、17.114、3.588、17.751、

12.098 和 16.168 μg·g-1, RSD 分别为 2.377%、2.005%、

2.322%、1.479%、1.638%、1.853% 和 1.460%, 表明方法

重复性良好。

1.6 加样回收率 芹菜素-7-葡萄糖醛酸、槲皮苷、芫

根苷、木犀草素、芹菜素、羟基芫花素、芫花素的加样回

收率分别为 100.057%、94.091%、97.574%、95.260%、

101.097%、100.811%和 93.442%, RSD分别为 2.478%、

2.462%、1.538%、2.478%、2.564%、2.131% 和 2.768%,

表明该方法准确度高。

2 一测多评法

2.1 相对校正因子的测定 以芹菜素为内参物, 芹菜

素-7-葡萄糖醛酸、槲皮苷、芫根苷、木犀草素、羟基芫

花素、芫花素的相对校正因子分别为 1.762 8、2.310 4、

1.898 4、1.282 8、1.191 3和1.066 9, RSD值均小于2%。

2.2 不同仪器、色谱柱对相对校正因子影响 不同高

效色谱仪和色谱柱条件下 , 计算芹菜素-7-葡萄糖醛

酸、槲皮苷、芫根苷、木犀草素、羟基芫花素、芫花素的

相对校正因子平均值, 分别为1.762 3、2.305 1、1.877 1、

1.285 6、1.182 1和1.048 9, RSD值均小于3%, 表明不同

高效液相色谱仪和色谱柱对相对校正因子没有显著影

响, 建立的相对校正因子重现性较好。

2.3 待测成分色谱峰的定位 利用相对保留时间法,

结果见表 2, 芫根苷、木犀草素、羟基芫花素、芫花素

相对保留值在不同仪器和不同色谱柱上重现性良好,

RSD < 5%。由于 3 个品牌色谱柱的内径和长度规格

不一致, 并且槲皮苷和芹菜素-7-葡萄糖醛酸距离内参

物芹菜素较远, 导致相对保留时间RSD稍微偏大。

由于槲皮苷和芹菜素-7-葡萄糖醛酸的相对保留

时间 RSD > 5%,难以对二者进行准确定位, 本实验进

一步采用两点校正法。结果见表 3, 芹菜素-7-葡萄糖

醛酸和槲皮苷采用两点校正法的预测保留时间和实测

保留时间的 RE 绝对值较低 (< 2%), 且非常接近。因

此, 芹菜素-7-葡萄糖醛酸和槲皮苷可采用两点校正法

定位, 其余 4个待测成分采用相对保留时间进行定位,

Table 1 Linear relationships of seven components

Analyte
AGC
QT
YK
LO
AG
HGK
GW

Regression equation
Y = 143.32 x + 1 200
Y = 113.3 x + 22.354
Y = 137.55 x + 38.745
Y = 205.66 x + 5.793
Y = 261.23 x + 69.789
Y = 218.28 x + 57.661
Y = 244.33 x + 81.570

R2

0.998 7
0.999 9
0.999 9
0.999 9
0.999 9
0.999 9
0.999 9

Linear range/μg·mL-1

34.83-348.26
2.71-27.10
3.47-34.72
0.65-6.48
3.32-33.20
2.79-27.88
3.78-37.84

Table 2 Relative retention time of 6 components. C1: BDS

Hypersil C18; C2: Phenomenex Kinetex C18; C3: Agilent EC-C18

Instrument

Agilent 1260II

Waters e2695

Shimadzu LC-20A

Average

RSD/%

Column

C1

C2

C3

C3

C3

tR

tAGC/AG

0.563

0.585

0.654

0.635

0.652

0.618

5.993

tQT/AG

0.590

0.614

0.681

0.662

0.677

0.645

5.632

tYK/AG

0.681

0.664

0.722

0.699

0.716

0.696

3.102

tLO/AG

0.851

0.856

0.919

0.897

0.901

0.885

3.013

tHGK/AG

1.156

1.106

1.073

1.082

1.078

1.099

2.791

tGW/AG

1.219

1.162

1.117

1.128

1.121

1.149

3.328

Figure 1 HPLC chromatograms of mixed references (A), Qutan

Zhike granules (B), negative sample of Genkwa Flos (C), negative

sample of Rhododendron Mariae Folium et Cacumen (D). 1: Api‐

genin-7-glucuronide (AGC); 2: Quercitrin (QT); 3: Yuankanin

(YK); 4: Luteolin (LO); 5: Apigenin (AG); 6: Hydroxygenkwanin

(HGK); 7: Genkwanin (GW)
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两者相结合可以更加准确定位色谱峰。

3 外标法和一测多评法含量测定比较

外标法和一测多评法测定结果见表 4, 结果显示,

10批样品中均能检出 7种有效成分, 两种方法测得并

以RE为参数, 对 2种方法所得结果进行比较, RE值在

-5%～5%, 提示建立的方法具有较好的可信度。

讨论

本实验考察了不同提取方法 (超声、回流提取)、不

同提取溶剂 (纯水、纯甲醇、50% 甲醇、75% 甲醇及乙

醇)、不同料液比 (1∶5、1∶10、1∶15) 以及提取时间 (15、

30、45、60 min) 下, 以 7个成分 (木犀草素、槲皮苷、羟

基芫花素、芫根苷、芫花素、芹菜素-7-葡萄糖醛酸、芹

菜素) 的提取效率为指标。最终确定料液比为 1∶5、溶

剂为纯甲醇、超声提取30 min。

检测波长的选择, 本实验所选的 7个指标性成分,

化学结构母核相似, 采用二极管阵列检测器对 7个成

分进行光谱扫描, 7个成分最大吸收波长也相近。综

合考虑, 选择 338 nm为检测波长, 在此波长下, 色谱图

基线平稳 , 7 个成分分离效果好 , 且各成分响应值也

较高。

本研究建立了祛痰止咳颗粒中有效成分及指标性

成分的一测多评方法, 成品中芹菜素含量较高, 且峰型

较好、保留时间适中, 故选择芹菜素作为内参物, 测定

了木犀草素、槲皮苷、羟基芫花素、芫根苷、芫花素以及

芹菜素-7-葡萄糖醛酸的相对校正因子。所测得的相

对校正因子在不同色谱柱以及不同仪器上重现性良

好, 并且分别用一测多评法和外标法测定 10批祛痰止

咳颗粒样品中 7个成分的含量, 两者结果无显著差异,

这说明本实验所建立的相对校正因子可信度高。

Table 3 Peak time to locate chromatographic peaks predicted by correction equation. M: Measured value

Instrument

Agilent 1260II

Waters e2695

Shimadzu LC-20AT

Column

C3

C1

C2

C3

C3

Correction equation

Y = 1.120 4 x - 10.301

Y = 1.104 6 x - 7.927 8

Y = 1.030 5 x - 2.479 1

Y = 1.040 6 x - 0.532 2

Actual M

Actual M

Forecast

RE%

Actual M

Forecast

RE%

Actual M

Forecast

RE%

Actual M

Forecast

RE%

Retention time /min

AGC

26.985

20.226

19.933

1.446

22.058

21.880

0.806

25.423

25.329

0.371

27.668

27.549

0.431

QT

28.124

21.210

21.209

0.003

23.139

23.138

0.005

26.504

26.503

0.006

28.733

28.734

0.003

YK

29.794

24.468

23.080

5.671

25.007

24.983

0.095

27.988

28.224

-0.843

30.386

30.472

-0.283

LO

37.959

30.587

32.228

-5.366

32.260

34.002

-5.398

35.945

36.638

-1.926

38.235

38.968

-1.918

AG

41.284

35.955

35.953

0.004

37.676

37.674

0.004

40.066

40.064

0.005

42.427

42.428

0.003

HGK

44.307

41.580

39.340

5.387

41.653

41.014

1.535

43.335

43.179

0.359

45.728

45.573

0.339

GW

46.098

43.812

41.347

5.624

43.791

42.992

1.823

45.189

45.025

0.363

47.551

47.438

0.239

Table 4 Content (μg·g-1) of seven components determined by quantitative analysis of multi-components by single marker method (QAMS)

and external standard method (ESM). RE% = (QAMS - ESM) / ESM × 100%

Component
AG
LO

QT

HGK

YK

AGC

GW

Method
ESM
ESM
QAMS
RE%
ESM
QAMS
RE%
ESM
QAMS
RE%
ESM
QAMS
RE%
ESM
QAMS
RE%
ESM
QAMS
RE%

S1
18.118

3.682
3.575

-2.898
13.504
13.208
-2.193
12.562
12.270
-2.319
17.228
16.510
-4.169

158.394
156.339
-1.297
16.745
16.282
-2.763

S2
18.394

3.813
3.704

-2.868
14.248
13.938
-2.177
12.464
12.177
-2.299
18.022
17.259
-4.236

158.006
155.945
-1.305
15.786
15.356
-2.722

S3
21.152

4.120
4.006

-2.775
15.102
14.785
-2.097
13.996
13.682
-2.244
9.870
9.578

-2.956
132.911
131.850
-0.798
19.737
19.200
-2.720

S4
18.061

3.518
3.416

-2.895
20.115
19.668
-2.222
11.722
11.454
-2.293
13.963
13.427
-3.837

126.222
125.220
-0.794
13.954
13.581
-2.680

S5
24.229

5.129
4.959

-3.318
18.599
18.134
-2.504
25.675
24.985
-2.686
18.029
17.458
-3.166

104.552
107.226

2.558
27.120
26.300
-3.027

S6
23.714

4.049
3.911

-3.417
8.735
8.529

-2.360
14.329
13.973
-2.481
10.268
10.168
-0.979

129.579
131.364

1.378
25.434
24.664
-3.025

S7
16.190

2.662
2.553

-4.070
9.987
9.696

-2.923
8.895
8.657

-2.672
8.095
8.081

-0.172
92.355
95.019

2.884
16.152
15.630
-3.232

S8
24.668

5.037
4.915

-2.413
25.274
24.862
-1.628
18.359
18.057
-1.647
21.137
20.572
-2.669

142.559
145.189

1.845
20.978
20.567
-1.961

S9
27.406

5.323
5.154

-3.165
10.568
10.331
-2.244
21.100
20.576
-2.484
19.873
19.211
-3.334

194.241
193.728
-0.264
29.944
29.064
-2.939

S10
28.911

5.442
5.271

-3.140
9.851
9.635

-2.190
21.812
21.275
-2.460
18.664
18.090
-3.075

192.658
192.415
-0.126
31.598
30.674
-2.925
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色谱峰定位, 目前文献[15-17]报道一测多评法色谱

峰定位方法主要有相对保留时间、保留时间差以及两

点校正法。本实验前期摸索色谱条件时, 采用常规色

谱 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) 分离效果不理想, 采集时间

长达 100 min, 进一步采用 Agilent EC-C18 (150 mm ×

4.6 mm, 4 μm) 小粒径短柱, 分离效果好, 时间缩短一

半。后续考察了不同规格小粒径短柱和不同色谱仪器

对 7个待测成分保留时间的影响, 结果采用相对保留

时间定位色谱峰时, 芫根苷、木犀草素、羟基芫花素、芫

花素 4个成分的相对保留时间RSD均小于 5%。采用

两点校正法时, 芹菜素-7-葡萄糖醛酸、槲皮苷两个成

分RE均小于 2%。故一测多评的定位若结合相对保留

时间法和两点校正法, 可以实现准确定位, 尤其适合待

测成分数量较多, 且相邻近色谱峰较多的情况。

作者贡献: 陈家仪设计实验和数据采集处理以及撰写论

文; 李镜友负责收集样品; 栗建明、顾利红和侯惠婵负责修改
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