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多中心切割二维液相色谱法同时测定九味熄风颗粒中 10 种成分  
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摘  要：目的  采用在线多中心切割二维液相色谱法，建立同时测定九味熄风颗粒中 10 种成分的含量测定方法。方法  第

一维采用 Acquity BEH C18（100 mm×3.0 mm，1.7 µm）为色谱柱，第二维色谱柱为 X Select HSS T3（250 mm×4.6 mm，5 µm）；

流动相均采用甲醇-乙腈（95∶5）混合溶液-磷酸水体系，梯度洗脱；体积流量分别为 0.2、1.0 mL/min；柱温 35 ℃。结果  同

时测定了九味熄风颗粒中次黄嘌呤、天麻素、有机酸类（原儿茶酸、新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸）、环烯醚萜苷类（马钱

苷酸、獐芽菜苦苷、龙胆苦苷、当药苷）10 种成分的含量，各成分在考察的质量浓度范围内线性关系良好（r≥0.999），精

密度 RSD 均小于 2%，重复性 RSD 均小于 5%，供试品溶液室温 24 h 内稳定，平均加样回收率为 97.45%～104.82%，13 批

制剂中次黄嘌呤、天麻素、原儿茶酸、新绿原酸、绿原酸、马钱苷酸、隐绿原酸、獐芽菜苦苷、龙胆苦苷、当药苷质量分数

分别为 0.034～0.111、1.224～2.078、0.032～0.055、0.010～0.066、0.202～0.341、1.052～1.542、0.016～0.080、0.151～0.333、

4.560～7.354、0.343～0.518 mg/g，其中天麻素、总有机酸、总环烯醚萜苷类成分的批间一致性良好。结论  建立的方法操

作简便，结果准确、可靠，可用于九味熄风颗粒的质量控制和评价。 
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Abstract: Objective  To develop an online multiple heart-cutting two-dimensional liquid chromatography method for the 

simultaneous determination of 10 components from the Jiuwei Xifeng Granules (JXG). Methods  The first dimensional column was 

Acquity UPLC BEH C18 (100 mm × 3.0 mm, 1.7 µm) and the second dimensional column was X Select HSS T3 (250 mm × 4.6 mm, 

5 μm). The mobile phase was methanol-acetonitrile mixed solution (95:5) and phosphoric acid-water solution. The flow rates were 

0.2 mL/min and 1.0 mL/min respectively in two dimensions. And column temperature controled at 35 ℃. Results  The contents of 

hypoxanthine, gastrodin, organic acids (protocatechuic acid, neochlorogenic acid, chlorogenic acid, cryptochlorogenic acid) and 

iridoid glycosides (loganic acid, swertiamarine, gentiopicroside, sweroside) in JXG were determined simultaneously. Each 

component had a good linear relationship within the investigated concentration range (r ≥ 0.999), the RSD of precision were less than 

2%, the RSD of repeatability were less than 5%, and the sample solution was stable within 24 h at room temperature, the average 

recovery were 97.45%—104.82%, and the consistency of 13 batches of test samples are good. The concentration of hypoxanthine, 
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gastrodin, protocatechuic acid, neochlorogenic acid, chlorogenic acid, loganic acid, cryptochlorogenic acid, swertiamarine, 

gentiopicroside, sweroside in 13 batches of samples were 0.034—0.111, 1.224—2.078, 0.032—0.055, 0.010—0.066, 0.202—0.341, 

1.052—1.542, 0.016—0.080, 0.151—0.333, 4.560—7.354, 0.341—0.638 mg/g, respectively, and the consistency of gastrodin, total 

organic acid and total iridoid glycosides were good. Conclusion  The estabilshed method is simple, accurate and reliable, which can 

be used for the quality control and evaluation of JXG. 

Key words: Jiuwei Xifeng Granules; two-dimensional liquid chromatography; heart-cutting; simultaneous differmination; 

hypoxanthine; gastrodin; organic acids; protocatechuic acid; neochlorogenic acid; chlorogenic acid; cryptochlorogenic acid; iridoid 

glycosides; loganic acid; swertiamarine; gentiopicroside; sweroside; quality control 

 

九味熄风颗粒（Jiuwei Xifeng Granules，JXG）

是由江苏康缘药业股份有限公司研制生产的中药复

方制剂，由天麻、熟地黄、钩藤、龙胆、法半夏、

僵蚕、龟甲、龙骨、青礞石 9 味药材组成，具有滋

阴平肝、熄风化痰的功效[1]，临床上用于轻中度小

儿多发性抽动症，证属肾阴亏损、肝风内动证者[2]。

多指标的定量测定对该制剂的质量控制、保证临床

疗效具有重要意义。然而 JXG 成分复杂，含有生物

碱、环烯醚萜、有机酸等多类活性成分，进行一维

色谱分析时，样品中目标成分多存在共流出峰，或

达不到基线分离，无法对目标分析物实现同时定量

分析。 

近年来，多维液相色谱分离成为液相色谱发展

的一个重要方向，它将不同性能或特点的色谱体系

进行联用，具有高分离效果和高峰容量的特点[3]，

《中国药典》2020 年版中也新增了多维液相分析技

术[4]。采用 2 个合适的色谱联用（二维液相色谱）

可满足大多数难分离样品的分离要求。二维液相色

谱根据切割全部还是部分的一维洗脱液进入二维分

离，可分为全二维色谱（LC×LC）和中心切割色

谱（LC-LC）[4-5]。二者中的选择性全二维（sLC×

LC）和多中心切割式二维（mLC-LC）可以解决多

个峰重叠的难题，对多个目标成分进行定量分析[6]，

已经广泛用于分析食品、环境、中药、生物样本等

复杂基质样品或手性化合物等难分离混合物[7-13]。

二维多中心切割模式一般通过阀的切换将第一维中

感兴趣的部分依次切割，临时储存在定量环或捕获

柱或者直接转移进入选择性不同的第二维进行分 

离[14-15]。 

本实验基于二维液相多中心切割技术，成功建

立了 JXG 中多成分的快速分析方法。此方法第一维

对绿原酸、隐绿原酸、马钱苷酸、龙胆苦苷、当药

苷进行分析，第二维根据次黄嘌呤、天麻素、原儿

茶酸、新绿原酸、獐芽菜苦苷的一维出峰时间，设

置切割时间窗口，在第二维色谱柱上进行进一步分

离，实现对制剂中 10 种成分进行含量测定。 

1  仪器与材料 

Agilent 1290 Infinity II 二维液相色谱系统，配

备 2 台 1290 Infinity II 高速泵，1290 Infinity II 自动

进样器，1290 Infinity II柱温箱以及2台1290 Infinity 

II 二极管阵列检测器，外置 2 位/4 通双向阀及阀驱

动，美国 Agilent 公司；KH-300DB 型数控超声波清

洗器，昆山禾创超声波仪器有限公司；Pacific TII7

超纯水仪，美国 Thermo 公司；ME104E 型电子天

平、XS205DU 型电子天平，Mettler Toledo 公司。 

对照品天麻素（质量分数 96.8%，批号

110807-201306）、原儿茶酸（质量分数 99.9%，批

号 110809-201205）、绿原酸（质量分数 99.3%，批

号 110753-201716）、马钱苷酸（质量分数 97.4%，

批号 11865-201704）、獐芽菜苦苷（质量分数 98.3%，

批号 110785-201404）、龙胆苦苷（质量分数 97.1%，

批号 110770-201918）、当药苷（质量分数 100%，

批号 111742-200501）均购自中国食品药品检定研

究院；对照品次黄嘌呤（质量分数 99.3%，批号

6057）、新绿原酸（质量分数 99.4%，批号 4974）

均购自上海诗丹德生物技术有限公司；对照品隐绿

原酸（质量分数 98.0%，批号 15121702），购自成

都普菲德生物技术有限公司。 

JXG（6 g/袋），江苏康缘药业股份有限公司，

批号 190102、190103、190701、190702、190901、

190902、191002、191003、200501、200503、210301、

210302、210303，分别编号为 S1～S13。乙腈、甲

醇，色谱纯，美国 Tedia 公司；无水甲醇、磷酸，

分析纯，南京化学试剂有限公司；水为超纯水。 

2  方法与结果 

2.1  对照品溶液制备 

取次黄嘌呤、天麻素、原儿茶酸、新绿原酸、

绿原酸、马钱苷酸、隐绿原酸、獐芽菜苦苷、龙胆

苦苷、当药苷对照品适量，精密称定，加 50%甲醇

制成质量浓度分别为 25.6、701.8、15.9、32.3、97.7、
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420.3、33.7、61.4、2 502.8、277.8 µg/mL 的混合对

照品储备液。精密移取 1 mL 置 10 mL 量瓶，加 50%

甲醇稀释至刻度，即得混合对照品溶液。 

2.2  供试品溶液制备 

取 JXG 适量，研细，取约 1 g，精密称定，置

具塞锥形瓶中，精密加入 50%甲醇 25 mL，密塞，

称定质量，超声处理（频率 40 kHz、功率 500 W）

30 min，放冷，再称定质量，用 50%甲醇补足减失

的质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。 

2.3  阴性对照样品溶液的制备 

按 JXG 处方比例和工艺，分别制备缺少天麻、

半夏药材的阴性对照样品；缺少龙胆药材的阴性对

照样品；缺少僵蚕药材的阴性对照样品；缺少钩藤

药材的阴性对照样品；并按“2.2”项下方法制备各

阴性对照样品溶液。 

2.4  色谱条件及系统适用性试验 

2.4.1  一维色谱条件  以 Acquity UPLC BEH C18

（100 mm×3 mm，1.7 µm）为色谱柱；柱温 35 ℃；

体积流量0.2 mL/min；检测波长为220、250、327 nm；

以 0.05%磷酸水溶液为流动相 A，甲醇-乙腈（95∶

5）混合溶液为流动相 B，梯度洗脱程序：0～6 min，

1%～1.75% B；6～8 min，1.75%～6% B；8～16 min，

6%～12% B；16～35 min，12% B；35～40 min，

12%～20% B；40～50 min，20%～27% B；50～51 

min，27%～95% B；51～58 min，95% B；58～60 min，

95%～1% B；进样体积 1 µL。 

2.4.2  二维色谱条件  色谱柱为XSelect HSS T3柱

（250 mm×4.6 mm，5 µm）；柱温 35 ℃；体积流量

1.0 mL/min；检测波长：220、250、327 nm；流动

相 A 为 0.015%磷酸水溶液，流动相 B 为甲醇-乙腈

（95∶5）混合溶液。梯度洗脱程序：0～6 min，0 B；

6～13 min，0～1% B；13～15 min，1% B；15～25 

min，1%～12% B；25～35 min，12%～21% B；35～

42 min，21%～30% B；42～51 min，30%～40% B；

51～52 min，40%～95% B；52～59 min，95% B；

59～60 min，95%～0 B。 

2.4.3  系统流路  系统流路连接见图 1，其中接口

采用 2 位/4 通双向阀可以实现流路的完全对称，减

小阀切换时系统压力的变化[16]。阀在位置 A 时，组

分经第一维洗脱进入废液，至目标组分时阀切换到

位置 B，目标组分暂时储存于定量环中；然后阀切

换至位置 A，定量环中的切割组分随第二维流动相

进入第二维色谱柱进行分析，至下一次切割时阀切

换回位置 B。 

 

图 1  多中心切割二维液相系统连接示意图 

Fig. 1  Connection diagram of two dimensional liquid phase system for heart-cutting 

2.4.4  二维切割时间  考虑到一维液相各色谱峰的

峰宽差异，保证不造成切割过程中的损失，选择 200 

µL 定量环进行储存，在一维体积流量为 0.2 mL/min

条件下收集时间为 0.8 min。阀切换时间为 0 min（位

置 A）；4.10 min（位置 B），4.90 min（位置 A）；12.00 

min（位置 B），12.80 min（位置 A）；14.85 min（位

置 B），15.65 min（位置 A）；19.00 min（位置 B），

19.80 min（位置 A）；42.00 min（位置 B），42.80 min

（位置 A）。 

2.4.5  系统适用性试验  精密移取混合对照品溶液

和供试品样品溶液适量，按照本色谱条件测定，对

照品和供试品溶液的一维及二维分离色谱图如图 2

所示。本方法第一维在 250 nm 波长下对马钱苷酸、

龙胆苦苷、当药苷进行分析，在 327 nm 下对隐绿

原酸、绿原酸进行分析；第二维在 220 nm 波长下

对天麻素、原儿茶酸进行分析，在 250 nm 下对次

黄嘌呤、獐芽菜苦苷进行分析，在 327 nm 下对新

绿原酸进行分析。在 60 min 内一维和二维色谱图基

线平稳，各成分分布均匀，与相邻色谱峰的分离度

均不低于 1.5，拖尾因子在 0.8～1.5，理论塔板数以

各色谱峰计均在 4000 以上，可进行准确定量。 

2.5  专属性试验 

精密移取“2.1～2.3”项下的各溶液适量，按照

本色谱条件测定，结果见图 3。各阴性样品溶液在 
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1-次黄嘌呤  2-天麻素  3-原儿茶酸  4-新绿原酸  5-绿原酸  6-马钱苷酸  7-隐绿原酸  8-獐芽菜苦苷  9-龙胆苦苷  10-当药苷，下图同 

1-hypoxanthine  2-gastrodin  3-protocatechuic acid  4-neochlorogenic acid  5-chlorogenic acid  6-loganic acid  7-cryptochlorogenic acid  

8-swertiamarine  9-gentiopicroside  10-sweroside, same as below 

图 2  混合对照品 (A) 和 JXG 样品 (B) 的一维 (1D) 和二维 (2D) 分离色谱图 

Fig. 2  1D and 2D chromatogram of mixed standard solution (A) and JXG sample solution (B) 

     

     

     

     

图 3  缺天麻和半夏 (A)、缺钩藤 (B)、缺僵蚕 (C)、缺龙胆 (D) 阴性样品的一维 (1D) 和二维 (2D) 分离色谱图 

Fig. 3  1D and 2D chromatogram of blank sample without Gastrodiae Rhizoma and Pinelliae Rhizoma (A), without Uncariae 

Ramulus cum Uncis (B), without Bombyx Batryticatus (C), and without Gentianae Radix et Rhizoma (D) 

所测成分相应的位置处未见色谱峰，说明阴性样品

溶液对测定成分没有干扰。 

2.6  线性关系考察 

精密移取“2.1”项下混合对照品储备液，50%

甲醇逐级稀释，制得系列质量浓度对照品溶液。按

“2.3”项下色谱条件进样分析，记录各色谱峰的峰

面积。以对照品质量浓度为横坐标（x），峰面积为

纵坐标（y），绘制标准曲线，以信噪比不小于 10

确定目标化合物的定量限，10 种成分的回归方程、

线性范围与定量限见表 1。 

2.7  精密度试验 

取“2.1”项下混合对照品溶液，按“2.3”项下

色谱条件进行测定峰面积，连续进样 6 次，结果次

黄嘌呤、天麻素、原儿茶酸、新绿原酸、绿原酸、 

表 1  10 种成分的回归方程、线性范围与定量限 

Table 1  Regression equation, linear range, and limits of 

quantification of 10 components 

成分 线性方程 r 
线性范围/ 

(μg∙mL−1) 

定量限/ 

(μg∙mL−1) 

次黄嘌呤 y＝25.462 x＋0.169 3 0.999 8 0.51～5.11 0.26 

天麻素 y＝10.738 x＋3.004 6 0.999 8 14.04～140.36 0.56 

原儿茶酸 y＝33.069 x－0.201 7 0.999 7 0.32～3.18 0.22 

新绿原酸 y＝18.619 x＋0.066 7 0.999 8 0.32～3.23 0.19 

绿原酸 y＝13.658 x－0.631 2 0.999 7 1.95～19.54 0.49 

马钱苷酸 y＝4.899 4 x＋0.679 4 0.999 9 8.41～84.05 1.12 

隐绿原酸 y＝13.214 x＋0.470 8 0.999 7 0.34～3.37 0.23 

獐芽菜苦苷 y＝6.902 x－0.325 9 0.999 8 1.23～12.29 0.46 

龙胆苦苷 y＝6.293 x＋10.23 0.999 7 50.06～500.55 0.63 

当药苷 y＝8.573 9 x＋1.142 6 0.999 9 5.56～55.55 0.37 
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马钱苷酸、隐绿原酸、獐芽菜苦苷、龙胆苦苷、当

药苷峰面积的 RSD 分别为 0.19%、0.13%、1.03%、

1.59%、0.29%、0.29%、1.09%、0.33%、0.15%、0.16%，

表明方法精密度较好。 

2.8  稳定性试验 

取 JXG（S4）约 1 g，精密称定，按“2.2”项

下方法制备供试品溶液，分别室温放置 0、2、4、8、

12、18、24 h，按“2.3”项下色谱条件进行测定，

记录各待测成分的峰面积，结果供试品溶液中次黄

嘌呤、天麻素、原儿茶酸、新绿原酸、绿原酸、马

钱苷酸、隐绿原酸、獐芽菜苦苷、龙胆苦苷、当药

苷的峰面积 RSD 分别为 0.41%、0.73%、1.38%、

1.90%、0.34%、0.50%、1.69%、1.10%、0.32%、0.31%，

均小于 2%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 

2.9  重复性试验 

分别取同一批号的 JXG（S4）约 1 g，精密称

定，按“2.2”项下方法制备供试品溶液，平行制备

6 份，取“2.1”项下混合对照品溶液，按“2.3”项

下色谱条件进行测定，按外标法计算各待测成分的

含量及 RSD。计算得到次黄嘌呤、天麻素、原儿茶

酸、新绿原酸、绿原酸、马钱苷酸、隐绿原酸、獐

芽菜苦苷、龙胆苦苷、当药苷的平均质量分数分别

为 0.056、1.574、0.032、0.010、0.202、1.069、0.016、

0.151、5.893、0.638 mg/g，RSD分别为 1.55%、0.66%、

2.53%、2.10%、0.93%、0.66%、1.88%、1.61%、0.94%、

0.42%，结果表明该方法重复性较好。 

2.10  加样回收率试验 

取已测知含量的样品（S4）9 份，每份约 0.5 g，

精密称定，分成 3 组，分别加入相当于样品中待测

成分质量分数的 50%、100%、150% 3 个水平的混

合对照品溶液，按“2.2”项下方法制备，即得低

（50%）、中（100%）、高（150%）质量浓度的回收

率供试品溶液，测定含量，计算各成分的加样回收

率，结果次黄嘌呤、天麻素、原儿茶酸、新绿原酸、

绿原酸、马钱苷酸、隐绿原酸、獐芽菜苦苷、龙胆

苦苷、当药苷的平均加样回收率分别为 98.27%、

98.50%、104.82%、103.08%、97.45%、98.84%、

98.94%、102.79%、100.37%、103.01%，RSD 分别

为 1.56%、1.39%、2.14%、3.68%、2.62%、1.48%、

3.52%、1.28%、1.67%、1.34%，表明该方法准确度

较好。 

2.11  耐用性试验 

保持其他条件不变，分别考察波长、体积流量、

柱温、不同色谱柱、流动相磷酸水溶液浓度等微小

变动对测定结果的影响。分别改变一维色谱条件中

体积流量（0.20±0.01）mL/min、柱温（35±2）℃、

磷酸水溶液体积分数（0.050±0.005）%、不同批号

色谱柱，二维色谱条件中体积流量（1.0±0.1）

mL/min、柱温（35±2）℃、磷酸水溶液体积分数

（0.015±0.002）%、不同批号色谱柱，在初始条件

及上述各条件下，分别进样对照品溶液、供试品溶

液，按“2.3”项下色谱条件测定，按外标法计算样

品中各成分含量。结果发现初始条件与各色谱条件

变化下含量 RSD 均不大于 5%。 

2.12  样品测定 

分别取 13 批样品适量，精密称定，平行制备 2

份，按照“2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.3”

项下色谱条件，按外标法计算样品中各成分质量分

数，结果见表 2。JXG 中测定的成分主要分为以下

几类：有机酸类包括酚酸类（原儿茶酸）和咖啡酰

奎尼酸类（新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸）、环烯醚

萜苷类（马钱苷酸、獐芽菜苦苷、龙胆苦苷、当药

苷）、糖苷类（天麻素）及嘌呤类（次黄嘌呤）。各

成分含量差异较大，异构体之间存在相互转化，因

此，采用总量用于评价批次之间的差异。各成分含

量与其平均含量的比值为纵坐标，化合物类型为横

坐标，作箱线图，结果见图 3。13 批制剂中天麻素、

总环烯醚萜苷、总有机酸数据均分布在±30%区间

内，且 RSD 均小于 20%，表明不同批次间一致性

良好。次黄嘌呤含量较低，在 20～120 μg/g，各批

次间差异较大，不纳入批间一致性评价指标。 

3  讨论 

3.1  色谱条件的优化 

对供试品进行常规一维液相分析方法开发时，

发现样品中极性成分较多，次黄嘌呤在普通 C18 色

谱柱上保留较弱，且出峰位置色谱峰堆积，干扰严

重；采用 DAD 检测器对天麻素、新绿原酸的光谱

纯度进行分析，峰纯度小于 990，提示可能存在包

峰；原儿茶酸与相邻组分分离度未达到 1.5，不满足

分离要求；而獐芽菜苦苷在一维色谱中则易与相邻

组分共洗脱，因此，有必要对上述化合物进行第二

维的分离。 

为一维和二维分离选择合适的色谱柱和流动

相，是建立有效的二维色谱方法的第一步[10]。色谱

柱选择上，通常选择颗粒填充粒径较小、口径较窄

的色谱柱进行第一维分离，以实现良好的色谱分离 
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表 2  13 批样品中 10 种成分测定结果 

Table 2  Content of 10 ingredients in 13 batches of samples 

批号 
质量分数/(mg∙g−1) 

次黄嘌呤 天麻素 原儿茶酸 新绿原酸 绿原酸 马钱苷酸 隐绿原酸 獐芽菜苦苷 龙胆苦苷 当药苷 

S1 0.041 1.854 0.054 0.024 0.296 1.542 0.044 0.279 5.429 0.518 

S2 0.111 1.224 0.033 0.024 0.216 1.481 0.030 0.157 4.969 0.513 

S3 0.066 1.803 0.042 0.023 0.279 1.052 0.030 0.250 7.300 0.463 

S4 0.056 1.575 0.032 0.010 0.202 1.069 0.016 0.151 5.893 0.638 

S5 0.072 1.496 0.055 0.036 0.341 1.308 0.056 0.271 6.242 0.401 

S6 0.046 1.271 0.053 0.066 0.292 1.121 0.080 0.250 5.401 0.431 

S7 0.039 1.718 0.049 0.050 0.280 1.097 0.062 0.261 4.740 0.432 

S8 0.037 1.617 0.045 0.044 0.261 1.058 0.056 0.248 4.560 0.428 

S9 0.034 1.576 0.050 0.024 0.266 1.360 0.041 0.250 5.196 0.425 

S10 0.034 1.596 0.050 0.024 0.268 1.378 0.041 0.253 5.261 0.429 

S11 0.080 1.893 0.032 0.021 0.245 1.390 0.034 0.306 7.111 0.437 

S12 0.067 1.972 0.035 0.027 0.265 1.129 0.037 0.277 6.281 0.341 

S13 0.063 2.078 0.033 0.026 0.257 1.095 0.033 0.333 7.354 0.343 
 

 

图 3  不同化合物平均含量百分比箱线图 

Fig. 3  Boxplot of average content percentage of different 

components 

度，并避免第二维色谱的峰展宽，同时可以得到较

窄的峰形保证目标峰一维洗脱液不超过二维定量环

体积[17-18]。 

本研究中测试了 Zorbax Eclipse Plus C18（50 

mm×2.1 mm，1.8 μm）、Zorbax SB-C18（100 mm×

2.1 mm，1.8 μm）以及 Acquity UPLC BEH C18（100 

mm×3.0 mm，1.7 µm）3 种反相色谱柱，最后选择

分离效果最佳的 Acquity BEH C18作为第一维色谱

柱。第二维色谱柱应与第一维有一定的正交性，实

验尝试了 Cortecs C18（50 mm×4.6 mm，2.7 µm）、

Xselect CSH C18（150 mm×4.6 mm，3.5 µm）、Zorbax 

SB-Aq（150 mm×2.1 mm，3.5 μm）、XSelect HSS T3

（250 mm×4.6 mm，5 µm）等色谱柱，结果表明，

XSelect HSS T3 色谱柱对高比例水相流动相有较好

的耐受性，且从一维洗脱的组分多属于极性成分，

在该色谱柱上有较好的分离度，因此作为第二维色

谱柱。 

就流动相而言，第一维采用甲醇-乙腈混合溶液

和 0.05%磷酸水溶液分别作为有机相和水相，为化

合物提供了更适合的保留时间、更良好的分离度和

峰形。实验比较了乙腈与第一维相同溶剂作为第二

维有机相的区别，发现虽然乙腈背压会更低，且有

更高的正交性，但选用与第一维相同的溶剂有更好

的兼容性，可以避免出现较高的溶剂峰并保持基线

平稳。在第二维水相的选择上，由于次黄嘌呤在此

系统中受 pH 影响较大，因此，需对水相的磷酸体

积分数进行考察，比较了 0.05%、0.03%、0.015%

磷酸体积分数后发现，0.015%磷酸可使次黄嘌呤与

相邻组分完全分离。 

3.2  供试品制备方法的选择 

实验比较了样品回流提取和超声提取的提取效

率，结果测得回流提取的绿原酸含量较低而新绿原

酸含量较高，其他成分无明显差别，可能是因为绿

原酸及其同分异构体在高温下进行了转化[19-20]，因

此选择超声提取进行后续考察；考察了不同浓度的

甲醇和乙醇作为溶剂的提取效果，确定 50%甲醇的

提取效果最佳；考察了超声时间、溶剂用量，在考

察范围内，两者对提取效果无明显影响，综合考虑

确定了最终的供试品溶液制备方法。 

JXG 中 10 个成分极性与含量差异大，不同类
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型的色谱柱均难以达到全部分离，因此建立二维液

相分析方法。本实验基于多中心切割二维液相色谱

技术建立了同时测定 JXG中 10种成分的分析方法，

并进行了系统地方法学验证。结果表明，该方法专

属性、稳定性、重复性、准确度均较好，测定结果

稳定、可靠，可有效地反映 JXG 质量，二维液相的

分离能力明显优于一维液相，并可作为一维 HPLC

的补充方法为类似性质产品的质量控制方法提供新

的思路。 
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