
收稿日期 : 2008201208　　　修回日期 : 2008203210

基金项目 : 国家自然科学基金 (No. 20675083)

3 通讯联系人 : 张维冰 ,男 ,博士 ,教授 ,主要从事色谱理论与实践研究.

第 24卷第 6期
Vol. 24　No. 6

分 析 科 学 学 报
JOU RNAL OF ANAL YTICAL SCIENCE

2008年 12月
Dec. 2008

文章编号 :100626144 (2008) 0620677204

六味地黄丸的串联双检测器高效液相色谱分析

成洪达1 ,2 , 唐　涛2 , 李　彤2 , 张维冰 3 3

(1.山东万杰医学高等专科学校 ,山东淄博 255213 ; 2.大连依利特分析仪器公司 ,

辽宁大连 116023 ; 3.华东理工大学 ,上海 200237)

摘　要 :采用紫外检测器与蒸发光散射检测器串联的方式构建了高效液相色谱分析系

统 ,并用于对六味地黄丸的分析研究。紫外检测器共检测到 26 个色谱峰 ;蒸发光散射

检测器检测到 31个色谱峰 ,其中 15个色谱峰为可以认证的共有峰。所构建的系统适

宜于中草药的指纹图谱研究。
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近年来 ,中药指纹图谱的研究逐渐成为分析科学领域的研究热点之一[1 ]。凭借实用的指纹图谱既可

确认中药材或中药制剂的真伪 ,又能判断其质量的稳定与否。中药“六味地黄丸”由六种单味药材炮制而

成 ,其化学成分复杂 ,包括苷类、糖类、氨基酸、有机酸等多种结构和类型的组分。王喜军等[2 ]采用紫外检

测器对六味地黄丸进行了指纹图谱研究 ,在 130 min内 ,共检测到 10 个峰。丁晴等[3 ]对六味地黄丸中主

要成分熊果酸和齐墩果酸进行检测 ,发现由于两者紫外吸收较弱 ,在最大吸收波长处 ,流动相干扰较大 ,基

线不稳。鄢立新[ 4 ]曾用蒸发光检测器对六味地黄丸单味药材山茱萸中的熊果酸含量进行测定 ,结果显示 ,

相对药典中采用的薄层色谱法 ,采用蒸发光检测器的方法稳定性更高 ,重现性更好。对于六味地黄丸等复

杂样品 ,采用单一检测方式往往不能对其组成进行全面分析。发展新的高效液相色谱指纹谱图研究方法 ,

对于产品的质量控制、中药现代化研究具有非常重要的意义。

紫外检测器是高效液相色谱常用的检测器 ,灵敏度较高 ,但是检测依赖于物质的结构 ,对于紫外没有

吸收或者吸收较弱的物质 ,检测效果不佳。蒸发光散射检测器是一类质量型通用检测器 ,虽然其灵敏度不

如紫外检测器 ,但是它的检测不依赖于物质的结构 ,只要物质的沸点高于流动相的沸点 ,就可以使用[ 5 ]。

本文将紫外检测器与蒸发光散射检测器相串联 ,将紫外检测器的高灵敏性与蒸发光散射检测器的通用性

结合起来 ,构建成双检测器高效液相色谱系统 ,并用于对六味地黄丸进行全面的分析。

1　实验部分

1 . 1　仪器与试剂

P230型高压梯度液相色谱仪 (大连依利特分析仪器有限公司) ,包括 P230高压恒流泵、DAD230 +二

极管阵列检测器、UV230 +紫外2可见检测器、ZW型色谱柱温箱、EC2000 色谱数据处理工作站、D G23024

在线脱气机等 ;SED EX55型蒸发光散射检测器 (法国 , SED ERE公司) ,7725i 手动进样阀 ( Rheodyne 公

司) ;Model C3860A超声仪 (CBL Photo2 elect ron Technology Co . Lid. ) 。

甲醇 (色谱纯 , Tedia) ;实验用水由 Millipore纯水系统 (美国 ,Millipore公司)制备。

六味地黄丸购自北京同仁堂科技发展股份有限公司制药厂。
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1 . 2　系统构建

蒸发光散射检测器是破坏性的检测器 ,流动相一部分被排空 ,只有部分被收集 ,无法复原 ,因此 ,在两个

检测器串联时 ,紫外检测器在前 ,蒸发光散射检测器在后 ,流程图如图 1所示。两台检测器串联 ,流动相流程

较长 ,为减少柱外效应 ,在构建系统时尽量缩短了连接管路的长度 ,且在检测器之间采用无死体积两通连接。

图 1　双检测器液相色谱系统流程图
Fig. 1　The flow chart of HPLC with series double2detector

构建的系统采用硝酸钠标记系统死时间 ,流动相甲醇/水 (85/ 15 ,V / V ) ,流速 1 mL/ min。经测试紫外

检测器系统死时间为 2. 49 min ,蒸发光散射检测器系统死时间为 2. 94 min。

1 . 3　色谱条件

Kromasil C18色谱柱 (250×4. 6 mm i. d. , 5μm) ;依利特佳杰保护柱 (10×4. 6 mm i. d. , 5μm) ;柱

温 30℃;流动相 A :水 ;流动相 B :甲醇 ;梯度程序如表 1中所列 ;流速 1 mL/ min ; EL SD漂移管温度 60℃;

气体压力 0. 2 MPa。

采用 DAD230 +二极管阵列检测器 ,获得样品在 199～618 nm范围内的所有信息。综合考虑样品组

分在各波长下的吸收及系统出峰数、分辨率 ,选择 240 nm作为紫外检测波长。

表 1　流动相梯度洗脱程序

Table 1　Gradient programs of mobile phase

Mobile phase
Time (min)

0 33 65 100

A ( %) 90 22 0 0

B ( %) 10 78 100 100

1 . 4　样品预处理

取六味地黄丸丸剂 5 g ,加硅藻土研磨成粉。将粉末加入 100 mL 乙醚中 ,索氏提取 2 h。减压回流 ,

将所得物质转移至 10 mL 容量瓶中 ,用甲醇定容。经 0. 45μm微孔滤膜过滤后 ,供色谱检测。

2　结果与讨论

串联双检测器检测得到的整体谱图如图 2所示。可以看出 ,紫外检测器的灵敏度更高 ,色谱峰主要集

中于前 40 min ;蒸发光散射检测器灵敏度低于紫外检测器。如果以 3倍噪声作为峰检出指标 ,在紫外光

谱图上可以检测到的峰数为 125个 ;在蒸发光散射检测器谱图上可以检测的峰数为 120个。

蒸发光散射检测器谱图中 ,色谱峰主要集中于三个区域 :0～40 min ,40～70 min ,70～100 min ,以下

将对这三个区域进行一一解析。

2. 1　0～40 min的局部分离效果

图 3为 0～40 min的局部分离效果。按峰高门槛为 1 mV 计 ,图中标记出了检测到的色谱峰序号。

根据保留时间推断 ,UV谱图中 3、4、5、7、8、10、11、12、13、14、15、16、18、19分别对应于 EL SD谱图中峰 1、

2、3、5、6、8、9、10、11、12、13、14、15、16 ,UV谱图中 1号峰所处位置在 EL SD中为一高峰 ,推断为无紫外吸

收的无保留混合物所形成的峰 ,2号峰、6号峰、9号峰和 17号峰可能含量太低 , EL SD没有检测到或者是
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信号太低。EL SD谱图中 4号峰和 7号峰紫外吸收较弱 ,在紫外检测器上不明显。

图 2　双检测器测试六味地黄丸谱图
Fig. 2　Chromatograms of Liuwei Dihuang Pills by double2detector

图 3　0～40 min局部分离谱图
Fig. 3　Partial chromatograms between 0～40 min

2. 2　40～100 min的局部分离效果

图 4为分析时间 40～70 min的局部分离效果。在这个区域内 , EL SD检测到的峰较多 ,有 8个峰 ,而

UV只检测有 4个峰。对照保留时间 ,UV中的 22号峰与 EL SD的 19号峰为同一峰 ,UV 中的 20、21、23

号峰和 EL SD中 16、17、19、20、21、22、23号峰分别为各自检测到的峰。

图 5为 702100 min的局部分离色谱图。这个区域 UV检测与 EL SD检测没有相同的峰。EL SD检测

到的峰为 25～31号 ,UV检测到的峰为 24～26号。

图 4　40～70 min局部分离谱图
Fig. 4　Partial chromatograms between 40～70 min

对六味地黄丸进行了紫外检测器和蒸发光检测器的串联检测 ,相比单独使用一种检测器 ,串联的分析
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图 5　70～100 min局部分离谱图
Fig. 5　Partial chromatograms between 70～100 min

结果更为准确和详实。按峰高门槛为 1 mV计 ,紫外检测器共检测到 26个峰 ,蒸发光散射检测器共检测

到 31个峰 ,其中 ,两者共同检测到的峰有 15个 ,紫外检测器和蒸发光散射检测器各自检测到的峰分别为

11个和 16个 ,两个检测器总共检测到的色谱峰数达到 42个。
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Abstract : A double2detector HPL C system in which an ult raviolet detector (UVD) and evaporative light

scattering detector ( EL SD) were connected in series has been developed and used to analyze Liuwei

Dihuang Pills. 26 and 31 peaks were resolved by UVD and EL SD respectively and totally 41 peaks were

resolved by t his H PL C system. The result s demonst rated t hat t he double2detector system could afford

more exact and detailed information.

Keywords : HPL C ; UV detector ; EL SD ; Liuwei Dihuang Pills
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