
摘要

由于中药配方颗粒和中药饮片的生产工艺特殊，目标组分众多且样

品基质复杂，在特征图谱及含量测定的液相色谱方法开发过程中，

会存在较为繁复的色谱柱筛选工作，延缓了项目进度，增加了研发

成本。本文基于骨碎补配方颗粒、燀苦杏仁（西伯利亚杏）配方颗

粒及木瓜饮片实验数据，结合疏水减法模型理论和色谱柱理化性质

参数，探讨了黄酮、皂苷及萜类等在反相色谱柱上的分离和保留规

律，在符合标准要求的前提下，进行色谱柱的快速筛选，为中药色

谱分析提供了借鉴和参考。

1.引言

L.R. Snyder和J.W. Dolan于2004年发表了题为“The hydrophobic-

subtraction model of reversed-phase column selectivity [1]（反相色

谱柱选择性的疏水减法模型）”的论文，文中详细阐述了色谱柱参

数H、S*、A、B、C和溶质参数 η'、σ'、β'、α'、κ' 对色谱柱

选择性的影响，并在反相保留与色谱柱选择性的经验性线性自由能

方程（方程Ⅰ）的基础上，通过简化溶质参数，增加权重系数和校

正因子，建立了全新色谱柱相似选择性的数学模型（方程 Ⅱ）[4]。

方程Ⅰ：

在方程Ⅰ中，k为测定溶质的保留因子，kEB为乙基苯的保留因

子，色谱柱参数H、S*、A、B、C中，H为色谱柱疏水性(hydropho-

bicity)、S*为色谱柱立体选择性 (steric hindrance to retention)、A为

色谱柱氢键酸度 (hydrogen-bond acidity)、B为色谱柱氢键碱度(hy-

drogen-bond basicity) 和C色谱柱为离子交换活性(cation-exchange 

activity)，其中H、S*、A、B不受流动相pH和柱温的影响，而C则需

要分别在pH=2.8和pH=7.0流动相下进行测定。η'、σ'、β'、α'

、κ'分别代表溶质的疏水性、立体选择性、氢键酸度、氢键碱度

和离子交换活性参数。η'H、σ' S*、β'A、α'B、κ'C五种溶质-

色谱柱参数相互作用的机理，如图1 所示。
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图 1 五种溶质-色谱柱参数作用的示意图 

疏水性反应了键合相、封端基团与溶质分子之间的疏水作用力；立

体选择性与色谱柱填料孔径、比表面积、键合相类型、键合密度、

碳载量及溶质分子的空间位阻有关；氢键酸度主要来自裸露硅醇基

与碱性化合物形成氢键作用，Si-OH -- NH2-R；氢键碱度主要是极

性封端或嵌入极性基团，硅胶残留的金属离子，以及裸露硅醇基与

酸性化合物形成氢键作用，Si-OH -- O=RCOH；离子交换活性主要

受流动相pH (2.8/7.0)影响，裸露硅醇基以及极性封端或嵌入极性基

团电离，Si-O- --+NH3-R。
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方程 Ⅱ：

在方程Ⅱ中，H、S*、A、B、C与方程Ⅰ一样，均为色谱柱参数。

当两根色谱柱的Fs≤3时，可认为两色谱柱具相似的选择性，可进

行平行替代。Fs 越大，两色谱柱选择性差异越大，如果当前使用的

色谱柱不能满足分离要求，可以选择与所用色谱柱Fs值差异较大的

色谱柱，以获得不同的分离效果。

Snyder-Dolan的疏水减法模型主要是基于定量结构-保留关系，即

QSRR (quantitative structure-retention relationship)[5]，论文中收录了

超过300支色谱柱的选择性参数，庞大的样本数构成一个相对较完

整数据库，但随着色谱行业的发展，新旧色谱柱产品的迭代，需要

不断的对数据库进行更新。目前HPLC Columns[2]数据库和美国药典

官网U.S. Pharmacopeial Convention[3]中PQRI Database数据库，都

是在Snyder-Dolan的疏水减法模型理论基础上构建的，并且在不断

录入新款色谱柱的参数。HPLC Columns网站的Compare Columns

页面，使用起来会相对便捷，并且数据库中收录了色谱柱的乙苯保

留因子 (EB retention factor)。在日常分析工作中，通过乙苯保留因

子数值的大小，来判断不同C18柱保留能力的强弱，比疏水性或碳

载量数值更加准确。

表1和表2分别汇总了HPLC Columns数据库中赛默飞反相色谱柱疏

水减法模型参数和理化性质参数。本次试验选取了2个中药配方颗

粒和1个中药饮片，通过比较色谱柱参数的差异性，来验证疏水减

法模型理论在实际样品分析中的可行性。

表1 HPLC Columns数据库中赛默飞反相色谱柱疏水减法模型参数汇总

           * 硅胶类型中，A-A类硅胶，B-B类硅胶，EP-内嵌极性基团或极性基团封端

表2 赛默飞反相色谱柱理化性质参数汇总



2. 实验部分

2.1 仪器、试剂与材料

2.1.1	 Thermo Scientific™ Vanquish™ Core高效液相色谱仪，配

置：泵VC-P21-A，自动进样器VC-A13-A，柱温箱VC-C10-A，检测

器DAD VC-D11-A，CAD VF-D20-A；数据处理Chromeleo™ 7.3；

2.1.2	 超声波清洗仪（Fisherbrand™ FB15065）；

2.1.3	 高速冷冻离心机（Thermo Scientific™ Hera-eus™ Multi-

fuge™ X3R）；

2.1.4	 超纯水仪（Thermo Scientific™ Barnstead™ GenPure™ 

Pro UV-TOC）；

2.1.5	 分析天平，十万分之一（Mettler Toledo）；

2.1.6	 pH计（Mettler Toledo FiveEasy Plus FE28）；

2.1.7	 甲醇，乙腈，色谱纯（Thermo Fisher）；

2.1.8	 试验用水为超纯水，18.2 MΩ·cm；

2.1.9	 磷酸，冰醋酸，三乙胺，色谱纯（CNW）；

2.1.10	 对照品：苦杏仁苷，10mg，纯度98.5%；柚皮

苷，100μg/mL；齐墩果酸，10mg，纯度96.1%；熊果酸，10mg，

纯度98.2%（天津阿尔塔）； 

2.1.11	 骨碎补配方颗粒、燀苦杏仁配方颗粒、木瓜饮片均由客户

提供；

2.1.12	 微孔滤膜（Titan3™ 亲水性PTFE，17 mm，0.2 μm，P/N: 

42213-NPL）；

2.1.13	 色谱柱	

Acclaim 120 C18, 250×4.6mm, 5μm（P/N: 059149）

Syncronis C18, 250×4.6mm, 5μm（P/N: 97105-254630）

Syncronis aQ, 250×4.6mm, 5μm（P/N: 97305-254630）

BetaSil C18, 250×4.6mm, 5μm（P/N: 70105-254630）

BetaMax Neutral, 250×4.6mm, 5μm（P/N: 95005-254630）

2.2 参照物溶液、对照品溶液、供试品溶液的制备  

2.2.1	 骨碎补配方颗粒、燀苦杏仁配方颗粒：参照物溶液、对照

品溶液、供试品溶液的制备，参照中药配方颗粒国家药品标准[6]；

2.2.2	 木瓜饮片：对照品溶液、供试品溶液的制备，参照 中国药

典 2020版 一部 药材和饮片[7]；

2.2.3	 骨碎补配方颗粒、燀苦杏仁配方颗粒及木瓜饮片色的谱参

数均参照参照标准和药典方法，在方法开发过程如有对柱温或流速

进行优化，会在色谱柱最终推荐时加以注明，欲了解Vanquish系列

液相详细参数，可下载相关应用报告。

3. 实验结果与讨论

3.1 骨碎补配方颗粒-特征图谱

骨碎补配方颗粒国家药品标准【特征图谱】推荐色谱柱Megres 

C18, 250×4.6mm, 5μm，由于无法查询到该色谱柱填料的理化性质

参数（试验中涉及四款色谱柱参数汇总，见表 3 ），且HSM数据库

中未收录。实验室优先尝试了通用性较高的Acclaim 120 C18色谱

柱，在 30℃ 柱温下参照标准洗脱程序进行预实验，结果显示特征

峰1和2在Acclaim 120 C18上未能有效分离。

实验室进一步选取了碳载量和乙苯保留因子相对较高的三款色谱柱

进行对照试验，分离谱图如图 2 所示。特征峰1和2指示的目标物

为未知化合物，填料孔径和比表面积相近的Syncronis C18、BetaSil 

C18有分离趋势，而碳载量高达29%的BetaMax Neutral没有显著改

善，推测原因是该填料孔径较小，键合密度较高，导致填料的空间

位阻较大，目标物未能与键合相充分接触，使得保留和分离能力减

弱。

图2 骨碎补对照药材在Acclaim 120 C18、Syncronis C18、BetaSil C18和BetaMax Neutral 上的分离叠加谱图

表3 Acclaim 120 C18、Syncronis C18、BetaSil C18和BetaMax Neutral四款色谱柱参数汇总



参照 中国药典 2020 年版 0512 通则，为改善分离效果可适当调整柱温度，针对梯度洗脱可在 ±5℃ 范围内调整。经预实验筛选出Syncro-

nis C18、BetaSil C18两款色谱柱，在25℃ 柱温下进行分离度优化试验，分离叠加谱图见图 3 。特征峰1和2在BetaSil C18色谱柱上的分

离为1.25，在乙苯保留因子更高的Syncronis C18色谱柱上的分离为1.56，并且4个特征峰的相对保留时间符合系统适应性要求。

因此，骨碎补配方颗粒【特征图谱】推荐Syncronis C18色谱柱，柱温25℃。

 

图3 骨碎补对照药材在Syncronis C18、BetaSil C18上的分离叠加谱图（柱温30℃和25℃）

3.2 燀苦杏仁（西伯利亚杏）配方颗粒-特征图谱

燀苦杏仁（西伯利亚杏）配方颗粒国家药品标准【特征图谱】推荐色谱柱JADE-PAK ODS-AQ C18, 250×4.6mm, 5μm，官方资料显示该

色谱柱填料孔径为120 Å，比表面积为300 m2/g，碳载量为15%，采用极性基团封端，但没有被HSM数据库收录（试验中涉及三款色谱柱

参数汇总，见表 4 ）。实验室优先选取了孔径、比表面积、碳载量相近，且采用了极性基团封端的Syncronis aQ色谱柱进行预实验。目标

组分L-苦杏仁苷和苦杏仁苷为差向异构体，在25℃和20℃柱温下，分离度分别为1.37和1.59，与标准提供的谱图分离度相当，有优化的

空间。

虽然同属于Syncronis系列，硅胶基质的孔径和粒径一致，但极性基团封端引入碳的量要多于传统三甲基氯硅烷，因而Syncronis aQ的碳载

量（19%）高于Syncronis C18（16%）。采用Syncronis C18进一步实验时，目标组分L-苦杏仁苷和苦杏仁苷在25℃ 和20℃ 柱温下，分

离度分别为1.68和1.94，优于Syncronis aQ，分离叠加谱图见图4。Syncronis C18的疏水性和乙苯保留因子均高于Syncronis aQ，疏水性

较强的苦杏仁苷和L-苦杏仁苷在Syncronis C18上有更好的分离与更强的保留。因此初筛选定Syncronis C18色谱柱和20℃ 柱温，进入色谱

条件优化环节。

图4 苦杏仁苷和L-苦杏仁苷对照品溶液在Syncronis aQ、Syncronis C18上的分离叠加谱图（柱温25℃和20℃）



表4 JADE-PAK ODS-AQ C18、Syncronis aQ和Syncronis C18三款色谱柱参数汇总

Syncronis C18保留较强，流速为1.0 mL/min 时，单针采集时间约80min，标准色谱条件未规定流速，实验室尝试通过提高流速来缩短采

集时间，图5展示了在1.0、1.2和1.5 mL/min流速下供试品溶液的分离谱图，目标组分的分离度分别为1.80、1.86和1.93。综合考虑溶剂消

耗、色谱柱耐压等，最终选定流速为1.2 mL/min，并且5个特征峰的相对保留时间符合系统适应性要求。另外供试品溶液在S峰之后会有一

对连峰被洗脱下来，标准对照特征图谱中没有标识，应该是还没有出峰，如果不将它们洗脱下来，则会在下一针进样时对其他特征峰造成

干扰。

因此，燀苦杏仁（西伯利亚杏）配方颗粒【特征图谱】推荐Syncronis C18色谱柱，柱温20℃，流速1.2 mL/min。

图5 燀苦杏仁（西伯利亚杏）配方颗粒供试品溶液在不同流速下的分离叠加谱图（1.0/1.2/1.5 mL/min）

3.3 木瓜-含量测定（齐墩果酸和熊果酸）

参照 中国药典 2020 版 一部 药材和饮片 木瓜【含量测定】，色谱条件与系统适用性试验   以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂；以甲醇-水-

冰醋酸-三乙胺（265∶35∶0.1∶0.05）为流动相；检测波长为210nm；柱温16～18℃。理论板数按齐墩果酸峰计应不低于5000。

熊果酸和齐墩果酸是同属五环三萜酸类的同分异构体，反相分离极性相近的非极性化合物时，对C18色谱柱的分离能力有着较高的要求。

实验室参照药典流动相条件，柱温设定为16℃，选取了Syncronis C18、BetaSil C18和BetaMax Neutral三款色谱柱进行试验，对照品溶液

分离谱图如图6 所示，熊果酸和齐墩果酸的分离度分别为1.41、1.60和1.85。Syncronis C18和BetaSil C18具有相同的孔径和相近的比表面

积，乙苯保留因子相当，但前者碳载量只有16%，而后者碳载量却高达20%，据此推测BetaSil C18有更高的键合密度，疏水性参数相对较

高，在分离极性相近的齐墩果酸和熊果酸时更具优势。Syncronis C18具有最强的保留能力，齐墩果酸理论塔板数为12203，但齐墩果酸和

熊果酸未能达到基线分离，只有1.41； BetaMax Neutral因为孔径、比表面积和碳载量的原因，分离和保留效果均居中，虽然分离度达到

1.60，但峰形略有拖尾，使得理齐墩果酸论塔板数只有8037；BetaSil C18的分离效果最好，分离度为1.85，并且齐墩果酸理论塔板数为

11643，出峰最快，单针采集时间可控制在30min以内，是三款色谱柱中分离效果最好的。



图6 齐墩果酸和熊果酸对照品溶液在Syncronis C18、BetaMax Neutral和BetaSil C18上的分离叠加谱图

在木瓜供试品溶液分析中，供试品1和供试品2中齐墩果酸和熊果酸分离度分别为1.83和1.83，齐墩果酸理论塔板数分别为11509和11492

，均满足药典要求。木瓜对照品溶液和供试品溶液在BetaSil C18上的分离谱图，如图7所示。

因此，木瓜【含量测定】推荐BetaSil C18色谱柱，柱温16℃。

图7 木瓜对照品溶液和供试品溶液在BetaSil C18上的分离叠加谱图
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 4. 结论

在中药配方颗粒和中药饮片的日常分析中，可以参考以下思路来选择反相色谱柱：

1）药典或标准方法有推荐色谱柱的，且该色谱柱有被数据库收录，可以通过计算色谱柱间Fs值，从实验室已有的色谱柱中筛选一款或几

款选择性接近的色谱柱，进行预试验；

2）药典或标准方法推荐的色谱柱没有录入数据库中，可优先选择一款填料孔径、比表面积接近，键合相和封端相同，碳载量相当，且有

录入数据库的色谱柱，进行预试验；

3）药典或标准没有明确推荐色谱柱，可以酌情参考期刊文献，选取一款实验室通用性较高的色谱柱进行预试验；

4）在1）、2）、3）分离效果不满意的情况下，参考预实验分离谱图数据，综合考虑乙苯保留因子、疏水性、碳载量、孔径和比表面积

等参数，选择合适色谱柱，并结合0512通则优化色谱柱条件，最终选定满足系统适应性要求的色谱柱；

赛默飞反相色谱柱Hypersil GOLD C18、Acclaim 120 C18、Syncronis C18、BetaSil C18、Accucore XL C18等，具有不同的孔径、比表面

积、碳载量及乙苯保留因子，在HPLC方法开发过程中可提供不同的选择性，可满足不同的分离需求。

液相色谱是一门实验学科，在很多时候理论与实际会存在偏差，我们需要充分考虑对照品和供试品中溶剂与溶质的理化性质，色谱条件中

流动相与固定相的属性，基于实验数据分析，通过总结归纳来优化参数，尽量避免盲目尝试，以便更快更好地完成色谱方法的开发。
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