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复方甘草口服溶液是由甘草流浸膏、愈创甘油醚、

复方樟脑酊等制成的复方制剂，镇咳祛痰功效良好。

２０１５年版《中国药典（二部）》中未对甘草苷含量进行控
制，本研究中以甘草酸铵为对照品采用高效液相色谱

牗ＨＰＬＣ牘法进行甘草酸含量测定犤１犦。甘草酸铵易吸潮、价

格贵，参考甘草、甘草流浸膏质量标准和相关文献犤２－９犦，

以橙皮苷为对照品替代甘草苷、甘草酸铵，采用替代

对照品法，以色谱峰保留时间为辅助，并采用紫外光

谱特征和纯度检查因子作定性鉴别；在定量分析中，

通过测定橙皮苷和被测定物质的相对校正因子，并运

用校正因子计算甘草苷和甘草酸在制剂中的含量。现

报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
１２６０型高效液相色谱仪（包括 ＤＡＤ检测器，Ｏｐｅｎ

ＬＡＢＣＤＳ工作站，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＰＥ－Ａ１０型高效
液相色谱仪（包括ＤＡＤ检测器，珀金埃尔默公司）；Ｕｌｔｉ
ｍａｔｅ３０００型高效液相色谱仪（包括 ＤＡＤ检测器，赛默
飞世尔公司）；ＸＳＥ２０５型电子天平（梅特勒 －托利多公
司，精度为十万分之一）；ＵＬＵＰ－Ⅱ－１０Ｔ型优普系列超
纯水器（成都超纯科技有限公司）。

１．２ 试药
甘草苷对照品（批号为 １１１６１０－２０１６０７，含量为

９３．１％），甘草酸铵对照品（批号为１１０７３１－２０１７２０，含
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替代对照品法测定复方甘草口服溶液中甘草苷和甘草酸含量
曾 芳，魏长勇△，余敏灵

（四川省乐山市食品药品检验检测中心，四川 乐山 ６１４０９９）
摘要：目的 建立以橙皮苷为替代对照品测定复方甘草口服溶液中甘草苷和甘草酸含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法 采用替代对

照品法，以橙皮苷为替代对照品，测定甘草酸铵与橙皮苷、甘草苷与橙皮苷的相对校正因子，利用相对校正因子计算复方甘草口服溶液

中甘草酸和甘草苷含量。色谱柱采用 ＷｅｌｃｈＵｌｔｉｍａｔｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为 ０．１％三乙胺溶液（用磷酸调 ｐＨ
至２．５）－乙腈牗梯度洗脱牘，检测波长分别为２７６ｎｍ（甘草苷）、２８４ｎｍ（橙皮苷）、２５２ｎｍ（甘草酸铵），柱温为３０℃，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ。
结果 橙皮苷、甘草苷、甘草酸铵的进样量分别在 ０．０３３２～０．４９８３μｇ（ｒ＝０．９９９５），０．０４９３～０．７４０２μｇ（ｒ＝０．９９９２），０．４４３０～
６．４９５１μｇ（ｒ＝０．９９９３）范围内与峰面积线性关系良好；甘草苷和甘草酸铵与橙皮苷的相对校正因子分别为１．０８１４和０．４４９２；甘草
苷和甘草酸的平均回收率分别为９８．９４％和 ９９．１９％（ｎ＝６）。结论 该方法成本低，试验时间短，仪器噪音小，适用于测定复方甘草口

服溶液中甘草苷和甘草酸含量。

关键词：复方甘草口服溶液；替代对照品法；相对校正因子；甘草苷；甘草酸；橙皮苷；含量
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时间

０～８ｍｉｎ
８～３５ｍｉｎ
３５～３６ｍｉｎ

Ａ
８１

８１→５０
５０→０

Ｂ
１９

１９→５０
５０→１００

时间

３６～４０ｍｉｎ
４０～４２ｍｉｎ

Ａ
０→８１
８１

Ｂ
１００→１９
１９

Ａ／ｍＡＵ
２５０

２００

１５０

１００

５０

０

２５０ ３００ ３５０ ４００
λ／ｎｍ

甘草酸铵
橙皮苷

甘草苷

２８４ｎｍ

２７６ｎｍ

２５２ｎｍ

Ａ
Ａ／ｍＡＵ

２５０

２００

１５０

１００

５０

０

２５０ ３００ ３５０ ４００
λ／ｎｍ

２５２ｎｍ

２７６ｎｍ

Ｂ
Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．样品 －橙皮苷混合溶液

图１ 紫外光谱图

表１ 流动相梯度洗脱程序（％）
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２８４ｎｍ

甘草酸铵
橙皮苷

甘草苷

量为９７．７％），橙皮苷对照品（批号为１１０７２１－２０１８１８，
含量为 ９６．２％），均购自中国食品药品检定研究院；甘
草酸单铵盐 Ａ原料药（批号为 １７０７００３，含量为
６７．２％，北京凯因科技股份有限公司）；复方甘草口服溶
液（四川峨嵋山药业股份有限公司，批号分别为

２０１６０７０１，２０１６０７０２，２０１６０７０３，２０１６０７０４，２０１６０７０５，
２０１６０７０６）；乙腈为色谱纯，磷酸、甲醇、三乙胺均为分析
纯；复方樟脑酊、愈创甘油醚、甘油、浓氨溶液，均购自四

川峨嵋山药业股份有限公司。

２ 方法与结果

２．１ 溶液制备
对照品溶液：称取甘草苷对照品１７．８４ｍｇ，置１００ｍＬ

容量瓶中，加 ８０％甲醇溶解，并定容至 １００ｍＬ，作为贮
备溶液 Ａ；称取橙皮苷对照品 ６４．１２ｍｇ，置 ２５０ｍＬ容
量瓶中，加甲醇溶解，并定容至２５０ｍＬ，作为贮备溶液Ｂ；
称取甘草酸铵对照品 １１．０８ｍｇ，置１０ｍＬ容量瓶中，加
８０％甲醇溶解，并定容至１０ｍＬ，作为贮备溶液 Ｃ。分别
量取贮备溶液Ａ和贮备溶液Ｂ各１．００ｍＬ、贮备溶液Ｃ
２．００ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加８０％甲醇溶液，并定容
至１０ｍＬ，作为混合对照品溶液。

供试品溶液：取样品（批号为２０１６０７０１）４ｍＬ，置５０ｍＬ
容量瓶中，加８０％甲醇溶液，并定容至５０ｍＬ，即得。

样品－橙皮苷混合溶液：另取样品（批号为
２０１６０７０１）４ｍＬ，置 ５０ｍＬ容量瓶中，加入贮备溶液 Ｂ
５．００ｍＬ，用８０％甲醇定容至５０ｍＬ，即得。

阴性对照品溶液：取复方樟脑酊 １８ｍＬ、愈创甘油
醚０．５ｇ、甘油１２ｍＬ、浓氨溶液适量，加水至１００ｍＬ，摇
匀，作为阴性样品溶液；取上述溶液 ４ｍＬ，置 ５０ｍＬ容
量瓶中，加８０％甲醇定容至 ５０ｍＬ，作为阴性对照品溶
液；以８０％甲醇作为空白溶液。
２．２ 测定波长选择

提取混合对照品溶液和样品 －橙皮苷混合溶液色
谱图中甘草酸铵、甘草苷、橙皮苷色谱峰的紫外光谱图，

各组分在２５２ｎｍ（甘草酸铵）、２７６ｎｍ（甘草苷）、２８４ｎｍ
（橙皮苷）波长处有最大吸收牗见图１牘，故选择２５２，２７６，
２８４ｎｍ分别作为甘草酸铵、甘草苷、橙皮苷的测定波长。
２．３ 色谱条件

色谱柱：ＷｅｌｃｈＵｌｔｉｍａｔｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：０．１％三乙胺（Ａ，用磷酸调节ｐＨ至２．５），
流动相 Ｂ为乙腈，梯度洗脱（洗脱程序见表 １）；检测波
长：２５２ｎｍ（甘草酸铵）、２７６ｎｍ（甘草苷）、２８４ｎｍ（橙皮
苷）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。
２．４ 方法学考察

专属性试验：取 ２．１项下空白溶液、阴性对照品溶
液、混合对照品溶液、供试品溶液、样品－橙皮苷混合溶
液各１０μＬ，按拟订色谱条件分别注入色谱仪中，测定，
色谱图见图 ２。在 ２８４，２７６，２５２ｎｍ为检查波长的色谱

图中，混合对照品溶液各组分主峰保留时间相同的位置

上，样品 －橙皮苷混合溶液有相应色谱峰，各色谱峰分
离度均大于１．５；供试品溶液有与混合对照品溶液甘草
酸铵和甘草苷保留时间一致的色谱峰，而无与混合对照

品溶液橙皮苷保留时间一致的色谱峰；阴性对照品溶液

和空白溶液均无在与混合溶液保留时间一致的色谱峰。

与混合对照品溶液保留时间一致的样品 －橙皮苷混合
溶液色谱图中，甘草酸铵、甘草苷、橙皮苷紫外光谱最大

吸收波长分别为２５２，２７６，２８４ｎｍ。样品－橙皮苷混合溶
液色谱图中，匹配因子分别为甘草酸铵９９９．９２８／１０００，甘
草苷９９９．９１１／１０００，橙皮苷９９９．９５４／１０００。

精密度试验：取 ２．１项下混合对照品溶液，按拟订
色谱条件重复进样６次，以每次甘草酸铵、橙皮苷、甘草
苷测定的峰面积计算。结果的 ＲＳＤ分别为 ０．３５％，
０．２４％，０．３１％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

重复性试验：精密量取样品（批号为２０１６０７０１）４ｍＬ，
依法制备供试品溶液共６份，按拟订色谱条件进样。结
果甘草酸铵、橙皮苷、甘草苷峰面积的 ＲＳＤ分别为
０．６８％，０．２２％，０．７０％（ｎ＝６），表明方法重复性好。

稳定性试验：取重复性试验项下制备的供试品溶液

１０μＬ，分别于室温下放置０，２，４，６，８，１２，２４ｈ时，按拟
订色谱条件进样测定。结果甘草酸铵、橙皮苷、甘草苷峰
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１．甘草苷 ２．橙皮苷 ３．甘草酸铵

ａ．空白溶液 ｂ．阴性对照品溶液 ｃ．混合对照品溶液 ｄ．供试品溶液 ｅ．样品 －橙皮苷混合溶液

Ａ．２７６ｎｍ Ｂ．２５２ｎｍ Ｃ．２８４ｎｍ
图２ 高效液相色谱图
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取样量（ｍＬ） 样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

表２ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

注：Ａ为甘草苷，Ｂ为甘草酸。甘草酸含量为甘草酸铵含量乘０．９７９７。
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面积的 ＲＳＤ分别为０．２８％，０．３３％，０．２６％（ｎ＝７），表
明供试品溶液在室温放置２４ｈ内稳定。

加样回收试验：称取甘草酸单铵盐 Ａ（批号为
１７０７００３，含量为 ６７．２％）３３４．８２ｍｇ，置 １００ｍＬ容量瓶
中，用８０％甲醇溶解并定容至１００ｍＬ，作为甘草酸单铵
盐Ａ贮备液；取样品（批号为２０１６０７０１，每１ｍＬ样品中
含甘草苷 ０．１６２８ｍｇ、甘草酸铵 ２．８９３１ｍｇ）２ｍＬ，置
５０ｍＬ容量瓶中，精密加入贮备溶液 Ａ２ｍＬ、甘草酸单
铵盐 Ａ贮备液 ２ｍＬ、贮备溶液 Ｂ５ｍＬ，用 ８０％甲醇定
容至５０ｍＬ，得供试品溶液，平行制备６份。取１０μＬ，按
拟订色谱条件进样分析，按 Ｃｍ＝（Ａｍ×Ｃｓ）／（ｆ×Ａｓ）
计算，Ｃｍ（μｇ）为回收率供试品溶液中甘草酸铵或甘草苷
进样量，Ａｍ为回收率供试品溶液中甘草酸铵或甘草苷的
峰面积，Ｃｓ（μｇ）为回收率供试品溶液中橙皮苷进样量，
Ｃｓ为回收率供试品溶液中橙皮苷峰面积。结果见表２。
２．５ 相对校正因子（ｆ）值测定

取２．１项下混合对照品溶液２，５，１０，１５，２０，２５，３０μＬ
按拟订色谱条件分别注入色谱仪，校正截距为 ０，以进
样量（ｍ，μｇ）为横坐标、峰面积（Ａ）为纵坐标进行线性
回归，以甘草酸铵和甘草苷曲线斜率分别除以橙皮苷曲

线斜率计算 ｆ值，并以３台不同液相色谱仪测定的平均
值作为相对校正因子。结果甘草酸铵、橙皮苷、甘草苷线

性回归方程分别为 Ａ＝８０３．２３３３ｍ，Ａ＝１７８６．８７２０ｍ，
Ａ＝１９３２．５７０７ｍ，ｒ分别为０．９９９３，０．９９９２，０．９９９５；
线性范围分别为 ０．４４３０～６．４９５１μｇ，０．０４９３～

０．７４０２μｇ，０．０３３２～０．４９８３μｇ。甘草苷相对校正因子
ｆＡ为 １．０８１４（ＲＳＤ＝０．２５％，ｎ＝３），甘草酸铵相对校
正因子 ｆＢ为０．４４９２（ＲＳＤ＝０．２２％，ｎ＝３）。
２．６ 相对校正因子耐受性与相对保留时间牗ｔＲ牘考察

取２．１项下混合对照品溶液，以３台不同高效液相
色谱仪、不同柱温（３１．０，３０．０，２９．０℃）、不同测定波长
（２８２／２７４／２５０ｎｍ，２８３／２７５／２５１ｎｍ，２８４／２７６／２５２ｎｍ，
２８５／２７７／２５３ｎｍ，２８６／２７８／２５４ｎｍ）、不同流动相ｐＨ（２．９，
２．７，２．５）、不同流速（１．００５，１．０００，０．９９５ｍＬ／ｍｉｎ）的条
件进行测定，按２．５项下方法计算 ｆ值，以及橙皮苷色谱
峰分别与甘草苷色谱峰和甘草酸铵色谱峰保留时间的比

值。结果见表３，表明不同液相色谱仪、柱温流动相ｐＨ、流
速对 ｔＲ无显著影响。
２．７ 紫外光谱稳定性考察

取２．１项下混合对照品溶液，按２．６项下方法（除测
定波长外）考察，提取橙皮苷、甘草酸铵、甘草苷紫外光谱

图。结果橙皮苷在（２８４±２）ｎｍ、甘草酸铵在（２５２±２）ｎｍ、
甘草苷在（２７６±２）ｎｍ波长处均有最大吸收；各成分紫外
光谱图与各自对照品建立的紫外图库相比较，匹配因子均

大于９９９．９／１０００。
２．８ 样品含量测定

取样品 ４ｍＬ，按 ２．１项下方法制备样品－橙皮苷
混合溶液和供试品溶液。取样品－橙皮苷混合溶液和供
品试溶液１０μＬ，按２．３项下色谱条件，进样测定，记录
色谱图，并按回收试验项下公式计算甘草酸铵和甘草苷
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甘草苷 甘草酸铵
序号 色谱条件

表４ 样品含量测定结果（ｍｇ／ｍＬ）

批号
甘草苷 甘草酸

进样量，通过进样量计算样品中甘草酸和甘草苷含量，

测定结果采用配对 ｔ检验，与外标法测定数据无显著差
异（Ｐ＞０．０５）。结果见表４。

３ 讨论

供试品溶液中定量加入替代对照品作为供试品溶

液，替代对照品测定波长按试验设计的色谱条件，在未

加入替代对照品的供试品溶液的色谱图中，不应有与替

代对照品溶液保留时间一致的色谱峰。

由于供试品溶液杂质成分较多，对色谱柱有较高要

求，未考察不同色谱柱相对保留时间的影响。参考国家

药品监督管理局发布的国家药品标准ＹＢＨ０６４９２０１８，建
议采用ＷｅｌｃｈＵｌｔｉｍａｔｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），
本试验中采用以相对保留时间为辅助，各组分色谱峰提

取紫外光谱图和对照品色谱峰所建立的紫外纯度检测

图库比较为主的定性方法。由于工作站所建立的图库只

能应用于同类色谱仪，故使用局限性较大。

替代对照品内加入法不需要单独制备与测定对照

品溶液，可缩短试验时间，简化检验程序。可同时进样测

定待测组分和对照品，可降低仪器噪音和操作过程的影

响，结果准确，相对保留时间稳定。
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