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ＨＰＬＣ法同时测定甘草酸二铵制剂中１８α和１８β甘草酸二铵含量

张轶华，田晓彤，孙 婷，高燕霞△，李 挥

（河北省药品医疗器械检验研究院，河北 石家庄 ０５０２００）
摘要：目的 建立同时测定甘草酸二铵制剂中差向异构体１８α甘草酸二铵和１８β甘草酸二铵含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为

ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８柱（２００ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为水－６０％高氯酸溶液（４８∶０．５，Ｖ／Ｖ，用氨水调 ｐＨ至 ８．０）－甲醇（４８∶５２，Ｖ／Ｖ），
流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ２４８ｎｍ，柱温为 ２５℃，进样量为 ２０μＬ。结果 １８α甘草酸二铵和 １８β甘草酸二铵的质量浓度均在

０．００５～１．０００ｍｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好牗ｒ＝０．９９９７，０．９９９３，ｎ＝７），精密度、稳定性、重复性试验结果的 ＲＳＤ均小于
１．０％；不同厂家、不同批号（剂型）３批制剂样品中 １８α甘草酸二铵和 １８β甘草酸二铵的平均回收率分别为 ９９．５７％和 ９９．７０％，

９９．８０％和 ９９．６６％，９９．４８％和 ９９．５５％，ＲＳＤ分别为 ０．８１％和 ０．９５％，０．４７％和 ０．７１％，０．４９％和 ０．９０％；不同制剂中 １８α甘草酸
二铵和１８β甘草酸二铵的含量均不同。结论 所建立的方法专属性强，准确度高，可为控制甘草酸二铵制剂中的差向异构体提供参考，

也为甘草酸二铵差向异构体的进一步研究奠定了基础。

关键词：高效液相色谱法；甘草酸二铵；差向异构体；１８α甘草酸二铵；１８β甘草酸二铵；含量测定
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·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

甘草酸二铵是从甘草中分离、筛选的主要活性成分

甘草酸的二铵盐，具有非特异性抗炎、抗过敏、稳定溶酶

体膜及免疫调节作用，其抗病毒作用尤为突出。甘草酸

二铵有 ２个 １８位差向异构体，虽然二者的分子结构
仅１８位手性碳原子构型不同，但其在理化性质、药效
学、药动学、不良反应等方面均存在差异，且分离测定存

在一定困难。现同时测定２个差向异构体的方法有薄层
色谱（ＴＬＣ）法和气相色谱（ＧＣ）法，其中 ＴＬＣ法灵敏度
太低，而 ＧＣ法需要复杂的衍生化。现行标准中未对差
向异构体进行分析犤１犦，虽有高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测

定甘草酸差向异构体的报道，但这些方法犤２－５犦耐用性较

差。本研究中建立了同时测定甘草酸二铵制剂中 １８α
甘草酸二铵和１８β甘草酸二铵含量的ＨＰＬＣ法，为深入
研究这 ２个差向异构体的区别提供了定性、定量依据。
现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００型高效液相色谱仪，包括四元低压梯度
泵、全自动进样器、柱温箱和紫外检测器（美国Ｄｉｏｎｅｘ公
司）；ＸＰＲ２６／Ａ型电子天平（瑞士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）。
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１．２ 试药

１８α甘草酸二铵对照品（ａ厂，批号为１２０７０３，含量
为 ９９．０％）；１８β甘草酸二铵对照品（ａ厂，批号为
１３０１０６，含量为９９．５％）；甘草酸二铵胶囊牗ａ厂，批号分
别为 １００４１１，１００４１２，１００４１３牘；注射用甘草酸二铵
牗ｂ厂、批号为１００１３１，ｃ厂、批号分别为０９１１０３，１００６０３，
ｄ厂、批号为 １１０５０１，ｅ厂、批号分别为 １００８２１３－２，
０９０９２１５－２，０８１０２０３－１牘；甘草酸二铵注射液牗ａ厂、批
号分别为１００３２７１，１００４０３１，１００４２４１，ｆ厂、批号为
１００６０７１５，ｇ厂、批号分别为 ０９０８０２１，１００６１３１，ｈ厂、
批号为 １２０１１１，ｉ厂、批号为３１００６０８０１，ｊ厂、批号分别
为 ０８１２０６０１，１００９１８０１，１００９１８０２，ｋ厂 、批 号 为
０８９１３１１０１，ｌ厂、批号为 ０９０３０１）；甲醇为色谱纯，其余
试剂均为分析纯，水为双蒸水。

２ 方法

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８柱（２００ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流
动相：水－６０％高氯酸溶液（４８∶０．５，Ｖ／Ｖ，用氨水调
ｐＨ至 ８．０牘－甲醇（４８∶５２，Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
检测波长：２４８ｎｍ；柱温：２５℃；进样量：２０μＬ。
２．２ 溶液制备

称取１８α甘草酸二铵和１８β甘草酸二铵对照品各
２５ｍｇ，精密称定，置同一 ２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇－水
（５０∶５０，Ｖ／Ｖ）溶解并定容，摇匀，即得混合对照品溶液。取
胶囊剂型样品１０粒，另２种剂型样品各５瓶，内容物混
匀，精密称取（量取）约相当于甘草酸二铵２５ｍｇ，置５０ｍＬ
容量瓶中，用甲醇 －水（５０∶５０，Ｖ／Ｖ）溶解并定容，摇
匀，即得供试品溶液。取３种剂型样品的辅料，以甲醇－
水（５０∶５０，Ｖ／Ｖ）溶解制成阴性对照品溶液。
２．３ 方法学考察

系统适用性试验：精密吸取２．２项下混合对照品溶
液、供试品溶液、阴性对照品溶液各适量，按２．１项下色
谱条件进样测定，记录色谱图。结果供试品溶液色谱中，

在与对照品溶液色谱相应位置有吸收峰，阴性对照无干

扰。理论板数以１８α甘草酸二铵、１８β甘草酸二铵峰计均
大于１５００。分离度均大于１．５，基线分离良好。详见图１。

线性关系与检测限考察：用流动相稀释混合对照品

溶液，制成质量浓度分别为 １．０，０．５，０．３，０．１，０．０５，
０．０１，０．００５ｍｇ／ｍＬ的系列混合对照品溶液，按 ２．１项
下色谱条件各进样 ２０μＬ，记录色谱图。分别以 １８α甘
草酸二铵和１８β甘草酸二铵峰面积（Ｙ）为纵坐标、进样
质量浓度（Ｘ，ｍｇ／ｍＬ）为横坐标进行线性回归，得回归
方程 Ｙ１＝３７．８２６Ｘ１＋０．７３７（ｒ＝０．９９９７，ｎ＝７），Ｙ２＝
４９．４３６Ｘ２＋０．２４８（ｒ＝０．９９９３，ｎ＝７）。结果表明，１８α甘
草酸二铵和 １８β甘草酸二铵的质量浓度均在 ０．００５～

１．０ｍｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。以信噪比
（Ｓ／Ｎ）＝３计算１８α甘草酸二铵和１８β甘草酸二铵的
检测限，结果分别为０．０５６ｍｇ／ｍＬ和０．０８２ｍｇ／ｍＬ。

精密度试验：分别取混合对照品溶液，按 ２．１项下
色谱条件连续进样６次，测定峰面积。结果１８α甘草酸
二铵和 １８β甘草酸二铵峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．４２％
和０．６０％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取不同剂型样品（批号分别为

１００４１１，０９０９２１５－２，１００９１８０１），分别按 ２．２项下方法
制备供试品溶液，分别于室温放置０，４，８，１２，２４ｈ时按
２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果 ３批样
品中的 ＲＳＤ分别为 ０．５６％和 ０．６３％，０．４９％和
０．５９％，０．６２％和０．６９％（ｎ＝５），表明供试品溶液室温
下放置２４ｈ内基本稳定。

重复性试验：取不同剂型（批号分别为 １００４１１，
０９０９２１５－２，１００９１８０１）适量，分别按２．２项下方法制备

１．１８α甘草酸二铵 ２．１８β甘草酸二铵

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ－Ｄ．供试品溶液（批号分别为 １００４１１，

１００１３１，１００３２７１） Ｅ．阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图

１．１８α－ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ ２．１８β－ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ

Ａ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｂ－Ｄ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｔｈｅｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒｓａｒｅ１００４１１牞１００１３１牞１００３２７１）

Ｅ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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Ａ
８．５６
８．５１
８．５８
８．５１
８．４９
８．５２
８．４８
８．５３
８．５５

Ｂ
３．８８
３．９２
３．９５
３．８９
３．９０
３．９６
３．９７
３．９３
３．８９

Ａ
６．８２
６．８６
６．８８
８．５２
８．５５
８．５１
１０．２５
１０．２２
１０．２７

Ｂ
３．２７
３．２９
３．３０
３．９３
３．９５
３．９２
４．８８
４．８５
４．８６

Ａ
１５．３１
１５．３５
１５．４１
１７．０２
１７．０９
１７．０４
１８．７１
１８．７４
１８．８２

Ｂ
７．０９
７．２０
７．２７
７．８１
７．８３
７．８９
８．８３
８．７９
８．７１

Ａ
９８．９７
９９．７１
９９．２７
９９．８８
１００．５８
１００．１２
９９．８０
９９．９０
１００．００

Ｂ
９８．１７
９９．７０
１００．６１
９９．７５
９９．４９
１００．２６
９９．５９
１００．２１
９９．１８

Ａ

９９．８０

Ｂ

９９．６６

Ａ

０．４７

Ｂ

０．７１

Ａ
８．００
８．２２
８．０５
８．２１
８．２５
８．２７
８．３２
８．０１
８．１５

Ｂ
４．０６
４．１６
４．０４
４．１３
４．１２
４．１４
４．１６
４．０８
４．０７

Ａ
６．４２
６．４５
６．４１
８．０２
８．１０
８．１１
９．５４
９．５２
９．４８

Ｂ
３．２８
３．２５
３．２７
４．２６
４．２３
４．２２
４．９２
４．８８
４．８５

Ａ
１４．３１
１４．６０
１４．４１
１６．２２
１６．３０
１６．３９
１７．８０
１７．６４
１７．６１

Ｂ
７．２８
７．３８
７．２７
８．３８
８．３９
８．４０
９．０９
８．９３
８．９２

Ａ
９８．２９
９８．９１
９９．２２
９９．８８
９９．３８
１００．１２
９９．３７
１０１．１６
９９．７９

Ｂ
９８．１７
９９．０８
９８．７８
９９．７７
１００．９５
１００．９５
１００．２０
９９．３９
１００．００

Ａ

９９．５７

Ｂ

９９．７０

Ａ

０．８１

Ｂ

０．９５

批号

１００４１１
１００４１２
１００４１３
１００１３１
０９１１０３
１００６０３
１１０５０１
１００８２１３－２
０９０９２１５－２
０８１０２０３－１
１００３２７１
１００４０３１

Ａ
６６．２９
６６．２３
６６．４３
６８．５３
６８．１１
６８．８４
６７．１２
６６．０１
６６．３２
６６．２９
８７．５３
８９．３７

Ｂ
３３．０８
３２．９２
３２．０６
３０．８７
２９．４５
２８．８５
３２．８８
３３．９９
３２．９８
３１．８４
１２．５０
１０．３８

批号

１００４２４１
１００６０７１５
０９０８２１
１００６１３１
１２０１１１
３１００６０８０１
０８１２０６０１
１００９１８０１
１００９１８０２
０８９１３１１０１
０９０３０１

Ａ
８７．９３
０
６６．２８
６８．７１
７２．３９
７０．３６
７６．５２
６７．２５
６５．３９
７１．８６
６５．９２

Ｂ
１２．０６
１００．００
３２．２７
３１．０２
２６．３８
２８．２２
２３．９２
３２．２５
３４．７３
２８．０２
３３．５５

Ａ
１０．９１
１０．８８
１０．９３
１０．９８
１０．９２
１０．９６
１０．８９
１０．９５
１０．９４

Ｂ
１．５５
１．５８
１．５３
１．５６
１．５１
１．５５
１．５７
１．４９
１．５３

Ａ
８．７７
８．７５
８．７０
１０．９２
１０．９５
１０．９２
１３．０６
１３．０５
１３．０２

Ｂ
１．２５
１．２２
１．２７
１．５７
１．５５
１．５４
１．８４
１．８２
１．８６

Ａ
１９．６６
１９．５２
１９．５６
２１．８８
２１．７５
２１．７９
２３．９２
２４．０２
２３．９３

Ｂ
２．７９
２．７８
２．８１
３．１１
３．０７
３．０８
３．４０
３．２９
３．４０

Ａ
９９．７７
９８．７４
９９．２０
９９．８２
９８．９０
９９．１８
９９．７７
１００．１５
９９．７７

Ｂ
９９．２０
９８．３６
１００．７９
９８．７３
１００．６５
９９．３５
９９．４６
９８．９０
１００．５４

Ａ

９９．４８

Ｂ

９９．５５

Ａ

０．４９

Ｂ

０．９０

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

表２ 注射用甘草酸二铵加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．２ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆＤｉａｍｍｏｎｉｕｍ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ

ｆｏｒＩｎｊｅｃｔｉｏｎ（ｎ＝９）

样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

注：Ａ为 １８β甘草酸二铵，Ｂ为 １８β甘草酸二铵。表 ２至
表 ４同。

Ｎｏｔｅ牶Ａ ｉｓ１８α－ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ牞Ｂ ｉｓ１８β－ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ牞
ａｓｗｅｌｌａｓＴａｂ．２牞Ｔａｂ．３ａｎｄＴａｂ．４．

表１ 甘草酸二铵胶囊加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．１ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆＤｉａｍｍｏｎｉｕｍ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ

Ｃａｐｓｕｌｅｓ（ｎ＝９）

表４ 样品含量测定结果（％）
Ｔａｂ．４ Ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ１８α－ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄａｎｄ１８β－

ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ（％）

样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

表３ 甘草酸二铵注射液加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．３ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆＤｉａｍｍｏｎｉｕｍ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ

Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（ｎ＝９）

供试品溶液，平行６份，按２．１项下色谱条件进样测定。
结果 ３批样品中，１８α甘草酸二铵和 １８β甘草酸二铵
含量平均值分别为 ６７．３３％和 ３３．７２％，６６．３２％和
３２．９８％，６７．２５％和 ３２．２５％，ＲＳＤ分别为 ０．２６％和
０．４３％，０．２５％和 ０．４８％，０．６１％和 ０．３８％（ｎ＝６），表
明方法重复性良好。

加样回收试验：分别取已知１８α甘草酸二铵和１８β
甘草酸二铵含量的不同剂型样品（批号分别为１００４１１，
１００１３１，１００３２７１）各 ９份，分别加入低、中、高质量浓度
的混合对照品溶液，按 ２．２项下方法制备供试品溶液，
并按２．１项下色谱条件进样测定，计算２种甘草酸异构
体含量，并计算加样回收率。结果见表１至表３。

２．４ 样品含量测定

结果见表４。

３ 讨论

３．１ 流动相选择

预试验中，流动相考察了１％冰醋酸 －甲醇，３％冰
醋酸－甲醇 －四氢呋喃，３％冰醋酸 －乙腈 －四氢呋喃
和３％冰醋酸－乙腈－四氢呋喃（用氨水调ｐＨ至８．０），
结果 １８α甘草酸二铵和 １８β甘草酸二铵均不能达到
完全分离。在流动相为水 －６０％高氯酸溶液（４８∶０．５，
Ｖ／Ｖ，用氨水调 ｐＨ至 ８．０牘－甲醇（４８∶５２，Ｖ／Ｖ）时，
１８α甘草酸二铵和 １８β甘草酸二铵完全分离，检测出
的杂质峰最多，且杂质分离效果最好。

３．２ １８α甘草酸二铵和１８β甘草酸的组成比例
除ｆ企业注射液剂型中仅有１８β甘草酸二铵外，其

余厂家不同剂型样品均为１８α甘草酸二铵和１８β甘草
酸二铵共存，比例为 ２∶１～７∶１不等。甘草酸二铵提取
自中药甘草，２种１８位差向异构体的比例不易控制，且
由于现行标准中未对差向异构体的比例进行要求，故各


