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（n＝6）、92.0％（n＝4），克霉唑含量分别为 96.5％（n＝6）、

101.1％（n＝4），醋酸地塞米松含量分别为 102.1％（n＝6）、

102.7％（n＝4）。

3 讨论
3.1 方法的耐用性

分别选择不同色谱柱、不同柱温，对氯霉素、克霉唑和醋

酸地塞米松的分离度等进行考察。结果表明，不同柱温（30、

35 ℃）、不同色谱柱 [Thermo Hypersil BDS C18（250 mm×4.6

mm，5 μm）、Ecosil C18（250 mm × 4.6 mm，5 μm）、Shimadzu

VP-ODS C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）]对氯霉素、克霉唑和醋酸

地塞米松的分离度影响均不大，测定结果均符合要求，表明本

方法的耐用性较好。

3.2 溶剂的选择

本品是复方制剂，处方组分复杂，且含有大量亲水性和亲

脂性基质，在供试品溶液制备过程中依据主药和辅料的理化

特性选择溶剂。笔者曾尝试过采用30％、50％、70％甲醇溶液

和纯甲醇作为溶剂提取样品，发现甲醇浓度低时容易造成色谱

柱堵塞，柱压升高，而纯甲醇大大延长了色谱柱的使用寿命。

综上所述，该方法简便快速、结果准确、重复性好，适用于

复方地克软膏及相关制剂的质量控制。
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摘 要 目的：建立同时测定腰痛宁胶囊中甘草酸和甘草次酸含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为 Agilent

TC-C18，流动相为甲醇-0.2 mol/L乙酸铵溶液（梯度洗脱），流速为1.0 ml/min，检测波长为250 nm，柱温为25 ℃，进样量为10 μl。结

果：甘草酸铵和甘草次酸检测质量浓度线性范围分别为0.007 1～0.178 0 mg/ml、0.354 8～8.720 0 µg/ml（r均为0.999 8）；精密度、

稳定性、重复性试验的 RSD≤1.74％；加样回收率分别为 95.49％～100.62％、96.80％～102.26％，RSD 分别为 1.98％、1.78％（n＝

9）。结论：该方法操作简单、重复性好，测定结果准确、可靠，可用于同时测定腰痛宁胶囊中甘草酸和甘草次酸的含量。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneously determination of glycyrrhizic acid and glycyrrhetinic acid in

Yaotongning capsule. METHODS：HPLC was performed on the column of Agilent TC-C18 with mobile phase of methanol-0.2 mol/L

ammonium acetate（gradient elution）at a flow rate of 1.0 ml/min；detection wavelength was 250 nm and column temperature was

25 ℃ and injection volume was 10 μl. RESULTS：The linear range was 0.007 1-0.178 0 mg/ml（r＝0.999 8）for glycyrrhizin acid

and 0.354 8-8.720 0 µg/ml of glycyrrhetinic acid（r＝0.999 8）；RSDs of precision，stability and reproducibility tests were no more

than 1.74％，average recoveries were 95.49％-100.62％（RSD＝1.98％，n＝9）and 96.80％-102.26％（RSD＝1.83％，n＝9），respec-

tively. CONCLUSIONS：The method is simple，reproducible，accurate and reliable，and can be used for the simultaneous determi-

nation of glycyrrhizic acid and glycyrrhetinic acid in Yaotongning capsule.
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腰痛宁胶囊是由制马钱子、麻黄、甘草等10味中药组成的

复方制剂，具有消肿止痛、疏散寒邪、温经通络的功效，临床多用

于寒湿瘀阻经络所致的腰椎间盘突出、坐骨神经痛的治疗[1]。其

中，使药甘草具有补脾益气、清热解毒、抗炎止痛的功效，其所

含的甘草酸为主要活性成分之一[2]。研究表明，甘草酸起药理

作用的实际成分为其水解产物甘草次酸[3]，而甘草中甘草酸、

甘草次酸含量会因其产地、品种的不同而差异较大[4]。2010年

版《中国药典》（一部）只对甘草药材中的甘草苷和甘草酸的含

量作出了限定；腰痛宁胶囊质量标准只对甘草中的甘草酸含

量作出了限定，均未对甘草中甘草次酸的含量进行检测。因

此，本研究旨在建立一种可同时测定腰痛宁胶囊中甘草酸和

甘草次酸含量的方法，以为全面提高腰痛宁胶囊的质量标准

提供参考。

1 材料
1.1 仪器

1260型高校液相色谱（HPLC）仪，包括G1314F 紫外检测

器（美国Agilent公司）；KQ-700DE型超声波清洗器（昆山市超

声仪器有限公司）；AE240 型电子分析天平（瑞士 Mettler-

Toledo公司）。

1.2 药品与试剂

腰痛宁胶囊（颈复康药业集团有限公司，批号：491044、

491196、491197、491198，规格：0.3 g/粒）；甘草酸铵对照品（批

号：110731-201317，纯度：92.6％）、甘草次酸对照品（批号：

110723-200612，纯度：98.5％）均购自中国食品药品检定研究

院；甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为纯净水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Agilent TC-C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：

甲醇（A）-0.2 mol/L 乙酸铵溶液（B，每 100 ml 含 1 ml 36％乙

酸），梯度洗脱（0～35 min，57％→90％A；35～40 min，90％A）；流

速：1.0 ml/min；检测波长：250 nm；柱温：25 ℃；进样量：10 µl。

在上述色谱条件下，理论板数以甘草酸铵峰计不低于4 000，甘

草酸铵、甘草次酸峰分离度均＞1.5，各成分基线分离良好，详

见图1。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取甘草次酸对照品适量，置于

25 ml量瓶中，用甲醇溶解并定容，得质量浓度为0.887 0 mg/ml

的甘草次酸对照品溶液。精密称取甘草酸铵对照品适量，同

时精密吸取上述甘草次酸对照品溶液 0.5 ml，置于 25 ml量瓶

中，用甲醇溶解并定容，摇匀，制成质量浓度分别为0.355 9 mg/

ml、17.740 0 µg/ml的甘草酸铵、甘草次酸混合对照品溶液（折

合成甘草酸每1 ml含0.348 7 mg）。

2.2.2 供试品溶液 精密称取样品内容物2 g，研细，滤纸包好

后置于索氏提取器中，加乙醚60 ml，50 ℃水浴回流提取1.5 h，

弃去乙醚提取液，提取物置于150 ml圆底烧瓶中，加95％甲醇

50 ml，摇匀，置于 85 ℃水浴锅上回流提取 1.5 h，放至室温，滤

过，将滤渣及滤纸放回圆底烧瓶，再加入95％甲醇50 ml，置于

85 ℃水浴锅上回流提取1.5 h，放至室温，滤过，用95％甲醇20

ml洗瓶，5 ml洗滤纸，合并2次滤液及洗液，蒸干，残渣用甲醇

溶解，置于 25 ml量瓶中，超声（功率：420 W，频率：40 kHz）处

理1 min，用甲醇定容，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

2.2.3 阴性对照溶液 按腰痛宁胶囊的处方及制备工艺制备

缺甘草的阴性样品，取适量按“2.2.2”项下方法操作，即得阴性

对照溶液。

2.3 线性关系考察

精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，倍比稀释后

制备成甘草酸铵质量浓度分别为 0.007 1、0.017 8、0.035 6、

0.071 2、0.106 8、0.142 4、0.178 0 mg/ml，甘草次酸质量浓度分

别为 0.354 8、0.887 0、1.774 0、3.548 0、5.232 0、6.976 0、8.720 0

µg/ml的系列混合对照品溶液，分别按“2.1”项下色谱条件进样

测定，记录峰面积。以峰面积（y）为纵坐标、质量浓度（x，μg/ml）

为横坐标进行线性回归，得甘草酸铵、甘草次酸回归方程分别为

y＝8 337.574 6x －7.191 5（r＝0.999 8）、y＝16 469.480 4x +

10.474 9（r＝0.999 8）。结果表明，甘草酸铵、甘草次酸检测质

量浓度线性范围分别为 0.007 1～0.178 0 mg/ml、0.354 8～

8.720 0 µg/ml。

2.4 精密度试验

精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液 10 µl，按“2.1”项下

色谱条件连续进样6 次测定，记录峰面积。结果，甘草酸铵、甘

草次酸峰面积的RSD分别为 1.30％、1.06％（n＝6），表明仪器

精密度良好。

2.5 稳定性试验

取同一供试品溶液（批号：491044）适量，于室温下放置0、

2、4、8、16、24 h时进样测定，记录峰面积。结果，甘草酸铵、甘

草次酸峰面积的RSD分别为 0.78％、1.18％（n＝6），表明供试

品溶液在24 h内基本稳定。

2.6 重复性试验

精密称取同一批样品（批号：491044）适量，共 6份，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进

样测定，记录峰面积。结果，甘草酸铵、甘草次酸峰面积的

RSD分别为1.74％、0.95％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.7 加样回收率试验

取样品（批号：491044）适量，共 9份，分别加入适量对照

品，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条

件进样测定并计算加样回收率，结果见表1。

2.8 样品含量测定

取后3批样品各适量，分别按“2.2.2”项下方法制备供试品
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图1 高效液相色谱图
A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；1.甘草酸铵；2.甘草次酸
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溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定并计算含量，结果

见表 2。

表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery test（n＝9）

待测成分

甘草酸铵

甘草次酸

称样量，
g

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

样品含
量，mg

1.090

1.091

1.091

1.090

1.090

1.090

1.091

1.091

1.090

33.400

33.400

33.400

33.300

33.300

33.300

33.400

33.400

33.400

加入量，
mg
0.546

0.546

0.546

1.109

1.109

1.109

1.622

1.622

1.622

17.000

17.000

17.000

34.100

34.100

34.100

50.300

50.300

50.300

测得量，
mg
1.623

1.613

1.615

2.147

2.147

2.145

2.680

2.723

2.723

50.300

50.700

50.800

66.800

67.000

66.700

82.100

82.800

83.700

加样回收
率，%
97.62

95.60

95.97

95.49

97.66

95.94

97.97

100.62

100.06

99.47

101.60

102.26

98.31

98.95

97.94

96.80

98.24

99.98

平均加样回
收率，%
96.98

99.28

RSD，
%

1.98

1.78

表2 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 2 Results of contents determination of samples（n＝3）

批号
491196

491197

491198

甘草酸，mg/粒
0.327 3

0.332 6

0.326 0

甘草次酸，μg/粒
7.380

8.800

7.700

3 讨论
3.1 提取条件的选择

前期在提取方法的选择过程中笔者考察了氯仿加盐酸回

流提取法[5]、超声提取法[6]及2010年版《中国药典》（一部）腰痛

宁胶囊供试品溶液制备法[1]。前两种方法对甘草次酸的提取

率高，但对甘草酸的提取率不高，后一种方法与前两种方法刚

好相反；进而又考察了甲醇、乙醇和氯仿回流提取法及超声提

取法、索氏提取法的提取率。综合分析，以95％甲醇回流提取

对甘草酸和甘草次酸的提取率相对较高。

3.2 检测波长的选择

2010年版《中国药典》（一部）腰痛宁胶囊中甘草酸的测定

选用的波长为 250 nm，且相关文献中对甘草酸和甘草次酸的

测定也采用250 nm[7-8]，而紫外光谱扫描也表明两者在250 nm波

长处均有较大吸收。因此，本试验检测波长设定为250 nm。

3.3 色谱柱的选择

2010年版《中国药典》（一部）及相关文献中甘草酸和甘草

次酸的含量测定大多采用C18色谱柱[9-10]。因此，本试验过程中

比较了 Agilent TC-C18（250 mm ×4.6 mm，5 µm）、CAPCELL

PAK C18（250 mm×4.6 mm，5 µm），Kromasil 100Å C18（250 mm×

4.6 mm，5 µm）。通过比较本研究最终采用 Agilent TC-C18

（250 mm×4.6 mm，5 µm），该色谱柱能较好地将腰痛宁胶囊中

的甘草酸与甘草次酸2种成分分离，且峰形较好。

3.4 流动相系统的选择

笔者对比了甲醇-水、乙腈-水等流动相系统，又基于 2010

年版《中国药典》（一部）腰痛宁胶囊甘草酸的含量测定所用流

动相，即甲醇-0.2 mol/L乙酸铵溶液（每 100 ml含 1 ml 36％乙

酸），考察了该流动相等度洗脱、多种梯度洗脱方式，最后确定

了本文中的流动相系统（梯度洗脱）。该流动相系统既缩短了

单样本测定周期，又不会影响待测物峰形，可快速而高效地同

时测定腰痛宁胶囊中甘草酸和甘草次酸的含量。

综上所述，该方法操作简单、重复性好，测定结果准确、可

靠，可用于同时测定腰痛宁胶囊中甘草酸和甘草次酸的含量。
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