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变换波长高效液相色谱法测定八味檀香散中丁香酚和甘草酸的含量

薛克昌,王杰松, 史宁,谭生建, 吴久鸿
*

(中国人民解放军第 306医院药学部,北京 100101 )

摘要: 目的 � 建立高效液相色谱法同时测定八味檀香散中丁香酚和甘草酸含量的方法。方法 � 采用 Ag ilent ZORBAX Ec lipse

SB� C18 ( 4� 6 mm � 150 mm, 5 �m )色谱柱。流动相为乙腈�5%乙腈 (含 3%冰醋酸 ) ( 27�73); 流速 1 mL� m in - 1, 检测波长程

序: 0~ 17�0 m in为 280 nm, 17�0~ 30 m in为 250 nm。结果 � 丁香酚和甘草酸保留时间分别约为 15和 21 m in,与各自相邻峰的

分离度均大于 1�5。以峰面积对进样质量浓度 (�g� mL- 1 ) 线性回归,丁香酚回归方程: Y= 0� 106 4�- 1� 338, r= 0� 999 9,线

性范围 77�76 ~ 777� 6�g� mL- 1。甘草酸回归方程 : Y= 0�133 9�- 0� 222 0, r= 0� 999 9, 线性范围 14� 40 ~ 144�0 �g� mL - 1。

丁香酚和甘草酸的回收率分别为 99� 0%和 97�3%、RSD分别为 1� 5%和 1�8%。结论 � 本法操作简便, 测定结果准确, 重复性

好, 可用于八味檀香散中丁香酚和甘草酸的含量测定。

关键词: 八味檀香散;丁香酚; 甘草酸;高效液相色谱法

中图分类号: R917� � � 文献标志码: A� � � 文章编号: 1001- 2494( 2011) 03- 0228- 03

Determ ination of Eugenol and G lycyrrhizic Acid in Bawei Tanx iang San by HPLC

XUE K e�chang, WANG Jie�song, SH I N ing, TAN Sheng�jian, WU Jiu�hong
*
(D epartm ent of Pharm acy, Ho sp ital 306 of

PLA, B eij ing 100101, China )

ABSTRACT: OBJECTIVE� To establish aHPLC quantitativem ethod for the determ ination of eugeno l and g lycyrrhizic ac id in Baw e i

Tanx iang San sim ultaneously� METHODS� The separation was perform ed on an Ag ilent ZORBAX E clipse SB�C18 co lum n( 4�6 mm �

150 mm, 5 �m ) w ith them ob ile phase cons isting of aceton itrile �5% aceton itrile ( inc lude 3% g lac ialacetic acid) ( 27�73). The flow

ra tew as 1 mL� m in - 1 and the de tection w aveleng th w as at 280 nm ( 0~ 17� 0 m in), 250 nm ( 17� 1~ 30 m in) � RESULTS� The re�

tention tim e of eugeno l and g lycy rrh izic acid was about 15 m in and 21 m in respective ly� The reso lution w asm ore than 1�5� The regres�

sive equation fo r eugenol w as Y= 0�106 4�- 1�338( r= 0�999 9), and the linea r range w as 77�76 - 777�6 �g� mL- 1, g lycyrrhizic

acid w as Y= 0� 133 9�- 0� 222 0( r= 0�999 9), and the linear range was 14� 40~ 144�0�g� mL- 1 �The average recover ies o f eugeno l

and g lycyrrh iz ic ac id w ere 99� 0% and 97�3% , RSDs we re 1�5% and 1�8% , respective ly� CONCLUSION � Th ism ethod is sim ple,

tim e�sav ing and accurate� It can be used for routine ana lysis o f eugeno l and glycyrrh izic ac id in Baw ei Tanx iang San�
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� � 八味檀香散收载于 �中国药典� ( 2010年版,一

部 ) ,由檀香、甘草、丁香、石膏、红花、北沙参、拳参、

白葡萄干加工制成,具有清热润肺, 止咳化痰功能,

用于肺热咳嗽, 痰中带脓。丁香酚和甘草酸为八味

檀香散所含活性成分。八味檀香散中甘草酸的含量

测定方法药典有收载
[ 1 ]

, 也有文献报道
[ 2]

, 八味檀

香散中丁香酚的含量测定方法未见报道, 其他中药

中丁香酚的含量测定方法有文献报道
[ 3]

, 本实验建

立了八味檀香散中丁香酚和甘草酸含量的高效液相

色谱测定方法,有助于提高其质量的可控性。

1� 仪器与试药

1�1� 仪器
高效液相色谱仪 ( Ag ilent 1200系列 )包括:

G1311A四元色谱泵, G1329A自动进样器, G1315B

二极管阵列检测器, G2170BA色谱工作站, G1316A

柱温箱和 G1379B在线脱气机。

1�2� 试药
丁香酚对照品 (批号: 110725�200711)和甘草酸

铵对照品 (批号 110731�200614) (中国药品生物制

品检定所 )。八味檀香散 (中国人民解放军第 306

医院制剂室制备, 批号: 090413、090414、090415)。

水为纯化水,其他试剂为分析纯。

2� 方法与结果
2�1� 试液制备
2�1�1� 混合对照品溶液 � 分别取丁香酚对照品和
甘草酸铵对照品适量,精密称定,用流动相溶解并稀

释制成每 1 m L分别含丁香酚 388�8 �g和甘草酸

(用甘草酸铵折合为相当量的甘草酸 ) 72�00 �g的

混合对照品溶液,摇匀,即得。

2�1�2� 供试品溶液 � 取本品 1�5 g,精密称定, 置具

塞锥形瓶中,精密加入流动相 50 m L, 称定质量,超

声 (功率 250W,频率 50 kH z) 45 m in,放至室温,补

足减失的溶剂,摇匀, 用 0�45 �m滤膜滤过,即得。

2�1�3� 阴性供试品溶液 � 按照八味檀香散的处方
和制法,制备不含丁香或不含甘草的八味檀香散,分

别作为丁香阴性和甘草阴性样品, 取阴性样品适量

(约相当八味檀香散 1�5 g) , 精密称定, 按 � 2�1�2�
方法制备,即得阴性供试品溶液。

2�2� 系统适用性实验
色谱柱用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂

( A g ilent ZORBAX Ec lipse SB�C18, 4�6 mm � 150

mm, 5 �m ); 流动相为乙腈 �5%乙腈 (含 3%冰醋酸 )

( 27�73) ;流速为 1 mL� m in
- 1

; 检测波长程序: 0 ~

17�0 m in为 280 nm, 17�1~ 30 m in为 250 nm。在此

色谱条件下,分别取混合对照品溶液,丁香阴性供试

品溶液,甘草阴性供试品溶液和八味檀香散供试品

溶液各 10 �L, 注入液相色谱仪, 记录色谱图, 结果

见图 1。八味檀香散的其他成分对丁香酚和甘草酸

的测定没有干扰。丁香酚和甘草酸的保留时间分别

约为 15和 21 m in,理论板数分别约为 8 000和 9 000,

丁香酚和甘草酸与相邻峰的分离度均大于 1�5。
2�3� 线性关系
分别取丁香酚和甘草酸混合对照品适量, 精密

称定,用流动相溶解并稀释制成每 1 mL含丁香酚分

别为 77�76、116�64、194�4、388�8和 777�6 �g, 每 1

mL含甘草酸分别为 14�40、21�60、36�00、72�00和

144�0 �g的混合对照品溶液, 分别取 10 �L 进样,

丁香酚色谱峰面积分别为 738�5、1 108�6、1 841�1、
3 675�7和 7 318�5, 甘草酸色谱峰面积分别为
104�0、170�3、265�4、544�7和 1 075�5,以进样浓度
对峰面积线性回归: 丁香酚回归方程: Y = 0�106 4

�- 1�338, r= 0�999 9; 甘草酸回归方程: Y = 0�133

9�- 0�222 0, r= 0�999 9, 丁香酚和甘草酸分别在

77�76~ 777�6和 14�40~ 144�4 �g� mL
- 1
内与峰面

积呈良好的线性关系。

图 1� 丁香酚和甘草酸对照品和样品色谱图
A -混合对照品; B-丁香阴性; C-甘草阴性; D -八味檀香散

Fig�1� H PLC Chrom atog ram o f re fe rence substances and sam�

ples eugeno l and g lycyrrh iza ic ac id

A - reference substance; B- negative D ingx iang; C- negative Gancao; D - Bawe i

Tanx iang San
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2�4� 精密度实验
对照品进样重复性: 取丁香酚 ( 388�8 �g�

mL
- 1

)和甘草酸 ( 72�00 �g� mL
- 1

)的混合对照品

溶液 10 �L进样,连续进样 5次,丁香酚色谱峰面积

的 RSD为 0�21% ; 甘草酸色谱峰面积的 RSD为

1�2%。
2�5� 重复性实验
取八味檀香散 (批号: 090413)制备 6份供试品

溶液, 按 � 2�1~ 2�2�项下方法测定, 丁香酚含量的

RSD为 0�79%、甘草酸含量的 RSD为 0�89%。

2�6� 定量限
取混合对照品溶液稀释至峰高约为基线噪音的

10倍,测得丁香酚定量限约为 0�4 �g� m L
- 1
、甘草

酸定量限约为 1�0 �g� mL
- 1
。

2�7� 加样回收率
取已经测得含量的八味檀香散 (批号 090415,

每 1 g分别含丁香酚 15�70 m g和甘草酸 2�849 m g)

适量, 精密称定, 置 10 m L量瓶中,精密加入每 1 mL

含丁香酚 648�0 �g对照品溶液 3 mL, 精密加入每 1

mL含甘草酸 180�0 �g的对照品溶液 2 mL, 用流动

相稀释至刻度, 超声 (功率 250 W, 频率 50 kH z) 45

m in,放至室温, 补足损失的溶剂,摇匀,作为加样回

收样品。同法制备 6份加样回收样品, 按照样品测

定项下方法测定含量,计算回收率,丁香酚和甘草酸

的回收率分别为 99�0% 和 97�3%, RSD分别为

1�5%和 1�8%。
2�8� 供试品溶液稳定性
配制供试品溶液, 置自动进样器中, 18 h内重

复进样测定 9次,丁香酚和甘草酸峰面积的 RSD分

别为 0�81%和 0�72%, 显示供试品溶液在 18 h内

稳定。

2�9� 样品测定
� 混合对照品溶液: 分别取丁香酚对照品和甘

草酸铵对照品适量,精密称定, 用流动相溶解并稀释

制成每 1 mL分别含丁香酚 400 �g和甘草酸 100 �g

的混合对照品溶液, 摇匀,即得。� 供试品溶液:取

本品 1�5 g,精密称定,置具塞锥形瓶中, 精密加入流

动相 50 mL,称定质量, 超声 (功率 250 W, 频率 50

kH z) 45 m in, , 放至室温,补足减失的溶剂,摇匀,用

0�45 �m滤膜滤过, 即得。� 测定法:分别精密吸取

混合对照品溶液和供试品溶液各 10 �L注入液相色

谱仪, 测定,按外标法以峰面积计算,即得。测定了

3批样品,并与药典法甘草酸测定结果进行了比较,

结果见表 1。

表 1结果显示, 用药典法和本法分别测定八味

檀香散中甘草酸含量,结果一致。

3� 讨 � 论

3�1� 检测波长的确定
丁香酚在 280 nm波长处有最大吸收,甘草酸在

250 nm波长处有最大吸收,为了同时测定丁香酚和

甘草酸含量,本方法在丁香酚出峰的时间窗内采用

280 nm波长测定,在甘草酸出峰的时间窗内变换为

250 nm波长测定。

3�2� 以流动相为溶剂
实验了超声 (功率 250 W, 频率 50 kH z)不同时

间的提取效果, 结果显示, 超声 45 m in可以提取完

全, 因此, 确定超声时间为 45 m in。

4� 小 � 结

本法操作简便, 测定结果准确, 重复性好, 可用

于八味檀香散中丁香酚和甘草酸的含量测定。

表 1� 丁香酚和甘草酸的 3批样品测定结果

Tab�1� Determ ination o f three sam ples eugeno l and g lycyrrhizic

ac id

Sam ple

batch

Eugenol

/m g� g - 1

G lycyrrh izic ac id /m g� g- 1

Pha rm acopoe ia

m ethod

P aper

m ethod

RSD

/%

090413 15. 40 2. 296 2. 376 1. 7

090414 14. 89 2. 623 2. 702 1. 5

090415 15. 70 2. 756 2. 849 1. 7
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