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反相高效液相色谱法同时测定甘草酸单铵盐原料药

主成分及有关物质含量

赵燕燕１，２＊，　刘丽艳１，　韩媛媛１，　李月秋１，　王　艳２，　石敏健２
（１．河北大学医学实验中心，河北 保定０７１０００；２．河北大学化学与环境科学学院，
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摘要：建立了同时测定甘草酸单铵盐原料药中主成分１８α－甘草酸、１８β－甘草酸及其有关物质 Ａ、有关物质Ｂ含量的
高效液相色谱法，并用于其质量标准的建立。采用Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ　Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），以１０ｍｍｏｌ／Ｌ
高氯酸铵（氨水调节ｐＨ　８．２０）－甲醇（４８∶５２，ｖ／ｖ）为流动相，流速０．８０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２５４ｎｍ，柱温５０℃，进样
量１０μＬ。在优化的色谱条件下，１８α－甘草酸、１８β－甘草酸、有关物质Ａ、有关物质Ｂ在０．５０～１００ｍｇ／Ｌ范围内线性
关系良好（ｒ＞０．９９９　９），检出限分别为０．１５、０．１０、０．１０、０．１５ｍｇ／Ｌ，平均回收率在９７．３２％～９９．３３％之间（ｎ＝３），
相对标准偏差（ＲＳＤ）在０．０５％～１．０６％之间。本方法检测灵敏、重现性好，结果准确可靠，可用于甘草酸单铵盐原
料药主成分及有关物质的检测分析，有利于其原料药的质量控制。
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　　甘草酸单铵盐１９９２年被国家卫生部定为治疗
慢性肝炎的首选药物，其原料药主成分是１８α－甘草
酸（１８α－ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ　ａｃｉｄ，１８α－Ｇｌｙ）和１８β－甘草酸
（１８β－ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ　ａｃｉｄ，１８β－Ｇｌｙ），以及２个主要的
有关物质，分别命名为有关物质 Ａ和有关物质Ｂ。

１８α－Ｇｌｙ和１８β－Ｇｌｙ为一对差向异构体，其空间构型
的微小变化使两者在理化性质、药效学、药代动力学
及不良反应等方面存在着显著差异。目前关于甘草
酸制剂检测方法的研究报道很多，如高效液相色谱－
质谱联用法（ＬＣ－ＭＳ）［１，２］、毛细管区带电泳法［３，４］、
高效液相色谱法［５－１０］、气相色谱法［１１］、薄层色谱
法［１２］、极谱催化波法［１３］、紫外分光光度法［１４］等。高
效液相色谱法具有准确、快捷、灵敏度高、重现性好
和应用广泛等优点，是原料药和制剂质量标准研究
中常用的方法。原料药中１８α－Ｇｌｙ、１８β－Ｇｌｙ所占比
例及有关物质含量是控制其制剂质量和安全的重要

指标。在中国药典２０１０版中没有收载甘草酸单铵
盐质量标准。在欧洲药典７．０版（ＥＰ７．０）和英国药
典２０１２版（ＢＰ２０１２）收载的甘草酸单铵盐质量标准
中，将其主成分结构归属为１８β－Ｇｌｙ，将其中２个有
关物质分别归属为有关物质 Ａ（相对保留时间约为

０．８）和１８α－Ｇｌｙ（相对保留时间约为１．２），并未提及
有关物质Ｂ。经查阅相关文献［５］，ＥＰ７．０、ＢＰ２０１２
和中国国家药品标准 ＷＳ１－ＸＧ－２００２收载的甘草酸
单铵盐质量标准中的流动相为酸性体系，对１８α－
Ｇｌｙ、１８β－Ｇｌｙ异构体没有分离选择性，无法同时对
其主成分１８α－Ｇｌｙ、１８β－Ｇｌｙ的含量及有关物质进行
准确定量分析。由此，对主成分异构体的分离以及
对色谱图中相对保留时间约为１．２的物质的结构归
属有待商榷。现有的甘草酸类制剂标准中尚未标注

１８α－Ｇｌｙ、１８β－Ｇｌｙ所占比例，造成产品内在质量控制
的缺失。目前对甘草酸类制剂中差向异构体的分析
已有相关报道［１５，１６］，但有关甘草酸单铵盐原料药主
成分及有关物质含量检测方法的研究尚未见文献报

道。本实验在参考国内外相关文献和各国药典的基
础上，建立了采用反相高效液相色谱（ＲＰ－ＨＰＬＣ）同
时测定甘草酸单铵盐原料药主成分及有关物质含量

的方法，可用于甘草酸单铵盐原料药主成分含量及
有关物质的检测分析。

１　实验部分

１．１　仪器、试剂与材料

　　ＬＣ－１０ＡＴＶＰ高效液相色谱仪（日本岛津公司），
包括ＳＰＤ－Ｍ１０Ａｖｐ二极管阵列检测器（ＤＡＤ）和

ＣＬＡＳＳ－ＶＰ工作站；ＵＶ－２５５０紫外分光光度计（日
本岛津公司）；ＡＵＷ１２０Ｄ十万分之一电子分析天
平（日本岛津公司）；ＤＥＬＴＡ－３２０型酸度计（梅特
勒－托利多仪器有限公司）；超纯化水机（重庆颐洋企
业发展有限公司）。

　　甘草酸单铵盐对照品（中国食品药品检定研究
院，批号：Ｙ００００４３３）、１８α－Ｇｌｙ对照品（ＡＬＰＳ制药，
批号：１０Ｂ００１Ｓ）、１８β－Ｇｌｙ对照品（ＡＬＰＳ制药，批
号：０５Ｃ１１Ｓ）、有关物质 Ａ 对照品（ＡＬＰＳ制药，批
号：１０Ｂ００２Ｓ）、有关物质Ｂ对照品（ＡＬＰＳ制药，批
号：１０Ｂ００３Ｓ），以上对照品纯度均高于９９％；甘草酸
单铵盐原料药（Ａ 厂，批号：Ｖ１５０８６０００１；Ｂ厂，批
号：０６８０２Ｎ１３０；Ｃ厂，批号：１１Ｃ８、１０Ｅ４；Ｄ厂，批
号：０９１２００６１）。高氯酸铵、氨水、高氯酸、冰醋酸、三
乙胺、磷酸均为分析纯。甲醇、乙腈为色谱纯（天津
市康科德科技有限公司）。水为二次去离子水。

１．２　溶液的配制

　　对照品溶液：精密称定各对照品适量，分别置于

１００ｍＬ容量瓶中，加入５０％甲醇水溶液溶解并定
容，分别制成质量浓度为１　０００ｍｇ／Ｌ的对照品储备
液，于４℃冰箱中保存。精密量取５ｍＬ对照品储
备液，置于１００ｍＬ容量瓶中，用流动相定容，摇匀，
作为对照品溶液。

　　供试品溶液：精密称定各原料药适量，分别置于

１００ｍＬ容量瓶中，加入５０％甲醇水溶液溶解并定
容，分别制成质量浓度为１　０００ｍｇ／Ｌ的供试品储备
液，于４℃冰箱中保存。精密量取５ｍＬ供试品储
备液，置于１００ｍＬ容量瓶中，用流动相定容，摇匀，
作为供试品溶液。

　　混合对照品溶液：分别精密量取１８α－Ｇｌｙ、１８β－
Ｇｌｙ、有关物质Ａ和有关物质Ｂ对照品储备液适量，
置于同一容量瓶中，用流动相定容，摇匀，作为混合
对照品溶液。

　　专属性试验测试液：精密量取供试品储备液（Ｃ
厂，批号：１１Ｃ８）５ｍＬ，加入６ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ 溶液１
ｍＬ，常温下放置２４ｈ，用６ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ溶液调ｐＨ
值至中性，用流动相稀释至１０ｍＬ，摇匀，作为碱破
坏样品溶液。精密量取供试品储备液（Ｃ厂，批号：

１１Ｃ８）５ｍＬ，加入６ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ溶液１ｍＬ，常温下
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放置２４ｈ，用６ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ溶液调ｐＨ值至中性，
用流动相稀释至１０ｍＬ，摇匀，作为酸破坏样品溶
液。精密量取供试品储备液（Ｃ厂，批号：１１Ｃ８）５
ｍＬ，在１６０℃恒温箱中加热近干，用流动相稀释至

１０ｍＬ，摇匀，作为高温破坏样品溶液。精密量取供
试品储备液（Ｃ厂，批号：１１Ｃ８）５ｍＬ，加入质量分数
为３％的双氧水５ｍＬ，放置２４ｈ，用流动相稀释至

１０ｍＬ，摇匀，作为氧化破坏样品溶液。

１．３　色谱条件

　　色谱柱：Ｄｕｒａｓｈｅｌｌ　Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５

μｍ）；流动相：１０ｍｍｏｌ／Ｌ高氯酸铵（氨水调节ｐＨ
８．２０）－甲醇（４８∶５２，ｖ／ｖ）；流速：０．８０ｍＬ／ｍｉｎ；检测
波长：２５４ｎｍ；柱温：５０℃；进样量：１０μＬ。

２　结果与讨论

２．１　色谱分离条件的建立

２．１．１　流动相组成、盐浓度及ｐＨ值的选择

　　实验分别考察了反相色谱常用的有机相溶剂
（甲醇和乙腈）与水的混合体系为流动相以及在流动
相中分别添加０．５％冰醋酸、０．６％冰醋酸、６０％高
氯酸、０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸、０．１０ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液
等对１８α－Ｇｌｙ、１８β－Ｇｌｙ、有关物质 Ａ 和有关物质Ｂ
分离效果及其灵敏度的影响。结果表明，在４种待
测物混合对照品能够达到基线分离的前提下，以甲
醇－水－６０％高氯酸（５５∶４５∶０．５，ｖ／ｖ／ｖ，氨水调ｐＨ
值至８．００）为流动相，分离效果最好，灵敏度最高，
保留时间最短。该流动相虽解决了两异构体分离的
问题，但甲醇－水－６０％高氯酸体系的ｐＨ值在１．７左
右，以氨水调ｐＨ 至８．００的操作比较繁琐；因此采
用高氯酸铵代替高氯酸，再用氨水调 ｐＨ 值至

８．２０，色谱行为不变，且操作简单、快捷。

　　１８α－Ｇｌｙ和１８β－Ｇｌｙ是一对差向异构体，流动相
的ｐＨ值显著影响该异构体的拆分，同时分离１８α－
Ｇｌｙ和１８β－Ｇｌｙ需在ｐＨ≥７的条件下进行。欧洲药
典７．０版、英国药典２０１２版、中国国家药品标准

ＷＳ１－ＸＧ－２００２收载的甘草酸单铵盐药品标准方法
中采用的流动相分别为冰醋酸－乙腈－水（６∶３８０∶
６１４，ｖ／ｖ／ｖ）（欧洲药典和英国药典）和０．０１ｍｏｌ／Ｌ
磷酸－乙腈（６２∶３８，ｖ／ｖ）（ＷＳ１－ＸＧ－２００２），均为酸性
体系，对１８α－Ｇｌｙ、１８β－Ｇｌｙ异构体没有分离选择性
（见图１）。

　　实验考察了高氯酸铵浓度在５～１００ｍｍｏｌ／Ｌ
范围内对各色谱峰的分离度、灵敏度以及保留时间
的影 响。结 果 表 明，当 高 氯 酸 铵 的 浓 度 从 ５
ｍｍｏｌ／Ｌ升高至１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，４种待测物的灵敏

图１　采用（ａ）欧洲药典７．０版／英国药典２０１２版和
（ｂ）中国国家药品标准收载的甘草酸单铵盐
标准方法得到的色谱图

Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｒａｗ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｄｒｕｇ　ｏｆ
ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｍｅｔｈｏｄｓ
ｏｆ（ａ）Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ　７．０　ｖｅｒｓｉｏｎ／
Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ　２０１２　ｖｅｒｓｉｏｎ　ａｎｄ （ｂ）
ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｄｒｕｇ　Ｓｔａｎｄａｒｄｓ　ｏｆ　Ｃｈｉｎａ

　１．ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ａ；２．１８α－Ｇｌｙ；３．１８β－Ｇｌｙ；４．ｒｅｌａｔｅｄ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ｂ．

度均达到最大值，但对分离度及各色谱峰保留时间
的影响不明显；继续增加高氯酸铵的浓度，可以改善

４种待测物的分离度，但会导致灵敏度下降，各色谱
峰的保留时间延长。实验选择高氯酸铵浓度为１０
ｍｍｏｌ／Ｌ。

　　实验考察了流动相ｐＨ值（６．４５～８．９３）对各色
谱峰的分离度、灵敏度以及保留时间的影响。结果
表明，ｐＨ值从６．４５升高至８．２０，４种待测物的灵
敏度均增加，各色谱峰的保留时间明显缩短；ｐＨ＝
８．２０时，１８α－Ｇｌｙ和１８β－Ｇｌｙ刚好达到基线分离；继
续增大ｐＨ值，除有关物质Ａ外，其他３种待测物的
灵敏度仍随之增加，但对１８α－Ｇｌｙ、１８β－Ｇｌｙ异构体
的分离选择性降低。兼顾分离度和灵敏度的要求，
实验选择ｐＨ值为８．２０。

２．１．２　有机相加入比例的选择

　　实验考察了流动相中甲醇加入比例（４５％、５０％、

５２％、５５％、６０％，ｖ／ｖ）对各色谱峰的分离度、灵敏度
以及保留时间的影响。结果表明，随着甲醇加入比
例的增加，各色谱峰的保留时间逐渐缩短、灵敏度逐
渐增加；当甲醇的加入比例为５２％时，差向异构体

１８α－Ｇｌｙ和１８β－Ｇｌｙ恰好达到基线分离；甲醇含量继
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续增大，两差向异构体的分离度小于１．５，不符合药
典要求。实验选用甲醇加入比例为５２％。

２．１．３　柱温及流速的选择

　　许多研究表明，温度对手性化合物的保留因子、
分离度和柱效有一定的影响［１７］。实验考察了柱温
（２５、３０、４０、４５、５０℃）对各色谱峰的分离度、灵敏度
以及保留时间的影响。结果表明，随着柱温的升高，

４种待测物的灵敏度增加，各色谱峰的保留时间缩
短，分离度降低，但不影响基线分离。当柱温大于

５０℃时，会降低色谱柱使用寿命。在不影响分离且
不损坏色谱柱的基础上，实验选择柱温为５０℃。

　　实验考察了流速（１．２０、１．００、０．８０、０．６０、０．４０
ｍＬ／ｍｉｎ）对各色谱峰的分离度、灵敏度以及保留时
间的影响。结果表明，随着流速的降低，理论塔板高
度降低，理论塔板数增加，４种待测物的灵敏度和分
离度均有一定程度的提高，但各色谱峰的保留时间
显著延长；当流速为０．８０ｍＬ／ｍｉｎ时，１８α－Ｇｌｙ和

１８β－Ｇｌｙ达到基线分离；流速继续降低，各色谱峰的
保留时间延长，影响快速分离。综合分析，实验选择

０．８０ｍＬ／ｍｉｎ为最佳流速。

　　实验表明，采用１．３节色谱条件时的分离效果
最佳。

２．２　系统适用性试验

　　分别量取混合对照品溶液、供试品溶液、供试品
加标溶液按１．３节色谱条件进样分析，系统适用性
试验测定结果见表１，色谱图见图２。

表１　系统适用性试验测定结果
Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓｙｓｔｅｍ　ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ　ｔｅｓｔ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ／
ｍｉｎ

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ
ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｐｌａｔｅｓ

Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ａ　 ６．６２　 ６１６８．８５　 ２．５３
１８α－Ｇｌｙ　 ８．７５　 ６７９８．３３　 ０．６７
１８β－Ｇｌｙ　 ９．４５　 ７７７６．６０　 １．６５
Ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ｂ　 １１．４７　 ８９１８．５４　 ３．２９

２．３　方法专属性试验

　　分别量取酸破坏、碱破坏、高温破坏、氧化破坏
样品溶液，按１．３节色谱条件进样分析。结果表明，

在酸、碱、高温、氧化等破坏条件下得到的降解产物
在该色谱条件下均能与１８α－Ｇｌｙ、１８β－Ｇｌｙ、有关物质

Ａ和有关物质Ｂ色谱峰良好分离，说明所建立的

ＨＰＬＣ法具有良好的专属性。

２．４　方法学考察

２．４．１　线性关系和检出限

　　精密量取１８α－Ｇｌｙ、１８β－Ｇｌｙ、有关物质 Ａ和有
关物质Ｂ对照品储备液各１ｍＬ，分别置于１０ｍＬ

图２　（ａ）混合标准品、（ｂ）供试品及（ｃ）加标供试品的色谱图
Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ（ａ）ａ　ｍｉｘｔｕｒｅ　ｏｆ

ｓｔａｎｄａｒｄｓ，（ｂ）ａ　ｓａｍｐｌｅ　ａｎｄ（ｃ）ｔｈｅ　ｓａｍ－
ｐｌｅ　ｓｐｉｋｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｍｉｘｔｕｒｅ　ｏｆ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ

　１．ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ａ；２．１８α－Ｇｌｙ；３．１８β－Ｇｌｙ；４．ｒｅｌａｔｅｄ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ｂ．

容量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，制成质量浓
度各为１００ｍｇ／Ｌ的对照品溶液，用流动相逐级稀
释，得到一系列质量浓度不同的溶液，按照１．３节色
谱条件进样分析，记录色谱图。以峰面积Ｙ 对质量
浓度Ｘ（ｍｇ／Ｌ）作图，绘制标准曲线；按３倍信噪比
（Ｓ／Ｎ＝３）确定检出限。甘草酸单铵盐中主成分及
有关物质的线性方程、线性范围及检出限见表２。

表２　甘草酸单铵盐中主成分及有关物质
的线性关系及检出限

Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ　ａｎｄ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔｓ　ｏｆ
ｐｒｉｎｃｉｐａｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ　ｏｆ
ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎ　 ＬＯＤ／（ｍｇ／Ｌ）

Ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ａ　Ｙ＝９４２４．７９　Ｘ＋６８２２．８５　 ０．１０
１８α－Ｇｌｙ　 Ｙ＝８０９１．７０　Ｘ＋２９４４．８９　 ０．１５
１８β－Ｇｌｙ　 Ｙ＝８７１８．１１　Ｘ－１５５５．８４　 ０．１０
Ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ｂ　 Ｙ＝８８０７．０３　Ｘ＋９５９６．６２　 ０．１５

　Ｙ：ｐｅａｋ　ａｒｅａ；Ｘ：ｍａｓｓ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｍｇ／Ｌ．Ｌｉｎｅａｒ　ｒａｎｇｅ：
０．５０－１００ｍｇ／Ｌ；ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ（ｒ）：０．９９９９．ＬＯＤ：
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔ．
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２．４．２　仪器的精密度

　　取混合对照品溶液，按照１．３节色谱条件进样
分析，连续进样６次。结果表明，各色谱峰的保留时
间波动小于０．０２ｍｉｎ（ｎ＝６），峰面积的 ＲＳＤ 为

０．０５％～０．３６％（ｎ＝６）。

２．４．３　方法的精密度

　　取同一批次的甘草酸单铵盐原料药（Ｃ厂，批
号：１１Ｃ８）的供试品溶液６份，按照１．３节色谱条件
进样分析。结果表明，各色谱峰的保留时间波动小
于０．０２ｍｉｎ（ｎ＝６），峰面积的 ＲＳＤ 为０．０６％～
０．５７％（ｎ＝６）。

２．４．４　稳定性

　　取甘草酸单铵盐原料药（Ｃ厂，批号：１１Ｃ８）的
供试品溶液，按照１．３节色谱条件，分别放置０、６、

１２、２４、４８、７２ｈ时进样分析，各色谱峰峰面积的

ＲＳＤ范围为０．３９％～１．０６％（ｎ＝６），表明制备好的
供试品溶液在３ｄ内检测稳定性良好。

２．４．５　回收率

　　精密量取甘草酸单铵盐原料药（Ｃ厂，批号：

１１Ｃ８）供试品溶液，按该供试品溶液中各待测物浓
度的８０％、１００％、１２０％分别加入１８α－Ｇｌｙ、１８β－Ｇｌｙ、
有关物质Ａ和有关物质Ｂ的对照品，按照１．３节色
谱条件进样分析，记录色谱图。甘草酸单铵盐中主
成分及有关物质的加标回收率见表３。

表３　甘草酸单铵盐中主成分及有关物质的加标回收率（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ　３　Ｓｐｉｋｅｄ　ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ｏｆ　ｐｒｉｎｃｉｐａｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ　ｏｆ　ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ（ｎ＝３）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ／
（ｍｇ／Ｌ）

Ａｄｄｅｄ／（ｍｇ／Ｌ）

Ｌｏｗ　 Ｍｉｄｄｌｅ　 Ｈｉｇｈ
Ｄｅｔｅｃｔｅｄ／（ｍｇ／Ｌ）

Ｌｏｗ　 Ｍｉｄｄｌｅ　 Ｈｉｇｈ
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

Ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ａ　 １．５２　 １．２０　 １．５０　 １．８０　 ２．６６　 ３．０１　 ３．３１　 ９７．９２
１８α－Ｇｌｙ　 ０．８４　 ０．７０　 ０．８０　 １．００　 １．５０　 １．６８　 １．８１　 ９８．７７
１８β－Ｇｌｙ　 ４４．４０　 ３６．００　 ４４．００　 ５３．００　 ８０．０３　 ８６．７０　 ９８．９２　 ９９．３３
Ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ｂ　 ２．９７　 ２．４０　 ３．００　 ３．６０　 ５．２８　 ５．８０　 ６．６２　 ９７．３２

２．５　实际样品中主成分及有关物质含量的测定

　　取对照品溶液，按照１．３节色谱条件进样分析，
调节检测灵敏度，使主成分色谱峰的峰高约为满量
程的２５％。分别取不同厂家生产的甘草酸单铵盐供

试品溶液，按照１．３节色谱条件进样分析，记录色谱
图至供试品溶液中主峰１８β－Ｇｌｙ保留时间的３倍，
分别计算４种待测物的含量，结果见表４，甘草酸单
铵盐对照品的色谱图见图３。

表４　不同生产厂家的甘草酸单铵盐原料药中主成分及有关物质的含量（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ　４　Ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｆ　ｐｒｉｎｃｉｐａｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ　ｉｎ　ｒａｗ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｄｒｕｇｓ　ｏｆ

ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ　ｆｒｏｍ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ（ｎ＝３）

Ｓａｍｐｌｅ
ｂａｔｃｈ　Ｎｏ．

Ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ａ／％
Ｃｏｎｔｅｎｔ　 ＲＳＤ

１８α－Ｇｌｙ／％
Ｃｏｎｔｅｎｔ　 ＲＳＤ

１８β－Ｇｌｙ／％
Ｃｏｎｔｅｎｔ　 ＲＳＤ

Ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ｂ／％
Ｃｏｎｔｅｎｔ　 ＲＳＤ

Ｔｏｔａｌ
ｃｏｎｔｅｎｔ／％

Ｙ００００４３３　 ２．６８　 ０．３０　 ４．１５　 ０．３４　 ８８．３０　 ０．１１　 ４．８６　 ０．１６　 ９９．９９
Ｖ１５０８６０００１　 ３．４５　 ０．３５　 ４．２０　 ０．３１　 ８３．４５　 ０．０７　 ７．８７　 ０．２６　 ９８．９７
０６８０２Ｎ１３０　 ２．８７　 ０．２７　 ３．６８　 ０．４２　 ８５．０３　 ０．０８　 ６．５８　 ０．１６　 ９８．１６
１１Ｃ８　 ３．０３　 ０．２３　 １．６８　 ０．４１　 ８８．８０　 ０．０８　 ５．９４　 ０．２２　 ９９．４５
１０Ｅ４　 ４．３７　 ０．３１　 ２．４５　 ０．３６　 ８７．０５　 ０．１３　 ５．５２　 ０．１８　 ９９．３９
０９１２００６１　 ４．６２　 ０．２９　 ２．７５　 ０．５２　 ８４．７２　 ０．０９　 ７．６８　 ０．１８　 ９９．７７

图３　甘草酸单铵盐对照品的色谱图
Ｆｉｇ．３　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

ｏｆ　ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ
　１．ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ａ；２．１８α－Ｇｌｙ；３．１８β－Ｇｌｙ；４．ｒｅｌａｔｅｄ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ｂ．

３　结论

　　本工作在参考国内外相关文献和各国药典的基
础上，建立了同时测定甘草酸单铵盐原料药主成分
及有关物质含量的ＲＰ－ＨＰＬＣ法。与欧洲药典７．０
版、英国药典２０１２版和中国国家药品标准 ＷＳ１－
ＸＧ－２００２收载的甘草酸单铵盐质量标准方法相比，
实现了对甘草酸单铵盐原料药主成分异构体１８α－
Ｇｌｙ和１８β－Ｇｌｙ的有效分离，使其主成分以及有关
物质Ａ和有关物质Ｂ在单一流动相、单流速、等度
洗脱条件下取得良好的分离。该方法分离时间短，
检出限低，分离度好，线性范围宽，结果准确、可靠，
可作为甘草酸单铵盐的检测方法，用于甘草酸单铵
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盐原料药主成分、有关物质含量的检测与分析，从而
用于其原料药和制剂的质量控制，对甘草酸单铵盐
质量标准的修订具有一定的参考价值。
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