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HPLC法同时测定附子理中丸（浓缩丸）中甘草苷和甘草酸的含
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摘 要 目的：建立同时测定附子理中丸（浓缩丸）中甘草苷和甘草酸含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为

WondaSil C18，流动相为乙腈-0.05％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，检测波长为237 nm，柱温为35 ℃，进样量为10 μL。

结果：甘草苷和甘草酸检测质量浓度线性范围分别为 9.68～96.8 µg/mL（r＝0.999 1）、14.08～140.8 µg/mL（r＝0.999 2）；定量限分

别为 0.2、0.3 µg/mL，检测限分别为 0.1、0.01 µg/mL；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD＜2.0％；加样回收率分别为 98.9％～

101.2％（RSD＝0.62％，n＝9）、98.6％～101.5％（RSD＝1.06％，n＝9）。结论：该方法操作简便、结果准确，可用于附子理中丸（浓

缩丸）中甘草苷和甘草酸含量的同时测定。

关键词 附子理中丸（浓缩丸）；高效液相色谱法；甘草苷；甘草酸；含量测定

Simultaneous Determination of Liquiritin and Glycyrrhizic Acid in Fuzi Lizhong Pills（Condensed Pills）

by HPLC

FANG Dongwei，PENG Jiaqing（Ezhou Center for Food and Drug Control，Hubei Ezhou 436000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for simultaneous determination of liquiritin and glycyrrhizic acid in Fuzi li-

zhong pills（condensed pills）. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on WondaSil C18 column

with mobile phase consisted of acetonitrile-0.05％ phosphate solution（gradient elution）at the flow rate of 1.0 mL/min. The detec-

tion wavelength was set at 237 nm，and column temperature was 35 ℃. The sample size was 10 μL. RESULTS：The linear range

of liquiritin and glycyrrhizic acid were 9.68-96.8 µg/mL（r＝0.999 1）and 14.08-140.8 µg/mL（r＝0.999 2）. The limits of quantitation

were 0.2，0.3 µg/mL，and the limits of detection were 0.1，0.01 µg/mL. RSDs of precision，stability and reproducibility tests were

all lower than 2.0％ . The average recoveries were 98.9％ -101.2％（RSD＝0.62％，n＝9），98.6％ -101.5％（RSD＝1.06％，n＝9）.

CONCLUSIONS：The method is simple and accurate，and can be used for simultaneous determination of liquiritin and glycyrrhizic

acid in Fuzi lizhong pills（condensed pills）.

KEYWORDS Fuzi lizhong pills（condensed pills）；HPLC；Liquiritin；Glycyrrhizic acid；Content determination
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附子理中丸（浓缩丸）是由附子（制）、党参、白术

（炒）、干姜、甘草五味中药制成的浓缩丸剂，具有温中健

脾的功效，可用于脾胃虚寒、脘腹冷痛、呕吐泄泻、手足

不温等的治疗[1-4]。该制剂收载于我国《卫生部颁药品标

准·中药成方制剂》（第 7册）[5]，该标准中无含量测定

项，且目前尚未有同时测定附子理中丸（浓缩丸）中甘

草苷和甘草酸含量的报道。鉴于此，笔者参考相关文

献 [6-9]，采用高效液相色谱法（HPLC）建立了同时测定该

制剂中甘草苷和甘草酸含量的方法，以期为完善该制剂

的质量控制提供参考。
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1 材料

1.1 仪器

LC-20AT 型 HPLC 仪，包括 SIL-20A 自动进样器、

SPD-M20A 检测器、LC-Solution 工作站（日本 Shimadzu

公司）；LC-350A型超声波处理器（济宁市鲁超仪器有限

公司）；BS21S 型 、BS210S 型电子分析天平（德国

Sartorius 公司）；Milli-Q Advantage A10型超纯水仪（美

国Millipore公司）

1.2 药品与试剂

附子理中丸（浓缩丸）（河南宛西制药股份有限公

司，批号：140601；兰州佛慈溪制药股份有限公司，批号：

14M39；兰州太宝制药有限公司，批号：81150110；芜湖

张恒春药业有限公司，批号：1505111；马鞍山天福康药

业有限公司，批号：201410022；陕西天洋制药有限责任

公司，批号：20140304；规格：每 8丸相当于原生药 3 g）；

甘草苷对照品（批号：111610-201005，纯度：94.9％）、甘

草酸铵对照品（批号：110731-201116，纯度：93.1％）均购

自中国食品药品检定研究院；乙腈为色谱纯，其余试剂

均为分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱：WondaSil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流

动相：乙腈（A）-0.05％磷酸溶液（B），梯度洗脱（0～8

min，19％ A；8～35 min，19％ →50％ A；35～36 min，

50％→100％A；36～40 min，100％→19％A）；流速：1.0

mL/min；检测波长：237 nm；柱温：35 ℃；进样量：10 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 分别精密称取甘草苷对照品

4.84 mg，甘草酸铵对照品7.18 mg（甘草酸质量＝甘草酸

铵的质量/1.020 7，即约为 7.03 mg），置于同一 50 mL量

瓶中，用70％乙醇溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。

2.2.2 供试品溶液 精密称取样品粉末 0.5 g，置于 25

mL量瓶中，加 70％乙醇溶液适量，超声（功率：250 W，

频率：33 kHz，下同）处理30 min，冷却至室温，加70％乙

醇溶液定容，摇匀，经0.45 µm微孔滤膜滤过，取续滤液，

即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按样品的制备工艺和处方比例

制备缺甘草的阴性样品，再按“2.2.2”项下方法制备阴性

对照溶液。

2.3 系统适用性试验

精密量取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液和

阴性对照溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，

记录色谱，详见图 1。由图 1可知，在该色谱条件下，各

成分均能达到基线分离，分离度＞1.5；理论板数以甘草

苷峰计≥5 000，保留时间为 14.7 min。结果表明，其他

成分对测定无干扰。

2.4 线性关系考察

精密量取“2.2.1”项下混合对照品溶液 1、2、3、4、6、

8 mL，分别置于10 mL量瓶中，加70％乙醇溶液定容，摇

匀，即得系列混合对照品溶液。取上述系列混合对照品

溶液适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积。以甘草苷和甘草酸质量浓度（x，µg/mL）为横坐标、

峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得甘草苷回归方程

为 y＝16 475x－73 589（r＝0.999 1）、甘草酸回归方程为

y＝3 107.9x－19 221（r＝0.999 2）。结果表明，甘草苷和

甘草酸检测质量浓度线性范围分别为 9.68～96.8、

14.08～140.8 µg/mL。

2.5 定量限（LOQ）与检测限（LOD）考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，倍比稀释，按

“2.1”项下色谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。当

信噪比为 10 ∶ 1 时，得 LOQ；当信噪比为 3 ∶ 1 时，得

LOD。结果，甘草苷和甘草酸的 LOQ 分别为 0.2、0.3

µg/mL，LOD分别为0.1、0.01 µg/mL。

2.6 精密度试验

精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，按“2.1”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，甘草苷和

甘草酸峰面积的 RSD 分别为 0.85％、1.06％（n＝6），表

明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：140601）适量，分

别于室温下放置0、2、4、8、12 h时按“2.1”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积。结果，甘草苷和甘草酸峰面积

的 RSD 分别为 0.21％、0.22％（n＝5），表明供试品溶液

在室温下放置12 h内稳定性良好。
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图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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2.8 重复性试验

取样品（批号：140601）适量，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

峰面积并计算样品含量。结果，甘草苷和甘草酸含量的

平均值分别为 2.65、6.80 mg/g，RSD 分别为 0.94％、

0.39％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.9 加样回收率试验

取样品（批号：140601）适量，共 9份，每份约 0.2 g，

分别置于10 mL量瓶中，各加入低、中、高质量的甘草苷

和甘草酸对照品，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，记录峰面积并计算加

样回收率，结果见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

待测成分

甘草苷

甘草酸

取样
量，g

0.199 0

0.198 0

0.198 8

0.197 8

0.198 3

0.197 6

0.199 2

0.200 2

0.199 2

0.199 0

0.198 0

0.198 8

0.197 8

0.198 3

0.197 6

0.199 2

0.200 2

0.199 2

样品含
量，μg

526.4

522.7

524.8

522.2

523.5

521.7

525.9

528.5

525.9

1 345.2

1 338.5

1 343.9

1 337.1

1 340.5

1 335.8

1 346.6

1 353.4

1 346.6

加入量，
μg

367.6

367.6

367.6

459.5

459.5

459.5

551.4

551.4

551.4

524.4

524.4

524.4

655.5

655.5

655.5

786.6

786.6

786.6

测得量，
μg

893.0

889.8

892.8

982.4

988.5

980.1

1 075.3

1 073.8

1 075.3

1 870.8

1 864.6

1 864.3

1 986.6

1 988.1

1 986.3

2 122.4

2 150.2

2 145.2

加样回收
率，％

99.7

99.9

100.1

100.2

101.2

99.8

99.6

98.9

99.6

100.2

100.3

99.4

99.1

98.8

99.2

98.6

101.3

101.5

平均加样回
收率，％

99.9

99.8

RSD，
％

0.62

1.06

2.10 样品含量测定

取 6批样品各适量，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，记录峰面积并

计算样品含量，结果见表2。

3 讨论

3.1 流动相的选择

笔者曾考察了甲醇-水、乙腈-水、乙腈-0.05％磷酸溶

液为流动相时的色谱情况，结果以甲醇-水、乙腈-水为流

动相进行梯度洗脱时，甘草苷、甘草酸峰与干扰峰不能

有效分离，而采用乙腈-0.05％磷酸溶液为流动相进行梯

度洗脱时，洗脱时间适宜，各峰分离较好。因此，本试验

选择乙腈-0.05％磷酸溶液为流动相。

3.2 超声提取时间的选择

笔者考察了超声处理时间（10、20、30、40 min）对样

品提取率的影响。结果，随着超声处理时间的延长，样

品的提取率增加，但是超声处理30 min和40 min时的样

品提取率基本一致，为节约试验时间，本试验选择超声

处理时间为30 min。

综上所述，本方法操作简便、结果准确，可用于附子

理中丸（浓缩丸）中甘草苷和甘草酸含量的同时测定。
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表2 样品含量测定结果（n＝3，mg/g）

Tab 2 Results of content determination of samples

（n＝3，mg/g）

样品批号
140601

14M39

81150110

1505111

201410022

20140304

甘草苷
2.64

1.79

0.83

0.35

1.91

1.87

甘草酸
6.76

5.69

2.83

1.83

6.72

5.98
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