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·基本药物检定·

HPLC法同时测定甘草中18α-甘草酸和18β-甘草酸的含量Δ
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摘 要 目的：建立同时测定甘草中18α-甘草酸和18β-甘草酸含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Ecosil-C18柱，

流动相为乙腈-0.1％磷酸盐缓冲液（80 ∶ 20，V/V，pH 7），流速为 1.0 ml/min，检测波长为 250 nm，柱温为 30 ℃，进样量为 10 μl。结

果：18α-甘草酸和18β-甘草酸检测质量浓度分别在3.042～304.2、3.084～308.4 μg/ml范围内与各自峰面积积分值呈良好的线性关

系（r＝0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD≤1.02％；平均加样回收率分别为99.76％、99.35％，RSD分别为0.70％、0.93％

（n＝6）。结论：该方法准确、可靠、简单、快速，可用于不同商品规格甘草药材的质量评价。
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Simultaneous Determination of 18α-glycyrrhizic Acid and 18β-glycyrrhizic Acid in Glycyrrhiza Uralensis

by HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of 18α-glycyrrhizic acid and 18β-glycyrrhizic ac-

id in Glycyrrhiza uralensis. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Ecosil-C18 column with

mobile phase consisted of acetonitrile-0.1％ phosphate buffer（80 ∶ 20，V/V，pH 7）at flow rate of 1.0 ml/min. The detection wave-

length was set at 250 nm and column temperature was 30 ℃. The sample size was 10 μl. RESULTS：The linear range of 18α-glyc-

yrrhizic acid and 18β-glycyrrhizic acid were 3.042-304.2 μg/ml and 3.084-308.4 μg/ml（r＝0.999 9）. RSDs of precision，reproduc-

ibility and stability tests were all lower than 1.02％；the average recoveries were 99.76％（RSD＝0.70％，n＝6） and 99.35％

（RSD＝0.93％，n＝6），respectively. CONCLUSIONS：The method is accurate，reliable，simple and rapid. It is suitable for the

quality control of different specifications of G. uralensis.
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甘草酸是从豆科植物甘草中提取的一种三萜皂苷，是甘

草中最重要的有效成分之一[1]。甘草酸具有两种构型，分别是

18α-甘草酸（甘草酸二铵）和18β-甘草酸（甘草酸单铵），二者互

为反向异构体，在甘草中同时存在。18α-甘草酸和18β-甘草酸

均具有抗炎、保肝、抗纤维化、抗肿瘤等药理作用[2-4]，由二者制

成的片剂、注射剂在临床上广泛应用[5-6]。目前多见采用高效

液相色谱（HPLC）法测定甘草中18β-甘草酸含量的报道[7-9]，尚

未见测定甘草中18α-甘草酸含量及方法的报道。为了更好地

掌控甘草药材的质量，笔者采用HPLC法在同一色谱条件下同

时测定甘草中18α-甘草酸和18β-甘草酸的含量，试验结果可为

不同商品规格甘草药材的质量评价提供参考。

1 材料
1.1 仪器

LC-10A型HPLC系统，包含紫外检测器、LC solution 色谱

工作站等（日本岛津公司）；CP225D型电子分析天平（德国Sar-

torius公司）；KQ5200DB型数控超声波清洗器（昆山市超声仪

器有限公司）。

1.2 试剂

18α-甘草酸、18β-甘草酸对照品（中国食品药品检定研究

院，批号：101050-201101、110731-201116，含量均≥98.0％）；乙

腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为哇哈哈纯净水。

1.3 药材

市售 10个不同商品规格的甘草药材，均经辽宁中医药大

学中药鉴定教研室翟延君教授鉴定为豆科植物甘草（Glycyr-

rhiza uralensis Fisch.）、胀果甘草（Glycyrrhiza inflata Bat.）或光

果甘草（Glycyrrhiza glabra L.）的干燥根和根茎，详见表1。

表1 不同商品规格样品的商家和来源

Tab 1 Manufacturers and sources of samples with differ-

ent specifications

编号
A

B

C

D

E

F

G

H

I

J

商家
大连国大药房
大连奇运生大药房
大连海王星辰药房
大连阳光大药房
大连药房
大连中山大药房
抚顺天士力大药房
抚顺成大方圆药店
沈阳成大方圆药店
抚顺人民大药房

来源
光果甘草
甘草
甘草
甘草
甘草
胀果甘草
甘草
甘草
甘草
甘草

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Ecosil-C18柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙

腈-0.1％磷酸盐缓冲液（80 ∶ 20，V/V，pH 7）；流速：1.0 ml/min；

检测波长：250 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 μl。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液的制备 分别精密称取18α-甘草酸、18β-甘

草酸对照品各适量，置于同一 25 ml量瓶中，加 70％乙醇溶解

并定容，制成 18α-甘草酸、18β-甘草酸的质量浓度均为 0.2

mg/ml的混合溶液，作为对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液的制备 取甘草药材粉末（过三号筛）约

0.2 g，精密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加入 70％乙醇 100

ml，密塞，称定质量，超声处理（功率：250 W，频率：40 kHz）30

min，放冷，再称定质量，用70％乙醇补足减失的质量，摇匀，滤

过，取续滤液作为供试品溶液。

2.3 系统适用性试验

在“2.1”项色谱条件下，分别取“2.2”项下对照品溶液和供

试品溶液10 μl，注入HPLC仪，记录色谱，详见图1。系统适用

性试验结果表明，理论板数以18β-甘草酸峰计算为4 400，分离

度＞1.5。

2.4 线性关系考察

精密称取18α-甘草酸对照品10.14 mg、18β-甘草酸对照品

10.28 mg，分别置于同一10 ml量瓶中，用流动相溶解并稀释至

刻度，摇匀，作为贮备液。精密量取上述贮备液 0.03、0.5、1.0、

1.5、3.0 ml，分别置于 10 ml量瓶中，用流动相溶解并稀释至刻

度，摇匀，制成系列溶液，分别取 10 μl 注入 HPLC 仪，记录色

谱。以质量浓度（x，μg/ml）为横坐标，峰面积（y）为纵坐标，进

行线性回归，得 18α-甘草酸和 18β-甘草酸回归方程 y＝4×

106x+6 876.1（r＝0.999 9）、y＝4×106x+2 650.4（r＝0.999 9）。结

果表明，18α-甘草酸、18β-甘草酸检测质量浓度分别在3.042～

304.2、3.084～308.4 μg/ml范围内与各自峰面积积分值呈良好

的线性关系。

2.5 精密度试验

精密吸取“2.2.1”项下对照品溶液适量，按“2.1”项下色谱

条件重复进样6次，记录各色谱峰面积。结果，18α-甘草酸、18β-

甘草酸的RSD分别为0.86％、0.92％，表明仪器的精密度良好。

2.6 稳定性试验

取同一商品规格甘草药材粉末（沈阳成大方圆药店）适

量，分别按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，放置0、2、4、6、8 h

时按“2.1”项下色谱条件进样，记录各色谱峰面积。结果，18α-

甘草酸、18β-甘草酸的RSD分别为0.63％、0.82％，表明供试品

溶液在8 h内质量稳定。

2.7 重复性试验

取同一商品规格甘草药材粉末（沈阳成大方圆药店）适

量，分别按“2.2.2”项下方法平行制备 6份供试品溶液，并按

“2.1”项下色谱条件进样，记录各色谱峰面积，计算含量。结

果，含 18α-甘草酸、18β-甘草酸的量分别为 0.91％、4.38％，

RSD分别为0.75％、1.02％，表明本方法的重复性良好。

2.8 加样回收率试验

精密称取 0.1 g已知含量的甘草药材粉末（沈阳成大方圆
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图1 高效液相色谱图
A.对照品；B.供试品；1. 18β-甘草酸；2. 18α-甘草酸

Fig 1 HPLC chromatograms
A. substance control；B. test samples；1. 18β-glycyrrhizic acid；2. 18α-

glycyrrhizic acid
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药店），共 6份，分别精密加入 18α-甘草酸、18β-甘草酸对照品

溶液适量，按“2.2.2”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，计算加样回收率，结果见表2。

表2 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery test（n＝6）

成分

18α-甘草酸

18β-甘草酸

称样量，
g

0.101 6

0.100 5

0.099 7

0.103 7

0.100 1

0.104 2

0.101 6

0.100 5

0.099 7

0.103 7

0.100 1

0.104 2

所含量，
mg

0.897 6

0.880 2

0.896 3

0.910 3

0.893 5

0.915 3

4.327 8

4.329 8

4.316 2

4.349 2

4.336 6

4.350 4

加入量，
mg

0.908 0

0.908 0

0.908 0

0.908 0

0.908 0

0.908 0

4.338 0

4.338 0

4.338 0

4.338 0

4.338 0

4.338 0

测得量，
mg

1.805 2

1.801 1

1.812 4

1.835 2

1.809 0

1.804 8

8.723 4

8.802 1

8.683 5

8.603 2

8.749 8

8.821 4

加样回收率，
％

100.02

99.28

99.55

99.08

99.59

101.03

99.34

98.47

99.66

100.98

99.14

98.49

平均加样
回收率，％

99.76

99.35

RSD，
％

0.70

0.93

2.9 样品含量测定

取 10个商品规格甘草药材粉末各 3份，精密称定，按照

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，并按“2.1”项下色谱条件进

样测定峰面积，按外标法计算含量，结果见表3。

表3 样品含量测定结果（％％，x±s，n＝3）

Tab 3 Results of content determination of samples（％％，x±

s，n＝3）

编号
A

B

C

D

E

F

G

H

I

J

18α-甘草酸
0.41±0.82

-

-

0.28±0.72

0.19±0.81

0.93±0.68

-

-

0.92±0.77

0.18±0.84

18β-甘草酸
3.51±0.68

4.90±0.74

4.05±0.84

3.01±0.79

2.85±0.63

6.30±0.75

4.93±0.81

5.12±0.62

4.34±0.68

3.33±0.71

-：表示未检出

-：means no detected

3 讨论
3.1 检测波长的确定

精密称取 18α-甘草酸、18β-甘草酸对照品适量，加流动相

溶解，分别制成每1 ml约含30 μg的溶液，在200～400 nm波长

范围扫描。结果显示，二者均在（250±2）nm波长处有最大吸

收，因此选择250 nm作为含量测定的检测波长。

3.2 流动相的确定

笔者曾采用 0.05％磷酸溶液-乙腈梯度洗脱的方法[10]，结

果所需洗脱时间较长；还曾采用甲醇-0.2 mol/L醋酸铵-冰醋酸

为流动相[7-8]，结果主峰未与杂质峰分离。最终，确定本试验的

流动相为乙腈-0.1％磷酸盐缓冲液（80 ∶ 20，V/V，pH 7）。在此

条件下洗脱时间短，且主峰与杂质峰分离度良好。

3.3 样品提取方法的确定

根据18α-甘草酸和18β-甘草酸的溶解性，笔者曾尝试用甲

醇、70％乙醇、水进行提取，结果 70％乙醇的提取效果最好。

笔者还曾尝试采用回流提取法和超声提取法等不同提取方

法，结果超声提取法的提取率较高；同时，亦比较了超声 20、

30、45 min的提取效果，结果超声提取30 min时18α-甘草酸和

18β-甘草酸就已提取完全。

3.4 含量测定结果的分析

含量测定结果显示，甘草药材中 18β-甘草酸含量最高者

可达 6.30％，而 18α-甘草酸含量最高者仅为 0.93％，且有部分

样品甚至未检出，可见甘草药材中18α-甘草酸和18β-甘草酸的

含量差异较大，18β-甘草酸的含量远高于18α-甘草酸。正因为

18β-甘草酸在甘草中的含量较高，因而受到研究者的广泛关

注，对另一有效成分18α-甘草酸的研究却往往被忽视。

文献 [7-9，11-12]曾报道，采用 HPLC 法以甲醇-0.2 mol/L 醋酸

铵-冰醋酸、乙腈-0.1 mol/L磷酸溶液为流动相测定甘草中18β-

甘草酸含量，以乙腈-2％冰醋酸、甲醇-冰醋酸-水（三乙胺调pH

至 4.35）为流动相测定甘草制剂中 18β-甘草酸含量的方法，但

未见对甘草中另一活性成分18α-甘草酸含量测定方法的研究

报道，特别是在同一流动相条件下同时检测具有药理活性且

为同分异构体的上述两种专属性成分的研究报道。

综上所述，本方法准确、可靠、简单、快速，可用于不同商

品规格甘草药材的质量评价。
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