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　　摘要:目的　建立甘草GA P 过程中的快速质量检验方法,为甘草药材的快速质量检测提供方法依据。方

法　提出甘草中水溶性有效物质群的概念并建立其含量的比色测定方法。以甘草酸作为定量的标准物质,采

用香草醛2浓硫酸试剂作显色剂,用便携式小型光谱仪于 560 nm 处检测。结果　回归方程为 Y = 1. 174 7 C

+ 0. 087 3,相关系数 r= 0. 970 5 (n= 3) ,回收率为 92%～ 99% ,在 0. 0～ 0. 96 m gömL 范围内仪器读数与甘草

酸浓度呈线性关系。结论　该方法简单、快速、廉价,能够准确地反映甘草质量的优劣,适合在准确度要求相

对较低的甘草生产基地推广使用。

　　关键词: 甘草;甘草酸;三萜皂苷;比色法; GA P

　　中图分类号: R 284. 1　　　　文献标识码: A　　　　文章编号: 100422199 (2004) 0120037205

Rap id Qua l ity Con trol of L icor ice in Its GAP Research
W AN G Q iao2e1, W AN G W en2shen2, W U Cheng2yu2, F rank L ee3, W AN G X iao2ru1, 3, 3

(1. T he key L abo rato ry of A nalyt ica l Science of M O E, the D epartm en t of Chem istry,

X iam en U n iversity, X iam en361005, Ch ina; 2. X iam en Beiersi B & C T echno logy Co. ,L td. ,

X iam en361009, Ch ina; 3. Q ingdao Key L ab of A nalyt ica l T echno logy D evelopm en t and Standard iza t ion of

Ch inese M edicines, F irst In st itu te O ceanography of SOA , Q ingdao266061, Ch ina)

　　Abstract: Objective　To develop a rap id m ethod fo r the quality con tro l of lico rice in its GA P research.

M ethods　W ater2so lub le t riterpeno id sapon in s w ere defined as the act ive fract ion in lico rice and a

co lo rim etric m ethod u sing L ED 2based po rtab le device has been developed fo r the first t im e to m easu re the

con ten t of th is act ive fract ion. T he m ethod w as based on the specif ic co lo r react ion occu rring betw een

triterpeno id sapon in s and van illin2su lfu ric acid reagen t. V isib le ligh t ab so rp t ion of 560 nm w as cho sen as

the detect ion w avelength. Results　T he opera t ing calib ra t ion cu rve (Y = 1. 174 7C + 0. 087 3 m gömL ) w as

found to be linear a t the range of 0. 0～ 0. 96 m gömL glycyrrh izic acid in w ater (r= 0. 970 5). T he recovery

is 92～ 99%. Conclusion　T he m ethod is simp le, rap id and low 2co st and is recomm endab le to evaluate the

quality of G ly cy rrh iz a u ra lensis F isch. in its GA P research.

　　Key words: lico rice; g lycyrrh izic acid; t riterpeno id sapon in s; co lo rim etry; GA P

　　为了实现中药的现代化,促进中药的产业化和

国际化,中药质量标准化研究已成为我国中药研究

和产业界的热点。目前,中医药工作者已形成共识,

中药材质量是影响中药现代化的“瓶颈”。为从源头

上控制中药质量,推进中药现代化的进程,国家药品

监督管理局于 2002年 3月颁布了《中药材生产质量

管理规范, Good A gricu ltu ra l P ract ice of M edicinal
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P lan ts and A n im als, GA P》并已于 2002年 6月 1日

试行。其中,制定药材活性成分或指标成分的动态积

累以确定采收期以及药材质量检测与认证标准操作

规程 (Standard Opera t ing P rocedu re, SO P)是 GA P

明确规定的内容[1 ]。因此,建立简单、快速、廉价的中

药材有效成分含量分析检测方法和质量检验方法已

成为亟待解决的问题。

甘草有“国老”之称,其主要成分甘草酸具有补

脾益气、解毒保肝、润肺止咳、调和诸药的功效。通常

被用来评价甘草的质量[2 ]。对于甘草中甘草酸含量

的测定,报道较多的有重量法[3, 4 ]、比色法[5～ 7 ]、高效

毛细管电泳 (H PCE)法[8, 9 ]、高效液相色谱 (H PL C )

法[10 ]、薄层2紫外分光光度法[11 ]和薄层扫描 (TL S)

法[12 ]等。其中, H PL C、H PCE 和 TL S都需要相应的

仪器设备,不仅投资和日常分析的费用较大,而且对

操作人员的要求也较高,很难在甘草种植基地推广

应用。重量法操作繁琐,准确度差,现在已很少使用。

文献报道的比色法一般是先用硅胶薄层板分离,然

后将与甘草酸相应位置处的硅胶刮下,溶剂提取后

分离除去硅胶,上清液用香草醛2浓硫酸试剂显色后
于 556 nm 处测定吸光度。虽然该方法不需要昂贵

的分析设备,日常的分析费用也很低,但存在操作繁

琐、重现性差和分析时间长等缺点, 也不适合对

GA P 基地大量甘草样品的质量进行分析。

事实上,中草药的药效成分十分复杂,而且各种

成分的相对含量随采收季节、生长环境、贮藏加工方

法等的差异而不同,因此单独 1～ 2种活性成分的含

量并不能代表药材的质量和效价[13 ]。中医的理论核

心和特色就是中医药的整体观、辨证施治原则和它

们的综合性,在用药方面,讲究君、臣、佐、使相互配

伍和各化学成分间的生、克、乘、侮等关系,即使单味

药,其化学成分总数也达数十、百种之多,中药的疗

效基础是这些组分间的协同作用。针对甘草而言,作

者认为,之所以可以用甘草酸的含量来评价其质量,

一方面是因为甘草酸的含量相对其他活性组分较

高,测定方便,而更重要的原因在于甘草酸的含量与

甘草中有效成分的总量之间存在正相关关系,也就

是说,甘草酸含量高时,其有效成分的总量也高。中

医用药多采用水煎剂,表明水溶性成分是其药理作

用的物质基础,是最主要的活性组分。因此,用甘草

水溶性活性成分的总量来评价甘草药材的品质优劣

也许比单独用甘草酸的含量来评价更具科学性。基

于此,本文提出了甘草中水溶性有效物质群的概念

并建立了其含量的比色测定方法。该方法简化了甘

草酸测定前的分离操作,直接测定甘草热水提取液

中能够与香草醛2浓硫酸试剂发生颜色反应的组分
总量,操作简单,分析速度快,结果能够准确地反映

甘草质量的优劣,比较适合在准确度要求相对较低

的甘草生产基地推广使用。本文的工作是“内蒙古梁

外甘草 GA P 研究与开发”项目的一部分,所建立的

快速质量检测方法已成功应用于甘草 GA P 基地大

量样品的快速质量分析,取得了满意的结果。

1　材料和仪器

1. 1　材料

甘草:内蒙古亿利科技实业股份有限公司“内蒙

梁外甘草 GA P 研究与开发”项目部采集并由中国

医学科学院药用植物研究所林寿全教授鉴定。

甘草酸对照品: 内蒙古亿利科技实业股份有限

公司李秉经理提供,纯度 (H PL C 法测)为 80%。

显色试剂: 0. 45% (W öV ) 香草醛2硫酸溶液
(0. 45 g 香草醛溶于 100 mL 78%硫酸中,临用前配

制)。

香草醛为化学纯,其余化学试剂均为分析纯;水

为去离子水;用于H PL C 分析的试剂为色谱纯。

1. 2　仪器

A gilen t 1100 H PL C 仪 (美国惠普公司,包括输

液泵、脱气装置、自动进样装置和DAD 检测器) ;

M IKRO 22R 冷冻离心机 (德国 H ett ich 公司) ;

SK3200L H 超声波清洗器 (上海科导超声仪器有限

公司) ; LD 2101B 型方形调节式中药切片机 (中国温

岭市大海药材机械厂) ; LD 206A 型高速中药粉碎机

(中国温岭市大海药材机械厂) ; 小型高灵敏度光谱

分析仪 (长春吉林大学小天鹅仪器有限公司)。

2　实验方法

2. 1　供试液制备

取甘草样品粉末约 0. 25 g (需准确记录) ,置 25

mL 容量瓶中,用 20 mL 80℃热水超声提取 60 m in。

用水定容至刻度,离心,上清液即为每毫升含 0. 01 g

生药的供试液。

2. 2　标准溶液的制备

准确称取甘草酸对照品 0. 100 0 g,用 50%乙醇

溶解,完全转移至 25 mL 容量瓶中,定容至刻度,得

甘草酸浓度为 3. 2 m gömL (甘草酸纯度按 80%计)

的对照品储备液。
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分别取甘草酸对照品储备液 0. 8、1. 2、2. 0、3. 0

mL 于 10 mL 容量瓶中, 用 50%乙醇定容至刻度,

分别得浓度为 0. 256、0. 384、0. 640、0. 96 m gömL 的

系列标准液。

2. 3　比色测定方法

取 1. 0 mL 供试液,置于 25 mL 磨口具塞锥形

瓶中,加显色试剂 20 mL , 60℃水浴中反应 20 m in,

冰水中冷却 1 m in,以蒸馏水为参比,用小型高灵敏

度分光光度计于 560 nm 波长处测定。

2. 4　H PL C 含量测定

2. 4. 1　色谱条件　色谱柱: K rom asil KR 10025C 18

(150 mm×4. 6 mm ) ,柱温:室温;进样量: 15 ΛL

流动相: 乙腈2水 (含 0. 05%三氟乙酸)梯度洗

脱, 梯度条件: 乙腈: 20% (0m in ) 240% (5m in ) 250%

(10m in) ;流速: 0. 8 mL öm in

检测: DAD 检测器, 254 nm , 参考波长: 500

nm ;波长宽度: 16 nm

2. 4. 2　工作曲线　按上述H PL C 条件, 分别将浓

度为 0. 04、0. 08、0. 16、0. 32、0. 48 m gömL 的系列标

准溶液进样,以甘草酸的峰面积A 为纵坐标, 甘草

酸质量m (Λg)为横坐标绘制工作曲线, 得回归方

程: A = 749. 2 m - 1. 55, r = 0. 999 9。在 0. 60～

7. 2 Λg 范围内峰面积与甘草酸质量呈线性关系,

R SD = 1. 22% (n= 5)。

3　结果与讨论

3. 1　方法建立及显色条件确定

甘草的药理研究表明,其主要的活性成分是三

萜皂苷类和黄酮类化合物,前者大部分溶于热水,且

能够与香草醛2浓硫酸试剂发生显色反应,代表化合

物是甘草酸。基于此,本文把甘草中水溶性的三萜皂

苷类化合物定义为能够评价甘草质量的水溶性有效

物质群,相应的,对其含量的测定采用甘草酸的比色

测定方法,定量分析的标准物质也采用甘草酸。为了

简化操作, 根据文献[5 ]的方法, 将文献[14 ]的方法作

了改进, 直接将香草醛溶于 78%的硫酸中配置

0. 45% (W öV )的香草醛硫酸溶液作为显色试剂,一

次性加入样品液后 60 ℃反应 20 m in。实验结果表

明,显色试剂的体积 10 倍于样品液的体积时,显色

完全且光度计读数适中。

3. 2　提取方法选择

根据甘草酸易溶于热水的特点,本文选择 80 ℃

的热水为提取溶剂。据报道,甘草中甘草酸的提取多

采用冷浸、热浸、渗漉、索氏、超声波、微波提取等方

法[15～ 18 ]。其中,超声波提取和微波提取的效率高,速

度快,不破坏有效成分,二者相比较,前者的操作较

后者简单、安全。因此,本文选择超声波法提取甘草

中的有效成分,制备分析液。

根据初步试验结果,样品液的生药浓度为 0. 01

gömL 时, 光度计读数在其最佳范围内。在此条件

下,以甘草酸的提取率为指标考察了两种方法的提

取率。

①方法一: 甘草 (0. 25 g) , 80 ℃热水 (5 mL )超

声提取 4次 (15 m inö次 ) ,定容至 25 mL。

②方法二:甘草 (0. 25 g) , 20 mL 80 ℃热水超声

提取 50 m in,定容至 25 mL。

结果表明,方法②中甘草酸的提取率为方法①

的 91. 0% ,但操作简单。因此,本文选择方法②制备

分析液,并将提取时间延长至 60 m in。剩余甘草渣

用 5 mL 80 ℃水再次提取,然后用与测定样品相同

的方法进行检测,结果未检出甘草酸残留,表明已提

取完全。

3. 3　工作曲线

按 2. 3 节的显色方法,分别测定系列标准溶液

的吸光度,平行三次,取平均值。以仪器读数 Y 为纵

坐标,甘草酸浓度C ( m gömL )为横坐标绘制工作曲

线, 50%乙醇空白作为浓度为零的点参与回归,得回

归方程: Y = 1. 174 7 C + 0. 087 3, r= 0. 970 5 (n =

3)。在 0. 0～ 0. 96 m gömL 范围内仪器读数与甘草酸

浓度呈线性关系。

3. 4　精密度考察

同一对照品溶液重复测定 5次,仪器读数R SD

为 2. 76%。

3. 5　重复性试验

同一供试甘草药材,分别按前述“样品液制备”

方法进行操作,制备样品溶液 5 份,进样测定,水溶

性成分含量的R SD 为 3. 54%。

3. 6　甘草酸回收率实验

分别称取甘草酸含量已知的甘草样品 4 份,依

次加入不同量的甘草酸对照品, 按前述“样品液制

备”方法进行操作,制备样品溶液 4份,进行测定,计

算得到该方法的甘草酸回收率在 92%～ 99%范围

内,平均回收率为 95. 8% (R SD = 3. 05% )。这说明

方法的准确度能够满足现场快速分析的要求。

3. 7　实际样品测定
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在对实际样品进行分析时,为了进一步验证方

法的准确性以及水溶性三萜皂苷用于甘草质量评价

的有效性,所有样品都同时用H PL C 方法准确测定

了甘草酸的含量。表 1～ 2 中甘草酸的百分含量系

H PL C 测得,水溶性三萜皂苷的百分含量系本文方

法测定的结果, R 为水溶性三萜皂苷含量与甘草酸

含量之比,用于说明两种结果之间的相关性。
表 1　全国不同地区和品种甘草样品的分析结果

Tab. 1　Analytica l results of differen t k inds of l icor ices collected in

differen t reg ion s

样品编号 (产地) 甘草酸
含量ö%

水溶性三萜
皂苷含量ö% R

G2Rg220012082乌 (新疆哈密) 2. 20 11. 76 5. 35

G2Rg220012082乌 (新疆和静) 2. 25 10. 55 4. 69

G2Rg220012082乌 (新疆新源) 2. 87 11. 40 3. 97

G2Rg220012082乌 (新疆布尔津) 3. 07 12. 17 3. 96

G2Rg220012082乌 (陕西延安) 3. 02 13. 22 4. 38

G2Rg219992082乌 (甘肃庆阳) 2. 74 12. 58 4. 59

G2Rg219982082乌 (内蒙元宝山) 2. 88 13. 49 4. 68

G2Rg220002082乌 (吉林白城) 2. 18 11. 00 5. 05

G2Rg220002092乌 (河北承德) 2. 61 11. 27 4. 32

G2Rg220002092乌 (河北石家庄) 2. 96 11. 93 4. 03

G2Rg220002082乌 (山西候马) 2. 06 11. 27 5. 47

G2Ys219912082乌 (甘肃民勤) 2. 70 11. 10 4. 11

G2Ys 219982082乌 (宁夏盐城) 2. 74 14. 07 5. 14

G2Ys220022082乌 (吉林大安) 3. 50 15. 26 4. 36

G2Ys220022082乌 (黑龙江安达) 2. 98 13. 15 4. 41

G2Ys219982082乌 (敖汗旗 (赤峰) ) 2. 26 12. 29 5. 44

G2Ys220012082乌 (新疆布尔津) 2. 50 11. 26 4. 50

G2Ys220012082乌 (新疆和静) 2. 39 11. 05 4. 62

G2Ys220012082光 (新疆巩留) 2. 74 12. 70 4. 64

G2Ys220012082胀 (新疆阿克苏) 2. 90 12. 54 4. 32

G2Ys220012082胀 (新疆哈密) 3. 29 13. 43 4. 08

G2Ys220012082胀 (新疆巴楚) 2. 52 12. 03 4. 77

G2Ys220012082胀 (新疆和田) 2. 46 12. 03 4. 89

注: R = 4. 60±0. 45

3. 7. 1　全国不同地区和品种的甘草样品分析　表

1 列出了全国不同地区和品种甘草样品的分析结

果。表 1的结果表明,比色法测得的水溶性三萜皂苷

的含量约为甘草酸含量的 4～ 5倍 (具体的相关关系

与水溶性三萜皂苷中甘草酸的百分含量有关) ,二者

在数量上的高低变化趋势相似见图 1,说明本法测

定的水溶性三萜皂苷的含量与甘草酸的含量之间存

在正相关关系。因此,本法测定的甘草中水溶性三萜

皂苷的含量可以用来评价甘草药材的质量。从图 1

中还可看出,在所测定的甘草样品中,采于吉林大安

的野生乌拉尔甘草中甘草酸和水溶性三萜皂苷的含

量均最高,质量最好,其次是陕西延安和内蒙元宝山

的人工乌拉尔甘草、宁夏盐城和黑龙江安达的野生

乌拉尔甘草、新疆哈密的野生胀果甘草,质量最差的

是采于吉林白城的人工乌拉尔甘草。野生甘草和人

工甘草的质量无明显区别,胀果、光果和乌拉尔甘草

的质量也无明显区别。整体上看,两个评价指标 (水

溶性三萜皂苷含量和甘草酸含量)的结论一致,进一

步证明了本方法的可行性。

——▲—— 水溶性三萜皂苷 ——●——甘草酸

——▲—— w ater2so lub le triterpeno id sapon ins

——●——glycyrrh izic acid

A 2全国不同地区和品种的甘草　B2梁地不同等级甘草

C2沙地不同等级甘草　D 2滩地不同等级甘草

A 2D ifferen t k inds of lico rices co llected from differen t regions

B2L ico rices grow n in L eung w ai so il

C2L ico rices grow n in sandy so il

D 2L ico rices grow n in T engw ai so il

　图 1　甘草样品中甘草酸和水溶性三萜皂苷含量的变化趋势

F ig. 1　Changes of the con ten t of glycyrrhiz ic ac id and water-

solubletr iterpeno id sapon in s in l icor ice samples

3. 7. 2　梁外商品甘草样品的分析　表 2 中数据表

明,梁外商品甘草药材中甘草酸的含量都大于《中国

药典》规定的 2% ,质量达到并超过了《中国药典》的

要求。通过计算得,表 2中甘草酸含量和水溶性三萜

皂苷含量两组数据间的相关系数 r= 0. 856 4,大于

样品数为 15 时两组数据的相关系数临界值 0. 641

(Α= 0. 01) ,故两组数据具有较好的相关性,本方法

的结果可靠,其测定值的大小能够反映所测甘草药

材中甘草酸含量的高低,从而能够反映甘草药材质

量的优劣。不同生态环境的甘草样品中有效成分的

变化趋势见图 1。
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表 2　梁外商品甘草样品的分析结果

Tab. 2　Analytica l results of L iangwe iL icor ices

等级 生态环境 甘草酸
含量ö%

水溶性三萜
皂苷含量ö% R

梁地 3. 86 12. 15 3. 15

特级 沙地 3. 44 10. 78 3. 13

滩地 2. 42 9. 52 3. 93

甲级 梁地 2. 43 9. 28 3. 82

沙地 3. 66 11. 18 3. 05

滩地 3. 26 10. 54 3. 23

梁地 3. 60 10. 14 2. 82

乙级 沙地 3. 85 12. 47 3. 24

滩地 4. 54 12. 30 2. 71

梁地 3. 44 11. 91 3. 46

丙级 沙地 4. 75 12. 31 2. 59

滩地 4. 29 12. 11 2. 82

梁地 4. 43 11. 85 2. 67

丁级 沙地 3. 77 11. 66 3. 09

滩地 3. 67 11. 47 3. 13

注: R = 3. 12 ± 0. 38

4　讨论

随着中药现代化的快速发展, 尤其在进入

W TO 后,建立健全的科学化中药系列标准,规范中

药材的质量管理与控制,是实现中药产业现代化首

要的一环。GA P (优良农业规范)作为国际上进行药

品生产质量控制的五 P 之首,其实施主要在中药材

的生产基地,甚至在田间等,因此,建立一套简便、快

速,经济的中药材有效成分含量分析检测方法就尤

为重要和有着深远意义。本文介绍的快速测定方法

是根据 GA P 实施过程的实际需要所建立起来的,

现已用于内蒙古梁外甘草 GA P 研究及实验基地质

量控制中,为甘草药材的实际生产提供了方法依据,

具有较好的经济效益和社会意义。

需要说明的是,本文介绍的快速测定方法是在

借鉴甘草酸的比色测定方法的基础上建立的,甘草

中的水溶性成分十分复杂,除了三萜皂苷类化合物

外,还有其他的化学成分,因此,所得结果只能从水

溶性三萜皂苷成分含量这个方面评价甘草的质量,

其最大的优点在于简单、快速,分析费用低廉,需要

全面评价甘草药材的质量时还要借助其它的分析数

据,如微量元素、水分、灰份等。
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