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［摘　 要］ 　 为了解决桑仁清肺口服液甘草鉴别斑点不清晰无法判定结果的问题，完善质量标准，采
用 ＨＰＬＣ 法测定桑仁清肺口服液中的甘草酸含量，色谱条件为：Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８ 色谱柱

（４． ６ ｍｍ ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）；乙腈 － ０． １％磷酸（３３∶ ６７）为流动相；检测波长为 ２５０ ｎｍ。 研究结果表

明，甘草酸在 １９． ０９ μｇ ／ ｍＬ ～ ３０５． ５０ μｇ ／ ｍＬ 范围内具有良好的线性关系，其回归方程为 ｙ ＝
７． １７９５６ｘ －１２． ９８８１０，Ｒ２ ＝ ０． ９９９３２，平均回收率为 １０２． ９２％ ，ＲＳＤ 为 ０． ８６％ 。 本方法简单准确重复

性好，能更好地控制桑仁清肺口服液的质量，可作为桑仁清肺口服液的质量标准。
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　 　 甘草为豆科多年生草本植物甘草、胀果甘草或

光果甘草的干燥根和根茎［１］，是一种补益中草药，其
味甘性平，药性缓和，具有益气补中，清热解毒，祛痰

止咳，缓急止痛，调和药性的功效［２ － ３］。 甘草的主要

化学成分以三萜皂苷类和黄酮类为主，尚有香豆素、
生物碱、氨基酸、挥发性成分和多糖等，其中甘草酸

是甘草中三萜类最重要的活性成分之一［４ － ５］。
桑仁清肺口服液是由桑白皮、苦杏仁、黄芩、甘

草等中药材经提取制成的中药口服液，收载于《兽
药质量标准》２０１７ 年版（中药卷），每 １ ｍＬ 相当于

原生药 １ ｇ，具有清肺，止咳，平喘的功效，主治肺热

咳喘［６］。 在临床上多用于家禽传染性支气管炎、感
冒、支原体等引起的病禽流鼻液、甩鼻、喷嚏、呼噜、
气喘、支气管堵塞等证。 但是经过日常的检测发现

目前质量标准中甘草的薄层鉴别存在一些问题不

能很好的判定结果，本试验首先按桑仁清肺口服液

质量标准对甘草进行薄层鉴别验证其存在的问题，
同时对桑仁清肺口服液中甘草酸含量进行测定，这
对于控制产品质量和完善标准具有很重要的意义。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 中药及复方样品　 桑白皮、苦杏仁、黄芩、甘
草等中药均购于安国药材市场，由化验室进行鉴定、检
测，入库保存；阳性样品按处方比例和工艺自制；阴性

样品除去需检验的药材按处方比例自制。
１． １． ２　 对照品与试剂 　 甘草酸铵对照品（批号

ＣＨＢ － Ｇ － ００９）购自成都克洛玛生物科技有限公

司；乙腈、磷酸为色谱纯；水为超纯水；其余试剂均

为分析纯。
１． １． ３ 　 仪器设备 　 高效液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ －
１２６０ＩＩ（配备紫外检测器）；Ｇｏｏｄ Ｌｏｏｋ － ２０００ 型薄

层色谱成像系统：上海科哲生化科技有限公司；
ＡＵＷ２２０Ｄ 型十万分之一电子分析天平：岛津国际

贸易有限公司，感量 ０． ００００１ ｇ；ＫＨ － ５００Ｅ 型数控

超声波清洗器：昆山禾创超声仪器有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 甘草薄层鉴别　 取本品 ５０ ｍＬ，置水浴上蒸

干，残渣加 ８５％ 乙醇 ４０ ｍＬ，超声处理，滤过，滤液

水浴上蒸干，残渣加 ７５％ 乙醇 ５ ｍＬ，超声处理，滤
过，滤液作为供试品溶液。 另取甘草酸铵对照品，
加 ５０％乙醇制成每 １ ｍＬ 含 １ ｍｇ 的溶液，作为对照

品溶液。 照薄层色谱法试验，吸取上述两种溶液各

５ μＬ，分别点于同一硅胶 ＧＦ２５４ 薄层板上，以乙酸

乙酯 －甲酸 －冰醋酸 －水（１５∶ １∶ １∶ ２）为展开剂，展
开，取出，晾干，置紫外光等（２５４ ｎｍ）下检视。
１． ２． ２　 甘草酸含量测定

１． ２． ２． １ 　 色谱条件 　 色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ
ＳＢ － Ｃ１８（４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相为乙

腈 － ０． １％磷酸（３３∶ ６７）；流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量

为 １０ μＬ；柱温为 ２０ ℃；检测波长为 ２５０ ｎｍ。
１． ２． ２． ２　 对照品溶液的制备　 取甘草酸铵对照品

适量，精密称定，加流动相制成每 １ ｍＬ 含 ７６ μｇ 的

溶液，即得。
１． ２． ２． ３　 供试品溶液的制备　 精密量取阳性样品

１０ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加流动相稀释至刻度，
摇匀，滤过，即得。
１． ２． ２． ４　 阴性对照溶液的制备　 取不含甘草药材

的阴性样品，按“１． ２． ２． ３”项下方法，制备相应的阴

性对照溶液。
１． ２． ２． ５　 专属性　 取对照品溶液、供试品溶液、阴
性对照溶液在 １． ２． ２． １ 色谱条件进样分析。
１． ２． ２． ６ 　 线性关系 　 精密称取甘草酸铵对照品

６ １１ ｍｇ，置 ２０ ｍＬ 量瓶中，加流动相溶解并稀释至

刻度，摇匀，制成 ３０５． ５０ μｇ ／ ｍＬ 的浓溶液，精密吸

取浓溶液分别制成 １９． ０９ μｇ ／ ｍＬ、３８． １９ μｇ ／ ｍＬ、
７６． ３８ μｇ ／ ｍＬ、 １５２． ７５ μｇ ／ ｍＬ 的 稀 释 液。 照

１． ２． ２． １项下色谱条件分别进样，记录峰面积，以峰

面积对甘草酸铵的浓度进行线性回归。
１． ２． ２． ７　 精密度　 使用自动进样器吸取甘草酸铵

对照品溶液（７６． ３８ μｇ ／ ｍＬ）１０ μＬ，按 １． ２． ２． １ 项下

色谱条件连续进样 ６ 次，记录峰面积，计算甘草酸

铵峰面积的 ＲＳＤ 值。
１． ２． ２． ８　 稳定性 　 吸取供试品溶液，按 １． ２． ２． １
项下色谱条件分别于 ０、２、４、８、１２、２４ ｈ 进行测定，
记录峰面积，计算甘草酸铵峰面积的 ＲＳＤ 值。
１． ２． ２． ９ 　 重复性　 从同一瓶样品中，每次精密量
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取 １０ ｍＬ，共 ６ 份，按 １． ２． ２． ３ 项下供试品溶液制备

方法处理，按 １． ２． ２． １ 项下色谱条件分别进行测

定，计算甘草酸铵含量的 ＲＳＤ 值。
１． ２． ２． １０　 回收率试验　 取已知含量的样品，精密

量取 １ ｍＬ，平行 ６ 份，精密加入甘草酸铵对照品溶

液 １ ｍＬ，按 １． ２． ２． ３ 项下供试品溶液制备方法处

理，按 １． ２． ２． １ 项下色谱条件分别进行测定，计算

平均回收率及 ＲＳＤ 值。
２　 结果与分析

２． １　 甘草薄层鉴别

供试品色谱中，样品拖尾成一条线在与对照品

色谱相应的位置上未显示相同颜色的荧光斑点，与
缺甘草的阴性样品无明显区别（图 １）。
２． ２　 甘草酸含量测定

２． ２． １　 专属性　 供试品色谱图在与甘草酸铵对照

品色谱图主峰相应的保留时间处有峰，且阴性对照

色谱图在与甘草酸铵对照品色谱图主峰相应的保

留时间处无峰，即阴性无干扰（图 ２ － ４）。

１、６，甘草酸铵对照品；２、３，供试品；４、５，阴性样品

１ ａｎｄ ６，Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ；

２ ａｎｄ ３，Ｓａｍｐｌｅｓ；４ ａｎｄ ５，Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ

图 １　 甘草薄层鉴别

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ＴＬＣ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｉｑｕｏｒｉｃｅ

图 ２　 甘草酸铵对照品色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ

图 ３　 供试品色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ
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图 ４　 阴性样品色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ

２． ２． ２　 线性关系　 以对照品含量为横坐标（ｘ），峰面

积为纵坐标（ｙ），绘制标准曲线，进行线性回归，得甘

草酸铵的回归方程分别为：ｙ ＝ ７． １７９５６ｘ － １２ ９８８１０
（Ｒ２ ＝０． ９９９３２），结果表明甘草酸铵在 １９． ０９ μｇ ／ ｍＬ ～
３０５． ５０ μｇ ／ ｍＬ 范围内，线性关系良好（图 ５）。

图 ５　 甘草酸标准曲线

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ

２． ２． ３　 精密度　 甘草酸铵对照品按 １． ２． ２． １ 项下

色谱条件连续进样 ６ 次，根据峰面积计算的 ＲＳＤ 值

为 ０． ２２％ ，表明本方法精密度良好（表 １）。
２． ２． ４　 稳定性　 供试品溶液按 １． ２． ２． １ 项下色谱条

件分别于０、２、４、８、１２、２４ ｈ 进样，根据峰面积计算的ＲＳＤ
值为０．３２％，表明供试品溶液在２４ ｈ 内稳定（表２）。
２． ２． ５　 重复性　 ６ 份供试品溶液按 １． ２． ２． １ 项下

色谱条件进样，根据峰面积测得甘草酸铵的平均含

量为 ０． ５６３９ ｍｇ ／ ｍＬ，ＲＳＤ 值为 １． １４％ ，表明本方法

重复性良好（表 ３）。
２． ２． ６　 回收率试验　 按 １． ２． ２． １ 项下色谱条件进

样，根据峰面积测定甘草酸铵含量，计算平均回收

率为 １０２ ９２％ ，ＲＳＤ 值为 ０． ８６％ ，表明该方法准确

可信（表 ４）。

表 １　 精密度试验结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
编号 Ｎｏ． １ ２ ３ ４ ５ ６ 平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ／ ｍＡＵ ＲＳＤ ／ ％

峰面积 Ｐｅａｋ ａｒｅａ ／ ｍＡＵ ５２５． ８３ ５２８． ００ ５２７． ８０ ５２７． ６１ ５２８． ５６ ５２９． ２６ ５２７． ８４ ０． ２２

表 ２　 稳定性试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
时间 Ｔｉｍｅ ／ ｈ ０ ２ ４ ８ １２ ２４ 平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ／ ｍＡＵ ＲＳＤ ／ ％

峰面积 Ｐｅａｋ ａｒｅａ ／ ｍＡＵ ８３７． ４３ ８３５． ８９ ８３８． ９７ ８４０． １１ ８４０． ０９ ８４３． ７６ ８３９． ３８ ０． ３２

表 ３　 重复性试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ
编号 Ｎｏ． １ ２ ３ ４ ５ ６ 平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ／ （ｍｇ ／ ｍＬ） ＲＳＤ ／ ％

含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （ｍｇ ／ ｍＬ） ０． ５６５１ ０． ５６７５ ０． ５６６２ ０． ５６７４ ０． ５８２４ ０． ５６７０ ０． ５６９３ １． １４
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表 ４　 回收率试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

编号
Ｎｏ．

供试品取样量
Ｓａｍｐｌｅｓ ｖｏｌｕｍｅ ／ ｍＬ

供试品含有量
Ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｎｔａｉｎ

ａｍｏｕｎｔ ／ ｍｇ

对照品加入量
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ａｍｏｕｎｔ ／ ｍｇ

测得量
Ａｃｔｕａｌ

ａｍｏｕｎｔ ／ ｍｇ

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ ／ ％

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

ｒａｔｅ ／ ％
ＲＳＤ ／ ％

１ １ ０． ５６８３ ０． ３０５５ ０． ８７８５ １０１． ５４

２ １ ０． ５６８３ ０． ３０５５ ０． ８８２８ １０２． ９５

３ １ ０． ５６８３ ０． ３０５５ ０． ８８６６ １０４． １９

４ １ ０． ５６８３ ０． ３０５５ ０． ８８３９ １０３． ３１

５ １ ０． ５６８３ ０． ３０５５ ０． ８８３１ １０３． ０４

６ １ ０． ５６８３ ０． ３０５５ ０． ８８１４ １０２． ４９

１０２． ９２ ０． ８６

３　 讨论与结论

３． １　 流动相的考察及比例调整　 经查阅文献发现

桑仁清肺口服液甘草酸铵含量测定方法的研究暂

无报道，其他品种甘草酸含量测定方法色谱条件采

用的流动相主要有甲醇 － ０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵溶液 －
冰醋酸、 乙腈 － ０． ０５％ 磷酸、 乙腈 － ０． １％ 磷

酸［７ － １３］。 本研究预实验分别采用上述流动相测定

桑仁清肺口服液中甘草酸含量，发现其无法与供试

品溶液中其他组分实现有效分离。 综合考虑专属

性、峰型、分离度等因素最终确定以乙腈 － ０． １％磷

酸（３３∶ ６７）为流动相进行测定。
３． ２　 供试品提取方法考察　 中药复方产品中成分

复杂，含量测定时干扰较多，笔者根据文献［１４ － １６］ 中

常用的方法比较了直接定容、超声和回流三种提取

方式，结果三种方法的专属性、峰型、分离度等均无

明显差异，其中直接定容的含量最高且操作简单、
节省时间，因此选择直接定容法作为供试品溶液的

提取方法。
３． ３　 供试品提取溶剂考察　 在甘草酸铵含量测定

的检测方法中，甘草酸铵对照品及供试品的提取溶

剂多采用流动相、７０％甲醇、７０％乙醇进行溶解和提

取［１７ － １８］，因此分别用这三种溶剂进行了试验，筛选

最适合的提取溶剂。 结果三种提取溶剂的专属性、
峰型、分离度等均无明显差异，其中流动相提取的含

量最高，因此选择流动相作为供试品的提取溶剂。
３． ４　 柱温考察 　 在柱温的选择上，分别考察了

２０ ℃、３０ ℃、４０ ℃、５０ ℃时的色谱图，结果柱温为

４０ ℃、５０ ℃时峰型不好，分离度差，不能满足检测要

求；柱温为 ２０ ℃、３０ ℃时峰型、分离度、专属性均无

明显差别，但柱温为 ２０ ℃时较柱温为 ３０ ℃时的甘

草酸铵含量略高，因此色谱柱的温度最终选择

２０ ℃。
３． ５　 结论　 本试验采用 ＨＰＬＣ 法测定桑仁清肺口

服液中的甘草酸含量，甘草酸在 １９． ０９ μｇ ／ ｍＬ ～
３０５． ５０ μｇ ／ ｍＬ 范围内具有良好的线性关系，其回

归方程为 ｙ ＝ ７． １７９５６ｘ － １２． ９８８ １０，Ｒ２ ＝ ０． ９９９ ３２，
平均回收率为 １０２． ９２％ ，ＲＳＤ 为 ０． ８６％ 。 本方法

简单、准确、重复性好，能更好地控制桑仁清肺口服

液的质量，可作为桑仁清肺口服液的质量标准并为

其质量标准的提升提供理论依据。
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酸的含量［Ｊ］ ． 中兽医医药杂志，２０１３，（０３）：２６ － ２８．

Ｑｉｕ Ｔ Ｂ， Ｌｉｕ Ｓ Ｍ， Ｆａｎｇ ＺＹ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ
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Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ Ａｃｉｄ ｉｎ Ｙｕｅ － ｎａｉ － ｔａｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅ Ｆｏｏｄ

Ｉｎｄｕｓｔｒｙ，２０１４，３５（０２）：２４３ － ２４５． （ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１５］ 张 浩． ＨＰＬＣ 法测定甘草中甘草苷和甘草酸含量［ Ｊ］ ． 临床医

药文献电子杂志，２０２０，７（４８）：１０ － ２１．

Ｚｈａｎｇ Ｈ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ ａｎｄ

Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ Ａｃｉｄ ｉｎ Ｌｉｑｕｏｒｉｃｅ ｕｓｉｎｇ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］ ． Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ，２０２０，７（４８）：１０ － ２１． （ ｉｎ

Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１６］ 靳雪飞，何云娇，张 杰，等． ＨＰＬＣ 法同时测定甘草中 ３ 种成分

［Ｊ］ ． 中成药，２０２０，４２（１０）：２７８６ － ２７８８．

Ｊｉｎ Ｘ Ｆ， Ｈｅ Ｙ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｔｈｒｅｅ Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｂｙ ＨＰＬＣ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０２０，４２ （１０ ）：２７８６ － ２７８８． （ ｉｎ

Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１７］ 宁 雪，杨振泳，王凤文，等． ＨＰＬＣ 同时测定甘草及其炮制品种

７ 种成分的含量［Ｊ］中药材，２０２０，４３，（９）：２１４６ － ２１５０．

Ｎｉｎｇ Ｘ， Ｙａｎｇ Ｚ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｆ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｅｖｅｎ Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ａｎｄ ｉｔｓ

Ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｂｙ ＨＰＬＣ［ Ｊ］ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ

Ｍａｔｅｒｉａｌｓ，２０２０，４３，（９）：２１４６ － ２１５０． （ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１８］ 王艳楠，孔德娟． 高效液相色谱法测定蒙药沙棘散中甘草酸

含量［Ｊ］ ． 中国民族医药杂志，２０２０，２６（１１）：４０ － ４２．

Ｗａｎｇ Ｙ Ｎ， Ｋｏｎｇ Ｄ Ｊ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ
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