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［摘　 要］ 　 为测定山苓健胃颗粒中甘草酸的含量，采用 Ｃ１８ 柱（５ μｍ，２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ），在室温

下，以甲醇 － ０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵溶液 － 冰醋酸（６５ ∶ ３５ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ）为流动相，２５０ ｎｍ 为检测波长，流速

１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，建立了高效液相色谱测定方法。 结果表明，甘草酸在 ３． ２７４ ～ ４９． １１ μｇ ／ ｍＬ 范围内，线
性关系良好（ｒ ＝ ０． ９９９６），平均回收率为 ９９． ９％ ，ＲＳＤ 为 １． ３０％ 。 本方法准确、简便、快速，可用于控

制山苓健胃颗粒中甘草酸的含量。
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ｍｍ ×４． ６ ｍｍ）ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｍｅｔｈａｎｏｌ － ０． ２ｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ － ｇｌａｃｉａｌ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ （６５
∶ ３５∶ １， Ｖ ／ Ｖ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２５０ ｎｍ， ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
ａ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｈａｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ３． ２７４ ～ ４９． １１ μｇ ／ ｍＬ， ｒ ＝ ０． ９９９６， ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｗａｓ ９９． ９％ ａｎｄ ＲＳＤ
１． ３０％ ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ａｃｃｕｒａｔｅ， ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｆａｓｔ， ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ
Ｓｈａｎｌｉｎｇｊｉａｎｗｅｉ ｇｒａｎｕｌｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｓｈａｎｌｉｎｇｊｉａｎｗｅｉ ｇｒａｎｕｌｅ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＨＰＬＣ）； ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ

　 　 山苓健胃颗粒是运用中兽医传统理论研制的

中兽药三类新药，处方由山楂、茯苓、甘草等药材组

成，采用提取精制的方法制成中药颗粒剂，具有开

胃消滞、健脾除湿之效，用于防治仔猪积滞，脾运失

常的脾胃病。 经反复试验研究并查找文献资料，证
实处方中甘草除具有益气和中的功效外，还具有对

脾虚症的治疗作用，其原理是通过使肠上皮细胞的

增值凋亡、黏膜的保护修复达到治愈脾虚状态下的
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胃肠黏膜组织出现的病理性损伤［１］。 本试验拟建

立山苓健胃颗粒中甘草的含量测定方法以控制山

苓健胃颗粒的质量，为了更准确的反映甘草调和补

脾益气和胃的主要药理活性成分，研究建立了采用

反相高效液相法测定山苓健胃颗粒中甘草酸含量

的方法。
１　 仪器与材料

１． １　 仪器　 安捷伦 １１００ 型高效液相色谱仪，岛津

ＬＣ２０ 高效液相色谱仪；色谱柱 ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢ － Ｃ１８
（５ μｍ，２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ），Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００ － ５ － Ｃ１８
（５ μｍ， ２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ）； 电子天平 （ 型号

ＢＰ２１１Ｄ）购自德国塞托里斯公司。
１． ２ 　 试药与试剂 　 甘草酸铵对照品 （批号为

１１０７３１ － ２０１６１９，标示含量为 ９３． ０％ ）来源于中国

食品药品检定研究院；山苓健胃颗粒样品（每 １ ｇ
相当 于 原 生 药 ３． ４６１ ｇ ） 三 批， 批 号 分 别 为

２０１４０６０９、２０１４０６１０、２０１４０６１１，来源于 ＸＸ 动物保

健科技有限公司；甲醇（色谱纯，Ｔｈｅｒｍｏ ｆｉｓｈｅｒ 公

司，批号：２０１５０５０２６）；冰醋酸，天津市科密欧化学

试剂有限公司生产；水为纯化水，其余试剂均为分

析纯。
２　 方法与结果

２． １　 色谱条件　 流动相：甲醇 － ０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵

溶液 －冰醋酸（６５∶ ３５∶ １）；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测

波长 ２５０ ｎｍ；柱温：室温；进样量：２０ μＬ。
２． ２　 溶液的制备

２． ２． １　 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 含甘草酸铵 １６
μｇ（相当于甘草酸 １５． ６７ μｇ）的溶液，即得。
２． ２． ２　 供试品溶液的制备 　 取本品研细的粉末

０． ７０ ｇ，精密称定，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加流动相约 ４５
ｍＬ，超声处理（功率 ３００ Ｗ，频率 ４０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ，放
冷，加流动相至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
２． ２． ３　 阴性对照溶液的制备　 按处方及制法制备

不含甘草的阴性制剂，取阴性制剂，按供试品溶液

的制备方法制成阴性对照溶液。
２． ３　 系统适用性和专属性试验　 精密量取上述对

照品溶液、供试品溶液及阴性对照溶液各 ２０ μＬ，注

入液相色谱仪，按 ２． １ 项色谱条件测定，结果理论

塔板数以甘草酸峰计算为 ９２９８，在供试品色谱图中

甘草酸峰与相邻峰分离良好，分离度为 ２． ９２，阴性

对照色谱在与对照品色谱相同保留时间处无干扰

峰（图 １）。 结果表明，系统适用性满足检测要求；
处方中其他成分对甘草酸定量检测无干扰，专属性

能满足检测要求。

图 １　 专属性试验色谱图（Ａ、Ｂ、Ｃ 分别为甘草酸对照品、

山苓健胃颗粒样品、缺甘草阴性样品）

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔ

（Ａ： ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ Ｂ： ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ

Ｃ： ｌｉｃｏｒｉｃｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ）

２． ４　 线性关系考察 　 取甘草酸铵对照品贮备液

（相当于甘草酸浓度 ０． ３２７４ ｍｇ ／ ｍＬ），精密量取 １、
１、３、５、１、３ ｍＬ，分别置 １００、５０、１００、１００、１０、２０ ｍＬ
量瓶中，分别加流动相至刻度，摇匀，制备的对照品

溶液浓度分别为 ３． ２７４、 ６． ５４８、 ９． ８２２、 １６． ３７、
３２． ７４、４９． １１ μｇ ／ ｍＬ。 按上述色谱条件，分别进样

２０ μＬ，测定峰面积。 以峰面积为纵坐标（Ｙ），以进

样浓度为横坐标（Ｘ），进行线性回归，得回归方程

Ｙ ＝ ８． ３００５ Ｘ － ６． ５６１１，ｒ ＝ ０． ９９９６（ｎ ＝ ６），甘草酸

在 ３． ２７４ ～ ４９． １１ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。

·５３·
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２． ５　 准确度 　 采用加标回收的方法，在已知含量

的山苓健胃颗粒中，加入一定质量的甘草酸铵对照

品，按供试品溶液制备方法制备，使其制备后在供

试品中的量为其限度值的 ８０％ 、１００％和 １２０％ ，共
制备 ９ 份。 再按 ２． １ 项色谱条件测定峰面积，计算

甘草酸的量，用实测值与供试品中含量之差，除以

加入对照品量，计算甘草酸回收率，即得。 回收率

Ｒ（１００％ ） ＝ （实测量 － 供试品中含有量） ／添加量

× １００％ ，测定结果表明，甘草酸的回收率在 ９８． ２％
～１０２． ６％ 之间，平均回收率为 ９９． ９％ ， ＲＳＤ 为

１． ３０％ ，结果见表 １。

表 １　 加样回收率试验

Ｔａｂ １　 Ｒｅｃｏｖｒｉｅｓ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
编号 取样量 ／ ｇ 含量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 峰面积 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ０． ３０６１ ０． ２４８０ ０． ２２０８ ７１． ５７８ ０． ４６５４ ９８． ５％

２ ０． ３０９２ ０． ２５０５ ０． ２２０８ ７１． ８６８ ０． ４６７３ ９８． ２％

３ ０． ２９９８ ０． ２４２９ ０． ２２０８ ７２． ２０３ ０． ４６９５ １０２． ６％

４ ０． ３０８１ ０． ２４９６ ０． ２７６ ８０． ６０７ ０． ５２４２ ９９． ５％

５ ０． ３０２４ ０． ２４５０ ０． ２７６ ８０． １９６ ０． ５２１５ １００． ２％ ９９． ９ １． ３０

６ ０． ３０８２ ０． ２４９７ ０． ２７６ ８０． ６８９ ０． ５２４７ ９９． ６％

７ ０． ３０１１ ０． ２４３９ ０． ３３１２ ８８． ７３９ ０． ５７７０ １００． ６％

８ ０． ２９９７ ０． ２４２８ ０． ３３１２ ８８． ５４４ ０． ５７５８ １００． ５％

９ ０． ３０６５ ０． ２４８３ ０． ３３１２ ８８． ９８ ０． ５７８６ ９９． ７％

２． ６　 精密度　 取供试品（批号为 ２０１４０６０９）溶液，
精密量取 ２０ μＬ，按 ２． １ 项色谱条件重复进样 ６ 次，
测得甘草酸峰面积 ＲＳＤ 为 １． ３０％ ，结果见表 ２。

表 ２　 精密度试验

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ
序号 峰面积 平均峰面积 ＲＳＤ ／ ％

１ ８９． ７９８

２ ８９． ９３３

３ ９０． ４１０

４ ９０． ４９５

５ ８８． ０３０

６ ８７． ９１６

８９． ４３ １． ３０

２． ７　 耐用性 　 取同一批山苓健胃颗粒（批号为

２０１４０６０９）样品，按 ２． ２ 项下方法制成供试品溶液，
保持流动相比例和流速不变，在岛津 ＬＣ２０ 高效液

相色 谱 仪 和 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ 色 谱 仪 上 分 别 使 用

Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００ － ５ － Ｃ１８ （５ μｍ，２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ）
和 Ａｇｉｌｅｎｔ ＸＤＢ － Ｃ１８（４． ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ，５ ｕｍ）色
谱柱，于 ２０、３０、４０ ℃条件下进行测试，考察方法的

耐用性，结果表明该方法能够耐受不同液相色谱

仪、色谱柱、柱温等因素的小范围变化，测得山苓健

胃颗粒中甘草酸的含量无明显差异，耐用性良好，
结果见表 ３。

表 ３　 耐用性试验

Ｔａｂ ３　 ｓｅｒｖｉｃｅａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
岛津 ＬＣ２０ 高效液相色谱仪 安捷伦 １１００ 型高效液相色谱仪

色谱柱 Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００ － ５ － Ｃ１８ Ａｇｉｌｅｎｔ ＸＤＢ － Ｃ１８ 柱

柱温 ／ ℃ ２０ ３０ ４０ ２０ ３０ ４０

含量 ／ （ｍｇ·ｇ － １） ０． ８１５ ０． ８０９ ０． ８１１ ０． ８２１ ０． ８０４ ０． ８１５
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２． ８　 稳定性试验 　 取供试品（批号为 ２０１４０６０９）
的样品，按 ２． ２ 项下方法制成供试品溶液，立即测

定，再在 ２、４、６、８、１０ ｈ 进行测定，结果 ＲＳＤ 为

０． ４５％，表明测定值在 １０ ｈ 内基本稳定，结果见表 ４。

表 ４　 稳定性试验

Ｔａｂ ４　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
时间 ／ ｈ 峰面积 平均峰面积 ＲＳＤ ／ ％

０ ８９． ２４９

２ ８８． ９１１

４ ８８． ２９８

６ ８８． １７２

８ ８８． ５９４

１０ ８８． ４７１

８８． ６１６ ０． ４５

２． ９　 样品含量测定　 取 ３ 批山苓健胃颗粒（批号

分别为 ２０１４０６０９、２０１４０６１０、２０１４０６１１）分别按 ２． ２
项下方法制备供试品溶液，精密吸取对照品溶液与

供试品溶液各 ２０ μＬ，上机测定峰面积，通过外标法

计算甘草酸的含量，结果见表 ５。

表 ５　 样品含量测定结果（ｍｇ ／ ｇ）

Ｔａｂ ５　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ　 （ｕｎｉｔ：ｍｇ ／ ｇ）

批号 含量 １ 含量 ２ 平均值

２０１４０６０９ ０． ８１０１ ０． ８１２２ ０． ８１１

２０１４０６１０ ０． ８００８ ０． ８０７８ ０． ８０４

２０１４０６１１ ０． ８０４９ ０． ８０７５ ０． ８０６

３　 讨论与结论

３． １　 含量测定成分的选择　 山苓健胃颗粒处方源

于民间验方，由山楂、茯苓、甘草等药材组成，采用

提取精制的方法制成中药颗粒剂，具有开胃消滞，
健脾除湿之效，用于防治仔猪积滞，脾运失常的脾

胃病。 因其处方中的山药、茯苓等未能建立高效准

确的液相检验方法，因此，选择甘草作为山苓健胃

颗粒的含量测定指标。 甘草中含有多种黄酮类化

合物、三萜类化合物及香豆素、生物碱、氯基酸、雌

性激素、有机酸等多种成分［２ － ３］。 其中三萜类化合

物甘草酸是主要活性成分，其含量为 ５％ ～ １１％ 左

右［４］。 多项研究表明甘草的主要活性成分三萜类

（甘草酸类）能促进胃肠运动并保护肝脏，甘草酸可

明显阻止四氯化碳、术后内毒素、脂多糖等物质诱

导的肝细胞损伤，并能抑制实验性肝纤维和早期肝

硬化的发生。 脾虚状态下，甘草酸能作用肠上皮细

胞增值凋亡、促进黏膜起保护修复作用［１］。 因此，
山苓健胃颗粒中含量测定的成分选择甘草酸。 采

用 ＨＰＬＣ 测定山苓健胃颗粒中甘草酸的含量，操作

简便，甘草酸在 ３． ２７４ ～ ４９． １１ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性

关系良好，检测方法的准确度、精密度、日内稳定性

和耐用性均能达到要求。
３． ２　 样品前处理方法的选择　 甘草酸一般以钾盐

或钙盐的形式存在于甘草中，具有显著的生物活

性。 其提取分离方法主要有稀氨水提取法，氨性醇

提取法，酸水提取法，微波提取法等方法［５ － ６］。 参

考 ２０１５ 年版《中华人民共和国兽药典》 ［７］二部甘草

颗粒含量测定项下前处理方法，本试验采用酸性甲

醇作为溶剂，超声处理 ３０ ｍｉｎ，结果证明该方法能

够较为完全地提取出山苓健胃颗粒中的甘草酸，并
且阴性对照无干扰。
３． ３　 色谱方法的选择　 色谱方法中流动相各组分

经反复试验筛选，最后采用了甲醇 － ０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋

酸铵溶液 －冰醋酸（６５∶ ３５∶ １）的比例，处方中各有

效成分峰的分离度最好，理论板数符合液相色谱分

析要求，流速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 条件下，方法稳定，重
现性好。

高效液相法测定山苓健胃颗粒中甘草酸的含

量，方法简便，准确，灵敏度高，回收率好，可有效控

制该制剂中甘草的含量。
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