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五味沙棘颗粒源于蒙医清肺祛痰之主方五味沙棘

散，由五味沙棘散经剂型改变而成，由沙棘膏、木香、白

葡萄干、甘草、栀子等五味中药材组成 [1-2]，具有清热祛

痰、止咳定喘之功效，常用于肺热久咳、胸中满闷、胸胁

作痛、慢性支气管炎见上述证候者。现代药理研究表

明，该制剂可显著改善慢性支气管炎模型小鼠的炎性病

变，增强小鼠免疫功能[3]，改善慢性阻塞性肺疾病模型小

鼠的肺部病变[4]。本课题组在前期研究的基础上建立了

测定五味沙棘颗粒中异鼠李素及栀子苷含量的方法[5-6]，

但是目前尚未有测定该制剂中甘草主要成分（甘草苷和

甘草酸）的方法。鉴于此，本课题组参考2015年版《中国

药典》（一部）[7] 及文献 [8-9]，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。

1 材料
1.1 仪器

e2695型 HPLC 仪，包括四元梯度泵、在线脱气机、

柱温箱、自动进样器、二极管阵列检测器以及Empower

色谱工作站（美国Waters公司）；KQ-250DA型数控超声

清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；IKA RV10型旋转

蒸发仪（德国 IKA公司）；AB135-S型及AL204型万分之

一电子分析天平（瑞典 Mettler-Toledo 公司）；Milli-Q

Advntage A10型超纯水仪（美国Millipore公司）。

1.2 药品与试剂

五味沙棘颗粒（内蒙古宇航人药业有限责任公司，

批号：20110102、20110201、20110401、20110701、20130

201、20131101，规格：6 g/袋）；甘草苷对照品（批号：

120522，纯度：≥98％）、甘草酸对照品（批号：120512，纯

度：≥98％）均购自成都植标化纯生物技术有限公司；乙

腈为色谱纯，甲醇和磷酸为分析纯，水为纯化水。
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摘 要 目的：建立同时测定五味沙棘颗粒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 Thermo

scientific ODS-2 Hypersil，流动相为乙腈-0.5％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25 ℃，进样量

为 20 μL。结果：甘草苷和甘草酸检测进样量线性范围分别为 48～480 µg（r＝0.999 9）、90～900 µg（r＝0.999 9）；定量限分别为

0.55、2.10 μg/mL，检测限分别为 0.16、0.62 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 95.08％～

97.58％（RSD＝0.93％，n＝6）、95.86％～99.89％（RSD＝1.67％，n＝6）。结论：该方法简单准确、重复性好，适用于五味沙棘颗粒

中甘草苷和甘草酸含量的同时测定。
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Simultaneous Determination of Liquiritin and Glycyrrhizic Acid in Wuwei Shaji Granules by HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of liquiritin and glycyrrhizic acid in Wuwei sha-

ji granules. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Thermo scientific ODS-2 Hypersil col-

umn with mobile phase consisted of acetonitrile-0.5％ phosphoric acid（gradient elution）with flow rate of 1.0 mL/min. The detec-

tion wavelength was set at 237 nm，and column temperature was 25 ℃. The sample size was 20 μL. RESULTS：The linear ranges

of liquiritin and glycyrrhizic acid were 48-480 µg（r＝0.999 9）and 90-900 µg（r＝0.999 9），respectively. The limits of quantitation

were 0.55，2.10 μg/mL，and the limits of detection were 0.16，0.62 μg/mL. RSDs of precision，stability and reproducibility tests

were all lower than 2.0％. The recoveries were 95.08％-97.58％（RSD＝0.93％，n＝6）and 95.86％-99.89％（RSD＝1.67％，n＝6），

respectively. CONCLUSIONS：The method is simple，accurate and reproducible，and can be used for the content determination of

liquiritin and glycyrrhizic acid in Wuwei shaji granules.
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2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱：Thermo scientific ODS-2 Hypersil（250 mm×

4.6 mm ，5μm）；流动相：乙腈（A）-0.5％磷酸溶液（B），梯

度洗脱（洗脱程序见表1）；流速：1.0 mL/min；检测波长：

237 nm；柱温：25 ℃；进样量：20 μL。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution procedure

时间，min

0

8

35

36

42

45

A，％
13

13

50

95

95

13

B，％
87

87

50

5

5

87

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 取甘草苷和甘草酸对照品适

量，精密称定，加 90％甲醇溶液制成每 1 mL 含甘草苷

0.12 mg、甘草酸0.28 mg的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取样品 1.3 g，精密称定，置于具塞

锥形瓶中，加 90％甲醇溶液 100 mL，密塞，超声（功率：

250 W，频率：40 kHz，下同）处理15 min，经0.45 μm微孔

滤膜滤过，分别用 90％甲醇溶液洗涤药渣及滤器 3次，

每次10 mL，合并滤液及洗液，蒸干，残渣加90％甲醇溶

液使溶解，转移至 25 mL量瓶中，并加 90％甲醇溶液定

容，摇匀，即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按样品的处方比例和制备工艺

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 系统适用性与专属性试验

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

苷峰计为 6 400 ，保留时间为 17.9 min；供试品色谱图在

与对照品相应的保留时间处有相同的色谱峰，阴性对照

溶液在此处无色谱峰，表明其他成分对测定无干扰，专

属性良好。

2.4 线性关系考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，加90％甲醇溶

液稀释成甘草苷和甘草酸质量浓度分别为 0.024、0.045

mg/mL的混合对照品溶液，精密吸取上述溶液各2、4、8、

12、16、20 µL，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积。以甘草苷和甘草酸进样量（x，μg）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＝

2.0×106x+903.66（r＝0.999 9），甘草酸回归方程为 y＝

5.2×105x+1 175.3（r＝0.999 9）。结果表明，甘草苷和甘

草酸检测进样量线性范围分别为48～480、90～900 µg。

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 0.55、2.10

μg/mL；LOD分别为0.16、0.62 μg/mL。

2.6 精密度试验

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，按“2.1”项下色

谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。结果，甘草苷和

甘草酸峰面积的 RSD 分别为 0.39％、0.18％（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：20110701）适量，

分别于室温下放置0、2、4、8、12、24 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 0.25％、0.25％（n＝6），表明供试品

溶液在室温下放置24 h内稳定性良好。

2.8 重复性试验

取样品（批号：20110701）适量，共 6 份，分别按

“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，记录峰面积并计算含量。结果，甘草苷和
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图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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甘草酸含量的平均值分别为0.244 2、0.409 3 mg/g，RSD

分别为1.01％、0.93％（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：20110701）适量，共6份，精密称定，分

别加入一定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2。

表2 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝6）

待测成分

甘草苷

甘草酸

取样
量，g

0.665 9

0.665 9

0.666 4

0.666 3

0.666 6

0.666 4

0.665 9

0.665 9

0.666 4

0.666 3

0.666 6

0.666 4

样品含
量，mg
0.162 6

0.162 6

0.162 7

0.162 7

0.162 8

0.162 7

0.272 6

0.272 6

0.272 8

0.272 7

0.272 8

0.272 8

加入量，
mg

0.1200

0.120 0

0.120 0

0.120 0

0.120 0

0.120 0

0.280 0

0.280 0

0.280 0

0.280 0

0.280 0

0.280 0

测得量，
mg

0.278 3

0.277 2

0.277 8

0.276 8

0.279 9

0.277 4

0.547 2

0.541 0

0.548 0

0.541 9

0.552 5

0.541 7

加样回收
率，％
96.42

95.50

95.92

95.08

97.58

95.58

98.07

95.86

98.29

96.14

99.89

96.04

平均加样回
收率，％

96.01

97.38

RSD，
％

0.93

1.67

2.10 样品含量测定

取 5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

计算甘草苷和甘草酸的含量，结果见表3。

表3 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 3 Results of content determination of samples

（n＝3）

样品批号

20110102

20110201

20110401

20110701

20130201

20131101

甘草苷
平均含量，mg/g

0.180 3

0.178 8

0.247 0

0.244 2

0.268 1

0.306 9

RSD，％

2.1

甘草酸
平均含量，mg/g

0.351 3

0.345 4

0.413 4

0.409 3

0.516 7

0.521 1

RSD，％

1.1

3 讨论

3.1 提取工艺的确定

3.1.1 提取方法的选择 本试验分别考察了超声提取

和回流提取两种方法，结果超声和回流两种提取方法对

样品的提取率差异不大，综合考虑超声提取法简单易

行，因此选择超声为本试验的提取方法。

3.1.2 提取溶剂的选择 本试验对提取溶剂甲醇和乙

醇进行了考察，结果发现两种溶剂提取甘草苷时提取率

无明显差异，而甲醇提取甘草酸时提取率比乙醇高，故

选择甲醇为提取溶剂。

3.1.3 提取工艺的确定 本试验以甲醇浓度（％）、甲醇

体积（mL）和提取时间（min）为考察因素，应用L9（34）正

交表确定了最优提取方法为 90％甲醇溶液 100 mL，超

声提取15 min。

3.2 流动相的选择

本试验考察了乙腈-水、乙腈-1.0％磷酸溶液、乙

腈-0.5％磷酸溶液和甲醇-0.5％磷酸溶液 4种不同的流

动相，其中甲醇-0.5％磷酸溶液和乙腈-水为流动相时，

色谱分离度较差；乙腈-1.0％磷酸溶液为流动相时杂质

峰较多；乙腈-0.5％磷酸溶液为流动相时，色谱分离度较

好且无杂质峰干扰，故选择乙腈-0.5％磷酸溶液为本试

验的流动相。

综上所述，本方法简单准确、重复性好，适用于五味

沙棘颗粒中甘草苷和甘草酸含量的同时测定。
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