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甘草化学成分分离、细胞培养和分析研究进展 
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摘  要：甘草因疗效显著、药理作用明确，一直以来都是研究的热点。近年来有 20 个黄酮类化合物和 6 个三萜类化合物被

陆续分离出来，其中包括 16 个新的黄酮类化合物和 3 个新的三萜类化合物。细胞培养是获得甘草有效成分的有效途径之一，

目前应用细胞培养技术主要生产甘草黄酮类成分。综述了近年来从甘草中提取的黄酮类、三萜类化合物，细胞培养方法对甘

草黄酮类成分的影响，以及毛细管电色谱法、HPLC 法、免疫测定法等检测甘草化学成分方法的研究进展。 
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Abstract: Glycyrrhizae Radix et Rhizoma has been the research focus because of its conspicuous healing efficacy and pharmacological 
activities. Recently, 20 flavonoids and 6 triterpenes compounds, including 16 new flavonoids and 3 new triterpenes have been isolated 
from this plant. It was also found that cell culture provided an effective way to acquire effective components of Glycyrrhizae Radix et 
Rhizoma. The cell culture technique is mainly used for product Glycyrrhizae Radix et Rhizoma flavonoids. In this paper, the recent 
progresses was reported on the chemical components of the plant, the cell culture method for the bioactive flavonoids ingredients and 
determination of its effective constituents using capillary electrochromatography, HPLC, and immunoassays detection as well. 
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甘草又名甜草、蜜草、美草等，是我国最常用中

药之一，药用部位为豆科（Leguminosae）植物甘草

Glycyrrhiza uralensis Fisch.、胀果甘草 G. inflata Bat.
或光果甘草 G. glabra L.的干燥根及根状茎[1-2]。甘草

化学成分复杂，药理作用显著，其有效成分多年来

一直是国内外科研工作者研究的重点。正因为甘草

显著的药理作用和广泛用途，临床常协同使用[3]，

导致甘草的需求量一直以来只增不减，因此甘草资

源短缺问题日渐突出[4]。研究人员发现甘草细胞培

养能产生大量的黄酮类化合物等有效成分，因此细

胞培养是解决甘草资源短缺的有效方法之一，致使

甘草细胞培养也逐渐成为研究的热点。由于产地不

同，甘草所含化学成分的种类与含量有较大差异，

导致其药效发生变化。为确保甘草的临床用药安全，

对其有效成分的测定显得尤为重要。随着分析测试

技术的飞速发展，一些更为先进的检测和分析仪器

相继应用于中药研究领域，甘草中有效成分的测定

方法得到拓展，检测水平也得到很大提高。综述了

近几年来甘草化学成分分离、细胞培养方法及其影

响因素和化学成分测定方法的研究进展。 
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1  化学成分 
甘草中化学成分十分复杂，除三萜类和黄酮类

化合物外，还分离得到香豆素、多糖、氨基酸、生物

雌激素和有机酸等。但其有效成分主要为黄酮类[5]

和三萜类化合物。近年来又相继从甘草中分离得到

20 个黄酮类化合物和 6 个三萜类化合物，其中包括

16 个新的黄酮类化合物和 3 个新的三萜类化合物。 
1.1  黄酮类 

甘草中黄酮类化合物主要分为黄酮类、黄酮醇

类、异黄酮类、查耳酮类、双氢黄酮类、双氢查耳

酮类等。邢国秀等[6]总结了从甘草中分离得到的 150
多个黄酮类化合物，并给出了相应的名称和结构。

随后又有人从甘草中首次分离得到 20 个黄酮类化

合物，其中包括异黄酮类 licoagroside F（1）、
licoagroisoflavone（2）、7,8-dihydroxy-4'-methoxy- 
6-prenylisoflavanone（3） [7-9]，二氢黄酮类 8,5'- 
dihydroxy -3'- gluflavanone（4）、5,7,3',4'-tetrahydroxy- 
7-α-rhaflavone （ 5 ）、 (2R,3R)-3,4',7-trihydroxy-3'- 
prenylflavanone（6）[9-10]，二氢异黄酮类 dihydrolico- 
isoflavone A（7）、2',3-dihydroxy-4'-methoxy-3'',3''- 
dimethylpyrano[2'',3'':7,8]isoflavanone（8）[7,9]，紫檀

素类 gancaonols C（9）、 licoagroside D（10）、

licoagroside C（11）[7,11]，黄烷类 6,8-diprenylorobol
（12）、gancaonol C（13）、5'-formyl glabridin（14）、
8-hydroxymethyl-8-methyl-3,4-dihydro-2H,8H-pyrano 
[2,3-f]-chromon-3-ol（15）[7,9,12]，查耳酮类化合物

dihydrolicoisoflavone A（16）、3,3',4,4'-tetrahydroxy- 
2'-methoxy-5-prenylchalcone （ 17 ）、 2,3',4,4'-tetra- 
hydroxy-3,5'-diprenylchalcone（18）、2,3',4,4',α-penta- 
hydroxy-3,5'-diprenyl-dihydrochalcone（19）、2, 3',4,4', 
α-pentahydroxy-3-prenyl-dihydrochalcone（20）[9,11]，

其中化合物 1、7、10、11 为首次从甘草中分离得到，

其余为新化合物。新化合物结构见图 1。 
1.2  三萜类 

甘草属所有植物中均存在五环三萜类化合物。

谢彦等[13]归纳总结了 45 个三萜皂苷元和 16 个三萜

皂苷，有 7 种母核结构类型。从甘草中还首次分离

得到白桦脂酸（21）、豆甾-3,6-二酮（22）、胡萝卜

苷（23）[14]，3 个新的三萜类化合物 22-acetoxygly- 
cyrrhizin（24）与 3-O-[β-D-(6-methyl)glucuronopy- 
ranosyl-(1→2)-D-glucuronopyranosyl]-24-hydroxy- 
glabrolide（25）[15]，22β-acetoxyl-glycyrrhaldehyde 
（26）[16]，2 个新的天然产物（27 和 28）[17]。化合

物 24～28 的结构见图 2。 
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图 1  甘草中新黄酮类化合物的结构 
Fig. 1  Structures of new flavonoid compounds from Glycyrrhizae Radix et Rhizoma 
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图 2  化合物 24～28 的结构 

Fig. 2  Structures of compounds 24—28 

2  细胞培养 
近年来由于甘草广泛用于医疗和食品工业且需

求量大，导致甘草资源严重不足。仅依靠从野生药

用植物中提取有用的次级代谢产物势必大量消耗野

生资源，甚至导致物种灭绝、生态环境失衡。采用

人工栽培方法，植物生长周期长，且部分药用成分

的量逐渐降低。采用组织培养技术可以控制植物生

长环境，加速繁殖速度，并可从细胞培养物中直接

提取有效成分，因此通过大规模细胞培养的方式来

生产有价值的活性物质，是解决甘草资源短缺的最

有效的方法之一。目前应用细胞培养技术主要生产

甘草黄酮类成分，下面总结了甘草细胞培养中影响

黄酮类生成的一些主要因素。 
2.1  添加剂的影响 

郑辉[18]发现通过向培养基中添加一定浓度的

二甲基亚砜、甘露醇、聚山梨酯 20 和条件培养基，

可以提高甘草黄酮类化合物的产量，在培养基中加

入茉莉酸甲酯和二氢茉莉酮酸甲酯，使黄酮类的产

量分别达 108.5、109.2 mg/L，分别为对照组的 1.43、
1.45 倍。还发现复合诱导子和前体均能提高甘草黄

酮类的产量，苯丙氨酸＋茉莉酸甲酯组合刺激最为

有效，甘草黄酮类达 125 mg/L。杨世海等[19]发现在

甘草愈伤组织培养过程中添加酵母提取物、水解酪

蛋白、真菌诱导子、茉莉酸及稀土元素等，是提高

黄酮类化合物产量的有效手段之一。Kovalenko[20]

研究了甘草在 MS、B5、N6、NN、6,7V、WP 基本

培养基中的生长情况。结果显示，B5 培养基最利于

生物量的积累，异甘草素的量最高；WP 培养基最

利于甘草素的合成，其次是 6,7V 培养基；N6 培养

基效果最差；当培养基中添加萘乙酸 0.1 mg/L 时，

甘草素的量最高，达 57.24 μg/g，添加 1.0 mg/L 时，

异甘草素的量最高，达 36.45 μg/g。杨英等[21]发现

在胀果甘草细胞悬浮体系中加入合适浓度的苯丙氨

酸、酪氨酸、肉桂酸和乙酸钠 4 种前体物，不但对

细胞的生长无明显抑制作用，而且均能促进细胞内

黄酮类的生物合成，但高浓度的肉桂酸对细胞生长

有一定的抑制作用。研究还显示，甘草细胞悬浮培

养体系中添加水杨酸 10 mg/L，可促进甘草细胞的

生长，提高总黄酮产量[22]。鲁守平等[23]发现在培养

基中添加吲哚丁酸 0.10 mg/L，可诱导乌拉尔甘草离

体根尖伸长并产生较多的侧根；B5 大量元素＋B5
微量元素和 1/3MS大量元素＋1/3MS微量元素适宜

乌拉尔甘草离体根系的生长，培养基中附加维生素

B10.50 mg/L，可显著增加乌拉尔甘草离体根系的鲜

质量，表明液体悬浮培养适于乌拉尔甘草离体根尖

的培养。在悬浮培养条件下甘草离体根中甘草总黄

酮物质的质量分数为 0.75%，但没有检测到甘草酸。 
2.2  培养条件的影响 

培养条件在很大程度上影响甘草中黄酮类化合

物的生成量。生物体的繁殖生长和黄酮类化合物的

产生在整个周期中表现出“S”型的曲线，最合适的培

养时间为 21 d[24]。根据生物体和黄酮类化合物的产

量，甘草细胞培养最合理的接种物、蔗糖和氮源等

（质量）浓度分别为 50 g/L（湿质量）、50 g/L、120 
mmol/L[25]。杨世海等[26]发现将果糖作为碳源，最有

利于甘草愈伤组织生物量积累和黄酮类化合物的

生物合成，硝态氮有利于甘草愈伤组织生长和黄酮

类化合物的积累。当 MS 培养基中其他成分不变，
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NO3
－
与 NH4

＋
浓度之比为 50∶10、氮源的总量为 80 

mmol/L 时，可获得最大的细胞生长量 15.02 g/L；
在以铵盐为唯一氮源、总量为 40 mmol/L 的条件下，

细胞内黄酮类成分最高达 16.47 mg/L。在此基础上

进行两步悬浮培养，可使培养基中甘草黄酮类产量

达到 212.00 mg/L，为对照组的 3.64 倍。另一项研

究表明，甘草愈伤组织的生长及黄酮类化合物的生

物合成的适宜温度为 25 ℃，培养温度低于 15 ℃或

高于 30 ℃时愈伤组织生长及黄酮类化合物的合成

均受到抑制；光照对愈伤组织的生长影响不大，但

能促进黄酮类化合物的生物合成[27]。Yang 等[28]还

发现，适当的水分缺失能活化处于干旱压力下生物

体的抗氧化防御酶系统，使该系统仍保持稳定性，

使黄酮类化合物的生物合成量增加。 
2.3  其他影响因素 

王磊[29]发现对甘草种子预处理，可提高发芽

率，缩短萌发时间，用浓硫酸处理 40 min 后，甘草

种子的萌发率最高。激素联合使用可以改善愈伤组

织的质量，转基因技术和诱导技术能增加黄酮类化

合物的产量[30]。 
3  有效成分的测定 

甘草有效成分的分析与测定事关甘草临床用药

的安全性和有效性，是一项复杂而艰巨的工作。我

国甘草种类繁多，且因产地不同，有效成分种类和

含量存在很大差异。近年来，为缓解甘草用量的日

益加大、资源不足等矛盾，许多人工栽培甘草和非

正品甘草相继出现在市场，因此为确保甘草药材质

量和临床疗效，对甘草有效成分的测定显得非常重

要。测定甘草中有效成分的方法很多，主要用于测

定黄酮类和三萜类化合物。近年来，一些更为先进

的检测和分析仪器相继应用到中药分析领域，甘草

中有效成分的测定方法得到了很大提高和拓展。 
3.1  薄层色谱–紫外分光光度法 

该方法是将供试品和少量对照品，于同一薄层

色谱板上展开来制备供试品中某一物质，该物质经

处理后用紫外分光光度法来测定吸光度值，计算出

供试品中该物质的量，从而达到有效控制药物内在

质量的目的。该方法快速、简便、准确，重现性好，

但要求在薄层板上要有好的分离度、能够制备出纯

度高的待测物质。曹志红等[31]采用薄层色谱–紫外

分光光度法测定四逆汤中甘草次酸，将供试品和对

照品水平条状点于同一硅胶 GF254 薄层板上，以石

油醚–甲苯–醋酸乙酯–冰醋酸（4∶8∶3∶0.2）

为展开剂上行展开，展距 10 cm，取出晾干，于紫

外灯下检视，刮取与对照品相应位置上相同颜色荧

光带，用 10 mL 乙醇超声洗脱 5 min，取其上清液

滤过，将滤液收集于 10 mL 量瓶中，补乙醇至刻度；

刮取薄层板上相应面积的空白硅胶，随行处理作空

白对照，于 248 nm 波长处测吸光度值，用回归方

程计算供试品中甘草次酸的含量。结果甘草次酸为

0.26 mg/mL，RSD 为.98%，平均回收率为 97.45%，

表明该方法快速、简便、准确、重现性好，可有效

控制四逆汤的内在质量。 
3.2  HPLC 法 

HPLC 法在中药的分析和制备方面有许多优

势，如灵敏度高、重现性好、良好的分辨率和线性、

可同时分析多种成分、易于自动化等。HPLC 法还

是迄今为止对甘草中化学成分进行定量和定性分析

的一种主要方法。由于采用的检测器不同，使得该

方法可用于测定甘草中的多种成分。叶静等[32]采用

HPLC-ELSD（蒸发光散射检测器）法测定甘草中甘

草皂苷 G2、甘草酸铵、乌拉尔甘草皂苷 B 3 种甘草

皂苷的量，条件为 Hypersil C18 柱（150 mm×4.6 
mm，5 μm），以甲醇–0.2 mol/L 乙酸铵水溶液–冰

醋酸（65∶34∶1）为流动相，体积流量 1.0 mL/min，
ELSD 漂移管温度 110 ℃，载气（N2）体积流量 2.8 
L/min。结果甘草皂苷 G2、甘草酸铵、乌拉尔甘草

皂苷 B 的线性范围分别为 6.02～120.4、13.22～
264.4、6.32～126.4 μg/mL（r 值各为 0.999 6、0.999 7、
0.999 8）,平均回收率（n＝6）分别为 100.6%、100.8%、

99.87%，表明本法简便、重现性好，可用于甘草中

上述 3 种甘草皂苷的测定。赵晓莉等[33]用 HPLC 法

测定络通胶囊中绿原酸、阿魏酸、甘草苷、甘草素、

肉桂酸和哈巴俄苷，采用 YMC-C18 柱，以乙腈–

0.5%磷酸水溶液为流动相，梯度洗脱，双波长检测

（λ1=76 nm，λ2=327 nm），体积流量 1.0 mL/min，柱

温 30 ℃。结果 6 个成分均能达到基线分离，各成分

的平均回收率在 94.1%～98.8%，表明本检测方法简

便、准确、重现性好，可作为络通胶囊质量控制的

方法。 
另外，用 HPLC 法同时测定多种成分取得了很

大发展。李伟等[34]建立了一种同时测定甘草中 4 个

黄酮类化合物（甘草苷、异甘草苷、甘草素、异甘

草素）和 3 个三萜类化合物（甘草酸、甘草皂苷 G2、

乌拉尔甘草皂苷 B）的 HPLC-DAD 法：采用 C18

色谱柱（250 mm×4.6 mm, 5 μm），流动相为乙腈–
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（0.5%醋酸铵＋1%冰醋酸），梯度洗脱，0～12 min
从 6∶94→22∶78，12～25 min 从 22∶78→25∶75，
25～45 min 从 25∶75→40∶60，45～50 min 从

40∶60→6∶94，保持 5 min，按检测波长时间序列

采样。结果 7 种成分的线性关系良好，平均加样回

收率在 98%～103%，表明该方法准确、灵敏度高，

可用于甘草药材质量的评价。陈云华等 [35]采用

HPLC 法同时测定甘草中甘草酸、甘草苷、异甘草

素的量，采用 C18 反相色谱柱，1%磷酸水-乙腈梯度

洗脱，对不同色谱峰分别采用 248、276、360、370 
nm 紫外波长检测。结果甘草酸的回归方程为 Y＝
1×106 X＋16 220，r2＝1；甘草苷的回归方程为

Y＝2×106 X＋49 444，r2＝0.999 5；异甘草素的回

归方程为 Y＝1×107 X＋4.466 7，r2＝1；上述 3 个

成分的加样回收率分别为 98.01%、 102.63%、

98.18%，表明本方法准确、稳定、可靠，可用于甘

草中甘草酸、甘草苷和异甘草素 3 种成分的同时

测定。 
3.3  毛细管电色谱法 

该方法具有分析时间短、效率高、简单、容易

清洗色谱柱和耗费溶剂少等特点。Chen 等[36]采用加

压液体提取法和配有峰抑制二级管阵列检测器的毛

细管色谱法同时测定甘草中 5 种黄酮类化合物（甘

草苷、异甘草苷、芒柄花苷、甘草素、异甘草素），

条件为 Hypersil C18 柱，毛细管（25 cm×100 μm×3 
μm），流动相为 10 mmol/L 磷酸缓冲液（pH 3.0）–

乙腈（65∶35），在 25 kV 和 30 ℃条件下，检测波

长为 275、360、254 nm。结果在测试范围内线性良

好（r2＞0.999 3），检测下限和限量分别低于 2.1、
8.3 μg/mL，回收率为 98.2%～103.8%，表明该方法

可用于甘草中这 5 种化合物的定量控制。 
3.4  液相色谱–质谱法 

近年来，液相色谱–质谱（LC-MS）技术已广

泛应用于甘草的质量和有效性分析。因甘草三萜类

和黄酮类化合物分子结构中具有羧基或酚羟基极

性基团，使得这 2 类化合物在电喷射离子化进程中

容易被离子化，形成特征离子碎片，从而用于鉴定

甘草中三萜类和黄酮类化合物。荆晶等 [37]建立

LC-MS 法测定人血浆中的甘草次酸。向人空白血浆

0.5 mL 中加入甘草次酸及内标格列喹酮，以醋酸乙

酯萃取后取上清液挥干，再用流动相溶解，进行

LC-MS 测定。色谱条件：岛津 VP-ODS 色谱柱（150 
mm×2.0 mm，2 μm），甲醇–3 mmol/L 醋酸铵水

溶液–冰醋酸（92∶8∶2）为流动相，体积流量 0.2 
mL/min。质谱条件：电喷雾离子化（ESI）方式，

采用选择性离子检测（SIM），检测离子为正离子，

甘草次酸 SIM 的离子为[M+H]+（m/z 471），内标格

列喹酮 SIM 的离子为[M+H]+（m/z 528）。结果，本

方法线性范围为 5～500 ng/mL，最低定量限为 5 
ng/mL，准确度、精密度以及稳定性均符合有关要

求，表明本法简便、灵敏度高，可用于药动学试验

中人血浆的甘草次酸的测定。 
3.5  免疫测定法 

免疫测定法表现出更高的特异性和更低的检测

限，灵敏度大约是 HPLC 的 500 倍，更为重要的是

可避免耗时的样品预处理过程。免疫测定法已大量

用于甘草酸和甘草次酸的测定。Morinaga 等[38]利用

膜定量分析法定量分析甘草和其他传统中药中甘草

皂苷。将甘草皂苷标准物、甘草提取物和传统中药

点于聚醚砜薄膜上，用流动相乙腈–水–甲酸

（45∶55∶2）于层析槽中展开后，干燥，于室温下

浸入含 NaIO4（10 mg/mL）的水溶液中 1 h，然后用

水清洗，加入含有牛血清白蛋白（BAS）的碳酸盐

缓冲液（pH 9.6）50 mmol/L，于室温下搅拌 3 h，
用磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤聚醚砜薄膜，用含有

5%脱脂奶的 PBS 处理 2 h 以减少特异性吸附，在聚

醚砜薄膜上形成甘草皂苷–BAS 偶联体。抗甘草皂

苷单克隆抗体被结合后，标有过氧化物酶的第二抗

体直接对抗第一抗体，最后有酶的基质反应并染色，

经扫描的染色薄膜和着色点用 NIH Image 专业图像

分析软件进行定量分析。结果最少能清晰检测到 0.5 
μg 的甘草皂苷，可用于含甘草皂苷在 1.0～8.0 μg
的定量分析。Xu[39]建立了一步免疫色谱法和酶联免

疫法（ELISA）定量分析甘草酸：采用免疫亲和色

谱从甘草根粗提物中精制甘草酸，然后用 ELISA 定

量。结果表明该方法快速、可靠、灵敏，可用来一

步分离和定量甘草酸。此外其他免疫测定方法，如

侧向流动浸渍片和细胞质基因组共振法也用于甘草

酸的测定。 
4  结语 

近年来，随着甘草的需求量不断增加，野生甘

草大面积减少，许多栽培品种、与甘草同属不同种

的植物被作为甘草代用品得到研究和应用。对于不

同来源的甘草药材进行系统的化学成分研究有利于

阐明其差异和共性，为临床安全、合理用药奠定基

础。近几年陆续发现的甘草中新的化合物，主要以
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黄酮类化合物为主。 
甘草愈伤组织培养、细胞悬浮培养、毛状根培

养可以缓解甘草野生植物资源的不足，同时避免了

人工栽培周期长、有效成分含量降低等缺点，是获

得甘草黄酮类化合物的切实可行的手段。用这几种

培养方法既可以获得甘草总黄酮，还可根据需要通

过改变培养条件或添加剂来获得所需化合物，其中

以细胞培养技术获得甘草黄酮类化合物是一种极有

价值方法，具有广阔前景。由于该方法近些年才逐

渐被重视和研究，技术上还有待进一步地成熟和

完善。 
甘草中有效成分的分析、测定是化学研究、药

理研究、中药材指纹图谱研究、临床用药安全研究

中的重要基础工作。随着分析测试技术的飞速发展，

甘草中有效成分的测定方法得到了很大的改进，由

单一成分测定发展到可同时测定多种成分，从传统

的紫外单波长检测发展到 DAD、ELSD、MS 等先

进检测手段的应用。今后可借鉴其他传统中药材有

效成分的现代分析、测试方法，将 HPLC-NMR、

HPLC-MS-MS、HPLC-TOF-MS 等更多的手段引入

到甘草的研究中。 
对甘草化学成分进行更广泛、深入的研究，阐

明新成分与甘草药理作用的机制的相关性及其在甘

草不同品中量的差异等均是今后进一步深入研究的

方向。 
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