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摘  要：目的  建立以对照药材为基准物质的定性和不依赖多种对照品定量的甘草 Glycyrrhiza uralensis 药材“质-量”双标

控制方法。方法  采用 HPLC 技术，以对照药材为基准物质建立甘草特征图谱，通过 Q-TOF-MS 技术，鉴定共有峰的化学

成分，以对照药材和供试药材特征峰的相似度，明确药材真伪，即“质”；对内标成分“甘草酸”进行准确定量，以内标成

分计，计算不同批次供试品中各特征峰的相对含量，取“平均数－标准差”作为特征峰化学成分相对于内标物质化学成分的

相对含量下限，依据特征峰相对含量下限明确甘草药材优劣，即“量”。结果  建立的特征图谱及含量测定方法符合方法学

考察要求；确定了 10 个共有色谱峰，鉴定出了 5 个化学成分，分别为芹糖甘草苷、甘草苷、芹糖异甘草苷、异甘草苷、甘

草酸，各甘草供试药材与甘草对照药材的相似度均大于 0.90；规定了甘草药材特征峰化学成分相对含量下限。结论  该方法

不依赖多种对照品，能清晰、快速地判断药材的真伪优劣，为甘草的质量控制方法提供参考。 
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Abstract: Objective  To establish a “quality-quantity” double standard control method of Glycyrrhiza uralensis, which is qualitative based on 

the reference traditional Chinese medicinal materials (TCMM) as standard substances and quantitative without relying on multiple reference 

substances. Methods  HPLC technology was used to establish the characteristic chromatogram of G. uralensis based on the reference TCMM as 

standard substances. The chemical constituents of common peaks were identified by Q-TOF-MS technology, and the authenticity of G. uralensis 

was determined by the similarity of characteristic peaks of the reference TCMM and the tested TCMM. The above statement is “quality”. The 

relative content of each characteristic peak in different batches of the tested TCMM was calculated by accurate quantition of internal standard 

component glycyrrhizic acid. The “average value－standard deviation” was taken as the lower limit of the relative content of characteristic peak 

chemical components relative to chemical composition of internal standard substance, and the quality of G. uralensis was determined according to 

the lower limit of the relative content of characteristic peak. The above statement is “quantity”. Results  The characteristic chromatogram and 

content determination method met the requirements of methodology investigation. A total of ten common chromatographic peaks were determined, 

and five chemical components were identified, which were liquiritin apioside, liquiritin, isoliquiritin apioside, isoliquiritin, glycyrrhizic acid. The 
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similarity between the tested TCMM and reference TCMM was greater than 0.90. The lower limit of relative content of chemical components of 

G. uralensis characteristic peak was defined. Conclusion  The method can judge the authenticity of medicinal materials clearly and quickly 

without many reference substances, and provide reference for quality control of G. uralensis. 

Key words: Glycyrrhiza uralensis Fisch.; reference traditional Chinese medicinal materials; quality control; characteristic 

chromatogram; liquiritin apioside; liquiritin; isoliquiritin apioside; isoliquiritin; glycyrrhizic acid 

甘草为豆科植物甘草 Glycyrrhiza uralensis 

Fisch.、胀果甘草 G. inflata Bat.或光果甘草 G. glabra 

L.的干燥根及根茎[1]，在我国西北、东北、华北地区

均有分布，主产于新疆、甘肃、河北等地[2]。其性平

味甘，在临床上常作为清热解毒，祛痰止咳之要药，

常用于调和诸药，现代药理学表明其具有广泛的抗

肿瘤、抗炎、抗菌、抗病毒、神经保护、肝脏保护

等药理作用[3]，然而当前不同产地甘草药材质量

参差不齐，影响其在临床上的合理应用，因此甘

草药材的质量控制十分重要。目前甘草药材质量

控制方法主要包括单指标含量测定法 [4]、多指标

含量测定法[5-7]、一测多评法[8]和指纹图谱与含量

测定结合法[9-10]，虽能够为甘草药材的控制提供量

化数据，但存在着单一指标不能反映药材整体特征、

多指标含量测定依赖于多种对照品且某些指标成分

不能反映药效、指纹图谱不能清晰直观地判断药材

真伪优劣等问题，且中药复杂体系质量评控技术难

度和高额成本给中药企业带来了巨大的压力，因而

对中药临床合理用药和临床疗效提升的指导和支持

作用一直难以体现。 

为弥补目前甘草药材质量控制的不足，本研究

提出了基于“质-量”双标的甘草质量分析方法研

究，紧扣中药多成分、多功效和整合作用的质量内

涵和特点，以能够反映其药效的化学成分为指标；

采用 1 种内标物质对特征峰化学成分进行相对定

量，尽可能控制供试药材有效化学成分含量同时，

不需要大量购买对照品，在满足中药化学成分“整

体性”与“清晰性”的同时减轻了中药复杂体系质

量评控成本。本方法以对照药材为基准物质构建特

征图谱，并以可代表甘草药效的有限个代表性成分

作为特征峰，评价对照药材和供试药材特征峰的相

似度，可以用于判断甘草的真伪；选用保留时间稳

定且价格低廉易获得的内标物质作为定量评价指

标，开展基于内标物质的特征峰化学成分相对定量

研究，通过内标物质化学成分准确定量，计算供试

药材特征峰化学成分的相对含量。基于“质-量”双

标的甘草质量分析方法可有效解决甘草有效成分

同时快速测定和中药复杂体系质量评控成本高的

问题。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Agilent-1260II 高效液相色谱仪；Agilent 6550 

Q-TOF-MS 质谱仪（美国安捷伦科技有限公司）；

KQ5200 V 超声仪（昆山市超声仪器有限公司）。 

1.2  材料 

甘草对照药材（批号 120904-201620，中国食品

药品检定研究所）；甘草药材信息见表 1，经辽宁中

医药大学中药鉴定教研室张慧教授鉴定为豆科植物

甘草 G. uralensis Fisch.的根及根茎；甘草苷对照品

（批号 111610-201908，质量分数 95.0%），甘草酸铵

对照品（批号 110731-202021，质量分数 96.2%）均

由中国食品药品检定研究院提供；对照品芹糖甘草

苷（批号 PRF9050224）、芹糖异甘草苷（批号

PRF9090722）、异甘草苷（批号 PRF9062623）均由

成都普瑞法科技开发有限公司提供，质量分数均≥

98%，乙腈（质谱级，德国 Merck 公司）；水（纯净

水，杭州娃哈哈集团有限公司）。 

表 1  甘草样品信息 

Table 1  Information on origin and harvest time of G. 

uralensis 

编号 产地 采收时间 方式 用药部位 

S1 安徽亳州 2020-09 栽培 根及根茎 

S2 甘肃张掖 2020-10 栽培 根部 

S3 湖北襄阳 2019-09 栽培 根及根茎 

S4 吉林白城 2019-09 栽培 根部 

S5 内蒙古鄂尔多斯 2020-10 栽培 根及根茎 

S6 宁夏吴忠 2020-10 野生 根部 

S7 山西朔州 2020-09 栽培 根及根茎 

S8 陕西商洛 2021-09 栽培 根部 

S9 新疆喀什 2022-10 野生 根部 

S10 云南昆明 2021-09 栽培 根部 

2  方法与结果 

2.1  基于甘草对照药材的特征图谱建立 

2.1.1  溶液的制备  取甘草对照药材粉末 0.50 g，精

密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 70%乙醇 5 mL，

称定质量，超声（功率 200 W，频率 40 kHz）30 min，
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放冷，再称定质量，用 70%乙醇补足减失质量，摇匀，

过 0.22 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液，作为参照物溶

液；取供试药材粉末（过 40 目筛）0.50 g，按上述方

法制成供试品溶液。取适量芹糖甘草苷对照品、甘草

苷对照品、芹糖异甘草苷对照品、异甘草苷对照品、

甘草酸对照品精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入

70%乙醇，摇匀，作为混合对照品溶液。 

2.1.2  色谱条件  色谱柱：Agilent SB-C18色谱柱（100 

mm×4.6 mm，2.7 μm）；流动相为 0.1%甲酸水（A）-

乙腈（B），梯度洗脱：0～3 min，10%～20% B；3～7 

min，20% B；7～9 min，20%～26% B；9～13 min，

26% B；13～15 min，26%～34% B；15～19 min，34%～

36% B；19～22 min，36%～44% B；22～28 min，44%～

48% B；28～40 min，48%～70% B。体积流量 0.8 

mL/min；柱温 30 ℃；DAD 检测器波长 237 nm；进样

量 3 μL。 

2.1.3  特征图谱的建立  将参照物溶液和供试品

溶液，每份样品平行 2 次，按色谱条件依次进样

检测，将 237 nm 波长下的图谱数据由分析检测仪

器中导入中国药典委员会“中药指纹图谱相似度

评价软件”（2012.130727 版本），获得甘草药材的

HPLC 特征图谱，见图 1。以甘草对照药材的图谱

为参照谱图，使用中位数进行自动匹配，加以多

点校正，共标定 10 个共有峰，共有峰面积占特征

图谱的 75%以上，其中 9 号峰稳定性、重复性、

分离度好、位置居中，故以其为参照峰；生成共有

模式，与对照药材特征图谱进行比对，见图 2。甘

草供试品色谱图中应呈现 10 个特征峰，并应与对

照药材色谱图中的 10 个特征峰保留时间相对应，

见表 2。 

 

图 1  10 批供试药材叠加图谱 

Fig. 1  Overlay chromatogram of ten batches of tested 

traditional Chinese medicinal materials 

 

图 2  对照药材特征图谱及供试药材共有模式 

Fig. 2  Characteristic chromatogram of reference 

traditional Chinese medicinal materials and common model 

of tested traditional Chinese medicinal materials 

表 2  特征峰保留时间及相对保留时间 

Table 2  Characteristic peak retention time and relative 

retention time 

特征峰编号 tR/min 相对保留时间 
1  3.887±0.002 0.174 1±0.000 1 
2  6.416±0.003 0.287 4±0.000 2 
3  6.693±0.004 0.299 8±0.000 2 
4 11.209±0.004 0.502 1±0.000 2 
5 11.767±0.004 0.527 1±0.000 2 
6 13.343±0.008 0.597 7±0.000 4 
7 17.345±0.002 0.777 0±0.000 1 
8 18.285±0.004 0.819 1±0.000 2 
9（S） 22.324±0.003 − 
10 36.139±0.003 1.618 9±0.000 3 

2.2  方法学考察 

2.2.1  专属性试验  分别取混合对照品溶液、供试

品溶液进行测定，各主峰与杂质峰分离度良好，专

属性强，见图 3。 

 

2-芹糖甘草苷  3-甘草苷  4-芹糖异甘草苷  5-异甘草苷  9-甘草酸 

2-liquiritin apioside  3-liquiritin  4-isoliquiritin apioside  5-

isoliquiritin  9-glycyrrhizic acid 

图 3  混合对照品溶液 (A) 和甘草供试品溶液 (B) 的色谱图 

Fig. 3  Chromatogram of mixed control solution (A) and G. 

uralensis test solution (B) 
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2.2.2  精密度试验  精密吸取同一供试品溶液，按

“2.1.2”项下色谱条件测定，连续进样 6 次，测定各

色谱峰相对保留时间、相对峰面积，计算 RSD。各

色谱峰相对保留时间、相对峰面积RSD值在 0.8%～

0.9%，表明仪器精密度良好。 

2.2.3  稳定性试验  精密吸取同一供试品溶液，

按“2.1.2”项下色谱条件，分别在 0、2、4、8、

12、24 h 进样 6 次检测，测定各色谱峰相对保留时

间、相对峰面积，计算 RSD。各色谱峰相对保留时

间、相对峰面积 RSD 值 1.0%～1.2%，表明供试品

溶液在 24 h 内稳定。 

2.2.4  重复性试验  按供试品溶液制备方法制备 6

份供试样品，按“2.1.2”项下色谱条件，分别进样

检测，测定各色谱峰相对保留时间、相对峰面积，

计算 RSD。各色谱峰相对保留时间、相对峰面积

RSD 值 1.9%～2.1%，表明方法重复性良好。 

2.3  相似度评价 

采用中国药典委员会“中药指纹图谱相似度评

价软件”（2012.130727 版本）进行数据处理，该软

件利用夹角余弦法计算每个色谱图与对照药材图谱

相比较的相似度。以甘草对照药材和供试药材特征

峰的相似度明确甘草药材真伪，按中药色谱指纹图

谱相似度评价系统计算供试品与对照药材特征图谱

的相似度应不得低于 0.90，甘草供试药材与甘草对

照药材的相似度均大于 0.96，说明所收集的甘草供

试药材的特征峰化学成分基本一致，质量相对稳定。

相似度计算结果见表 3。 

2.4  特征峰化学成分解析 

在初步采用 Agilent-1260Ⅱ高效液相色谱仪利

用相对保留时间与对照品比对的基础上，采用

Agilent 6550 Q-TOF-MS 质谱仪，进行质谱分析，运

用 Agilent MassHunter Qualitative Analysis 软件，通 

表 3  供试药材与对照药材之间的相似度评价结果 

Table 3  Results of similarity evaluation between tested and 

reference materials 

编号 相似度 编号 相似度 

S1 0.998 S6 0.993 

S2 0.993 S7 0.964 

S3 0.997 S8 0.989 

S4 0.988 S9 0.981 

S5 0.996  S10 0.994 

过对照品比对的方法对负离子模式进行化学成分解

析，进一步明确特征峰的准确化学成分。 

2.4.1  色谱分析条件   色谱柱：Agilent poroshell 

120 SB-C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，2.7 μm）；流

动相为 0.1%甲酸水（A）-乙腈（B），梯度洗脱：0～

3 min，10%～20% B；3～7 min，20% B；7～9 min，

20%～26% B；9～13 min，26% B；13～15 min，

26%～34% B；15～19 min，34%～36% B；19～22 

min，36%～44% B；22～28 min，44%～48% B；28～

40 min，48%～70% B；体积流量 0.6 mL/min；柱温

30 ℃；进样量 1 μL。 

2.4.2  质谱分析条件  电喷雾离子源（Dual AJS ESI），

负离子模式，毛细管电压（Vcap）为 3500 V，干燥气

体体积流量（drying gas flow）为 11 L/min，干燥气体

温度（drying gas temp）为 150 ℃，雾化器压力（neulizer 

pressure）为 172.4 kPa，鞘气温度（sheath gas temp）

为 350 ℃，鞘气体积流量（sheath gas flow）为 10 

L/min，质量扫描范围（mass range）为 m/z 100～1000。 

采用 auto MS/MS 模式，利用对照品比对及数

据库查询等方法对特征峰化学成分进行解析。共鉴

定出了 10 个特征峰中的 5 个化学成分，其中，2 号

峰为芹糖甘草苷，3 号峰为甘草苷，4 号峰为芹糖异

甘草苷，5 号峰为异甘草苷，9 号峰为甘草酸，鉴定

结果见表 4。

表 4  负离子模式特征峰化学成分解析结果 

Table 4  Analytical results of chemical composition of characteristic peaks of negative ion modes 

峰号 tR/min 分子式 准分子离子峰 
m/z 

误差/(×10−6) 碎片离子(m/z) 化合物名称 
实测值 理论值 

2  3.205 C26H30O13 [M－H]− 549.167 6 549.168 6  1.82 417.120 0, 255.066 2 芹糖甘草苷s 

3  3.536 C21H22O9 [M－H]− 417.127 5 417.126 4 −2.64 255.066 4, 119.050 8 甘草苷s 

4  5.522 C26H30O13 [M－H]− 549.167 7 549.168 6  1.64 417.107 4, 255.078 7 芹糖异甘草苷s 

5  5.870 C21H22O9 [M－H]− 417.127 1 417.126 4 −1.68 255.066 4, 135.009 6 异甘草苷s 

9 18.647 C42H62O16 [M－H]− 821.405 0 821.403 8 −1.46 759.395 6, 469.325 7 甘草酸s 

S经对照品比对 

S This compound was identified using reference standards 
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2.5  基于内标物质的特征峰化学成分相对定量

研究 

2.5.1  线性关系试验  配制甘草酸的 6 个质量浓度

溶液，按“2.1.2”项下色谱条件，分别进样检测，

以质量为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），绘制

标准曲线并进行线性回归，得到线性回归方程 Y＝

632.3 X－30.754、r＝0.999 6。线性范围为 2.5～15 

μg。结果表明进样量范围内与峰面积呈良好的线性

关系。 

2.5.2  精密度试验  同“2.2.2”项下方法，计算甘

草酸相对峰面积 RSD 值 1.1%～1.2%，表明仪器精

密度良好。 

2.5.3  稳定性试验  同“2.2.3”项下方法，计算甘

草酸相对峰面积 RSD 值 2.3%～2.6%，表明供试品

溶液在 24 h 内稳定。 

2.5.4  重复性试验  同“2.2.4”项下方法，计算甘

草酸相对峰面积 RSD 值 2.2%～2.5%，表明方法重

复性良好。 

2.5.5  加样回收率试验  精密称定甘草药材粉末 6

份，分别精密加入甘草酸对照品适量，按“2.1.1”

项下方法制备供试品溶液，按“2.1.2”项下色谱条

件，分别进样检测，计算得到甘草酸的平均加样回

收率为 99.10%，RSD 为 2.30%。 

2.5.6  耐用性试验  精密吸取同一供试品溶液，考

察不同规格的色谱柱（Agilent poroshell 120 SB-C18、

Agilent poroshell 120 EC-C18）、不同的高效液相色谱

仪（Agilent-1260Ⅱ高效液相色谱仪、Agilent-1290 型

高效液相色谱仪）、不同柱温（25、30、35 ℃）及

不同体积流量（0.6、0.8、1.0 mL/min）对检测结果

的影响。结果显示，指认出的 5 个化学成分的相对

保留时间的 RSD 值 2.1%～2.3%，相对峰面积的

RSD 值 2.6%～2.7%，表明该方法的耐用性良好。 

2.5.7  含量测定  根据《中国药典》2020 年版甘草

“含量测定”项下方法检测，10 批产地供试品均能

符合药典规定（含甘草苷不得少于 0.50 %，甘草酸

不得少于 2.0%）。9 号峰甘草酸为《中国药典》2020

版中甘草“含量测定”项下的指标之一，该峰分离

效果好、保留时间稳定、标准品价格低廉，故以其

作为内标物质，开展基于内标物质的特征峰相对定

量研究。取供试品药材，按“2.1.1”项下方法制备

供试品溶液，按“2.1.2”项下色谱条件分析测定甘

草酸含量，每个供试品平行 2 份，结果见表 5。计

算每个供试品中特征峰化学成分的相对含量[特征

峰化学成分相对含量＝特征峰峰面积×(甘草酸含

量/甘草酸峰面积)]，结果见表 6。取“平均数－标准

差”作为特征峰化学成分相对于内标物质化学成分

的相对含量下限，供试药材根据此方法测得的特征

峰相对含量不低于该含量下限[11]。 

表 5  内标物质甘草酸的准确定量结果 (n＝2) 

Table 5  Accurate quantitative results of glycyrrhizic acid as 

an internal standard substance (n＝2) 

编号 甘草酸/% 编号 甘草酸/% 

S1 2.438 4 S6 2.484 7 

S2 2.655 7 S7 3.404 6 

S3 2.775 9 S8 2.133 9 

S4 3.028 5 S9 3.231 6 

S5 2.453 2  S10 2.468 7 

表 6  基于内标物质的特征峰相对定量结果 ( x s , n = 3) 

Table 6  Relative quantitative results of characteristic peaks 

based on internal standard substance ( x s , n = 3) 

峰号 化学成分 峰面积 相对含量/% 相对含量下限/% 

2 芹糖甘草苷 3 728.558±782.655 1.977 7±0.413 7 1.564 0 

3 甘草苷 3 928.797±961.804 2.081 7±0.508 6 1.573 2 

4 芹糖异甘草苷  564.229±295.666 0.299 5±0.156 6 0.143 0 

5 异甘草苷  403.054±197.559 0.213 8±0.104 6 0.109 2 

9（S） 甘草酸 4 845.275±759.804 − − 

 

3  讨论 

甘草一药始载于汉《神农本草经》[12]，被列为

上品，具有调和诸药、解毒等作用，在复方中出现

频率很高，被称为“国老”，因此其质量好坏直接影

响到诸多方剂的临床疗效。然而甘草的成分复杂多

样，其品种来源、生长环境、生长年限、储藏方式

均可能导致药效成分含量发生变化，影响甘草药材

（饮片）的质量及其在临床合理使用。目前，《中国

药典》2020 年版中质量控制项仅对甘草药材（饮片）

中一种或几种成分进行含量测定，不易判断真伪。

而对多种成分进行含量测定，虽可以更全面地对药

效成分进行定量，但存在有些对照品价格昂贵、稳

定性差且专属性不强等问题，增加了甘草药材（饮

片）检测成本，为中药企业带来经济负担。 

为解决以上问题，本研究提出了基于“质-量”

双标的甘草质量分析方法。通过构建甘草对照药材

及 10 个不同产地甘草供试药材的特征图谱，以价

格低廉的对照药材为基准物质，通过评价对照药材
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和供试药材特征峰的相似度，可以用于判断甘草药

材的真伪，即“质”。通过准确定量 1 种内标物质化

学成分，计算甘草药材其余各特征峰的相对含量，

确定的各特征峰相对含量的下限能够区分甘草药材

优劣，即“量”。本研究所提出的甘草药材的“质-

量”控制方法能够有效判断药材的真伪优劣，形成

一个科学、可控的中药质量控制体系。 

本研究将与对照药材相似度好、信噪比大于

10、分离度大于 1.5 作为特征峰的选取依据，共确

定了 10 个特征峰。本实验采用质谱技术指认出的

特征峰化学成分主要为黄酮类和三萜皂苷类[13]，其

中黄酮类化合物包括芹糖甘草苷、甘草苷、芹糖异

甘草苷、异甘草苷，该类化合物具有镇咳祛痰[14-15]、

抗炎[16-18]、抗肿瘤[19-20]、抗氧化[21]、抗纤维化[22]等

多种药理活性。三萜皂苷类化合物为甘草酸，该化

合物具有抗炎、解毒、免疫调节、抗病毒、保肝和

稳定细胞膜等作用[23-25]。上述化学成分均为甘草发

挥其“清热解毒，祛痰止咳”功效和抗肿瘤、抗炎、

抗菌、抗病毒、肝脏保护等药理作用的主要生物活

性成分，说明本方法选择的特征峰能够较为科学地

反映甘草药材的药效。 

本实验所收集的市面所售不同产地供试品，旨

在建立基于“质-量”双标的甘草质量分析方法，所

收集的甘草供试药材与甘草对照药材的相似度均大

于 0.90[26]，说明所收集的甘草供试药材的特征峰化

学成分基本一致，但仅采用 10 批不同产地的药材

规定特征峰相对含量下限，缺乏全面性，因此，需

要更进一步大量收集不同产地、不同批次的药材，

完善该套方法，以期有效判断药材的真伪优劣，形

成一个科学、可控的中药质量控制体系，在满足药

材多项质量控制项的同时减轻企业需大量购买对照

品的经济压力，推动中医药事业可持续发展。 
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