
４７

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年６月５日 第３０卷第１１期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．１１牞Ｊｕｎｅ５牞２０２１

基金项目：２０１９年广东省中医药局面上科研项目犤２０１９１３２５犦；２０１８年韶关市卫生计生科研项目犤Ｙ１８０８２犦；广东省高校大学生创
新创业训练计划项目犤２０１８１２１２１１５８犦；广东省医院药学研究基金犤２０１８Ａ２５犦。

第一作者：林晓春，男，硕士研究生，副主任药师，研究方向为医院药学，（电子信箱）ｘｉａｏｃｈｕｎｌｌ＠１６３．ｃｏｍ。
△通信作者：翁立冬，男，大学本科，实验师，研究方向为药物制剂，（电子信箱）３７３７０６１４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００６－４９３１．２０２１．１１．０１３

甘草总黄酮为甘草的主要有效成分，具有显著抗应

激、镇痛、抗炎、抗自由基损伤、调节免疫功能、促进上皮

细胞增殖、修复黏膜完整性等多种生物活性作用犤１－５犦。

前期研究中以其为主药制备了甘草总黄酮双层缓释

口腔贴膜，所得贴膜生物性能良好犤６犦，并具有良好的抗

炎、镇痛、促进黏膜完整性修复的作用，但尚不明确其

主要成分和质控指标。甘草总黄酮的成分包含水溶性

和脂溶性，化学成分有黄酮类、异黄酮类、查尔酮和二

氢黄酮类，其中二氢查尔酮和查尔酮是甘草总黄酮的

主要成分，且甘草查尔酮 Ａ和甘草素分别为其代表成

分及活性成分。本研究中建立了同时测定甘草总黄酮口

腔贴膜中甘草查尔酮 Ａ和甘草素含量的高效液相色谱
法，为甘草总黄酮口腔贴膜的质量控制提供参考。现报

道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ａｇｌｉｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（美国安捷伦公
司）；ＢＳＡ１２４Ｓ型电子天平（德国赛多利斯公司，精度为
万分之一）；ＫＱ－３００ＥＳ型超声波清洗器（昆山市超声
仪器有限公司，功率为３００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）。

高效液相色谱法同时测定甘草总黄酮口腔贴膜中
甘草查尔酮Ａ和甘草素含量

林晓春 １，李旭桂 １，张志勤 ２，郑锦坤 １，翁立冬 ２△

（１．广东省粤北人民医院，广东 韶关 ５１２０２５； ２．南方医科大学中医药学院，广东 广州 ５１０５１５）
摘要：目的 建立同时测定甘草总黄酮口腔贴膜中甘草查尔酮Ａ和甘草素含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为ＡｇｌｉｅｎｔＨＣ－Ｃ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈牗Ａ牘－０．１％磷酸溶液牗Ｂ牘，梯度洗脱牗０～１０ｍｉｎ时 ２０％Ａ～３０％Ａ，１０～３０ｍｉｎ时 ３０％Ａ～
４５％Ａ，３０～４０ｍｉｎ时 ４５％Ａ～６０％Ａ，４０～５０ｍｉｎ时 ６０％Ａ～９０％Ａ），流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ２７６ｎｍ（０～３０ｍｉｎ）、３６５ｎｍ
（３０～５０ｍｉｎ），柱温为３０℃，进样量为１０μＬ。结果 甘草查尔酮Ａ、甘草素的质量浓度分别在４．１６～１６６．４０μｇ／ｍＬ和０．３８４～１５．３６０μｇ／ｍＬ
范围内与峰面积线性关系良好，精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于 ３％；平均加样回收率分别为 ９９．０４％和 ９８．８１％，ＲＳＤ分
别为１．０６％和１．１３％（ｎ＝９）。结论 该方法操作简便、专属性强、准确度高，可用于甘草总黄酮口腔贴膜中甘草查尔酮 Ａ和甘草素的
含量测定。

关键词：高效液相色谱法；甘草总黄酮口腔贴膜；甘草查尔酮 Ａ；甘草素；含量测定
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ａｎｄｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎｉｎＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃＦｌａｖｏｎｅＯｒａｌＰａｔｃｈ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓＡｇｌｉｅｎｔＨＣ－Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ牗Ａ牘－０．１％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ牗Ｂ牘ｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ（０－１０ｍｉｎ，２０％Ａ－
３０％Ａ；１０－３０ｍｉｎ，３０％Ａ－４５％Ａ；３０－４０ｍｉｎ，４５％Ａ－６０％Ａ；４０－５０ｍｉｎ，６０％Ａ－９０％Ａ），ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１．０ｍＬ／ｍｉｎ，ｔｈｅｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｗｅｒｅ２７６ｎｍ（０－３０ｍｉｎ）ａｎｄ３６５ｎｍ（３０－５０ｍｉｎ），ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃，ａｎｄｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ
ｗａｓ１０μＬ．Ｒｅｓｕｌｔｓ ＴｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆｌｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＡａｎｄｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎｗｅｒｅ４．１６－１６６．４０μｇ／ｍＬ，０．３８４－１５．３６０μｇ／ｍＬ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＲＳＤｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｓｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ３％．ＴｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｌｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＡａｎｄｌｉｑｕｉｒｉｔｉ
ｇｅｎｉｎｗｅｒｅ９９．０４％（ＲＳＤ＝１．０６％，ｎ＝９）ａｎｄ９８．８１％（ＲＳＤ＝１．１３％，ｎ＝９），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｎｄａｃｃｕｒａｔｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｌｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＡａｎｄｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎｉｎＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃＦｌａｖｏｎｅＯｒａｌＰａｔｃｈ．
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１．２ 试药

甘草查尔酮 Ａ对照品（批号为 １５０９２４，含量为
９８．５％），甘草素对照品（批号为 １４０８２７，含量为
９８．８％），均购自成都克洛玛生物科技有限公司；甘草总
黄酮口腔贴膜（自制，批号分别为 ２０１８１２１３－０１，
２０１８１２１３－０２，２０１８１２１３－０３）；乙腈、甲醇牗色谱纯，德
国默克公司牘；磷酸（分析纯，广东光华化学厂有限公司）。
２ 方法与结果

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＨＣ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：乙腈（Ａ）－０．１％磷酸溶液（Ｂ），梯度洗脱（０～
１０ｍｉｎ时２０％Ａ～３０％Ａ，１０～３０ｍｉｎ时３０％Ａ～４５％Ａ，
３０～４０ｍｉｎ时 ４５％Ａ～６０％Ａ，４０～５０ｍｉｎ时 ６０％Ａ～
９０％Ａ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２７６ｎｍ（０～３０ｍｉｎ），
３６５ｎｍ（３０～５０ｍｉｎ）；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。
２．２ 溶液制备

取甘草查尔酮 Ａ对照品和甘草素对照品适量，精
密称定，加甲醇溶解，置２５ｍＬ容量瓶中定容，分别制成
每 １ｍＬ甲醇含甘草查尔酮 Ａ２０８μｇ、甘草素 １９．２μｇ
的对照品溶液。取甘草总黄酮口腔贴膜 ０．３ｇ，精密称
定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇 ３０ｍＬ，称定质
量，超声处理３０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用甲醇补足减
失的质量，滤过，即得供试品溶液。按样品制备方法制备

不含甘草总黄酮的口腔贴膜，依法制备不含甘草总黄酮

的阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察

专属性试验：取２．２项下３种溶液各１０μＬ，按２．１
项下色谱条件进样测定。结果供试品溶液色谱中，有 ２
个与对照品溶液色谱相对应的色谱峰，阴性对照无干

扰。详见图１。
线性关系考察：分别精密吸取２．２项下含甘草查尔

酮 Ａ和甘草素的对照品溶液 ０．１，０．５，１．０，２．０，３．０，
４．０ｍＬ，加甲醇定容至５．０ｍＬ，按２．１项下色谱条件分
别进样 １０μＬ，测定峰面积。以质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为

横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标绘制标准曲线，得回归方
程，甘草查尔酮 Ａ为 Ｙ＝６１３５．７Ｘ＋３１．０２９（Ｒ２＝
０．９９９９，ｎ＝６），甘草素为 Ｙ＝１６５２９Ｘ＋５６１９７（Ｒ２＝
０．９９９９，ｎ＝６）。结果表明，甘草查尔酮 Ａ和甘草素的
质量浓度分别在 ４．１６～１６６．４０μｇ／ｍＬ和 ０．３８４～
１５．３６０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

检测限考察：将混合对照品溶液逐步稀释后，分别

精密吸取１０μＬ，注入高效液相色谱仪，测定，以信噪比
（Ｓ／Ｎ）为 ３考察检测限。结果甘草查尔酮 Ａ和甘草素
的检测限分别为０．１３μｇ／ｍＬ和０．０９６μｇ／ｍＬ。

精密度试验：精密吸取甘草查尔酮Ａ（１４２．０μｇ／ｍＬ）
和甘草素（１６．０μｇ／ｍＬ）的混合对照品溶液，过滤，吸取
续滤液１０μＬ，连续进样测定６次。结果甘草查尔酮Ａ和
甘草素的平均峰面积分别为 ３９９９．５和 １１２６．７，ＲＳＤ
为１．１１％和１．１０％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取０．３ｇ样品，精密称定，依法制备供
试品溶液，分别于０，６，１２，１８，２４ｈ时进样测定峰面积，
计算含量。结果甘草查尔酮 Ａ和甘草素的 ＲＳＤ分别为
０．７７％和１．７２％（ｎ＝５），表明供试品溶液２４ｈ内稳定。

重复性试验：取样品６份，依法制备供试品溶液，分
别精密吸取１０μＬ，进样测定峰面积，计算含量。结果甘
草查尔酮 Ａ和甘草素的含量分别为 １０．２２５７ｍｇ／ｇ和
０．６９３３ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ分别为 ２．０２％和 ２．４５％（ｎ＝６），
表明方法重复性好。

加样回收试验：取甘草查尔酮 Ａ对照品和甘草素
对照品适量，精密称定，加甲醇溶解，置 ２５．０ｍＬ容量
瓶中，配制成混合对照品溶液（含甘草查尔酮 Ａ
１０５．００μｇ／ｍＬ，甘草素６．５０μｇ／ｍＬ），取已知含量的甘
草总黄酮膜剂（含甘草查尔酮 Ａ１０２．４２６４μｇ／ｍＬ，甘
草素６．９４５６μｇ／ｍＬ）０．３ｇ，精密称定，依法制备供试品溶
液，分别精密量取供试品溶液０．５，１．０，２．０ｍＬ，置５ｍＬ
容量瓶中，精密加入１．０ｍＬ混合对照品溶液，用甲醇定
容至刻度，过滤，分别取续滤液 １０μＬ，进样测定，记录
色谱峰面积，并计算加样回收率。结果见表１。

Ａ Ｂ Ｃ

ｍＡＵ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５
ｔ／ｍｉｎ

８００
６００
４００
２００
０

１
１８．６１０

２
４２．０５３

ｍＡＵ

１６０

１２０

８０

４０

０
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５

ｔ／ｍｉｎ

２
４２．１０７

ｍＡＵ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５
ｔ／ｍｉｎ

１５０

１００

５０

０
１８．４７２
１

１．甘草素 ２．甘草查尔酮Ａ
Ａ．供试品溶液 Ｂ．对照品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液

图１ 高效液相色谱图

１．ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ ２．ｌｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＡ
Ａ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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４９

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年６月５日 第３０卷第１１期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．１１牞Ｊｕｎｅ５牞２０２１

样品含量（μｇ） 加入量（μｇ） 测得量（μｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

Ａ
５１．２１３２
５１．２１３２
５１．２１３２
１０２．４２６４
１０２．４２６４
１０２．４２６４
２０４．８５２８
２０４．８５２８
２０４．８５２８

Ｂ
３．４７２８
３．４７２８
３．４７２８
６．９４５６
６．９４５６
６．９４５６
１３．８９１２
１３．８９１２
１３．８９１２

Ａ
１０５．００
１０５．００
１０５．００
１０５．００
１０５．００
１０５．００
１０５．００
１０５．００
１０５．００

Ｂ
６．５０
６．５０
６．５０
６．５０
６．５０
６．５０
６．５０
６．５０
６．５０

Ａ
１５４．６０８７
１５５．２９６５
１５５．９１４６
２０５．２２１８
２０４．７８６２
２０５．７３２５
３１０．５３８４
３０９．４１２７
３０９．９２７２

Ｂ
９．９２４４
９．８４４８
９．８７８２
１３．３３１５
１３．２４９９
１３．４３２６
２０．４１０２
２０．３４５７
２０．４１２３

Ａ
９８．４７
９９．１３
９９．７２
９７．９０
９７．４９
９８．３９
１００．６５
９９．５８
１００．０７

Ｂ
９９．２６
９８．０３
９８．５４
９８．２４
９６．９９
９９．８０
１００．２９
９９．３０
１００．３２

Ａ

９９．０４

Ｂ

９８．８１

Ａ

１．０６

Ｂ

１．１３

注：Ａ为甘草查尔酮 Ａ，Ｂ为甘草素。
Ｎｏｔｅ牶ＡｉｓｌｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＡ牞Ｂｉｓｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ．

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓ（ｎ＝９）

２．４ 样品含量测定

取３批（批号分别为２０１８１２１３－０１，２０１８１２１３－０２，
２０１８１２１３－０３）样品各 ０．３ｇ，精密称定，依法制备供试
品溶液，分别精密吸取１０μＬ进样测定，记录峰面积，并
分别计算含量。结果甘草查尔酮 Ａ和甘草素的平均含
量分别为１０２．２０８３ｍｇ／ｇ和０．６９３５ｍｇ／ｇ。
３ 讨论

３．１ 提取方法选择

甘草总黄酮的含量测定多采用超声波提取、微波提

取、萃取等方法犤７－１０犦。口腔贴膜以交联羧甲基纤维素钠、

海藻酸钠（ＡＬＧ）、聚乙烯醇为载药层膜材料，甘草总
黄酮分散在缓释凝胶骨架中，采用超声提取方法可促

使药物从骨架中充分溶解、释放，故提取方法确定为

超声提取。

３．２ 提取溶剂选择

考察了不同提取溶液（甲醇、乙醇、７０％乙醇、水）下
甘草查尔酮 Ａ和甘草素的含量，结果采用甲醇和 ７０％
乙醇为提取溶剂时甘草查尔酮 Ａ和甘草素的含量最
高，结合流动相的选择，且载药膜材料的 ＡＬＧ、甘油、吐
温为水溶性基质，７０％乙醇可导致基质溶解、释放，进而
干扰含量的测定，故提取溶剂确定为甲醇。

３．３ 洗脱方法选择犤１１－１２犦

甘草查尔酮 Ａ为查尔酮类黄酮，甘草素为二氢黄
酮类，两者极性不同，通过改变乙腈洗脱浓度，由低到高

增加流动相极性，可使甘草查尔酮 Ａ和甘草素在适宜
的保留时间内洗脱出来，故洗脱方法确定为梯度洗脱。

３．４ 检测波长选择

甘草查尔酮Ａ和甘草素的最大吸收波长不同，故检
测波长选择０～３０ｍｉｎ时２７６ｎｍ、３０～５０ｍｉｎ时３６５ｎｍ。
３．５ 方法评价

本研究中建立的方法操作简便、专属性强、准确度

高，可用于甘草总黄酮口腔贴膜中甘草查尔酮 Ａ和甘

草素的含量测定。
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