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摘要： 目的　 基于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 定性 ／定量分析生、 炙甘草中水溶性成分。 方法　 采用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 正、 负离子模式对生、
炙甘草水溶性成分进行检测， 并以 Ｍａｒｋｅｒ Ｖｉｅｗ 软件分析甘草蜜炙前后的差异性成分； 在此基础上采用梯度波长 ＨＰＬＣ
法对生、 炙甘草 ８ 种主要差异性成分 （４ 种黄酮及 ４ 种三萜皂苷） 进行定量分析比较。 结果　 从中鉴定出 ３０ 种水溶

性差异性成分， 其中包括 １２ 种黄酮类和 １８ 种皂苷类； 其中黄酮类异甘草苷、 芹糖异甘草苷在蜜炙后平均含有量分别

上升 ５􀆰 １１％ 、 ２５􀆰 ９４％ ， 甘草苷、 芹糖甘草苷含有量分别下降 ２１􀆰 ７７％ 、 １８􀆰 ４３％ ， 而 ４ 种三萜皂苷平均含有量在蜜炙后

均出现下降， 幅度在 １０􀆰 ０７％ ～１６􀆰 ６９％ 。 结论　 该方法准确稳定， 重复性好， 可为炙甘草的炮制及质量评价研究提供

一定的参考。
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　 　 甘 草 为 豆 科 植 物 甘 草 Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ
Ｆｉｓｃｈ．、 胀果甘草 Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｉｎｆｌａｔａ Ｂａｔ． 或光果甘

草 Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｇｌａｂｒａ Ｌ． 的干燥根及根茎， 是最常

用的中药之一［１⁃２］。 历代以来， 甘草的临床应用以

生、 炙甘草为主， 其中炙甘草是由生甘草拌入炼蜜

后加热炮制而来［３］， 具有补脾和胃、 益气复脉之

功效［１］。 考虑到中药炮制功效的改变与化学成分

变化存在着密切的关系， 有研究采用 ＨＰＬＣ 指纹图

谱技术对甘草蜜炙前后色谱图进行比较， 发现生、
炙甘草中一些色谱峰面积存在差异［４⁃５］； 也有文献

对甘草蜜炙前后甘草苷、 甘草酸等主要指标性成分

进行定量分析研究， 结果显示在炮制过程中成分出

现了增减变化［６⁃７］。
本研究在前期研究的基础上［８⁃１０］， 采用 ＬＣ⁃

ＭＳ ／ ＭＳ 定性鉴别结合 Ｍａｒｋｅｒ Ｖｉｅｗ 软件分析， 系统

解析了生、 炙甘草水溶性差异成分， 进一步以

ＨＰＬＣ 梯度波长法检测了炮制前后黄酮及三萜皂苷

水溶性成分的含有量变化， 以期为炙甘草的炮制及

质量评价提供参考。
１　 材料

ＡＢ ＳＣＩＥＸ Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦＴＭ５６００ 质谱仪， 电喷雾离

子源 （ＥＳＩ）， Ａｎａｌｙｓｔ ＴＦ １􀆰 ６ 和 Ｐｅａｋ Ｖｉｅｗ １􀆰 ２ 软件

（美国 ＡＢ 公司）； Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ 高效液相色谱仪

（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＪＣＳ⁃１０００ 电子天平 （凯丰集

团有限公司）； ＡＬ２０４ 电子分析天平 （万分之一，
瑞士梅特勒⁃托利多仪器有限公司）； ＢＴ１２５Ｄ 分析

天平 （十万分之一， 德国赛多利斯科学仪器有限

公司）。
对照品芹糖甘草苷 （ ＪＢＺ１８０１０６⁃１３９， 纯度

９８􀆰 １％ ）、 芹糖异甘草苷 （ ＪＢＺ１８０２０５⁃８１３， 纯度

９８􀆰 ５％ ）、 异 甘 草 苷 （ ＪＢＺ１８０３１４⁃０１５， 纯 度

９８􀆰 ３％ ） 均购自南京金益柏生物科技有限公司； 对

照品甘草苷 （１１１６１０⁃２０１６０７， 纯度 ９３􀆰 １％ ）、 甘草

酸铵 （１１０７３１⁃２０１６１９， 纯度 ９７􀆰 ０％ ） 均购自中国

食品药品检定研究院； 对照品 ２２β⁃乙酰甘草酸、
甘草皂苷 Ｇ２、 乌拉尔皂苷 Ｂ， 均由实验室自制，
经 ＨＰＬＣ 分析， 纯度≥９９􀆰 ０％ 。 乙腈、 甲酸均为色

谱纯 （德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）， 水为 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水， 其

他试剂均为分析纯。
６ 批生甘草饮片购自内蒙古亿利资源集团有限

公司甘草分公司 （批号 ２０１８１１０１ ～ ２０１８１１０６）。 经

南京中医药大学鉴定教研室严辉副教授鉴定为豆科

植物甘草 Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｆｉｓｃｈ． 的干燥根和

根茎。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 炙甘草制备 　 蜜炙甘草， 取炼蜜 （１００ ｇ 生

甘草用炼蜜 ２５ ｇ） 加少量水稀释， 加入生甘草饮

片中拌匀， 稍焖， 用文火炒至深黄色、 透香气、 不

粘手时取出放凉。
２􀆰 ２　 供试品溶液制备　 取生甘草或炙甘草样品粉

末 （过 ３ 号筛） 约 ０􀆰 ５ ｇ， 精密称定， 加入水

２５ ｍＬ， 置 １００ ｍＬ 圆底烧瓶， 称定质量， 加热回

流 １ ｈ， 放至室温， 补足减失质量， 滤过， 精密移

取续滤液 ５ ｍＬ， 置 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容至刻

度， 摇匀， 离心 （８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， １０ ｍｉｎ） 取上清

液， 即得。
２􀆰 ３　 对照品溶液制备　 取 ８ 种对照品适量， 精密

称定， 加 ５０％ 甲醇溶解， 摇匀， 制成芹糖甘草苷、
甘草苷、 芹糖异甘草苷、 异甘草苷、 ２２β⁃乙酰甘草

酸、 甘草皂苷 Ｇ２、 甘草酸、 乌拉尔皂苷 Ｂ 质量浓

度分别 ２７２􀆰 ２０、 ２３１􀆰 ７１、 ６７􀆰 ５０、 ８６􀆰 ００、 ２４６􀆰 ６８、
２４２􀆰 ２４、 ７１５􀆰 ５６、 ９２􀆰 ００ ｍｇ ／ ｍＬ 的 混 合 对 照 品
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溶液。
２􀆰 ４　 色谱条件 　 Ｈｅｄｅｒａ Ｃ１８ 色谱柱 （ ４􀆰 ６ ｍｍ ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （ Ａ） ⁃０􀆰 ２％ 甲酸

（Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ １５ ｍｉｎ， １９％ ～ ２５％ Ａ； １５ ～
２５ ｍｉｎ， ２５％ ～３０％ Ａ； ２５～４１ ｍｉｎ， ３０％ ～４５％ Ａ，
４１ ～ ６０ ｍｉｎ， ４５％ ～ ７０％ Ａ ）； 体 积 流 量

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２５ ℃； ０ ～ １５ ｍｉｎ 在 ２７６ ｎｍ 下

检测芹糖甘草苷和甘草苷， １５ ～ ２５ ｍｉｎ 在 ３６０ ｎｍ
下检测芹糖异甘草苷和异甘草苷， ２５ ～ ６０ ｍｉｎ 在

２５４ ｎｍ 下检测 ２２β⁃乙酰甘草酸、 甘草皂苷 Ｇ２、 甘

草酸和乌拉尔皂苷 Ｂ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ５　 质谱条件　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）； 正、 负离

子检测模式； 一级质谱条件为扫描范围 ｍ ／ ｚ ５０～
１ ５００； 毛细管温度 ５５０ ℃； 离子喷雾空载电压

５ ５００ Ｖ ／ －４ ５００ Ｖ， 解簇电压 １００ Ｖ ／ －１００ Ｖ， 碰撞

能量 １０ Ｖ ／ －１０ Ｖ， 喷雾电压 ５ ５００ Ｖ， 解簇电压

１００ Ｖ； 二级质谱条件为扫描范围 ｍ ／ ｚ ５０ ～ １ ５００，
解簇电压 １００ Ｖ ／ －１００ Ｖ， 碰撞能量 ３５ Ｖ ／ －３５ Ｖ，
碰撞能量幅度－２０ Ｖ， 雾化器 ６０ ｐｓｉ （１ ｐｓｉ ＝ ６􀆰 ９８５
ｋＰａ）， 辅助加热器 ６０ ｐｓｉ， 气帘气 ４０ ｐｓｉ。
２􀆰 ６　 定性分析

２􀆰 ６􀆰 １　 差异性化合物分析　 按 “２􀆰 ２” “２􀆰 ３” 项

下方法制备供试品和对照品溶液。 采用正、 负离子

模式分别进行 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测， 结果显示， 在负离

子模式条件下生、 炙甘草中黄酮、 三萜皂苷类成分

的质谱响应值较高， 见图 １。

注： Ａ 为生甘草， Ｂ 为炙甘草。

图 １　 生、 炙甘草水溶性成分 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ （ ⁃） ＴＩＣ
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ （ ⁃） ＴＩＣ ｏｆ ｗａｔｅｒ⁃ｓｏｌｕｂｌｅ ｃｏｍｐｏ⁃

ｎｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ｒａｗ ａｎｄ ｈｏｎｅｙ⁃ｒｏａｓｔｅｄ ｌｉｃｏｒｉｃｅ

依据 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 所测样本保留时间、 各色谱峰

离子 响 应 强 度 和 二 级 质 谱 信 息， 在 Ｍａｒｋｅｒ
Ｖｉｅｗ１􀆰 ２􀆰 １ 软件中设置质谱处理参数为最小保留时

间 ３􀆰 ０ ｍｉｎ， 最大保留时间 ６０􀆰 ０ ｍｉｎ， 最小质荷比

宽度 １０×１０⁃６， 最小保留时间宽度 ６ ｓｃａｎｓ， 噪波阈

值 １００， 保留时间容差 １６ ｍｉｎ， 质荷比容差 １ ×
１０－６［１１］， 最大峰数目 ５００， 选择色谱峰响应值≥
ｅ３， 去除同位素峰； 进一步将生、 炙甘草两组 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 总离子流图导入 Ｍａｒｋｅｒ Ｖｉｅｗ 软件中， 对两

组数据进行 ｔ 检验， 获得差异性成分的 Ｌｏｇ （Ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ） ｖｅｒｓｕｓ ｐ⁃ｖａｌｕｅ 图， 见图 ２， 图中每个散点

代表一种差异性成分， 其位置离 Ｘ 轴越远， 代表

该成分在生、 炙甘草样本中的差异性越大； 以∣

Ｌｏｇ （Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ） ∣≥０􀆰 １０ 为界值， 筛选出了 ３３
种显著的差异性成分， 见图 １。

图 ２ 　 生、 炙甘草差异性成分 Ｌｏｇ （ Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ）
ｖｅｒｓｕｓ ｐ⁃ｖａｌｕｅ 图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｌｏｇ （Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ） ｖｅｒｓｕｓ ｐ⁃ｖａｌｕｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｒａｗ ａｎｄ ｈｏｎｅｙ⁃ｒｏａｓｔｅｄ ｌｉｃｏｒｉｃｅ

２􀆰 ６􀆰 ２　 差异性成分定性鉴别 　 依据相关数据库

Ｃｈｅｍｓｐｉｄｅｒ、 Ｓｃｉｆｉｎｄｅｒ 检索以及甘草化学成分研究

报道， 建立甘草化学成分数据库， 进而对各主要差

异性成分的质谱信息进行识别与矫正， 推测化合物

结构。 其中， 峰 ２， ４， ７， １７， １９， ２２ 和 ２４ 由对

照品对照进行了确认， 分别为芹糖甘草苷、 甘草

苷、 异甘草苷、 ２２β⁃乙酰甘草酸、 甘草皂苷 Ｇ２、
甘草酸和乌拉尔皂苷 Ｂ。 其他成分依据已建立的目

标数据库， 通过分子式匹配以及化合物质谱裂解碎

片信息进行结构鉴定［１２⁃１６］。 其中， 甘草黄酮类成

分在负离子模式下碎片信息丰富， 常见特征分子量

丢失 为 １５ Ｄａ （ ＣＨ３ ）、 １８ Ｄａ （ Ｈ２Ｏ）、 ３２ Ｄａ
（ＯＣＨ３）、 ５６ Ｄａ （ （ＣＨ３） ２ＣＨ ＝ ＣＨＣＨ３）、 １３２ Ｄａ
（芹糖）、 １６２ Ｄａ （葡萄糖） 等； 而三萜皂苷成分

在负离子模式下碎片信息较少， 而在正离子质谱中

可见糖取代基分子量丢失 １３２ Ｄａ （木糖）、 １４６ Ｄａ
（鼠李糖）、 １６２ Ｄａ （葡萄糖）、 １７６ Ｄａ （葡糖糖醛

酸）， 以及苷元上取代基的特征分子量丢失 ３０ Ｄａ
（Ｃ２４⁃ＯＨ）、 ３６ Ｄａ （２×１８， Ｃ２２⁃ＯＨ）、 ４６ Ｄａ （Ｃ２０⁃
ＣＯＯＨ）、 ６０ Ｄａ （Ｃ２２⁃ＯＡｃ） 等。
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以峰 １６ 为例， 在正离子模式下该化合物准分

子离子峰为 ｍ ／ ｚ ８２５􀆰 ４２５ ２ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋， 确定其分子

式为 Ｃ４２Ｈ６４Ｏ１６， 提示该化合物可能为 Ｕｒａｌｓａｐｏｎｉｎ
Ｃ； 此外， 在峰 １６ 的二级质谱中可见 ２ 个连续脱去

葡萄糖醛酸基的碎片离子 ｍ ／ ｚ ６４９􀆰 ３９３ ６ ［Ｍ＋Ｈ⁃
Ｃ６Ｈ８Ｏ６］

＋和 ４７３􀆰 ３６１ ７ ［Ｍ＋Ｈ⁃２Ｃ６Ｈ８Ｏ６］
＋， 确定结

构中有 ２ 个葡萄糖醛酸取代基， 同时从苷元离子连

续脱去 ２ 分子 Ｈ２Ｏ 可见碎片离子 ｍ ／ ｚ ４３７􀆰 ３６１ ７
［Ｍ＋Ｈ⁃２Ｃ６Ｈ８Ｏ６⁃２Ｈ２Ｏ］ ＋， 表明苷元结构 ２２ 位上有

羟基取代， 以上结构鉴定信息与 Ｕｒａｌｓａｐｏｎｉｎ Ｃ 相

一致， 最终峰 １６ 鉴定为 Ｕｒａｌｓａｐｏｎｉｎ Ｃ。 依据以上

差异性成分定性鉴定方法， 共推测鉴定了 ３０ 种成

分， 包括 １２ 种黄酮及 １８ 种三萜皂苷， 相关质谱信

息及化合物结构分别见表 １、 图 ３。
表 １　 甘草蜜炙前后差异性成分定性鉴别

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒａｗ ａｎｄ ｈｏｎｅｙ⁃ｒｏａｓｔｅｄ ｌｉｃｏｒｉｃｅ

序号 ｔＲ ／ ｍｉｎ
［Ｍ⁃Ｈ］ ⁃ ／

［Ｍ＋Ｈ］ ＋
分子式 主要碎片离子 成分 变化

１ ３􀆰 ７４ ５７９􀆰 １７７ ４ Ｃ２７Ｈ３２Ｏ１４ ４６１􀆰 ２，４１７􀆰 １，２５５􀆰 ８ 甘草苷元⁃７，４′⁃二葡萄糖苷 －

２＃ ９􀆰 ４６ ５４９􀆰 １６１ ４ Ｃ２６Ｈ３０Ｏ１３ ４１７􀆰 １，２５５􀆰 １，１３５􀆰 ０ 芹糖甘草苷 －

３ １０􀆰 ００ ４１７􀆰 １１９ １ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ１０ ２９７􀆰 １，２５５􀆰 １，１４８􀆰 ０， １３５􀆰 ０， 新甘草苷 －

４＃ １０􀆰 ５９ ４１７􀆰 １１９ １ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ９ ２５５􀆰 １，２１３􀆰 １，１４８􀆰 ０， １３５􀆰 ０ 甘草苷 －

５ １４􀆰 ８５ ６３５􀆰 １６１ ８ Ｃ２９Ｈ３２Ｏ１６ ６０１􀆰 ２，５６５􀆰 ２，２５５􀆰 ２ 未知 －

６ １６􀆰 ２４ ４５９􀆰 １１９ ５ Ｃ２４Ｈ２４Ｏ１２ ２５５􀆰 １，１３５􀆰 １ ６′⁃乙酰基甘草苷 －

７＃ ２１􀆰 ５９ ４１７􀆰 １１９ １ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ９ ２５５􀆰 １，１４８􀆰 ０，１３５􀆰 ０ 异甘草苷 ＋

８ ２２􀆰 ５７ ４１７􀆰 １１９ １ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ９ ２５５􀆰 ０，１４８􀆰 ０，１３５􀆰 ０ 新异甘草苷 －

９ ２５􀆰 ７２ ６３５􀆰 １６１ ８ Ｃ２９Ｈ３２Ｏ１６ ５９１􀆰 ２，５４９􀆰 ２，４５９􀆰 ２，２５５􀆰 １ 未知 －

１０∗ ２８􀆰 ３０ １ ００１􀆰 ４５５ ９ Ｃ４８Ｈ７２Ｏ２２ ８２５􀆰 ４，６４９􀆰 ４，６３１􀆰 ４，４８７􀆰 ３，４６９􀆰 ３，４５１􀆰 ３，４３９􀆰 ３ ２４⁃羟基甘草皂苷 Ａ３ －

１１∗ ２８􀆰 ６８ ２６９􀆰 ０８１ ２ Ｃ１６Ｈ１４Ｏ５ ２６９􀆰 １，１１７􀆰 １ 刺芒柄花素 －

１２∗ ３０􀆰 １２ ９５５􀆰 ４８７ ０ Ｃ４８Ｈ７４Ｏ１９ ８０９􀆰 ４，６３３􀆰 ４，４５７􀆰 ４，４３９􀆰 ４，４２１􀆰 ４ 乌拉尔甘草皂苷 Ｔ －

１３∗ ３０􀆰 ６１ ８９７􀆰 ４０９ ６ Ｃ４４Ｈ６４Ｏ１９ ７２１􀆰 ４，５４５􀆰 ３，５２７􀆰 ３，５０９􀆰 ３，４９７􀆰 ３ 乌拉尔甘草皂苷 Ｆ －

１４∗ ３２􀆰 ４０ １ ０２７􀆰 ５１７ １ Ｃ５０Ｈ７４Ｏ２２ ８８１􀆰 ４，７０５􀆰 ４，５２９􀆰 ４，５１１􀆰 ３，４５１􀆰 ３，４０５􀆰 ３ 乌拉尔甘草皂苷 Ｘ －

１５∗ ３３􀆰 ４７ ８５５􀆰 ３９９ ７ Ｃ４２Ｈ６２Ｏ１８ ６７９􀆰 ３，５０３􀆰 ３，４８５􀆰 ３，４６７􀆰 ３，４５５􀆰 ３ ２２ 羟基甘草皂苷 Ｇ２ ＋

１６∗ ３４􀆰 ０３ ８２５􀆰 ４２５ ２ Ｃ４２Ｈ６２Ｏ１６ ６４９􀆰 ４，４７３􀆰 ４，４５５􀆰 ３，４３７􀆰 ３ 乌拉尔甘草皂苷 Ｃ －

１７∗＃ ３４􀆰 ９４ ８８１􀆰 ４１５ ０ Ｃ４４Ｈ６４Ｏ１８ ７０５􀆰 ４，５２９􀆰 ４，５１１􀆰 ３，４５１􀆰 ３，４０５􀆰 ３ ２２β⁃乙酰基甘草醛 －

１８ ３７􀆰 １１ ８８１􀆰 ４１７ ６ Ｃ４４Ｈ６４Ｏ１８ ３５１􀆰 １，１９３􀆰 ０，８３９􀆰 ４，６６３􀆰 ４，６４５􀆰 ４，６２７􀆰 ４ 未知 －

１９∗＃ ３７􀆰 ８８ ８３９􀆰 ４０２ ４ Ｃ４２Ｈ６２Ｏ１７ ４８７􀆰 ３，４６９􀆰 ３，４５１􀆰 ３， ４３９􀆰 ３，４０５􀆰 ３ 甘草皂苷 Ｇ２ －

２０∗ ３８􀆰 １６ ９６９􀆰 ４６４ ８ Ｃ４８Ｈ７２Ｏ２０ ８２３􀆰 ４，６４７􀆰 ４，５９９􀆰 ４，４７１􀆰 ３，４５３􀆰 ３， ４３５􀆰 ３，４０７􀆰 ３ ｒｈａｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎ －

２１∗ ３９􀆰 ０３ ８３９􀆰 ４０２ ９ Ｃ４２Ｈ６２Ｏ１７ ６６３􀆰 ４，６４５􀆰 ４，６２７􀆰 ４，４８７􀆰 ３，４６９􀆰 ３，４５１􀆰 ３ 乌拉尔皂苷 Ｎ －

２２∗＃ ４０􀆰 ４７ ８２３􀆰 ３５２ ３ Ｃ４２Ｈ６２Ｏ１６ ６４７􀆰 ４，４７１􀆰 ３，４５３􀆰 ３，４３５􀆰 ３， ４０７􀆰 ３，３８９􀆰 ３ 甘草酸 －

２３∗ ４２􀆰 ０９ ８０９􀆰 ３０６ ８ Ｃ４２Ｈ６４Ｏ１５ ６３３􀆰 ３，５９７􀆰 ３，４５７􀆰 ３，４３９􀆰 ３，４２１􀆰 ３ 甘草皂苷 Ｂ２ －

２４∗＃ ４２􀆰 ６９ ８２３􀆰 ４０７ ６ Ｃ４２Ｈ６２Ｏ１５ ６４７􀆰 ３，４７１􀆰 ３，４５３􀆰 ３，４３５􀆰 ３，３５７􀆰 ２ 乌拉尔皂苷 Ｂ －

２５∗ ４２􀆰 ８９ ８２３􀆰 ４０７ １ Ｃ４２Ｈ６２Ｏ１６ ６４７􀆰 ４，６２９􀆰 ４，６１１􀆰 ４，５９３􀆰 ３，４７１􀆰 ３， ４５３􀆰 ３，４０７􀆰 ３ 甘草皂苷 Ｈ２ ＋

２６∗ ４４􀆰 ４４ ８２５􀆰 ４１９ ２ Ｃ４２Ｈ６４Ｏ１６ ６４９􀆰 ４，６３１􀆰 ４，６１３􀆰 ４，４５５􀆰 ４，４３７􀆰 ３， ４０９􀆰 ３，３９７􀆰 ３ 乌拉尔皂苷 Ｐ －

２７∗ ４５􀆰 ８８ ８０７􀆰 ３９２ ５ Ｃ４２Ｈ６２Ｏ１５ ７０９􀆰 ３，６３１􀆰 ４，４５５􀆰 ４，４３７􀆰 ３，４１９􀆰 ３ 乌拉尔皂苷 Ｗ －

２８∗ ４６􀆰 ６４ ８０７􀆰 ４１７ ２ Ｃ４２Ｈ６４Ｏ１５ ６３３􀆰 ４，４５７􀆰 ４，４３９􀆰 ４，４２１􀆰 ２，４０９􀆰 ３， ３５５􀆰 ３ ２２ 去羟基乌拉尔皂苷 Ｃ －

２９ ４９􀆰 ４９ ３６７􀆰 １１８ ７ Ｃ２１Ｈ２０Ｏ６ ３５７􀆰 １，３３９􀆰 １ 甘草瑞酮 －

３０∗ ５０􀆰 ４１ ６４７􀆰 ３７８ ９ Ｃ３６Ｈ５４Ｏ１０ ４７１􀆰 ３，４５３􀆰 ３，４３５􀆰 ３，３５７􀆰 ２ 单葡糖苷酸基甘草酸 ＋

３１ ５０􀆰 ８２ ３５１􀆰 ０８７ ４ Ｃ２０Ｈ１６Ｏ６ ３３５􀆰 １，３２１􀆰 ０，２８３􀆰 １，２６５􀆰 １，１９９􀆰 １ 甘草异黄酮 Ｂ ＋
３２ ５３􀆰 ３９ ３５３􀆰 １０３ １ Ｃ２０Ｈ１８Ｏ６ ２４３􀆰 １，２２７􀆰 １，１９９􀆰 １， １２５􀆰 ０ 甘草异黄烷酮 －
３３∗ ５９􀆰 ６２ ３９１􀆰 １９１ ５ Ｃ２５Ｈ２８Ｏ４ ２０３􀆰 １，１８７􀆰 １，１５９􀆰 １，１３２􀆰 １ 光甘草酚 ＋

　 　 注：＃为与对照品比对确定；∗为正离子模式下离子信息，其余为负离子模式信息；“－”表示峰面积减小，“＋”表示峰面积增加。

２􀆰 ７　 含有量变化分析　 为了更准确地评价炮制前

后主要特征差异性成分的含有量变化， 依据 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 数据及 Ｍａｒｋｅｒ Ｖｉｅｗ 软件分析， 选择了 ４ 种

黄酮 类 成 分 为 芹 糖 甘 草 苷 （ Ｑ⁃ＬＱ ）、 甘 草 苷

（ＬＱ）、 芹糖异甘草苷 （Ｑ⁃ＩＬＱ）、 异甘草苷 （ＩＬＱ）
及 ４ 个三萜皂苷类成分为 ２２β⁃乙酰甘草酸 （２２β⁃
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图 ３　 差异性成分结构

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ＡＧＡ）、 甘草皂苷 Ｇ２ （ ＬＳ⁃Ｇ２）、 甘草酸 （ ＧＡ）、
乌拉尔皂苷 Ｂ （ＵＳ⁃Ｂ） 为指标， 采用 ＨＰＬＣ 梯度

波长进行了含有量测定与对比分析， 见图 ４。
２􀆰 ７􀆰 １　 方法学考察

２􀆰 ７􀆰 １􀆰 １　 精密度试验 　 按 “２􀆰 ２” 项下方法制备

供试品溶液， 在 “２􀆰 ４” 项色谱条件下重复进样 ６
次， 测得 ４ 种黄酮和 ４ 种三萜皂苷的色谱峰保留时

间和峰面积 ＲＳＤ 均小于 ２􀆰 ０１％ ， 表明仪器精密度

良好。
２􀆰 ７􀆰 １􀆰 ２　 稳定性试验 　 按 “２􀆰 ２” 项下方法制备

供试品溶液， 在 “２􀆰 ４” 项色谱条件下， 分别于

０、 ２、 ４、 ６、 １２、 ２４ ｈ 进样， 测得 ４ 种黄酮和 ４
种三萜皂苷的色谱峰保留时间和峰面积 ＲＳＤ 均小

于 ２􀆰 ４４％ ， 表明供试品溶液在 ２４ ｈ 内稳定性

良好。
２􀆰 ７􀆰 １􀆰 ３　 重复性试验 　 精密称定同一批次样品 ６
份， 按 “ ２􀆰 ２ ” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 ４” 项色谱条件下分别进样， 测得 ４ 种黄酮和 ４

１． 芹糖甘草苷　 ２． 甘草苷　 ３． 芹糖异甘草苷　 ４． 异甘草苷　
５． ２２β⁃乙酰甘草酸　 ６． 甘草皂苷 Ｇ２　 ７． 甘草酸　 ８． 乌拉尔皂

苷 Ｂ
１． ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ ａｐｉｏｓｉｄｅ　 ２． ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ　 ３． ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ ａｐｉｏｓｉｄｅ
４． ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ 　 ５． ２２β⁃ａｃｅｔｏｘｙｌ⁃ｇｌｙｃｙｒｒｈａｌｄｅｈｙｄｅ 　 ６． ｌｉｃｏｒｉｃｅ
ｓａｐｏｎｉｎ Ｇ２　 ７． ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ　 ８． ｕｒａｌｓａｐｏｎｉｎ Ｂ

图 ４　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

种三萜皂苷的色谱峰相对保留时间和相对峰面积的

ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ８０％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ７􀆰 １􀆰 ４　 线性关系考察　 取 ８ 种对照品混合溶液

适量， 逐级稀释成系列浓度的混合对照品溶液， 分

别吸取 １０ μＬ， 在 “２􀆰 ４” 项色谱条件下进样， 以

峰面积为纵坐标 （Ｙ）， 各对照品质量浓度为横坐

标 （Ｘ）， 进行回归， 结果见表 ２。 表明各成分在各

自范围内线性关系良好。
表 ２　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 ｒ
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
芹糖甘草苷 Ｙ＝ １４􀆰 ９６５Ｘ＋１􀆰 １３１ ４ ０􀆰 ９９９ １ ２􀆰 １３～２７２􀆰 ２０
甘草苷 Ｙ＝ １８􀆰 ８５８Ｘ＋２􀆰 １３０ ６ ０􀆰 ９９９ ３ １􀆰 ８１～２３１􀆰 ７１
芹糖异甘草苷 Ｙ＝ ２９􀆰 ３５３Ｘ＋０􀆰 ７１４ ９ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ５３～６７􀆰 ５０
异甘草苷 Ｙ＝ ２９􀆰 ９８４ Ｘ＋０􀆰 ５４３ ９ ０􀆰 ９９９ ２ ０􀆰 ６７～８６􀆰 ００
２２β⁃乙酰甘草酸 Ｙ＝ ６９􀆰 ６８３Ｘ－０􀆰 ５２８ ４ ０􀆰 ９９９ １ １􀆰 ９３～２４６􀆰 ６８
甘草皂苷 Ｇ２ Ｙ＝ ５􀆰 ６５０ ５Ｘ－０􀆰 ３３４ １ ０􀆰 ９９９ ４ １􀆰 ８９～２４２􀆰 ２４
甘草酸 Ｙ＝ ７􀆰 ３３６Ｘ－３􀆰 ２８１ １ ０􀆰 ９９９ ６ ５􀆰 ５９～７１５􀆰 ５６
乌拉尔皂苷 Ｂ Ｙ＝ ２􀆰 ９８１ ７Ｘ－０􀆰 ０１３ ６ ０􀆰 ９９８ ６ ０􀆰 ７２～９２􀆰 ００

２􀆰 ７􀆰 ２　 差异性特征成分定量分析　 分别取 ６ 批生

甘草及 ６ 批炙甘草， 按 “２􀆰 ２” “２􀆰 ４” 项下方法分

别制备供试品溶液并进行测定， 以标准曲线计算 ８
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种成分的含有量， 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 软件进

行单因素方差分析。 结果显示， 生甘草在蜜炙后芹

糖甘草苷、 甘草苷、 ２２β⁃乙酰甘草酸、 甘草皂苷

Ｇ２、 甘草酸和乌拉尔皂苷 Ｂ 成分均下降 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 异甘草苷含有量升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 芹糖异

甘草苷变化无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ５。

注： Ｓ 为生甘草， Ｚ 为炙甘草。

图 ５　 生、 炙甘草中差异性特征成分含有量比较

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｒａｗ ａｎｄ ｈｏｎｅｙ⁃ｒｏａｓｔｅｄ ｌｉｃｏｒｉｃｅ

　 　 考虑到生甘草炮制过程中加入的炼蜜会对炙甘

草中成分的实际含有量产生影响， 参考文献 ［１７］
以每 １００ ｇ 炙甘草中含干燥蜂蜜量 １２ ｇ 计， 扣除蜂

蜜质量计算炙甘草各成分实际含有量。 结果显示，
黄酮类成分芹糖异甘草苷和异甘草苷平均含有量分

别上升 ５􀆰 １１％ 、 ２５􀆰 ９４％ ， 甘草苷和芹糖甘草苷含

有量分别下降 ２１􀆰 ７７％ 、 １８􀆰 ４３％ ， 而甘草酸等 ４ 种

三萜皂苷成分平均含有量均出现下降， 幅度在

１０􀆰 ０７％ ～１６􀆰 ６９％ ， 结果见表 ３。
表 ３　 生、炙甘草中各成分含有量变化 （ｘ±ｓ，ｎ＝６，ｍｇ·ｇ－１）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｉｎ ｒａｗ ａｎｄ

ｈｏｎｅｙ⁃ｒｏａｓｔｅｄ ｌｉｃｏｒｉｃｅ （ｘ±ｓ，ｎ＝６，ｍｇ·ｇ－１）

成分 生甘草 炙甘草
扣除蜂蜜后含

有量变化 ／ ％
芹糖甘草苷 ５􀆰 ７１３±０􀆰 ０９２ ４􀆰 ６６０±０􀆰 ０７１ －１８􀆰 ４３
甘草苷 ９􀆰 ０４３±０􀆰 １０７ ７􀆰 ０７４±０􀆰 ０７５ －２１􀆰 ７７
芹糖异甘草苷 ２􀆰 ４６７±０􀆰 ０５０ ２􀆰 ５９３±０􀆰 ０５８ ＋５􀆰 １１
异甘草苷 ２􀆰 ３８２±０􀆰 ０５９ ３􀆰 ０００±０􀆰 ０６９ ＋２５􀆰 ９４
２２β－乙酰甘草酸 ０􀆰 ２５７±０􀆰 ００９ ０􀆰 ２２０±０􀆰 ００９ －１４􀆰 ３９
甘草皂苷 Ｇ２ ４􀆰 ９５９±０􀆰 ０６７ ４􀆰 １３１±０􀆰 ０５４ －１６􀆰 ６９
甘草酸 ３３􀆰 ６００±０􀆰 ５１８ ２８􀆰 ４８０±０􀆰 ５２４ －１５􀆰 ２４
乌拉尔皂苷 Ｂ ３􀆰 ４９５±０􀆰 ０５９ ３􀆰 １４３±０􀆰 ０７３ －１０􀆰 ０７

３　 讨论

传统中医认为， 甘草经蜜炙后功效 “由清转

补”， 补脾和胃、 益气复脉功效增强， 有研究表

明， 甘草蜜炙后补脾益气药效作用增强， 且明显优

于生甘草及清炒品［１８］。 本实验通过开展蜜炙对甘

草化学成分的影响研究， 发现生、 炙甘草水溶性化

学成分存在一定的差异， 具体表现为， 甘草蜜炙后

芹糖异甘草苷和异甘草苷含有量上升， 芹糖甘草苷

和甘草苷含有量下降， 基于黄酮成分结构转化规

律， 应为二氢黄酮成分芹糖甘草苷和甘草苷在炮制

加热过程中 Ｂ 环开环转化为芹糖异甘草苷和异甘

草苷所致， 有文献表明异甘草苷等甘草黄酮类成分

具有抗心律失常［１９⁃２１］、 保护胃黏膜［２２］ 等作用。 炙

甘草 “益气复脉” 功效， 主要表现为增强抗心律

失常作用， 因此异黄酮类成分的转化及含有量提

升， 可能与炙甘草益气复脉功效的增强有关。
考虑甘草生、 炙品在传统临床使用、 配方颗粒

和经典名方开发均以水为溶剂进行提取或制备， 且

生、 炙甘草中主要活性成分黄酮和皂苷均具有一定

的水溶性， 因而本实验选择水回流提取的方式。 此

外， 在含有量测定过程中采用二极管阵列检测器对

检测波长进行了考察， 结果显示芹糖甘草苷和甘草

苷等二氢黄酮类成分在 ２７６ ｎｍ 波长条件下有较大

吸收， 芹糖异甘草苷和异甘草苷成分在 ３６０ ｎｍ 波

长条件下吸收较强， 而三萜皂苷类成分如甘草酸等

在 ２５４ ｎｍ 波长吸收强度最强， 因此本实验选择了

梯度波长进行检测。
本实验研究方法能够快速、 系统地分析甘草蜜

炙前后黄酮及三萜皂苷的成分变化， 而差异性组分

的解析可为炙甘草炮制及质量标准研究提供一定的

依据。 但甘草中除了黄酮及三萜皂苷类成分外， 还

含有多糖及寡糖类组分［２３］， 辅料蜂蜜也含有果糖、
葡萄糖等成分［２４］， 在甘草蜜炙过程中糖类组分如

何发生变化， 尚待后续作进一步探索。
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