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生物样品中甘草酸及其代谢产物检测方法的研究进展
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摘要: 对国内外采用高效液相色谱、气相色谱、高效液相色谱 -质谱、气相色谱 -质谱联用技术和酶联免疫技术等方法检测生

物样品中甘草酸及其代谢物甘草次酸的含量进行了综述,为甘草酸类制剂的进一步开发和体内监测提供参考。
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Abstract: This art icle rev iew ed the detectionme thods of glycyrrh izin and its metabolins g lycyrrhetic ac id in b iolog-i

ca l spec imens byHPLC, GC, LC- M S /M S, GC- M Smethods, enzym e- linked immunosorbent assay etc. in dom es-

t ic and abroad. Such methods w ill prov idew ith reference for the deve lopments o f g lycyrrh izin preparat ion and c linic

mon ito ring.
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  甘草酸 ( g lycyrrh izin) 是中药甘草的主要作用

成分, 具有保护肝细胞膜、抗炎、免疫调节、类固醇样

及抑制病毒增殖、灭活病毒等作用。甘草酸为五环

三萜类化合物, 其分子结构中含一分子甘草次酸

( g lycy rrhet ic ac id)和两分子葡萄糖醛酸,在体内经 B

-葡萄糖醛酸酶作用水解成甘草次酸进入循环,口

服给药后,甘草酸少量以原形而大部分以代谢物形

式吸收,由于甘草酸的血药浓度常在检测限以下,多

以代谢产物甘草次酸作为评价其体内过程的主要指

标。甘草酸和甘草次酸极性差别大, 血浆蛋白结合

率均在 90%以上
[ 1]
,因此, 提取方法、检测方法和检

测条件的选择对检测结果影响很大。本文对近年在

生物样品中甘草酸及其代谢产物主要检测方法的研

究进展做一综述。

1 高效液相色谱法

高效液相色谱 ( HPLC )法具有柱效高、分离速

度快、适用范围广和操作方便等优点,是应用最为广

泛的检测生物样品中甘草酸及其代谢产物的主要方

法。

111 国内研究进展
我国于 20世纪 90年代初开始用 HPLC法检测

给予甘草酸后在生物体内的过程,近 10年国内的研

究者对此进行了较深入的研究, 对生物样品中甘草

酸的检测情况总结于表 1。

国内研究者采用 HPLC法主要对小鼠、大鼠和

健康人体的血浆和组织匀浆
[ 3]
中的样品进行检测,

均为单剂量给药。 ig给药剂量大于 300 mg# mL
- 1

可检测出甘草酸,可见甘草酸具有第一关卡效应,只
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表 1 国内检测生物样品中甘草酸及其代谢产物的 HPLC分析条件

Tab 1 HPLC analysis cond ition s of glycyrrh izin and its m etabolins in the dom estic

检测对象

( de tection

object iv e)

给药方式及剂量

( adm inistra tion

and dosage)

色谱柱

( co lumn)

流动相及流速

(mobile phase

and flow rate)

内标

( interna l

standard)

UV检测

波长

( waveleng th)

/ nm

最低检测限

( detection

lmi it) /Lg

# mL- 1

文献序

号 ( R ef

ser ials)

plasma o fm ice: trace

GL

iv, 50 mg# kg- 1GL injec-

t ion

ODS C18 ( 5 Lm, 416

mm @ 250mm)

CH 3OH- H2O - CH 3CN- iceHAc

( 60B23B16B1); 1 mL# m in- 1

hydrocortisone

(氢化可的松 )

252 1 2

plasma and homoge-

nate of m ice: A- or

B- GL

iv, 53 mg# kg - 1A- GL or

B- GL injection

ODSIII ( 5 Lm, 415

mm @ 150mm)

CH 3CN - phospha te buffer ( conta-i

n ing 0123 mo l# L- 1 Na
2
HPO

4
, 011

mmo l# L- 1EDTA; pH714) ( 15B

85); 1mL# m in- 1

ex terna l standard

me thod (外 标

法 )

250 / 3

plasma o f ra:t GL ig, 600 mg# kg- 1 Intersil ODS - 3 ( 5

Lm, 416 mm @ 150

mm)

CH 3OH- H2O -HA c( 88B11B1); 1

mL# min- 1

dipheny l(联苯 ) 250 01228 4

plasma o f ra:t GL

and GA

ig, 500 mg# kg - 1 ODS C18 ( 5 Lm, 416

mm @ 200mm)

CH
3
OH- 5 mmo l# L- 1 tetrabu-

ty lammonium brom ide so lution

(GL: 80B 20, PH316, 018 mL #

min- 1; GA: 90B10, PH 316, 110mL

# m in- 1)

GL: diphenyl(联

苯 ); GA: me thy l

g lycyrrhetate (甘

草次酸甲酯 )

GL: 258;

GA: 248

013 5

plasma o f ra:t GL

and GA

sublingually iv (舌 下静

注 ), monoammonium g ly-

cyrrhizinate and its lipo-

some; 20 mg# kg- 1

YMC- P ack ODS- A

( 5 Lm, 610 mm @ 150

mm)

CH
3
OH- H

2
O - iceHA c- 5%  

NH 4A c( 77B23B1B015); 1 mL#

min- 1

progesterone (黄

体酮 )

250 2 ng 6

homogenate o f ra:t A

- o rB-GL

tail iv (尾部静注 ), 21 mg

# kg- 1A-GL or B- GL

ODS ( 5 Lm, 415 mm

@ 150 mm)

CH
3
OH- H

2
Ò - ice HAc- tr ieth-

ylam ine( 75B24B1B015); 1 mL#

min- 1

bipheny l(联苯 ) 250 / 7

plasma of hea lthy

volunteer: 18A- GL

iv, 200 mg magnesium iso-

g lycy rrh izinate

Hypersil ODS2 ( 5

Lm, 416 mm @ 300

mm)

CH 3CN - 0123 mol# L- 1 phos-

phate buffer ( pH714) ( 21B79); 1

mL# min- 1

ex terna l standard

me thod (外 标

法 )

250 011 8

plasma of hea lthy

volunteer: GL and

GA

ig, GL tablet or liposome

( contain 1 g GL )

C18( 10 Lm, 4 mm @

250mm)

CH 3OH - H 2O - HA c- tr iethy-l

am ine ( 87 B12115 B013 B 0155,

pH514); 1 mL# min- 1

/ 254 011 9

plasma of hea lthy

volunteer: GA

ig, ex tractum g lycyrrhizae

liqu idum

Nova- PaK C18 ( 416

Lm, 319 mm @ 150

mm)

CH 3CN - 2% HAc ( 55B45); 1mL

# m in- 1

/ 254 31138

ng#

mL- 1

10

注 ( no te ): GL: 甘草酸 ( g lycyrrh izin); GA: 甘草次酸 ( g ly cy rrhe tic acid)

有在高剂量 ig给药 100~ 500 mg# kg
- 1
后, 才能在

血浆中检测到甘草酸; iv后可检测出甘草酸和甘草

次酸。文献报道多以甲醇或乙腈
[ 9]
除蛋白提取样

品, 范益等
[ 3]
用二氯甲烷提取甘草次酸, 最低的检

测浓度为 011 Lg# mL
- 1
, 吴琳华等

[ 10]
用氯仿热回

流提取,沉淀蛋白和提取药物同时完成, 检测限为

31138 ng# mL
- 1
, 灵敏度高于其余方法。检测波

长范围 250~ 258 nm, 内标选择有氢化可的松、联

苯、黄体酮和甘草次酸甲酯, HPLC法可作为简便、

快速测定生物样品中甘草酸和甘草次酸的定性定

量方法。

112 国外研究进展
国外于 20世纪 70年代末开始用 HPLC法进行

甘草酸的药动学和药效学等方面研究,日本学者在

这方面有较多探索,吴锡铭
[ 11]
对此进行了综述。近

10年, 随着 HPLC的不断发展,以 HPLC法进行甘草

酸的体内研究日渐深入,更趋完善,对生物样品中甘

草酸的检测情况总结于表 2。
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表 2 国外进行生物样品中甘草酸及代谢产物的 HPLC分析条件

Tab 2 HPLC analysis cond itions of glycyrrh izin and itsm e tabolin s in abroad

检测对象

( detec tion

objective)

给药方式及剂量

( adm inistration and

dosage)

流动相及流速

( mobile phase and

flow rate)

色谱柱

( column)

柱温

( co lumn

temp) /e

内标 ( internal

standard)

UV检测

波长

( waveleng th)

/ nm

最低检测限

( detection

lmi it) /

Lg# mL- 1

文献

序号

(R ef

ser ia ls)

plasma and liver ho-

mogenate o f m ice: ( A

- , B- )GL and GA

iv, 10 mg# kg- 1 CH 3OH -H 2O - 25% ammonia so-

lution- 60% perchlor ic ( GL: 53B47

B015B015, 018 mL# min- 1, GA: 80

B20B015B015, 110 mL# min- 1)

Nuc leosil 5 C18

( 5 Lm, 416 mm

@ 250 mm)

40 e / 254 / 12

plasma o f ra:t GL and

GA

ig, 100 mg# kg- 1 CH 3OH - CH 3CN - H 2O - HAC

(GL: 24B29B47B1; GA: 58B18B24B

1) . 018 mL# min- 1

Hypersil C18 ( 5

Lm, 416 mm @
250 mm)

room temp GL: D ipheny l(联

苯 ); GA: Nan-

drolone pheny-l

propionate(苯丙

酸去甲睾酮 )

254 GL: 015;
GA: 012

13

plasma and gastro intes-

tinal tract o f ra:t GL

and GA; bile: GL

ig, 200 mg# kg- 1

GL; iv, 100 mg#

kg- 1GL or 20 mg

# kg- 1GA

GL: CH 3OH - pH412 phosphate

buffer ( 6815mmol# L - 1 NaH 2PO4

- 3812 mmo l# L- 1 H
3
PO4; ) ( 5

B2); GA: CH 3CN - 10 mmol# L - 1

NH 4Ac ( 1B1). 1mL# m in- 1

Inertsil ODS- 2

( 5 Lm, 416 mm

@ 150 mm)

/  / 245 / 14

incuba tion m ix tures of

rat feces: GL, GA and

itsmetabolites

incuba tion o f g ly-

cyrrhizin with rat

feces.

containing aqueous phosphoric ac id

and ace tonitrile by grad ient system.

012mL# min- 1

TSK gel ODS -

80TsQA ( 5 Lm,

210 mm @ 150

mm)

25 e / 254 012 pmol 15

rat and human plasma:

GL and GA

ig, ¹ 160 or 480 mg

# kg- 1 GL; º
2092 o r 6276 mg#

kg- 1licor ice extract

CH 3CN -H 2O(GL: 36B64; 1 mL#

min- 1); CH
3
OH- H

2
O (GA: 83B

17; 0185 mL# m in- 1)

/ room temp paraben (对羟

基苯甲酸酯 )

251 GL: ( rat

0115;

human:

0125)

GA: 0115

16

serum o f rabb i:t GL;

F eces o f rabbi:t GA and

3- dehydrog lycyrrhe tic

acid

ig, 150 mg# kg- 1

GL

CH 3CN - 1% HAc (GL: 36B64; GA

and 3- dehydrog lycyrrhetic ac id: 67

B33). 1mL# min- 1

L iChrospher 100

RP- 18e( 5 Lm,

410 mm @ 250

mm)

/  GL: propy lpara-

ben (对羟苯甲

酸丙酯 ); GA: 2

- methylanthra-

qu inone ( 2- 甲

基蒽醌 )

248 / 17

dog plasma: 18A- and

18B- GA

GA and GL were

added directly dog

plasma

H
2
O - CH

3
OH - 60% perchlor ic

acid ( 45B55B015, adjust pH 810 by

25% ammonia solution). 018 mL#

min- 1.

Nuc leosilODS( 5

Lm, 416 mm @
150 mm)

50 e indome thac in(吲

哚美辛 )

254 / 18

plasma of patients w ith

chronic hepatitis C in-

fection: GL

iv, a sing le do se or

mu ltiple doses

CH 3CN - citrate buffer. 016 mL#

min- 1

ChromSpher -

5C8( 5 Lm, 3mm

@ 200 mm)

ambient

temp

propy lparaben

(对羟苯甲酸丙

酯 )

250 015 19

urine o f healthy vo lun-

teer: GL; plasma of

hea lthy voluntee: GA

and GAMA

ig, 100 mg GL CH 3CN -H 2O ( 67B37, conta ining 2

mmo l# L- 1 tetra- n- amylammo-

nium ). 111 mL# m in- 1;

Capcell 5C18

SG120 ( 6 mm @
150 mm)

45 e capric acid (癸

酸 );

exc itation: 33;

em ission: 395

015 20

human serum: GL ig, therapeutic dose

( 80 mgGL)

CH 3CN -H 2O ( 37B63, pH 210, ad-

justed w ith perchlor ic ac id). 011

mL# min- 1

Capcell Pak C18

UG120 ( 5 Lm,

415 mm @ 150

mm)

40 e butylp -

hydroxybenzoate

(丁基 p - 羟基

苯甲酸甲酯 )

254 011 21

注 ( N ote): GL: 甘草酸 ( g ly cy rrhizin) ; GA: 甘草次酸 ( gly cy rrhetic acid) ; GAMG: 甘草次酸单葡萄糖醛酸 ( g ly cy rrhe tic acid mono- glucuron ide)
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  采用 HPLC法对生物样品中甘草酸及其代谢物

的研究国外比国内作了更多的探索, 实验对象有小

鼠、大鼠、狗、家兔、健康人体及丙型肝炎患者, 生物

样品来源于血浆、血清、组织匀浆、胆汁及排泄物等,

大多数采取单剂量 ig或 iv,也有多剂量 iv
[ 19]
或厌氧

条件下温孵
[ 15 ]

,而生物样品的提取方法、内标的选

择均与国内文献有较大不同。因此, 国外对甘草酸

及其代谢物的体内分析在实验对象的选择、样品处

理方法以及检测条件等方面都远比国内作了更多的

探索, 为今后采用 HPLC法更有效地进行甘草类制

剂的体内过程研究提供了参考。

2 气相色谱法

气相色谱 ( GC )法在甘草酸的生物样品检测中

应用较少。吕坚等
[ 22]
建立了生物样品中微量 18A

-和 18A-甘草酸、甘草次酸的气相色谱测定法,色

谱条件为: 1001型气相色谱仪, 氢火焰离子化检测

器, 3 m @ 3 mm 螺旋形硅烷代玻璃柱, 固定液为

115% SE- 30( SERVA ), 酸洗白色担体 ( SERVA, 80

~ 100目 ) ,柱温 300 e , 检测器 320 e ,汽化室 320

e ,高纯氮 ( 99199% )作载气, N 2流速为 40 mL#

m in
- 1
, 血浆样品以硫酸、去氢胆酸提取, 氯仿萃取,

碱化后测定,检测灵敏度高,适用于生物样品中微量

甘草酸差向异构体的含量测定。K erstens等
[ 23 ]
建立

和确证了一个灵敏、定量的 GC法监测口服甘草产

品后尿排泄产物中的 18B- 甘草次酸, 可用于监测

其他生物样品中的甘草次酸。色谱条件为: 惠普公

司 5890气相色谱仪 ( Pa loA lto, CA, USA ) ,自动进样

器,火焰离子检测器 ( F ID) , WCOT - 熔融硅土毛细

管柱, 氦气作载气,流速为 1mL# m in
- 1
。样品前处

理复杂, 18B-甘草次酸和 18A-甘草次酸的内标为

五氟苯甲酯 /三甲基硅醚衍生物, ChromPerfect作为

计算机控制的数据处理过程的窗口, 整个过程采用

程序升温。陈威等
[ 24]
用 GC法测定人血浆中甘草

酸立体异构体 (A体和 B体 )及其苷元的浓度, 并计

算在不同浓度血浆中的蛋白结合率。色谱条件:色

谱柱为硅烷化螺型玻璃柱 ( 2 m @ 3mm )内填 SE-

30;检测器: 氢火焰离子化检测器; 载气: 氮气, 30

mL# m in
- 1
;柱温: 300 e ;进样室温度: 320 e ; 检测

室温度: 320 e 。

3 联用技术分析
联用技术 (液质联用或气质联用 )是近 10年才

开始的,尤其 LC- M S /M S在定性定量方面都显示

了无与伦比的优越性, 其特点为高分辨率,低噪音,

分析时间短,可以研究结构和碎片反应,并可直接分

析多组分混合物, 而其用于甘草类制剂的体内过程

研究到近 3年才有报道,可达 ng级。

丁黎等
[ 25]
建立了人血浆中甘草次酸的 LC- M S

测定法,并研究其在健康志愿者的药代动力学,口服

甘草酸二铵胶囊 100 mg后, 血样经乙酸乙酯提取

后, 进行 LC- M S分析, 色谱柱为 L ichrospher ODS

( 5 Lm, 100 mm @ 416 mm ), 流动相为乙腈 - 10

mmo l# L
- 1
醋酸铵水溶液 ( 90B10) , 内标为熊果酸,

检测离子为 m /z 46915 (甘草次酸 )、m /z 45515 (内

标 ) ,裂解电压为 200 V。按常规剂量给药, 最低定

量限为 011 ng# mL
- 1
, 此法灵敏, 准确,简便, 首次

报道了甘草次酸在中国人体内的药代动力学参数,

适于临床药代动力学研究。L in
[ 26]
等采用 LC- M S /

M S法同时检测人血中甘草酸和它的主要代谢产物

甘草次酸的浓度, 流动相: 乙腈 - 011% 甲酸和 5

mmo l# L
- 1
醋酸铵水溶液 ( 50B50, v /v ); 流速 B110

mL# m in
- 1
; 内标 A- 常春藤苷。多反应离子监测

(MRM )进行定量分析,电喷雾离子化的正离子模式

检测,检测离子为 m /z 823y 453 (甘草酸 ), m /z

471y 177 (甘草次酸 ) , m /z 752y 456(内标 )。最低

检测限均为 10 ng# mL
- 1
。此法稳定、准确、灵敏,

可作为二者的体内含测方法。包元武
[ 27]
对小柴胡

汤给药后甘草酸及其代谢产物在大鼠体内的药代动

力学进行研究, 运用 LC - M S /M S技术建立了同时

检测生物样品 (包括尿、粪和血浆 )中甘草酸、甘草

次酸单葡萄糖醛酸苷和甘草次酸的定量分析方法,

美国 Thermo Finnigan公司 Surveyor高效液相色谱仪

串联三重四极杆质谱仪 ( (配有电喷雾离子源 ( ESI)

以及 Xca libur 114数据处理系统 )。色谱柱为 Zorb-

ax XDB- C18 ( 50 mm @ 211mm, 5 Lm );柱温: 室温;

流动相: A为乙腈 - 水 ( 10B90, v /v, 含 0102% 甲酸
铵 ) ; B为乙腈 -水 ( 50B50, v /v,含 0102%甲酸铵 );

梯度洗脱, 流速: 013 mL# m in
- 1
; 进样量 B 10 LL。

质谱的检测方式为正离子检测, 内标为酮若芬。

Kerstens等
[ 23]
用 GC- M S联用分析了尿液中的甘草

次酸, 有助于诊断甘草的滥用, 采用了 H ew lett -

Packard 5890气相色谱仪串联 70 - 250S质谱仪

(M icromass Inc. , M an - Chester, UK ) , 用 1215 - m

H ew lett- Packard柱进行色谱分离, 18B-甘草次酸

浓度在 GC检测限附近或检测限下时采用 GC- M S

联用, 18B-甘草次酸的特征离子为 m /z 483, GC -

M S检测限为 3 Lg# L
- 1
,而尿液中 GC检测限为 10

Lg# L
- 1
。
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4 免疫分析法

寺泽捷年
[ 28]
早在 1985年就用免疫分析法进行

了大鼠体内甘草次酸的代谢研究。利用抗甘草皂苷

单克隆抗体以W estern印迹法免疫染色检测了甘草

次酸的葡糖苷酸。 Shan等
[ 29]
用酶联免疫吸附测定

甘草甜素,使用抗甘草酸单克隆抗体和一种 eastern

印记技术测定甘草次酸和葡萄糖醛酸苷。俄国研究

者 Fediuk等
[ 30]
建立了一个试验性的酶免疫测定试

剂盒在药动学研究时检测甘草酸, 使用新试剂盒检

测小鼠、豚鼠 ip或 iv给药后血浆中甘草酸的浓度与

HPLC的检测结果一致。 Putalun等
[ 31]
建立了一种

快速检测甘草酸的免疫色谱法,是基于一种竞争性

的免疫定量分析,使用抗甘草酸的单克隆抗体和一

种检测剂 (涂有抗甘草酸的单克隆抗体的胶体金颗

粒 ) ,可快速有效地筛选植物、生物样品和食品中存

在的甘草甜素, 检测限为 250 ng # mL
- 1
。 Sakai

等
[ 32]
在装有表面细胞质基因组共振的免疫传感器

上使用抗甘草酸的单克隆抗体和甘草酸牛血清白蛋

白结合物,可灵敏地、选择性地检测甘草酸, 并评价

亲和力参数。Zeng
[ 33]
等建立了一种专属、灵敏的酶

联免疫吸附分析 ( EL ISA )测定甘草酸, 定量研究了

几个中药方剂中的甘草酸在大鼠体内的初步药动

学,相比 HPLC法, EL ISA具有检测限低、高专属性

和无需样品前处理等优点。

综合上述分析方法, 目前色谱技术在甘草酸的

生物样品检测中仍占主导地位;液质联用技术具有

高灵敏度 (达 ng级 )、快速、准确、简便的特性, 在对

甘草酸的体内过程进行定量分析的同时还可对成分

的结构进行解析,有无与伦比的优越性,但其昂贵的

费用也制约了其广泛使用; 酶联免疫吸附法相比

HPLC法具检测限低、高专属性和无需样品前处理

等优点,但费用昂贵; GC法具检测限低、高专属性等

特点, 但样品前处理复杂。因此,具有高效、快速、适

用范围广,简便、经济等特性的 HPLC法,尽管灵敏

度低于液质联用技术, 但依然是国内外使用最广泛

的检测生物样品中甘草酸及其代谢产物的方法。

人体和动物口服甘草酸类制剂后, 甘草酸及

其代谢产物的体内药时特征并无确切共识, 差异

可能由于分析方法的差异。随着科学技术的发

展, 应用先进技术手段建立有效而实用的原位、在

体、实时、在线和高灵敏度、高选择性的新型动态

分析测定方法, 应是甘草有效成分体内测定技术

发展的趋势。笔者希望通过此综述, 为不断提高

和完善甘草酸的体内检测方法提供更广阔的思

路,为甘草类制剂的进一步开发, 体内过程研究及

临床监测提供参考。
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