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摘要 目的: 建立高效液相色谱法同时测定陈皮药材中 5种黄酮类化合物柚皮芸香苷、橙皮苷、川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4.

-七甲氧基黄酮及红橘素的含量, 并对结果进行聚类分析。方法: 采用 Waters Symm etry C18色谱柱 ( 250 mm @ 416 mm,

5 Lm );流动相为 011%甲酸水溶液 -乙腈, 梯度洗脱;检测波长为 300 nm; 流速 11 0 mL# m in- 1。结果: 柚皮芸香苷、橙皮苷、

川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. -七甲氧基黄酮及红橘素的线性范围分别为 11 00~ 91 00 Lg# mL- 1 ( r= 01 9998)、1100~ 9100Lg

# mL- 1 ( r= 019999)、0110~ 01 90 Lg# mL- 1 ( r = 01 9997)、01 10 ~ 0190 Lg# mL- 1 ( r= 019999)、0110 ~ 01 90 Lg# mL- 1 ( r =

01 9994);加样回收率 ( n = 5)分别为 961 8% , 9914% , 9313% , 941 4% , 951 8%。结论: 该方法准确、简便, 具有良好的重复性和

稳定性。试验结果显示, 全国不同省市、不同产地陈皮饮片的含量存在差异。同时也说明多指标成分定量分析比单一指标成

分定量分析能更全面地反映陈皮饮片的内在质量。
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Abstract Objec tive: To develop an HPLC method for determ ination of contents of five flavonoids( narirut in, hes-

perid in, nobiletin, 3, 5, 6, 7, 8, 3c, 4c- heptanm ethphoxy flavone, tangeretin) in Pericarp ium C itri Ret iculatae, and to

accomp lish the cluster analysis of contents.Method: HPLC was performed on aW aters Symmetry C18 ana ly tica l co-l

umn( 250mm @ 416 mm, 5 Lm ) w ith gradient elution o f 011% aqueous form ic ac id and acetonitrile at the rate o f

110mL# m in
- 1
. The diode array detect ion w as set at 300 nm. Results: Narirutin, hesperidin, nob ilet in, 3, 5, 6, 7, 8,

3c, 4c- heptanmethphoxyflavone and tangeret in had good linearity in the ranges of 1100 - 9100 Lg# mL
- 1

( r =

019998), 1100- 9100 Lg# mL
- 1

( r= 019999), 0110- 0190 Lg# mL
- 1

( r= 019997), 0110- 0190 Lg# mL
- 1

( r

= 019999) and 0110- 0190 Lg# mL
- 1

( r= 019994), respective ly; The average recoveries( n = 5 ) w ere 9618%,

9914%, 9313% , 9414% and 9518%, respective ly1Conclusion: The deve loped method is rapid, accuratew ith high

repeatab ility. The results show ed that the significant d ifference in samples from d ifferent prov inces had been ob-

served. The resu lts also show ed multiple chem ica lmarkers prov ided more comprehensive in format ion than unique

marker for quant itat ive analyses of Pericarpium C itriReticu latae.

Key words: Pericarp ium C itri Ret iculatae; quality contro ;l flavono ids; narirutin; hesperidin; nobiletin; 3, 5, 6, 7, 8,

3c, 4c- heptanmethphoxy flavone; tangeretin; HPLC

陈皮为芸香科植物橘 ( C itrus reticulata B lanco) 及其栽培变种的干燥成熟果皮,具有理气健脾、燥湿
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化痰作用,临床上用于胸脘胀满、食少吐泻、咳嗽痰

多等症状。陈皮的主要成分为黄酮类成分如橙皮

苷、柚皮芸香苷以及其他的多甲氧基黄酮 (如川陈

皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3c, 4c- 七甲氧基黄酮和红橘素
等 ) ,还含有生物碱和挥发油

[ 1]
。中国药典 2005年

版采用测定橙皮苷来控制陈皮的质量。对于陈皮饮

片及制剂中橙皮苷、川陈皮素和 3, 5, 6, 7, 8, 3c, 4c-

七甲氧基黄酮的测定方法也有报道
[ 2~ 9 ]

,而对于柚

皮芸香苷和红橘素,查阅国内文献,未见有关定量分

析的报道。为了采用多指标成分定量分析陈皮饮片

质量, 本论文采用 HPLC法建立了同时测定陈皮水

提物中柚皮芸香苷、橙皮苷、川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8,

3. , 4. -七甲氧基黄酮及红橘素 5种黄酮类化合物

含量的方法。

1 仪器与试药

111 仪器  Waters 2690高效液相色谱仪 ( 996PDA

二极管阵列检测器, 515泵, Empow er工作站 ) , 美国

W aters公司; AT201型十万分之一电子天平,梅特勒

-托利多仪器 (上海 )有限公司; RT- 02A小型高速

粉碎机,台湾; M illipore超纯水机, 美国 M illipore公

司; LABOROTA 4000旋转蒸发仪, 德国 He idolph公

司。

112 药品与试剂  橙皮苷对照品 (中国药品生物

制品检定所,含量 9813% ), 柚皮芸香苷对照品 (德

国 Chemos GmbH, 含量 9914% ), 川陈皮素对照品

(上海康九化工有限公司,含量 9810% ), 3, 5, 6, 7,

8, 3. , 4. -七甲氧基黄酮 (北京市药品检验所提供,

含量 9516% ),红橘素 (上海康九化工有限公司,含

量 9815% )。乙腈 ( F isher, 美国 )为色谱纯, 甲酸为

分析纯;水为 M illi- Q纯化系统制备。

113药材  陈皮饮片采购于北京市 11家 /三甲 0医

院,全国不同的省、市药店和医院及不同的产地;所

有样品由中国医科院药用植物研究所林余霖副研究

员鉴定,均为芸香科植物橘 ( C itrus reticulata B lanco)

干燥成熟果皮生品。

2 溶液的制备

211 供试品溶液的制备  称取陈皮饮片约 5010 g,

用粉碎机粉碎, 60目过筛, 精密称取 510 g, 置 250

mL平底烧瓶中, 加水 100 mL, 水浴加热 ( 60 e )回

流提取 1 h,放冷, 滤过, 药渣加水 100 mL同样操作

提取 2次, 过滤, 合并过滤液, 减压浓缩至 30 ~ 40

mL,移至 100mL量瓶中, 加水定容, 即得供试品原

液。再精密量取供试品原液 4 mL置 100 mL量瓶

中,加水稀释并定容, 即得供试品溶液。如果需要可

再稀释 1倍,进样前 0122 Lm滤膜过滤。
212 对照品储备液的制备 分别精密称取对照品

柚皮芸香苷、橙皮苷、川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4.

- 七甲氧基黄酮、红橘素适量, 配成浓度分别为

10010, 10010, 1010, 1010, 1010 mg# mL
- 1
的单一成

分对照品储备液。

3 色谱条件

W aters Symmetry C18色谱柱 ( 250 mm @416mm,

5 Lm ); 流动相为 011% 甲酸水溶液 ( A ) - 乙腈

( B) ,梯度洗脱 ( 0~ 20 m in, A为 90%; 20~ 35m in,

A为 90% ~ 75% ; 35~ 50 m in, A为 75% ~ 30%; 50

~ 60 m in, A为 30% ~ 90% ); 流速 110 mL# m in
- 1
;

检测波长为 300 nm; 柱温为 25 e , 自动进样器温度

为 4 e ,进样量 10 LL。在选定的色谱条件下,测得

的色谱图见图 1。

图 1 对照品 ( A)与 6号样品 ( B)的 HPLC色谱图

F ig 1 HPLC ch rom atogram s of reference sub stances ( A ) an d samp le

No. 6 ( B )

1.柚皮芸香苷 ( narirut in, 36195 m in )  2.橙皮苷 ( hesperid in, 38138

m in)  3.川陈皮素 ( nob ilet in, 48135 m in )  41 3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. -

七甲氧基黄酮 ( 3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. - h eptanm ethphoxyflavon e, 49137

m in)  5.红橘素 ( tangeret in, 50121 m in)

4 方法学考察

411 线性关系考察  精密量取柚皮芸香苷、橙皮
苷、川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. -七甲氧基黄酮及

红橘素的对照品储备液各 011, 013, 015, 017, 019
mL分别对应置 10mL量瓶中,用流动相定容,摇匀。

进样测定,记录峰面积。根据对照品浓度 ( C, Lg#

mL
- 1

)和对照品峰面积 (A )进行线性回归。柚皮芸

香苷、橙皮苷均在 1100~ 9100 Lg# mL
- 1
内呈良好

的线性,川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. -七甲氧基黄

酮及红橘素均在 0110~ 0190 Lg# mL
- 1
内呈良好的

线性。线性回归方程分别为:
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A = 11076 @ 10
4
C- 54417 r= 019998

A = 11240 @ 10
4
C- 11936 @10

3  r= 019999
A = 31205 @ 10

4
C- 11009 @10

3
r= 019997

A = 31496 @ 10
4
C- 50414 r= 019999

A = 21831 @ 10
4
C- 72311 r= 019994

412 精密度试验 取同一份供试品溶液, 日内重复

进样 5次,并连续测定 5 d,记录峰面积, 计算日内、

日间精密度。结果柚皮芸香苷、橙皮苷、川陈皮素、

3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. -七甲氧基黄酮及红橘素的日内

RSD 分 别 为 0116% , 0134% , 0122% , 0114% ,

0128%; 日间 RSD分别为 0122%, 0141% , 0136% ,

0130%, 0143%。
413 稳定性试验  取同一份供试品溶液, 放入自动

进样器中 ( 4 e )。在 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 h分别进

样测定,记录峰面积, 考察供试品溶液在 4 e 的稳定
性。结果表明,供试品溶液在 24 h内稳定。

414 重复性试验  精密称取同一批药材 ( 45号样

品 )粉末, 按照 / 2110项下方法制备 5份供试品溶

液,进样 10 LL,记录峰面积,计算柚皮芸香苷、橙皮

苷、川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. -七甲氧基黄酮及

红橘素的含量。结果上述 5种成分的含量平均值

( n = 5 )分别为 3190, 4110, 0157, 1101, 0129 mg#
g
- 1
; RSD 分别 为 115%, 112%, 214% , 218%,

317%。
415 回收率试验 精密称取 5份已测知含量的

45号样品粉末 215 g, 分别置 250 mL平底烧瓶中,

加水 100mL,分别加入对照品储备液各 40 LL, 按

/ 2110项下的方法制备所需溶液,进样 10 LL, 记录

峰面积,由测得量与加入量计算回收率。结果柚皮

芸香苷、橙皮苷、川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. - 七

甲氧基黄酮及红橘素 5种黄酮类化合物的平均回收

率 ( n = 5)分别为 9618% , 9914% , 9313% , 9414%,

9518% ; RSD分别为 119% , 114% , 211%, 216%,

119%。
5 样品测定

对购得的 60批陈皮饮片按照 / 2110项下的方
法制备供试品溶液。精密吸取供试品溶液及 /线性

关系考察 0项下的对照品溶液各 10 LL进样, 记录

峰面积。按照外标法计算陈皮饮片中柚皮芸香苷、

橙皮苷、川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. -七甲氧基黄

酮及红橘素含量,结果见表 1。

表 1 陈皮饮片中 5种黄酮类成分含量测定结果 (m g# g- 1, n= 3)

Tab 1 D eterm ination of con ten ts of f ive f lavones in P ericarp ium Citr iR eticu latae in Ch ina

编号

( N o. )

来源

( sources)

柚皮芸香苷

( na rirut in)

橙皮苷

( hesperidin)

川陈皮素

( nobilet in)

3, 5, 6, 7, 8, 3c, 4c-七甲氧基黄酮

( 3, 5, 6, 7, 8, 3c, 4c- heptanmethphoxy flavone)

红橘素

( tangeretin)

1 江西省 ( Jiangx i prov ince) 5114 5130 0148 01 75 0120

2 浙江省 ( Zhejiang province) 4188 5172 0134 01 60 0131

3 湖北省 ( Hube i prov ince) 5106 4129 0146 01 77 0124

4 武汉市 (W uhan city ) 4136 5149 0170 01 98 0136

5 武汉市 (W uhan city ) 5132 5106 0159 01 84 0127

6 武汉市 (W uhan city ) 4165 5159 0163 01 94 0129

7 重庆市 ( Chongqing c ity) 4122 6132 0171 01 99 0129

8 重庆市 ( Chongqing c ity) 3107 6111 2151 01 66 0199

9 上饶市 ( Shang rao c ity) 3189 4109 0182 11 25 0138

10 江西省 ( Jiangx i prov ince) 4122 5161 0117 11 22 0128

11 天津市 ( T ian jin city ) 2184 5167 1152 01 45 0154

12 天津市 ( T ian jin city ) 4104 4148 0166 01 93 0128

13 上海市 ( Shangha i c ity) 4102 4143 0166 11 08 0127

14 大连市 ( Da lian c ity ) 3185 3168 0166 11 03 0124

15 大连市 ( Da lian c ity ) 5102 3168 0157 01 85 0123

16 绍兴市 ( Shaox ing c ity) 3198 3196 0157 01 98 0124

17 哈尔滨市 ( Haerbin city) 5121 3197 0180 01 91 0134

18 哈尔滨市 ( Haerbin city) 4145 4179 0182 11 24 0137

19 南宁市 ( N anning c ity) 5107 5117 0171 11 06 0136

20 海口市 (H aikou c ity ) 6124 4142 1135 01 78 0185

21 海口市 (H aikou c ity ) 6135 6117 0168 11 03 0134
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续表 1

编号

( N o. )

来源

( sources)

柚皮芸香苷

( na rirut in)

橙皮苷

( hesperidin)

川陈皮素

( nobilet in)

3, 5, 6, 7, 8, 3c, 4c-七甲氧基黄酮

( 3, 5, 6, 7, 8, 3c, 4c- heptanmethphoxy flavone)

红橘素

( tangeretin)

22 佛山市 ( F oshan city ) 0198 5112 1116 01 63 0124

23 成都市 ( Chengdu c ity ) 6170 5100 0181 01 73 0136

24 成都市 ( Chengdu c ity ) 0162 4149 7153 01 12 2192

25 杭州市 ( Hang zhou city) 4161 3187 0183 11 10 0139

26 杭州市 ( Hang zhou city) 4116 8121 6166 01 35 3100

27 杭州市 ( Hang zhou city) 5110 4153 0168 11 03 0130

28 石家庄市 ( Shijia zhuang city ) 3192 3194 0159 01 95 0123

29 石家庄市 ( Shijia zhuang city ) 4105 3167 0177 11 13 0132

30 贵阳市 ( G uiyang c ity) 6109 5125 0172 01 53 0126

31 贵阳市 ( G uiyang c ity) 5139 4149 0167 01 91 0129

32 贵阳市 ( G uiyang c ity) 4152 3124 0170 11 09 0139

33 衡阳市 ( Hengyang city) 4187 3159 0167 11 11 0136

34 衡阳市 ( Hengyang city) 3108 5147 2108 01 63 1105

35 济南市 ( Jinan c ity) 3123 5174 4105 01 57 2125

36 济南市 ( Jinan c ity) 5117 4118 0170 11 09 0138

37 济南市 ( Jinan c ity) 4144 3127 0174 11 18 0134

38 安徽省 ( Anhui prov ince) 3176 2189 0138 01 86 0122

39 合肥市 ( He fe i c ity) 4111 4170 0135 01 76 0117

40 乌鲁木齐市 ( U rumchi city ) 5124 4144 0129 01 72 0113

41 乌鲁木齐市 ( U rumchi city ) 4137 4107 015 11 12 0120

42 云南省 ( Y unnan province) 5164 4134 0164 11 17 0157

43 郑州市 ( Zheng zhou city) 3193 6183 1122 11 07 0159

44 郑州市 ( Zheng zhou city) 4148 4133 0174 11 04 0139

45 北京市 ( Be ijing city ) 3190 4110 0157 11 01 0129

46 北京市 ( Be ijing city ) 3158 5118 1138 01 74 0181

47 深圳市 ( Shenzhen c ity ) 3187 9157 0160 01 85 0125

48 重庆市 ( Chongqing c ity) 0159 5109 7124 01 14 2184

49 深圳市 ( Shenzhen c ity ) 4111 7186 2177 01 57 1143

6 聚类分析

应用 SPSS 1115软件,对 49批陈皮样品中橙皮

苷的含量和 5种总黄酮的含量分别进行了聚类分

析, W ard. s法作为分析方法, 平方欧氏距离作为衡

量指标。结果见图 2, 5种总黄酮的总量可分为 4

类: Ñ类相对含量为 ( 8101 ? 0139) mg# g
- 1
, Ò类相

对含量为 ( 10131 ? 0151) mg# g
- 1
, Ó类相对含量为

( 12131 ? 0173) mg# g
- 1
, Ô类相对含量为 ( 16161

? 2163) mg# g
- 1
;橙皮苷的含量也分为 4类, Ñ类

相对含量为 ( 3105 ? 0141) mg# g
- 1
, Ò类相对含量

为 ( 5157 ? 0149) mg# g
- 1
, Ó类相对含量为 ( 4130

? 0126) mg# g
- 1
, Ô类相对含量为 ( 8154 ? 0190)

mg# g
- 1
。

7 讨论

711 检测波长的选择 应用 PDA对 5种黄酮类成

分柚皮芸香苷、橙皮苷、川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. ,

4. -七甲氧基黄酮及红橘素进行紫外扫描, 其 Km ax

分别为 28111, 28213, 33216, 33918, 32118 nm。通过

比较 5种黄酮类成分在各自最大波长与 300 nm的

方法学研究和样品的含量测定, 采用 SPSS 1115软
件对 3个不同产地的陈皮饮片的 5种黄酮类成分的

浓度进行了各自的配对 t检验。由结果可知, 采用

300 nm波长测定的样品的浓度与各自最大波长下

所测浓度均没有显著性差异 (P > 0105 ), 因此采用

300 nm作为检测波长。

712 提取条件的选择 比较了超声和回流 2种常

)13)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 1)



图 2 49批陈皮饮片中橙皮苷含量和 5种黄酮类化合物总量聚类

分析树型图

Fig 2 C lu ster Dend rogram resu lting from con tents of hesperid in and five

flavono ids in 49 batch es of Pericarpium C itriR et icu latae

A.橙皮苷 ( hesperid in)  B. 5种黄酮类化合物 ( f ive f lavonoid s)

用的提取方法,回流提取法提取率和色谱峰数目明

显好于超声法,并且提取 3次优于 2次。比较了提

取时间 30, 60, 120 m in, 发现 30m in提取不完全, 60

m in和 120 m in提取率比较接近,考虑到时间成本,

故提取时间选择 60 m in。同时, 还比较了甲醇和水

回流提取,发现甲醇作为溶剂, 其橙皮苷的含量很

高,但柚皮芸香苷、川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. -

七甲氧基黄酮及红橘素的提取率偏低, 采用水会

使柚皮芸香苷、川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. - 七

甲氧基黄酮及红橘素的含量提高, 而橙皮苷的含

量略有降低。鉴于传统陈皮饮片多采用水煎 (水

提 ) , 本文选择水为提取溶剂, 更能客观地反映陈

皮在人体内发挥药效的主要药效成分的质量。在

对陈皮饮片提取方法研究时, 发现橙皮苷、柚皮芸

香苷、川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. - 七甲氧基黄

酮及红橘素不易溶于冷水, 较易溶于热水中。因

此水提物应乘热滤过。

713 含量分析  通过研究发现,陈皮饮片中橙皮苷

的含量与 5种黄酮总量之间有一部分是一致的, 但

也有部分批次两者之间存在差异,因此,单用橙皮苷

来定量,并不能完全反映陈皮饮片的质量。而采用

测定 5种黄酮类化合物的含量更能反映陈皮饮片的

质量。不同地区和不同产地的陈皮饮片的质量差异

较大,各批药材之间, 含量的差异可能与药材的种

植、采集、加工过程密切相关, 有待进一步的研究。

研究结果同时也提示,全国不同产地和地区陈皮中

黄酮类化合物的含量差异明显, 因此加强陈皮饮片

的质量控制势在必行。

714 小结  本文对陈皮饮片中柚皮芸香苷、橙皮

苷、川陈皮素、3, 5, 6, 7, 8, 3. , 4. -七甲氧基黄酮及

红橘素的提取及测定方法进行了探讨,本试验选定

的方法简便、准确, 重现性好,特异性强,可用于陈皮

饮片的质量控制。
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