
HPLC法测定枳壳中川陈皮素、红橘素的含量
*

徐欢
1, 2
,陈海芳

1
,介磊

1
,涂明珠

1
,黎艳刚

1
,杨武亮

1**

( 1.江西中医学院 现代中药制剂教育部重点实验室,南昌 330004; 2.江西中医学院附属医院, 南昌 330006)

摘要  目的: 建立测定枳壳药材中川陈皮素、红橘素的 H PLC定量分析方法。方法:采用 Venusil XBP C18色谱柱 ( 416 mm @ 150

mm, 5Lm ), 以乙腈 -水 ( 45B55)为流动相 ,流速 110 mL# m in- 1,检测波长 326 nm,柱温 25 e 。结果: 川陈皮素、红橘素进样量

分别在 01 16~ 3111 Lg和 0112~ 21 34 Lg范围内色谱响应线性关系良好, 相关系数均为 01 9999;平均回收率 ( n = 5 )分别为

9719%和 991 7% , RSD值分别为 11 1%和 01 44%。结论:本法简便、准确、可靠, 可作为枳壳药材中川陈皮素与红橘素含量测定

的有效方法。
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Abstract Objective: To estab lish amethod for the quantificat ion o f nob iletin and tangeretin in Fructus Aurantii by

HPLC1Methods: TheV enusilXBP C18 co lumn ( 416 mm @ 150 mm, 5 Lm ) w as adopted w ith the mob ile phase o f

acetonitrile - w ater( 45B55) at 25 e ; The flow rate w as 110 mL# m in
- 1
, and the detection waveleng th w as 326

nm1Results: Themethod had good linear re lationsh ip w ithin the range o f 0116- 3111 Lg( r= 019999) for nob ile tin

and 0112- 2134 Lg ( r= 019999) for tangeretin1The average recoveries( n = 5) w ere 9719% ( RSD = 111% ) for

nob ile tin and 9917% ( RSD= 0144% ) for tangeretin. Conclusion: Th is method is conven ien,t accurate and reliable

for the quant ification o f nobiletin and tangeretin in Fructus Auran ti.i
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枳壳为芸香科植物酸橙 C itrus aurantium L. 及

其栽培变种的干燥未成熟果实。 7月果皮尚绿时采

收,自中部横切为两半,晒干或低温干燥。具有理气

宽中、行滞消胀之功
[ 1]
。为了进一步探讨枳壳中理

气作用的活性化学成分, 作者对枳壳提取物进行了

活性跟踪,研究发现取自三氯甲烷萃取层的提取物

小剂量对正常小鼠胃肠运动有促进作用, 大剂量有

抑制作用;枳壳提取物三氯甲烷萃取层中的多甲氧

基黄酮成分川陈皮素与红橘素,均对正常小鼠有胃

肠推进作用,研究发现这 2个成分的胃肠推进最低

剂量均为 0166 mg# kg
- 1
。据报道川陈皮素对脑肿

瘤细胞、鼻咽癌 KB细胞、Lew is肺癌等具有极强的

抗癌活性
[ 2~ 4]
。红橘素对肿瘤细胞、乳腺癌、肺

癌
[ 5~ 7]
等具有较强的抗癌活性, 另外还具有抗白血

病作用
[ 8]
和抗真菌作用

[ 9]
。目前, 枳壳中柚皮苷、

橙皮苷、新橙皮苷 HPLC分析
[ 10~ 12 ]

文献报道较多,

但多甲氧基黄酮类成分的定量方法未见报道, 本实

验采用 HPLC法同时测定不同产地枳壳药材和饮片

中的川陈皮素与红橘素的含量, 为枳壳药效物质基

础研究和药材与饮片的质量控制提供一种可靠的方

法。

1 仪器、试剂与药材

Ag ilent 1200型液相色谱仪及其配套工作软件。

水为重蒸水, 乙腈为 HPLC级, 其他试剂均为分析

纯; 对照品川陈皮素和红橘素均为自制,经谱学确定

结构, HPLC 峰面积归一化法计算纯度分别为
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99121%和 98186%。枳壳药材由江西中医学院药
用植物教研室赖学文教授鉴定为 C. aurantium L.的

干燥未成熟果实。

2 色谱条件
色谱柱: V enusil XBP C18 ( 416 mm @ 150 mm, 5

Lm);流动相: 乙腈 - 水 ( 45B55) ; 流速: 110 mL#

m in
- 1
;检测波长: 326 nm; 柱温: 25 e ; 进样量: 10

LL。

3 溶液的制备

311 混合对照品储备溶液  分别精密称取减压
干燥至恒重的对照品川陈皮素和红橘素适量, 置

同一 50 mL量瓶中, 加甲醇溶解并定容至刻度,

摇匀, 即得川陈皮素浓度为 01 3112 mg# mL
- 1
和

红橘素浓度为 012336 m g# mL
- 1
的混合对照品

储备溶液。

312 供试品溶液  取枳壳粉末 (过 40目筛 )约 3

g,精密称定,置 250 mL圆底烧瓶中, 加甲醇水浴回

流提取 3次 (用量分别为 40, 20, 20 mL, 相对应的提

取时间分别为 90, 20, 20m in) ,滤液趁热滤过, 合并

滤液, 将滤液水浴蒸干,加入水 30 mL, 用三氯甲烷

萃取 3次 (用量分别 20, 10, 10 mL) , 合并三氯甲烷

层,萃取液浓缩至干, 以适量甲醇溶解, 转移至 25

mL量瓶中, 以甲醇稀释至刻度, 摇匀, 过 0145 Lm
有机微孔滤膜,取续滤液, 即得。

4 线性范围考察及最低检测限
精密吸取混合对照品储备溶液 015, 1, 2, 4, 6,

10mL,分别置 10mL量瓶中,用甲醇稀释至刻度,摇

匀,即得系列混合对照品溶液。分别进样 10 LL,以

对照品的进样量 ( Lg)为横坐标, 峰面积积分值为纵

坐标, 绘制标准曲线,得川陈皮素、红橘素的回归方

程分别为:

Y= 31281 @ 10
3
X + 24171 r= 019999

Y= 31952 @ 10
3
X + 20140 r= 019999

结果表明川陈皮素、红橘素进样量分别在 0116 ~

3111 Lg和 0112~ 2134 Lg范围内呈良好线性关系。
在选定的色谱条件下,当信噪比为 3时对最低

检测限进行测定。结果表明,川陈皮素、红橘素的最

低检测限均为 011 ng。

5 精密度试验
精密吸取 6号样品的供试品溶液 10 LL, 注入

HPLC仪,连续进样 6次, 测得川陈皮素、红橘素峰

面积的 RSD( n = 6)分别为 115%和 213%。表明仪
器精密度良好。

6 重复性试验
取 6号样品粉末 5份,按 / 3120项下方法操作,

制备供试品溶液, 在上述色谱条件下进行测定。计

算得川陈皮素、红橘素含量平均值 ( n = 5)分别为

01086%和 01047% , RSD分别为 115%和 112%。结
果表明重复性良好。

7 稳定性试验

取 6号样品的供试品溶液,自溶液配制后分别

在 0, 2, 4, 8, 12, 24 h各进 10 LL,测得川陈皮素、红

橘素峰面积的 RSD ( n = 6)分别为 119%和 116%,

表明该溶液在 24 h内基本稳定。

8 加样回收率试验
取已知含量的 6号样品粉末 (川陈皮素的含量

为 01086%, 红橘素的含量为 01047% ) 115 g共 5

份, 精密称定, 每份分别加入川陈皮素浓度为

112670mg# mL
- 1
与红橘素浓度为 016097 mg#

mL
- 1
的混合溶液 1 mL,按 / 3120项操作方法制备所

需溶液,测得川陈皮素、红橘素平均回收率 ( n = 5)

分别为 9719% 和 9917%, RSD 分别为 111% 和
0144%。
9 样品的测定

分别精密吸取对照品混合溶液 (川陈皮素浓度

为 62124 Lg# mL
- 1
, 红橘素浓度为 46172 Lg #

mL
- 1

)及供试品溶液各 10 LL, 注入 HPLC仪, 在上

述色谱条件下进行测定, 采取外标法计算川陈皮素

与红橘素的量,结果见图 1和表 1。

图 1 对照品 ( A)和 5号样品 ( B )色谱图

F ig 1 HPLC chrom atogram s of reference subs tan ces(A ) and No15 sam-

p le fromW uchengxiang( B )

1.川陈皮素 ( nob ilet in, 9. 4m in)  2.红橘素 ( tangeret in, 14. 2 m in)
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表 1 20份枳壳药材中川陈皮素和红橘素的含量测定结果

Tab 1 Conten ts of nob ile tin and tangeretin in 20 samp le of Fructus Aurant ii

种名 ( spec ies)
编号

( N o. )

产地

( grow ing reg ions )

含量 ( con tents) /%

川陈皮素 ( nobile tin) 红橘素 ( tangere tin)

香橙 (Citrus aurantium -X iangcheng. ) 1 江西省新干县 ( X ingan, Jiangx i) 0. 066 0. 030

2 江西省新干县 ( X ingan, Jiangx i) 0. 082 0. 058

3 江西省樟树市昌傅镇

( Chang fu, Zhangshu, Jiangx i)

0. 079 0. 039

4 江西省樟树市昌傅镇

( Chang fu, Zhangshu, Jiangx i)

0. 090 0. 051

5 江西省樟树市吴城乡

(Wuchengxiang, Zhangshu, Jiangx i)

0. 058 0. 039

6 江西省樟树市吴城乡

(Wuchengxiang, Zhangshu, Jiangx i)

0. 086 0. 047

臭橙 (C. aurantium -X iucheng. ) 7 江西省樟树市黄土岗乡

( Huang tugang , Zhang shu, Jiangx i)

0. 041 0. 027

8 江西省樟树市昌傅镇

( Chang fu, Zhangshu, Jiangx i)

0. 075 0. 050

9 江西省樟树市昌傅镇

( Chang fu, Zhangshu, Jiangx i)

0. 070 0. 053

10 江西省新干县 ( X ingan, Jiangx i) 0. 081 0. 074

11 江西省新干县 ( X ingan, Jiangx i) 0. 069 0. 060

枳橙 (C. aurantium @Poncirus tr ifoliate) 12 湖南省沅江市 ( Yuan jiang, H unan) 0. 211 0. 150

13 湖南省沅江市 ( Yuan jiang, H unan) 0. 046 0. 029

14 湖南省沅江市 ( Yuan jiang, H unan) 0. 210 0. 152

15 湖南省沅江市 ( Yuan jiang, H unan) 0. 190 0. 132

16 湖南省怀化市 (H ua ihua, Hunan) 0. 173 0. 145

17 重庆市綦江县 ( Q ijiang, Chongqing) 0. 020 0. 018

18 重庆市江津区 ( Jiang jin, Chongqing) 0. 016 0. 018

代代花 (C. aurantium -Daidai. ) 19 浙江省兰溪市 ( Lanx ,i Zhe jiang) 0. 054 0. 019

20 浙江省兰溪市 ( Lanx ,i Zhe jiang) 0. 051 0. 020

10 讨论

10. 1 色谱条件的选择  本试验分别采用了甲醇 -

水 ( 65B35)、甲醇 -水 ( 55B45)和乙腈 -水 ( 45B55)

为流动相,结果表明以乙腈 -水 ( 45B55)为流动相
时样品中各成分能够达到分离度的要求。经紫外波

长扫描川陈皮素、红橘素的对照品溶液在 326 nm处

均有最大紫外吸收,故选择 326 nm为测定波长。

10. 2 提取方法的选择  取 9份枳壳粉末 (过 40目

筛 ) ,每份约 3 g,精密称定,其中 3份分别加甲醇超

声提取 3次 (用量分别为 40, 20, 20 mL, 对应的提取

时间分别为 60, 20, 20m in) ; 3份分别加甲醇水浴加

热回流提取 3次 (用量分别为 40, 20, 20mL,对应的

提取时间分别为 90, 20, 20m in); 另外 3份加甲醇索

氏提取 (用量为 80mL,提取时间为 180m in)。对上

述 3种提取方法的提取效果进行比较,结果表明,超

声提取不完全,水浴加热回流提取和索氏提取完全,

但加热回流提取法提取时间相对索氏提取法提取时

间短,操作简便,故本实验采用加热回流方法。

10. 3 提取溶剂的选择  根据川陈皮素、红橘素在

甲醇、三氯甲烷、丙酮中都可溶的特点,本试验考察

了上述 3种溶剂的提取效果, 即采用水浴回流提取

方法,在同等溶剂用量情况下提取 3次 (用量分别

为 40, 20, 20mL,对应的提取时间分别为 90, 20, 20

m in)。结果表明: 甲醇的提取效果好且完全, 故本

实验采用甲醇为提取溶剂。

10. 4 小结  本试验首次采用 HPLC法对不同产地

的枳壳药材同时进行川陈皮素、红橘素含量测定,方

法简便、准确, 重现性好, 可作为枳壳药材中川陈皮

素、红橘素含量测定的有效方法。
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