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摘要 目的: 建立枳实药材中新橙皮苷和柚皮苷的反相高效液相色谱测定方法,以考察不同规格酸橙枳实药材中新橙皮苷和

柚皮苷的含量。方法: 色谱柱 M erck- L ichrospher RP- C18 ( 41 6 mm @ 250 mm, 5 Lm ) , 流动相为乙腈 - 01 3%磷酸溶液 ( 20B

80), 流速 110 mL# m in- 1,检测波长 283 nm, 柱温 35 e 。结果:新橙皮苷进样量在 01774~ 3187 Lg范围内具有良好的线性关

系 ( r= 019997), 平均回收率 ( n= 6)为 991 4% ( RSD= 113% ); 柚皮苷进样量在 01 816~ 4108 Lg范围内具有良好的线性关系 ( r

= 01 9997),平均回收率 ( n = 6)为 9919% ( RSD= 11 6% )。不同规格酸橙枳实药材中新橙皮苷与柚皮苷含量分别为 1416% ,

71 02% (直径 01 5~ 11 0 cm ); 1213% , 9178% (直径 110~ 115 cm ); 101 2% , 101 2% (直径 11 5~ 21 5 cm )。结论: 本方法准确,重

现性好, 简便易行,可有效地评价枳实药材的质量,为枳实药材的商品流通和开发研究提供可靠的依据。
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HPLC determ ination of neohesperidin and naringin in Fructus
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Abstract Objective: To deve lop an RP- HPLC method fo r the determ ination of neohesperidin and naring in in

Fructus Aurantii Imm aturus o f d ifferent specifications. M ethods: The column w as M erck - L ichrospher RP - C18

( 416mm @ 250 mm, 5 Lm ); The mob ile phasew as a m ix ture o f aceton itrile- 013% phospho ric ac id( 20B80), at a

flow rate o f 110 mL# m in- 1; The detection w ave leng th w as 283 nm, and the co lumn temperature w as 35 e . Re-

sults: The ca librat ion curves of neohesperid in, naring in w ere in good linearity over the ranges o f 01774- 3187 Lg( r
= 019997) , 01816- 4108 Lg ( r= 019997), and the average recoveries( n = 6) of neohesperidin and naring in w ere
9914%, 9919% w ith RSD of 113%, 116% respect ively. N eohesper id in and naring in contents in Fructus Aurantii

Immaturus of different specificat ions w ere 1416%, 7102% ( d iameter 015 - 110 cm ) ; 1213%, 9178% ( d iame ter

110- 115 cm ) ; 1012% , 1012% ( d iame ter 115- 215 cm ) respectively. Conclusion: Th is method is simple, sens-i

t ive, accurate, w hich w ill supply ev idence for the qua lity con tro l and research of Fructus Aurantii Immaturus.
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枳实 ( F ructus Aurantii Immaturus)为芸香科植

物酸橙 C itrus aurantium L.及其栽培变种或甜橙 C it-

rus sinensis Osbeck的干燥幼果
[ 1]
。具有破气消积、

化痰散痞之功效。枳实中黄酮类成分的含量丰富,

约占 20% ,主要为新橙皮苷 ( neohesperid in)、橙皮苷

( hesperid in)和柚皮苷 ( naring in), 其中新橙皮苷经

氢化处理后形成的新橙皮苷二氢查耳酮, 是一种无

毒、低能量、高甜度的新一代甜味剂, 其甜度是蔗糖

的 1000倍
[ 2]
。目前,新橙皮苷在欧美一些国家已开

始应用,具有很大的市场前景。关于枳实中黄酮类

成分的含量测定的报道主要集中在新橙皮苷、橙皮

苷和柚皮苷 3种成分
[ 3]
, 近年来主要釆用 HPLC法

测定三者或其中 2种或 1种的含量, 袁诚等
[ 4 ]
采用

HPLC法测定了不同规格枳实中辛弗林含量, 但采

用 HPLC法对不同规格枳实药材中新橙皮苷和柚皮

苷同时进行含量测定尚未见报道。为此,本文采用

HPLC法对不同规格酸橙枳实药材中新橙皮苷和柚
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皮苷的含量进行测定, 为评价枳实药材质量提供一

种准确可靠的分析方法, 同时可作为其商品流通和

开发研究的参考。

1 仪器与试药
高效液相色谱仪 ( D IONEX, U SA) , P680四元梯

度泵, ASI- 100自动进样系统, 检测器 UVD170U,

STH585柱温箱及 CHROMELEON色谱工作站; Sato-

rius BP211D电子分析天平 ( Sato rius Co. L td. G erma-

ny; 0101 mg ) ; LIBROR AEG - 220电子分析天平
( SH IMADZU Co. L td., Japan; 011mg) ; M illipore纯净
水发生器 (M illipore Co. L td., USA )。

柚皮苷对照品,中国药品生物制品检定所,批号

0722- 200107; 新橙皮苷对照品 (纯度 \ 9810% ),
S igma公司。乙腈为色谱纯, 纯净水为自制, 其余试

剂均为国产分析纯。枳实药材经广州中医药大学药

用植物教研室张丹雁教授鉴定为芸香科植物酸橙

C itrus aurantium L1的干燥幼果。
2方法与结果

211 对照品储备液的制备  分别取对照品新橙皮
苷、柚皮苷各约 10 mg, 精密称定, 置于同一 25 mL

量瓶中,加甲醇溶解并稀释至刻度, 摇匀,即得 (每 1

mL中含新橙皮苷 01387 mg,柚皮苷 01408 mg )。
212 供试品溶液的制备  将枳实粉碎成粗粉, 分别

取粉末约 011 g,精密称定,置具塞三角瓶中, 精密加
入甲醇 50 mL, 密塞, 称定重量, 加热回流 115 h,取
出,放冷, 密塞, 再称定重量, 用甲醇补足减失的重

量,摇匀。取上清液过 0145 Lm微孔滤膜, 弃去初
滤液, 取续滤液即得。

213 色谱条件  色谱柱: M erck- L ichrospherRP-
C18 ( 416mm @ 250mm, 5 Lm);流动相: 乙腈 - 013%

磷酸溶液 ( 20B80); 流速: 110 mL# m in- 1; 检测波

长: 283 nm;柱温: 35 e ;理论塔板数:以柚皮苷峰计

算,不得低于 2000。色谱图见图 1。

214 线性关系考察  精密吸取对照品储备液 1, 2,

3, 4, 5mL, 分别置于 5mL量瓶中,加甲醇至刻度,摇

匀,分别吸取 10 LL注入液相色谱仪中,记录新橙皮

苷、柚皮苷峰面积。以进样量为 X ( Lg )为横坐标,

峰面积 Y为纵坐标, 绘制标准曲线, 得新橙皮苷与

柚皮苷线性回归方程分别为:

Y= 32168X - 91223 r= 019997
Y= 27174X - 81017 r= 019997
线性范围分别为 01774 ~ 3187 Lg和 01816~ 4108
Lg。

图 1 对照品 ( A)和样品 (直径 115~ 215 cm ) ( B)色谱图

F ig 1 C hrom atogram s of referen ce sub stances(A ) and sam p le( diam eter

115- 215 cm ) ( B)

1.柚皮苷 ( naringin )  2.新橙皮苷 ( neohesp erid in )

215 精密度试验  精密吸取对照品溶液 (新橙皮

苷 01232mg# mL- 1, 柚皮苷 01245 mg# mL- 1 ) 10
LL,按上述色谱条件, 连续进样 6次, 记录峰面积。

结果新橙皮苷平均峰面积 ( n = 6)为 63156, RSD为
117% ;柚皮苷平均峰面积 ( n = 6)为 57102, RSD为
111%。
216 稳定性试验  取同一份供试品溶液, 分别于

0, 1, 2, 4, 8, 12 h各进样 10 LL, 计算得新橙皮苷及

柚皮苷峰面积积分徝的 RSD( n = 6)分别为 112%和
0160% ,结果表明供试品溶液在 12 h内稳定。

217 重复性试验  取同一批次药材粉末 011 g共 6

份,精密称定, 依 / 2120项下方法制备供试品溶液,
按上述色谱条件进样测定, 记录新橙皮苷和柚皮苷

峰面积,计算含量。结果新橙皮苷平均含量 ( n = 6)

为 1012% , RSD为 117%, 柚皮苷平均含量 ( n = 6)

为 1012% , RSD为 016%。
218 加样回收率试验  分别精密称取已测知含量

(新橙皮苷与柚皮苷含量分别为 1012% , 1012% )枳
实药材粉末约 0105 g,精密加入对照品溶液 (新橙皮
苷 01735 mg# mL- 1, 柚皮苷 01779 mg# mL- 1 ) 6

mL,依 / 2120项下方法制备供试溶液并测定其含量。
结果新橙皮苷及柚皮苷平均回收率 ( n = 6)分别为

9914%和 9919%, RSD分别为 113%和 116%。
219 样品含量测定  将枳实药材按直径大小分为
3种规格,分别取 3种规格的枳实药材粉末约 011
g,精密称定, 按 / 2120项下方法制备供试品溶液, 按

上述色谱条件测定新橙皮苷和柚皮苷的峰面积, 按

外标法计算样品中新橙皮苷和柚皮苷的含量, 结果
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见表 1。
表 1 不同规格样品的含量测定结果 (%, n= 2)

Tab 1 R esults of con tent determ ination

of sam p le of d ifferent spec ification s

规格 (直径 ) ( d iameter) / cm 新橙皮苷 ( neohesperidin) 柚皮苷 ( nar ingin)

01 5~ 110 1416 7102

11 0~ 115 1213 9178

11 5~ 215 1012 1012

3 讨论
311 在流动相的选择中,乙腈 -水系统对枳实中黄

酮类化合物的分离效果优于甲醇 -水系统。另外,

考虑到目标化合物所含的酚羟基具弱酸性, 在水相

中加入 0. 3%的磷酸,可改善色谱峰的拖尾, 对色谱

峰的分离度、峰形等都有较好的效果。在检测波长

的选择中,新橙皮苷和柚皮苷均在 283 nm处有最大

吸收值,故选择测定波长为 283 nm。

312 本实验对加热回流提取和超声提取 2种方法

进行了考察, 确定提取条件为: 以甲醇
[ 5]
为提取溶

剂、加热回流 115 h。该方法具有结果准确、提取效
率高的优点。

313 枳实为自然脱落的幼果, 传统上按生长期及

大小将商品药材分为不同规格,实验中按其直径大

小划分为 3个等次,从测定结果来看,不同规格的枳

实药材中新橙皮苷和柚皮苷的含量有明显的差异。

随着枳实的直径的增大新橙皮苷的含量逐渐降低,

而柚皮苷含量随着枳实的直径的增大逐渐升高。活

性成分含量的差异将会影响到药材的质量,因此,对

枳实生药进行质量分析和控制是必要的,有利于进

一步开发枳实资源,合理用药,保证药材质量的均匀

和稳定。对于制备新橙皮苷而言, 选择直径小的枳

实原料,因其柚皮苷的含量相对较低,有利于新橙皮

苷的纯化,从而提高产品的质量和得率。

314 本实验只对产地江西新干的不同规格枳实中

新橙皮苷和柚皮苷的含量进行了考察,对于其他产

地及品种的枳实中两者的含量有待进行进一步研

究。
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