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HPLC 法测定酸橙枳壳和枸橘枳壳中黄酮苷的含量 *

胡源祥，陈海芳，宋玉鹏，谭舒舒，皮达，杨武亮 **

（江西中医药大学 现代中药制剂教育部重点实验室，南昌 330004）

摘要　目的：建立酸橙枳壳和枸橘枳壳中异柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷和枳属苷同时测定的 HPLC
方法。方法：采用 Dikma C18（2）柱（150 mm×4.6 mm，5 μm），以乙腈（A）-0.1% 磷酸水（B）为流动相，

梯度洗脱（0~10 min，20%A；10~11 min，20%A → 30%A；11~25 min，30%A），流速 1.0 mL·min-1，检测波

长 283 nm，柱温 25 ℃。结果：异柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷和枳属苷进样量分别在 0.864 0~6.912 
μg（r=0.999 5）、418.0~3 344 μg（r=0.999 1）、18.21~145.6 μg（r=0.999 6）、422.1~3 376 μg（r=0.999 7）、

204.2~1 633 μg（r=0.999 1）的范围内呈良好的线性关系；平均回收率（n=6）分别为 102.5%、99.60%、

101.4%、100.1% 和 99.61%，其 RSD 分别为 1.5%、2.1%、1.9%、0.34% 和 0.23%。17 批酸橙枳壳中异柚皮

苷含量均为 0.01%，柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷和枳属苷的含量范围分别为 5.73%~12.2%、0.10%~0.61%、

2.18%~7.27% 和 1.03%~1.90%。9 批枸橘枳壳中异柚皮苷含量均为 0.02%；柚皮苷和枳属苷含量范围分别

为 1.90%~7.34% 和 1.11%~4.14%；部分枸橘枳壳中橙皮苷含量低于定量限，最高为 0.40%；新橙皮苷含量

均低于定量限。酸橙枳壳中柚皮苷和新橙皮苷含量与枸橘枳壳相比均较高，异柚皮苷、橙皮苷和枳属苷含

量与枸橘枳壳相比均较低。结论：本法可用于酸橙枳壳和枸橘枳壳中异柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷

和枳属苷的含量测定。
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Abstract　Objective：To develop an HPLC method for simultaneous determination of narirutin，naringin，
hesperidin，neohesperidin，and poncirin in Fructus Ponciri Trifoliatae and Fructus Aurantii．Methods：A 
Diamonsil C18 column（150 mm×4.6 mm，5 μm）was adopted and the mobile phase consisted of acetonitrile（A）- 

　　 *　 国家自然科学基金资助项目（编号：81460575，81260612）
　　**　通信作者　Tel：（0791）87118659；E-mail：yangwuliang@163.com
　　　　第一作者　Tel：13340016132；E-mail: 943546377@qq.com



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysiswww.ywfxzz.cn 药物分析杂志Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2017,37(12)        ·2163· 

phosphoric acid aqueous（B）with gradient elution（0-10 min，20%A；10-11 min，20%A → 30%A；11-25 min，
30%A）at the flow rate of 1.0 mL·min-1．The detection wavelength was 283 nm and the column temperature was  
25 ℃．Results：The contents of narirutin，naringin，hesperidin，neohesperidin，and poncirin had good linear relationship 
in the range of 0.864 0-6.912 μg（r=0.999 5），418.0–3 344 μg（r=0.999 1），18.21-145.6 μg（r=0.999 6），422.1-
3 376 μg（r=0.999 7），and 204.2-1 633 μg（r=0.999 1），respectively．And the average recoveries（n=6）of the 
four components were 102.5% with RSD of 1.5%，99.60% with RSD of 2.1%，101.4% with RSD of 1.9%，100.1% 
with RSD of 0.34% and 99.61% with RSD of 0.23%，respectively．The content of narirutin，naringin，hesperidin，
neohesperidin and poncirin were 0.01%，5.73%-12.2%，0.10%-0.61%，2.18%-7.27% and 1.03%-1.90% in 17 
batches of Fructus Aurantii．The content of narirutin，naringin and poncirin were 0.02%，1.90%-7.34% and 1.11%-
4.14% in Fructus Ponciri Trifoliatae．The contents of hesperidin in some Fructus Ponciri Trifoliatae samples were 
lower than the limit of quantification with the highest content of 0.40%．Contents of neohesperidin in all samples 
were lower than the limit of quantification．Contents of naringin and hesperidin in Fructus Aurantii were higher than 
those in Fructus Ponciri Trifoliatae while contents of narirutin，neohesperidin，and poncirin in Fructus Aurantii 
were lower than those in Fructus Ponciri Trifoliatae．Conclusion：The methold can be applied to the determination 
of narirutin，naringin，hesperidin，neohesperidin，and poncirin in Fructus Ponciri Trifoliatae and Fructus  
Aurantii.
Keywords：Fructus Ponciri Trifoliatae；Fructus Aurantii；carminative drug；flavonoids；narirutin；naringin；
hesperidin；neohesperidin；poncirin；origin evolution；HPLC

枳壳为中医临床常用理气药，目前枳壳来源于酸

橙 Citrus aurantium L. 及其栽培变种干燥未成熟的果

实［1］。枳壳药用历史悠久，但其药材正品来源在宋

代以前来源于芸香科枳属植物枸橘 Poncirus trifoliata
（L.）Raf. 的果实，宋代来源于酸橙的枳壳逐渐取代以

枸橘果实为来源的枳壳并逐渐成为其正品来源，且一

直沿用至今。枳壳药用正品来源为何从枳属枸橘的

果实向柑橘属酸橙的果实演变？是中医临床病症的

变化还是酸橙枳壳后来药效证明优于枸橘枳壳？文

献报道酸橙枳壳和枸橘枳壳均含有黄酮、香豆素、生

物碱、挥发油等化学成分［2-10］，药效试验证明药材中的

黄酮苷类成分柚皮苷和新橙皮苷配伍对正常小鼠小

肠推进具有促进作用［11］。枳属苷具有抗炎［12］、抗幽

门螺旋杆菌［13］和保护胃黏膜［14］等生物活性。本研究

建立了酸橙枳壳和枸橘枳壳中异柚皮苷、柚皮苷、橙皮

苷、新橙皮苷和枳属苷 HPLC 含量测定方法，可为酸橙

枳壳和枸橘枳壳活性成分的含量比较研究及其药材与

饮片的质量评价提供简便、准确和可靠的方法，结果

也可为揭示枳壳基源变迁的原因提供参考。

1　仪器与试药 
1.1　仪器 

安捷伦公司 Agilent 1260 高效液相色谱仪（包括

四元泵、在线脱气机、自动进样器、DAD 检测器和色

谱工作站）。迪马科技有限公司 Dikma C18（2）色谱

柱（150 mm×4.6 mm，5 μm；填料：十八烷基硅烷键

合硅胶）。昆山市超声仪器有限公司 KQ-200VDE 型

超声波清洗器（200 W，45 kHz）；Sartoris 公司 BT224S
万分之一天平。

1.2　试药

枳壳药材自采或购于当地农户，经江西中医药

大学药学院药用植物学科组赖学文副教授鉴定为

酸橙 Citrus aurantium L. 干燥未成熟的果实和枸橘

（Poncirus trifoliate（L.）Raf.）的干燥未成熟果实；异

柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷和枳属苷的对照

品，自制（枳壳药材用乙醇提取，不同极性溶剂分

段萃取，过硅胶柱，进行重结晶，即得），以 1H-NMR 
和 13C-NMR、ESI-MS 鉴定结构，含量采用 HPLC 峰

面积归一化法计算均不低于 98%）。乙腈、甲醇为

HPLC 级，水为双蒸水，其他试剂均为分析纯。

2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　混合对照品储备液　分别取减压干燥至恒重的

异柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷和枳属苷的对照品

适量，精密称定，置同一 100 mL 量瓶中，加甲醇溶解并
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定容至刻度，摇匀，即得含异柚皮苷 1.081 μg·mL-1，柚皮

苷 523.7 μg·mL-1，橙皮苷 22.81 μg·mL-1，新橙皮苷

528.3 μg·mL-1，枳属苷 255.5 μg·mL-1 的混合溶液，

即得。

2.1.2　供试品溶液［15］　取枳壳粗粉（过 2 号筛）约

1 g，精密称定，置 100 mL 平底烧瓶中，精密加入甲醇

50 mL，密塞，称量，水浴加热回流 1.5 h，放冷，再称

量，用甲醇补足减失的量，摇匀，过 0.45 mm 滤膜，取

续滤液，即得。

2.2　色谱条件［15］

采用 Dikma C18（2）色谱柱（150 mm×4.6 mm， 
5 μm），以乙腈（A）-0.1% 磷酸水（B）为流动相，梯

度洗脱（0~10 min，20%A；10~11min，20%A → 30%A；

11~25min，30%A），流速 1 mL·min-1，检测波长 283 nm，

柱温 25 ℃，进样量 10 μL。色谱图见图 1。
2.3　定量限和检测限测定

因样品中 5 个黄酮苷类成分含量较低，对其定量

限和检测限进行考察，取混合对照品溶液适量，以甲醇

逐级稀释，按上述色谱条件进行测定。当 S/N=10 时，

异柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷和枳属苷的定量

限分别为 1.38、1.35、1.49、1.15、1.28 ng；当 S/N=3 时，

检测限分别为 0.14、0.10、0.12、0.11、0.09 ng。
2.4　线性关系考察

精密吸取“2.1.1”项下混合对照品储备液 10 mL， 
置 25 mL 量瓶中，加甲醇定容至刻度，摇匀，即得含

异柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷和枳属苷分别 

1. 异柚皮苷（narirutin）　2. 柚皮苷（naringin）　3. 橙皮苷（hesperidin） 

4. 新橙皮苷（neohesperidin）　5. 枳属苷（poncirin）

A. 对 照 品（reference substances）　B．16 号 酸 橙 枳 壳 样 品（sample  

No. 16 of Fructus Aurantii）　C．24 号枸橘枳壳样品（sample No. 24 of 

Fructus Ponciri Trifoliatae）

图 1　酸橙枳壳和枸橘枳壳中 5 个黄酮苷成分的 HPLC 图

Fig. 1　HPLC chromatograms of 5 flavonoids in Fructus Aurantii and 
Fructus Ponciri Trifoliatae

为 0.432 0、209.5、9.124、211.3、102.2 μg·mL-1 的

混合对照品溶液。分别进样 2、4、6、8、10、12、14、
16 μL，按上述色谱条件进行测定，以对照品的量 X

（μg）为横坐标，峰面积（Y）为纵坐标，绘制标准曲

线，得回归方程。线性范围、回归方程和相关系数

结果见表 1。

 表 1　各黄酮苷成分的线性范围、回归方程及相关系数（n=6）

Tab. 1　The linear ranges，regression equations and correlation coefficients of the flavonoid components

成分

（component）
线性范围

（linear range）/μg
标准曲线

（regression equation）
r

异柚皮苷（narirutin） 0.864 0~6.912 Y=194.85X+5.87 0.999 5

柚皮苷（naringin） 418.0~3 344 Y=162.48X+37.28 0.999 1

橙皮苷（hesperidin） 18.21~145.6 Y=252.09X+11.97 0.999 6

新橙皮苷（neohesperidin） 422.1~3 376 Y=171.76X+26.22 0.999 7

枳属苷（poncirin） 204.2~1 633 Y=193.05X-7.12 0.999 1

2.5　精密度试验

精密吸取混合对照品溶液 10 μL，在上述色谱

条件下连续进样 6 次，测定峰面积。异柚皮苷、柚皮

苷、橙皮苷、新橙皮苷和枳属苷峰面积的 RSD 分别

为 1.3%、1.9%、1.7%、1.6%、0.21%，结果表明精密度 
良好。

2.6　重复性试验

取酸橙枳壳样品（16 号）粗粉 6 份，每份约 1 g，
精密称定，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按

上述色谱条件进行测定，计算含量。结果异柚皮苷、

柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷和枳属苷的平均含量分别

为 0.01%、10.9%、0.23%、5.14% 和 1.32%，RSD 分 别
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为 1.5%、0.44%、1.8%、0.43% 和 1.7%；表明重复性 
良好。

2.7　稳定性试验

取酸橙枳壳样品（16 号）粗粉约 1 g 共 6 份，精

密称定，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，精密

吸取供试品溶液 10 μL，分别在制备后 0、2、4、6、8、
10、12 h 按照上述色谱条件注入液相色谱仪，测定

峰面积，异柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷和枳属

苷峰面积的 RSD 分别为 1.7%、2.0%、1.3%、2.0%、

1.4%，结果表明供试品溶液在室温下 12 h 内稳定。

2.8　加样回收率试验

取已测知含量（异柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙

皮苷和枳属苷的含量分别为 0.01%、10.9%、0.23%、

5.14%、1.32%）的酸橙枳壳样品（16 号）粗粉约 0.5 g
共 6 份，分别精密加入一定量的混合对照品溶液（异

柚皮苷 1.251 μg·mL-1，柚皮苷 1 362 μg·mL-1，橙皮

苷 28.75 μg·mL-1，新橙皮苷 642.5 μg·mL-1，枳属

苷 165.1 μg·mL-1）40 mL，按“2.1.2”项下方法制备

供试溶液并进样测定，结果异柚皮苷、柚皮苷、橙皮

苷、新橙皮苷和枳属苷的平均回收率（n=6）分别为

102.5%、99.60%、101.4%、100.1%、99.61%，其 RSD
分别为 1.5%、2.1%、1.9%、0.34%、0.23%。 
2.9　样品含量测定　

分别取 26 批不同产地枳壳粗粉（过 2 号筛）约

1 g，精密称定，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，

进样测定，以外标法计算含量，结果见表 2。

 表 2　不同产地酸橙枳壳和枸橘枳壳中 5 个黄酮苷成分的含量（n=3）

Tab. 2　Content of five flavonoids in Fructus Ponciri Trifoliatae and Fructus Aurantii from different habitats

样品

（samples）
样品编号

（sample No.）
产地

（habitats）

含量（content）/%

异柚皮苷

（narirutin）
柚皮苷

（naringin）
橙皮苷

（hesperidin）
新橙皮苷

（neohesperidin）
枳属苷

（poncirin）

酸橙枳壳

　（Fructus Aurantii）
1 湖南沅江（Yuanjiang，Hunan） 0.01 8.85 0.46 3.25 1.84

2 湖南沅江（Yuanjiang，Hunan） 0.01 10.3 0.16 3.00 1.73

3 湖南沅江（Yuanjiang，Hunan） 0.01 6.65 0.57 2.18 1.59

4 湖南沅江（Yuanjiang，Hunan） 0.01 9.61 0.61 3.77 1.71

5 湖南怀化（Huaihua，Hunan） 0.01 11.9 0.39 3.77 1.40

6 浙江兰溪（Lanxi，Zhejiang） 0.01 8.34 0.10 7.16 1.49

7 浙江兰溪（Lanxi，Zhejiang） 0.01 5.73 0.12 3.03 1.17

8 安徽中信（Zhongxin，Anhui） 0.01 9.42 0.47 3.24 1.89

9 四川（Sichuan） 0.01 9.36 0.32 4.12 1.14

10 重庆江津（Jiangjin，Chongqing） 0.01 11.2 0.27 5.39 1.44

11 重庆篡江（Cuanjiang，
Chongqing）

0.01 7.66 0.23 4.57 1.46

12 江西（Jiangxi） 0.01 8.19 0.28 4.23 1.07

13 江西（Jiangxi） 0.01 8.79 0.41 3.78 1.90

酸橙枳壳

　（Fructus Aurantii）
14 江西（Jiangxi） 0.01 10.4 0.40 7.27 1.48

15 江西樟树（Zhangshu，Jiangxi） 0.01 12.2 0.30 3.80 1.61

16 江西樟树（Zhangshu，Jiangxi） 0.01 10.9 0.23 5.14 1.32

17 江西新干（Xingan，Jiangxi） 0.01 7.49 0.33 3.85 1.03

枸橘枳壳

　（Fructus Poncir i 
Trifoliatae）

18 江西新建（Xinjian，Jiangxi） 0.02 1.90 0.17 — 2.83

19 江西新建（Xinjian，Jiangxi） 0.02 2.61 — — 1.11

20 江西新建（Xinjian，Jiangxi） 0.02 2.78 — — 3.71

21 江西新建（Xinjian，Jiangxi） 0.02 2.91 0.40 — 2.80

22 江西新建（Xinjian，Jiangxi） 0.02 2.26 0.12 — 3.11

23 江西新建（Xinjian，Jiangxi） 0.02 2.12 — — 2.98

24 福建莆田（Putian，Fujian） 0.02 7.34 0.17 — 4.14

25 福建延平（Yanping，Fujian） 0.02 2.14 — — 3.86

26 福建福州（Fuzhou，Fujian） 0.02 2.05 — — 3.10

　注（note）：“—”表示含量低于定量限（“—”means the contents are below the limit of quantification）
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3　讨论

本文含量测定结果表明，酸橙枳壳中柚皮苷和

新橙皮苷含量与枸橘枳壳的相比均较高，达到中国

药典 2015 年版一部枳壳项下的含量测定标准；异柚

皮苷、橙皮苷和枳属苷含量与枸橘枳壳的相比均较

低。文献报道［11］酸橙枳壳水煎液对正常小鼠小肠推

进具有明显作用，其所含主要黄酮苷柚皮苷、新橙皮

苷单独给药对正常小鼠小肠推进无明显作用，两者

配伍给药对正常小鼠小肠推进具有明显作用，证明

了柚皮苷和新橙皮苷是枳壳的药效物质，枸橘枳壳

中新橙皮苷的含量低于定量限，柚皮苷和枳属苷含

量相对较高，枸橘枳壳的药效物质基础有待进一步 
阐明。

 本试验采用 HPLC 法测定酸橙枳壳和枸橘枳壳

中异柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷和枳属苷的含

量，方法操作简便，准确、可靠，重复性好，可用于测定

上述 5 个黄酮苷成分的含量。
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