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枳壳是中医临床常用的一种药材。2015年版《中国

药典》（一部）收载的枳壳为芸香科植物酸橙（Citrus au-

rantium L.）及其栽培变种的干燥未成熟果实，经洗净、润

透后切薄片作饮片用，具有行气宽中、消食化痰之功效，

可用于胸腹满闷胀痛、食积不化、痰饮、胃下垂、脱肛、子

宫脱垂等的治疗[1]。

粤港地区的传统枳壳饮片炮制沿袭于文献[2]中记

载的枳壳蒸切炮制方法，并收载于 1984年版《广东省中

药炮制规范》[3]中，即取原药材，去核及瓤，加水浸透，待

发酵后蒸至紫褐色，切片即可。这种发酵后使用的枳壳

饮片经实践证明疗效较好，故被临床医师延用至今。该

发酵饮片有别于历版《中国药典》收载的炮制方法，是一

种地方特色饮片。

目前对枳壳发酵炮制研究较少，虽然已有研究不同

发酵时间对樟帮枳壳饮片质量影响的报道[4]，并指出饮

片色度差与柚皮苷、新橙皮苷有效成分存在显著相关

性，但对枳壳发酵炮制前后的成分变化目前尚未见文献

报道。发酵是微生物对有机物的一种分解过程，可产生

丰富的次生代谢产物，应用于中药炮制有多方面的优

势，如降低毒性、增强疗效、产生新的活性成分和提高有

效成分萃取率及含量等[5-7]。因此，研究枳壳发酵炮制前

后成分变化及优化其发酵炮制工艺具有较大的意义。

本研究利用超高效液相色谱法（UPLC）[8]对同一批枳壳

药材及其炮制品进行研究，探讨枳壳发酵炮制前后成分
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摘 要 目的：比较枳壳发酵炮制前后的成分变化并优化其发酵炮制工艺。方法：采用超高效液相色谱法对同一批枳壳药材及其

发酵炮制品进行比较，确定枳壳发酵炮制后的色谱特征峰；以4个色谱特征峰的峰面积和样品霉变性状为指标，以发酵温度、发酵

湿度、发酵时间为因素，设计L9（34）正交试验优化枳壳发酵炮制工艺并进行验证。结果：枳壳经发酵炮制后明显产生2个单糖苷新

成分；优化的枳壳发酵工艺为发酵温度 30 ℃、发酵湿度 70％、发酵时间 7 d；验证试验结果显示，3次试验各指标的 RSD 均小于

2.0％（n＝3）。结论：发酵炮制可致枳壳发生明显的化学成分变化，优化的发酵炮制工艺可增加枳壳特征峰成分含量。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To compare the composition changes of Aurantii fructus before and after fermentation processing and

optimize its fermentation processing technology. METHODS：UPLC was conducted to compare the raw and fermentation processed

products of same batch of Aurantii fructus，and ensure the chromatographic peaks after fermentation processing. Using peak areas

of 4 chromatographic peaks and mildew characteristics of samples as index，fermentation temperature，humidity and time as factor，

L9（34）orthogonal test was designed to optimize the fermentation processing technology，and verified it. RESULTS：After fermenta-

tion processing，Aurantii fructus obviously showed 2 new monosaccharide glycosides components；the optimized fermentation tech-

nology was as follows as fermentation temperature of 30 ℃，humidity of 70％ and time of 7 d；verification test results showed

RSD of each indicator of decoction pieces prepared by optimized fermentation technology in 3 tests were lower than 2.0％（n＝3）.

CONCLUSIONS：Fermentation processing may lead obvious chemical composition changes in Aurantii fructus；the optimized fer-

mentation processing technology can increase the contents of characteristic peaks.
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变化；并采用正交试验[9]，以枳壳发酵炮制饮片的色谱特

征峰和霉变性状为指标，优化枳壳发酵炮制工艺。本研

究旨在为推进此项炮制工艺的规范化、饮片品质的稳定

性提供参考，也为继承和发展此项具有地方特色的枳壳

饮片炮制方法提供依据。

1 材料
1.1 仪器

Acquity UPLC仪（美国Waters公司）；MT5电子天平

（瑞士Mettler-Toledo公司）；100B恒温恒湿培养箱（金坛

市城西峥嵘实验仪器厂）。

1.2 药材、对照品与试剂

枳壳（四川新荷花中药饮片厂，批号：D1301099，产

地：四川，经广州中医药大学李薇教授鉴定为芸香科植

物酸橙的干燥未成熟果实）；柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷

对照品（中国食品药品检定研究院，批号分别为：

110722-200610、110721-201115、111857-201102，纯度分

别为：98％、95.3％、99.6％）；甲醇、乙腈为色谱醇，乙醇、

磷酸为分析纯，水为去离子蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 样品的制备

2.1.1 枳壳原药材 取枳壳药材100 g磨粉，过20目筛。

2.1.2 粤港枳壳饮片 取同批枳壳药材 1 000 g，洗净，

加水 1 L浸透，装入麻袋，自然室温（温度约 18～30 ℃，

湿度约 70％～90％）发酵至长满菌丝（约 5 d），取出洗

净，蒸3 h，闷12 h，至内部呈紫褐色时取出，切片，置于烘

箱50 ℃干燥。取100 g磨粉过20目筛。

2.1.3 枳壳饮片对照品 取同批枳壳药材 1 000 g，洗

净，加水 1 L浸透，从“蒸 3 h”起，其余操作同“粤港枳壳

饮片”。

2.2 对照品溶液的制备

精密称取对照品柚皮苷4.0 mg、橙皮苷2.4 mg、新橙

皮苷 3.0 mg，分别用甲醇溶解并定容，分别得 0.4、0.24、

0.3 mg/mL的对照品溶液。

2.3 供试品溶液的制备

精密称取样品粉末0.20 g，置于50 mL离心管中，加

入 50％乙醇 20 mL，超声（240 W）30 min，离心 5 min

（3 000 r/min，离心半径为 16 cm），用 0.45 μm 微孔滤膜

滤过，即得。

2.4 UPLC色谱条件

色谱柱：Water Acquity UPLC BEH C18（50 mm×2.1

mm，1.7 μm）；流动相：乙腈 -0.1％磷酸溶液（15 ∶ 85，
V/V）；流速：0.7 mL/min；柱温：30 ℃；进样量：0.5 μL；检

测波长：224 nm。

2.5 精密度试验

分别取“2.2”项下3种对照品溶液，连续进样5次，计

算峰面积及保留时间的RSD。结果，峰面积的RSD均小

于5.0％（n＝5），保留时间的RSD均小于2.0％（n＝5）。

2.6 重复性试验

按“2.3”项下方法制备 5份粤港枳壳饮片的供试品

溶液，进样、记录色谱图。以“2.7”项中图1B的1、2、3、4

号峰为考察对象，计算峰面积及保留时间的 RSD。结

果，4个峰峰面积的RSD均小于 5.0％（n＝5），保留时间

的RSD均小于2.0％（n＝5）。

2.7 样品分析

取“2.1”项下 3种样品制备的供试品溶液和“2.2”项

下3种对照品溶液，进样、记录色谱图。以3种对照品为

对照，对枳壳发酵炮制前后的成分进行比较，得到UPLC

图谱见图1。

从图1可知，橙皮苷在枳壳色谱图中的峰很小，即含

量较低。因此本研究采用图中的1、2、3、4号峰的峰面积为

考察对象，比较枳壳发酵炮制前后成分的变化。结果显

示，经过发酵后的炮制饮片（图1B），明显出现3、4号峰。

2.8 粤港枳壳饮片UPLC特征峰图谱建立

参考《香港中药材标准》附录Ⅻ指纹图谱的建立方

法[10]，根据参照峰的保留时间，标定各特征峰的相对保

留时间。选定指标成分即柚皮苷（1号）峰为参照峰（峰

面积最大），则各特征成分峰的保留时间除以参照峰保

1. 柚皮苷；2. 新橙皮苷；3、4. 未知物；5. 橙皮苷

1.naringin；2.neohesperidin；3，4.unknown substance；5.hesperidin

图1 超高效液相色谱图

Fig 1 UPLC chromatograms
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留时间，即得粤港枳壳饮片 4个特征峰 1、2、3、4号峰的

相对保留时间平均值分别为 1.00、1.65±0.01、0.84±

0.01、1.39±0.01（n＝5）。

2.9 枳壳发酵炮制工艺优化

2.9.1 因素与水平的确定 粤港枳壳饮片发酵炮制常

受自然环境温度、湿度和发酵时间的影响，通常发酵时

间是 3～7 d。在上述试验的基础上，以粤港枳壳饮片

UPLC图谱中 4个特征峰的峰面积、霉变性状为评价指

标，以发酵温度（A，℃）、发酵湿度（B，％）、发酵时间（C，

d）为因素，对枳壳传统发酵炮制工艺进行L9（34）正交试

验。因素与水平见表1。

2.9.2 样品霉变性状评分标准的确定 粤港枳壳饮片

传统发酵程度一般是通过直接观察样品霉变性状进行

判断，以样品全部布满白色菌丝为最高分，再按霉变程

度设定分值，具体评分标准见表2。

2.9.3 正交试验设计与结果 取枳壳 1 000 g，洗净，加

水 1 L浸透，装入麻袋，依正交设计的因素、水平分别在

恒温恒湿培养箱中对样品进行发酵处理后，取出洗净，

蒸 3 h，其余同“2.1”项下“粤港枳壳饮片”方法处理。再

按“2.3”项下方法将饮片制备成供试品溶液，进样，记录

色谱峰面积，结果见表3。方差分析结果见表4。

表3 正交试验设计与结果

Tab 3 Design and results of orthogonal test

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

参数
k1

k2

k3

R

较优水平
因素主次

A（发酵温度），℃
1

1

1

2

2

2

3

3

3

1号峰
114 671

140 407

180 378

65 707

A3

A＞C＞B

150 318

143 638

141 500

8 818

B1

因素
B（发酵湿度），％

1

2

3

1

2

3

1

2

3

133 917

144 151

157 389

23 472

C3

C（发酵时间），d

1

2

3

3

1

2

2

3

1

2号峰
106 086

129 723

155 409

49 323

A3

A＞B＞C

148 906

124 006

118 306

30 600

B1

D（空白列）

1

2

3

2

3

1

3

1

2

117 572

129 962

143 684

26 112

C3

峰面积
1号峰

105 968

107 178

130 867

152 832

135 270

133 120

192 154

188 467

160 512

3号峰
44 841

60 580

77 507

32 666

A3

A＞B＞C

2号峰
109 363

96 307

112 589

158 566

115 814

114 790

178 790

159 898

127 539

62 758

66 222

53 948

12 274

B2

58 105

57 115

67 707

10 592

C3

3号峰
44 841

43 356

46 326

66 222

64 737

50 780

77 210

90 573

64 737

4号峰
40 055

58 897

62 562

22 507

A3

C＞A＞B

55 465

50 978

55 071

4 487

B1

4号峰
24 544

43 356

52 265

67 507

39 295

69 889

74 344

70 283

43 059

35 633

62 530

63 352

27 719

C3

霉变性状分值
2.5

5.0

5.0

7.5

5.0

7.5

10.0

9.0

5.0

霉变性状分值
4.17

6.67

8.00

3.83

A3

A＞C＞B

6.67

6.33

5.83

0.83

B1

4.17

7.50

7.17

3.33

C2

综合5个指标，从趋势及因素主次可见A因素对1、

2、3号峰峰面积和霉变性状评分影响均最大，C因素对4

号峰峰面积影响最大；A3在5个指标均最大，故A取A3。

C3在 1、2、3、4号峰峰面积 4个指标中最大，虽在霉变性

状分值中不是最大，但与最好的 C2接近，故 C 确定为

C3。B1在 1、2、4号峰的峰面积中最大，虽在 3号峰上不

是最大，但与最好的B2接近，故B确定为B1。由此得出

最优工艺条件为 A3B1C3，即发酵温度 30 ℃、发酵湿度

70 ％、发酵时间7 d。

2.9.4 验证试验 对上述 A3B1C3工艺进行 3次验证试

验，结果见表5。

由表5可见，4个峰的峰面积值均较大，提示特征峰

成分的含量较高；同时，霉变性状分值较高；且5个指标

的RSD均小于2.0％（n＝3），表明优化的工艺稳定、可行。

3 讨论
通过对同一批次的枳壳药材及其炮制饮片的UPLC

图谱进行比较，发现未发酵的枳壳饮片对照品未见 3、4

号峰，而经发酵后的粤港枳壳饮片明显产生了新成分3、

4号峰，证明 3、4号峰是枳壳经微生物发酵后产生的新

成分，由此可提示粤港枳壳饮片的炮制方法是有物质基

础的，可为其炮制机制的研究提供科学依据。

鉴于发酵炮制可使枳壳产生明显的化学成分变化，

因此，优化枳壳发酵炮制工艺、提升其炮制质量，对此特

色饮片的生产和临床使用有重要意义。故笔者利用恒

温恒湿培养箱来控制发酵的温度和湿度，对发酵的炮制

工艺进行了优化，最终认为发酵温度和时间对结果影响

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A（发酵温度），℃

18

24

30

B（发酵湿度），％
70

80

90

C（发酵时间），d

3

5

7

表2 样品霉变性状评分标准

Tab 2 Scoring criteria of samples’mildew character-

istics

霉变性状
略见霉斑或菌丝
整体有50％长白色霉斑和菌丝
布满黑色霉斑或菌丝变干
整体有80％长白色霉斑和菌丝
布满的菌丝部分变黑色或绿色
全部布满白色菌丝

分值
2.5

5.0

6.0

7.5

9.0

10.0
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较大，而发酵湿度对结果影响不大。故在枳壳发酵炮制

过程中要重点考虑发酵温度，其次考虑发酵时间。

为进一步探讨粤港枳壳饮片的发酵炮制机制，笔者

以采用最优发酵炮制工艺的炮制样品为基础，另采用

UPLC附超高解析质量精确度四极杆飞行时间质谱仪分

析比较其炮制前后成分的变化[11]。结果发现，枳壳经发

酵炮制后，产生圣草酚 -7-O-葡糖苷（单糖苷）、橙皮

素-7-O-葡萄糖苷（单糖苷）、5-去甲基川陈皮素等3个新

生成分，并可显著增加柚皮素（苷元）和橙皮素（苷元）成

分，以及明显增加柠檬苦素、Sudachinoid A、黄柏酮酸、

诺米林酸等柠檬苦素类衍生物成分的生成。推测本试

验中的 3、4号峰分别可能是圣草酚-7-O-葡萄糖苷和橙

皮素-7-O-葡萄糖苷成分。

圣草酚-7-O-葡萄糖苷是新北美圣草苷脱去 1个鼠

李糖的单糖苷，橙皮素-7-O-葡萄糖苷是橙皮苷或新橙皮

苷脱去1个鼠李糖的单糖苷。由于黄酮类糖苷在小肠中

需要通过脱糖基化作用才能被吸收[12]，故此发酵作用可

将新北美圣草苷、橙皮苷和新橙皮苷这类黄酮类糖苷脱

去糖基转化为单糖苷或苷元，可使其极性减小、脂溶性

增加，利于通过小肠吸收进入血液循环，较快达到所需

血药浓度并发挥其药效作用[13]。还有研究发现，橙皮苷

经橙皮苷酶水解后产生的单糖苷和苷元可以改善橙皮

苷的生物利用度[14]。综上，粤港枳壳饮片经发酵炮制后

可能通过增加活性成分的生物利用度而增强了其临床

疗效。
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表4 方差分析结果

Tab 4 Variance analysis results

指标

1号峰峰面积

2号峰峰面积

3号峰峰面积

4号峰峰面积

霉变性状分值

方差来源
A

B

C

误差
总和
A

B

C

误差
总和
A

B

C

误差
总和
A

B

C

误差
总和
A

B

C

误差
总和

离均差平方和
6 577 352 445

126 954 845

830 914 184

268 962 461

7 804 183 934

3 651 186 688

1 588 884 200

1 023 667 596

128 037 383

6 391 775 868

1 601 274 736

240 276 964

205 361 247

37 806 516

2 084 719 464

875 018 238

37 041 054

1 492 467 254

29 054 456

2 433 581 002

22.722 0

1.055 6

20.222 0

1.056 0

45.056 0

自由度
2

2

2

2

8

2

2

2

2

8

2

2

2

2

8

2

2

2

2

8

2

2

2

2

8

均方
3 288 676 222

63 477 422

415 457 092

134 481 230

1 825 593 344

794 442 100

511 833 798

64 018 691

800 637 368

120 138 482

102 680 623

18 903 258

437 509 119

18 520 527

746 233 627

14 527 228

11.361

0.528

10.111

0.528

F

24.455

0.472

3.089

28.517

12.410

7.995

42.354

6.355

5.432

30.116

1.275

51.368

21.526

1.000

19.158

注：F0.05（2，2）＝19.00，F0.01（2，2）＝99.00

Note：F0.05（2，2）＝19.00，F0.01（2，2）＝99.00

表5 验证试验结果

Tab 5 Results of verification test

试验次数
1

2

3

x

RSD，％

1号峰峰面积
195 274

196 756

192 238

194 756

1.18

2号峰峰面积
178 892

178 985

180 206

179 361

0.41

3号峰峰面积
93 776

92 860

94 002

93 546

0.65

4号峰峰面积
77 880

77 334

77 547

77 587

0.35

霉变性状分值
10

10

10

10

0.00

··974




