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枳实（Aurantii Fructus Immaturus）为芸香科植物酸橙
Citrus aurantium L.及其栽培变种或甜橙C. sinensis Osbeck的
干燥幼果[1]。其味苦、辛、酸，性温，归脾、胃经，具有破气消
积、化痰散痞的作用，临床用于积滞内停、痞满胀痛、泻痢后
重、大便不通、结胸、痰滞气阻、胸痹、胃下垂等症的治疗[2]。枳
实中的黄酮类成分含量丰富，约占其质量的 5％～28％，其中
主要为橙皮苷、新橙皮苷、柚皮苷[3]等。现有多个关于枳实中
橙皮苷及新橙皮苷提取工艺的报道[4-5]，但对柚皮苷的提取工
艺研究较少。本研究以柚皮苷为指标，先以单因素优选提取
溶剂及溶剂浓度，再以正交试验优选枳实柚皮苷最佳提取工
艺，旨在为枳实柚皮苷的工业化生产提供参考。

1 材料
1.1 仪器

1100型高效液相色谱仪，包括 DAD 检测器、G1313A型自
动进样器、G1322A型脱气机、G1311A型四元泵、G1316A型恒
温箱、G1315B型化学工作站（美国惠普公司）；9HDM-250B型
电子调温电热套（常州冠军仪器制造有限公司）；TCQ-250型
超声波清洗器（北京医疗设备二厂，功率：250 W，频率：50

kHz）；EL300A型电子天平（常州市天之平仪器有限公司）。

1.2 药材

枳实药材产地江西，经笔者检定为芸香科植物酸橙 C.

aurantium L.的干燥幼果。

1.3 试剂

柚皮苷对照品（ 中国食品药品检定研究院，批号：

110722-201109）；甲醇、乙醇为色谱纯，水为重蒸水，其余试剂
为分析纯。

2 方法与结果

2.1 柚皮苷含量测定

2.1.1 色谱条件 色谱柱：ZORBAXSB-C18（416 mm × 150

mm，5 μm）；流动相：甲醇-0.2％醋酸（30 ∶ 70，V/V）；检测波长：

283 nm；柱温：35 ℃：流速：1 ml/min；进样量：10 μl。理论板数

以柚皮苷峰计算，不得低于2 000。

2.1.2 对照品溶液的制备 精密称取柚皮苷对照品适量，加

甲醇溶解并制成质量浓度为 2.040 mg/ml的对照品贮备液，于

4 ℃避光贮藏。精密吸取贮备液适量，将其等比例稀释成质量

浓度为0.408～2.040 mg/ml的系列对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 取枳实粗粉约0.1 g，精密称定，置

具塞三角瓶中，精密加入甲醇40 ml，密塞，称定质量，加热回

流 1.5 h，密塞放冷，甲醇补足减失质量，摇匀。取上清液过

0.45 μm 微孔滤膜，弃去初滤液，取续滤液，即得。

2.1.4 标准曲线的制备 精密吸取质量浓度为 0.408、0.816、

1.224、1.632、2.040 mg/ml的对照品溶液各10 μl，按“2.1.1”项下

色谱条件重复进样3次，测定峰面积积分值。以进样量（x，μg）

为横坐标，峰面积积分值（y）为纵坐标，进行线性回归，得柚皮

苷回归方程为 y＝12 146x+185.16（r＝0.999 8）。结果表明，柚

皮苷检测质量浓度在 0.408～2.040 mg/ml线性范围内与其峰

面积积分值呈良好线性关系。

2.1.5 精密度试验 精密吸取柚皮苷对照品溶液（2.040

mg/ml）适量，按“2.1.1”项下色谱条件重复进样6次，每次10 μl，测

定峰面积积分值。结果，柚皮苷平均峰面积积分值为 56.47，

RSD＝1.1％（n＝6），表明本试验精密度良好。

2.1.6 稳定性试验 取供试品溶液适量，按“2.1.1”项下色谱

条件于 0、1、2、4、8、12、24 h各进样 10 μl，测定峰面积积分值。

结果，柚皮苷峰面积积分值的RSD＝0.8％（n＝7），表明本试验

供试品溶液在24 h内稳定。

2.1.7 重复性试验 取同一批次枳实药材粗粉 0.1 g，共 6份，

精密称定，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”项下
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摘 要 目的：优选枳实中柚皮苷的提取工艺。方法：采用单因素试验考察提取溶剂及溶剂浓度对枳实中柚皮苷转移率的影响。

以溶剂用量、提取次数、提取时间为考察因素，以柚皮苷转移率为评价指标，采用L9（34）正交试验优选提取工艺。结果：最佳提取

工艺为6倍量的70％乙醇提取3次，每次30 min。结论：该工艺稳定，提取率高，可供大规模工业化生产参考。
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Optimization of the Extraction Technology of Naringin from Aurantii Fructus Immaturus by Orthogonal Test
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of naringin from Aurantii Fructus Immaturus. METHODS：Sin-

gle factor test was used to investigate the effects of extraction solvent and solvent concentration on the transfer rate of naringin. The

extraction technology was optimized by L9（34）orthogonal test with the amount of solvent，extraction times and extraction time as

factors using transfer rate of naringin as index. RESULTS：The optimal extraction technology was as follows：6-folds 70％ ethanol，

extracting for 3 times，30 min each time. CONCLUSIONS：The technology is stable and has high extraction rate，and can provide

reference for large-scale industrial production.
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色谱条件进样，每次10 μl，测定峰面积积分值，计算柚皮苷平
均含量。结果，柚皮苷平均含量为 10.5％，RSD＝0.7％（n＝

6），表明本试验重复性良好。

2.1.8 加样回收率试验 精密称取已知质量分数的枳实粗粉
末（柚皮苷质量分数为 1.15％）约 0.05 g，精密加入对照品溶
液（柚皮苷 2.040 mg/ml）6 ml，按“2.1.3”项下方法制备供试溶
液并测定其质量浓度。结果，柚皮苷平均回收率为 99.8％，

RSD＝1.5％（n＝6）。

2.2 单因素试验
2.2.1 提取溶剂的考察 精密称取枳实粗粉约10.0 g，共6份，

分别加入水、60％甲醇、60％乙醇各 10 ml，按“2.1.3”项下方法
制备供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件进样，测定柚皮苷转
移率。转移率＝提取物质量分数×提取物质量/药材质量分数×

药材质量×100％。结果，60％乙醇提取优于水、60％甲醇，因
此选择60％乙醇进行后续试验。不同溶剂对柚皮苷转移率的
影响见表1。

表1 不同溶剂对柚皮苷转移率的影响
Tab 1 Effects of different solvents on transfer rate of naring-

in

溶剂
水
60％甲醇
60％乙醇

样品质量，g

10.013

10.009

10.011

柚皮苷转移率，％
45.30

52.72

57.45

2.2.2 提取溶剂体积分数的考察 精密称取枳实粗粉约
1.0 g，共6份，分别加入50％、60％、70％、80％、90％乙醇各10

ml，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条
件进样，测定柚皮苷转移率。结果表明，70％乙醇提取优于其
他体积分数的乙醇提取，因此选择 70％乙醇进行后续试验。

不同体积分数溶剂对柚皮苷转移率的影响见表2。

表2 不同体积分数溶剂对柚皮苷转移率的影响
Tab 2 Effects of different solvent concentrations on transfer

rate of naringin

溶剂体积分数，％
50

60

70

80

90

样品质量，g

10.007

10.012

10.006

9.970

10.018

柚皮苷转移率，％
42.74

57.37

61.25

48.12

47.39

2.3 正交试验
根据单因素试验结果，以溶剂用量（A）、提取次数（B）、提

取时间（C）为考察因素，每因素选取3个水平，以柚皮苷转移率
为评价指标，采用L9（34）正交表进行试验。各因素影响提取工
艺的主次顺序为B＞A＞C，A、B因素对提取工艺的影响具有
统计学意义（P＜0.01）。最佳提取工艺为 A1B3C2，即加 6倍量
70％乙醇提取3次，每次60 min。考虑到提取时间对提取工艺
影响明显，故选择提取30 min。最后结果为A1B3C1，即70％乙
醇提取3次，每次30 min。因素与水平见表3；正交试验结果见
表4；方差分析结果见5。

2.4 工艺验证试验
为验证工艺的合理性，称取 4批不同来源的枳实适量，按

上述优选工艺进行提取，按上述色谱条件进样测定，计算柚皮
苷转移率。结果，柚皮苷转移率与正交试验结果最高值相当，

因此所选工艺可用于柚皮苷的提取。验证试验结果见表6。

3 讨论
柚皮苷为一种双二氢黄酮类化合物[6-8]，其化学性质稳定，

具有较好的耐热性和耐酸性。回流法具有提取效率高、速度

快的优点，所以选择回流法作为枳实中柚皮苷的提取方法。

通过单因素试验对不同溶剂、不同体积分数乙醇提取进

行了考察，结果显示，70％乙醇提取枳实中柚皮苷成分，其转

移率较高。因此，在正交试验中，选择 70％乙醇提取用量、提

取次数及提取时间作为 3个因素进行考察。正交试验时参考

文献[9]，每个序号重复3次。

本试验结果显示，枳实中柚皮苷的提取工艺最大影响因

素为提取次数（B），其次为乙醇用量（A）、提取时间（C）。最佳

提取工艺为6倍量的70％乙醇提取3次，每次30 min。工艺验

证试验显示，该工艺稳定，提取率高，可供工业化生产参考。
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表3 因素与水平

Tab 3 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A，倍

6

8

10

B，次
1

2

3

C，min

30

60

90

表4 正交试验结果

Tab 4 Results of orthogonal test

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A，倍
1

1

1

2

2

2

3

3

3

1.219

1.026

0.844

6.256

B，次
1

2

3

1

2

3

1

2

3
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1.095

1.482

34.318

C，min

1

2

3

2

3

1

3

1

2
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0.704

D（误差）

1

2

3

3

1

2

2

3

1
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1.138

0.975

4.327

柚皮苷转移率，％
60.96

72.45

86.44

57.28

70.06

82.37

58.09

67.48

80.66

表5 方差分析结果

Tab 5 Analysis of variance

方差来源
A

B

C

D（误差）

离差平方和
5.84

26.89

3.41

1.27

自由度
2

2

2

2

均方
2.940

13.845

1.705

0.635

F

4.63

21.80

2.69

P

＜0.05

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6 验证试验结果

Tab 6 Results of validation test

批号
1

2

3

4

样品质量，g

10.007

10.015

9.980

10.004

柚皮苷转移率，％
85.32

86.71

83.26

87.04
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摘 要 目的：为黄芩多指标成分同步质量控制提供更加简便、快捷的检测方法。方法：分别采用高效液相色谱（HPLC）法和超高

效液相色谱（UPLC）法测定黄芩中黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素A含量，比较两种方法的分离情况、线性关系、

精密度、重复性、稳定性和加样回收率。HPLC法色谱柱为Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 µm），流动相为乙腈-水-甲酸（梯度洗

脱），柱温为 30 ℃，流速为 1.0 ml/min，检测波长为 280 nm；UPLC 法色谱柱为 Aquity BEH C18（50 mm×2.1 mm，1.7 μm），流动相为

0.1％甲酸水溶液-乙腈（梯度洗脱），柱温为40 ℃，流速为0.4 ml/min，检测波长为280 nm。结果：两种方法在各自对应条件下的分

离情况良好；进样量与峰面积积分值均呈良好的线性关系（r≥0.999 5）；精密度、稳定性和重复性试验RSD＜4％；平均加样回收率

均＞96％（RSD＜5％，n＝6）；样品测定结果差异无统计学意义（P＞0.05）。结论：UPLC法较HPLC法具有速度更快、灵敏度更高，

且节省溶剂的优势。UPLC法可以成功代替HPLC法，应用于黄芩药材多指标成分的同步质量控制。

关键词 黄芩；黄酮类成分；含量测定；高效液相色谱法；超高效液相色谱法

Comparison of HPLC and UPLC for the Determination of 5 Flavonoids in Scutellaria baicalensis
LI Hua1，LIU Jing1，2，DONG Hong-jing1，LIU Hong-liang1，YANG Bin1（1.Institute of Chinese Materia Medica，
China Academy of Chinese Medical Sciences，Beijing 100700，China；2.College of Pharmacy，Chengdu University
of TCM，Chengdu 610075，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To provide simple and efficient method for the quality control of multiple componets in Scutellaria

baicalensis. METHODS：HPLC and UPLC method were established to determine the contents of baicalin，wogonoside，baicalein，

wogonin and oroxylin A in S. baicalensis. The separation，linear relationship，precision，reproducibility，stability and recovery were

compared between 2 methods. For HPLC system，Diamonsil C18（250 mm ×4.6 mm，5 µm）column was applied with mobile phase

consisted of acetonitrile-water-formic acid（gradient elution）at the flow rate of 1.0 ml/min. The column temperature was 30 ℃，and

detection wavelength was set at 280 nm. For UPLC system，Acquity BEH C18（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）column was applied with

mobile phase consisted of 0.1％ formic acid- acetonitrile（gradient elution）at the flow rate of 0.4 ml/min. The column temperature was

set at 40 ℃，and detection wavelength was set 280 nm. RESULTS：Both methods had good linear relationship in sample size and peak

area（r≥0.999 5）；RSDs of precision，stability and reproducibility tests were lower than 4％；average recovery was higher than 96％

（RSD＜5％，n＝6）. CONCLUSIONS： Compared with HPLC method，UPLC method is faster and more sensitive and costs less

solvents，and can be used for the quality control of various components in S. baicalensis simultaneously.

KEYWORDS Scutellaria baicalensis；Flavonoids；Content determination；HPLC；UPLC
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