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3.3  超临界萃取物清除超氧阴离子自由基的考察 

不同浓度的关黄柏超临界萃取物乙醇溶液对

O2
·自由基有一定的清除能力，挥发油乙醇溶液的

浓度在 0.1 g·L1 时清除率为 19.5%，3.20 g·L1 时

清除率为 63.9%。随着挥发油乙醇浓度的递增，对

O2
·自由基清除能力呈现递增趋势，用 IC50 计算软

件计算所得的 IC50 值为 1.44 g·L1，证明关黄柏萃

取物对 O2
·自由基有一定的清除作用，应该是与含

1,5-二甲基-1,5-环辛二烯、顺-1-醋酸基-7-癸烯、反,

反-2,4-癸二烯醛、2-氯亚油酸和异油酸等成分有

关，因其分子中都含有不饱和基团，特别是反,反

-2,4-癸二烯醛、2-氯亚油酸，据资料[10]显示，在

储存时都需加入强还原剂，以防止氧化变质。结

果见表 2。 

表 2  不同浓度关黄柏萃取物对 O2
·自由基的清除率 

Tab. 2  Results of the scavenging activity on O2
· free 

radical of extractions from Phellodendri Amurensis Cortex 

序号 浓度/g·L1 萃取物的清除率/% VC 的清除率/%

1 0.2 19.5 38.6 

2 0.4 30.6 43.5 

3 0.8 42.3 58.7 

4 1.6 49.1 72.6 

5 3.2 63.9 96.9 

4  结论 

本实验应用 SCE-CO2 获得关黄柏的萃取物得

率为 4.68%，通过气质联用技术分析萃取物得到匹

配度在 80%以上的 30 种化合物，考察其对超氧自

由基的清除率 IC50 值为 1.44 g·L1，说明关黄柏超

临界萃取物有一定的抗氧化活性，为今后进一步

开发利用关黄柏的药用价值提供一定的理论基

础，特别是在抗衰老方面有很好的研究前景。  
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摘要：目的  建立玳玳黄酮滴丸质量评价方法。方法  采用薄层色谱法鉴别玳玳黄酮滴丸，并对玳玳黄酮滴丸进行重金

属及砷盐的检查；建立高效液相色谱法同时测定玳玳黄酮滴丸主要药效成分柚皮苷和新橙皮苷含量的方法。结果  薄层

色谱主要成分斑点清晰可见，阴性对照无干扰；玳玳黄酮滴丸重金属及砷盐的限量均小于百万分之十；新橙皮苷在
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4.088~16.352 μg·mL1 内呈良好线性关系，柚皮苷在 4.084~16.336 μg·mL1 内呈良好线性关系，3 批玳玳黄酮滴丸新橙皮

苷平均含量分别为 75.32，74.82，73.76 mg·g1，柚皮苷平均含量分别为 63.05，63.21，62.07 mg·g1。结论  所建立的鉴

别、检查、含量测定方法稳定简便，可有效控制玳玳黄酮滴丸质量。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for the quality evaluation of Daidai Flavones dropping pills. METHODS  
TLC was applied to the identification of Daidai Flavones dropping pills and to check heavy metal and arsenic salts in Daidai 
Flavones dropping pills. In addition, the contents of naringin and neohesperidin in Daidai Flavones dropping pills was 
determined by HPLC. RESULTS  The qualitative identification with TLC was specific, and negative control had no 
interference. The contents of heavy metals and arsenic salts were less than ten over one million of Daidai Flavones dropping pills. 

Neohesperidin had a good linearity in the range of 4.08816.352 μg·mL1, naringin had a good linearity in the range of 

4.08416.336 μg·mL1. The average contents of neohesperidin in three batches of daidai flavones dropping pills were 75.32, 

74.82, 73.76 mg·g1, respectively; and naringin were 63.05, 63.21, 62.07 mg·g1, respectively. CONCLUSION  The established 
method is stability and simple, and can be used to control the quality of Daidai Flavones dropping pills effectively. 
KEY WORDS: Daidai Flavones dropping pills; TLC; HPLC; content determination 

 

玳玳(Citrus aurantium L. var daidai Tanaka)属

芸香科柑桔亚属植物，为酸橙的变种，又称代代、

代代圆，本植物的未成熟果实称玳玳花枳壳或苏

枳壳，幼果又被当作枳实入药[1]。玳玳果性微寒，

味苦、酸，具有疏肝和胃、理气止痛、行气宽中、

消食化痰之功效[2]。玳玳果经本课题组优选的制备

工艺获得的玳玳黄酮有效部位提取物的主要活性

成分为柚皮苷和新橙皮苷，药理实验表明玳玳黄

酮提取物具有良好的抗氧化和降血脂作用[3-9]。但

玳玳黄酮提取物仅微溶于水，胃肠道透膜吸收较

差，为改善其生物利用度，本课题组通过正交实

验设计，优选了玳玳黄酮滴丸的制备工艺，同时

通过体外溶出实验证明了玳玳黄酮滴丸具有良好

的溶出度。为了有效控制玳玳黄酮滴丸的质量，

本实验采用薄层色谱法鉴别玳玳黄酮滴丸，考察

重金属及砷盐限量，建立同时测定玳玳黄酮滴丸

柚皮苷和新橙皮苷含量的高效液相色谱法，为玳

玳黄酮滴丸的质量控制奠定基础。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

Waters 2695 高效液相色谱仪(美国 Waters 公

司)，包括 Waters 2996 阵列检测器，Empower 3

色谱工作站；ARA520 百分之一电子天平、AR2140

万分之一电子天平和 XS205 十万分之一电子天平

均购自梅特勒 -托利多仪器 (上海 )有限公司；

DWJ-2000S 滴丸机(烟台百药泰中药科技发展有限

公司)。 

1.2  试药 

玳玳果(福建恒馨天然香料有限公司，批号：

20100613，福建中医药大学药学院中药鉴定教研

室范世明高级实验师鉴定为玳玳 Citrus aurantium 

L. var daidai Tanaka 的果实)；玳玳黄酮滴丸(自制，

棕黄色至棕褐色滴丸，平均丸重约 35 mg)；玳玳

黄酮提取物(自制，总黄酮含量为 76.27%)；柚皮

苷对照品 (中国食品药品检定研究院，批号：

110722-200609，纯度≥98%)；新橙皮苷对照品(中

国食品药品检定研究院，批号：111857-201001，

纯度≥98%)薄层色谱硅胶 G(青岛海洋化工有限公

司，批号：20120213)；甲醇、乙腈为色谱纯；水

为纯净水；其余试剂均为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  薄层色谱鉴别 

2.1.1  对照品溶液的配制   分别精密称取柚皮

苷、新橙皮苷对照品适量，加甲醇适量溶解并稀

释至刻度，摇匀，分别制成每 1 mL 含 1 mg 柚皮

苷的柚皮苷对照品溶液和每 1 mL 含 1 mg 新橙皮

苷的新橙皮苷对照品溶液。 

2.1.2  供试品溶液的配制  取玳玳黄酮滴丸 20
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丸，研细，用 20 mL 甲醇溶解，滤过，取续滤液

即得玳玳黄酮滴丸供试品溶液；取玳玳黄酮提取

物适量，用适量甲醇溶解，滤过，取续滤液即得

玳玳黄酮提取物供试品溶液；称取玳玳果药材粗

粒适量，用甲醇超声提取 30 min，浓缩至 10 mL，

即得玳玳果药材供试品溶液。 

2.1.3  阴性对照品溶液的配制  取缺玳玳黄酮提

取物空白滴丸处方组分，按玳玳黄酮滴丸制备工

艺及“2.1.2”项下同法操作，即得。 

2.1.4  薄层色谱分析  采用硅胶 G 薄层色谱法，

分别吸取“2.1.1”项下对照品溶液和“2.1.2”项

下供试品溶液各 10 μL，点于同一硅胶 G 薄层板

上，以氯仿-甲醇-水(13∶6∶2)下层溶液为展开剂，

预饱和 20 min 后展开，取出，晾干，喷以 3%三氯

化铝乙醇液，105 ℃加热 5 min，置 365 nm 紫外灯

下检视。供试品中柚皮苷和新橙皮苷等成分斑点

获得良好分离。薄层色谱鉴别结果表明，供试品

色谱中，在与对照品色谱相应位置，显相同颜色

的荧光斑点，斑点清晰，阴性对照品溶液无干扰。

结果见图 1。 

 
图 1  TLC 鉴别结果 
1柚皮苷对照品；2新橙皮苷对照品；3~5玳玳黄酮滴丸；6~8玳玳

黄酮提取物；9~11玳玳果药材；12~13阴性对照 

Fig. 1  TLC identify the results 
1naringin; 2neohesperidin; 35Daidai Flavones dropping pills; 

68total flavones active constituent; 911medicinal materials Daidai 

fruit; 1213negative control 

2.2  重金属检查 

取玳玳黄酮滴丸 3 批各适量，研细，分别称

取样品粉末 1.0，2.0，4.0 g 置炽灼至恒重的坩埚

中，按中国药典 2010 年版一部 IX E 第二法，考察

3 批玳玳黄酮滴丸重金属杂质限量。暂定玳玳黄酮

滴丸重金属限量为百万分之十。结果见表 1。 

表 1  玳玳黄酮滴丸重金属检查结果 

Tab. 1  Results of heavy metal test of Daidai Flavones 
dropping pills 

批号 百万分之二十 百万分之十 百万分之五 结论 

20130325 < < >  

20130326 < < > <百万分之十

20130327 < < >  

2.3  砷盐检查 

取玳玳黄酮滴丸 3 批各适量，研细，分别称

取样品粉末 0.10，0.20，0.40 g 置炽灼至恒重的坩

埚中，按中国药典 2010 年版一部 IXF 第一法，考

察 3 批玳玳黄酮滴丸砷盐限量。暂定玳玳黄酮滴

丸砷盐限量为百万分之十。结果见表 2。 

表 2  玳玳黄酮滴丸砷盐检查结果 

Tab. 2  Results of arsenic salt test of Daidai Flavones 
dropping pills 

批号 百万分之二十 百万分之十 百万分之五 结论 

20130325 < < >  

20130326 < < > <百万分之十

20130327 < < >  

2.4  含量测定 

2.4.1  对照品储备液的配制  精密称取柚皮苷、

新橙皮苷对照品各约 10.0 mg，分别置 100 mL 量

瓶，加流动相适量溶解并稀释至刻度，摇匀，即

得浓度 0.102 1 mg·mL1 的柚皮苷对照品储备液，

浓度 0.102 2 mg·mL1 的新橙皮苷对照品储备液。  

2.4.2  混合对照品溶液的配制  分别精密量取柚

皮苷对照品储备液、新橙皮苷对照品储备液各

10 mL 至 25 mL 量瓶，加流动相适量溶解并稀释

至刻度，摇匀，即得混合对照品溶液(柚皮苷浓度

0.040 84 mg·mL1、新橙皮苷浓度 0.040 88 mg·mL1)。 

2.4.3  供试品溶液的配制及测定  取干燥至恒重

的玳玳黄酮滴丸 20 丸，研细，精密称取粉末约

20.0 mg，置 50 mL 量瓶，加流动相适量溶解并稀

释至刻度，摇匀，精密量取 4.0 mL 于 10 mL 量瓶，

加流动相稀释至刻度，摇匀，即得。分别精密量

取对照品溶液、供试品溶液各 20 μL，注入高效液

相色谱仪，测定，外标法计算。 

2.4.4  阴性对照品溶液的配制  取缺玳玳黄酮提

取物的滴丸空白处方，按照玳玳黄酮滴丸制备工

艺及“2.4.3”项下方法操作，即得。  

2.4.5  测定波长的选择  分别取对照品溶液、供

试品溶液，以流动相为空白，在 200~400 nm 波长

扫描。结果显示，对照品溶液和供试品溶液的吸
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收光谱相似，最大吸收波长均在 284 nm，而阴性

对照溶液在此无吸收，表明基质对玳玳黄酮滴丸

中柚皮苷和新橙皮苷的含量测定无影响，故选择

测定波长 284 nm。 

2.4.6  色谱条件与系统适用性试验   色谱柱：

Lichrocart C18(250 mm×4 mm，5 μm)；流动相：乙

腈-0.1%磷酸水溶液(22∶78)；流速 1.0 mL·min1；

检测波长：284 nm；柱温：25 ℃；进样量：20 μL。

相邻色谱峰分离度均>1.5，理论板数按新橙皮苷峰

计算，不得<3 000。结果见图 2。 

 
图 2  高效液相色谱图 
A柚皮苷、新橙皮苷混合对照品溶液；B玳玳黄酮滴丸；C阴性对照品溶液；1柚皮苷; 2新橙皮苷 

Fig. 2  HPLC chromatograms     
Amixed reference substance; BDaidai flavones dropping pills; Cnegative dropping pills; 1reference substance of naringin; 2reference substance of 
neohesperidin 

2.4.7  标准曲线制备和线性关系考察  精密量取

混合对照品溶液 1.0，1.5，2.0，2.5，3.0，3.5，4.0 mL

置 10 mL 量瓶，用流动相适量溶解并稀释至刻度，

摇匀。分别精密吸取 20 μL 注入高效液相色谱仪，

记录色谱图。以峰面积为纵坐标，对照品浓度为

横坐标，绘制标准曲线。计算柚皮苷回归方程

Y=3.071 2×104X3.827 9×103，r=0.999 9，浓度在

4.084~16.336 μg·mL1内线性关系良好；新橙皮苷回

归方程 Y=3.410 7×104X4.306 9×103，r=0.9999，

浓度在 4.088~16.352 μg·mL1内线性关系良好。 

2.4.8  精密度试验  分别精密吸取同一份混合对

照品溶液(柚皮苷浓度 10.210 μg·mL1、新橙皮苷

浓度 10.220 μg·mL1)，连续进样 6 次，各 20 μL，

记录峰面积，结果柚皮苷和新橙皮苷峰面积的

RSD 分别为 0.38%、0.67%，表明仪器精密度良好。 

2.4.9  重复性试验  取同一批玳玳黄酮滴丸(批

号：20130717)，研细，分别精密称取 6 份，按“2.2.3”

项下同法操作，测定，结果滴丸中柚皮苷含量分

别 为 60.22 ， 62.00 ， 61.94 ， 62.56 ， 62.72 ，

62.76 mg·g1，新橙皮苷含量分别为 71.38，73.57，

73.37，73.47，74.32，74.23 mg·g1；柚皮苷平均

含量 62.03 mg·g1 (RSD=1.54%，n=6)，新橙皮苷

平均含量 73.39 mg·g1 (RSD=1.45%，n=6)。  

2.4.10  稳定性试验  取混合对照品溶液(柚皮苷

浓 度 10.210 μg·mL1 、 新 橙 皮 苷 浓 度

10.220 μg·mL1)，分别于 0，2，4，6，8，10 h 处，

精密吸取 20μL注入高效液相色谱仪，记录峰面积，

结果柚皮苷与新橙皮苷 RSD 的分别为 1.93%，

2.28%，表明供试品溶液在 10 h 内稳定性良好。 

2.4.11  加样回收率试验  分别精密称取玳玳黄

酮滴丸(批号 20130717 ，含柚皮苷 62.03 mg·g1、

新橙皮苷 73.39 mg·g1)约 10 mg，精密加入混合对

照品(柚皮苷对照品 0.061 50 mg·mL1、新橙皮苷

对照品 0.075 10 mg·mL1)10 mL，按“2.4.3”项下

同法操作，测定，计算回收率。结果见表 3。 

2.4.12  样品含量测定  分别取 3 批玳玳黄酮滴

丸，按“2.4.3”项下方法操作，测定，计算柚皮

苷、新橙皮苷含量。结果见表 4。 

3  讨论 

玳玳黄酮滴丸的 TLC 鉴别实验分别比较了展

开剂乙酸乙酯-甲醇-水(100∶17∶13)、二甲苯-乙

酸乙酯-甲酸-水(20∶10∶1∶1)二次展开和三氯甲

烷-甲醇-水(13∶6∶2)下层溶液，最终选择斑点分

离效果较佳且毒性较小的三氯甲烷-甲醇-水(13∶

6∶2)下层溶液作为展开剂，在该条件下，考察比

较药效成分柚皮苷和新橙皮苷在高温高湿(22 ℃，

RH 70%)及低温低湿(4 ℃，RH 18%)条件下同样能

得到良好分量，斑点清晰。故采用三氯甲烷-甲醇-

水(13∶6∶2)下层溶液作为展开剂。 

药物的纯度是影响药物质量的重要因素，中

药制剂的杂质检查是其安全性评价的重要保证之

一。3 批玳玳黄酮滴丸重金属和砷盐的限量检查结

果提示，重金属限量及砷盐限量均应控制在百万

分之十之内。 
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表 3  加样回收率试验结果 

Tab. 3  Results of addition recovery test 

名称 取样量/mg 样品中含量/mg 加入量/mg 测得量/mg 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

10.03 0.622 2 0.615 0 1.225 5  98.1 

 9.83 0.609 8 0.615 0 1.217 2  98.8 

 9.90 0.614 1 0.615 0 1.251 2 103.6 

 9.96 0.617 8 0.615 0 1.242 0 101.5 

10.01 0.620 9 0.615 0 1.237 2 100.2 

柚皮苷 

10.05 0.623 4 0.615 0 1.227 9  98.3 

100.1 2.15 

10.03 0.735 2 0.751 0 1.474 7  98.5 

 9.83 0.721 4 0.751 0 1.501 6 103.9 

 9.90 0.726 6 0.751 0 1.503 7 103.5 

 9.96 0.731 0 0.751 0 1.498 5 102.2 

10.01 0.735 4 0.751 0 1.481 3  99.3 

新橙皮苷 

10.05 0.737 6 0.751 0 1.477 7  98.6 

101.2 2.46 

 

表 4  样品含量测定结果(n=3) 

Tab. 4  Results of the simple contents(n=3) 

批号 
柚皮苷含量/ 

mg·g1 

平均值/ 

mg·g1 

RSD/ 
% 

新橙皮苷 

含量/mg·g1 

平均值/

mg·g1

RSD/
%

 62.45 76.48 

20130716 63.22 73.82 

 63.48 

63.05 0.85 

75.67 

75.32 1.81

 62.51 74.47 

20130717 64.27 75.64 

 62.85 

63.21 1.48 

74.35 

74.82 0.95

 62.79 74.75 

20130718 62.75 74.11 

 60.68 

62.07 1.94 

72.43 

73.76 1.62

柚皮苷和新橙皮苷均为二氢黄酮类成分，紫

外吸收光谱显示最大吸收波长均在 284 nm，故选

择 284 nm 作为 HPLC 法检测波长；阴性对照品溶

液的紫外吸收光谱图及高效液相色谱图表明，基

质对玳玳黄酮滴丸柚皮苷和新橙皮苷的含量测定

方法无干扰。实验比较了流动相(甲醇-0.1%磷酸溶

液和乙腈-0.1%磷酸溶液)及不同混合比例[(80∶20)

和(70∶30)]，结果表明 Lichrocart C18 色谱柱，选

择乙腈-0.1%磷酸溶液(22∶78)为流动相，284 nm

波长检测新橙皮苷、柚皮苷色谱峰稳定且峰面积

最大，基线平稳，色谱峰完全分离。 

玳玳黄酮提取物中的主要特征成分为新橙皮

苷、柚皮苷，其中新橙皮苷的含量最大，柚皮苷

次之。为确保从原料来源、中间体到成品的质量，

本研究建立了采用高效液相色谱法同时测定玳玳

黄酮滴丸中柚皮苷、新橙皮苷的符合中药特点的

多活性成分含量测定方法，经考察，方法结果准

确，精密度、稳定性和重复性良好，可用于玳玳

黄酮滴丸及相关产品的质量控制，对制定玳玳黄

酮滴丸质量标准具有指导意义。 
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