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正交试验优选枳壳提取工艺

徐坤勇 １，颜 娟 ２，韵国萍 １△

（１．河北省张家口市第一医院，河北 张家口 ０７５０００； ２．河北北方学院附属第一医院，河北 张家口 ０７５０００）
摘要：目的 优选枳壳的提取工艺。方法 以液料比、提取次数和提取时间为考察因素，以柚皮苷、新橙皮苷含量和收膏率为综合评价指标，

采用 Ｌ９（３４）正交试验法优选枳壳的提取工艺，并进行验证。结果 枳壳的最佳提取工艺为加８倍量５０℃水，每次提取１．５ｈ，提取２次；
在此工艺下，枳壳提取液的柚皮苷含量为７．４３％，新橙皮苷含量为４．４４％，收膏率为２７．６８％。结论 该提取工艺稳定可行，重复性好，

且提取效率较高。
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月雪，化学成分多为萜类化合物，难溶于水，其中的齐墩果

酸为脂溶性成分，通过多次试验发现，六月雪－ 草药对水

提液中含量极低，结合文献犤１４犦，未将其纳入评价指标，综
合考虑，采用药对中另一味药 草中的木犀草苷的转移率

与水煎液浸膏得率的综合评分作为评价指标，结果较合理。

与正交试验法相比，响应面法综合评分更高，更适

用于优化六月雪－ 草药对的提取工艺。验证试验表

明，六月雪－ 草药对提取液的浸膏得率和木犀草苷的

含量稳定、重复性好，本研究为六月雪 － 草药对的进

一步研究奠定了技术基础。
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１．柚皮苷 ２．新橙皮苷

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图

１．ｎａｒｉｎｇｉｎ ２．ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ

Ａ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

枳壳为芸香科植物酸橙 ＣｉｔｒｕｓａｕｒａｎｔｉｕｍＬ．及其
栽培变种的干燥未成熟果实，炮制品为不规则弧状条形

薄片。枳壳性微寒，味苦、辛、酸，归脾、胃经，有行滞消

胀、理气宽中功效，临床可用于治疗胃下垂、子宫脱垂、

食积不化、胀满疼痛、胸肋气滞、痰饮内停等症犤１犦。黄酮

化合物为枳壳主要化学成分，新橙皮苷和柚皮苷为黄酮

类化合物的主要成分，具有抗过敏、抗肿瘤、抗炎、抗菌、

抗微生物、保护受损心肌、诱导甲状腺癌细胞凋亡、抗基

因突变等多种药理作用犤２－５犦。目前，枳壳的提取工艺主

要包括热水煮取法、超声提取法、碱溶酸沉法等犤６－８犦，存

在溶剂消耗大、耗能、产率不高、耗时等问题。为考察各

因素对枳壳提取工艺的影响，提高提取效率，节约能源，

本研究中以柚皮苷、新橙皮苷含量和收膏率为综合评价

指标，采用正交试验法优选枳壳的提取工艺，找出最佳

提取条件，为该药材的开发应用提供依据。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公
司）；ＫＱ－２５０ＤＥ型数控超声波清洗仪牗昆山市超声仪
器有限公司牘；ＡＥ２４０型电子分析天平（梅特勒－托利多
仪器＜上海＞有限公司）。
１．２ 试药

柚皮苷对照品（重庆对照品科技有限公司，批号为

１１０７２２－２０１３１２，含量≥９８％）；新橙皮苷对照品（西安
旭煌技术有限公司，批号为 Ｎ－１９０２０，含量≥９７％）；
乙腈、甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为纯化

水；枳壳样品牗张家口市张垣中药饮片有限公司，批号为
２０１９０８０１牘。
２ 方法与结果

２．１ 柚皮苷及新橙皮苷含量测定

２．１．１ 色谱条件

色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：乙腈－水溶液（２０∶８０，Ｖ／Ｖ，用磷酸调ｐＨ至３）；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２８３ｎｍ；柱温：室温，进样
量：１０μＬ。理论板数按柚皮苷峰计应不低于３０００。在此
色谱条件下的色谱图见图１。
２．１．２ 溶液制备

分别称取柚皮苷对照品 ４０．０１ｍｇ、新橙皮苷对照
品 ４０．００ｍｇ，精密称定，置 ５０ｍＬ容量瓶中，加甲醇定
容，超声使溶解，摇匀，即得单一对照品贮备液。精密量

取上述溶液各 ２ｍＬ，置 １０ｍＬ容量瓶中，加甲醇定容，
制成每 １ｍＬ分别含柚皮苷和新橙皮苷各 １６０μｇ的混
合对照品溶液。取枳壳粗粉约０．２ｇ，精密称定，提取，放
冷，滤过，蒸发皿中蒸干，加甲醇溶解，并洗涤干净后转

移至１００ｍＬ容量瓶中，甲醇定容，超声（功率２５０Ｗ，频
率４０ｋＨｚ），摇匀，即得供试品贮备液。移取５ｍＬ，０．４５μｍ
微孔滤膜滤过，取１ｍＬ中间续滤液，即得供试品溶液。
按枳壳处方及工艺制备缺柚皮苷、新橙皮苷的阴性样

品，按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。

２．１．３ 方法学考察

线性关系与定量限、检测限考察：分别精密量取

２．１．２项下混合对照品贮备液适量，加甲醇稀释成质量
浓度分别为１２，２４，４８，９６，１９２，２４０μｇ／ｍＬ的系列混合
对照品溶液，按２．１．１项下色谱条件进样测定，记录峰
面积。分别以待测成分峰面积（Ｙ）为纵坐标、质量浓度
（Ｘ）为横坐标进行线性回归，得回归方程，柚皮苷为
Ｙ１＝５．３９×１０３Ｘ１＋４．２２×１０４，ｒ１＝０．９９９６（ｎ＝６）；新
橙皮苷为 Ｙ２＝６．１２×１０３Ｘ２＋５．２１×１０４，ｒ２＝０．９９９７
（ｎ＝６）。结果表明，柚皮苷、新橙皮苷质量浓度均在
１２～２４０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。同时，
以信噪比（Ｓ／Ｎ）为１０和３的质量浓度进样，测得柚皮苷
的定量限和检测限分别为１．３８μｇ／ｍＬ和０．４２μｇ／ｍＬ，
新橙皮苷定量限和检测限分别为 １．１３μｇ／ｍＬ和
０．３５μｇ／ｍＬ。
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成分

柚皮苷

新橙皮苷

取样量

（ｇ）

０．２０１
０．２１２
０．２０７
０．１９８
０．２２４
０．２０６
０．２０１
０．２１２
０．２０７
０．１９８
０．２２４
０．２０６

样品含量

（ｍｇ）

１４．７９４
１５．６０３
１５．２３５
１４．５７３
１６．４８６
１５．１６２
８．５４３
９．０１０
８．７９８
８．４１５
９．５２０
８．７５５

加入量

（ｍｇ）

１４．７３１
１４．７２４
１４．７２９
１４．７１８
１４．７１６
１４．７２２
８．５０２
８．５０７
８．４９８
８．５０１
８．５１１
８．４９７

测得量

（ｍｇ）

２９．５４８
２９．９４２
２９．３３２
２９．１９８
３０．６１６
２９．３４８
１６．９１２
１７．４６７
１６．９４８
１６．５２１
１７．７９１
１６．９１７

回收率

（％）

１００．１６
９７．３９
９５．７１
９９．３７
９６．０２
９６．３６
９８．４４
９９．４１
９５．９０
９５．３５
９７．１８
９６．０６

Ｘ
（％）

９７．５０

９７．０６

ＲＳＤ
（％）

１．９１

１．６４

序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ
Ｋ１′
Ｋ２′
Ｋ３′
Ｒ
Ｋ１″
Ｋ２″
Ｋ３″
Ｒ″

Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３

２０．５２
２２．８７
１６．７８
２．０３
１２．６３
１３．１７
１１．３３
０．６１
７６．２０
８１．４４
７４．８７
２．１９

Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３

１９．０２
２１．７２
１９．４３
０．９０
１２．０９
１２．８４
１２．２０
０．２５
７７．６２
７４．７７
８０．１２
１．７８

Ｃ
１
２
３
２
３
１
３
１
２

１８．３７
２１．１３
２０．６７
０．９２
１１．９８
１２．５７
１２．５８
０．２０
７４．３９
７９．８２
７８．３０
１．８１

Ｄ
１
２
３
３
１
２
２
３
１

１８．８５
２０．８９
２０．４３
０．６８
１２．０１
１２．７１
１２．４１
０．２３
７６．６３
７７．７４
７８．１４
０．５０

柚皮苷含量（％）

５．５３
８．０３
６．９６
７．７６
７．９８
７．１３
５．７３
５．７１
５．３４

新橙皮苷含量（％）

３．８６
４．５４
４．２３
４．３７
４．４９
４．３１
３．８６
３．８１
３．６６

收膏率（％）

２４．１１
２５．３４
２６．７５
２８．１７
２６．２１
２７．０６
２５．３４
２３．２２
２６．３１

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓ（ｎ＝６）

精密度试验：精密量取２．１．２项下混合对照品溶液
１０μＬ，按 ２．１．１项色谱条件连续进样 ６次，测定。结果
柚皮苷、新橙皮苷峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．７２％和
０．８５％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密量取 ２．１．２项下供试品溶液
１０μＬ，室温下分别于 ０，１，２，５，１０，２４ｈ时按 ２．１．１项
下色谱条件进样测定。结果柚皮苷、新橙皮苷峰面积的

ＲＳＤ分别为１．０９％和０．９２％（ｎ＝６），表明供试品溶液
在室温下２４ｈ内稳定。

重复性试验：取药材样品粗粉 ６份，按 ２．１．２项下
方法平行制备供试品溶液，按２．１．１项下色谱条件进样
测定。结果柚皮苷、新橙皮苷的平均含量分别为７．３７％
和 ４．２４％，ＲＳＤ分别为 ０．８７％和 １．１２％（ｎ＝６），表明
方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的药材样品（含柚皮苷

约为 ７．３８％、新橙皮苷约为 ４．２７％）粗粉 ６份，精密称
定，每份约０．２ｇ，分别加入柚皮苷及新橙皮苷对照品约
１４．７６ｍｇ和８．５４ｍｇ，按２．１．２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，并计算回收率。结
果见表１。

２．２ 收膏率测定

精密量取２．１．２项下供试品贮备液２０ｍＬ，置已干
燥至恒重的蒸发皿中水浴蒸干，１０５℃干燥３ｈ后取出，
置干燥器中冷却，至常温后立即称定质量。收膏率＝（浸
膏质量／２０×１００）／药物总质量×１００％。
２．３ 正交试验设计

根据预试验结果和实际生产条件，参考文献犤９－１２犦，
以液料比（Ａ）、提取时间（Ｂ）及提取次数（Ｃ）为考察因
素，以柚皮苷、新橙皮苷的含量和收膏率为综合评价指

标犤１３－１４犦，采用 Ｌ９（３４）正交试验法优选枳壳的提取工艺。

因素水平见表２，正交试验设计及结果见表３，方差分析
结果见表４。由表３、表４可知，以柚皮苷、新橙皮苷含量
为考察指标时，３个因素均为不显著因素；以收膏率为
考察指标时，仅因素Ａ为显著因素，故因素Ａ确定Ａ２为
最佳水平。为节约能源，提高提取效率，满足工业化

生产需要，确定最优提取工艺条件为 Ａ２Ｂ２Ｃ２，即液料比
８∶１，每次提取１．５ｈ，提取２次。

２．４ 工艺验证试验

称取枳壳１００ｇ，精密称定，共３份，按 Ａ２Ｂ２Ｃ２工艺
条件进行提取，测定柚皮苷、新橙皮苷的含量和收膏率，

对３批进行验证试验。结果见表５。结果表明，该提取工
艺重复性好，工艺稳定，合理可行。

３ 讨论

水为实际生产中常见的优良溶剂，极性强，适宜提

取苷类等极性大的化合物，且环保、安全。柚皮苷即

４，５，７－三羟基－黄烷酮－７－鼠李糖葡萄糖苷，微溶于
冷水，在热水中有一定溶解度犤１５犦，预试验结果显示，其

表３ 正交试验设计及结果

Ｔａｂ．３ Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

柚

皮

苷

新

橙

皮

苷

收

膏

率

表２ 正交试验因素水平表

Ｔａｂ．２ Ｔｈｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

水平

１
２
３

因素Ａ（倍）

６
８
１０

因素Ｂ（ｈ）

１．０
１．５
２．０

因素 Ｃ（次）

１
２
３

因素 Ｄ（空白）

１
２
３
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指标

柚皮苷

新橙皮苷

收膏率

方差来源

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

离差平方和

６．２９
１．４１
１．４６
０．７６
０．６０
０．１１
０．０８
０．０８
８．０４
４．７８
５．２３
０．４１

自由度

２
２
２
２
２
２
２
２
２
２
２
２

均方

３．１４
０．７１
０．７３

０．３０
０．０５
０．０４

４．０２
２．３９
２．６２

Ｆ值

８．２４
１．８５
１．９１

７．２５
１．３３
０．９６

１９．７１
１１．７１
１２．８２

Ｐ
＞０．０５
＞０．０５
＞０．０５

＞０．０５
＞０．０５
＞０．０５

＜０．０５
＞０．０５
＞０．０５

指标

柚皮苷含量

新橙皮苷含量

收膏率

１
７．４５
４．４５
２７．５４

２
７．３６
４．４８
２７．６６

３
７．４８
４．３９
２７．８５

Ｘ
７．４３
４．４４
２７．６８

ＲＳＤ（％）

０．８４
１．０３
０．５６

表４ 方差分析结果

Ｔａｂ．４ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＡＮＯＶＡ

注：Ｆ０．０５（２，２）＝１９．００。
Ｎｏｔｅ：Ｆ０．０５（２，２）＝１９．００．

表５ 工艺验证试验结果（％）
Ｔａｂ．５ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｖａｌｉｄａｔｉｏｎｔｅｓｔ（％）

在 ５０℃水中溶解性能良好。乙醇对天然植物细胞的穿
透能力较强，来源方便，价格便宜，５０％～７０％乙醇常用
于天然药物中柚皮苷等苷类化合物的提取犤１６－１７犦。故暂

定用 ５０℃水和 ６０％乙醇进行提取试验。试验中，保持
其他条件相同，分别以 ５０℃水和 ６０％乙醇为提取溶
剂对枳壳药材进行提取，高效液相色谱法对指标成分

柚皮苷、新橙皮苷含量进行测定，同时考察收膏率。结

果表明，采用 ５０℃水和 ６０％乙醇对枳壳提取各项考
察指标的影响差异不大，考虑生产成本，故采用 ５０℃
水提取。

在中药研制过程中，为保证药材提取质量，故选用

多指标评价提取工艺。枳壳药效成分主要为黄酮类化合

物，其中柚皮苷含量较高；新橙皮苷为 ２０１５年版《中国
药典（一部）》中药材枳壳含量测定指标成分之一；收膏

率作为中药提取工艺的常用评价指标之一，可反映各组

分的提取程度犤１８犦。故本研究以柚皮苷、新橙皮苷含量和

收膏率为评价指标，优化枳壳提取工艺，以期为工业化

生产奠定基础。验证试验结果表明，优选的提取工艺，柚

皮苷、新橙皮苷的平均含量均明显高于刘学仁等犤１９犦采

用微波辅助提取法所得结果，提取效率明显提高。

综上所述，该提取工艺稳定可行，重复性好，且提取

效率高。
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２０１１，２８（３）：８３－８４．
犤８犦赵翠然，张晓倩，李 珠，等．柚皮苷提取工艺研究犤Ｊ犦．煤炭

与化工，２０１８，４１（６）：１３１－１３３．
犤９犦冯 倩，郑 伟，李蔚群，等．多指标正交试验法考察蒲公英

提取与纯化工艺犤Ｊ犦．现代中药研究与实践，２０２０，３４（３）：

５２－５６．
犤１０犦王李婷，王向根，李 星，等 ．正交试验优选木姜叶柯中三

叶苷提取工艺犤Ｊ犦．中国药业，２０２０，２９（１）：２６－２８．
犤１１犦陈剑平，胡兆流，黄诗莹，等 ．正交试验法优选软肝颗粒水

提工艺犤Ｊ犦．中国药业，２０１９，２８（７）：１５－１８．
犤１２犦刘李梅，杨 明，郭志烨，等 ．正交试验法优选蒺藜总皂苷

和总黄酮的提取工艺犤Ｊ犦．现代中药研究与实践，２０１５，

２９（１）：４４－４７．
犤１３犦冯子芳，袁晓航，陈晓伟，等 ．多指标正交试验优选葆肾合

剂最佳提取工艺犤Ｊ犦．中国药业，２０２０，２９（１７）：４３－４６．
犤１４犦周 许，吴明权，朱力阳，等．多指标正交试验优选都江堰２号

搽剂的提取工艺犤Ｊ犦．现代中药研究与实践，２０１９，３３（２）：

５８－６１．
犤１５犦白小鸣，曾小峰，王 华，等 ．响应面法优化超声波辅助提

取梁平柚果皮中柚皮苷工艺研究犤Ｊ犦．西南师范大学学报
（自然科学版），２０１６，４１（２）：５８－６５．

犤１６犦周石磊，王鸿飞，杜洁雄．柚皮中柚皮苷乙醇提取工艺研究犤Ｊ犦．
农业工程学报，２００６，２２（７）：１８４－１８７．

犤１７犦贾冬英，姚 开，谭 敏，等 ．柚皮中柚皮苷的乙醇提取工

艺研究犤Ｊ犦．中草药，２００２，３３（９）：３６－３７．
犤１８犦郑礼娟，秦昆明，蔡 皓，等．多指标正交试验优选白术芍药散

提取工艺犤Ｊ犦．中国中药杂志，２０１３，３８（１０）：１５０４－１５０９．
犤１９犦刘学仁，蔡品品，姜 涛，等．微波辅助提取枳壳中柚皮苷、

新橙皮苷的工艺研究犤Ｊ犦．中成药，２０１３，３５（２）：４２０－４２３．
牗收稿日期：２０２０－０９－０７；修回日期：２０２０－１１－２０牘

·药学论著·
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