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行检查。

本研究针对制剂剂型和所含抑菌成分采用了不同

的试验方法，对于抑菌活性较强的制剂，采用平皿法若

在最低稀释级无法进行方法适用性试验时，可增加稀

释液或培养基体积或采用薄膜过滤法进行检查，以消

除抑菌活性。

综上所述，本研究中建立的方法操作便捷，结果准

确，为医院制剂微生物限度质量控制提供了可靠的检

测手段，对于保障制剂质量具有重要意义，同时也为类

似抑菌制剂的检查提供了研究思路。
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高效液相色谱法同时测定橘红颗粒中高效液相色谱法同时测定橘红颗粒中 33种黄酮类成分含量种黄酮类成分含量
李 霞，易徐航△，杨恢检，熊 毓

（江西省萍乡市食品药品检验所，江西 萍乡 337000）
摘要摘要：：目的 建立同时测定橘红颗粒中芸香柚皮苷、柚皮苷和橙皮苷含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 Agilent 5TC - C18（2）柱

（250 mm × 4. 6 mm，5 μm），流动相为乙腈 - 0. 1%醋酸水溶液（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 280 nm，柱温为 30 ℃，进

样量为 10 μL。结果 芸香柚皮苷、柚皮苷和橙皮苷进样量分别在 0. 034 8～0. 348 μg（r = 0. 999 5）、1. 047～10. 47 μg（r = 0. 999 4）、

0. 185 9～1. 859 μg（r = 0. 999 7）范围内与峰面积线性关系良好；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均不大于 2. 0%；平均加样回

收率分别为 98. 24%，96. 29%，97. 83%，RSD 分别为 1. 16%，1. 08%，2. 34%（n = 6）。结论 所建立的方法操作简便、重复性好、结果准

确，可用于同时测定橘红颗粒中上述 3种黄酮类成分的含量。

关键词关键词：：橘红颗粒；芸香柚皮苷；柚皮苷；橙皮苷；黄酮类成分；高效液相色谱法；含量测定

Simultaneous Determination of Three Flavonoids in Juhong Granules by HPLC
LI Xia，YI Xuhang，YANG Huijian，XIONG Yu

（Pingxiang Institute for Food and Drug Control，Pingxiang，Jiangxi，China 337000）

AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography（HPLC） method for simultaneous determination of
narirutin，naringin and hesperidin in Juhong Granules. Methods The chromatographic column was Agilent 5TC - C18（2） column
（250 mm × 4. 6 mm，5 μm），the mobile phase was acetonitrile - 0. 1% acetic acid aqueous solution（gradient elution），the flow
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rate was 1. 0 mL / min，the detection wavelength was 280 nm，the column temperature was 30 ℃，and the injection volume was 10 μL.
Results The linear ranges of narirutin，naringin and hesperidin were 0. 034 8 - 0. 348 μg（r = 0. 999 5），1. 047 - 10. 47 μg
（r = 0. 999 4），0. 185 9 - 1. 859 μg（r = 0. 999 7），respectively. The RSDs of precision，stability and repeatability tests were all
lower than 2. 0%. The average recovery rates of the above three flavonoids were 98. 24%，96. 29%，97. 83%，with the RSDs of
1. 16%，1. 08%，2. 34%（n = 6） respectively. Conclusion The established method is easy，repeatable and accurate，which can be
used to simultaneously determine the contents of the above three flavonoids in Juhong Granules.
Key wordsKey words：：Juhong Granules；narirutin；naringin；hesperidin；flavonoid；HPLC；content determination

橘红颗粒为祛痰剂，由化橘红、陈皮、苦杏仁、浙贝

母等 15味中药组方，有清肺、止咳、化痰功效，可用于治

疗痰热咳嗽、痰多、色黄黏稠、胸闷口干等证。组方药材

中化橘红、陈皮为祛痰止咳常用药，且均含多种黄酮类

成分，其中化橘红主要含柚皮苷、芸香柚皮苷、野漆树

苷等成分［1］，陈皮主要含橙皮苷、新橙皮苷、芸香柚皮苷

等［2］。黄酮类化合物为最重要的天然低分子量多酚类化

合物，以游离态和糖苷的形式广泛分布于植物体内［3］。
现代药理学研究表明，化橘红、柚皮苷具有一定的抗氧

化［4］及抑制 α - 葡萄糖苷酶活性作用［5］，陈皮具有抗

炎［3］和抗氧化［6］及抗心肌缺血和保护心脑血管作用［7］。
橘红颗粒现收载于 2020年版《中国药典（一部）》，但该

标准仅对其中陈皮进行了薄层鉴别，采用液相色谱法

对浙贝母中的贝母素甲、贝母素乙进行了定性鉴别，并

对化橘红中柚皮苷进行了含量测定。且现有报道多仅

对制剂中单味药材进行质量鉴别或分析［8 - 19］，缺乏对

橘红颗粒进行全面质量评价的报道。鉴于此，本研究中

建立了同时测定橘红颗粒中芸香柚皮苷、柚皮苷和橙

皮苷 3种黄酮类成分含量的高效液相色谱（HPLC）法，

为全面控制该制剂的质量提供依据。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

1200型高效液相色谱仪，含二极管阵列检测器（美

国Agilent公司）；XSR105型、ME204型电子分析天平（瑞

士Mettler Toledo公司，精度分别为 0. 01 mg和 0. 1 mg）；

XMTD - 7000型电热恒温水浴锅（北京市永光明医疗仪

器有限公司）。

1. 2 试药

橘红颗粒样品（8批，均为市售产品，编号为 S1 -
S8，样品信息见表 1）。芸香柚皮苷对照品（批号为

RF220429 - 06，含量 99. 68%），柚皮苷对照品（批号为

AL210915 - 02，含量 98. 13%），橙皮苷对照品（批号为

PR210902 - 11，含 量 100%），均 购 自 美 国 Stanford
Chemicals公司；乙腈、冰醋酸均为色谱纯，其余试剂均

为分析纯，水为娃哈哈纯净水。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Agilent 5TC - C18（2）柱（250 mm × 4. 6 mm，

5 μm）；流动相：乙腈（A）- 0. 1%醋酸水溶液（B），梯度

洗 脱（0～15 min 时 5%A → 20%A，15～45 min 时

20%A → 30%A，45～60 min时 30%A → 100%A，60～
65 min时 100%A → 5%A）；流速：1. 0 mL / min；检测波

长：280 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 μL。
2. 2 溶液制备

分别称取芸香柚皮苷对照品 10. 91 mg、柚皮苷对

照品 13. 34 mg和橙皮苷对照品 11. 62 mg，加甲醇制成

质量浓度分别为 0. 435 0，0. 523 6，0. 464 8 mg / mL的

单一对照品贮备液；分别精密量取适量，置同一容量瓶

中，加甲醇制成质量浓度分别为 0. 043 5，0. 052 4，
0. 046 5 mg / mL的混合对照品溶液。取样品适量，研细，

取约 1. 0 g，精密称定，精密加入甲醇 15 mL使溶解，加

热回流 30 min，静置，冷却至室温，用甲醇补足减失的质

量，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。按橘红颗粒处方

及工艺分别制备缺化橘红、陈皮的阴性样品，按供试品

溶液制备方法制备相应的阴性对照品溶液。

2. 3 方法学考察

专属性试验［8］：取 2. 2项下 4种溶液各 10 μL，按
2. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱图。结果芸香柚

皮苷、柚皮苷和橙皮苷色谱峰峰形对称，与其他杂质峰

分离良好，且阴性对照无干扰。详见图1。
线性关系考察：取 2. 2项下单一对照品贮备液各适

量，加甲醇稀释，制成含芸香柚皮苷 0. 017 4 mg / mL、柚
皮苷 0. 524 0 mg / mL、橙皮苷 0. 093 0 mg / mL的混合对

照品溶液，分别精密吸取 2，4，8，10，12，16，20 μL，按
2. 1项下色谱条件进样测定，以进样量（X，μg）为横坐

表1 样品信息

Tab. 1 Information of samples

编号

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8

批号

220105
200713 - 1
20220102
04220103
04210901
22020102
22020101
20211202

生产企业

恒拓集团南宁仁盛制药有限公司

宁夏启元国药有限公司

山西华康药业股份有限公司

通化万通药业股份有限公司

通化万通药业股份有限公司

山东孔府制药有限公司

山东孔府制药有限公司

山东孔府制药有限公司
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标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归，得 3种待测成分

的回归方程Y1 = 15. 476 27 X1 + 17. 935 27（r = 0. 999 5），

Y2 = 14. 959 32 X2 + 205. 641 55（r = 0. 999 4），Y3 =
16. 097 39 X3 + 63. 082 88（r = 0. 999 7）。结果表明，芸香

柚皮苷、柚皮苷和橙皮苷的进样量分别在 0. 034 8～
0. 348 μg、1. 047～10. 47 μg、0. 185 9～1. 859 μg范围

内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取 2. 2项下混合对照品溶液适

量，按 2. 1项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面

积。结果芸香柚皮苷、柚皮苷和橙皮苷峰面积的RSD分

别为 0. 83%，0. 70%，1. 00%（n = 6），表明仪器精密度

良好。

稳定性试验：取 2. 2项下供试品溶液适量，分别于

室温下放置 0，2，4，8，12，16，24 h时按 2. 1项下色谱条

件进样测定，记录峰面积。结果芸香柚皮苷、柚皮苷和

橙皮苷峰面积的 RSD分别为 0. 50%，0. 45%，0. 46%

（n = 7），表明供试品溶液室温放置24 h内基本稳定。

重复性试验：取样品（批号为 220105）适量，共 6份，

按 2. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件

连续进样测定 3次，记录峰面积，并计算样品含量。结果

芸香柚皮苷、柚皮苷和橙皮苷的平均含量分别为0. 108 0，
3. 364 2，0. 345 6 mg / g，RSD 分别为 2. 00%，1. 99%，

1. 92%（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为220105）
约 0. 5 g，精密称定，各 6份，分别精密加入芸香柚皮苷

对照品 0. 043 5 mg、柚皮苷对照品 1. 047 2 mg和橙皮苷

对照品 0. 093 0 mg，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，

按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并计算加

样回收率。结果见表2。
表2 加样回收试验结果（n = 6）

Tab. 2 Results of the recovery test（n = 6）

待测成分

芸香柚皮苷

柚皮苷

橙皮苷

取样量（g）
0. 504 3
0. 510 2
0. 502 3
0. 512 4
0. 514 5
0. 510 6
0. 504 3
0. 510 2
0. 502 3
0. 512 4
0. 514 5
0. 510 6
0. 504 3
0. 510 2
0. 502 3
0. 512 4
0. 514 5
0. 510 6

样品含量（mg）
0. 054 5
0. 055 1
0. 054 2
0. 055 3
0. 055 6
0. 055 1
1. 696 6
1. 716 4
1. 689 8
1. 723 8
1. 730 9
1. 717 7
0. 174 3
0. 176 3
0. 173 6
0. 177 1
0. 177 8
0. 176 4

加入量（mg）
0. 043 5
0. 043 5
0. 043 5
0. 043 5
0. 043 5
0. 043 5
1. 047 2
1. 047 2
1. 047 2
1. 047 2
1. 047 2
1. 047 2
0. 093 0
0. 093 0
0. 093 0
0. 093 0
0. 093 0
0. 093 0

测得量（mg）
0. 097 6
0. 097 2
0. 097 7
0. 097 8
0. 098 3
0. 097 6
2. 685 1
2. 733 6
2. 707 5
2. 731 9
2. 744 4
2. 723 0
0. 265 6
0. 267 0
0. 266 0
0. 271 1
0. 267 4
0. 264 3

回收率（%）

99. 08
96. 78
100. 00
97. 70
98. 16
97. 70
94. 39
97. 14
97. 18
96. 27
96. 78
96. 00
98. 17
97. 53
99. 35
101. 08
96. 34
94. 52

X（%）

98. 24

96. 29

97. 83

RSD（%）

1. 16

1. 08

2. 34

2. 4 样品含量测定

取 8批样品各适量，按 2. 2项下方法制备供试品溶

液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱图，采用外

标法计算各成分含量。结果见表3。
表3 样品含量测定结果（mg / g，n = 2）

Tab. 3 Results of the content determination of three flavonoids
in samples（mg / g，n = 2）

编号

S1
S2
S3
S4

芸香柚皮苷

0. 041 1
0. 206 0
0. 069 6
0. 106 3

柚皮苷

2. 454 2
5. 767 0
2. 346 0
3. 367 9

橙皮苷

0. 154 8
0. 793 2
0. 190 1
0. 341 5

编号

S5
S6
S7
S8

芸香柚皮苷

0. 148 3
0. 083 3
0. 088 8
0. 054 9

柚皮苷

3. 934 4
3. 762 0
4. 644 6
3. 828 0

橙皮苷

0. 365 8
0. 281 0
0. 251 6
0. 144 6

A / mAU
6050403020100

t / min10 20 30 40 50

1 2 3

A
A / mAU
250
200
150
100
50
0 t / min10 20 30 40 50

1

2

3

B
A / mAU
100
80
60
40
20
0 t / min10 20 30 40 50

3

C
A / mAU
200
150
100
50
0 t / min10 20 30 40 50

2

1

D
1. 芸香柚皮苷 2. 柚皮苷 3. 橙皮苷

A. 混合对照品溶液 B. 供试品溶液 C. 缺化橘红的阴性对照品

溶液 D. 缺陈皮的阴性对照品溶液

图1 高效液相色谱图

1. Narirutin 2. Naringin 3. Hesperidin
A. Mixed reference solution B. Test solution C. Negative reference
solution lacking Citri Grandis Exocarpium D. Negative reference

solution lacking Citri Reticulatae Pericarpium
Fig. 1 HPLC chromatograms
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3 讨论

3. 1 指标成分选择

该制剂中君药化橘红配以陈皮，共奏燥湿化痰之

功，两者含有的黄酮类化合物与低分子右旋糖酐作用

相似，能促进血液循环，缓解血液淤滞，减少血小板聚

集，达到活血化瘀效果。其主要活性成分为黄酮类化合

物芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷，故以其作为指标成分

进行含量研究。对于本研究结果是否受药材的来源、炮

制方法、制剂工艺等影响有待进一步考察。

3. 2 试验条件选择

预试验中分别对供试品溶液进行超声和加热回流

处理，处理时间分别为 10，30，45，60，90 min，结果显示，

加热回流提取效果比超声更好，提取 30 min后的含量

无显著差异。黄酮苷元难溶于水或不溶于水，易溶于甲

醇、乙醇等有机溶剂和稀碱液中，故预试验中提取溶剂

分别考察了不同体积分数（20%，40%，70%，100%）的甲

醇和乙醇，结果纯甲醇提取效果最好，各指标成分能提

取完全。因此本研究中最终选择提取条件为加甲醇加

热回流30 min。
3. 3 液相色谱条件选择

采用二极管阵列检测器对供试品溶液和对照品溶

液在 210～400 nm波长内进行紫外光谱扫描，发现在

280 nm波长处各待测成分响应值较高，同时色谱图基

线平稳，噪声小，因此选择 280 nm作为检测波长。预试

验中分别以甲醇 - 水、乙腈 - 水、乙腈 - 0. 1%醋酸水

溶液 3种不同流动相进行梯度洗脱，结果显示，流动相

中添加少量的酸有利于改善色谱峰的拖尾及分离度。

因此，选用乙腈 - 0. 1%醋酸水溶液作为流动相，其洗

脱效果、各色谱峰峰形、分离度及基线效果均更好。但

柚皮苷和橙皮苷保留时间间隔较短，后续仍需进一步

优化梯度洗脱条件，以获得更佳的分离效果和灵敏度。

3. 4 方法评价

本研究中建立了同时测定制剂中 3种黄酮类成分

（芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷）含量的HPLC法。结果三

者含量差异较大，柚皮苷的含量远高于其他2种黄酮类成

分。由于各生产厂家投料用的中药材质量存在差异，质量

控制方法和手段也不尽相同。因此，建立橘红颗粒多成分

含量测定方法对于保证制剂质量安全具有积极意义。
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