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摘要： 目的 佛手药材中香叶木苷和橙皮苷含量测定方法的建立。方法 2015年 9月至 2018年 6月，以DiamonsilC18（250
mm×4.6 mm，5 μm）为色谱柱，乙腈（A）-0.1%醋酸水（B）（20∶80）等度洗脱为流动相，285 nm为检测波长，1.0 mL/min的流速，

25 ℃的柱温，10 µL的进样量。结果 香叶木苷、橙皮苷进样量分别在12.32~616 ng（r＝0.999 8），8.128~1 016 ng（r＝0.999 9）
范围内与峰面积呈良好线性关系，平均回收率（n＝6）分别为99.32%、100.87%；相对标准偏差（RSD）分别为2.29%、2.24%。结

论 该法简便、准确、可靠，可作为佛手药材中香叶木苷、橙皮苷含量测定的有效方法。
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Abstract： Objective Establishment of a method for determination of diosmin and hesperidin in bergamot medicinal materials.
Methods From September 2015 to June 2018，the chromatographic column was Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 µm），mobile
phase was acetonitrile（A）-0.1% acetic acid water（B）inisometric elution（20：80）.The detection wavelength was 285 nm and the
flow rate wass 1.0 mL min⁃1at 25 ℃，and the injection volume was 10 µL.Results The contents of diosmin and hesperidin had
good linear relationship with the peak area in the ranges of 12.32~616 ng（r＝0.999 8）and 8.128~1 016 ng（r＝0.999 9）respective⁃
ly，and the average recoverie rate（n＝6）of five components was 99.32% with RSD of 2.29%and 100.87% with RSD of 2.24% re⁃
spectively.Conclusion The method is simple，accurate and reliable，and can be used as an effective method for the determination
of diosmin and hesperidin in bergamot.
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佛手为临床常用理气药，具有疏肝理气，和胃止

痛，燥湿化痰的作用，来源于芸香科植物佛手的干燥

果实；常用于治疗肝胃气滞、胸胁胀痛、咳嗽痰多、胃

脘痞满等症［1］。佛手主要含有多糖类［2］、挥发油

类［3⁃5］、香豆素类［6］、酚酸类［7］和黄酮类［8］等多种生理

活性物质。佛手中黄酮类成分除了橙皮苷外，还包

括香叶木苷、胡萝卜苷、3，5，6⁃三羟基⁃3’，4’，7⁃三甲

氧基黄酮、3，5，6⁃三羟基⁃4’，7⁃二甲氧基黄酮等。文

献报道，香叶木苷具有良好的生物学活性，有促进细

胞生长［9⁃10］；诱导大鼠肝微粒体P450酶［11］；抗凝血和

抗静脉血栓形成［12⁃13］；抗肿瘤等作用［14⁃15］。中国药典

以黄酮中的橙皮苷含量作为质量控制指标。但尚未

见对佛手香叶木苷、橙皮苷同时测定方法的相关报

道。本研究于2015年9月至2018年6月建立同时测

定佛手药材中香叶木苷、橙皮苷的含量测定方法，可

为更好地控制佛手药材的质量提供方法。

1 仪器与试药

1.1 仪器 昆山市超声仪器有限公司的超声波清

洗器（KQ⁃500）；赛多利斯科学仪器有限公司的十万

分之一电子天平（BT25S）；安捷伦科技有限公司的

高效液相色谱仪（Agilent ⁃1260）。
1.2 试药 佛手药材，经生药学杨兰老师鉴定其
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来源于芸香科植物佛手的干燥果实；对照品：香

叶木苷（购于成都瑞芬思生物科技有限公司，批号

D⁃005⁃161010），纯度≥98.5%，橙皮苷（自制，采用核

磁共振碳谱，氢谱和电喷雾电离质谱鉴定，含量采

用HPLC峰面积归一化法测定≥98%）；水为纯水（自

制，pinchengPCJ⁃10纯化仪）；乙腈HPLC级；其他试

剂均为分析纯。

2 方法与结果

2.1 混合对照品溶液的制备 取香叶木苷、橙皮苷

对照品适量，精密称定，分别置 10 mL容量瓶中，香

叶木苷先用少量的二甲基亚砜（DMSO）将对照品完

全溶解再加甲醇定容，制成香叶木苷对照品母液；

橙皮苷用甲醇溶解，定容至刻度线，即得橙皮苷对

照品母液。分别各取对照品母液 1 mL，置同一 10
mL容量瓶中，加甲醇定容至刻度，摇匀，即得混合对

照品溶液（香叶木苷、橙皮苷30.80、20.32 µg/mL）。
2.2 供试品溶液的制备 精密称取佛手粉末（过五

号筛）约 1 g，于锥形瓶中，精密移取 25 mL甲醇，称

定重量，以500 W，40 kHz频率超声提取1.5 h，放冷，

再称定重量，甲醇补重，摇匀，过0.45 μm微孔滤膜，

取续滤液为供试品溶液。

2.3 色谱条件 DiamonsilC18（250 mm × 4.6 mm，

5 µm）的色谱柱；乙腈（A）-0.1%醋酸水（B）（20∶80）
的等度洗脱，1.0 mL/min 的流速；285 nm的检测波

长；25 ℃的柱温；10 µL的进样量。色谱图见图1。
2.4 线性关系考察 精密称取对照品适量，加甲醇

定容至刻度，摇匀，制得混合对照品母液（香叶木

苷、橙皮苷分别为61.60，101.60 µg/mL）。然后稀释

成香叶木苷、橙皮苷含量分别为46.20，50.80；30.80，
20.32；15.40，10.16；1.23，0.81 µg/mL的混合对照品。

按上述色谱条件进行测定，以进样量（ng）为横坐标

（X），色谱峰峰面积为纵坐标（Y），得香叶木苷和橙皮

苷的线性方程分别为Y＝0.824X+3.56（r＝0.999 7），

Y＝1.537X + 5.16（r＝0.999 8），线性范围分别为

12.32～616.00，8.12～1 016.00 ng。
2.5 精密度试验 取香叶木苷、橙皮苷混合对照品

溶液 10 µL（香叶木苷、橙皮苷质量浓度分别为

32.24，21.16 µg/mL），在上述相同色谱条件下重复进

样 6次，测定香叶木苷、橙皮苷的峰面积，计算峰面

积RSD值分别为0.68%，1.12%，表明精密度良好。

2.6 重复性试验 称取川佛手（2号）样品共 6份，

各约1 g，精密称定，按上述方法制备供试品溶液，进

行含量测定，外标法计算含量，结果香叶木苷的平

均含量为 0.07%，RSD为 2.20%；橙皮苷的平均含量

为0.08%，RSD为2.60%；结果表明重复性良好。

2.7 稳定性试验 取川佛手（2号）样品约1 g，精密

称定，按上述方法制供试品溶液，分别在 0，2，4，6，
8，12 h进样 10 μL，测定其峰面积，香叶木苷、橙皮

苷的峰面积的RSD分别为 2.41%、2.88%，结果表明

供试品溶液在室温下12 h内稳定。

2.8 加样回收率试验 精密称取（9号）佛手样品共

6 份（9 号药材中香叶木苷、橙皮苷的含量分别为

0.053%、0.029%），每份约 0.5 g，分别精密加入含香

叶木苷、橙皮苷浓度分别为0.264、0.145 mg/mL的混

合对照品溶液 1 mL，参照上述方法制备样品溶液，

再按上述色谱条件进行含量测定，结果见表1。
表1 准确度试验结果（n＝6）

待测成分

香叶木苷

橙皮苷

取样
量/g

0.499 7
0.499 3
0.497 4
0.495 8
0.497 9
0.500 0
0.499 7
0.499 3
0.497 4
0.495 8
0.497 9
0.500 0

样品
含量/
mg

0.251 3
0.251 1
0.250 1
0.249 3
0.250 4
0.251 5
0.144 6
0.144 4
0.143 9
0.143 4
0.144 0
0.144 7

加入
量/
mg

0.264
0.264
0.264
0.264
0.264
0.264
0.145
0.145
0.145
0.145
0.145
0.145

测得
量/
mg

0.505 4
0.515 7
0.505 2
0.516 1
0.518 4
0.516 1
0.286 9
0.292 9
0.290 7
0.285 6
0.293 5
0.293 2

加样
回收
率/%
96.25

100.24
96.62

101.04
101.54
100.25
98.13

102.36
101.23
98.02

103.04
102.47

平均加
样回收
率/%

99.32

100.87

RSD/
%

2.29

2.24

2.9 样品含量测定 取 14批佛手样品各 1 g，精密

称定，分别制备供试品溶液，测定其含量，外标法计

算含量，见表2。
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注：1—香叶木苷；2—橙皮苷

图1 HPLC法测定佛手药材香叶木苷和橙皮苷的含量的色谱图：A为混合对照品；B为样品
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表2 不同产地佛手中香叶木苷、橙皮苷含量（n＝4）
编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14

品种

川佛手

川佛手

川佛手

川佛手

建佛手

佛手

广西佛手

广西佛手

广东佛手

广东佛手

广东佛手

广东佛手

广东佛手

佛手

采集/采购方式

自采，四川南充市五星金方佛手GAP基地

自采，四川南充市五星金方佛手GAP基地

自采，四川南充市五星金方佛手GAP基地

购于四川南充药业有限公司

购于福建福州

购于云南

购于广西玉林药材市场

购于毫州

购于南宁毛源

广东一方药业，批号：120901
购于亳州市永刚饮片有限公司

购于广东肇庆

购于广东德庆批号：20150401
购于浙江杭州华东中药饮片有限公司

香叶木

苷/%
0.077
0.070
0.079
0.119
0.036
0.088
0.083
0.068
0.053
0.045
0.028
0.106
0.087
0.071

橙皮

苷/%
0.096
0.064
0.075
0.157
0.038
0.112
0.074
0.034
0.029
0.044
0.018
0.087
0.283
0.149

3 讨论

现今，关于佛手质量控制的报道很多［16⁃19］，但未

见其香叶木苷、橙皮苷同时测定的方法的文献报道。

橙皮苷和香叶木苷均为黄酮类成分，具有良好的生物

学活性。本研究建立两成分同时测定的方法，并用

于不同产地佛手香叶木苷、橙皮苷的含量测定，结果

表明，不同产地佛手中两者含量相差较大，且其中有

两个批次广佛手（9号，11号）中橙皮苷含量低于2020
年版《中国药典》的规定值0.03%，未达到药典标准。

文献报道香叶木苷对照品用甲醇溶解［20］，本研究参

照文献采用超声和加热都不能使其完全溶解，故先

加少量DMSO待香叶木苷溶解后慢慢加入甲醇，超

声制得香叶木苷对照品母液。在供试品溶液制备

中，考察了加热回流和超声提取法分别在 1.0、1.5、
2.0 h提取时间的提取率，结果表明，水浴加热和超声

提取1.5和2.0 h，提取回收率均在95%（提取1.0 h回
收率在80%左右）。超声提取操作简便，最终采用超

声提取的方法提取 1.5 h。流动相组成考察了甲醇⁃
水，甲醇-0.1%醋酸水，乙腈⁃水，乙腈-0.1%醋酸水，

发现采用乙腈-0.1%醋酸水（20∶80）等度洗脱，两成

分达到基线分离，且在20 min内完成分析。波长的

选择方面，采用UV⁃1750紫外可见分光光度计，于

200~700 nm 波长范围内扫描香叶木苷、橙皮苷的对

照品溶液，结果香叶木苷275 nm处有最大吸收；橙皮

苷在283 nm处有最大吸收，由于两者洗脱时间接近，

故不采用波长变化法进行测定。两者在285 nm处吸

收均强，综合考虑选择285 nm为检测波长。

综上所述，本研究建立HPLC法同时测定佛手

药材中香叶木苷、橙皮苷的含量，方法操作简便、准

确可靠和重复性好，可快速准确测定佛手药材中这

两种成分的含量。
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