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【摘要】目的  比较不同基原枳实中黄酮类成分与辛弗林的差异，为枳实的基原

鉴别和质量控制提供依据。方法  收集 24 批酸橙枳实和 17 批甜橙枳实，采用 UPLC 法，

Waters Acquity UPLC HSS T3 （100 mm×2.1 mm，1.8 μm）色谱柱，流动相为 0.1% 甲酸水 -

乙腈，梯度洗脱，流速为 0.3 mL·min-1，检测波长为 283 nm（0~8 min）、330 nm（8~11 min），

进样量为 1 μL。建立 UPLC 指纹图谱快速分析方法并进行相似度评价，进一步对各共有

峰进行指认。参照中国药典 2020 年版一部枳实含量测定项下方法，对各样品中的辛弗

林进行 HPLC 定量测定。结果  建立了枳实中黄酮类成分的 UPLC 指纹图谱分析方法，

同一基原的枳实相似度均大于 0.910，两种枳实之间的相似度仅 0.08。共指认了 10 个共

有峰，其中酸橙枳实 4 号峰柚皮苷、6 号峰新橙皮苷、8 号峰枳属苷远高于甜橙枳实，

而甜橙枳实中 3 号峰芸香柚皮苷、5 号峰橙皮苷、7 号峰香蜂草苷远高于酸橙枳实。17

批甜橙枳实中辛弗林含量最高为 1.700%，最低为 0.310%，平均含量为 0.530%，24 批

酸橙枳实中含量最高为 0.530%，最低为 0.019%，平均含量为 0.290%。结论  所建立的

UPLC 指纹图谱分析方法简便、快速，两种枳实的指纹图谱差异明显，可作为枳实基原

鉴别的可靠方法。酸橙枳实中辛弗林的含量总体低于甜橙枳实，且批间差异大，对两种

基原的枳实分别制定辛弗林含量限度更加合理。
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Research on difference of Aurantii Fructus Immaturuswith different origins 
based on UPLC fingerprint and synephrine content determination

Gang PENG1, Meng-Mei WU2, Ying ZHANG2,3, Meng-Hua WU2,3, Hui CAO3,4, Zhi-Guo MA3,4

1. Lingnan Traditional Chinese Medicine Tablets Co., Ltd, Foshan 528244, Guangdong Province, 
China
2. College of Pharmacy, Jinan University, Guangzhou 511400, China
3. Research Center for TCM of Lingnan (Southern China), Jinan University, Guangzhou 511400, 
China
4. Guangdong Key Lab of Traditional Chinese Medicine Information Technology, Guangzhou 

·论著·一次研究·

http://dx.doi.org/10.12173/j.issn.1004-5511.202203023


药物流行病学杂志  2023 年 9 月第 32 卷第 9 期 1027

https://ywlxbx.whuznhmedj.com/

511400, China
Corresponding author: Zhi-Guo MA, Email: mzg79@hotmail.com

【Abstract】Objective  To compare the differences between flavonoids and 
synephrine in Aurantii Fructus Immaturus (AFI) with different origins. To provide basis for 
the identification of the origin and quality control of AFI. Methods  24 batches of Citrus 
aurantium L. and 17 batches of Citrus sinensis Osbeck were collected. UPLC method was 
used, a Waters Acquity UPLC HSS T3 (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm) chromatographic column 
was used, the gradient elution was carried out with 0.1% formic acid-acetonitrile as the 
mobile phase, the flow rate was 0.3 mL·min-1, the detection wavelength was 283 nm (0-8 
min) and 330 nm (8-11 min), and the injection volume was 1μL. The UPLC fingerprint was 
established and the similarity evaluation was carried out, the common peaks were identified. 
With reference to the method for determination of content of AFI in Volume I of Chinese 
Pharmacopoeia 2020, the content of synephrine in 41 batches of AFI was determined by 
HPLC. Results  The UPLC fingerprint analysis method of flavonoids in AFI was established. 
The similarity of AFI from the same origin was greater than 0.910. The similarity between the 
two kinds of AFI was only 0.08. Ten common peaks were identified, the peak 4 (naringin), 
the peak 6 (neohesperidin) and the peak 8 (trifoliate glycoside) of C. aurantium L. were 
much higher than those of C. sinensis Osbeck. However, the peak 3 (citrulline), peak 5 
(hesperidin) and peak 7 (vanillin) of the C. sinensis Osbeck were much higher than those 
of C. aurantium L. In 17 batches of C. sinensis Osbeck, the highest content of synephrine 
was 1.700%, the lowest was 0.310%, and the average content was 0.530%. In 24 batches of C. 
aurantium L., the highest content of synephrine was 0.530%, the lowest was 0.019%, and the 
average content was 0.290%. Conclusion  The established UPLC fingerprint analysis method 
is simple and fast. The fingerprints of the two kinds of AFI were obviously different. It can 
be used as a reliable method to identify the origin of AFI. The content of synephrine in C. 
aurantium L. is generally lower than that in C. sinensis Osbeck, and the difference between 
batches was greater. It is more reasonable to establish the content limit of synephrine for two 
kinds of AFI.
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枳实为芸香科植物酸橙 Citrus aurantium L. 

（以下简称“酸橙枳实”）及其栽培变种或甜橙

Citrus sinensis Osbeck（以下简称“甜橙枳实”）

的干燥幼果，具有破气消积、化痰散痞的功效，

用于积滞内停、痞满胀痛、泻痢后重、大便不通、

痰滞气阻、胸痹、结胸、脏器下垂 [1]。枳实主要

含有黄酮、生物碱、香豆素、挥发油成分等，其

中黄酮和辛弗林是枳实中的主要活性成分 [2-3]。

文献报道 [4-10]，酸橙枳实与甜橙枳实中的主

要黄酮类成分含量差异大，但多采用 TLC、HPLC

等分析方法分离度较差且分析时间长，UPLC 法

具有分离度高、分析时间短等优点，目前未见

UPLC法用于不同基原枳实指纹图谱对比的报道。

辛弗林为中国药典 [1] 枳实项下的含量测定指标，

有文献报道 [11-13] 辛弗林含量随采收期的推迟而降

低，枳实中辛弗林含量明显高于枳壳 [14]，且不同

产地和不同种枳实药材中辛弗林含量差异较大 [6]。

但中国药典 2020 年版一部枳实项下规定辛弗林含

量不得少于 0.30%，未对酸橙枳实和甜橙枳实分

别制定限度，其合理性有待于进一步研究。因此，

本文采用 UPLC 法对酸橙枳实和甜橙枳实中的黄

酮类成分进行指纹图谱分析，采用法定的 HPLC

法对两种枳实中的辛弗林进行含量测定，为不同

基原枳实的鉴别和质量控制提供数据支持。
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1  仪器与试药

Agilent 1290 Infinity Ⅱ 超高效液相色谱仪（美

国安捷伦公司），配备高压二元梯度泵、可控温

自动进样器和二极管阵列检测器；Thermo Ultimate 

3000 液相色谱仪（美国赛默飞公司），配备四

元低压梯度泵、在线真空脱气机、自动进样器、

柱温箱和 DAD 检测器；XSR105/A 十万分之一天

平（瑞士梅特勒 - 托利多公司）；FA2204B 万分

之一电子天平（上海佑科仪器仪表有限公司）；

DHG-9140A 型电热恒温鼓风干燥箱（上海精其

仪器有限公司）；KQ-300DB 型数控超声波清洗

器（昆山市超声仪器有限公司）；YF- 高速中药

粉碎机（瑞安市永历制药机械有限公司）。

圣 草 次 苷（ 批 号：RFS-S00601912005）、

新 北 美 圣 草 苷（ 批 号：RFS-X08002104016）、

芸 香 柚 皮 苷（ 批 号：RFS-Y07102005009）、

柚 皮 苷（ 批 号：RFS-Y00611712016）、 橙 皮

苷（ 批 号：RFS-C00601910011）、 新 橙 皮 苷

（ 批 号：RFS-X01001908012）、 香 蜂 草 苷

（ 批 号：RFS-X03402001007）、 枳 属 苷（ 批

号：RFS-G01911812016）、 川 陈 皮 素（ 批

号：RFS-C01502009007）、 桔 皮 素（ 批 号：

RFS-J02211807014）等对照品均购自成都瑞芬思

生物科技有限公司，纯度均大于 98.0%；辛弗林

对照品（批号：wkq-20012307）购自四川维克奇

生物科技有限公司，纯度≥ 98.0%；乙腈、甲醇、

磷酸二氢钾、十二烷基磺酸钠、冰醋酸、甲酸均

为色谱纯；聚酰胺 60~90 目购自上海源叶生物科

技有限公司；试验用水为纯净水，其余试剂均为

分析纯。

收集枳实样品 41 批，经暨南大学马志国教授

鉴定均为来源于芸香科植物酸橙 Citrus aurantium 
L. 或甜橙 Citrus sinensis Osbeck 的干燥幼果。

2  方法与结果

2.1  UPLC指纹图谱
2.1.1  色谱条件

色 谱 柱 为 Waters Acquity UPLC HSS T3 

（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）， 流 动 相 为 0.1%

甲酸水（A）- 乙腈（B），梯度洗脱，洗脱程序

为 0~5 min ：20%→30%（B），5~9 min：30%→ 
80%（B），9~9.1 min ：80%→20%（B），9.1~11 min ：

20%（B）； 检 测 波 长 为 283 nm（0~8 min） 和

330 nm（8~11 min），流速为 0.3 mL·min-1，柱

温为 35℃，进样量为 1 μL。

2.1.2  溶液的制备
2.1.2.1  供试品溶液

称取枳实样品粉末（过四号筛）约 0.5 g，

精密称定，加甲醇 50 mL，密塞，摇匀，称定质

量。超声处理（功率：700 W，频率：40 kHz）

30 min，放冷，补充质量，摇匀，滤过，取续滤液，

经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，即得。

2.1.2.2  混合对照品溶液
精密称取圣草次苷、新北美圣草苷、芸香柚

皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷、枳属苷、香

蜂草苷、川陈皮素、桔皮素对照品适量，置于同

一量瓶中，加甲醇制成浓度为 0.0220，0.1020，

0.7150，1.2140，0.5280，1.0500，0.1070，0.0576，

0.0214，0.0222 mg·mL-1 的对照品溶液。

2.1.3  方法学考察
2.1.3.1  精密度试验

取枳实（编号：CA-02）粉末，按“2.1.2.1”

项下方法制备供试品溶液 1 份，按“2.1.1”项下

色谱条件分别连续进样 6 次，记录色谱图。以柚

皮苷（4 号峰）为参照峰，计算各共有峰的相对

保留时间及相对峰面积，各共有峰的相对保留时

间 RSD 均小于 0.081%（n=6），相对峰面积 RSD
均小于 0.168%（n=6），表明仪器精密度良好。

2.1.3.2  稳定性试验
取枳实（编号：CA-02）粉末，按“2.1.2.1”

项下方法制备供试品溶液 1 份，按“2.1.1”项下

色谱条件分别于 0，1，2，4，8，12，16，20，

24 h 进样测定，记录色谱图。以柚皮苷（4 号峰）

为参照峰，计算各共有峰的相对保留时间 RSD
均小于 0.270%（n=9），相对峰面积 RSD 均小

于 1.37%（n=9），表明供试品溶液在 24 h 内测

定稳定。

2.1.3.3  重复性试验
取枳实（编号：CA-02）粉末，6 份，分别

按“2.1.2.1”项下方法制备供试品溶液 6 份，分

别按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图。

以柚皮苷（4 号峰）为参照峰，计算各共有峰的

相对保留时间 RSD 均小于 0.271%（n=6），相对

峰面积 RSD 均小于 1.94%（n=6），表明该方法

重复性良好。
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图1  不同基原枳实药材的UPLC指纹图谱

Figure 1. UPLC fingerprints of Aurantii Fructus Immaturus with different origins
注：1.圣草次苷；2.新北美圣草苷；3.芸香柚皮苷；4.柚皮苷；5.橙皮苷；6.新橙皮苷；7.香蜂草苷；8.枳属苷；9.川陈皮素；10.桔皮素
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2.1.4  指纹图谱的测定与相似度评价
取不同批次枳实样品粉末，按“2.1.2.1”项

下方法制备供试品，按“2.1.1”项下色谱条件依

次进样检测，记录 UPLC 色谱图。将各批次枳实的

图谱导入国家药典委员会“中药色谱指纹图谱相

似度评价系统软件（2012 版）”，进行相似度分析，

得到枳实药材的指纹图谱叠加图（见图 1）。酸

橙枳实和甜橙枳实分别确定了 10 个共有峰，以 4

号峰柚皮苷为参照峰（S）计算各样品的相似度（见

表 1），酸橙枳实指纹图谱相似度在 0.912~0.999，

相似度均大于 0.910；甜橙枳实的指纹图谱相似

度在 0.946~0.998，相似度均大于 0.940。说明相

同基原的枳实相似度较高。

2.1.5  共有峰的指认
取“2.1.2.2”项下的混合对照品溶液，采用

“2.1.1”项下的色谱条件进样分析，经过比对保

留时间和紫外光谱图，对 10 个共有峰进行指认，

确定 1 号峰为圣草次苷，2 号峰为新北美圣草苷，

3 号峰为芸香柚皮苷，4 号峰为柚皮苷，5 号峰为

橙皮苷，6 号峰为新橙皮苷，7 号峰为香蜂草苷，

8 号峰为枳属苷，9 号峰为川陈皮素，10 号峰为

桔皮素。
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表1  样品来源信息及分析结果

Table 1. Sample source information and analysis results

酸橙枳实 甜橙枳实

样品编号 产地 相似度 辛弗林含量（%） 样品编号 产地 相似度 辛弗林含量（%）

CA-01 浙江衢州 0.998 0.046 CS-01 江西吉安 0.946 0.470

CA-02 湖南 0.999 0.400 CS-02 湖南沅江 0.997 0.340

CA-03 湖南 0.995 0.450 CS-03 江西樟树 0.992 0.540

CA-04 江西 0.998 0.390 CS-04 湖南益阳 0.998 0.510

CA-05 江西樟树 0.999 0.310 CS-05 江西吉安 0.989 0.640

CA-06 江西赣州 0.989 0.081 CS-06 四川 0.998 0.610

CA-07 江西樟树 0.995 0.085 CS-07 江西赣州 0.996 0.470

CA-08 湖南益阳 0.979 0.300 CS-08 湖南沅江 0.995 0.510

CA-09 江西樟树 0.985 0.019 CS-09 陕西汉中 0.997 0.400

CA-10 江西樟树 0.988 0.440 CS-10 四川 0.997 0.310

CA-11 江西吉安 0.989 0.059 CS-11 江西 0.985 0.460

CA-12 江西吉安 0.984 0.300 CS-12 江西 0.998 0.500

CA-13 江西赣州 0.998 0.430 CS-13 湖南 0.989 1.200

CA-14 江西赣州 0.983 0.350 CS-14 湖南 0.992 1.700

CA-15 江西新干 0.995 0.320 CS-15 湖南 0.998 0.840

CA-16 江西新干 0.976 0.380 CS-16 江西 0.997 0.420

CA-17 江西新干 0.912 0.350 CS-17 越南 0.946 0.650

CA-18 江西宜春 0.976 0.490 平均值 0.530

CA-19 湖南 0.993 0.360

CA-20 湖南 0.951 0.530

CA-21 湖南 0.951 0.350

CA-22 江西 0.999 0.054

CA-23 江西 0.994 0.330

CA-24 江西 0.998 0.240

平均值 0.290

2.1.6  两种枳实的UPLC指纹图谱差异性
比较

分别将酸橙枳实和甜橙枳实的对照指纹图

谱导入相似度软件，即得两种枳实的共有模式图

谱（见图 2）。由图 2 可知，两种枳实的共有模

式图差异性较大，酸橙枳实中峰面积较高的峰为

4 号峰柚皮苷、6 号峰新橙皮苷、8 号峰枳属苷，

甜橙枳实中较高的峰为 3 号峰芸香柚皮苷、5 号

峰橙皮苷、7 号峰香蜂草苷，且酸橙枳实和甜橙

枳实之间的相似度仅为 0.08，说明不同基原的枳

实样品成分存在显著差异，所建立的 UPLC 指纹

图谱分析方法可以将酸橙枳实和甜橙枳实明显

区分。

2.2  辛弗林的含量测定
采 用 Poroshell HPH-C18（250 mm×4.6 mm，

4 μm）色谱柱，按照中国药典 2020 年版一部枳实

含量测定 [1] 项下方法，对 41 批样品中的辛弗林

含量进行测定，每批样品平行测定两次，结果见

表 1。17 批甜橙枳实中辛弗林含量最高为 1.700%，

最低为 0.310%，平均含量为 0.530%；24 批酸橙

枳实中辛弗林含量最高为 0.530%，最低为 0.019%，

平均含量为 0.290%，且有 6 批样品的含量低于中

国药典 2020 年版中枳实对辛弗林含量不得低于

0.3% 的限度要求。
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3  讨论

3.1  不同基原枳实中黄酮类成分的差异性
分析

本研究建立了能反映枳实中黄酮类成分分布

特征的 UPLC 指纹图谱快速分析方法。指纹图谱

的相似度分析表明，同一基原枳实的黄酮类成分

差异小、均一性高，而两种枳实之间的指纹图谱

特征差异明显，酸橙枳实中主要含有柚皮苷、新

橙皮苷、枳属苷，甜橙枳实中主要含有芸香柚皮

苷、橙皮苷、香蜂草苷，且互为同分异构体，所

建立的分析方法可准确区分酸橙枳实与甜橙枳

实。进一步分析发现，上述分布规律与药材的植

物基原具有相关性，文献 [15] 报道，酸橙和甜橙的

两个亲本都是柚类与橘类，酸橙由橘（父本）和

柚（母本）1 次杂交形成；而甜橙是柚的基因持

续不断渗入橘的基因组形成的，在这个过程中发

生了多次杂交，由于一定程度上的人工驯化选择，

最终其亲本主要贡献度来自于橘类，进而造成酸

橙枳实与甜橙枳实的成分差异。

3.2  不同基原枳实中辛弗林含量的差异性
分析

本研究对 41 批枳实中的辛弗林进行含量测

定，结果表明不同批次酸橙枳实中辛弗林含量

差别较大，且普遍较低，未达到药典限度的批

次占 25% ；甜橙枳实中辛弗林含量差异小，且

普遍较高，合格率为 100%。因此在枳实的质量

图2  不同基原枳实的共有模式图

Table 2. Fingerprint common pattern of Aurantii Fructus Immaturus with different origins
注：1.圣草次苷；2.新北美圣草苷；3.芸香柚皮苷；4.柚皮苷；5.橙皮苷；6.新橙皮苷；7.香蜂草苷；8.枳属苷；9.川陈皮素；10.桔皮素

标准中分别制定不同基原枳实的辛弗林含量限

度更有利于枳实的质量控制。此外，同一基原

不同批次间的差异，可能是因为样品产地、采

收时间、加工方式、储存时间等因素对辛弗林

含量的影响。

3.3  指纹图谱测定波长与供试品溶液制备
的优选

本试验发现在 283 nm 下，可检测到供试品

溶 液 中 0~8 min 内 的 8 个 色 谱 峰， 但 检 测 不 到

8~11 min 内的 9 号峰川陈皮素和 10 号峰桔皮素。

而在 330 nm 下，虽然可检测到 10 个共有峰，但

0~8 min 内的 8 个色谱峰的响应值均过低。为了

兼顾对各共有峰的检测，选择以 283 nm（0~8 min）

和 330 nm（8~11 min）切换波长作为检测波长。

此外，供试品溶液制备时，分别对提取方法（超声、

回流）、提取溶剂（50%，75%，100% 甲醇）、

超声提取时间（30，40，50 min）进行了单因素

考察，最终确定了本文供试品溶液的制备方法。

3.4  结论
中国药典 2020 年版规定枳实来源于酸橙枳

实和甜橙枳实两种基原，在含量测定项下统一对

辛弗林含量进行了限量规定。通过文献 [4] 报道及

本研究发现酸橙枳实和甜橙枳实的黄酮类成分和

辛弗林含量均具有明显差异。因此，建议在枳实

的质量标准中将两种不同基原枳实的辛弗林含量

限度分别进行规定，并增加黄酮类成分的检测，

更有利于对两种枳实的质量控制。

酸橙枳实

甜橙枳实

t/min

1 2

3

4

5

6

7
8 9 10
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