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［摘　要］目的：建立益肾养元颗粒中陈皮的薄层色谱鉴别与橙皮苷含量的测定方法。方法：采用薄层色谱
法对陈皮的定性鉴别，采用高效液相色谱法测定橙皮苷的含量；色谱柱为迪马 Ｃ１８柱（１５０×４６，５μｍ），流动相
为乙腈－０１％磷酸（２０∶８０），流速１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温４５℃，检测波长２８３ｎｍ。结果：薄层色谱鉴别斑点清晰，阴性
对照无干扰；橙皮苷进样量为０１１４～２２９μｇ，与峰面积呈良好线性关系（ｒ＝０９９９４），平均回收率为９９６７％，
平均峰面积（ＲＳＤ）为２１％。结论：所建立的方法简便、准确、重复性好，可用于益肾养元颗粒中陈皮的鉴别和
橙皮苷的含量测定。

［关键词］色谱法，薄层；益肾养元颗粒；陈皮；色谱法，液相；橙皮苷

［中图分类号］Ｒ９２７．２　　［文献标识码］Ａ　　［文章编号］１０００２７０７（２０１５）１０１０３６０４

ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰｅｒｉｃａｒｐｉｕｍｃｉｔｒｉｒｅｔｉｃｕｌａｔａｅｉｎＹｉｓｈｅｎｙａｎｇｙｕａｎＧｒａｎｕｌｅｓ
ｗｉｔｈＴＬＣａｎｄＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＨｅｓｐｅｒｉｄｉｎＣｏｎｔｅｎｔｗｉｔｈＨＰＬＣ

ＴＡＮＤａｎ１，ＺＨＵＤｉ１，ＬＵＹｕａｎ１，２，ＷＡＮＧＡｉｍｉｎ１，３，ＨＵＡＮＧＹｕｅｗｅｉ４，ＬＩＹｏｎｇｊｕｎ１，３，ＬＡＮＹａｎｙｕ１，３

（１．ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ；２．ＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＫｅｙ
ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ；３．Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

ＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒｔｈｅＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＥｔｈｎｉｃＭｅｄｉｃｉｎｅａｎｄＴＣＭ，Ｍｉｎｉｓｔｒｙｏｆ
Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ；４．ＧｕｉｚｈｏｕＤｅ

ＬｉａｎｇｆａｎｇＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．Ｌｔｄ．，Ｘｉｎｇｙｉ５６２４０９，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｔｈｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰｅｒｉｃａｒｐｉｕｍｃｉｔｒｉｒｅｔｉｃｕＬａｔａｅｉｎ
Ｙｉｓｈｅｎｙａｎｇｙｕａｎｇｒａｎｕｌｅｓａｎｄｔｈｅｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｐｅｒｉｃａｒｐｉｕｍｃｉｔｒｉｒｅｔｉｃｕ
ｌａｔａｅｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＴＬＣａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＨＰＬＣ．ＡＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８
ｃｏｌｕｍｎ（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）ｗａｓｕｓｅｄｗｉｔｈａｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇｏｆａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－０．１％
ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄ（２０∶８０）ａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１．０ｍＬ／ｍｉｎ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ４５℃ ａｎｄｔｈｅｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２８３ｎｍ．Ｒｅｓｕｌｔ：ＴｈｅｂｉｌｉｒｕｂｉｎｓｐｏｔｏｆＴＬＣｗｅｒｅｃｌｅａｒ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｅｎｃｅｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｉｚｅｏｆｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎｗａｓｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ０．１１４～２．２９μｇ，ｄｅｍ
ｏｎｓｔｒａｔｉｎｇａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｔｈｅｐｅａｋａｒｅａ（ｒ＝０．９９９４）．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｗａｓ
９９．６７％，ａｎｄＲＳＤｗａｓ２．１％．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅａｂｏｖｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｍｅｔｈｏｄｓｗｅｒｅｓｉｍｐｌｅａｎｄａｃｃｕｒａｔｅ
ｗｉｔｈｇｏｏｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰｅｒｉｃａｒｐｉｕｍｃｉｔｒｉｒｅｔｉｃ
ｕｌａｔａｅａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎｉｎＹｉｓｈｅｎｙａｎｇｙｕａｎｇｒａｎｕｌｅｓ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ｔｈｉｎｌａｙｅｒ；Ｙｉｓｈｅｎｙａｎｇｙｕａｎｇｒａｎｕｌｅｓ；Ｐｅｒｉｃａｒｐｉｕｍｃｉｔｒｉｒｅｔｉｃｕｌａｔａｅ；
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ｌｉｑｕｉｄ；ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ

６３０１

第４０卷　第１０期
２０１５年１０月 　　　 贵 阳 医 学 院 学 报

ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＧＵＩＹＡＮＧＭＥＤＩＣＡＬＣＯＬＬＥＧＥ　　　
Ｖｏｌ．４０　Ｎｏ．１０
２０１５．１０

 ［基金项目］贵州省中药现代化专项项目［黔科合中药字（２０１３）５０６２号，黔科合重Ｇ字（２０１３）４００１］；贵州省高等学校创新能力提升计划［黔教合协同创新
字（２０１３）０４］
通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｙｕ６２６＠１２６．ｃｏｍ
网络出版时间：２０１５－０９－１１　网络出版地址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５２．５０１２．Ｒ．２０１５０９１１．２３２２．０６４．ｈｔｍｌ



　　益肾养元颗粒系由制何首乌、狗脊、黄精、陈皮
等八味中药经提取加工制成的颗粒剂，具有补益肝

肾、健脾益气、涩精止遗的功效，临床用于治疗肝肾

不足、脾气虚弱、面色萎黄、倦怠纳差、腰膝酸痛、遗

精梦泄等症［１－２］。益肾养元颗粒中的陈皮具有治

疗脘腹胀满，食少吐泄等症，所含黄酮类化合物为

其主要成分［３－６］。目前尚未建立益肾养元颗粒中

陈皮的鉴别以及橙皮苷的含量测定方法。为了进

一步提高益肾养元颗粒的质量标准，确保临床患者

用药的安全有效，对益肾养元颗粒中陈皮的 ＴＬＣ
鉴别和含量测定进行研究，建立益肾养元颗粒中的

陈皮的ＴＬＣ鉴别和橙皮苷的含量测定方法。

１　仪器与试药　

１１　仪器
ＵＬｔｉＭａｔｅ３０００高效液相色谱仪、四元低压梯

度泵、在线真空脱气机、自动进样器、色谱柱温箱、

阵列二极管检测器，变色龙６８色谱工作站（赛默
飞世尔科技有限公司），安捷伦 Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ
Ｂ０４０３色谱工作站（处理色谱数据用），ＭＥＴ
ＴＬＥＲＡＥ２４０电子天平［梅特勒 －脱利多仪器（上
海）有限公司］，ＲＥＰＲＯＳＴＡＲ３薄层色谱成像系统
（瑞士ＧＡＭＡＧ），ＺＦ－４０１型可见紫外检测仪（上
海顾村电光仪器厂），实验室专用超纯水机（四川

沃特尔水处理设备有限公司），ＴＧＬ－１６Ｇ离心机
（上海安亭科学仪器厂）。

１２　药物
橙皮苷对照品（批号１１０７２１－２００６１３，供含量

测定用，中国药品生物制品检定研究所）和陈皮对

照药材（批号１２０９６９－２０１１０９），均购于中国食品
药品检定研究院，甲苯、乙酸乙酯、甲酸、甲醇、乙醇

为分析纯，水为超纯水，聚酰胺（３０～６０目）、硅胶
Ｇ薄层板（青岛海洋化工厂）；益肾养元颗粒１１批
由贵州德良方药业股份有限公司生产。

２　方法与结果

２１　陈皮薄层色谱鉴别　
取益肾养元颗粒２ｇ，研细，加７０％乙醇３０ｍＬ，

加热回流１ｈ，滤过，滤液蒸干，残渣加水２０ｍＬ微
热溶解，用正丁醇提取２次，每次１５ｍＬ；合并正丁
醇液，蒸干，残渣加乙醇３ｍＬ溶解，加０５ｇ聚酰
胺（３０～６０目）拌匀，水浴上挥去乙醇，加于聚酰胺

柱（３０～６０目，１ｇ，内径１５ｃｍ）上，用３０ｍＬ水洗
脱，弃去水液；再用２５ｍＬ３０％乙醇洗脱，收集洗脱
液，蒸干，残渣加甲醇１ｍＬ溶解，作为供试品溶液。
另取陈皮对照药材０１ｇ，同法制成陈皮对照药材
溶液。取除陈皮外的其余成分按同法制成缺陈皮

阴性对照液。照薄层色谱法（中国药典２０１０年版
一部附录Ⅵ Ｂ）试验，吸取供试品溶液与阴性对照
溶液各１０μＬ，对照药材溶液２μＬ，分别点于同一
用０５％氢氧化钠溶液制备的硅胶Ｇ薄层板上，成
条带状，以乙酸乙酯－甲醇 －水（１００∶１７∶１３）为展
开剂，展至约３ｃｍ，取出，晾干，再以甲苯 －乙酸乙
酯－甲酸－水（２０∶１０∶１∶１）的上层溶液为展开剂，
展至约 ８ｃｍ，取出，晾干，喷以三氯化铝试液，晾
干，置紫外光灯（３６５ｎｍ）下检视。供试品色谱中，
在与对照药材色谱相应的位置上，显相同颜色的荧

光斑点，阴性对照无干扰，见图１。方法考察：将提
取１ｈ后的样品加入甲醇再次回流１ｈ，将提取液
浓缩后照“２１”所述薄层色谱条件检测是否还有
橙皮苷存在，在与对照品色谱相应的位置上，几乎

没有相同颜色的荧光斑点，见图２。

注：１为缺陈皮阴性样品，２～４为供试品，５为陈皮对照药材

图１　各样品中陈皮薄层色谱
Ｆｉｇ．１　ＴＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｃｉｔｒｕｓｉｎ

Ｙｉｓｈｅｎｙａｎｇｙｕａｎｇｒａｎｕｌｅｓ

注：１为阴性对照，２～４为供试品，５为橙皮苷对照品

图２　制剂中陈皮薄层色谱
Ｆｉｇ．２　ＴＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｃｉｔｒｕｓｉｎ

Ｙｉｓｈｅｎｙａｎｇｙｕａｎｇｒａｎｕｌｅｓ
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２２　橙皮苷含量测定
２２１　对照品、供试品以及阴性对照溶液的制备
精密称取橙皮苷对照品适量，精密称定，加甲醇溶

解，制成每０１ｇ／Ｌ的溶液，即得对照品溶液。取
装量差异项下的本品，研细，取约２ｇ，精密称定，置
烧瓶中，精密加甲醇 ２５ｍＬ，称定重量，加热回流
１ｈ，放冷，再称定重量，用甲醇补足减失的重量，摇
匀，滤过，精密吸取续滤液１０ｍＬ，蒸至近干，残渣
用甲醇适量溶解并定容至２ｍＬ，摇匀，即得供试品
溶液。取缺陈皮阴性对照，按照“２２１”项供试品
溶液制备方法制备缺陈皮阴性对照溶液。

２２２　色谱条件　色谱柱为迪马 Ｃ１８色谱柱
（１５０×４６，５μｍ），流动相为乙腈 －０１％磷酸
（２０∶８０），流速 １ｍＬ／ｍｉｎ，柱温 ４５℃；检测波长
２８３ｎｍ，进样５μＬ。理论板数以橙皮苷峰计算应
不低于７０００。
２２３　专属性试验　按照拟定的色谱条件吸取对
照品溶液、供试品溶液和缺陈皮的阴性对照液各

５μＬ，注入高效液相色谱仪，记录色谱图。结果表
明供试品色谱中，在与对照品色谱峰相应峰时处有

色谱峰，且与相邻杂质峰充分分离；阴性对照无干

扰，表明该方法专属性较好，见图３。

注：Ａ为橙皮苷对照品，Ｂ为供试品，Ｃ为阴性对照，１为橙皮苷

图３　橙皮苷ＨＰＬＣ色谱
Ｆｉｇ．３　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎｉｎＹｉｓｈｅｎｙａｎｇｙｕａｎｇｒａｎｕｌｅｓ

２２４　线性关系考察　分别用自动进样器吸取每
１ｍＬ含０１１４４ｍｇ橙皮苷对照品溶液１、３、５、７、
１０、１５和２０μＬ，注入液相色谱仪中，测定，记录色
谱图，以进样量（μｇ）为横坐标，峰面积为纵坐标，
绘制工作曲线，得线性回归方程为：Ｙ＝１３９４９Ｘ
－４６３，ｒ＝０９９９４（Ｙ为峰面积，Ｘ为进样量），结
果表明橙皮苷进样量在０１１４～２２９μｇ时线性关
系良好。

２２５　重复性试验　 取同一批样品约２ｇ，９份，
精密称定，按“２２２”项下方法分别制备９份供试
品溶液，分别精密吸取５μＬ注入高效液相色谱仪，
结果显示，供试品取样量在１５～２５ｇ时，平均含
量为０２８５ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ为２７％，表明本方法重复
性良好。

２２６　精密度试验　 取同一供试品，按供试品溶
液制备方法制备供试液，连续进样５次，每次５μＬ。
结果显示，供试品溶液中橙皮苷平均峰面积（ＲＳＤ）
为０５９％，表明仪器精密度良好。
２２７　稳定性试验　取同一供试品，按供试品溶
液制备方法制备供试液，分别于０、１、４、８、１６ｈ进
样５μＬ，测定峰面积，结果显示，供试品溶液中橙
皮苷ＲＳＤ为０５９％，表明供试品溶液在１６ｈ内稳
定性良好。

２２８　回收率试验　精密称取已知橙皮苷含量
（０２８５９ｍｇ／ｇ）的样品共９份，每份约１ｇ，分别按
所取样品量中橙皮苷量的５０％、１００％和１５０％精
密加入对照品适量，按“２２１”项下方法制备供试
液，测定并计算橙皮苷的回收率，见表１。

表１　回收率试验结果
Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

称量

（ｇ）
含量

（ｍｇ）
加入量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

１００１５ ０２８６３ ０１１４４ ０４００４ ９９７１
１０１０３ ０２８８８ ０１１４４ ０４０５１１０１６０
１００７９ ０２８８２ ０１１４４ ０４０２２ ９９７１
１００３８ ０２８７０ ０２２８８ ０５１０４ ９７６３
１００４６ ０２８７２ ０２２８８ ０５１２９ ９８６５ ９９６７ ２１
１０１６３ ０２９０６ ０２２８８ ０５１１３ ９６４７
１０８２６ ０３０９５ ０３４３２ ０６４８５ ９８７６
１０２７２ ０２９３７ ０３４３２ ０６４２７１０１７０
１０３４５ ０２９５８ ０３４３２ ０６４８５１０２８０

２２９　制剂中橙皮苷含量测定　精密称取本品
１１批样品，按“２２１”项下方法制备供试品溶液分
别精密吸取供试品溶液和对照品溶液各５μＬ，注
入液相色谱仪，记录峰面积，计算样品中橙皮苷含

量。１１批制剂中橙皮苷的含量测定结果见表２。
８３０１
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表２　益肾养元颗粒中橙皮苷含量测定
Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ

ｉｎｔｈｅＹｉｓｈｅｎｙａｎｇｙｕａｎｇｒａｎｕｌｅｓ

编号 批号 称量（ｇ）
含量

（ｍｇ／ｇ）
平均值

（ｍｇ／ｇ）
每袋含量

（ｍｇ）
１ ２０１３０１０１ ２．１０５３ ０．２５６８

０．２６０１ １．０４０
２．０７３９ ０．２６３３

２ ２０１３０１０９ ２．１００４ ０．３１６１
０．３２００ １．２８０

２．０８３６ ０．３２３８
３ ２０１３０２０１ ２．０９７６ ０．２１７０

０．２２０２ ０．８８１
２．０８７３ ０．２２３４

４ ２０１３０３０１ ２．０１１８ ０．２４５８
０．２４５０ ０．９８０

２．０９４１ ０．２４４１
５ ２０１３０４０３ ２．００７８ ０．２９１０

０．２９０６ １．１６０
２．０１８９ ０．２９０１

６ ２０１３０４０４ １．９５１４ ０．２６８７
０．２７８０ １．１１０

２．００５４ ０．２８７４
７ ２０１３０４０５ ２．０５６２ ０．３３６９

０．３３５３ １．３４０
２．０８７７ ０．３３３６

８ ２０１３０９０１ ２．０６６３ ０．３００４
０．３０４７ １．２２０

２．０４３２ ０．３０９０
９ ２０１３１００２ ２．０５４１ ０．２４２４

０．２４３６ ０．９７４
２．０８０２ ０．２４４８

１０ ２０１３１００３ ２．０７７９ ０．２４９３
０．２５０３ １．０００

２．０３１５ ０．２５１３
１１ ２０１３１００４ ２．１３９４ ０．３２７８

０．３３０９ １．３２０
２．０８５２ ０．３３３９

３　讨论

陈皮的定性鉴别样品制备曾采用甲醇提

取［７－８］，甲醇提取后用正丁醇或乙酸乙酯萃取等方

法［９］，均未取得较好鉴别效果。最后采用甲醇提

取后正丁醇萃取，继用聚酰胺富集的方法制备样品

进行鉴别，结果表明，制剂和对照药材有多个斑点

对应，显色清晰，阴性对照无干扰，经多批次试验，

均能较好重现。

制剂中陈皮药材为提取物，其所含的橙皮苷溶

解于甲醇中［１０］，因此试验采用以甲醇为溶剂加热

回流提取制剂中的橙皮苷，经薄层鉴别考察，采用

甲醇加热回流提取１ｈ可将制剂样品中橙皮苷提
取完全。

益肾养元颗粒原质量标准鉴别项收载了何首

乌、狗脊、金樱子、补骨脂的薄层色谱鉴别，含量测

定项收载了何首乌中大黄素的高效液相色谱法测

定。根据国家食品药品监督管理局药品审评中心

的补充资料通知，为了进一步提高益肾养元颗粒的

质量标准，本试验在原标准的基础上经研究，增加

了制剂中陈皮的薄层色谱鉴别和橙皮苷的高效液

相含量测定方法，以使质控标准更趋完善，更有效

地控制了益肾养元颗粒的质量。
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