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［摘　 要］ 　 为了测定去滞散中枳壳的含量，采用 Ｃ１８ 柱（４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ，５ μｍ），在室温下，以乙

腈－水（２０ ∶ ８０，用磷酸调节 ｐＨ 值至 ３）为流动相，２８３ ｎｍ 为检测波长，流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，建立了反

相高效液相色谱（ＲＰ－ＨＰＬＣ）测定方法。 结果显示，柚皮苷在 ０．０８ ～ ４ μｇ 范围内线性关系良好，

Ｒ２ ＝ ０．９９９９，回收率为 ９４．４％～１０１．７％，ＲＳＤ 为 ２．２３％；新橙皮苷在 ０．０８～４ μｇ 范围内线性关系良好，

Ｒ２ ＝ ０．９９９５，回收率为 ９０．６％ ～１００．０％，ＲＳＤ 为 ２．８５％。 本方法简便、准确、快速，可用于控制去滞散

中枳壳的含量。
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ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＲＰ －ＨＰＬＣ）． Ｔｈｅ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍ （４． ６ ｍｍ× １５０ ｍｍ， ５ μｍ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｗｉｔｈ
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ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｎａｒｉｎｇｉｎ ｈａｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｔ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ０８ ～ ４ μｇ（Ｒ２ ＝ ０．９９９９） ａｎｄ ｔｈｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ９４．４％ ～ １０１．７％，ＲＳＤ ＝ ２．２３％． Ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ ｈａｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｔ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ

０．０８～４ μｇ（Ｒ２ ＝ ０．９９９５） ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ９０．６％ ～ １００．０％，ＲＳＤ ＝ ２．８５％． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｉｍｐｌｅ，

ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｆａｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｕｒａｎｔｉｉ ｆｒｕｃｔｕｓ ｉｎ Ｑｕｚｈｉ Ｓａｎ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｑｕｚｈｉ Ｓａｎ； Ａｕｒａｎｔｉｉ ｆｒｕｃｔｕｓ； Ｎａｒｉｎｇｉｎ； Ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ； ＲＰ－ＨＰＬＣ
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　 　 去滞散是运用中兽医传统理论，在《元亨疗马

集》“曲蘖散”的基础上，对其进行药味加减，并通

过临床试验筛选后研制出的一种中药复方散剂［１］，

由六神曲、枳壳、山楂、黄芪、当归、茯苓、甘草等中

药配伍，经粉碎制成，具有健脾和胃，补中益气，消

食化积的功效。 主要用于猪、牛食欲不振、消化不

良、便秘腹胀。 本试验拟建立去滞散中君药枳壳的

含量测定方法，以控制去滞散的质量［２］。 为了更准

确的反映枳壳中理气和行滞的主要药理活性成分，

试验中分别测定了柚皮苷和新橙皮苷的含量。

１　 仪器与材料

１．１　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ 高效液相色谱仪（配二元

泵、自动进样器、柱温箱、紫外检测器等）；ＸＤＢ－Ｃ１８

色谱柱（４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ，５ μｍ）；Ｗａｔｅｒｓ６００ 高效液

相色谱仪；电子天平（型号为 ＡＥ１００，ＡＥ２４０），购自

梅特勒－托利多公司。

１．２　 试药与试剂　 柚皮苷对照品（批号为 １１０７２２－

２０１１１１）、 新 橙 皮 苷 对 照 品 （ 批 号 为 １１１８５７ －

２０１１０２）均购自中国食品药品检定研究院；去滞散

样品（批号分别为 ２０１３０５０２，２０１３０５０４，２０１３０５０６），

由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所制备与

提供；甲醇为色谱纯（赛默飞）；超纯水为 Ｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ

超纯水器（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）二次制备，其他试剂均为

国产分析纯。

２　 方法与结果

２．１　 色谱条件　 流动相：乙腈－水（２０ ∶ ８０，用磷酸

调节 ｐＨ 值至 ３）；流速： １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长

２８３ ｎｍ；柱温：室温；进样量：１０ μＬ。

２．２　 溶液制备

２．２．１　 对照品溶液的制备　 取柚皮苷、新橙皮苷对

照品适量，精密称定，加甲醇分别制成每 １ ｍＬ 含柚

皮苷、新橙皮苷各 ８０ μｇ 的溶液（实际浓度柚皮苷

８０．８ μｇ ／ ｍＬ、新橙皮苷 ８０．４ μｇ ／ ｍＬ），即得。

２．２．２　 供试品溶液的制备　 取本品 １．５ ｇ，精密称

定，置具塞锥形瓶中，精密加甲醇 ５０ ｍＬ，密塞，称

定重量，加热回流 １．５ ｈ，放冷，再称定重量，用甲醇

补足减失的重量，摇匀，滤过，精密量取续滤液

１０ ｍＬ，置 ２５ ｍＬ 量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，

即得。

２．２．３　 阴性对照溶液的制备　 按处方及制法制备

不含枳壳的阴性制剂，取枳壳阴性制剂 １．３ ｇ，按供

试品溶液的制备方法制成阴性对照溶液。

２．３　 系统适用性和专属性试验　 精密吸取上述对

照品溶液、供试品溶液及阴性对照溶液各 １０ μＬ，注

入液相色谱仪，按 ２． １ 项色谱条件测定，结果见

图 １，理论塔板数按柚皮苷峰计算为 ３５１７，分离度

为２．７２。 阴性对照色谱在与对照品和供试品色谱

相同保留时间处无干扰峰。 结果表明处方中其他

成分对枳壳的定量检测无干扰，专属性能满足检测

要求。

２．４　 线性范围　 取浓度同为 ８０ μｇ ／ ｍＬ 的柚皮苷、

新橙皮苷对照品溶液，分别进样 １、５、１０、２０、５０ μＬ，

按上述色谱条件测定峰面积，以各自峰面积为纵坐

标，以柚皮苷、新橙皮苷质量（μｇ）为横坐标，进行

线性回归，柚皮苷回归方程 ｙ ＝ １７１１．５ｘ － ３３． １９７，

Ｒ２ ＝ ０．９９９９，柚皮苷在 ０．０８ ～ ４ μｇ 范围内线性关系

良好；新橙皮苷回归方程 ｙ ＝ １７３５．２ｘ ＋ ０． ９５９８，

Ｒ２ ＝ ０．９９９５，新橙皮苷在 ０．０８ ～ ４ μｇ范围内线性关

系良好。

２．５　 准确度 　 采用加标回收的方法，在已知含量

的去滞散中加入一定质量的柚皮苷或新橙皮苷对

照品，使其制备后在供试品中的量分别为其限度值

的 ８０％（Ｌ 组）、１００％（Ｍ 组）、１２０％（Ｈ 组），每组制

备 ３ 份。 再按照 ２．１ 项色谱条件测定峰面积，计算

出实际加入的标准物质的量，用实际计算出来的加

入量比上由称量得到的加入量，即得。

回收率 Ｒ（％）＝ 实测含量－称取的样品含量
添加量

×１００％

柚皮苷回收率 将柚皮苷对照品按高、中、低 ３ 个

浓度添加到批号为 ２０１３０５０２ 的去滞散中，按 ２．２ 中

的方法制备供试品溶液，精密量取 １０ μＬ 上机测

定，柚皮苷回收率为９４．４％～１０１．７％，ＲＳＤ为 ２．２３％。

结果见表 １。
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图 １　 专属性试验色谱图（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 分别为柚皮苷、新橙皮苷、去滞散供试品、枳壳阴性对照）

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔ

（Ａ：Ｎａｒｉｎｇｉｎ； Ｂ：Ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ： Ｃ：Ｑｕｚｈｉ Ｓａｎ； Ｄ：Ａｕｒａｎｔｉｉ ｆｒｕｃｔｕｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ）

表 １　 柚皮苷加样回收率试验

Ｔａｂ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｎａｒｉｎｇｉｎ
序号 样品重量 ／ ｇ 柚皮苷含量 ／ ｍｇ 柚皮苷添加量 ／ ｍｇ 测得柚皮苷总含量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｌ１ ０．７５４ ８ ４．９９ ３．０２ ８．０６ １０１．７

Ｌ２ ０．７５１２ ４．９７ ３．１５ ８．０２ ９６．８

Ｌ３ ０．７４９９ ４．９６ ３．０５ ７．９２ ９７．１

Ｍ１ ０．７５２５ ４．９７ ５．２４ ９．９６ ９５．２

Ｍ２ ０．７５０９ ４．９６ ５．０１ ９．８５ ９７．６

Ｍ３ ０．７４８９ ４．９５ ５．１７ １０．０１ ９７．９

Ｈ１ ０．７４８２ ４．９５ ６．９９ １１．５５ ９４．４

Ｈ２ ０．７５１３ ４．９７ ７．１５ １１．９９ ９８．２

Ｈ３ ０．７５０１ ４．９６ ７．０６ １２．０３ １００．１

２．２３
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　 　 新橙皮苷回收率 将新橙皮苷对照品按高、中、
低 ３ 个浓度添加到批号为 ２０１３０５０２ 的去滞散中，
按 ２．２ 中的方法制备供试品溶液，精密量取 １０ μＬ

上机测定，新橙皮苷回收率为 ９０．６％ ～１００．０％，ＲＳＤ
为 ２．８５％。 结果见表 ２。

表 ２　 新橙皮苷加样回收率试验

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ

序号 样品重量
新橙皮苷含量

／ ｍｇ
新橙皮苷添加量

／ ｍｇ
测得新橙皮苷总含量

／ ｍｇ 回收率 ＲＳＤ ／ ％

Ｌ１ ０．７４１ ６ ３．６９ ２．１２ ５．６１ ９０．６

Ｌ２ ０．７５１ ７ ３．７４ ２．０９ ５．７５ ９６．２

Ｌ３ ０．７５５ ２ ３．７６ ２．１ ５．７１ ９２．９

Ｍ１ ０．７４９ ８ ３．７４ ４．０３ ７．７７ １００．０

Ｍ２ ０．７５３ ６ ３．７５ ３．９５ ７．６ ９７．５

Ｍ３ ０．７６０ １ ３．７９ ３．９７ ７．５３ ９４．２

Ｈ１ ０．７５３ ４ ３．７５ ５．９９ ９．５２ ９６．３

Ｈ２ ０．７４５ ６ ３．７１ ５．８６ ９．４６ ９８．１

Ｈ３ ０．７５６ ８ ３．７７ ６．０８ ９．６１ ９６．１

２．８５

２．６　 精密度　 取供试品（批号：２０１３０５０２）溶液，精
密量取 １０ μＬ，重复进样 ６ 次，测得柚皮苷峰面积

ＲＳＤ 为 ０．６４％，新橙皮苷峰面积 ＲＳＤ 为 １．０９％，结
果见表 ３。

表 ３　 精密度试验

Ｔａｂ ３　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ

序号
柚皮苷 新橙皮苷

峰面积 平均峰面积 ＲＳＤ ／ ％ 峰面积 平均峰面积 ＲＳＤ ／ ％

１ １３１９．５

２ １３２２．１

３ １３１５．６

４ １２９９．８

５ １３１１．０

６ １３２０．９

１３１４．８ ０．６４

１１３５．２

１１０９．１

１１１３．９

１０９９．７

１１２１．２

１１２０．９

１１１６．７ １．０９

２．７　 耐用性 　 取按准确度测定项下制得的样品，

保持流动相比例和流速不变， 在 Ｗａｔｅｒｓ６００ 和

Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ 色谱仪上分别使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ － Ｃ１８

（４．６ ｍｍ×１５０ｍｍ，５ μｍ）柱和 Ａｇｉｌｅｎｔ ＸＤＢ－Ｃ１８ 柱

（４．６ ｍｍ×１５０ｍｍ，５ μｍ）色谱柱，于 ２０ ℃、３０ ℃、

４０ ℃条件下进行测试，考察方法的耐用性，结果表

明该方法能够耐受不同液相色谱仪、色谱柱、柱温

等因素的小范围变化，测定去滞散中柚皮苷、新橙

皮苷的含量无显著差异，说明耐用性良好。

２．８ 　 含量测定 　 取 ３ 批去滞散 （批号分别为

２０１３０５０２，２０１３０５０４，２０１３０５０６），分别按 ２．２ 项下方

法制备供试品溶液，精密量取 １０ μＬ 上机测定峰面

积，通过外标法计算柚皮苷和新橙皮苷的含量，结

果见表 ４。 根据 ３ 批样品中柚皮苷和新橙皮苷的含

·９３·
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量实测值，参考 ２０１５ 年版《中华人民共和国兽药

典》二部［３］枳壳含量测定项下柚皮苷和新橙皮苷含

量理论值，确定含量限度为每 １ ｇ 去滞散中含枳壳

以柚皮苷计不得低于 ５．０ ｍｇ，以新橙皮苷计不得低

于 ４．０ ｍｇ。

表 ４　 含量测定结果（单位：ｍｇ ／ ｇ）

Ｔａｂ ４　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｂａｔｃｈ Ｑｕｚｈｉ Ｓａｎ（ｕｎｉｔ：ｍｇ ／ ｇ）

批号
柚皮苷 新橙皮苷

含量 １ 含量 ２ 平均值 含量 １ 含量 ２ 平均值

２０１３０５０２ ６．６１２ ６．６０７ ６．６１ ５．０１２ ５．１０９ ５．０６

２０１３０５０４ ６．３５８ ６．４０２ ６．３８ ５．１２６ ５．２１５ ５．１７

２０１３０５０６ ６．１２１ ６．１１２ ６．１２ ４．９８５ ４．７６８ ４．８８

３　 讨论与小结

３．１　 含量测定成分的选择 　 去滞散中六神曲、枳
壳、山楂为主药，主要起健脾和胃、行滞消胀、消食、
健胃等功能。 六神曲为传统成方曲剂，在加工生产

中，普遍存在处方原料入药方式及配比不一致、生
产工艺不一致、质量评价体系不完善、发酵环境中

的菌种不同等问题［４－５］，限制了六神曲中化学成分

的研究，因此选择另一主药枳壳作为去滞散的定量

参数。 枳壳具有理气宽中、行滞消胀等功效，研究

表明枳壳的水提物能够增强肠蠕动［６］；枳壳的醇提

物和水提物对猪源链球菌有较强的抑菌活性［７］，是
中兽医临床常用的药物之一，常用于畜禽胀满疼

痛，食积不化，胸胁气滞，痰饮内停，脏器下垂等。
枳壳理气、行滞的重要成分为柚皮苷、 新橙皮

苷［８－９］， 并且柑橘属多种植物果实含有柚皮苷而不

含有新橙皮苷，不作为枳壳的基原植物［１０］，所以去

滞散中含量测定的成分选择为柚皮苷和新橙皮苷。
３．２　 样品前处理方法的选择　 柚皮苷和新橙皮苷

同属枳壳的黄酮类成分，其提取、分离方法主要有

水浴回流提取法、醇或碱液提酸沉法、索氏提取法、
超声辅助提取法和超临界流体苯取等方法［１１］。 参

考 ２０１５ 年版《中华人民共和国兽药典》二部枳壳含

量测定项下前处理方法，本试验采用甲醇作为溶

媒，加热回流 １．５ ｈ，结果证明该方法能够较为完全

的提取出去滞散中的柚皮苷和新橙皮苷，并且枳壳

阴性对照无干扰。

３．３　 含量测定限度的确定　 枳壳收录在 ２０１５ 年版

《中华人民共和国兽药典》二部，其含量限度为柚皮

苷（Ｃ２７Ｈ３２Ｏ１４）不得少于 ４．０％，新橙皮苷（Ｃ２８Ｈ３４Ｏ１５）

不得少于 ３．０％，由于未见相关毒性报道，所以没有

上限规定。 在去滞散处方中枳壳所占比例约为

１３．３％，理论含量为每 １ ｇ 去滞散中含枳壳以柚皮

苷计不得低于 ５． ３２ ｍｇ，以新橙皮苷计不得低于

３．９９ ｍｇ。 在实际样品 （ 批号分别为 ２０１３０５０２，
２０１３０５０４，２０１３０５０６）测定时，柚皮苷含量为 ６．１２ ～
６．６１ ｍｇ ／ ｇ，新橙皮苷含量为 ４．８８ ～ ５．１７ ｍｇ ／ ｇ，均为

理论值 １１５％以上，说明制剂生产过程中质量稳定。
因此，参考含量理论值并取整数部分确定了含量测

定的限度下限，上限未作规定。 随着对枳壳中柚皮

苷、新橙皮苷等有效成分研究的深入，其毒理作用

必将逐渐明晰，届时可以考虑设定更加合理的限度

范围。
用高效液相法测定去滞散中柚皮苷、新橙皮苷

的含量，方法简便，准确，灵敏度高，回收率好，可有

效控制该制剂中主药枳壳的含量，含量限度为每

１ ｇ去滞散中含枳壳以柚皮苷计不得低于 ５．０ ｍｇ，以
新橙皮苷计不得低于 ４．０ ｍｇ。
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