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中低压制备色谱从枳实中制备柚皮苷与新橙皮苷对照品的研究 
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摘  要：目的  建立从枳实中分离制备柚皮苷和新橙皮苷对照品的方法。方法  结合大孔树脂、中低压制备色谱分离制备枳

实中柚皮苷和新橙皮苷单体。结果  分离制备的柚皮苷的质量分数达 98.76%，新橙皮苷的质量分数达 99.50%。结论  该方

法可有效制备高纯度的柚皮苷和新橙皮苷，可用于制备中药定性、定量分析使用的对照品。 
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Preparation of naringin and neohesperidin reference substances from Citrus 
aurantium by medium-low-pressure preparative chromatography 
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Abstract: Objective  To establish a separation method for naringin and neohesperidin reference substances from Citrus aurantium. 
Methods  Naringin and neohesperidin monomers in C. aurantium were isolated and purified by macroporous resin and medium-low- 
pressure preparative chromatography. Results  The contents of the prepared naringin and neohesperidin reached to 98.76% and 
99.50%, respectively. Conclusion  This method is effective for the preparation of naringin and neohesperidin with high purity. It could 
be used to prepare the reference substances for the qualitative and quantitative analyses of Chinese materia medica. 
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枳实为芸香科植物酸橙 Citrus aurantium L. 及
其栽培变种或甜橙 C. sinensis Osbeck 的干燥幼果，

性味苦、辛、酸，微寒，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、痰滞气阻等征[1]。枳实中主要含有黄酮类、

生物碱类、挥发油等成分[2]。柚皮苷和新橙皮苷是

枳实中主要的黄酮类成分，具有抗氧化、抗过敏、

抗突变、抗肿瘤、抑菌、改善微循环、降血糖等药

理作用，在医药、食品及化妆品等领域具有广泛的

应用[3-4]。 
中低压制备色谱也被称之为闪式制备色谱技

术，其 大特点就是分离速度非常快，其分离样品

从毫克级到数十或者数百克。 初仅应用于正相色

谱，反相填料的开发使用，给该技术带来了广阔的

应用空间。与常压柱色谱相比，其分离速度快、分

辨率高；相比于高效液相制备色谱，其制备量大，

试验时间缩短，提高了劳动效率，同时分离柱填料

能够自主填充，增加了分离选择性，有效地节约了

实验生产成本。使其在天然产物的分离纯化研究工

作中发挥重大作用，现在正成为一个受欢迎的分离

和纯化方法[5-6]。 
鉴于柚皮苷和新橙皮苷的广泛用途，有必要寻 
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找一种简便快速的制备方法，以便于能够更好地开

发利用柚皮苷和新橙皮苷。由于枳实中柚皮苷、新

橙皮苷等物质的理化性质非常接近，这使得从枳实

中分离柚皮苷、新橙皮苷等黄酮类成分非常困难。

目前柚皮苷及新橙皮苷的常规分离方法采用硅胶

柱色谱和多次重结晶进行分离，由于其他同系物的

存在，单纯采用重结晶法难以得到高纯度的单体化

合物[7-9]。 
本实验采用中低压制备色谱研究枳实中同时制

备柚皮苷、新橙皮苷这两种黄酮类成分的工艺，同

时对其进行结构鉴定和纯度检查，其质量分数大于

98%，达到了定性和定量用对照品的要求，为制备

克级高纯度的柚皮苷和新橙皮苷提供了一种新的思

路和方法。 
1  仪器与材料 

LC6A 岛津高效液相色谱仪（HP1100 检测器），

Anstar 色谱工作站，Bruker AV400 核磁共振仪（瑞

士 Bruker 公司）；Edwards 冻干机；瑞士 Mettler 
Toledo AB204—N、PB303—N 电子分析天平。HPD- 
300 大孔吸附树脂（沧州宝恩化工有限公司），甲醇、

乙腈均为分析纯（天津康科德科技有限公司），甲酸

为分析纯，水为纯净水。 
枳实，购于天津市中药饮片厂，经天津药物研

究院张铁军研究员鉴定为芸香科植物酸橙 Citrus 
aurantium L. 的干燥幼果。 
2  方法和结果 
2.1  提取液的制备 

以柚皮苷与新橙皮苷提取率为指标，对影响提

取的主要因素，采用正交试验进行优化，确定 佳

提取条件：取枳实药材 1 kg，用 70%乙醇回流提取

2 次，第 1 次加 10 倍量 70%乙醇回流提取 2 h，第

2 次加 8 倍量 50%乙醇回流提取 1 h，滤过，合并滤

液，减压回收乙醇至无醇味，加水稀释至 4 L，即

得枳实提取液。柚皮苷与新橙皮苷的转移率分别为

87%和 92%。 
2.2  原料制备 

本实验参考相关文献方法[10]，比较了 D-101、
HPD-450、HPD-100、HPD-300 等大孔吸附树脂对

柚皮苷及新橙皮苷吸附性能，结果表明 HPD-300 的

吸附量较大、解析率较高。HPD-300 大孔吸附树脂

2.5 kg，湿法装柱（内径为 15 cm），取枳实提取液

通过大孔吸附树脂柱（柱体积为 3 L）吸附，依次

用 12 L 蒸馏水及 10%、40%乙醇洗脱。收集 40%乙

醇洗脱液，减压浓缩得干粉 135 g，备用。 
2.3  中低压制备色谱的优化 
2.3.1  检测波长的选择  取大孔树脂纯化后干粉适

量，用甲醇溶解，在紫外分光光度计 200～700 nm
下进行全波长扫描，结果显示在 254、282、320 nm
处有 大吸收波长，而在 282 nm 处的吸光度值较

大，以 282 nm 为对照品分离的检测波长时，当大

量样品溶液进入色谱柱后，所分离的目标成分绝对

量较大，已远超出检测器的检测线性范围，无法监

控组分分离情况；因此在本实验中采用响应灵敏度

较低的 254 nm 进行分离检测，有效解决检测灵敏

度与制备分离量不相匹配的问题。 
2.3.2  柱填料的选择  实验以十八烷基硅烷键合硅

胶（YWG-C18 40～60 μm）和硅胶为填料，进行色

谱分离，结果表明以硅胶为填料柱压力较大，难于

将柚皮苷与新橙皮苷有效分离，死吸附较大，样品

损耗较多；而以十八烷基硅烷键合硅胶为填料时柚

皮苷和新橙皮苷分离度较好，分离时间较短。确定

以十八烷基硅烷键合硅胶为分离填料。 
2.3.3  洗脱剂的考察  分别选用甲醇-水、甲醇-1%
醋酸溶液、乙腈-水、乙腈-1%甲酸溶液等系统及相

同系统下不同配比为洗脱剂， 终确定乙腈-1%甲

酸溶液（15∶85）为洗脱剂，此系统下各色谱峰分

离度较好，能够使柚皮苷和新橙皮苷得到有效分离。

由于原料中含有橙皮苷、柚皮芸香苷、柚皮素等结

构类似黄酮类成分，在中低压制备流动相条件下无

法完全被洗脱。因此，在每次分离纯化后用约 500 
mL 分析纯乙腈冲洗制备柱，然后再用乙腈-酸水溶

液平衡色谱柱，即可进行下一次的分离纯化。 
2.3.4  上样方式考察  由于大孔树脂纯化物水溶性

较差， 大溶解度为 25 mg/mL，限制了分离上样量，

若加大上样体积，则影响柚皮苷与新橙皮苷的分离

效果，若提取物用甲醇进行处理，能提取 98%的柚

皮苷和新橙皮苷，但将该甲醇水溶液进制备色谱，

不能将新橙皮苷分离出来。本实验比较了直接溶液

上样与硅胶干法拌样两种上样方式，结果表明，硅

胶干法拌样能够大大提高分离上样量，同时各色谱

峰分离度较佳，确定大孔树脂纯化干粉与硅胶比为

1∶2 拌样。 
2.4  对照品的制备 

根据上述实验结果， 终确定制备条件：自制

C18 填料分离柱（450 mm×50 mm，5 μm），柱温为

室温，流动相为乙腈-1%甲酸水溶液（15∶85），体
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积流量 10 mL/min，检测波长 254 nm。 
取大孔树脂纯化物 10 g（柚皮苷质量分数为

32.1%，新橙皮苷质量分数为 48.4%），用适量甲醇

溶解，采用硅胶 20 g 拌匀，晾干，装入上述色谱柱

中。按上述色谱条件洗脱，并收集保留时间为 75～
95、100～130 min 的组分，减压浓缩收集液，冷冻

干燥，得柚皮苷 2.4 g 和新橙皮苷 3.6 g，柚皮苷和

新橙皮苷收率分别为 75%和 78%。色谱图见图 1。 
 

 
 
 

图 1  柚皮苷 (I) 和新橙皮苷 (II) 的分离制备色谱图 
Fig. 1  Preparative chromatograms of naringin (I) 

and neohesperidin (II) 
 
2.5  对照品的结构鉴定 
2.5.1  柚皮苷  淡黄色粉末，易溶于甲醇，微溶于

水，C27H32O14。
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

1.14 (3H, d, J = 6.0 Hz, Rha-CH3), 2.73, 3.18 (2H, 
H-3), 3.2～3.8 (10H, rhamnosylglucose), 5.10 (d, J = 
5.8 Hz, Rha H-1), 5.14 (1H, d, J = 8.0 Hz, Glu H-1), 
5.28 (1H, J = 4.8 Hz, OH), 5.52 (1H, dd, J = 12.0, 1.8 
Hz, H-2), 6.07 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 6.11 (IH, d, 
J = 2.0 Hz, H-6), 6.80 (2H, d, J = 8.0, H-3′, 5′), 7.32 
(2H, d, J = 8.0 Hz, H-2′, 6′), 9.58 (1H, s, OH-4′), 
12.03 (1H, s, OH-5)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) 
δ: 78.77 (C-2), 41.99 (C-3), 197.29 (C-4), 164.84 
(C-5), 96.27 (C-6), 162.84 (C-7), 97.40 (C-8), 162.89 
(C-9), 103.27 (C-10), 128.61 (C-1′), 115.17 (C-3′, 5′), 
128.39 (C-2′, 6′), 157.82 (C-4′), 97.40 (C-1″), 78.58 
(C-3″), 77.10 (C-5″), 76.86 (C-2″), 69.56 (C-4″), 
60.41 (C-6″), 100.35 (C-1′′′), 71.79 (C-4′′′), 70.44 
(C-3′′′), 70.35 (C-2′′′), 68.24 (C-5′′′), 17.99 (C-6′′′)。以
上数据与文献报道一致[11]，确定其为柚皮苷。 
2.5.2  新橙皮苷  白色结晶，易溶于甲醇，难溶于

水，C28H34O15。
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

1.15 (3H, d, J = 6.4 Hz, Rha-CH3), 2.76, 3.18 (2H, 

H-3), 3.2 ～ 3.8 (10H, rhamnosylglucose), 3.76 
(OCH3), 5.08 (d, J = 2.0 Hz, Rha H-1), 5.12 (1H, d, 
J = 5.5 Hz, Glu H-1), 5.28 (1H, J = 4.8 Hz, OH), 5.51 
(1H, dd, J = 12.0, 1.8 Hz, H-2), 6.08 (1H, d, J = 1.6 
Hz, H-8), 6.10 (1H, d, J = 1.6 Hz, H-6), 6.87 (1H, dd, 
J = 8.0, 2.7 Hz, H-6′), 6.92 (1H, d, J = 2.7 Hz, H-2′), 
6.94 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5′), 9.08 (1H, s, OH-3′), 
12.02 (1H, s, OH-5)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) 
δ: 78.39 (C-2), 42.14 (C-3), 196.97 (C-4), 164.84 
(C-5), 95.15 (C-6), 162.90 (C-7), 96.26 (C-8), 162.56 
(C-9), 103.32 (C-10), 130.89 (C-1′), 114.118 (C-2′), 
146.48 (C-3′), 147.97 (C-4′), 112.03 (C-5′), 117.78 
(C-6′), 97.42 (C-1″), 77.12 (C-3″), 76.88 (C-5″), 76.06 
(C-2″), 69.58 (C-4″), 60.42 (C-6″), 100.36 (C-1′′′), 
71.75 (C-4′′′), 70.45 (C-3′′′), 70.36 (C-2′′′), 68.25 
(C-5′′′), 18.00 (C-6′′′)。以上数据与文献报道一致[12]，

确定其为新橙皮苷。 
2.6  对照品质量分数的测定 

采用 HPLC 法测定对照品质量分数。色谱柱为

Ultimate®XB-C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；以

乙腈-水（20∶80，用磷酸调节 pH 值至 3）为流动

相；检测波长为 283 nm。在不同的色谱条件下，柚

皮苷和新橙皮苷均为一个主峰，改变流动相组成（乙

腈-水 10∶90～30∶70），未见异常峰。用面积归一

化法计算，确定柚皮苷和新橙皮苷的质量分数分别

为 98.76%、99.50%。 
3  讨论 

由于枳实中含有大量黄酮，故先采用大孔树脂

分离出总黄酮，再作进一步分离。由于主要含有黄

酮类等结构极为相似的杂质成分，其分离难度很大。

而采用中低压制备色谱对其色谱条件进行优化，柱

填料的选择及上样方式等考察， 终优选出乙腈- 
1%甲酸水溶液为流动相，C18 为填料，在此系统下

各色谱峰分离度较好，能够使柚皮苷和新橙皮苷得

到有效分离，用上述制备方法进行提取、分离、纯

化，操作简单，重现性好。本方法为柚皮苷和新橙

皮苷纯品制备提供了一种新的思路。 
柚皮苷和新橙皮苷均为枳实中的活性成分，二

者在植物中量较高，性质稳定，分离制备的柚皮苷

和新橙皮苷纯品质量分数大于 98%，符合对照品的

质量分数要求，为常规分析检测、新药研究以及进

一步综合全面控制枳实药材及其复方制剂的质量标

准提供高质量分数的对照品。 

0     20     40     60     80    100    120    140
t / min 

I II 
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