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橙皮素标准样品的研制
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2． 鲁南制药集团股份有限公司，山东 临沂 276006)

摘要: 建立了橙皮素标准样品的研制方法。采用硅胶柱色谱结合制备液相色谱技术对橙皮素样品进行分离制备，通过

UV、IＲ、MS 和 NMＲ 等手段进行结构表征，同时进行了薄层色谱鉴别和热重分析，进行了均匀性、稳定性检验和 8 家实验

室联合定值。结果表明，该样品均匀性良好，在 0～4 ℃储存条件下 12 个月稳定性良好，定值结果确定其标准值为 98．78%，

置信度 95%的不确定度为 0．26%。该橙皮素标准样品达到了国家标准样品的技术要求，具有溯源性，可用于橙皮素及相

关产品的质量控制和检测方法评定。
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Preparation of certified reference materials of hesperetin

SONG Xiang-yun 1，LIU Jin-yu 2，GENG Yan-ling 1，LIN Yun-liang 1，FU Ｒui-ming 1，

CUI Li 1，WANG Dai-jie1*

( 1．Shandong Provincial Key Laboratory of TCM Quality Control，Shandong Analysis and Test Center，Jinan 250014，China;

2． Lunan Pharmaceutical Group Co．，Ltd．，Linyi 276006，China)

Abstract ∶ A method for the preparation of the certified reference material ( CＲM) of hesperetin was established in this
article． Hesperetin sample was obtained by means of silica gel chromatography combined with preparative HPLC
technique，and its structure was characterized by UV，IＲ，MS and NMＲ． At the same time，the TLC identification and
thermo-gravimetric analysis were carried out，and the sample was divided into bottles for further homogeneity test，stability
test，and the cooperative certification by 8 laboratories． The results indicated that hesperetin samples had good
homogeneity，with good stability within 12 months at 0～4 ℃． The certified value of the reference material of hesperetin was
98．78%，with the expanded uncertainty of 0．26% in confidence coefficient of 95%． The standard sample of hesperetin has
reached the technical requirements of the national certified reference material． The CＲM has traceability and can be used in
the content determination，testing method validation，as well as t quality control of hesperetin and related products．
Key words ∶ hesperetin; certified reference material; homogeneity; stability; certification; uncertainty

橙皮素( 5，7，3'-三羟基-4'-甲氧基-黄烷酮) 是一种重要的黄酮类化合物，具有独特的药理活性，广泛应用

于医学的各个领域［1］。橙皮素具有健胃、祛痰、镇咳、驱风、利尿、抗病毒、止逆和止胃痛等功效。现代药理研究
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表明，橙皮素还具有抗氧化［2-4］、扩张血管、降血脂［5］、抗癌［6-9］、抗炎［10］、改善血脑屏障［11 -12］等多种药理活性。

图 1 橙皮素化学结构式

Fig． 1 The chemical structure of hesperetin

橙皮素作为一种重要的药物原料，在自然界中分布广泛，同时

也是多种植物产品的重要质量控制指标。目前市场上橙皮素以对

照品为主，纯度参差不齐，未按照国家标准进行均匀性、稳定性和

定值实验，最终结果没有不确定度评价，样品也不具有溯源性。因

此，为了满足橙皮素及相关产品的检测需求，保证检测结果的准确

性、可比性和溯源性，本文按照 GB /T 15000． 3—2008 标准样品工

作导则［13］，成功研制出了橙皮素国家标准样品( 图 1) 。

1 实验部分

1．1 仪器

Ｒ-3 型旋转蒸发仪( 瑞士 BUCHI 公司) ; SCIENTZ-10N 型冷冻干燥仪( 宁波新芝生物科技股份有限公

司) ; 1260 型高效液相色谱仪( 美国安捷伦公司) ; LC-6A 型制备液相色谱仪( 日本岛津公司) ; WＲS-1B 型数字

熔点仪( 上海精密科学仪器有限公司) ; UV-2550 型紫外可见分光光度计( 日本岛津公司) ; INOVA 600 MHz 核磁

共振波谱仪( 美国瓦里安公司) ; 6520 Q-ToF 型液质联用仪( 美国安捷伦公司) ; STA 449FC 同步热分析仪( 德

国耐驰公司) 。

1．2 试剂与原料

柱层析硅胶、GF254 薄层硅胶板( 青岛海洋化工厂) ; 高效液相色谱用甲醇为色谱纯( 美国天地公司) ，水

为重蒸水，其他试剂为分析纯; 橙皮素对照品( 成都德思特生物技术有限公司) 。

陈皮药材购自济南建联中药店，经山东省中医药大学李佳教授鉴定为芸香科植物橘 Citrus reticulata

Blanco 的干燥成熟果皮，样本存放于山东省分析测试中心。

1．3 样品制备

1．3．1 橙皮素粗提物的提取

陈皮药材粉碎至 40 目，95%乙醇加热回流药材 3 次，每次 3 h，抽滤，减压浓缩至无醇味，加水分散，分别

用石油醚和乙酸乙酯萃取，减压浓缩，分别得到石油醚和乙酸乙酯浸膏，乙酸乙酯浸膏冰箱保存备用。

1．3．2 橙皮素的富集

将乙酸乙酯浸膏进行硅胶柱色谱分离，石油醚-乙酸乙酯溶剂体系梯度洗脱，分瓶收集，薄层色谱和

HPLC 监测，橙皮素对照品比对，收集橙皮素含量较高的组分，减压浓缩。

1．3．3 制备液相色谱分离

制备条件为: Shim-pack PＲEP-ODS 柱( 20 mm×250 mm，15 μm) ，流速 10 mL /min，流动相为甲醇-0．2%

甲酸水溶液( 55: 45，V /V) ，检测波长 284 nm。根据制备液相色谱图收集，合并相同组分，减压浓缩，冷冻干

燥，得到高纯度橙皮素单体( 图 2) 。

图 2 橙皮素单体的制备液相色谱图

Fig． 2 Chromatogram of hesperetin purified by prep arative HPLC
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1．4 纯度分析方法

1．4．1 高效液相色谱分析

采用高效液相色谱进行纯度分析，Shim-pack C18色谱柱( 4．6 mm×250 mm，5 μm) ; 流动相为甲醇-0．1%甲醇

水溶液( 60: 40，V /V) ; 流速: 1．0 mL /min; 柱温: 30 ℃ ; 运行时间: 30 min; 检测波长: 284 nm; 样品浓度 0．2 mg /mL。

1．4．2 薄层鉴别

精密称取样品 5 mg，加甲醇配制成浓度为 0．2 mg /mL 的对照品溶液。展开剂分别为氯仿-甲醇( 10: 1，

V /V) 和乙酸乙酯-石油醚-甲酸( 10: 10: 0．1，V /V) ，定量毛细点样管吸取 20、40、60、80、100 μg 梯度将样品点

于 GF254 硅胶板，分别展开，取出，晾干，置于 254 、365 nm 荧光下检测，同时喷 10%硫酸乙醇显色剂，105 ℃

下加热 3 min，至斑点显色清晰。

1．4．3 热重分析

精密称取样品 5 mg，置于热重用坩埚中，热重条件: 初温 30 ℃，最终温度 600 ℃，升温速率 10 ℃ /min，

气体 N2，流量 100 mL /min。

1．5 结构表征

橙皮素单体的结构表征采用紫外光谱( UV) 、红外光谱( IＲ) 、质谱( MS) 和核磁共振( NMＲ) 等技术。UV

法的测试溶剂为甲醇，扫描范围为 200～400 nm; IＲ 法采用 KBr 压片，扫描波数为 400～4 000 cm-1 ; MS 为电喷

雾离子源，载气温度为 300 ℃，载气流速为 10 L /min，普氮为载气，毛细管电压为 4．0 kV，扫描范围 m/z 为

100～1000; NMＲ 法 的氘代试剂为 CDCl3。

1．6 均匀性检验

依据标准样品导则( 均匀性研究) 要求［13］，采用顺序重复随机测量，随机抽取分装好的橙皮素样品 10 瓶

( 抽样量大于 1．5 3
槡N ) ，3 种抽样程序( 第一种 1-3-5-7-9-2-4-6-8-10; 第二种 10-9-8-7-6-5-4-3-2-1; 第三种 2-4-

6-8-10-1-3-5-7-9) ，样品按 1．4．1 中规定方法进行分析，样品纯度读取采用峰面积归一化法，采用方差分析法

进行数据分析。

1．7 稳定性检验

橙皮素样品储存温度为 0～4 ℃，考察样品的 1 年稳定期，分 5 个时间段监测，按 1．4．1 中规定方法进行

分析，样品纯度读取采用峰面积归一化法，每份样品测定 6 次，统计分析采用 t 检验法［13］。

1．8 定值

根据工作导则，标准样品的定值采用 8 家实验室协作进行的方法。随机抽取样品 24 瓶，每家定值实验

室寄出样品 3 瓶，每瓶测定 2 次，协作实验室共出 6 个检测结果，按 1．4．1 中规定方法进行分析，样品纯度以

峰面积归一化法读取［13 -14］。

2 结果与讨论

2．1 纯度分析

采用 DAD 全波长检测器进行色谱峰的 3D 扫描，检测结果扣除溶剂峰，HPLC 纯度分析结果表明，未见明显

杂质峰存在，见图 3。以氯仿-甲醇( 10: 1，V /V) 和乙酸乙酯-石油醚-甲酸( 10: 10: 0．1，V /V) 为展开剂，荧光和硫酸

乙醇法检测结果表明，Ｒf 值分别为 0．66 和 0．54，未见明显杂质斑点存在。热重结果表明，在 21．27～217．48 ℃

范围内，TG 曲线是一条水平线，表明测试样品中吸附水和结晶水含量很低，热稳定性好。当温度增加超过

280．12 ℃时，样品开始分解，DTA 曲线显示温度升高到 385．37 ℃，样品迅速分解。
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图 3 橙皮素等度洗脱 HPLC 图谱

Fig．3 HPLC chromatogram of hesperetin by isocratic elution

2．2 结构表征

熔点: 216～218 ℃ ; UVλEtOH
max : 215，284，487 nm; IＲcm －1

Vmax : 3 500，1 638，1 581，1 477，1 306，1 593，1 172，

816; ESI-MS: m/z 303．2 ［M+H］+。1 H-NMＲ ( 600 MHz，CDCl3 ) δ : 2．73 ( 1H，dd，J = 16．0 Hz，J = 3．0 Hz，

H-3 cis) ，3．21 ( 1H，dd，J = 16． 8 Hz，J = 12． 5 Hz，H-3 syn) ，3． 78 ( 1H，s，CH3 O-3＇) ，5． 44 ( 1H，dd，

J= 12．6 Hz，J= 3．0 Hz，H-2) ，5．89( 1H，d，J= 2．1 Hz，H-6) ，5．90 ( 1H，d，J= 2．0 Hz，H-8) ，6．88 ( 1H，dd，

J=8．3 Hz，J=2．0 Hz，H-6＇) ，6．93-6．94 ( 2H，m，H-2＇，5＇) ，9．11 ( 1H，s，OH-4＇) ，10．80 ( 1H，s，OH-5) ，

12．15( 1H，s，OH-7) ．13C-NMＲ( 150 MHz，CDCl3) δ : 196．1( C-4) ，166．5( C-7) ，163．4( C-5) ，162．7 ( C-9) ，147．8

( C-4＇) ，146．3( C-3＇) ，131．0( C-1＇) ，117．5( C-6＇) ，113．9( C-2＇) ，111．8( C-5＇) ，101．7( C-10) ，95．7( C-8) ，94．9

( C-6) ，78．1( C-2) ，55．6( CH3) ，41．9( C-3) ． 以上数据与文献［15-16］比较，确定为橙皮素。

2．3 均匀性检验

将结果进行 F 检验，进行数据统计，确定橙皮素样品的均匀性，结果见表 1 和表 2。
表 1 均匀性检验数据

Table 1 Ｒesults of homogeneity test

瓶号
样品纯度 /%

第 1 组 第 2 组 第 3 组 平均值 总平均值

1 99．12 99．05 99．07 99．08

99．06

2 98．98 99．02 99．01 99．00

3 99．12 99．09 99．07 99．09

4 99．05 99．05 99．11 99．07

5 99．07 99．11 99．05 99．08

6 99．07 99．06 99．13 99．09

7 99．11 99．05 99．03 99．06

8 99．02 99．06 98．94 99．01

9 99．05 99．09 99．07 99．07

10 99．10 99．03 99．02 99．05

表 2 方差分析数据

Table 2 Ｒesults of variance analysis

变差源 方差( SS) 自由度( DF) 均方( MS)

瓶间 2．66×10-2 9 2．96×10-3

瓶内 2．74×10-2 20 1．37×10-3

总和 5．40×10-2 29
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瓶间方差的计算公式:

s2A =
MS瓶间－MS瓶内

n0
。

则瓶间标准偏差为:

sbb = s槡2
A ，

u均 = sbb = 0．03%，

其中，u均为均匀性检验不确定度。

F 值的计算公式:

F=MS瓶 间 /MS瓶 内 = 2．16。

以组间自由度υ 1 = 9 和组内自由度υ 2 = 20 为变量查 F 临界值表，可知 F0．05( 9，20) = 2．39，由于 F 值小于

F 临界值，因此所研制的橙皮素标准样品具有良好的均匀性。

2．4 稳定性检验

采用 t 检验对稳定性结果进行统计分析，采用直线模型，观察斜率值变化情况，并进行预测，结果见表 3。
表 3 稳定性检验数据

Table 3 Ｒesults of stability test of

时间 /月
样品纯度 /%

1 2 3 4 5
平均值 /% 标准偏差 /%

0 99．09 99．06 99．15 99．05 99．12 99．10 0．05

3 99．05 99．08 99．11 99．01 99．09 99．06 0．06

6 99．09 98．94 98．94 98．99 98．96 98．98 0．07

9 98．90 98．99 98．95 98．99 98．85 98．94 0．07

12 98．86 98．86 98．81 98．84 98．84 98．84 0．03

斜率计算公式如下:

b1 =
∑

n

i = 1
( Xi － X

－
) ( Yi － Y

－
)

∑
n

i = 1
( Xi － X

－
) 2

，

式中，Xi 为抽样的月份数，Yi 为检测的样品纯度; Y
－
= 98．98%; X

－
= 6。

截距计算公式如下:

b0 = Y
－
－ b1X

－
。

直线模型的标准偏差:

s2 =
∑

n

i = 1
( Yi － b0 － b1Xi )

2

n － 2
，

则 s= 0．20%。

斜率相关不确定度计算公式如下:

s( b1 ) = s

∑
n

i = 1
( Xi － X

－

槡 )

。

查表得自由度为 n－2 和 95%置信水平( p= 0．95) 分布的 t 因子为 3．182。
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由于斜率变化的绝对值 b1 ＜ t0．95，n－2 ．s( b1 ) = 3．182×0．009= 0．029，即: b1 ＜0．029。

因此，斜率变化不显著，即橙皮素标准样品在 1 年内稳定性良好。

稳定性检验的不确定度为:

u稳 =Sb×t= 0．11%。

其中，u稳 为稳定性检验不确定度。

2．5 定值

根据各个协作实验室的反馈结果，进行数据的统计分析，并最终确定橙皮素标准样品的标准值和不确定

度统计结果见表 4。
表 4 协作定值数据

Table 4 Ｒesults of cooperative certification

实验室序号 测得平均值 /% 标准偏差 /% 总平均值 /%

1 98．73 0．06

98．78

2 98．84 0．02

3 98．84 0．05

4 98．60 0．03

5 98．80 0．03

6 98．84 0．03

7 98．78 0．03

8 98．82 0．02

测定结果总平均值的计算公式如下:

X= =
∑
m

i = 1
∑
ni

j = 1
Xij

N
。

实验室平均值的标准偏差为:

SX
－ =

Z
－

( Xi － X
=
) 2

n － 1槡 。

总平均值标准偏差为:

SX
= = SX

－

槡n
。

则多家实验室联合定值引入的不确定度为:

u定 = SX
= = 0．04%，

其中，u定 为定值不确定度。

橙皮素标准样品的不确定度有如下三部分组分: ( 1) 均匀性检验不确定度; ( 2) 稳定性检验不确定度;

( 3) 定值不确定度，这三部分不确定度分量互不相关，需将三种不确定度合成，即合成不确定度( U合成) 为:

U合成
2 =u 均

2+u 稳
2+u 定

2。

代入数据计算得 U合成 = 0．13%。

置信区间 95%时，k= 2。

则橙皮素标准样品的扩展不确定度:

U扩展 = 2U合成 = 0．13%×2= 0．26%。
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3 结论

本研究针对橙皮素及相关产品缺乏国家标准样品的现状，严格按照国标规定的标样样品研制规则，成功

地研制出橙皮素标准样品，并顺利通过了专家验收。研制过程中对标准样品的均匀性进行考察，并进行方差

分析; 稳定性检验采用直线模型，并进行了 t 检验法考察; 定值采用多家实验室协作，对定值结果进行统计分

析。根据三个方面引入的不确定度，进行了不确定度的合成和扩展，获得了标准值为 98．78%，置信度 95%的

不确定度为 0．26%的橙皮素国家标准样品，具有样品溯源性，可用于相关产品的检测方法评定和含量测定，

填补了橙皮素标准样品的国内外空白。
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