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高效液相色谱法同时测定红美人柑橘不同组织中
12种类黄酮化合物 

张芳芳, 张今君, 夏慧丽*, 朱欢智 

(台州市食品检验检测中心, 台州  318000) 

摘  要: 目的  建立一种同时测定红美人柑橘中 12 种类黄酮化合物(圣草次苷、芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮

苷、新橙皮苷、野漆树苷、香蜂草苷、枸橘苷、柚皮素、橙皮素、川皮苷和橘皮素)的高效液相色谱方法。方法  

样品采用甲醇水溶液超声提取, 采用 SunFire C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)分离, 甲醇-水(含 0.2%乙酸)体

系作为流动相, 梯度洗脱, 287 nm 波长下检测分析。结果  12 种类黄酮化合物在各自相应的范围内线性关系

良好, 相关系数(r)均不小于 0.9998, 12 种类黄酮化合物的检出限为 0.08~0.50 μg/mL, 3 个浓度添加水平的加标

回收率范围为 90.25%~110.80%, 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)为 1.69%~3.70%。结论  该

方法准确度和精密度较高, 简便快速, 适用于红美人柑橘中类黄酮化合物的快速检测。红美人柑橘中的类黄酮

化合物主要以橙皮苷、芸香柚皮苷和香蜂草苷为主, 其在果皮和果肉中的含量存在明显差异。 

关键词: 高效液相色谱法; 红美人; 类黄酮化合物; 不同组织 

Simultaneous determination of 12 kinds of flavonoids in different parts of 
‘Hongmeiren’ citrus by high performance liquid chromatography 

ZHANG Fang-Fang, ZHANG Jin-Jun, XIAHui-Li*, ZHU Huan-Zhi 

(Taizhou Food Inspection Centre, Taizhou 318000, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a method for the simultaneous determination of 12 kinds of flavonoids 

(eriocitrin, narirutin, naringin, hesperidin, neohesperidin, rhoifolin, didymin, poncirin, naringenin, hesperetin, 

nobiletin and tangeretin) in ‘Hongmeiren’ citrus by high performance liquid chromatography. Methods  The sample 

were untrasonically extracted with methanol solution, separated by SunFire C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) 

using methanol and 0.2% acetic acid aqueous solution as mobile phases by gradient elution, and detected at 287 nm. 

Results  All 12 kinds of flavonoids compounds had good linearity within their respective ranges, the correlation 

coefficients (r) were not less than 0.9998, the limits of detection of 12 kinds of flavonoids were in the range of 

0.08–0.50 μg/mL, the spiked recoveries were 90.25%–110.80% at 3 concentration added levels, and the relative 

standard deviations (RSDs) were in the range of 1.69%–3.70%. Conclusion  This method has high accuracy and 

precision, and is simple and rapid, which is suitable for simultaneous detection of flavonoids compounds in 

‘Hongmeiren’. The main flavonoid compounds in ‘Hongmeiren’ citrus are hesperidin, naringin and didymin, and the 
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amounts and distributions have significant differences in the peel and pulp. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography; ‘Hongmeiren’ citrus; flavonoids compounds; different parts 
 

0  引  言 

红美人又名爱媛 28, 是引自日本的杂柑类品种[1], 因

其在结果习性、外观、品质等方面表现较为突出, 成为各

地主推的柑橘新品种之一。目前红美人的市场定价存在一

定的差异, 售价在 20~120 元/kg 不等, 人们对红美人果品

质量的评判大都停留在外观、口感等感官指标上, 当前与

红美人相关的研究主要集中在不同产地的引种表现及栽培

技术方面[2–5], 而对其中的黄酮、酚酸等功效成分尚缺少系

统的研究, 在一定程度上阻碍了红美人柑橘的商品化开发。 

柑橘中含有丰富的生物活性物质[6–8], 主要包括酚酸

和黄酮等成分, 其中类黄酮化合物具有较强的抗氧化、抑

菌、抗炎、抗癌及预防心血管疾病等功效[9–13]。目前柑橘中

已鉴定出的类黄酮化合物主要有黄酮、黄烷酮、花青苷和黄

酮醇 4大类, 其中黄烷酮是柑橘中含量最丰富的类黄酮化合

物[14–15]。柑橘中黄酮的含量与品种、果实部位紧密相关, 不

同品种、不同产地柑橘中黄酮含量有明显差异[16–21]。王智

聪等[22]研究发现类黄酮化合物在西柚果皮、囊衣和果瓣中

的含量和分布差异显著, 其中柚皮芸香苷和柚皮苷的含量

差异较大; 蒋变玲等[23]通过对比研究砂糖橘、脐橙、芦柑

和蜜桔 4 种柑橘果皮中的主要活性物质, 发现芦柑皮中总

黄酮的含量最高。 

目前柑橘中类黄酮化合物的检测方法主要是高效液相

色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)[24–27], 

该方法具有适用范围广、分离性能好、分析速度快、灵敏

度高、重现性好等优点, 但现有方法仍存在检测的类黄酮

物质数目少、前处理方法复杂等缺陷[28–29]。在基础上, 本

研究根据类黄酮化合物的特性, 拟对样品提取条件和色谱

条件进行优化, 结合高效液相色谱-二极管阵列检测法特异

性好、操作简便等优点, 建立同时测定红美人柑橘中 12 种

类黄酮化合物的高效液相色谱法, 同时比较红美人柑橘果

肉和果皮等不同组织中类黄酮化合物的分布特征, 以期为

开发红美人柑橘中的功效成分提供方法和数据基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

红美人柑橘: 供试品分别采自浙江的台州黄岩、宁波

象山、衢州衢江和丽水莲都 4 个地区的主要生产基地。按

代表性采样原则, 分别从 4 个基地各选取 10 家树龄一致、

长势相近的健康植株 3 株, 每株树上选择大小和成熟度一

致、无病虫害、无机械损伤的果实各 10 个。实验前用超纯

水清洗外皮、晾干, 样品的果肉和果皮分别经四分法取样, 

组织捣碎机粉碎后, –18 ℃冷冻保存。 

圣草次苷、芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷、

野漆树苷、香蜂草苷、川皮苷、枸橘苷、柚皮素、橙皮素

和橘皮素标准品(纯度大于 97.3%, 上海安谱实验科技股份

有限公司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 安徽天地高纯溶剂有限公

司); 甲酸、乙酸(色谱纯, 上海麦克林生化科技有限公司); 

氨水(分析纯, 浙江汉诺化工科技有限公司); 二甲基甲酰

胺(化学纯, 西陇科学股份有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

e2695+2998 高效液相色谱仪(配二极管阵列检测器和

Empower3 数据处理系统)、SunFire C18 色谱柱、Xbridge C18

色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)(美国 Waters 公司); MS204S

分析天平(感量 0.0001 g, 瑞士梅特勒-托利多集团); ST16

离心机(赛默飞世尔科技中国有限公司); SK7200HP 超声清

洗机(上海科导超声仪器有限公司); Milli-Q Advantage A10

超纯水机(美国 Millipore 公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  标准曲线绘制 

准确称取每种标准品各 20 mg(精确至 0.1 mg), 分别

置于 10 mL 容量瓶中, 用甲醇(橙皮苷, 先加适量二甲基甲

酰胺溶解)超声溶解, 并稀释至刻度, 配制成质量浓度为

2.0 mg/mL 标准储备液(-18 ℃保存)。使用前, 用甲醇逐级

稀释, 得到质量浓度分别为 5.0、10.0、20.0、30.0、100.0

和 200.0 μg/mL的混合标准工作溶液, 对橙皮苷标准品, 增

加 400.0、600.0 和 1000.0 μg/mL 的标准曲线工作点。以标

准溶液质量浓度为横坐标(X, μg/mL), 化合物峰面积为纵

坐标(Y)绘制标准工作曲线。 

1.3.2  样品前处理 

称取 2.00 g 样品置于 50 mL 离心管中, 果皮中加入 

20 mL 80%甲醇水溶液, 果肉中加入 20 mL 50%甲醇水溶

液, 超声 30 min, 定容至 25 mL, 于 8000 r/min 离心 5 min, 

取适量上清液过 0.22 µm 滤膜, 上机测试。 

1.3.3  色谱条件 

色谱柱: SunFire C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm); 柱温: 

35 ℃; 检测波长: 287 nm; 进样体积: 10.00 µL; 流速: 

1.0 mL/min; 流动相: 甲醇-0.2%乙酸水溶液。梯度洗脱条

件见表 1。 

 
表 1  梯度洗脱条件 

Table 1  Gradient elution conditions 

流动相 
洗脱时间/min 

0 2 15 18 25 28 30 35

V 甲醇/% 30 30 50 70 90 98 30 30

V0.2%乙酸水溶液/% 70 70 50 30 10 2 70 70
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2  结果与分析 

2.1  仪器条件的优化 

2.1.1  检测波长的选择 

采用HPLC-二级管阵列检测器对 200 μg/mL类黄酮混

合标准溶液进行最大吸收光谱扫描, 发现圣草次苷、芸香

柚皮苷、柚皮苷、新橙皮苷、香蜂草苷、川皮苷、枸橘苷、

柚皮素和橙皮素在 287 nm 左右有最大吸收峰, 而野漆树

苷和橘皮素在 330 nm 左右有最大吸收峰。因此, 本研究分

别选择在 287 和 330 nm 波长下同时对 12 种类黄酮化合物

进行分析, 结果见图 1。从图 1 发现, 330 nm 波长下圣草次

苷、芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷、香蜂草苷、

枸橘苷这 7 种类黄酮化合物峰高相对较低, 287 nm 波长下

野漆树苷和橘皮素的峰高有所降低, 但 12 种化合物均得

到较好的响应值, 且峰形尖锐, 为提高检测的灵敏度, 本

研究选择 287 nm 为最终检测波长。 

2.1.2  色谱柱的选择 

为了使红美人柑橘中 12 种类黄酮物质在较短分析时

间达到有效分离并具有良好峰形, 本研究比较了 Waters 

SunFire C18 和 Xbridge C18 两种色谱柱对 12 种类黄酮化合

物的分离影响。由图 2 可以看出, Xbridge C18 色谱柱不能

较好地将 12 种类黄酮化合物进行分离, 而使用 Waters 

SunFire C18 色谱柱时, 12 种类黄酮物质出峰完全, 且峰形

尖锐, 各峰之间无影响。因此, 本研究选择 SunFire C18 色

谱柱进行分离。 

2.1.3  流动相的选择  

温雅婷[28]在测定柑橘果皮中类黄酮物质时, 选用乙

腈和甲醇作为流动相, 在梯度洗脱的条件下, 发现甲醇作

为有机相时目标物分离效果较佳, 因此, 本研究选用甲醇

作为有机相。由于类黄酮化合物带有酚羟基, 在水中会发

生部分解离并与固定相作用加强, 会导致拖尾, 所以在流

动相中加入有机酸调节 pH 可抑制解离, 有效克服拖尾现

象[29]。另外, 本研究比较了 0.2%乙酸-甲醇、0.1%甲酸-甲

醇和 0.2%甲酸-甲醇 3 组流动相对 12 种目标化合物的峰形

及响应影响, 结果显示, 3 组流动相条件下, 各目标化合物

峰形优异, 其中 0.2%乙酸-甲醇流动相中各目标物响应较

高, 因此, 本研究选择 0.2%乙酸-甲醇作为流动相, 对梯度

条件进行优化, 优化后 12 种类黄酮化合物得到良好分离, 

且各目标物均具有良好峰形和较高响应。12 种类黄酮化合

物色谱图见图 3。 

 

 
 

注: 1. 圣草次苷; 2. 芸香柚皮苷; 3. 柚皮苷; 4. 橙皮苷; 5. 新橙皮苷; 6. 野漆树苷; 7. 香蜂草苷; 8. 枸橘苷; 9. 柚皮素; 10. 橙皮素; 11. 

川皮苷; 12. 橘皮素。 

图 1  12 种类黄酮在 330 nm 和 287 nm 波长下的色谱图 

Fig.1  Chromatograms of 12 kinds of flavonoids under 330 nm and 287 nm wavelengths 
 
 

 
 

注: 1~12 代表的化合物名称同图 1。 

图 2  不同色谱柱的分离色谱图(50 μg/mL) 

Fig.2  Chromatograms of different columns (50 μg/mL) 



2270 食品安全质量检测学报 第 13 卷 
 
 
 
 
 

 

 
 

注: 1~12 代表的化合物名称同图 1。 

图 3  12 种类黄酮化合物的色谱图(50 μg/mL) 

Fig.3  Chromatogram of 12 kinds of flavonoids (50 μg/mL) 
 

2.2  提取条件的优化 

称取样品 2.00 g, 分别加入体积比 30%、40%、50%、 

60%、70%、80%、90%、100%的甲醇水溶液 25 mL, 超声

提取 30 min, 重复测定 3 次。以橙皮苷为例, 在加入不同

提取溶剂的情况下, 红美人果皮和果肉中橙皮苷提取含量

的变化如图 4 所示。从图 4 可以看出, 橙皮柑随提取液中

甲醇含量的增加先增大后减小。增加提取溶剂中甲醇的含

量, 有利于样品中类黄酮化合物的浸出, 但提取溶剂中甲

醇含量太高, 反而不利于类黄酮化合物的浸出, 其原因可

能是甲醇的极性较大。综上, 果皮在 80%甲醇水溶液中提

取含量最高, 果肉在 50%甲醇水溶液中提取含量最高。 

2.3  线性范围、检出限和定量限 

在优化的色谱条件下, 对 1.3.1 节配制的标准工作溶

液进行测定, 并绘制标准曲线, 溶剂外标法定量。以 3 倍

信噪比(S/N)计算检出限, 10 倍信噪比(S/N)计算定量限。各

类黄酮化合物的线性方程、线性范围、相关系数、检出限

和定量限如表 2 所示。结果表明 12 种类黄酮化合物在给定

的质量浓度范围内, 相关系数 r 均不小于 0.9998, 线性关

系良好。 

 

 
 

注: 采用 Duncan’s 多重比较, 不同小写字母表示组间差异显著, P<0.05。 

图 4  提取溶剂的优化(n=3) 

Fig.4  Optimization of extraction solvent (n=3) 
 

表 2  12 种黄酮化合物的线性方程、线性范围、相关关系、检出限和定量限 
Table 2  Linear equations, linear ranges, correlation coefficients, limits of detection and limits of quantitation 12 kinds of flavonoids 

化合物 线性方程 线性范围/(μg/mL) 相关系数(r) 检出限/(μg/mL) 定量限/(μg/mL) 

圣草次苷 Y=7.620045×103X 2.0~200.0 0.9998 0.48 1.60 

芸香柚皮苷 Y=7.251328×103X 2.0~200.0 0.9999 0.49 1.63 

柚皮苷 Y=8.064600×103X 2.0~200.0 0.9999 0.48 1.60 

橙皮苷 Y=8.811838×103X 2.0~1000.0 0.9999 0.45 1.50 

新橙皮苷 Y=9.732262×103X 2.0~200.0 0.9999 0.35 1.17 

野漆树苷 Y=5.113366×103X 2.0~200.0 0.9999 0.50 1.67 

香蜂草苷 Y=8.013011×103X 2.0~200.0 0.9999 0.25 0.83 

枸橘苷 Y=6.886048×103X 2.0~200.0 0.9998 0.28 0.93 

柚皮素 Y=1.901649×104X 2.0~200.0 0.9999 0.08 0.27 

橙皮素 Y=1.801452×104X 2.0~200.0 0.9999 0.09 0.30 

川皮苷 Y=8.137598×103X 2.0~200.0 0.9999 0.26 0.87 

橘皮素 Y=1.061056×104X 2.0~200.0 0.9999 0.15 0.50 
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2.4  精密度和回收率 

准确称取相同质量的同批次红美人果皮样品, 根据

已测定的本底值进行 3 个浓度水平的加标回收实验, 每个

水平测定 6 次(n=6)。样品的平均回收率和相对标准偏差

(relative standard deviations, RSDs)见表 3。从表 3 可知, 红

美人果皮中 12 种类黄酮的平均回收率为 90.25%~110.80%, 

RSDs 为 1.69%~3.70%。表明方法的准确度和精密度较高, 

适用于红美人柑橘中类黄酮的检测分析。 
 
 

表 3  精密度和回收率结果(n=6) 
Table 3  Results of precision and recoveries (n=6) 

化合物 
本底值

/(mg/kg) 
添加水平
/(mg/kg) 

测的浓度
/(mg/kg) 

加标回收

率/% 
RSDs/%

圣草 

次苷 
ND 

400.0 432.8 108.20 3.70

800.0 886.4 110.80 3.02

1600.0 1702.4 106.40 2.53

芸香 

柚皮苷 
1135.8 

400.0 1499.8 91.00 2.36

800.0 1888.0 94.02 2.66

1600.0 2659.8 95.25 1.95

柚皮苷 ND 

400.0 377.0 94.25 3.26

800.0 730.2 91.28 1.91

1600.0 1477.8 92.36 2.36

橙皮苷 5378.6 

2000.0 7345.8 98.36 2.03

4000.0 9657.6 107.00 2.36

8000.0 13803.6 105.30 2.33

新橙 

皮苷 
ND 

400.0 369.5 92.37 3.62

800.0 770.1 96.26 3.52

1600.0 1524.0 95.25 2.64

野漆 

树苷 
ND 

400.0 417.2 104.30 2.36

800.0 818.8 102.40 1.96

1600.0 1706.8 106.70 2.52

香蜂苷 479.88 

400.0 684.5 102.30 1.93

800.0 906.7 106.70 2.56

1600.0 1325.5 105.70 2.41

枸橘苷 ND 

400.0 361.0 90.25 2.36

800.0 730.0 91.25 1.95

1600.0 1493.8 93.36 2.65

柚皮素 ND 

400.0 420.8 105.20 1.69

800.0 852.8 106.60 2.06

1600.0 1656.1 103.50 2.61

橙皮素 ND 

400.0 433.7 108.40 1.88

800.0 882.4 110.30 2.36

1600.0 1739.3 108.70 2.55

川皮苷 ND 

400.0 381.4 95.35 2.36

800.0 738.1 92.26 2.99

1600.0 1506.6 94.16 2.51

橘皮素 ND 

400.0 361.0 90.25 3.65

800.0 742.6 92.82 3.25

1600.0 1492.0 93.25 2.65

注: ND 表示未检出, 下同。 

2.5  红美人果皮和果肉中类黄酮含量分析 

取从浙江省4个不同产区采集的40批次红美人样品, 按

照 1.3.2 制备样品, 得到红美人果皮和果肉试样。每个样品取

平行样 3 份, 按照 1.3 方法对样品进行检测, 结果见表 4。 

从表 4 中数据可以看出, 红美人柑橘果皮和果肉中的

类黄酮主要以橙皮苷、芸香柚皮苷和香蜂草苷为主, 其余

9 种类黄酮含量相对较少, 果肉中均未检出; 橙皮苷、芸香

柚皮苷和香蜂草苷 3 者占总黄酮的比例超过 97%, 其中橙

皮苷含量最高; 红美人果皮中类黄酮的含量约是果肉中含

量的 6 倍, 表明红美人柑橘果皮、果肉等不同组织中类黄

酮含量存在明显差异。 

 
表 4  红美人果皮和果肉中类黄酮含量 

Table 4  Flavonoid content in ‘Hongmeiren’ peel and pulp 

化合物 果皮/(mg/kg) 果肉/(mg/kg) 

橙皮苷 5378.65±231.35 806.06±83.12 

芸香柚皮苷 1135.82±302.48 292.76±32.26 

香蜂草苷 879.88±186.56 123.62±18.57 

圣草次苷 12.98±1.28 ND 

柚皮苷 ND ND 

新橙皮苷 ND ND 

野漆树苷 132.38±21.33 ND 

枸橘苷 26.45±9.72 ND 

柚皮素 10.28±2.18 ND 

橙皮素 4.02±1.24 ND 

川皮苷 ND ND 

橘皮素 ND ND 

总计 7580.46 1222.44 

 

3  结  论 

与现有 NY/T 2014—2011《柑桔类水果及制品中橙皮

苷、柚皮苷含量的测定》和 NY/T 2336—2013《柑桔类水

果及制品中橙皮苷、柚皮苷含量的测定》中的液相色谱法

相比, 本研究建立的检测方法可同时测定红美人柑橘中 12

种类黄酮化合物; 该方法样品前处理过程简单, 直接用甲

醇水溶液超声提取目标化合物, 避免了有机溶剂热提取, 

减少了干扰, 具有检测成本低、简便快速、精密度和准确

度高、分离效果好等优点, 适用于柑橘中类黄酮化合物的

快速检测分析。 

红美人柑橘中的类黄酮化合物主要以橙皮苷、芸香柚

皮苷和香蜂草苷为主, 其中橙皮苷含量最高。各类黄酮含

量在红美人果皮和果肉中的含量存在明显差异, 但其组分

含量产地特征及相关性方面的研究尚需进一步深入。 
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