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超高效液相色谱法测定柑橘类水果干片中的 
3 种呋喃香豆素 

李  兵, 戚  燕, 范  赛, 陈  东, 赵  榕* 
(北京市疾病预防控制中心, 北京  100013) 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱-二极管阵列检测器法同时测定柑橘类水果干片中的 3 种呋喃香豆素。

方法  试样经粉碎后分两次采用 40 mL 乙酸乙酯超声提取 40 min, 再采用 20 mL 乙酸乙酯分两次涡旋 10 min

提取残渣, 合并提取液, 30 °C 旋蒸至干。采用 Acquity UPLC HSS C18 SB 色谱柱(2.1 mm×150 mm, 1.8 μm)分离, 

流速为 0.3 mL/min, 柱温 30 ℃, 检测波长为 310 nm。流动相 A 为水和乙腈, 梯度洗脱。结果  3 种呋喃香

豆素 6’,7’-二羟基佛手素、环氧佛手柑素、佛手柑素分别在 3.00~300.00 μg/mL、4.32~432.00 μg/mL、

4.12~412.00 μg/mL 范围内具有良好的线性关系, 相关系数大于 0.999。检出限为 0.09~0.17 μg/g, 定量限为

0.31~0.57 μg/g。在 3 个加标水平下 , 呋喃香豆素的平均回收率分别为 94.4%~99.1%, 相对标准偏差为

2.7%~4.7% (n=6)。该方法能够使柑橘类水果干片中的 3 种呋喃香豆素在 25 min 内很好地分离。在测定的 18

种柑橘类水果干片和干粉样品中, 6’,7’-二羟基佛手素的含量范围为 1.52~159.04 μg/g, 环氧佛手柑素的含量范

围为 49.57~60.09 μg/g, 佛手柑素的含量范围为 1.49~248.71 μg/g。结论  本方法具有良好的准确性和重复性, 

适用于柑橘类水果干片中 3 种呋喃香豆素含量的分析测定。 
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Determination of 3 kinds of furanocoumarins in dried citrus slices by ultra 
performance liquid chromatography 

LI Bing, QI Yan, FAN Sai, CHEN Dong, ZHAO Rong* 
(Beijing Center for Disease Control and Prevention, Beijing 100013, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an ultra performance liquid chromatography-photodiode array detector 

method to analysis 3 kinds of furanocoumarins in dried citrus slices. Methods  The samples were ultrasonically 

extracted with 40 mL ethyl acetate for 40 min twice. Vortex-assisted extraction were then repeated twice using 20 mL 
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of ethyl acetate for 10 min. The ethyl acetate extracts were combined, concentrated to dryness in a rotary evaporator at 

30 °C. The determination was carried out using an Acquity UPLC HSS C18 SB column (2.1mm×150 mm, 1.8 μm) with a 

flow rate of 0.3 mL/min, column temperature of 30 ℃, and detector wavelength of 310 nm. A gradient elution was 

performed with mobile phase A water and acetonitrile as mobile phase B. Results  The 6’,7’-dihydroxybergamottin, 

epoxybergamottin and bergamottin showed good linearity within 3.00~300.00 μg/mL, 4.32–432.00 μg/mL and 

4.12–412.00 μg/mL with correlation coefficients greater than 0.999. The limits of detection were 0.09–0.17 μg/g. The 

limits of quantitation were 0.31-0.57 μg/g. The average recoveries with 3 concentration levels were 94.4%-99.1%. 

The relative standard deviations were between 2.7% and 4.7% (n=6). This method could separate 3 kinds of 

furanocoumarins in dried citrus slices well in 25 minutes. The developed method  was successfully applied to determine 3 

kinds of furanocoumarins in 18 kinds of dried citrus slices and powders. The content of 6’,7’-dihydroxybergamottin was 

between 1.52 and 159.04 μg/g. The content of epoxybergamottin was between 49.57 and 60.09 μg/g. The content of 

bergamottin was between 1.49 and 248.71 μg/g. Conclusion  The established method has good repeatability and high 

accuracy, and can be used for the 3 kinds of furanocoumarins determination in dried citrus slices. 
KEY WORDS: dried citrus slices; furanocoumarins; ultra performance liquid chromatography 
 

 

0  引  言 

呋喃香豆素类化合物是指在香豆素母核苯骈 α-吡喃

酮的 C-6 位或 C-8 位的异戊烯基与 C-7 位酚羟基环合成呋

喃环的一类化合物[1]。呋喃香豆素根据连接在碳环上的位

置不同可以分为线形呋喃香豆素和角形呋喃香豆素[1]。呋

喃香豆素类化合物天然存在于一些芸香科、豆科、伞形科

的植物中, 有帮助植物抵抗一些动物、昆虫和微生物侵袭

的作用[2–4]。 
近年来, 许多体内和体外实验研究表明呋喃香豆素

类化合物具有多种生物活性, 如抗氧化、抗炎、抗癌的作

用[5]。尤其在抗癌方面, 许多研究表明佛手柑素是具有抗

癌潜力的物质。如有研究表明佛手柑素对人胶质瘤细胞具

有抗侵袭活性, 对人肝癌 HepG2 细胞和胃癌 BGC-823 细

胞的具有抗增殖活性等[6–7]。 
柑橘是芸香科柑橘属植物, 柑橘类水果主要有柑桔、

橙子、西柚、柠檬、酸橙等[8]。柑橘类水果由于口感丰富, 风
味独特, 深受人们的喜爱。近年来柑橘类水果和果汁中呋喃

香豆素的研究成为热点[9–13]。如周胡怿等[14]采用超高效液相

色谱-三重四极杆质谱检测了佛手中包括呋喃香豆素在内的

40 余种香豆素类化合物。西柚中呋喃香豆素的研究开展最

早最引人关注。许多研究报道了西柚汁会与某些药物的相互

作用, 如导致非洛地平的最大血药浓度升高[15]。西柚中的呋

喃香豆素可能是导致这种作用发生的原因之一[5]。西柚中的

呋喃香豆素主要有佛手柑素、环氧佛手柑素、6’,7’-二羟基

佛手素等[3–5]。研究表明这些呋喃香豆素可能具有抑制人体

CYP3A4 酶活性的作用, 而 CYP3A4 酶参与许多药物的代

谢过程, 受到抑制后可能会使血液中的药物浓度升高, 从
而导致不良反应的发生[16–18]。近年来柑橘类水果干片和干

粉等产品在市场上不断增加, 如用于水果茶或饮料中的西

柚片、柠檬片、香橙片、柠檬粉等。但是关于柑橘类水果

干片和干粉中这 3 种呋喃香豆素含量的研究较少。有报道指

出西方膳食中呋喃香豆素的来源有西柚汁、酸橙等[19–21]。

目前我国膳食中呋喃香豆素摄入量研究较少。因此建立食物

中呋喃香豆素的测定方法十分重要, 能够为掌握食物中呋

喃香豆素的含量数据, 膳食摄入量评估和膳食指导等相关

研究工作的开展提供技术和数据支持。 
近年来呋喃香豆素的检测方法主要有薄层色谱法[22]、

液相色谱法[23–24]、超临界流体色谱法[25–26]、毛细管电泳

法[27]、液相色谱-串联质谱法[28–32]等。薄层色谱法分析成

本较低, 但是难以实现多种呋喃香豆素的同时分离定性

定量测定[33]。超临界流体色谱法和毛细管电泳法分离效

率较高, 但是不够普及。液相色谱-串联质谱法能够对于呋

喃香豆素类化合物进行定性定量分析, 但是同位素内标不

易获得, 而且分析成本较高。高效液相色谱仪在实验室较

为普及, 具有良好的分离和定量能力, 被广泛用于呋喃香

豆素的分析中[34], 但是通常分析时间较长。超高效液相色

谱柱比高效液相色谱柱粒径更小, 柱效更高, 具有分离速

度快、分离度好、灵敏度高的优点。本研究采用超高效液

相色谱法建立了柑橘类水果干片中 3 种线性呋喃香豆素

(6’,7’-二羟基佛手素、环氧佛手柑素、佛手柑素)的快速测

定方法。为膳食中呋喃香豆素含量研究、摄入量评估、膳

食指导等相关研究工作的开展提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1 材料、仪器与试剂 

本研究测定的柑橘类水果干片和干粉均购自网络销

售平台。   
ACQUITY UPLC H-class 超高效液相色谱仪(配备二极管
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阵列检测器)、ACQUITY UPLC  HSS C18 SB 色谱柱(2.1 mm× 
150 mm, 1.8 μm)、Acquity UPLC BEH C18 色谱柱(2.1 mm× 
150 mm, 1.7 μm)、Acquity UPLC HSS T3 色谱柱(2.1 mm× 
150 mm, 1.8 μm)(美国Waters公司); 0.2 μm WHP针头式过滤

器(北京纳鸥科技有限公司); Allegra X-22R 离心机(美国

Beckman 公司); ME104E 分析天平(感量 0.1 mg, 上海梅特

勒-托利多仪器有限公司); KQ-100DE 超声波清洗机(昆山市

超声仪器有限公司); A11 研磨机(德国 IKA 公司); MV07-26
多样品涡旋混合器(广州得泰仪器科技有限公司)。 

6’,7’-二羟基佛手素(CAS: 145414-76-2, 纯度 98%)、
佛手柑素(CAS: 7380-40-7, 纯度 98%)(北京瑞达恒辉科技

发展有限公司); 环氧佛手柑素(CAS: 206978-14-5, 纯度

96%, 上海甄准生物科技有限公司); 乙醇、乙腈、乙酸乙

酯、正己烷、甲醇(色谱纯, 北京迪马科技有限公司)。试验

用水均为超纯水(美国 Millipore 公司)。 

1.2  标准溶液的配制 

分别称取 6’,7’-二羟基佛手素标准品 0.0075 g、环氧

佛手柑素标准品 0.0108 g、佛手柑素标准品 0.0103 g, 用乙

腈溶解, 并转移至 5.0 mL 容量瓶, 乙腈定容, 配制成 6’,7’-
二羟基佛手素、环氧佛手柑素、佛手柑素分别为 1.50、2.16、
2.06 mg/mL 的标准储备液。分别取 3 种标准储备液各 2.00 mL
置于 10.0 mL 容量瓶中, 乙腈定容至刻度, 配制成质量浓

度为 300.00、432.00、412.00 μg/mL 的 6’,7’-二羟基佛手素、

环氧佛手柑素、佛手柑素混合标准使用液。分别吸取混合标

准使用液 10、25、50、100、250、500、1000 μL, 至 1.0 mL
容量瓶, 乙腈定容至 1.0 mL, 制备成 6’,7’-二羟基佛手素质量

浓度为 3.00、7.50、15.00、30.00、75.00、150.00、300.00 μg/mL, 
环氧佛手柑素质量浓度为 4.32、10.80、21.60、43.20、108.00、
216.00、432.00 μg/mL, 佛手柑素质量浓度为 4.12、10.30、
20.60、41.20、103.00、206.00、412.00 μg/mL 的标准系列。 

1.3  样品前处理 

将样品使用研磨机粉碎, 过 20 目筛, 混合均匀。称取

0.5 g 样品置于 50 mL 离心管中, 加入 40 mL 乙酸乙酯, 超
声提取 40 min, 每隔 10 min 充分涡旋混匀。在 4 ℃, 
10000 r/min 条件下离心 10 min, 转移提取液至旋蒸瓶

中, 重复提取一次, 随后分两次加入 20 mL 乙酸乙酯, 涡
旋洗涤样品10 min, 合并提取液, 30 ℃旋蒸至干, 加入1 mL
乙腈定容, 过 0.2 μm GHP 有机滤膜后直接上机测定。 

1.4  仪器分析条件 

色谱柱: ACQUITY UPLC HSS C18 SB柱(150 mm×3.0 mm, 
1.8 μm); 流动相: 水(A)-乙腈(B); 流速: 0.3 mL/min。柱

温 30 ℃; 进样量为 2 μL; 检测波长为 310 nm。梯度洗脱

程序如下: 0~30 min, 90%~1% A; 30~31 min, 1%~90% A; 
31~35 min, 90% A。 

1.5  数据处理 

样品采用 3 次平行测定, 以检测结果的平均值计算。

利用 WPS Office 软件进行绘图和数据分析处理。 

2  结果与分析 

2.1  色谱柱的优化 

呋喃香豆素是一类非极性较强的化合物, 常使用反

相色谱柱进行分离。本研究考察了 Acquity UPLC BEH C18 
(2.1 mm×150 mm, 1.7 μm)、Acquity UPLC HSS T3 (2.1 mm× 
150 mm, 1.8 μm)、Acquity UPLC HSS C18 SB (2.1 mm× 150 mm, 
1.8 μm) 3 款色谱柱对 3 种呋喃香豆素的分离效果。异欧前

胡素也是呋喃香豆素类化合物中的一种, 在平时检测中发

现异欧前胡素和环氧佛手柑素属于较难分离的化合物, 并
且光谱图较为接近见图 1, 如果不能通过色谱分离, 可能

会干扰环氧佛手柑素的测定。从图 2 中可以看出, BEH C18

色谱柱不能实现异欧前胡素和环氧佛手柑素的基线分离。

异欧前胡素和环氧佛手柑素在 HSS T3 色谱中的分离度能

够达到 1.86。HSS C18 SB 不仅能够完全实现异欧前胡素和

环氧佛手柑素的完全分离, 分离度为 3.24, 而且比 BEH 
C18、HSS T3 柱都更早完成 3 种呋喃香豆素的分离。因此

综合考虑后本研究选择了分离效率较高的 HSS C18 SB 色

谱柱。从图 3 可以看出在样品中 3 种呋喃香豆素也能得到

很好的分离, 没有干扰。 
 

 
 

注: a. 6’,7’-二羟基佛手素; b. 异欧前胡素; c. 环氧佛手柑素;  
d. 佛手柑素。 

图 1  呋喃香豆素的光谱图 
Fig.1  Spectrograms of furanocoumarins 

 

2.2  流动相的优化 

本研究对比了甲醇水流动相体系和乙腈水流动相体

系对于分离的影响。从图 2 可以看出两种流动相体系都能

实现 4 种呋喃香豆素的良好分离。异欧前胡素不会干扰环

氧佛手柑素的定性定量分析。但是由于呋喃香豆素的非极

性较强, 使用甲醇水流动相体系的保留时间与乙腈水流动

相体系相比更长。为了提高分析速度, 本研究选择了乙腈

水流动相体系。 
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注: a. BEH C18色谱柱, 流动相-乙腈/水; b. HSS T3色谱柱, 流动相-乙腈/水; c. HSS C18 SB色谱柱, 流动相-甲醇/水; d. HSS C18 SB色谱柱, 
流动相-乙腈/水; 1. 6’,7’-二羟基佛手素; 2. 异欧前胡素; 3. 环氧佛手柑素; 4. 佛手柑素。 

图 2  呋喃香豆素在不同液相色谱条件下的色谱图 
Fig.2  Chromatograms of furanocoumarins under different liquid conditions  

 

 
 

图 3  HSS C18 SB 色谱柱分离西柚片中 3 种呋喃香豆素的色谱图 
Fig.3  Chromatogram of 3 kinds of furanocoumarins in dried 

grapefruit slices on HSS C18 SB column 
 

 

2.3  检测波长和进样体积的选择 

采用 3D 检测模式, 对呋喃香豆素标准品进行扫描(图
1)。结果表明在 310 nm 均有较强吸收, 因此选择 310 nm
为检测波长。当 3 种呋喃香豆素含量较高时, 增大进样体

积会出现峰变形变宽的问题, 可能是由于柱过载引起的, 
本研究选择了进样体积为 2 μL。 

2.4  提取溶剂的选择 

本研究选取了甲醇、乙腈、乙酸乙酯、乙醇、正己烷

5 种溶剂作为提取溶剂, 从图 4 可以看出正己烷对于非极

性较强的环氧佛手柑素和佛手柑素提取效率较高, 但是对

于 6’,7’-二羟基佛手素的提取效率较低。乙醇对于 6’,7’-二
羟基佛手素的提取效率较高, 而对于环氧佛手柑素和佛手

柑素的提取效率较低。在相同的条件下, 乙酸乙酯对于 3

种呋喃香豆素的提取效率最高。因此选择乙酸乙酯作为提

取溶剂。 
 

 
 

图 4  不同溶剂对 3 种呋喃香豆素提取效果的影响 
Fig.4  Effects of extraction solvents on the extraction amount of 

 3 kinds of furanocoumarins 
 

2.5  提取溶剂体积的选择 

本研究在取样量为 0.5 g 时, 考察了采用 10、20、30、
40、45 mL 乙酸乙酯提取后 3 种呋喃香豆素的含量见图 5, 
结果表明使用 40 mL 乙酸乙酯的提取时, 对于 3 种呋喃香

豆素均有较好的提取效果, 因此选择了使用 40 mL 乙酸乙

酯进行提取。 

2.6  提取时间的选择 

本研究在取样量为 0.5 g 时, 采用 40 mL 乙酸乙酯超

声提取 10、20、30、40、50 min 后 3 种呋喃香豆素的含量

见图 6, 结果表明 3 种呋喃香豆素经不同时间的超声提后

结果相差不大, 提取 40 min 效果略佳, 因此前处理选择了

40 mL 乙酸乙酯提取 40 min。 
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图 5  乙酸乙酯的体积对 3 种呋喃香豆素的提取效果的影响 
Fig.5  Effects of ethyl acetate volume on the extraction amount of 

 3 kinds of furanocoumarins 

 
2.7  方法学验证 

2.7.1  标准曲线、线性范围和检出限 
以 3 种呋喃香豆素的质量浓度为横坐标(X, μg/mL), 

响应值为纵坐标(Y), 绘制标准曲线。3 种呋喃香豆素的线

性方程、相关系数(r2)、检出限、定量限见表１。结果表明, 
3 种呋喃香豆素 6’,7’-二羟基佛手素、环氧佛手柑素、佛

手柑素分别在 3.00~300.00 μg/mL、4.32~432.00 μg/mL、

4.12~412.00 μg/mL 范围内具有良好的线性关系, 其相关

系数为 0.9992~0.9999, 通过逐级稀释样品溶液, 以信噪比

为 3 和信噪比为 10 时的被测物的含量作为检出限(limit of 
detection, LOD)和定量限(limit of quantitation, LOQ)。本方

法 LOD 为 0.09~0.17 μg/g, LOQ 为 0.31~0.57 μg/g, 能够满

足实际检测的需要。 
 

 
 

图 6  超声时间对 3 种呋喃香豆素的提取效果的影响 
Fig.6  Effects of ultrasonication time on the extraction amount of  

3 kinds of furanocoumarins 
 

表 1  3 种呋喃香豆素的线性范围、线性方程、相关系数、LODs 及 LOQs 
Table 1  linear equations, regression equations, LODs and LOQs of 3 kinds of furanocoumarins 

化合物 线性范围/(μg/mL) 回归方程 相关系数(r2) LODs/(μg/g) LOQs/(μg/g) 

6’,7’-二羟基佛手素 3.00~300.00 Y=2.98×104X–5.03×104 0.9994 0.12  0.38  

环氧佛手柑素 4.32~432.00 Y=3.21×104X–8.98×103 0.9999 0.09  0.31  

佛手柑素 4.12~412.00 Y=2.40×104X–7.72×104 0.9992 0.17  0.57  
 

2.7.2  精密度和回收试验 
按照测定 1.3 方法进行 3 个浓度水平的加标回收试验, 

每个浓度水平平行测定 6 次, 计算回收率和相对标准偏差, 
见表 2。结果表明 3种呋喃香豆素的回收率为 94.4%~99.1%, 
测定值的相对标准偏差为 2.7%~4.7%, 说明方法具有良好

的准确度和精密度。 
 

表 2  3 种呋喃香豆素的精密度和回收试验结果(n=6) 
Table 2  Results of tests for precisions and recoveries of 3 kinds 

of furanocoumarins (n=6) 

化合物 本底值 
/(μg/g) 

加标量
/(μg/g) 

回收率/% 
相对标准

偏差/%

6’,7’-二羟基佛手素 70.98 

30.00 97.5 4.2 

60.00 96.7 4.3 

120.00 98.3 2.7 

环氧佛手柑素 98.35 

43.20 98.4 3.3 

86.40 94.4 4.7 

172.80 98.3 4.2 

佛手柑素 125.31 

41.20 97.7 2.7 

82.40 95.6 4.0 

164.80 99.1 3.2 

2.7.3  实际样品的测定 
研究表明西柚中主要的呋喃香豆素是 6’,7’-二羟基佛

手素、环氧佛手柑素、佛手柑素[4]。本研究在西柚片中均

检出了这 3 种成分。由表 3 可见, 18 种样品中 6’,7’-二羟基

佛手素的含量范围为 1.52~159.04 μg/g, 环氧佛手柑素的

含量范围为 49.57~60.09 μg/g, 佛手柑素的含量范围为

1.49~248.71 μg/g。 
 

表 3  柑橘类水果干片及干粉中 3 种呋喃香豆素的含量(μg/g) 
Table 3  Content of 3 kinds of furanocoumarins in dried citrus 

slices and powders (μg/g) 

样品名称 6’,7’-二羟基佛手素 环氧佛手柑素 佛手柑素

西柚片 1  57.69 58.76  44.36

西柚片 2  87.35 49.57  73.16

西柚片 3 159.04 60.09 126.69

冻干柠檬片 1 Tr Tr  84.57

冻干柠檬片 2 Tr Tr  64.10

冻干柠檬片 3 Tr Tr 97.66 

蜂蜜柠檬片 Tr Tr 38.16 

冻干青桔 Tr Tr Tr 

香橙片 1 Tr Tr Tr 

香橙片 2 Tr Tr Tr 
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表 3(续) 
样品名称 6’,7’-二羟基佛手素 环氧佛手柑素 佛手柑素

香水柠檬片 Tr Tr Tr 

冻干柚子粉 1 1.52 Tr   1.51

冻干柚子粉 2 1.72 Tr   1.49

冻干柠檬粉 1 Tr Tr 248.71

冻干柠檬粉 2 Tr Tr 135.59

冻干柠檬粉 3 Tr Tr  54.10

香橙粉 Tr Tr Tr 

血橙粉 Tr Tr Tr 

注: Tr. 低于检出限。 
 

3  结  论 

本研究建立了超高效液相色谱法测定柑橘类水果

干片的 3 种呋喃香豆素。采用乙酸乙酯作为提取溶剂, 优
化了提取溶剂的体积、提取超声时间、色谱柱、流动相, 在
25 min 内可完成 3 种呋喃香豆素的分离。本方法灵敏度高, 
准确性好, 可以用于柑橘类水果干片和干粉中 3 种呋喃香

豆素的测定, 能够为食物中呋喃香豆素的含量监测工作及

相关研究提供技术支持。 
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