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基于差向异构体分离的桃仁配方颗粒中
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［摘要］　目的：采用超高效液相色谱串联二极管阵列检测器法（ＵＰＬＣＤＡＤ）对桃仁配方颗粒中苦杏仁苷的２种
差向异构体（Ｄ型与Ｌ型）分离后进行测定。方法：以ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＨＳＳＴ３（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１８μｍ）为
色谱柱，以乙腈为流动相Ａ，以０１％磷酸溶液为流动相Ｂ，梯度洗脱，流速为０４ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长为２１０ｎｍ；
进样体积为１μＬ；柱温为２０℃。结果：Ｄ苦杏仁苷与 Ｌ苦杏仁苷能有效分离，Ｄ苦杏仁苷在质量浓度为４０８～
４０７９２μｇ·ｍＬ－１，线性回归方程为Ｙ＝００３７８Ｘ－００１２３，ｒ＝０９９９８；准确度为９６０９％～１０４５１％。结论：本方
法能准确测定桃仁配方颗粒中Ｄ苦杏仁苷的含量。
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桃仁味苦，性甘、平，具有活血祛瘀、润肠通

便、止咳平喘等功效，临床上用于治疗经闭痛经、

瘕痞块、肺痈肠痈、跌扑损伤、肠燥便秘、咳嗽

气喘等症［１］。桃仁中主要有效成分为脂肪油与苦杏

仁苷，其中苦杏仁苷具有抗动脉粥样硬化、抗溃疡

和止咳平喘等药理作用。桃仁配方颗粒是蔷薇科植物

山桃 Ｐｒｕｎｕｓｄａｖｉｄｉａｎａ（Ｃａｒｒ）Ｆｒａｎｃｈ或桃 Ｐｐｅｒｓｉｃａ
（Ｌ）Ｂａｔｓｃｈ的干燥成熟种子经炮制并按标准汤剂的
主要质量指标，经现代工艺提取、浓缩、干燥等工

序制成的配方颗粒。

《中华人民共和国药典》（以下简称 《中国药

典》）２０１５年版桃仁中已收载采用 ＨＰＬＣ测定桃仁药
材中苦杏仁苷含量；《广东省中药配方颗粒标准（第

一册）》桃仁配方颗粒项下也收载了苦杏仁苷含量

测定方法，两者苦杏仁苷含量测定方法一致。此分

析方法中所分离的苦杏仁苷色谱峰实际包含了 Ｄ苦
杏仁苷与Ｌ苦杏仁苷，当采用不同的色谱柱进行分
析时，苦杏仁苷色谱峰会产生双峰现象，根据相关

文献报道［２３］，在高温煎煮条件下，苦杏仁苷易产生

异构化，具体表现为 Ｄ苦杏仁苷随着水温的上升异
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构化产生Ｌ苦杏仁苷。自然界中不存在Ｌ苦杏仁苷，
但是在中药汤剂、中药配方颗粒中均存在 Ｌ苦杏仁
苷。不同手性化合物，药物活性、毒性差异较大。

根据文献报道［４］，Ｌ苦杏仁苷没有抗肿瘤作用，因
此有必要对这２种手性化合物进行分开测定，以明
确桃仁配方颗粒物质基础。本研究测定桃仁配方颗

粒中Ｄ苦杏仁苷含量更具有针对性，进一步完善桃
仁配方颗粒的质量控制。

１　材料

１１　仪器

Ｖａｎｑｕｉｓｈ型超高效液相色谱仪（赛默飞世尔科技
有限公司）；ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＨＳＳＴ３型色谱
柱（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１８μｍ）；ＭＥ２０４Ｅ型万分之
一天平、ＸＰ２６型百万分之一天平（梅特勒托利多
公司）；ＭｉｌｌｉＱＤｉｒｅｃｔ型超纯水系统（默克股份有限
公司）。

１２　试药

Ｄ苦杏仁苷对照品（中国食品药品检定研究院，
批号：１１０８２０２０１６０７，纯度：９０７％）；乙腈、甲
醇（默克股份有限公司，色谱纯）；磷酸（天津市科

密欧化学试剂有限公司，色谱纯）；其余试剂均为分

析纯；水为实验室超纯水系统（默克股份有限公司，

ＭｉｌｌｉＱＤｉｒｅｃｔ）。
１０批桃仁配方颗粒（广东一方制药有限公司，

批号：ＴＲＫＬ０１～ＴＲＫＬ１０）。

２　方法与结果

２１　色谱条件

以 ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＨＳＳＴ３（１００ｍｍ×
２１ｍｍ，１８μｍ）为色谱柱，以乙腈为流动相 Ａ，
以０１％磷酸溶液为流动相Ｂ，梯度洗脱（０～６ｍｉｎ，
５％～１０％Ａ，６～１１ｍｉｎ，１０％～１８％Ａ，１１～２０ｍｉｎ，
１８％～４０％Ａ）；流速为０４ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长为
２１０ｎｍ；进样体积为１μＬ；柱温为２０℃。

２２　对照品溶液

精密称取Ｄ苦杏仁苷对照品２６４４ｍｇ，置２０ｍＬ
量瓶中，加７０％甲醇制成１１９９１μｇ·ｍＬ－１的对照品
溶液。

２３　供试品溶液制备

分别对桃仁配方颗粒含量测定方法的提取溶剂、

提取方式及提取时间进行考察，确定含量测定供试

品制备方法。

２３１　提取溶剂考察　取桃仁配方颗粒适量，研
细，取约０１ｇ，精密称定，平行７组，每组２份，
置具塞锥形瓶中，分别精密加入水、甲醇、７０％甲
醇、５０％甲醇、乙醇、７０％乙醇、８０％乙醇５０ｍＬ，
称定质量，超声处理（功率：２５０Ｗ，频率：４０ｋＨｚ）
３０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，分别用水、甲醇、
７０％甲醇、５０％甲醇、乙醇、７０％乙醇、８０％乙醇
补足减失质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。结

果表明，上述７种提取溶剂测得的苦杏仁苷质量分
数分别为 ７３９、７５８、７５５、７５６、７２５、７５５、
７５０ｍｇ·ｇ－１，７０％乙醇、５０％甲醇、７０％甲醇、甲
醇提取效率相当，考虑 《中国药典》２０１５年版一部
桃仁药材含量测定提取溶剂为７０％甲醇，因此确定
桃仁配方颗粒苦杏仁苷含量测定提取溶剂为 ７０％
甲醇。

２３２　提取方式考察　取桃仁配方颗粒适量，研
细，取约０１ｇ，精密称定，平行２组，每组２份，
置具塞锥形瓶中，精密加入７０％甲醇５０ｍＬ，称定
质量，分别超声处理（功率：２５０Ｗ，频率：４０ｋＨｚ）
３０ｍｉｎ，加热回流 ３０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用
７０％甲醇补足减失质量，摇匀，滤过，取续滤液，
即得。结果表明，２种提取方式测得的苦杏仁苷质
量分数分别为７４６、７０８ｍｇ·ｇ－１，超声提取比回流
提取效率略高，因此桃仁配方颗粒苦杏仁苷含量测

定采用超声提取方式。

２３３　提取时间考察　取桃仁配方颗粒适量，研
细，取约０１ｇ，精密称定，平行３组，每组２份，
置具塞锥形瓶中，精密加入７０％甲醇５０ｍＬ，称定
质量，分别超声处理（功率：２５０Ｗ，频率：４０ｋＨｚ）
１５、３０、４５ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用７０％甲醇
补足减失质量，摇匀，滤过，取续滤液。实验结果

显示，３种提取时间测得的苦杏仁苷质量分数分别
为７４９、７４９、７４８ｍｇ·ｇ－１，可发现超声时间对苦
杏仁苷含量影响较小，为了确保充分提取，选取超

声时间为３０ｍｉｎ。
２３４　供试品溶液制备　取桃仁配方颗粒适量，研
细，取约０１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密
加入７０％甲醇５０ｍＬ，称定质量，超声处理（功率：
２５０Ｗ，频率：４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，
用７０％甲醇补足减失质量，摇匀，滤过，取续滤
液，即得。
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２４　方法学验证

２４１　专属性考察　精密吸取桃仁配方颗粒供试品
溶液、Ｄ苦杏仁苷对照品溶液与空白溶剂各１μＬ，
注入液相色谱仪，进样测定，结果见图 １。结果表
明，空白溶剂色谱中在与苦杏仁苷相应的保留时间

没有色谱峰，表明提取溶剂对苦杏仁苷的测定无干

扰，专属性良好。

注：ＡＤ苦杏仁苷对照品溶液；Ｂ供试品溶液；Ｃ空白溶剂；

１Ｄ苦杏仁苷；２Ｌ苦杏仁苷。

图１　对照品、供试品、空白溶剂色谱图

２４２　峰纯度考察　精密吸取桃仁配方颗粒项下供
试品溶液、Ｄ苦杏仁苷对照品溶液各１μＬ，注入液
相色谱仪，按照２１项下色谱条件以二极管阵列检
测器（ＰＤＡ）在１９０～４００ｎｍ进行扫描检测，计算峰
纯度。结果表明，供试品溶液中苦杏仁苷未检测到

杂质峰，峰纯度匹配值为 ９９９，说明在该色谱条件
下，苦杏仁苷峰纯度符合要求。并且样品中苦杏仁

苷色谱峰光谱指数与 Ｄ苦杏仁苷对照品光谱指数吸
收曲线一致，在２１０ｎｍ处有最大吸收，表明该方法
能准确检测Ｄ苦杏仁苷色谱峰，无干扰。
２４３　线性关系考察　精密称取Ｄ苦杏仁苷对照品
８９９５ｍｇ，置２０ｍＬ量瓶中，加７０％甲醇溶解，并
稀释至刻度，制成４０７９２μｇ·ｍＬ－１的对照品溶液。

精密吸取对照品溶液４、３、３、２、１ｍＬ，分别置
５、５、１０、２５、１００ｍＬ的量瓶中，加７０％甲醇稀释至
刻度，摇匀，即得，制成Ｄ苦杏仁苷质量浓度分别为
３２６３４、２４４７５、１２２３８、３２６３、４０８μｇ·ｍＬ－１的对
照品溶液。分别精密吸取上述６个不同质量浓度的对
照品溶液１μＬ进样，记录色谱峰面积。以峰面积

为纵坐标（Ｙ），对照品质量浓度为横坐标（Ｘ），苦杏
仁苷的回归方程为Ｙ＝００３７８Ｘ－００１２３，ｒ＝０９９９８，
表明苦杏仁苷在质量浓度为４０８～４０７９２μｇ·ｍＬ－１

时，进样浓度与峰面积线性关系良好。

２４４　精密度试验　精密吸取２２项下Ｄ苦杏仁苷
对照品溶液，按照２１项下色谱条件重复进样６次，
进样体积为 １μＬ。计算峰面积 ＲＳＤ。结果表明，
６次连续进样峰面积 ＲＳＤ为０１６％，表明仪器精密
度良好。

２４５　重复性试验　取同一批次桃仁配方颗粒适
量，按２３４项下供试品制备方法制备６份供试品
溶液，进样测定含量。结果表明，６份供试品中苦
杏仁苷的平均质量分数为 ７３６４ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为
０５７％，表明该方法重复性良好。
２４６　加样回收率试验　对照品储备液的制备：取
Ｄ苦杏仁苷对照品适量，精密称定，加７０％甲醇制
成１ｍｇ·ｍＬ－１的对照品储备液。

分别按对照品加入量与待测成分含量之比分别

为１５∶１、１∶１、０５∶１设计高、中、低３组实验，每组
平行３份。取具塞锥形瓶３组，每组平行３份，分别
精密加入 Ｄ苦杏仁苷对照品储备液 １８、３７、
５５ｍＬ，置具塞锥形瓶中，置氮吹仪下挥干溶剂，
再分别称取桃仁配方颗粒００５ｇ，精密称定，按苦
杏仁苷含量测定方法制备９份供试品溶液，进样测
定，根据重复性考察结果中苦杏仁苷质量分数为

７３６４ｍｇ·ｇ－１计算准确度，见表１。结果表明，桃仁
配方颗粒中苦杏仁苷含量测定分析方法回收率为

９６０９％ ～１０４５１％，符合 《中国药典》２０１５年版
９１０１药品质量标准分析方法验证指导原则要求。

表１　桃仁配方颗粒苦杏仁苷加样回收率试验（ｎ＝９）

称样量／
ｍｇ

已知量／
ｍｇ

对照品加

入量／ｍｇ
测得量／
ｍｇ

回收率／
％

ＲＳＤ／
％

００５０３５ ３７０８ １８２０ ５６１０ １０４５１ ３３９

００５０２０ ３６９７ １８２０ ５５９２ １０４１３

００５０３４ ３７０７ １８２０ ５５８９ １０３３７

００５０６７ ３７３２ ３７４１ ７５５３ １０２１５

００５０２０ ３６９７ ３７４１ ７５１０ １０１９２

００５００３ ３６８４ ３７４１ ７５００ １０１９８

００５０２９ ３７０４ ５５０６ ８９９４ ９６０９

００４９９９ ３６８１ ５５０６ ８９９６ ９６５２

００５００３ ３６８４ ５５０６ ９００８ ９６６８

·２９０２·
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２５　样品测定

对１０批桃仁配方颗粒按 ２１～２３项下规定，
进行样品测定，苦杏仁苷含量测定结果见表２。

表２　１０批桃仁配方颗粒中苦杏仁苷含量
ｍｇ·ｇ－１

序号 批号 苦杏仁苷质量分数

１ ＴＲＫＬ０１ ７３３４

２ ＴＲＫＬ０２ ７２５０

３ ＴＲＫＬ０３ ８０２４

４ ＴＲＫＬ０４ ７４３８

５ ＴＲＫＬ０５ ６１３８

６ ＴＲＫＬ０６ ６９３０

７ ＴＲＫＬ０７ ７０６３

８ ＴＲＫＬ０８ １３１７６

９ ＴＲＫＬ０９ ８７３１

１０ ＴＲＫＬ１０ ９４６５

３　讨论

３１　苦杏仁苷差向异构体的分离优化

在现有文献报道中桃仁配方颗粒苦杏仁苷含量

测定方法多采用 ＨＰＬＣ，以甲醇水为洗脱系统，该
条件无法将苦杏仁苷中２种同分异构体进行分离［４］。

根据文献报道，苦杏仁苷在酸性条件下不易产生差

向异构，Ｄ苦杏仁苷难以转化成 Ｌ苦杏仁苷，而在
碱性条件下，Ｄ苦杏仁苷稳定性差，容易产生差向
异构，产生自然界不存在的Ｌ苦杏仁苷［５６］；参考文

献 ［６］中报道，单独的 Ｄ苦杏仁苷以水为溶剂加
热回流时并不会产生 Ｌ苦杏仁苷，由此可见 Ｌ苦杏
仁苷是桃仁中Ｄ苦杏仁苷在高温水环境下，桃仁中
物质相互作用的结果。

本研究中发现，桃仁配方颗粒中苦杏仁苷２种
同分异构体在柱温为２０℃时可以达到较好的分离。

并对比乙腈０１％磷酸溶液与乙腈０５％冰乙酸溶液
２种流动相系统对苦杏仁苷２种同分异构体的分离效
果，结果表明，以乙腈０１％磷酸溶液为流动相系统
时，苦杏仁苷２种差向异构体能够进行有效分离。

３２　讨论

在本研究中同时采用超高效液相色谱串联二极

管阵列检测器法（ＵＰＬＣＤＡＤ）对桃仁药材中苦杏仁
苷含量进行测定。结果表明，桃仁药材液相色谱中

含有Ｌ苦杏仁苷色谱峰，但是该成分含量较低，按
《中国药典》２０１５年版桃仁项下苦杏仁苷含量测定
方法测定时，测量误差较小。但在桃仁配方颗粒中，

Ｌ苦杏仁苷与Ｄ苦杏仁苷峰面积约为１∶１，表明Ｌ苦
杏仁苷在桃仁配方颗粒中大量存在，若采用原料药

材的含量测定方法则测定误差较大。并且 Ｌ苦杏仁
苷的临床药理药效的研究尚未明确，因此２种差向
异构体合并测定确有不合理之处。该方法测定桃仁

配方颗粒中Ｄ苦杏仁苷含量具有针对性，可更好地
控制桃仁配方颗粒质量。

参考文献

［１］　国家药典委员会．中华人民共和国药典：一部［Ｍ］．北
京：中国医药科技出版社，２０１５：２７７．

［２］　邹小娟，谢和兵，钱芳，等．ＨＰＬＣ法测定苦杏仁中苦杏仁
苷含量的方法研究［Ｊ］．中国药事，２００９，２３（１）：３３３６．

［３］　汤庆发，谢颖，陈飞龙，等．苦杏仁中苦杏仁苷的存在形
式及其影响因素［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１３，１９
（８）：１０７１０９．

［４］　韦志英，杨志丽，陆海琳，等．ＨＰＬＣ法测定桃仁配方颗粒
中苦杏仁苷的含量［Ｊ］．广西中医学院学报，２０１０，１３
（４）：４９５０．

［５］　宋帅，汤庆发，谢颖，等．杏仁不同配伍条件下苦杏仁苷
形态和定量分析［Ｊ］．世界科学技术—中医药现代化，
２０１５，１７（１）：１４２１４５．

［６］　吴军，屠鹏飞，赵玉英．补阳还五汤中苦杏仁苷的存在形
式及其产生机制［Ｊ］．中草药，２００２，３３（２）：７１０．

（收稿日期：２０１９１１０５　　编辑：王笑辉）

·３９０２·




