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中药研究

苦杏仁对照提取物替代苦杏仁对照药材的可行性研究

袁少雄　李向日
（北京中医药大学中药学院，北京，１００１０２）

摘要　目的：以对照药材技术要求为基础，以等量同质为原则，利用现代的提取制备技术，制备成质量稳定、均匀性好的苦
杏仁对照提取物。通过考察不同的薄层系统，建立薄层鉴别用对照提取物的质量标准，供中药标准中薄层鉴别使用。并

对其主要药效成分进行方法学考察，确保今后制备的对照提取物的一致性。方法：采用不同薄层色谱系统对苦杏仁对照

提取物可替代对照药材进行定性研究；并用高效液相色谱法测定苦杏仁对照提取物中苦杏仁苷的含量。结果：在苦杏仁

对照提取物薄层色谱中，展开剂：为甲苯－甲酸乙酯－甲醇－甲酸－水（６∶２∶０４∶０１∶０１），在与对照药材色谱相应位置
上，显相同颜色的斑点。ＨＰＬＣ测定苦杏仁对照提取物中苦杏仁苷含量，苦杏仁苷线性范围４６１７～１５３９ｍｇ／Ｌ（ｒ＝０９９９
５），平均回收率为１０１１％（ＲＳＤ＝２１５％），该方法准确、可靠、专属性强，重复性好。结论：苦杏仁对照提取可替代对照药
材进行定性鉴别。
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　　苦杏仁系杏或山杏等果实的种子，苦杏仁为多
基源品种，本品为蔷薇科植物山杏 Ｐｒｕｎｕｓａｒｍｅｎｉａｃａ
ＬｖａｒａｎｓｕＭａｘｉｍ、西伯利亚杏 ＰｒｕｎｕｓｓｉｂｉｒｉｃａＬ、
东北杏 Ｐｒｕｎｕｓｍａｎｄｓｈｕｒｉｃａ（Ｍａｘｉｍ）Ｋｏｅｈｎｅ或杏
ＰｒｕｎｕｓａｒｍｅｎｉａｃａＬ的干燥成熟种子［１－３］。主要有

效成分为苦杏仁苷和脂肪油，主产于我国辽宁、内蒙

古、河北、山东、陕西、山西、甘肃、新疆等地［４］。苦杏

仁不仅具有润肺、止咳、平喘等功效，用于咳嗽气喘，

胸满痰多，血虚津枯，干燥便秘［５］，而且具有防癌、抗

癌的作用［６］。

２０１０年版《中华人民共和国药典》收载了１６种
药材、挥发油或组分对照提取物。根据它们的实际
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应用情况，分为３类：１）药材或挥发油对照提取物；
２）组分对照提取物；３）标示了多个待测成分含量的
对照提取物［７］。苦杏仁为种子类药材，含油脂类成

分较多，其对照药材易酸败，不宜储存。本实验以等

量同质为原则，研究制成苦杏仁对照提取物来代替

苦杏仁对照药材作为苦杏仁标准中薄层鉴别用对照

物质发放。

１　仪器和试剂
Ｗａｔｅｒｓ液相色谱仪（１５２５泵，２４８９检测器，Ｗａ

ｔｅｒｓ公司）；ＰＬ２００２电子天平（梅特勒 －托科多仪器
有限公司）；ＲＥ５２Ａ旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪
器厂）；ＳＢ２５１２ＤＴＤＮ型超声清洗仪（宁波新芝生
物科技股份有限公司）；ＳＨＢ９５型循环水真空泵
（郑州杜甫仪器厂）；ＸＭＴＤ６０００电热恒温水浴锅
（长风）；ＤＨＧ９０７０Ａ电热鼓风干燥箱（常州诺基仪
器有限公司）。苦杏仁苷对照品（中国食品药品检

定研究院，批号：１１０８２０－２０１３０５）。苦杏仁对照药
材（中国食品药品检定研究院，批号 １２１５５４－
２０１１０３）。所用药材购自同仁堂等药店，经北京中医
药大学杨瑶臖教授鉴定为蔷薇科植物东北杏

（ＰｒｕｎｕｓＭａｎｄｓｈｕｒｉｃａ（Ｍａｘｉｍ）Ｋｏｅｈｎｅ）的干燥成熟
种子。甲醇、乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２１　提取工艺的考察　不同的提取溶剂、料液比、
提取时间对苦杏仁对照提取物薄层色谱有不同的影

响［８］，本实验在单因素实验的基础上，把薄层色谱直

观的清晰度和有效的信息量作为提取工艺的考察指

标，同时，遵循对照提取物与对照药材等量原则，尽

可能地与对照药材相应位置上斑点一致。通过对不

同的因素比较，优选出苦杏仁对照提取物的最佳提

取工艺。

２１１　提取溶剂的考察　因素水平：参考有关苦杏
仁的提取工艺研究，选取６０％乙醇、８０％乙醇、９５％
乙醇为单因素考察水平，进行实验，选择的提取溶剂

要尽量能充分提取该药材的大部分化学成分。实验

方法：取生苦杏仁合格药材，粉碎，称取粗粉 １０ｇ。
加入１０倍量的溶剂加热回流１ｈ，过滤，残渣再用８
倍量的溶剂加热回流１ｈ，过滤，合并两次滤液。

表１　提取工艺实验设计表

乙醇浓度（％） 提取时间（ｈ） 提取次数 溶媒倍数

６０ １ ２ １０和８
８０ １ ２ １０和８
９５ １ ２ １０和８

　　

　　结论：当乙醇浓度为９５％时，苦杏仁对照提取
物的薄层色谱分离度较好，斑点清晰可见，与对照药

材相应位置上，显相同颜色的斑点，不同极性的成分

大部分被提取出来。因此选择９５％乙醇为提取溶
剂（图１）。

图１　不同浓度溶剂苦杏仁对照提取物色谱图
１　苦杏仁苷对照品　２　９５％乙醇对照提取物　３　８０％乙醇

对照提取物　４　６０％乙醇对照提取物　５　苦杏仁对照药材

表２　提取工艺实验设计表

乙醇浓度（％） 提取时间（ｈ） 提取次数 溶媒倍数

９５ １ ２ １０和８
９５ １ ２ １０和６
９５ １ ２ ８和６

　　 图２　不同料液比苦杏仁对照提取物色谱图
１　苦杏仁苷对照品　２　８：６对照提取物　３　１０：８对照提取物

４　１０：６对照提取物　５　苦杏仁对照药材

２１２　料液比的考察　因素水平：选取９５％乙醇为
提取溶剂，料液比分别为：１∶１０和１∶８、１∶１０和１∶６、
１∶８和１∶６。选择的提取溶剂的比例要尽量能充分
提取该药材的大部分化学成分，且与对照药材的相

应位置上显相同颜色的斑点。实验方法：取生苦杏
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仁合格药材，粉碎，称取粗粉 １０ｇ。加入一定量的
９５％乙醇加热回流 １ｈ，过滤，残渣再用一定量的
９５％乙醇加热回流１ｈ，过滤，合并两次滤液。
　　结论：当料液比为１∶１０和１∶８时，苦杏仁对照
提取的薄层色谱分离度较好，斑点清晰，苦杏仁对照

提取物与其对照药材相应位置上的斑点数目未改

变。故选取料液比为１∶１０和１∶８（图２）。
２１３　提取时间的考察　选用９５％的乙醇为提取
溶剂，料液比为１∶１０和１∶８，提取时间分别为０５ｈ、
１ｈ、１５ｈ，其他操作同“２１１”和“２１２”项下提取
法处理。在对照提取物与对照药材斑点一致的情况

下，节省提取时间，缩短工时，提高生产效率。

表３　提取工艺实验设计表

乙醇浓度（％） 提取时间（ｈ） 提取次数 溶媒倍数

９５ ０５ ２ １０和８
９５ １ ２ １０和８
９５ １５ ２ １０和８

　　结论：当提取时间为１ｈ时，苦杏仁对照提取的
薄层色谱效果明显，随着时间增长，薄层效果没有明

显变化，故最佳的提取是时间为１ｈ（图３）。

图３　不同提取时间苦杏仁对照提取物色谱图
１　苦杏仁苷对照品　２　０５ｈ对照提取物　３　１ｈ对照提取物

４　１５ｈ对照提取物　５　苦杏仁对照药材

　　综上，考察结果表明最佳的提取工艺条件为：乙
醇浓度为９５％，提取时间为１ｈ，提取２次，料液比分
别为１∶１０和１∶８。通过此工艺条件提取出苦杏仁药
材的大部分化学成分，对照提取物得到的薄层色谱

分离度较好、斑点容量大且清晰度好，与等量的苦杏

仁对照药材相应位置上，显相同颜色斑点。因此采

用以上方法提取苦杏仁对照提取物。

２２　对照提取物的制备　取生苦杏仁合格药材，粉
碎，取粗粉１００ｇ。１０倍量的９５％乙醇加热回流１
ｈ，过滤，残渣再用８倍量９５％乙醇加热回流１ｈ，过

滤，合并两次滤液。滤液于５０℃减压回收乙醇至适
度的浓缩液，冷却至室温，得到４５６８ｇ浸膏，加入８
倍量糊精，制成软材，挤压制粒，湿颗粒于６０℃常压
干燥５ｈ。在干燥器中冷却３０ｍｉｎ整粒。制成苦杏
仁对照提取物颗粒。

２３　对照提取物与对照药材薄层比较
２３１　对照提取物与对照药材薄层比较方法一
２３１１　供试溶液的制备　取本品粉末２ｇ，置索
氏提取器中，加二氯甲烷适量，加热回流２ｈ，弃去二
氯甲烷液，药渣挥干，加甲醇 ３０ｍＬ，加热回流 ３０
ｍｉｎ，放冷，滤过，滤液作为供试品溶液。另取苦杏仁
对照药材０１ｇ，同法制成苦杏仁对照药材溶液。另
取苦杏仁苷对照品，加甲醇制成每１ｍＬ含２ｍｇ的
溶液，作为对照品溶液。

２３１２　薄层色谱　取苦杏仁对照提取物、苦杏仁
对照药材、苦杏仁苷对照品溶液各７μＬ，分别点于
同一硅胶Ｇ薄层板上，以三氯甲烷 －乙酸乙酯 －甲
醇－水（１５∶４０∶２２∶１０）５～１０℃放置１２ｈ的下层溶
液为展开剂，展开，取出，立即用 ０８％磷钼酸的
１５％硫酸乙醇溶液浸板，在１０５℃加热至斑点显色
清晰（图４）。

图４　苦杏仁对照提取物的薄层色谱图
１　苦杏仁对照提取物　２　苦杏仁对照提取物　３　苦杏仁对照提取物

４　苦杏仁对照提取物　５　苦杏仁对照药材　６　苦杏仁苷对照品

图５　苦杏仁对照提取物的薄层色谱图
１　苦杏仁对照提取物　２　苦杏仁对照提取物　３　苦杏仁对照提取物

４　苦杏仁对照提取物　５　苦杏仁对照药材　６　苦杏仁苷对照品
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２３２　对照提取物与对照药材薄层比较方法二
２３２１　供试溶液的制备　取苦杏仁对照提取物
０３ｇ，加乙醇２０ｍＬ，加热回流提取２ｈ，滤过，滤液
蒸干，残渣加甲醇１ｍＬ使溶解，作为供试品溶液。
另取苦杏仁对照药材０１ｇ，同法制成苦杏仁对照药
材溶液。精密称取苦杏仁苷对照品２ｍｇ，加甲醇１
ｍＬ溶解，制成苦杏仁苷对照品溶液。
２３２２　薄层色谱　取苦杏仁对照提取物、苦杏仁
对照药材药材、苦杏仁苷对照品溶液各６μＬ，分别
点于同一硅胶Ｇ薄层板上，以甲苯 －甲酸乙酯 －甲
醇－甲酸－水（６∶２∶０４∶０１∶０１）为展开剂，展开，
取出晾干，喷以１％香草醛乙醇溶液 －３％高氯酸水
溶液（１∶１）。在１０５℃下烘１０ｍｉｎ。结果显示：供试
品色谱中，在与对照药材色谱相应的位置上，显相同

颜色的斑点（图５）。
通过以上薄层图显示，方法二中对照提取物显

示的成分信息容量大，斑点清晰，分离度较好，与对

照药材相对应的位置上显示相同颜色的斑点。因此

采取薄层方二作为苦杏仁对照提取物替代苦杏仁对

照药材的薄层鉴别方法。

２４　对照提取物中苦杏仁苷的含量测定　为了确
保今后制备的对照提取物的一致性，应对对照提取

物中的主要成分进行含量测定。按照含量测定的要

求建立对照提取物含量测定方法，并进行相应的方

法学考察。

２４１　色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＣ１８色谱柱（Ｅｘ
ｔｅｎｄ４６ｍｍ×２５０ｍｍ，４５μｍ）；流动相：乙腈 －
０２％磷酸（１∶９）；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；波长２０７ｎｍ；柱
温：４０℃；进样量：１５μＬ。
２４２　对照品溶液的制备　取苦杏仁苷对照品适
量，精密称定，加甲醇制成每１ｍＬ含４０μｇ的溶液，
即得。

图６　苦杏仁对照提取物中苦杏仁苷的ＨＰＬＣ图谱
Ａ　苦杏仁苷色谱峰；Ｂ　苦杏仁对照提取物色谱峰

２４３　供试品溶液的制备　取苦杏仁对照提取物
约１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇２５
ｍＬ，密塞，称定重量，超声处理（功率２５０Ｗ，频率４０

ＫＨｚ）３０ｍｉｎ，放冷，再称定重量，用甲醇补足减失的
重量，摇匀，过滤，精密量取续滤液５ｍＬ，置１０ｍＬ
容量瓶中，加５０％甲醇稀释至刻度，过０４５μｍ微
孔滤膜，取续滤液，既得供试品溶液。

２４４　线性关系考察　将上述苦杏仁苷对照品溶
液稀释成不同系列浓度的对照溶液，在上述色谱条

件下分别进样测定，以苦杏仁苷浓度（ｍｇ／Ｌ）为横坐
标（Ｘ），峰面积为纵坐标（Ｙ）绘制标准曲线，回归方
程为：Ｙ＝００００２Ｘ＋６６６９５，ｒ＝０９９９５（ｎ＝６），表
明苦杏仁苷４６１７～１５３９ｍｇ／Ｌ范围内线性关系良
好。

２４５　精密度试验　精密称取苦杏仁苷对照品
９２３４ｍｇ／Ｌ，连续进样６次。保留时间 ｔ的 ＲＳＤ＝
１０２＜２，峰面积Ｓ的ＲＳＤ＝１７３＜２。
２４６　稳定性试验　取同一供试品溶液，依次在０
ｈ、２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１２ｈ、２４ｈ进样１５Ｌ，按上述色谱
条件测定峰面积，得 ＲＳＤ为２６６％，表明供试品溶
液在２４ｈ内稳定。
２４７　回收率试验　精密称取已知含量的苦杏仁
对照提取物０５ｇ６份，精密加入苦杏仁苷对照液适
量，按“２４３”项下制备供试液，依法测定，计算平均
回收率为９８３％，ＲＳＤ＝３２％。结果见表４。

表４　回收率的测定结果（ｎ＝６）

测定

次数

苦杏仁苷含量

／ｍｇ
苦杏仁苷加入量

／ｍｇ
回收率

／％
平均值

／％
ＲＳＤ
／％

１ ４８７２ １２ １００５５
２ ４８７２ １１２ ９５２８
３ ４８７２ １０６ １０３４４ ９８３２ ３１６
４ ４８７２ １０１ ９７４６
５ ４８７２ １０５ ９７２６
６ ４８７２ １００ ９５８９

２４８　重复性　按照“２４３”项下供试品制备方
法，用同 １批次药材制备 ６份供试品溶液，按照
“２４１”项下色谱条件进行分析，计算苦杏仁苷的峰
面积的ＲＳＤ＝４４２％。
２５　对照提取物稳定性考察　采用提取物作为标
准参考物质，要求其具有满意的稳定性，能够在较长

的时间内使用［９］。采用薄层鉴定的方法考察其稳定

性，每个月进行标定。

２５１　高温、高湿考察实验　将本实验制取的苦杏
仁对照提取物进行高温、高湿实验，按照“２３１”项
下制备苦杏仁对照提取物供试品溶液，进行薄层鉴

别实验。结果苦杏仁对照提取物的薄层色谱斑点模

糊，且分离度降低，故苦杏仁对照提取物适宜在低温

或者室温下干燥密封保存。
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２５２　加速稳定性实验　将苦杏仁对照提取物进
行长期实验考察，长期实验已完成６个月的实验，将
对照提取物按“２３１”项下制备苦杏仁对照提取物
供试品溶液，进行薄层色谱实验。结果苦杏仁对照

提取物薄层色谱基本无明显变化，斑点清晰可见，与

对照药材相应位置上，显相同颜色斑点。

３　讨论
中药具有成分多样性、复杂性等特点，所以需要

建立多成分及多指标的质控评价标准。对于提高临

床疗效近３０年来随着对照药材品种不断扩大及用
量日益增多，目前对照药材在研制和标准使用中存

在以下问题如：１）中药材所含的化学成分多样，导致
一些对照药材制备困难，批次间一致性难以保证；２）
部分药材的稳定性差；３）一些含糖较多的果实类、根
茎类药材黏度大，难以粉碎；４）一些种子类药材，含
油脂类成分较多，易酸败等问题。根据上述问题，有

针对性地选择代表性的品种，以对照药材研制技术

要求为基础，以等量同质为原则，利用现代的提取制

备技术，制备质量稳定性好、均匀性好，且易于生产、

流通、贮存和使用的对照药材提取物，作为中药标准

中薄层鉴别用对照物质发放，不仅有利于对照药材

的质量保证和提高，同时也必将大大方便其在标准

中的使用，确保药品标准的有效执行。同时，针对化

学对照品制备、分离难度大，单体不稳定，随之带来

生产成本、技术要求的提高等问题。对照提取物与

对照品相比，对照提取物稳定性好，而且能保证良好

的均匀度，同时制备分离简单，节约了经济成本，降

低了生产难度［７］。因此，对照提取物在中药产业市

场中，有良好的发展前景，应大力推广对照提取物的

市场地位。本实验以苦杏仁对照提取物为例，从提

取工艺、制备工艺、薄层鉴定和含量分析等方面探讨

了苦杏仁对照提取物的研制。为苦杏仁药材的质量

控制提供了新形式的对照物质，充分弥补了苦杏仁

对照药材不易保存、稳定性和均匀性差的问题，同

时，也为其他中药材对照提取物替代对照药材提供

了可借鉴的思路和方法［９］。对药品实施科学、合理、

先进、实用的质量监控［１０］，降低对照品制备成本和

检验成本，又可以体现多指标质量控制的目的［１１］。

在以多成分质量控制为趋势的大环境下，对照提取

物测定法有更大的发展空间［１２］然而，对照提取物也

存在其自身的缺点与不足，希望在以后中医药事业

发展的道路上，不断完善对照提取物质量控制的标

准［１３－１５］。
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