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HPLC 测定长柄扁桃仁及饼粕中苦杏仁苷与野黑樱苷 
 

郭咪咪，朱琳，段章群，张东，李秀娟，李晓宁 

（国家粮食和物资储备局科学研究院，北京 100037） 

摘要：为确保长柄扁桃仁在加工与其副产物利用过程中，更快更有效地明确降解产物中有害物质含量，本文建立了一种同时测

定样品中苦杏仁苷与其降解产物野黑樱苷的高效液相色谱方法。在采用甲醇提取长柄扁桃仁、饼粕中苦杏仁苷和野黑樱苷，色谱柱

Aglient ZORBAX SB-C18（5 μm，4.6 mm×250 mm），流动相为 20%甲醇和 80%水，流速 1.00 mL/min，检测波长 210 nm，柱温 30 ℃

的条件下，苦杏仁苷和野黑樱苷色谱峰分离良好；苦杏仁苷浓度在 0.50~300 μg/mL 间线性关系良好，R2=0.9999，野黑樱苷浓度在

0.30~100 μg/mL 间线性关系良好，R2=0.9999；长柄扁桃仁提取苦杏仁苷和野黑樱苷平均加标回收率分别为 87.10%~96.19%（RSD 为

4.64%~7.83%）和 88.65%~103.10%（RSD 为 3.03%~7.55%）；而在长柄扁桃饼粕中分别为 98.32%~107.99%（RSD 为 1.44%~3.36%）

和 107.58%~117.60%（RSD 为 1.45%~2.26%）。本方法准确、可靠，适用于长柄扁桃仁、长柄扁桃饼粕中苦杏仁苷与野黑樱苷的测定。 

关键词：长柄扁桃；苦杏仁苷；野黑樱苷；高效液相色谱；含量 

文章篇号：1673-9078(2018)12-246-251                                         DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2018.12.036 
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Abstract: To clear hazardous substances from degradation products more quickly and effectively in Amygdalus pedunculata Pall meal 

and its by-products, high performance liquid chromatography (HPLC) was established, the amygdalin and prunasin could be determined 

simultaneously. When methanol was used to extract amygdalin and prunasin in Amygdalus pedunculata Pall kernel and Amygdalus pedunculata 

Pall meal, the suitable determination conditions were as follows: Agilent ZORBAX SB-C18 column (5 μm, 4.6 mm×250 mm), mobile phase 

was 20% methanol and 80% water, the flow rate was 1.00 mL/min, the detection wavelength was 210 nm, column temperature 30 . The peaks ℃

of amygdalin and prunasin were isolated well; the linear range for amygdalin was 0.50~300 μg/mL (R2=0.9999), while the prunasin was 

0.30~100 μg/mL (R2=0.9999); the average recovery of amygdalin of Amygdalus pedunculata Pall kernel and meal were 87.10%~96.19% 

(RSD=4.64%~7.83%), 98.32%~107.99% (RSD=1.44%~3.36%), respectively; while the average recovery of prunasin were 88.65%~103.10% 

(RSD=3.03%~7.55%), 107.58%~117.60% (RSD=1.45%~2.26%), respectively. The method is accurate and reliable, and can be used in the 

determination of amygdalin and prunasin in Amygdalus pedunculata Pall kernel and meal. 
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苦杏仁苷（amygdalin）是一种糖苷化合物，主要

存在于杏、桃、苹果、李子、山楂等植物的种仁中，

被苦杏仁酶、樱叶酶等 β-葡萄糖甙酶水解，依次生成

野黑樱苷（prunasin）和杏仁腈（mandelonitrile），杏 
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仁腈再分解生成苯甲醛和氢氰酸（HCN）[1]。少量的

氢氰酸能够起到镇咳平喘功效，但在人体内积累一定

量后会抑制酶活性，进而抑制组织细胞呼吸，导致死

亡[2]。氢氰酸对人的急性致死量为 0.5~3.5 mg/kg 体重，

在食用木薯淀粉卫生指标和饲料卫生标准中均有其限

量要求，而目前氢氰酸的含量主要是通过测得的苦杏

仁苷质量换算而得到。因此，长柄扁桃仁或饼粕作为

食品、药品或饲料时，必须严格控制苦杏仁苷含量，

进而减少有害降解产物氢氰酸的安全风险。目前苦杏

仁苷含量测定方法国内外已有文献[3~6]报道，但在苦杏

仁苷与降解物、液相法同时测定苦杏仁苷和中间产物
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野黑樱苷含量等方面的报道研究较少，本文旨在建立

一种高效准确的苦杏仁苷与野黑樱苷的高效液相色谱

测定方法。 
本文基于2010年版中国药典一部及相关文献[7,8]，

优化高效液相色谱测定长柄扁桃仁与饼粕中苦杏仁苷

及其降解产物-野黑樱苷的方法，同时对长柄扁桃仁与

饼粕中苦杏仁苷和野黑樱苷提取工艺进行优化，确定

长柄扁桃仁、饼粕中苦杏仁苷与野黑樱苷的含量，进

而达到明确有害降解产物氢氰酸含量的目的。与相关

研究相比，本方法的含量测定范围中包含了饲料卫生

标准中 HCN 的限量值，而且能够同时准确检测苦杏

苷与中间降解产物野黑樱苷含量，为高效液相色谱测

定长柄扁桃仁及其系列产品中苦杏仁苷与野黑樱苷提

供依据，为长柄扁桃仁系列产品的开发提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料  

长柄扁桃仁样品采自我国陕西省神木。 
甲醇、乙腈、纯水为色谱级，石油醚为分析纯，

苦杏仁苷标准品（≥96%），Sigma 公司，野黑樱苷标

准品（≥95%），Sigma 公司等。 
中草药粉碎机 jx-600，天津市泰斯特仪器有限公

司；分析天平（0.0001 g）、数控超声波清洗器

KQ5200DE，昆山市超声仪器有限公司；紫外可见分

光光度计 TU-1810，北京普析通用仪器有限公司；高

效液相色谱仪（配置紫外检测器）1100，Agilent 公司；

低速大容量多管离心机、漩涡振荡器、慢速定量滤纸

等。 

1.2  试验方法 

1.2.1  苦杏仁苷、野黑樱苷标准品溶液的制备 
分别准确称取 12.5 mg 苦杏仁苷与 5.0 mg 野黑樱

苷标准品，甲醇溶解，分别定溶于 25 mL、10 mL 容

量瓶中，即分别得到质量浓度均为 500 μg/mL 的苦杏

仁苷与野黑樱苷甲醇标准储备液，4 ℃储存备用。分

别吸取 2 mL 各标准储备液至不同 10 mL 容量瓶中，

甲醇稀释至刻度，即得 100 μg/mL 苦杏仁苷标准溶液

和 100 μg/mL 野黑樱苷标准溶液，4 ℃储存备用。 
1.2.2  色谱条件 

色谱柱为 Aglient ZORBAX SB-C18（5 μm，4.6 
mm×250 mm）；流动相为 20%甲醇和 80%水，流速为

1 mL/min；进样量为 10 μL；检测波长为 210 nm；柱

温为 30 ℃。 
 

1.2.3  样品前处理 
长柄扁桃仁系列产品包括长柄扁桃仁、长柄扁桃

油和长柄扁桃饼、粕。液压制备长柄扁桃油得到的长

柄扁桃饼，当含油量≥8%时采取1.2.3.1样品处理方法，

而含油量<8%时采取 1.2.3.2 样品处理方法。长柄扁桃

油在所研究样品中未检测到苦杏仁苷和野黑樱苷，所

以本研究以长柄扁桃仁和饼、粕为主。 

1.2.3.1  长柄扁桃仁样品前处理 
准确称取 0.20 g 经粉碎机粉碎的长柄扁桃仁或长

柄扁桃饼（含油量≥8%），置于 50 mL 已称重的具塞

离心管中，加入 10 mL 石油醚（30~60 ℃沸程），超声

10 min，4000 r/min 离心 10 min，弃去石油醚层，残渣

重复提取两次。待残渣中溶剂过夜静置挥干，称重后

按料液比 1:200 准确加入甲醇，称重，在功率为 100%
的超声波作用下提取 30 min，冷却至室温，称重，甲

醇补足损失的重量，摇匀，过滤，弃去前 1 mL 过滤

液，收集续滤液。续滤液用 20%甲醇稀释 5 倍，摇匀，

0.22 μm 微孔滤膜过滤，进样。 
1.2.3.2  长柄扁桃粕样品前处理 

准确称取 0.10 g 长柄扁桃粕或经粉碎机粉碎的长

柄扁桃饼（含油量<8%），置于 50 mL 已称重的具塞

离心管中，准确加入 20 mL 甲醇，称重，超声（功率

100%）提取 30 min，冷却至室温，称重，甲醇补足损

失的重量，摇匀，过滤，弃去前 1 mL 过滤液，收集

续滤液，续滤液用 20%甲醇稀释 5 倍，摇匀，0.22 μm
微孔滤膜过滤，进样。 
1.2.4  数据统计分析 

文中苦杏仁苷与野黑樱苷的提取得率按公式（1）
计算： 

%100
10m

c
6 ×

×
××

=
VN

提取得率             （1） 

其中：c-从标准曲线中计算得到的待测液浓度，单位

μg/mL；N-稀释倍数；V-样品提取液的体积，单位 mL；m-称样

质量，单位 g。 

文中数据采用 Excel 软件进行分析与作图，数据

结果用平均值±标准偏差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  色谱条件优化 

2.1.1  检测波长 
将苦杏仁苷标准溶液与 20%甲醇溶液混合，在

190~400 nm 波段下扫描。该溶液在 210 nm 波长附近

有最大吸收，确定 210 nm 为苦杏仁苷的检测波长。 
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图1 乙腈水流动相下苦杏仁苷色谱图 

Fig.1 The amygdalin chromatograms under acetonitrile and 

water as flow phase 

 
图2 乙腈水甲醇流动相下苦杏仁苷色谱图 

Fig.2 The amygdalin chromatograms under acetonitrile, 

methanol and water as flow phase 

 
图3 甲醇水流动相下苦杏仁苷色谱图 

Fig.3 The amygdalin chromatograms under methanol and 

water as flow phase 

 
图4 甲醇水流动相下野黑樱苷色谱图 

Fig.4 The prunasin chromatograms under methanol and water 

as flow phase 

2.1.2  流动相 

比较了乙腈-水[9]、乙腈-水-甲醇[10~12]、甲醇-水[13,14]

作为流动相对苦杏仁苷标准品溶液色谱峰分离效果。

结果表明，在流动相为 18%乙腈和 82%水时，苦杏仁

苷标准品可得到两个相邻色谱峰（图 1 的 5~10 min 之

间），且第一个色谱峰峰型较差；当流动相为 2%乙腈、

85%水和 13%甲醇时，苦杏仁苷标准品色谱峰（图 2）
与 18%乙腈和 82%水作为流动相时的相似；而当流动

相为 20%甲醇和 80%水时，苦杏仁苷色谱峰（图 3 约

11 min 处）为一个色谱峰，且分离较好，继续此色谱

条件检测野黑樱苷标准品溶液，均可得到不同于苦杏

仁苷色谱峰位置的一个野黑樱苷色谱峰（图 4 约 19 
min 处），同时，此色谱条件能够达到两标准品色谱峰

均有较好的峰型（符合峰型对称性要求）和分离效果

的目的。 

2.2  苦杏仁苷提取条件优化 

2.2.1  提取溶剂 
苦杏仁苷的三水合物为斜方柱状结晶（水），可溶

于水、乙醇，几乎不溶于乙醚。药典[15]中选用甲醇、

甲醇/水或乙醇/水溶液作为苦杏仁苷提取溶剂，寇凯

等[10]研究得出甲醇提取苦杏仁苷，提取得率约为乙醇

的 5 倍。本实验中研究了不同比例甲醇/水溶液（20%
甲醇、40%甲醇、60%甲醇、70%甲醇、80%甲醇、90%
甲醇、100%甲醇）对长柄扁桃粕中苦杏仁苷及其降解

物的提取特性。结果表明，20%、40%甲醇提取液中

未检测到苦杏仁苷和野黑樱苷（以 20%甲醇提取液为

例，如图 5）。其它不同浓度甲醇/水提取液测定结果

如图 6 所示。 

 
图5 20%甲醇提取液色谱图 

Fig.5 The chromatograms of 20% methanol extract 

图 6 可以看出，甲醇含量越高，苦杏仁苷提取得

率越大，野黑樱苷提取得率越小。当甲醇含量≥90%时，

提取溶液中几乎检测不到野黑樱苷。说明水的存在可

能对苦杏仁苷有分解作用，产生分解产物野黑樱苷，

所以研究选取甲醇作为提取溶剂，尽量避免降解原料

中苦杏仁苷成分。同时对图 5 中相对保留时间在 21.9 
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min 和 35.6 min 的物质成分进行了分析并确定为其降

解产物成分。 
甲醇提取液在色谱条件下有前延峰现象，选择色

谱流动相（20%甲醇）稀释，色谱峰峰型较好，与钱

平[16]等研究结果一致。 

 
图6 甲醇含量对苦杏仁苷、野黑樱苷提取得率影响 

Fig.6 Effects on extraction rates of the amygdalin and prunasin 

from the methanol content 

 
图7 超声时间对苦杏仁苷提取得率的影响 

Fig.7 Effects on extraction rates of the amygdalin from 

ultrasonic time 

 
图8 料液比对苦杏仁苷提取得率的影响 

Fig.8 Effects on extraction rates of the amygdalin from 

solid-liquid ratio 

2.2.2  提取时间对长柄扁桃粕中苦杏仁苷与野

黑樱苷的影响 
采用甲醇提取长柄扁桃粕中苦杏仁苷与野黑樱

苷，实验表明，纯甲醇溶剂浸提长柄扁桃粕，提取液

中不含有苦杏仁苷的降解产物-野黑樱苷。当提取温度

为 20 ℃、料液比 1:100、超声功率 200 W 时，分别考

察提取时间 10、20、30、40、50 min 对苦杏仁苷提取

得率的影响。图 7 可知，苦杏仁苷的提取得率随提取

时间的延长而增加，当提取时间达到 30 min、40 min
时，苦杏仁苷提取得率变化不明显；而提取时间为 50 
min 时，提取得率有增加。考虑当提取时间由 30 min
延长到 50 min 时，提取得率增加 0.2%，而提取时间

过短又容易导致提取不充分。综合考虑能耗和提取得

率因素，试验最终确定最佳提取时间为 30 min。 

2.2.3  料液比对长柄扁桃粕中苦杏仁苷与野黑

樱苷的影响 
长柄扁桃仁和长柄扁桃饼（含油量≥8%）经石油

醚超声去油、干燥后，甲醇超声浸提。试验研究不同

料液比（长柄扁桃粕 g/甲醇 mL）对长柄扁桃粕中苦

杏仁苷及其降解产物提取特性影响。按 1.2.3.2 样品前

处理，称样 5 份，分别以料液比 1:50、1:100、1:150、
1:200 和 1:250 超声提取后测定提取得率。结果如图 8
所示：长柄扁桃粕中苦杏仁苷的提取得率随料液比增

加呈先增大后减小趋势，当料液比达 1:200 时，提取

得率最高 5.77%（质量百分含量）。这可能是因为在料

液比较低时，溶液中渗透压较低，溶质不容易浸出，

导致提取得率较低；当增大料液比，渗透压变大，提

取得率随之增大；但当增加到一定值时，溶液中渗透

压对提取得率的影响不显著，所以导致提取得率不再

继续增大。因此，确定最佳料液比为 1:200。 

2.3  方法学评价 

2.3.1  线性关系和检出限 
以 20%甲醇为溶剂，将 500 μg/mL 的苦杏仁苷标

准储备液分别稀释成 0.5、1、5、10、20、50、100、
200、300 μg/mL 标准溶液，进样量 10 μL，以质量浓

度（x）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标作图，得回

归方程 y=9.9868x-1.6653，R2=0.9999（n=3）。说明在

0.50~300 μg/mL 范围内有良好的线性关系。 
样品（编号 RCS11）长柄扁桃粕由于其特殊制油

工艺，粕中同时含有苦杏仁苷（平均质量含量约 3%）

和野黑樱苷（平均含量约 0.29 mg/g）两种成分。在上

述分析条件下，根据其色谱信息，以信噪比 S/N=3 计，

得苦杏仁苷检测限为 0.2 μg/mL；以信噪比 S/N=10 计，

得苦杏仁苷定量限为 0.4 μg/mL。在饲料卫生标准[17]

中，HCN 在饲料原料最低限量为 50 mg/kg，相当于苦

杏仁苷限量为 845 mg/kg（苦杏仁苷与氢氰酸换算系

数 16.9），在本方法的定量限内。 
以 20%甲醇为溶剂，将 500 μg/mL 的野黑樱苷标
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准储备液进一步稀释成 0.3、0.5、1、5、10、20、50、
100 μg/mL 标准溶液，进样量 10 μL，以质量浓度（x）
为横坐标、峰面积（y）为纵坐标作图，得回归方程

y=15.796x-1.177，R2=0.9999（n=3）。说明在 0.30~100 
μg/mL 范围内有良好的线性关系。 

在上述分析条件下，根据 RCS11 样品色谱信息，

以信噪比 S/N=3 计，得野黑樱苷检测限为 0.1 μg/mL；
以信噪比 S/N=10 计，得野黑樱苷定量限为 0.2 μg/mL。 

2.3.2  精密度 
吸取 100 μg/mL 的苦杏仁苷标准溶液 10 μL 注入

色谱仪，同一色谱条件下连续进样 6 次，测得峰面积

分别为：1031.2、1026.0、1027.7、1036.8、1060.9、
1043.9，相对偏差（RSD）1.26%，说明色谱分析苦杏

仁苷的方法具有良好的精密度。 
吸取10 μg/mL的野黑樱苷标准溶液10 μL注入色

谱仪，同一色谱条件下连续进样 6 次，测得峰面积分

别为：158.0、155.1、150.0、150.4、151.7、149.4，相

对偏差（RSD）2.23%，说明色谱分析野黑樱苷的方

法具有良好的精密度。 
2.3.3  重复性 
2.3.3.1  长柄扁桃粕 

称取编号为 CS35 的长柄扁桃粕样品 6 份，按照

1.2.3.2 和 1.2.2 的方法操作。试验表明，样品 CS35 中

只含有苦杏仁苷成分，不含野黑樱苷。记录苦杏仁苷

峰面积分别为 608.1、588.7、605.5、590.4、603.6、589.8。
苦杏仁苷平均含量 5.58%，RSD 为 1.39% (n=6)，表明

该方法重复性良好。 

2.3.3.2  长柄扁桃仁 
称取编号为 RCS25 的长柄扁桃仁样品 6 份，按照

1.2.3.1 和 1.2.2 的方法操作。试验测定表明，样品

RCS25 中只含有苦杏仁苷成分，不含野黑樱苷。记录

苦杏仁苷峰面积分别为 484.0、499.2、460.8、483.5、
462.0、497.0。苦杏仁苷平均含量 2.45%，RSD 为 3.13% 
(n=6)，表明方法重复性良好。 
2.3.4  平均加标回收率 
2.3.4.1  长柄扁桃粕中平均加标回收率 

表1 长柄扁桃粕中平均加标回收率及RSD 

Table 1 The amygdalin and prunasin recoverys from Amygdalus pedunculata Pall meal and its RSD（n=3） 

标准品加入量/mg  实测含量/% 平均加标回收率/%  RSD/% 

苦杏仁苷 野黑樱苷  苦杏仁苷 野黑樱苷 苦杏仁苷 野黑樱苷  苦杏仁苷 野黑樱苷 

2.5 0.1  8.14 0.10 

98.32 111.64 

 

3.36 2.26 2.5 0.1  8.37 0.10  

2.5 0.1  8.33 0.10  

5.5 0.2  10.82 0.21 

107.99 107.58 

 

1.52 1.45 5.5 0.2  11.40 0.22  

5.5 0.2  10.72 0.22  

10.0 0.5  16.23 0.59 
105.20 117.60 

 
1.44 1.88 10.0 0.5  15.79 0.57  

10.0 0.5  15.88 0.57  

表2 长柄扁桃仁中平均加标回收率及RSD  

Table 2 The amygdalin and prunasin recoverys from Amygdalus pedunculata Pall kernel and its RSD（n=3） 

标准品加入量/mg  实测含量/% 平均加标回收率/%  RSD/% 

苦杏仁苷 野黑樱苷  苦杏仁苷 野黑樱苷 苦杏仁苷 野黑樱苷  苦杏仁苷 野黑樱苷 

4.0 0.1  3.84 0.04 

96.19 88.65 

 

7.83 3.03 4.0 0.1  3.74 0.04  

4.0 0.1  4.32 0.05  

5.5 0.2  5.03 0.10 

93.29 96.03 

 

4.46 7.29 5.5 0.2  4.59 0.09  

5.5 0.2  4.88 0.09  

10.0 0.5  6.45 0.25 
87.10 103.10 

 
5.62 7.55 10.0 0.5 5.78 0.22 

10.0 0.5 6.28 0.23 
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称取长柄扁桃粕（苦杏仁苷质量含量 5.67%，野

黑樱苷未检出）10 份，每 3 份作为一组，三组分别加

入 2.5、5.5、10.0 mg 的苦杏仁苷标准品，再分别加入

0.1、0.2、0.5 mg 的野黑樱苷标准品，1 份留做空白，

按照 1.2.3.2 方法处理，液相测定。计算长柄扁桃粕中

平均加标回收率，结果见表 1。 
表 1 可知，甲醇（100%甲醇）溶液做提取剂，苦

杏仁苷平均加标回收率 98.32%~107.99%，野黑樱苷平

均加标回收率 107.58%~117.60%，说明纯甲醇溶液能

同时提取出样品中的苦杏仁苷和野黑樱苷两种物质。

同时证实了 2.2.1 中低甲醇含量的提取液中由于水的

存在，使部分苦杏仁苷降解为野黑樱苷，如图 6，低

含量甲醇溶液中野黑樱苷含量最高，苦杏仁苷含量最

低，而纯甲醇提取液中只有苦杏仁苷，说明此样品中

只含有苦杏仁苷成分。 
2.3.4.2  长柄扁桃仁平均加标回收率 

称取长柄扁桃仁（苦杏仁苷含量 2.19%，野黑樱

苷未检出）10 份，每 3 份作为一组，三组分别加入 4.0、
5.5、10.0 mg 的苦杏仁苷标准品，再分别加入 0.1、0.2、
0.5 mg 的野黑樱苷标准品，1 份留做空白，按照 1.2.3.1
方法处理，液相测定。计算长柄扁桃仁中平均加标回

收率，结果见表 2，苦杏仁苷平均加标回收率

87.10%~96.19%，RSD 为 4.46%~7.83%（n=3）；野黑

樱苷平均加标回收率 88.65%~103.10%，RSD 为

3.03%~7.55%（n=3）。 

3  结论 

本研究采用甲醇提取长柄扁桃仁及长柄扁桃饼、

粕中的苦杏仁苷及其降解产物，确定了各原料的提取

方法，并建立了高效液相色谱测定其中苦杏仁苷及野

黑樱苷含量的方法。长柄扁桃仁中苦杏仁苷平均加标

回收率 87.10%~96.19%（RSD 为 4.64%~7.83%），野

黑樱苷为 88.65%~103.10%（RSD 为 3.03%~7.55%）；

长 柄 扁 桃 粕 中 苦 杏 仁 苷 平 均 加 标 回 收 率

98.32%~107.99%（RSD 为 1.44%~3.36%），野黑樱苷

为 107.58%~117.60%（RSD 为 1.45%~2.26%），精密

度 1.26%，具有较好的重现性、较高的回收率和准确

性等。方法的建立对长柄扁桃及其副产物的开发具有

很好的指导意义，对木本油料产业的发展具有更强的

推进作用。 
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