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银杏叶提取物 HPLC 指纹图谱研究及共有峰的 LC-MS 鉴定 *
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摘要　目的：建立银杏叶提取物的 HPLC 指纹图谱，为银杏叶提取物掺假鉴别提供依据。方法：采用

HPLC 梯度洗脱建立银杏叶提取物的指纹图谱，以 0.1% 甲酸溶液（A）- 乙腈（B）为流动相，梯度洗脱（0~ 
40 min，10%B → 36%B；40~45 min，36%B → 50%B；45~50 min，50%B → 100%B；50~55 min，100%B；

55~56 min，100%B → 10%B；56~65 min，10%B），流速 1 mL·min-1，检测波长 254 nm，柱温 30 ℃。并运用

“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”对不同批次的银杏叶提取物进行相似度评价；采用 LC-MS 方法对共

有峰进行鉴定。结果：建立了银杏叶提取物的特征指纹图谱，标定了 20 个共有峰，并结合 LC-MS 分析，确

定了 10 个峰对应的化合物，分别为 6- 羟基犬尿喹啉酸、3，4- 二羟基苯甲酸、芦丁、异槲皮素、山柰酚 -3-O-
芸香糖苷、异鼠李素 3-O- 芸香糖苷、槲皮苷、槲皮素、山柰酚和异鼠李素。疑似掺假提取物的色谱图与对

照指纹图谱相比芦丁（峰 6）响应低，而槲皮素（峰 18）、山柰酚（峰 19）、异鼠李素（峰 20）响应值高，两者

差异极大。结论：本文建立的银杏叶提取物指纹图谱对银杏叶提取物掺假评判具有指导意义。
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HPLC fingerprint of Ginkgo biloba extracts and the structural 
identification of common peaks by LC-MS *
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Abstract　Objective：To establish an HPLC method for the fingerprint analysis of Ginkgo biloba extracts
（GBE）．Methods：The analysis was carried on Agilent Eclipse XDB-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）column 

with mobile phase consisting of 0.1% formic acid-water solution（A），and the gradient elution（B）（0-40 min，
10%B → 36%B；40-45 min，36%B → 50%B；45-50 min，50%B → 100%B；50-55 min，100%B；55-56 
min，100%B → 10%B；56-65 min，10%B）was used．The flow rate was 1 mL·min-1．The detection wavelength 
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was set at 245 nm and the column temperature was 30 ℃．The HPLC fingerprints of GBE were established by analyzing 
10 batches of GBE with “Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint of TCM”，and the result 
was used to compare with the HPLC fingerprint of adulterated extracts．Meanwhile，the 10 common peaks were 
analyzed by LC-MS．Results：The mutual mode of GBE HPLC fingerprint was set up with 20 common peaks and 
the structural identification of 10 common peaks was performed by LC-MS．The 10 compounds were 6-hydroxy 
kynurenic acid，3，4-dihydroxybenzoic acid，rutin，isoquercetin，kaempferol-3-O-rutinoside，3-O-rutinoside，
quercitrin，quercetin，kaempferol and isorhamnetin．Compared with the reference fingerprint，the batches of 
adulterated extracts had low peak 6（rutin）response and high peak 18-20（quercetin，kaempferol，isorhamnetin），
and there was significant difference between them．Conclusion：The established fingerprints of GBE have direct 
guiding significance for identification of adulterants in GBE．
Keywords：Ginkgobiloba extracts；rutin；quercetin；kaempferol；isorhamnetin；chromatographic peaks 
identification ；fingerprint；LC-MS

银杏叶为银杏科植物银杏 Ginkgo bilobaL. 的干

燥叶，银杏叶提取物已成为国内外普遍使用的重要原

料以及制剂之一。银杏叶提取物中的主要有效化学

成分为黄酮和萜类内酯。现代药理研究表明，银杏

黄酮和萜类内酯均具有改善心血管系统，调血脂，抗

氧化，抗衰老等作用［1-3］。目前国际通用的银杏叶提

取物的标准是以德国 Schwabe 药厂专利工艺生产的

EGB761 作为依据［4］，要求银杏中黄酮类化合物的占

比需高于 24%，其主要由小分子黄酮苷元如槲皮素、

山柰酚、异鼠李素和其糖苷类化合物组成［5-7］。

由于黄酮类化合物是银杏叶提取物中的主要有

效成分，而市面上的银杏叶提取物质量良莠不齐，许多

不法商家在银杏叶中掺入槐角提取物以提高黄酮类化

合物的含量［8］。本文在已报道的银杏叶提取物相关文 
献［9-14］的基础上，对 10 批银杏叶提取物进行分析，建

立更加完善的银杏叶提取物 HPLC 指纹图谱，以判定银

杏叶提取物的真伪优劣，并将市售疑似掺假提取物的

色谱图与对照指纹图谱相对比，成功地鉴别出掺假提

取物。另外，本次实验结合 LC-MS 分析，对指纹图谱中

的 20 个共有峰进行了结构鉴定，大部分为黄酮类化合

物，其中结合文献确定了 10 个峰对应的化合物，为银杏

叶提取物的科学鉴定和质量标准提供参考依据。

1　仪器与试药

安捷伦公司 Agilent 1200 液相色谱仪；UPLC-
Triple-TOF 5600+ 飞行时间液质联用仪；安捷伦公司

Agilent Eclipse XDB-C18（4.6 mm×250 mm，5μm；填

料：十八烷基硅烷键合硅胶）色谱柱。AL104 型梅特

勒 - 托利多仪器（上海）有限公司电子分析天平。

乙腈为色谱纯，甲酸为分析纯，水为重蒸水。

对照品芦丁（批号 100081-200907）、槲皮素（批

号 100081-201509）、山柰酚（批号 110861-201209）、
异鼠李素（批号 110860-201410）购自中国食品药品

检定研究院；本实验收集了 13 批银杏叶提取物（信

息见表 1），其中 S5~S10 批购于不同的生产厂家，经

检验合格；因 S11~S13 批检测出含量较高的染料木

素和槐角苷，疑似掺假，为异常批提取物。S1~S4 批

为根据标准工艺，自制提取物，原料为不同产地的银

杏叶，经检验均合格。

表 1　样品来源

Tab. 1　Origins of GBE

批号

（lot No.）
名称（name） 来源（source）

S1 银杏叶提取物（GBE） 自制（made by ourselves）

S2 银杏叶提取物（GBE） 自制（made by ourselves）

S3 银杏叶提取物（GBE） 自制（made by ourselves）

S4 银杏叶提取物（GBE） 自制（made by ourselves）

S5 银杏叶提取物（GBE） 市售（commercially available）

S6 银杏叶提取物（GBE） 市售（commercially available）

S7 银杏叶提取物（GBE） 市售（commercially available）

S8 银杏叶提取物（GBE） 市售（commercially available）

S9 银杏叶提取物（GBE） 市售（commercially available）

S10 银杏叶提取物（GBE） 市售（commercially available）

S11 异常批银杏叶提取物 
（suspect GBE）

市售（commercially available）

S12 异常批银杏叶提取物 
（suspect GBE）

市售（commercially available）

S13 异常批银杏叶提取物 
（suspect GBE）

市售（commercially available）
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2　方法与结果

2.1　色谱条件及质谱条件

色谱条件：采用Agilent Eclipse XDB-C18（4.6 mm× 
250 mm，5 μm）色谱柱，以 0.1%甲酸溶液（A）-乙 腈

（B）为流动相，梯度洗脱（0~40 min，10%B → 36%B；
4 0 ~ 4 5  m i n ，3 6 % B → 5 0 % B ；4 5 ~ 5 0  m i n ，

50%B → 100%B；50~55 min，100%B；55~56 min，
100%B → 10%B；56~65 min，10%B），流速 1 mL·min-1，

检测波长 254 nm，柱温 30 ℃。理论板数按芦丁峰计

算应不低于 5 000。
质谱条件：采负离子扫描模式，扫描范围 m/z 

100~1 500，雾化气（GS1）344.8 kPa，干燥气（GS2）
344.8 kPa，气 帘 气（CUR）241.3 kPa，离 子 源 温 度

（TEM）550 ℃，离子源电压（IS）-4.5 kV；一级扫描：

去簇电压（DP）80 V，聚焦电压（CE）10 V；二级扫

描：使用 TOF MS~Product Ion~IDA 模式采集质谱数

据，CID 能量为 -20、-40 和 -60 V，进样前，用 CDS
泵做质量轴校正，使质量轴误差小于 2×10-6。

2.2　供试品溶液的制备

取 银 杏 叶 提 取 物（GBE）约 100 mg，精 密 称

定，加甲醇约 5 mL 超声溶解，转移至 10 mL 量瓶

中，用甲醇稀释至刻度，经 0.45 μm 微孔滤膜滤过， 
即得。

2.3　参照物溶液的制备

取芦丁、槲皮素、山柰酚和异鼠李素的对照品适

量，精密称定，加甲醇制成每 1 mL 含芦丁 200 μg，槲
皮素 10 μg，山柰酚 5 μg，异鼠李素 5 μg 的混合溶

液，即得。

2.4　方法学考察

2.4.1　精密度试验　取同一份银杏叶提取物供试

品溶液，连续进样 6 次，记录色谱图，将图谱导入

中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012 版本）

软件，进行相似度评价。结果显示，各次测定样品

共有峰相似度均大于 0.90，说明本法仪器精密度 
良好。

2.4.2　重复性试验　取同一银杏叶提取物样品 6 份，

按“2.2”项下方法制备供试品溶液，分别进样，考察

色谱峰相似度。结果显示，各供试品共有峰之间相似

度均大于 0.90，说明本法重复性良好。

2.4.3　中间精密度　由 3 组人员，3 个时间点按

“2.2”项下方法制备供试品溶液，于不同液相色谱

仪（安捷伦 Agilent 1260 液相色谱仪、Agilent 1200

液相色谱仪）上使用相同色谱柱进行检测，记录

色谱图，考察色谱峰相似度。结果显示，各共有

峰之间相似度均大于 0.90，说明本法中间精密度 
良好。

2.4.4　溶液稳定性试验　取同一供试品溶液，分别

在 0、2、4、8、18、24 h 内按“2.1”项下色谱条件进行

测定，记录色谱图，考察色谱峰相似度，结果显示，在 
24 h 内，各共有峰之间相似度均大于 0.90。供试品溶

液在 24 h 内稳定。

3　结果

3.1　指纹图谱的确定及共有峰的标记

以“2.2”项方法制备的 10 批提取物的供试品溶

液，按“2.1”项条件进行测定，得到 10 批银杏叶提取

物的 HPLC 指纹图谱，见图 1，根据色谱峰中各色谱

峰的相对保留时间，确定共有峰，并选取其中 20 个共

有峰作为特征指纹峰，建立了银杏叶提取物的对照指

纹图谱，见图 2。
3.2　共有峰的指认

为进一步阐述银杏叶提取物的化学成分组成，

通过 UPLC-Triple-TOF 5600+ 飞行时间液质联用仪

负离子扫描获得了银杏叶提取物指纹图谱中部分色

谱峰对应化合物的结构信息，并采用芦丁、槲皮素、

山柰酚、异鼠李素对照品对色谱峰进行指认，同时结

合相关文献报道［15］，确定了 10 个共有峰对应的化

合物，分别为 6- 羟基犬尿喹啉酸、3，4- 二羟基苯甲

酸、芦丁、异槲皮素、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷、异鼠

李素 3-O- 芸香糖苷、槲皮苷、槲皮素、山柰酚、异鼠 
李素。

3.3　10 批银杏叶提取物指纹图谱相似度评价

10 批银杏叶提取物，按“2.2”项下方法制备

供试品溶液，进行检测，记录色谱图，以特征指纹图

谱共有模式为对照，计算各批次样品的相似度（见

表 2）。10 批提取物与对照指纹图谱的相似度分别

为 0.999、0.999、0.997、0.997、0.999、0.999、0.999、
0.999、0.998、0.998，各样品的相似度值均大于 0.95，
相似度符合相关规定，表明各批银杏叶提取物质量 
稳定。

4　讨论

4.1　色谱条件的优化

参考美国药典中银杏叶提取物游离黄酮测定条

件，并对其进行优化，获得最终色谱条件。该色谱条

件下，色谱峰能达到有效分离。
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图 1　10 批银杏叶提取物的 HPLC 指纹图谱

Fig. 1　HPLC fingerprint of 10 batches of samples

1. 6- 羟基犬尿喹啉酸（6-hydroxy kynurenic acid），2. 3，4- 二羟基苯甲酸（3，4-dihydroxybenzoic acid ）， 3. 芦丁（rutin）　8. 异槲皮素（isoquercetin），

10. 山柰酚 -3-O- 芸香糖苷（kaempferol-3-O-rutinoside）　11. 异鼠李素 3-O- 芸香糖苷（3-O-rutinoside），13. 槲皮苷（quercitrin）　18. 槲皮素

（quercetin）　19. 山柰酚（kaempferol）　20. 异鼠李素（isorhamnetin）

图 2　对照指纹图谱

Fig. 2　Reference fingerprint of GBE
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表 2　10 批银杏叶提取物的指纹图谱

Tab. 2　HPLC fingerprints of 10 batches of GBE samples

样品

（sample）
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

对照指纹图谱

（reference fingerprint）

S1 1 1 0.994 0.994 0.999 0.999 0.998 0.998 0.997 0.997 0.999

S2 1 1 0.994 0.994 0.999 0.999 0.998 0.998 0.997 0.997 0.999

S3 0.994 0.994 1 1 0.993 0.993 0.994 0.994 0.994 0.994 0.997

S4 0.994 0.994 1 1 0.993 0.993 0.994 0.994 0.994 0.994 0.997

S5 0.999 0.999 0.993 0.993 1 1 0.999 0.999 0.996 0.996 0.999

S6 0.999 0.999 0.993 0.993 1 1 0.999 0.999 0.996 0.996 0.999

S7 0.998 0.998 0.994 0.994 0.999 0.999 1 1 0.994 0.994 0.999

S8 0.998 0.998 0.994 0.994 0.999 0.999 1 1 0.994 0.994 0.999

S9 0.997 0.997 0.994 0.994 0.996 0.996 0.994 0.994 1 1 0.998

S10 0.997 0.997 0.994 0.994 0.996 0.996 0.994 0.994 1 1 0.998

对照指纹图谱

（reference fingerprint）
0.999 0.999 0.997 0.997 0.999 0.999 0.999 0.999 0.998 0.998 1.000

4.2　检测波长的选择

指纹图谱检测的色谱峰主要为黄酮类物质，而该

类物质基本在 254、360 nm 处有最大吸收。用二极管阵

列检测器对供试品溶液进行全波长扫描，发现 254 nm
下色谱峰峰个数较多，响应值较高，部分黄酮类成分如

槐角苷、染料木素等在 254 nm 有最大响应，而 360 nm
波长处的响应极低，故确定检测波长为 254 nm。

4.3　参照峰的确定

对多批银杏叶提取物进行检测，记录色谱图。发

现银杏叶提取物中芦丁的含量较高，在此色谱条件下

获得的色谱峰响应值较高，分离度良好，所以选择芦

丁作为参照峰。

4.4　色谱柱考察

取同一供试品溶液，比较 3 个厂家色谱柱［安捷

伦 公 司 Agilent Eclipse XDB-C18（4.6 mm×250 mm， 
5 μm）色谱柱，岛津 Inertsil ODS-3（4.6 mm×250 mm，

5 μm）色谱柱，北京迪马科技有限公司 Diamosil C18

（4.6 mm×250 mm，5 μm）色谱柱］对色谱峰的分离

情况及相似度影响，结果显示，不同厂家色谱柱对色

谱峰的分离影响较大。其中色谱柱 2 与色谱柱 3 对

色谱分离情况相似，共有峰均能达到良好分离，但色

谱柱 1 对于峰 12、13 与峰 17、18 的分离效果差。建

议使用色谱柱 2 与色谱柱 3。

4.5　柱温考察

取同一供试品溶液，考察不同柱温（25、30、 
35 ℃）下，各共有峰的分离及相似度变化情况。结

果显示，随着柱温的升高，各共有峰的保留时间略有

提前，但分离均良好。各共有峰之间相似度均大于

0.90。柱温的耐用性考察结果良好。

4.6　检测波长考察

取同一供试品溶液，考察不同检测波长（252、
254、256 nm）下，各共有峰相似度变化情况。结果显

示，波长微小调整，各共有峰的相似度均大于 0.90。
4.7　实验分析及结论

本研究建立了银杏叶提取物的 HPLC 指纹图谱，

其精密度、稳定性、重复性符合中药指纹图谱相关技

术参数要求，证明此方法可操作性强。本法共确定了

20 个共有峰，对银杏叶提取物中的共有峰化合物进

行结构鉴定，共鉴定了 10 个成分。另将疑似掺假的

银杏叶提取物与其他批次的提取物进行相似度评价，

发现其相似度差异极大。仔细对比各图谱之间的差

异，发现异常批次的提取物较其他批次的提取物，色

谱图中芦丁（峰 6）响应低，而槲皮素（峰 18）、山柰

酚（峰 19）、异鼠李素（峰 20）响应值高。因而，通过

HPLC 指纹图谱的方法，可以明显地区别提取物是否

正常，证明此次建立的银杏叶提取物指纹图谱对银杏
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叶提取物疑似掺假评判具有指导意义，可用来甄别银

杏叶提取物的真伪优劣。
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