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摘要：目的 控制银杏叶提取物原料质量并建立乌参醒脑滴丸中萜类内酯成分的含量测定方法。方法 采用AB-8大孔吸附树脂进行银杏叶萜类内酯提取优化，HPLC-ELSD法检测4种萜类内酯白果内酯、银杏内酯C、A及B的含量，优选提取部位入药。优化色谱条件，采用Diamonsil-C18 (250 mm×4.6 mm, 5.0 
μm) 色谱柱，柱温34 ℃；以甲醇-0.2%甲酸水为流动相进行梯度洗脱，流速为0.7 mL·min-1；蒸发光散射检测器检测，载气压力为30 psi，漂移管温度为80 ℃，同时测定乌参醒脑滴丸中白果内酯、银杏内酯C、银杏内酯A、银杏内酯B的含量。结果 乌参醒脑滴丸优选60 %乙醇提取部位干浸膏进行成药制剂,滴丸制剂中4种成分（白果内酯、银杏内酯C、A、及B）分别在4.77～47.70 (g·mL(1，2.31～23.10 (g·mL(1，4.79～47.94 (g·mL(1，2.32～23.25 (g·mL(1浓度的常用对数（X）与峰面积的常用对数（Y）呈良好的线性关系。其4种萜类内酯成分的平均回收率为92.1 %，（RSD为2.31 %）；91.5 %，（RSD为2.77 %）；93.7 %，（RSD为2.12 %）；93.7 %，（RSD为1.36 %）。结论HPLC-ELSD法测定乌参醒脑滴丸4种萜类内酯分离度好，专属性强。 该研究可保证乌参醒脑滴丸萜类内酯成分原料可控，成分可控。
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Abstract: Objective To control raw material quality of Ginkgo biloba extract, and to establish a HPLC-ELSD method for the determination of Bilobalide, Ginkgolide C, Ginkgolide A and Ginkgolide B in Wushen Xingnao (WSXN) dropping pill. Metheds The Macroporous resin AB-8 was used to extract terpene lactone in Ginkgo biloba. The content of four terpene lactone were monitored using evaporate light-scattering (ELSD). Chromatography was performed on a Diamonsil-C18 (250 mm×4.6 mm, 5.0μm) at 34 ℃. The 0.2 % formic acid with methanol were used as the mobile phase in gradient elution with a flow rate of 0.7 mL·min(1. An evaporate light-scattering（ELSD）was used as detector with drift tube temperature of 80 ℃ and gas pressure of 30 psi. Results The 60 % ethanol dry extract were used as medicineThe calibration curves of Bilobalide, Ginkgolide A, Ginkgolide B, and Ginkgolide C was linear in the range of 4.77～47.70 (g·mL(1, 2.31～23.10 (g·mL(1, 4.79～47.94 (g·mL(1, 2.32～23.25(g·mL(1. The average recovery of Ginkgolide A, Ginkgolide B, Ginkgolide C and Bilobalide was 92.1 %, 91.5 %, 93.7 %, 93.7 %, respectively. And RSD were 2.31 % (n=6), 2.77 % (n=6), 2.12 % (n=6), 1.36 % (n=6), respectively. Conclusion  This HPLC-ELSD method performed with good resolution and specificity. This study ensures terpene lactone of Wushen Xingnao dropping pills that raw material  is controlled, components are guaranteed.
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     乌参醒脑滴丸是由人参、何首乌和银杏叶提取物经组方配伍筛选研制具有自主知识产权的防治血管性痴呆的在研新药[1]。研究表明乌参醒脑组方对大鼠全脑缺血再灌注神经损伤和血管性痴呆有显著的治疗作用[2]。当银杏提取物和人参首乌合用后，能显著提升乌参醒脑方防治血管性痴呆药理功效[2]；银杏萜类内酯是银杏叶主要活性成分[3-4]，具有显著活血功效[5]。大量有关银杏内酯的实验研究与临床试验表明[6-9]，银杏内酯对缺血性脑血管疾病具有积极的治疗和预防作用。银杏叶提取物是乌参醒脑方和滴丸的重要原料组分之一，而银杏萜类内酯是该方的主要功效成分之一[10]。在实验室前期研究中[11-12]，我们已经对乌参醒脑滴丸中人参及何首乌的主要功效成分进行了质量控制，并发现滴丸产品工艺中原料药银杏叶提取物的质量是成药质量控制的关键因素。为此，本实验继续开展银杏叶萜类内酯提取工艺研究及乌参醒脑滴丸中萜类内酯成分的含量测定方法研究。
1 材料

1.1 药品及试剂  银杏叶不同部位提取物、乌参醒脑滴丸，由广东药学院中医药研究院制备，批号分别为：20150130, 20150131, 20150202；白果内酯、银杏内酯C、银杏内酯A及银杏内酯B对照品（纯度HPLC≥98.0%），批号分别为：12053/2011、12063/2011、2100/2011和2175/2011，上海同田生物技术股份有限公司；银杏标准提取物，批号：20140801，宁波华立制药有限公司；AB-8大孔树脂，天津兴南允能高分子技术有限公司；甲醇为色谱纯，霍尼韦尔贸易（上海）有限公司；其他试剂均为分析纯；水为双蒸水。

1.2仪器  Waters e2695-2424 HPLC系统(包括Alliance e2695分离单元-2424蒸发光散射检测器-EmPower 色谱数据处理系统)，美国Waters公司；SartoriusBT224s 电子分析天平，赛多利斯科学仪器( 北京) 有限公司；超声波清洗器，宁波新芝生物科技股份有限公司。

2 方法
2.1色谱条件      色谱条件1： Diamonsil-C18 (250 mm ×4.6 mm,5.0 μm) 色谱柱，以甲醇∶水(33.5∶66.5)为流动相，等度洗脱；流速1.0 mL·min(1；蒸发光散射检测器检测：漂移管温度75 ℃，雾化器60%加热温度模式，载气压力30 psi，增益50。 色谱条件2： Diamonsil-C18 (250 mm ×4.6 mm,5.0 μm) 色谱柱，柱温34 ℃；流动相A为甲醇，流动相B为0.2 %甲酸水，进行梯度洗脱；洗脱程序（0~5min，A的体积分数为22 %；5~10 min，A的体积分数为22 %~28 %；10~20 min，A的体积分数为28 %；20~27 min，A的体积分数为28 %~40 %，27~45 min，A的体积分数为40 %），流速为0.7 mL·min(1；蒸发光散射检测器检测：漂移管温度80 ℃，雾化器60 %加热温度模式，载气压力30 psi，增益50。
2.2银杏叶提取工艺  称取银杏叶药材，粗粉碎，过20目筛，加入8倍药材量70 %乙醇，回流提取2次，第1次2.5 h，第2次1.5 h，药液过400目筛，合并2次提取液，减压浓缩，得银杏叶粗提取物浓缩液，浓缩液上AB-8大孔树脂柱，按照树脂∶生药为1∶1.75，收集吸附液，进行2次吸附，依次用4倍量的纯水、20 %乙醇、60 %乙醇、95 %乙醇洗脱，收集各洗脱部位的洗脱液，减压浓缩至30波美度（波美度（°Bé）是表示溶液浓度的一种方法。把波美比重计浸入所测溶液中，得到的度数就叫波美度），浓缩液减压干燥，得不同提取部位干浸膏。

2.3 样品溶液制备

2.3.1 对照品溶液制备 精密称取白果内酯对照品4.77 mg，银杏内酯C对照品2.32 mg，银杏内酯A对照品4.79 mg，银杏内酯B对照品2.31 mg，置50 mL量瓶中，加甲醇超声溶解，并定容至刻度，摇匀，作为对照品贮备液,避光储存。白果内酯、银杏内酯C、银杏内酯A和银杏内酯B对照品的浓度分别为95.4 µg·mL-1、46.5 µg·mL-1、 95.9 µg·ml-1、46.2 µg·ml-1。

2.3.2 供试品溶液制备   参考中国药典提取方法[13]，取乌参醒脑滴丸20丸，研细混匀，取约0.1 g，或精密量取不同提取部位供试品溶液，置具塞锥形瓶中，精密加入50 mL甲醇，称质量，超声处理30 min，待冷却至室温，补足减失的质量量，摇匀，滤过。精密量取续滤液25 mL，水浴蒸干甲醇，残渣加水10 mL使溶散；加入2 %HCl溶液2滴，用乙酸乙酯萃取4次（15，10，10，10 mL），合并提取液，提取液用5 %醋酸钠20 mL洗涤，分取醋酸钠层，用乙酸乙酯10 mL洗涤。合并乙酸乙酯提取液，再用水洗涤2次，每次20 mL，合并水洗液，用乙酸乙酯10 mL洗涤水洗液，合并乙酸乙酯溶液，回收乙酸乙酯至干，残渣用甲醇溶解并定容至5 mL量瓶中，摇匀，用0.45 µm微孔滤膜过滤，取续滤液，即得。
2.3.3 阴性对照液制备 按照乌参醒脑方处方量制备不含银杏提取物的滴丸，按2.3.2项下的制备方法处理得到阴性对照液。

2.4 方法学验证

2.4.1 专属性  乌参醒脑滴丸成分复杂，采用药典方法及现有的参考文献方法均难达到分离分析要求，最终优化色谱条件得到色谱条件2，实现了4种萜类内酯在ELSD上完全分离检测。理论板数按白果内酯峰计算应不低于2500，拖尾因子大于0.99，保留时间约为18.8 min，27.8 min，36.1 min，38.5 min，4种成分与其他组分分离度均大于或等于1.5；阴性样品对测定不存在干扰，见图1。
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1. 白果内酯；2. 银杏内酯C；3. 银杏内酯A；4. 银杏内酯B

图1 白果内酯、银杏内酯C、银杏内酯A及银杏内酯B对照品、样品和阴性的高效液相色谱图

  A. 对照品（Standard） B. 制剂样品（Sample） C. 市售提取物样品（Sample）D. 阴性（Negative）
Figure 1 HPLC chromatograms of Bilobalide，Ginkgolide C, Ginkgolide A and Ginkgolide B mix standard, sample and negative
2.4.2标准曲线制备 分别精密量取2.3.1项下的对照品贮备液0.5，1.0，2.0，2.5，3.0，3.5，4.0，5.0 mL，分别置于10 mL量瓶中，甲醇定容至刻度，摇匀，得到一系列浓度的混合对照品溶液，其中，白果内酯质量浓度为: 4.77，9.54，14.31，19.08，23.85，33.39，36.16，47.70 (g·mL(1，银杏内酯C质量浓度为: 2.31，4.62，6.93，9.24，11.55，16.17，18.48，23.10 (g·mL(1，银杏内酯A质量浓度为：4.79，9.59，14.38，19.18，23.97，33.56，37.32，47.94 (g·mL(1，银杏内酯B质量浓度为: 2.32，4.65，6.98，9.30，11.62，16.28，18.56，23.25 (g·mL(1。分别取7个浓度混合对照品溶液依次进样，进样量为10 μL，每个浓度重复进3针。以各成分峰面积的常用对数（Y）和浓度的常用对数（X）进行线性回归，得白果内酯的回归方程为Y = 0.8596 X + 3.2088，相关系数r＝0.9994；银杏内酯C的回归方程为Y = 1.4419X+2.9346，相关系数r＝0.9995；银杏内酯A的回归方程为Y = 1.4021X+2.5716，相关系数r＝0.9998；银杏内酯B的回归方程为Y= 1.4278X+2.8179，相关系数r＝0.9999，表明四种萜类内酯分别在4.77～47.70 (g·mL(1，2.31～23.10 (g·mL(1，4.79～47.94 (g·mL(1，2.32～23.25(g·mL(1之间线性关系良好。
2.4.3精密度试验 取白果内酯、银杏内酯C、银杏内酯A及银杏内酯B浓度分别为19.08 μg·mL-1，9.24 μg·mL-1，19.18 μg ·mL-1，9.30 μg·mL-1的对照品溶液，进样10 μL，连续测定6次，计算其峰面积的RSD分别为2.73 %，2.66 %， 1.80 %，2.56 %，表明仪器精密度良好。

2.4.4稳定性试验 取供试品溶液（20150202）分别在0，2，4，6，8，12 h进样10 (L，计算四种成分的峰面积的RSD值，白果内酯、银杏内酯C、银杏内酯A及银杏内酯B的RSD峰面积为3.48 %，2.29 %，2.71 %，2.62 %，表明供试品溶液在12 h内稳定。

2.4.5重复性试验 取同一批号（20150202）样品6份，精密称定，按2.3.2项下制备方法处理并测定，计算白果内酯、银杏内酯C、银杏内酯A及银杏内酯B含量的RSD分别为4.44 %，5.70 %， 4.31 %，1.57 %，表明该分析方法精密度良好。

2.4.6加样回收试验 取同一批号样品（20150202）共6份，精密称定，分别加入白果内酯、银杏内酯C、银杏内酯A及银杏内酯B对照品适量，照2.3.2项下方法处理并测定，分别计算回收率和RSD值。其平均回收率分别为92.1 %，91.5 %，93.7 %，93.7 %，RSD分别为2.31 %，2.77 %，2.12 %，1.36 %，。表明该方法准确可靠。结果见表1～4。
表 1白果内酯回收率试验结果（n=6）

Table 1 Results of Bilobalide recovery experiments（n=6）

	序号
	样品质量/
g
	白果内酯量/
mg
	加入量/ 
mg
	测得量/
 mg
	回收率/
%
	平均回收率/
%
	RSD /
%

	1
	0.0506
	0.0365
	0.0477
	0.0799
	91.1
	92.1
	2.31

	2
	0.0510
	0.0367
	0.0477
	0.0812
	93.1
	
	

	3
	0.0499
	0.0360
	0.0477
	0.0793
	90.8
	
	

	4
	0.0506
	0.0365
	0.0477
	0.0788
	88.7
	
	

	5
	0.0508
	0.0366
	0.0477
	0.0819
	95.0
	
	

	6
	0.0510
	0.0367
	0.0477
	0.0815
	93.9
	
	


表2 银杏内酯C回收率试验结果（n=6） 
Table 2  Results of Ginkgolide C recovery experiments（n=6）  

	序号
	样品质/
g
	银杏内酯C量/
mg
	加入量/ mg
	测得量/ mg
	回收率/
%
	平均回收率/
%
	RSD/
%

	1
	0.0506
	0.0161
	0.0231
	0.0367
	89.2
	91.5
	2.77

	2
	0.0510
	0.0162
	0.0231
	0.0364
	87.6
	
	

	3
	0.0499
	0.0158
	0.0231
	0.0369
	91.3
	
	

	4
	0.0506
	0.0161
	0.0231
	0.0379
	94.5
	
	

	5
	0.0508
	0.0161
	0.0231
	0.0379
	94.2
	
	

	6
	0.0510
	0.0162
	0.0231
	0.0375
	92.4
	
	


表3银杏内酯A回收率试验结果（n=6） 

Table 3 Results of Ginkgolide A recovery experiments（n=6）

	序号
	样品质/
g
	 银杏内酯A量/
mg
	加入量/ mg
	测得量/ 
mg
	回收率/
%
	平均回收率/
%
	RSD /
%

	1
	0.0506
	0.0990
	0.0959
	0.1866
	91.4
	93.7
	2.12

	2
	0.0510
	0.0997
	0.0959
	0.1887
	92.8
	
	

	3
	0.0499
	0.0976
	0.0959
	0.1871
	93.3
	
	

	4
	0.0506
	0.0990
	0.0959
	0.1873
	92.1
	
	

	5
	0.0508
	0.0994
	0.0959
	0.1914
	96.0
	
	

	6
	0.0510
	0.0997
	0.0959
	0.1925
	96.8
	
	


表4 银杏内酯B回收率试验结果（n=6） 
Table 4  Results of Ginkgolide B recovery experiments（n=6）   

	序号
	样品质量/
g
	银杏内酯B量/
mg
	加入量/ mg
	测得量/ 
mg
	回收率/
%
	平均回收率/
%
	RSD /
%

	1
	0.0506
	0.0734
	0.0698
	0.1403
	95.9
	93.7
	1.36

	2
	0.0510
	0.0739
	0.0698
	0.1382
	92.1
	
	

	3
	0.0499
	0.0724
	0.0698
	0.1370
	92.6
	
	

	4
	0.0506
	0.0734
	0.0698
	0.1390
	94.1
	
	

	5
	0.0508
	0.0737
	0.0698
	0.1395
	94.4
	
	

	6
	0.0510
	0.0739
	0.0698
	0.1390
	93.2
	
	


2.5结果

2.5.1银杏叶提取工艺的优化及结果分析  以大孔树脂AB-8为提取工艺，采用20 %乙醇、60 %乙醇、95 %乙醇洗脱，得不同提取部位干浸膏。按照色谱条件1进行测定，图2显示不同提取部位的色谱图，4种萜类内酯含量见表5。最终优选60 %乙醇提取部位干浸膏进行成药制剂。

[image: image2.png]£ . I £

o ] |

. I

o H A I

Py E— WA U -

P oz

st : |

= _

e ?‘. Cc

e ' e

fred i |0

ks e /} UL ol
T szmR
|
i






1. 白果内酯；2. 银杏内酯C；3. 银杏内酯A；4. 银杏内酯B

图2 银杏叶提取工艺不同部位干浸膏高效液相色谱图

Figure 2 HPLC chromatograms of dry extract of Ginkgo biloba in different extraction process

表5 银杏叶提取部位干浸膏成分含量

Table 5  The component of dry extract of Ginkgo biloba
	洗脱部位
	白果内酯/%
	银杏内酯C/%
	银杏内酯A/%
	银杏内酯B/%
	银杏总内酯/%

	AB-8 20%洗脱部位
	0.702
	1.778
	0.310
	0
	2.790

	AB-8 60%洗脱部位
	1.138
	0.629
	2.509
	2.161
	6.437

	AB-8 95%洗脱部位
	0.213
	0.170
	0.296
	0
	0.678


2.5.2滴丸各成分含量测定  取乌参醒脑滴丸样品3批(20150130, 20150131, 20150202)，照2.3.2项下处理方法制备供试品溶液，分别精密吸取供试品溶液30 (L，注入液相色谱仪，记录峰面积，代入标准曲线，计算白果内酯、银杏内酯C、银杏内酯A及银杏内酯B的含量，见表6。
表6 乌参醒脑滴丸中4种成分含量量测定结果（n=3）

Table 6 Results of samples determination（n=3）
	批号
	白果内酯
	银杏内酯C 
	银杏内酯A 
	银杏内酯B 

	
	平均含量/

mg·g(1
	RSD/

%
	平均含量/

mg·g(1
	RSD/

%
	平均含量/

mg·g(1
	RSD/

%
	平均含量/

mg·g(1
	RSD/

%

	20150202
	0.712
	4.20
	0.316
	4.72
	1.943
	3.02
	1.509
	1.37

	20150130
	0.763
	1.48
	0.312
	3.15
	1.889
	3.92
	1.610
	1.49

	20150131
	0.782
	1.76
	0.316
	1.40
	1.904
	3.43
	1.616
	1.69


3 讨论

市售银杏叶标准提取物的种类繁多，产品质量参差不齐。依据现行版中国药典（2015版）规定，本品按干燥品计算，含萜类内酯以白果内酯(C15H18O8)、银杏内酯C(C20H24O11)、银杏内酯A(C20H24O9)和银杏内酯B(C20H24O10)的总量计，不得少于6.0 ％[13]。因药典未做具体要求，故市售提取物产品中4种成分的组成和比例存在较大差异(见图3C)。本研究的市售银杏提取物总量虽符合规定，但银杏内酯B缺失，影响滴丸制剂质量。据文献报道[14-15]，银杏内酯B是银杏防治的主要有效成分，银杏内酯B代表着银杏萜类内酯防治药效物质基础，因此本项目开展了银杏原料药的提取工艺研究。
 本研究最终确定大孔树脂提取工艺，采用的AB-8大孔树脂提取效率最佳，在20 %乙醇洗脱部位里水溶性杂质较多，银杏萜类内酯的含量为2.790 %，且银杏内酯B缺失。60 %乙醇洗脱部位银杏萜类内酯含量为6.437 %，符合2015版中国药典要求，且银杏内酯A、银杏内酯B含量高。95 %乙醇洗脱部位含量最低，未达到中国药典要求。最终优选了60 %洗脱部位入药，结果与文献报道一致 [16]。
    乌参醒脑滴丸是由人参、首乌和银杏叶提取物配伍而成，检测方法采用ELSD法，受人参皂苷等水溶性成分的干扰，采用药典色谱方法及参考文献的甲醇-四氢呋喃-水系统均难获得满意的分离效果，采用甲醇-水为流动相能初步分离，流动相进行一定的酸化能明显改善分离效果，减少拖尾。最终采用甲醇-0.2 %甲酸水为流动相梯度洗脱，流速为0.7 mL·min-1的色谱条件实现了乌参醒脑滴丸中4种成分的完全分离，进而建立了一种可靠的银杏复方制剂的质控方法。
参考文献：
[1] 贝伟剑，臧林泉，郭姣，等. 用于防治脑缺血损伤相关疾病的中药有效成分的组合物: 中国，ZL200810198306.7 [P].2011-05-04.

[2] 曹乐, 毕炳添, 宾娟, 等. 乌参醒脑方对大鼠脑缺血致血管性痴呆的神经保护作用 [J]. 中国新药杂志, 2012, (19):2306-2310.

[3] 聂黎行，戴忠，鲁静，等. 银杏叶、银杏叶提取物及其制剂质量控制研究进展[J].中国药事，2011，25（2）：171-174.

[4孙芳, 王璐, 闫滨, 等. 银杏叶提取物活性成分及其药理作用[J]. 山东中医杂志, 2014, 33(3):221-223.

[5] 傅亚, 谈宗华, 胡承波, 等. 银杏叶提取物对中枢神经系统保护作用的研究进展 [J]. 中国药房, 2013, 24(23): 2196-2199.

[6] 龚晓健, 戎志涛, 张乐多, 等. 银杏内酯的抗血管性痴呆作用 [J]. 中国天然药物, 2008, 6(3): 227-231.

[7]蒋文潇, 王保和. 银杏内酯对缺血性脑血管疾病的药理研究进展[J]. 辽宁中医杂志, 2015, 42(2): 441-444.

[8]卫飞, 帅杰, 申林, 等. 银杏叶提取物对帕金森患者血清黑质 DMT1, 葡萄糖调节蛋白 75 及神经功能的影响研究[J]. 中国生化药物杂志, 2015,35（8），72-74。

[9] 巩沅鑫, 周其全. 银杏叶提取物对血脑屏障通透性保护作用的分子机制 [J]. 中国新药杂志，2008，17（17）:1474-1481.

[10] 顾泉琳, 张会宁, 贝伟剑. 乌参醒脑滴丸制备工艺研究[J]. 广东药学院学报, 2014,30 (2): 132-135.

[11] 范辉，顾泉琳，贝伟剑，等. HPLC 法测定乌参醒脑滴丸中人参皂苷Rg1、Re、Rb1和Rd[J].中成药，2012，34（7）:1280-1283

[12] 范辉，顾泉琳，何梓蔚，等. HPLC 法测定乌参醒脑滴丸中二苯乙烯苷的含量[J].广东药学院学报， 2011， 27( 6)，601-603

[13] 国家药典委员会. 中华人民共和国药典（一部）[S]. 北京：中国医药科技出版社，2015：416-417.

[14] Pei HX, Hua R, Guan C X, et al. Ginkgolide B Reduces the Degradation of Membrane Phospholipids to Prevent Ischemia/Reperfusion Myocardial Injury in Rats[J]. Pharmacology, 2015, 96(5-6):233-239.
[15] Chi CL, Shen DF, Wang PJ, et al. Effect of ginkgolide B on brain metabolism and tissue oxygenation in severe haemorrhagic stroke.[J]. International Journal of Clinical & Experimental Medicine, 2015, 8(3):3522-3529.
[16] 闫晓霞, 王涛, 刘芳, 等. 银杏内酯B的制备及纯化工艺研究 [J]. 长治医学院学报, 2012, 26(3): 174-175.

(编辑:邓响潮)
[image: image3.emf]         3    


